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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Herzinsuffizienz

1.1.1 Epidemiologie, Klinik und Atiologie

Seit 1990 haben die Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems (16,7 Millionen im Jahr
2002) die Infektionskrankheiten (15 Millionen im Jahr 2002) als fiihrende Todesursache
weltweit Gberholt [187; 245]. Auch in Deutschland stehen sie mit den chronisch ischami-
schen Herzkrankheiten (11,2%), dem akuten Myokardinfarkt (7,6%) und der Herzinsuffi-
zienz (6,8%) an erster Stelle der Todesursachenstatistik [38]. Obwohl in den letzten
Jahren die altersgruppenbezogene Mortalitat durch koronare Herzerkrankungen in den
entwickelten Landern zuriickgegangen ist, zeichnet sich eine steigende Anzahl von herz-
insuffizienten Patienten ab [224]. Im Jahr 2002 wurden in Deutschland knapp 57.000
Todesfalle und 270.000 Entlassungsdiagnosen der Herzinsuffizienz zugeschrieben [38].
Die 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit betragt etwa 40-50% nach Diagnosestellung
[87] und 25% nach der ersten Krankenhauseinweisung. Die Behandlung der Herzinsuffi-
zienz kostete gut 2.700 Millionen Euro, fihrte zu 19.000 verlorenen Erwerbstatigkeits-
jahren und zu gut 320.000 verlorenen Lebensjahren [38]. In Schottland wurde die Erst-
diagnose bei 84% der Patienten nach dem 65. Lebensjahr gestellt, in dieser Altersgruppe
lag die Pravalenz bei 41,9/1.000 und die Inzidenz bei 11,2/1.000 [172]. Durch die stei-
gende Lebenserwartung und die Alterung der Bevdlkerung weltweit [142] ist mit einem
weiteren Anstieg ihrer Pravalenz zu rechnen [224]. Aus diesem Grund ist die Aufklarung
der Pathophysiologie des insuffizienten Herzmuskels und die Weiterentwicklung daraus

abzuleitender neuer Therapieansatze fir die Menschheit von grofder Bedeutung.

Das insuffiziente Herz ist nicht mehr in der Lage, den Organismus unter normalem end-
diastolischem Ventrikeldruck mit ausreichendem Blutvolumen zu versorgen. Ursache
kann zum einen eine systolische Ventrikelfunktionsstérung sein, die durch eine Kontra-
ktionsstérung des Myokards mit dadurch verringerter Auswurfleistung und meist dila-
tiertem Ventrikel gekennzeichnet ist. Zum anderen liegt haufig eine diastolische Ventrikel-
funktionsstérung vor, die Uber die verminderte Dehnbarkeit zur ungenigenden Fullung
des Ventrikels fuhrt und initial hdufig mit einer Ventrikelhypertrophie einhergeht. Haufig
findet sich jedoch eine Kombination aus systolischer und diastolischer Funktionsstérung
als Ursache fur die Herzinsuffizienz. Je nach betroffener Kammer werden Links-, Rechts-
und Globalinsuffizienz unterschieden. Zu den typischen klinischen Symptomen gehdren
Dyspnoe, Schwache, Muldigkeit, Flissigkeitsretention, Asthma cardiale, erhéhte Herz-

frequenz und Stérung der kognitiven Funktion [93; 137].
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Die Atiologie der Herzinsuffizienz ist vielfaltig. Am haufigsten liegen der Myokardinfarkt
und inadaquat behandelte Hypertension zu Grunde [119; 120; 1]. Es kann jedoch jede Er-
krankung, die mit einer langeren Uberbelastung oder Schadigung des Myokards einher-
geht, zur Insuffizienz desselben fuhren. Dazu gehéren chronische Druck- oder Volumen-
belastung, beides haufig durch Vitien bedingt, virale Myokarditiden, toxische Kardiomyo-
pathien und Mutationen von Genen, die fiir Proteine der Sarkomere oder des Zytoskeletts
kodieren [110].

1.1.2 Physiologie der Herzaktion

Das Myokard enthalt neben Fasern fir die reine Pumparbeit auch Fasern fur die Er-
regungsbildung und —leitung, welche spontan Erregungen bilden kénnen. Unter Fihrung
des Sinusknoten als primaren Schrittmacher arbeitet das Herz weitgehend autonom.
Durch die Innervation seitens des vegetativen Nervensystems ist eine Anpassung an die
Bedurfnisse des Gesamtorganismus mdglich. Die physiologische Stimulation des Sympa-
thikus erfolgt in Abhangigkeit von den Anforderungen des Kreislaufs und fuhrt zur Aktivier-
ung der B-Adrenozeptoren, die Uber die Steigerung der Kontraktionskraft (Inotropie), der
Erregungstberleitung (Dromotropie) und der Herzfrequenz (Chronotropie) sowie der
Beschleunigung der Relaxation (Lusitropie) zur Erhéhung des Herzminutenvolumens bei-
tragen. Demgegentber fiihrt eine Stimulation des Parasympathikus tber den Transmitter
Azetylcholin zu negativer Ino-, Chrono- und Dromotropie. Die Aktivierung von B4-Adreno-
zeptoren durch die Agonisten Noradrenalin und Adrenalin fihrt im Herzen Uber ein stimu-
lierendes GTP-abhangiges Protein (G;) zur Aktivierung der membranstandigen Adenylyl-
cyclase (AC), welche die Bildung des second messengers cyklisches Adenosin-3‘-5'-
Monophosphat (cCAMP) aus ATP katalysiert, der wiederum die cAMP-abhangige Protein-
kinase (PKA) aktiviert [19; 153]. Da mit einem Anteil von 75-80% aller B-Adrenozeptoren
der B4-Subtyp im Herzen dominiert und das Verhaltnis a- zu B-Adrenozeptoren etwa eins
zu zehn betragt [201], resultiert die adrenerge Stimulation Uberwiegend in einer
cAMP-Erhéhung. Die PKA phosphoryliert unter anderem den sarkolemmnalen, spannugs-
abhangigen Calcium-Kanal (L-Typ Calcium-Kanal), den Troponin Inhibitor (Tnl), das
Myosin-Bindungsprotein C (MyBP-C) und Phospholamban (PLB). Diese Regulatorproteine
vermitteln positive Inotropie und Lusitropie [183; 153; 73].
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Abb. 1.1: B-Adrenerge Signaltransduktion in Kardiomyozyten.

Das Schaubild gibt einen Uberblick tiber die B-adrenerge Signaltransduktion. Erlduterung
siehe Text. BARK entspricht der B-Adrenozeptorkinase; Gas;, a- Untereinheit des stimu-
lierenden/inhibierenden G-Proteins; PKA, cAMP-abhangige Proteinkinase; PLB, Phospho-
lamban; SR, Sarkoplasmatisches Retikulum; SERCA 2a, SR-Calcium-ATPase; CaMK I,
Calcium/Calmodulin-abhangige Kinase IlI; RyR, Ryanodin Rezeptor; PKC, Calciumabhan-
gige Proteinkinase; DAG, Diacylglyzerin; Tnl/C, Troponinl/C; NCX, l\_!atrium-CaIcium Aus-
tauscher; P, Phosphorylierung an der angegebenen Aminosaure. Ubersichten dazu bei
[54; 108; 199; 134; 195; 221; 19; 20; 160; 201; 153; 159; 208; 30; 73; 140; 238; 250].

Die elektromechanische Kopplung lbersetzt den elektrischen Impuls in die Kontraktion
des Myokards. Wahrend eines Aktionspotentials gelangt Calcium zunachst ber den
spannungsabhangigen L-Typ Calcium Kanal in die Zelle. Dieser rasche Calciumeinstrom
triggert die Freisetzung von Calcium Uber den Ryanodin-Rezeptor aus dem Sarkoplas-
matischen Retikulum (SR), wo Calcium Uberwiegend an Calsequestrin gebunden ge-
speichert wird. Die steigende intrazellulare Calciumkonzentration fihrt zur Bindung von
Calcium an Troponin C in den dinnen Filamenten und ermdglicht so eine Konformations-
anderung, die es den Myosinkodpfchen erlaubt, an Aktin zu binden und eine Kontraktion
auszufuhren. Die Relaxation erfolgt Uber die schnelle Eliminierung des Calciums aus dem
Zytosol in der Diastole. Bei Menschen und Kaninchen wird etwa 70%, bei Ratten und

Mausen 92% des Calciums Uber die SR Calcium-ATPase 2a (SERCA 2a) unter ATP-
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Verbrauch in das SR transportiert und steht dort flr die nachste Kontraktion zur Ver-
fugung. Die restlichen 30% bzw. 8% werden durch den Natrium/Calcium-Austauscher
(NCX) und zu einem geringen Anteil durch langsame Calcium-ATPasen im Sarkolemm in
den Extrazellularraum beférdert [20]. Die SERCA 2a wird dabei reversibel von Phospho-
lamban, einem kleinen integralen Phosphoprotein der SR-Membran, gehemmt. Im un-
phosphorylierten Zustand bindet Phospholamban bei diastolischen Calcium-Konzentra-
tionen (0,1 uyM vs. 1 uM in der Systole) an die SERCA 2a und setzt deren Cal-
cium-Affinitat herab. Eine zwei- bis dreifache Steigerung der SERCA 2a-Aktivitat lasst sich
nach der Phosphorylierung von Phospholamban durch die PKA oder die Calcium/Calmo-
dulin-abhangige Proteinkinase Il (CaMK II) beobachten [215; 229; 159]. Die PKA phos-
phoryliert Phospholamban an Serin'® und vermindert so die benétigte Calciumkonzentra-
tion fur die halbmaximale Aktivierung (Kc,) der SERCA2a um die Halfte [215]. Die steigen-
de intrazelluldre Calciumkonzentration aktiviert die CaMK 11 [160], die ihrerseits Threonin’
phosphoryliert und dadurch die K¢, weiter senkt [215]. In vivo wird Phospholamban nach
B-adrenerger Stimulation von beiden Kinasen phosphoryliert [244; 170; 254]. Mit Hilfe von
hetero- und homozygoten Phospholamban knock out Mausen konnte gezeigt werden,
dass sich die Calciumaffinitdt der SERCA2a und die Relaxation und Kontraktilitt isolierter
Kardiomyozyten und perfundierter Herzen linear zur Phospholambankonzentration ver-
halten [156]. Die homozygoten Mause wiesen schon basal eine starke Hyperkontraktilitat
auf. Die Kraft war vergleichbar mit der Kontraktionskraft von Wildtyp-Tieren unter maxi-
maler Isoprenalinstimulation und konnte durch (-adrenerge Stimulation nicht weiter ge-
steigert werden [155; 156]. Dieser Phanotyp hielt bis ins hohe Alter an und ging mit einer
normalen Lebenszeit einher [217]. Diese Befunde unterstreichen die Rolle von Phospho-
lamban als Schaltstelle zwischen PKA-abhangiger Phosphorylierung und Calcium-indu-
zierter Kontraktion. Dephosphoryliert wird Phospholamban vorwiegend durch die Protein-
phosphatase-1 (PP1), aber auch durch die Proteinphosphatase 2A (PP2A) [158].

1.1.3 Pathophysiologie der Herzinsuffizienz

Das insuffiziente Herz ist nicht mehr in der Lage, eine ausreichende Menge an Blut in den
Kreislauf zu pumpen. Zunachst versucht es durch adaptive Mechanismen, das Herzzeit-
volumen aufrechtzuerhalten. Bei herzinsuffizienten Patienten wird eine chronische Er-
héhung des Sympathikotonus beobachtet. Diese flihrt zur Depletion der myokardialen
Speicher und erhdhten Katecholaminkonzentrationen im Blutkreislauf [111; 204]. Sie ist
einer der Hauptfaktoren flr die Progression der Insuffizienz und korreliert mit dem Schwe-
regrad der Erkrankung [59]. Die gesteigerte Plasmakatecholaminkonzentration bewirkt ne-

ben der direkten Kardiotoxizitat eine selektive Vasokonstriktion mit Zentralisation des
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Kreislaufs, Minderperfusion der Niere, Aktivierung der Renin-Angiotensin II-Aldosteron-

Achse und flhrt somit zu einer vermehrten Belastung des Myokards [93].

Die standige Okkupation des p-Adrenozeptors mit einem Agonisten ermoglicht der
B-Adrenozeptorkinase-1 (BARK), diesen zu phosphorylieren und erleichtert damit dessen
Entkopplung von den nachgeschalteten GTP-aghangigen Proteinen (G-Proteine) oder die
Internalisierung des Rezeptors [192]. In insuffizienten Herzen konnten eine Erhdhung der
Aktivitat der B-Adrenozeptorkinase-1 [235; 45; 131] sowie eine selektiv verminderte Dichte
von Bs-Adrenozeptoren nachgewiesen werden [32; 34; 235; 236]. Durch die verminderte
Dichte an B4-Adrenozeptoren verschiebt sich das Verhaltnis zu Gunsten der B,-Adreno-
zeptoren auf etwa 50:50 [32; 33; 36]. Die erhohte Expression von G; [88; 198; 85; 86] tragt
zur weiteren B-adrenergen Desensitivierung bei [194]. Die Desensitivierung dient
wahrscheinlich initial dem Schutz des Herzens vor den exzessiv erhdhten Katecholamin-
spiegeln und vermittelt moglicherweise Uber die B,-Adrenozeptoren einen antiapopto-
tischen Effekt [194], beeinflusst aber auch den Aktivitatszustand vieler Phosphoproteine in
der Herzmuskelzelle, die direkt oder indirekt den Calciumhaushalt regulieren. In Kardio-
myozyten spielt Calcium als zentraler second messenger eine entscheidende Rolle und
eine gestorte Calciumhomoostase nimmt Einfluss auf die elektromechanische Kopplung
der Kontraktion [20], die Rhythmogenese [21; 193], den Zelltod [17; 194; 184] sowie die
Kardiomyozytenhypertrophie [194; 18] und kdnnte so die Progression der Herzinsuffizienz
verstarken [110; 250].

Im insuffizienten Herzen sind die Calciumtransienten kleiner und fallen langsamer ab. Die
Calciumaufnahme und der -gehalt des SR sind verringert [189-191; 188]. In der Diastole
wird Calcium zu langsam in das SR transportiert, dadurch bleibt die diastolische Calcium-
konzentration hoch und zugleich steht im SR wenig Calcium fur die nachste Kontraktion
zur Verfugung. Daraus resultieren eine verminderte Relaxation und Kontraktion [167; 189;
109; 169].

Die Aktivitdt und die mRNA-Konzentration der SERCA 2a ist vermindert, wdhrend be-
zuglich des Proteingehaltes einige Gruppen keine signifikante Veranderung, andere eine
Verminderung fanden (Ubersicht bei [94; 110]). Phospholamban ist auf mRNA-Ebene her-
unterreguliert, auf Proteinebene zeigen die meisten Ergebnisse keine Veranderung [94;
159]. Allerdings wird angenommen, dass das stdchiometrische Verhaltnis von Phospho-
lamban zu SERCA 2a die regulierende Gréf3e des SR-Calciumtransports darstellt [163;
136] und dieses ist in der Tat erhéht [163; 150; 64].

Zudem konnte mehrfach gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von Phospholamban

an Serin'® vermindert ist [209; 211; 64; 80]. In Membranpraparaten konnte eine Ver-
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dopplung der Proteinphosphatase-1 Aktivitdt nachgewiesen werden [176]. Die Enthem-
mung der SERCA 2a durch die Phospholambanphosphorylierung ist essentiell, um die
Calciumhomdostase in der Zelle aufrechtzuerhalten und bei Belastung den gesteigerten
Anforderungen gerecht zu werden. Die kontraktile Dysfunktion in Kardiomyozyten herzin-
suffizienter Patienten konnte durch adenovirale Uberexpression von SERCA 2a normali-
siert werden [65; 66]. Im Gegenzug konnte die Ablation von Phospholamban in mehreren
Modellen der Herzinsuffizienz in Mausen die Kontraktilitdt normalisieren [219], in einigen
sogar die Entstehung der Kardiomyopathie oder die Progression zur Insuffizienz ver-
hindern [164; 95; 207; 122]. Dies und die gunstigen Langzeiteffekte [217] machten Phos-
pholamban zu einem interessanten Ziel flir neue therapeutische Ansatze. Andererseits
konnte in etablierten Mausmodellen genetisch bedingter Herzinsuffizienz (Uberexpression
des G-Proteins Gag und Mutation des Myosin-bindenen Proteins C) der kardiomyo-
pathische Phanotyp durch PLB-Ablation nicht verhindert oder gebessert werden [219].
Beim Menschen wurde eine Mutation in der Phospholamban-DNA gefunden, die zur
Produktion eines uneffektiven, trunkierten Proteins flhrt. Bei Heterozygoten fuhrte sie zu
einer Herzhypertrophie ohne Einschrankung der Kontraktilitat. Homozygote Familienmit-
glieder indes entwickelten eine, schon im jugendlichen Alter letale, dilatative Kardiomyo-
pathie [107], so dass die Eignung des kleinen Proteins durch seine Inhibition zur Therapie
der Herzinsuffizienz beizutragen - zumindest beim Menschen - wieder sehr in Frage

gestellt ist.
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1.2 Serin/Threonin-Proteinphosphatasen

Die reversible Phosphorylierung von Proteinen ist einer der wichtigsten Mechanismen zur
Kontrolle intrazellularer Signaltransduktion. Etwa ein Drittel aller zellularen Proteine ent-
halt kovalent gebundenes Phosphat. Der Phosphorylierungsgrad reflektiert dabei die rela-
tive Aktivitdt der phosphorylierenden Proteinkinasen und der dephosporylierenden Pro-
teinphosphatasen. Obwohl Proteinkinasen schon seit langem Gegenstand intensiver For-
schung sind, wurde den Proteinphosphatasen erst in letzter Zeit vergleichbare Aufmerk-

samkeit geschenkt [130].

1.2.1 Einteilung, allgemeine Funktion und Regulation der Serin/Threonin-

Proteinphosphatasen

Die katalytische Untereinheit der Proteinphosphatase 1 (PP1c) gehort zu den Se-
rin/Threonin-Proteinphosphatasen (PP). Traditionell wurden die PPs nach ihrer Substrat-
spezifitdt und Abhangigkeit von verschiedenen lonen eingeteilt. Die PP1 weist eine
hdhere Spezifitdt gegeniber der B-Untereinheit der Phosphorylase Kinase auf und ist
durch die Proteinphosphatase Inhibitoren-1 und -2 (PPI-1 und -2) hemmbar. Die
Typ 2 PPs weisen eine héhere Spezifitdt gegentber der a-Untereinheit auf und sind nicht
durch die Inhibitoren-1 und -2 beeinflussbar. Die Typ 2 PPs werden nach ihrer Abhangig-
keit von Kationen weiter unterteilt in die unabhangige PP2A, die calciumabhangige PP2B
— auch Calcineurin genannt — und in die magnesiumabhangige PP2C [132]. Die Zuord-
nung zu Genfamilien erfolgt auf Grund der Aminosauresequenzen und der Kristallstruktur.
PP1, PP2A und PP2B zahlen zur PPP Familie [56] und weisen 40-50% Ahnlichkeit auf
[58; 100]. Mehr als zehn neue PPs der PPP Familie konnten isoliert werden [44]. In
Saugetieren kodieren drei verschiedene Gene PP1a, PP1B/5, PP1y [55; 72; 206] sowie
beim Menschen eine zusatzliche PP1a-Variante, PP1a, [77; 251], fur die PP1c. Die PP1c
ist ein wahrend der Evolution au3erordentlich gut konserviertes Enzym [42] und die Iso-
formen zeigen fast 90% Identitat in ihrer Aminosauresequenz mit Divergenzen nur am C-
und N-terminalen Ende [10; 57]. Multiple zellulare Prozesse werden durch die ubiquitar
vorkommende PP1 reguliert. Sie fordert die Wiederverwertung von Proteinen, Transkrip-
tions- und Spliceprodukten, das Zurlicksetzen auf Energiesparmodus, das Anlegen von
Glykogenspeichern und die Relaxation des Zytoskeletts und Aktomyosins. AufRerdem
unterstutzt PP1 die Erholung von Stresssituationen oder bei starkem Zellschaden die
Apoptose und nimmt an der Regulation des Zellzyklus und des Membranpotentials aller
erregbaren Membranen teil [117; 43]. Die hohe Substratspezifitdt gegenuber einer Viel-
zahl an Proteinen wird durch regulatorische Untereinheiten vermittelt, welche die PP1c an

subzellulare Kompartimente oder an das Substrat binden [129; 57] und die Spezifitat ge-
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genluber dem favorisierten Protein erhéhen, gegenlber anderen hingegen erniedrigen [2].
Zu den endogenen Inhibitoren gehéren unter anderem der Proteinphosphatase Inhibitor-1
(PPI-1) mit dessen Strukturhomolog DARPP-32, das Dopamin- und cAMP-regulierte
Phosphoprotein mit einem Molekulargewicht von 32 kDa sowie PPI-2 [54; 214; 57]. PP1
kann auch durch die exogenen Inhibitoren Okadasaure, Cantharidin, Calyculin A und
Microcystin LR inhibiert werden [117].

1.2.2 Struktur der Proteinphosphatase 1

Abb. 1.2: Elektrostatische Oberflache
der Proteinphosphatase 1.

PP1 ist ein Kkleines, kompaktes,
elliptisches Protein von 37 kDa, mit drei
Furchen in Form eines Y, welche die
Oberflache pragen und in deren
Kreuzungspunkt die katalytische Region
mit zwei Metallionen — Mangan und
Eisen — liegt. Die B12-B13-Schlinge
reprasentiert eine wichtige Bindungs-
stelle fur Inhibitoren und Toxine. Die
hyedro phobe roten Regionen entsprechen negativ,
Fuiche die blauen positiv geladenen Amino-
saureresten. Entnommen aus [231].

Die PP1c (s. Abb. 1.2) imponiert als kompaktes, elliptisches Protein, dessen katalytische
Region an der Kreuzungsstelle von drei Furchen liegt - eine saure, C-terminale und hydro-
phobe - welche die Oberflache pragen. In der katalytischen Region sind zwei Metallionen,
Eisen und Mangan, gebunden [78; 100; 231]. Die Dephosphorylierung erfolgt durch den
nukleophilen Angriff eines durch die Metallionen aktivierten Wassermolekuls auf das
Phosphat des Substrats [78; 100; 9]. Zwischen der C-terminalen und der sauren Furche
erhebt sich eine kleine Protrusion, die so genannte 312-13-Schlinge, die fiir die Inter-
aktion mit Inhibitoren und Toxinen wichtig ist [62; 242]. Im Gegensatz zu den nahezu iden-
tischen Isoformen der PP1c, weisen die wenigsten regulatorischen Untereinheiten Ahn-
lichkeiten in ihrer Sequenz auf [57] und dennoch schliefdt sich die Bindung mehrerer ge-
genseitig aus [9; 2]. Als Konsensussequenz wurde eine Folge von 4-5 Aminosauren iden-
tifiziert, unter denen das RVxF-Motiv das haufigste ist, und die distal der katalytischen Re-
gion in einer hydrophoben Tasche der C-terminalen Region von PP1c binden. Die allge-
meine Konsensussequenz fur das PP1c-Bindungsmotiv ist Lysin/Arginin-x;-Valin/Iso-

leucin-xo-Phenylalanin/Tryptophan, wobei x; fehlt oder wie auch x, jede Aminosaure ohne
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grol3e hydrophobe Reste sein kann [79; 2]. Strukturanalysen zeigen, dass Valin/Isoleucin
und Phenylalanin/Tryptophan hierbei die wichtigste Rolle spielen, da bei einer Mutation

von Valin keine und von Phenylalanin eine stark reduzierte Bindung erfolgt [79].

1.2.3 Die PP1-bindende Untereinheit am Sarkoplasmatischen Retikulum

Die 160 kDa schwere, lokalisierende Untereinheit Gy, bindet die 37 kDa leichte PP1c in
der quergestreiften Muskulatur an Glykogen [225; 230] und an die transmembranare Do-
mane von Phospholamban im Sarkoplasmatischen Retikulum [16]. Fur die glykogenbin-
dende Gy wurde gezeigt, dass eine PKA-abhangige Phosphorylierung an Serin*® die
Phosphorylierung an Serin®” erleichtert [118; 128; 240], welches im RVxF-Bindungsmotiv
liegt [79] und zur Dissoziation der beiden Untereinheiten fiihrt. Die Aktivitat der freien
PP1c ist im Zytosol geringer [127] und kann dort zudem durch Bindung des PKA-aktivier-
ten PPI-1 gehemmt werden [54]. Gegen einen derartigen Mechanismus im kardialen
Sarkoplasmatischen Retikulum spricht die fehlende Freisetzung von PP1c in PKA-phos-
phorylierten Membranvesikeln [104]. Des Weiteren wurde die Uberexpression der PP1c
zwar von einer adaquaten PLB-Dephosphorylierung, nicht aber von einem Anstieg der Gy,
begleitet [41], so dass der Verdacht nahe liegt, dass noch andere lokalisierende Unterein-

heiten oder Mechanismen der Kompartimentierung im Herzen vorliegen.

Etwa 90% der phospholambanassoziierten PP-Aktivitdt werden im Herz der PP1c zuge-
sprochen [158; 220], die in der Herzinsuffizienz bei Menschen [176] und in Tiermodellen
[165; 105] erhéht ist. Die dreifache Uberexpression von PP1c, in Méuseherzen zeigt ei-
nige Charakteristika, die der menschlichen Herzinsuffizienz sehr ahnlich sind, unter an-
derem eine biventrikulare Dilatation, intrakardiale Thromben, interstitielle Fibrose, Hyper-
trophie der Kardiomyozyten, verringerte Kontraktilitat und B-adrenerge Antwort sowie eine
erhohte Mortalitat. Damit einhergehend wurden eine verminderte SERCA 2a Konzentra-
tion und eine erheblich reduzierte Phospholamban-Serin'® Phosphorylierung gefunden
[41]. Die Dysregulation des Calcium Transportes im Sarkoplasmatischen Retikulum tragt
nicht nur zur verminderten Kontraktilitdt, sondern durch die erhéhte intrazellulare Calcium-
konzentration auch zur Induktion und Progression der kardialen Hypertrophie bei [194;
110]. Somit kann angenommen werden, dass bei diesem Prozess die PP1 eine wichtige

Rolle einnimmt [41].
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1.3 Proteinphosphatase Inhibitor-1

1.3.1 Physikalisch-chemische Eigenschaften und allgemeine Funktion

Der Proteinphosphatase Inhibitor-1 (PPI-1) wurde erstmals 1976 als Phosphorylase Phos-
phatase Inhibitor in der Skelettmuskulatur von Kaninchen beschrieben [123]. Als hochspe-
zifischer PP1 Hemmer wird PPI-1 im Zytosol [133] verschiedener Gewebe von Sauge-
tieren exprimiert und ist an der Regulation des Glykogenmetabolismus, der synaptischen
Plastizitat, des Zellwachstums und der Muskelkontraktion beteiligt [182]. Die héchsten
Konzentrationen bei Saugetieren wurden im Gehirn, Skelettmuskel, Fettgewebe und den
Nieren vorgefunden [157; 106; 114; 8; 154], doch auch im Herz wird PPI-1 exprimiert
[175; 103]. Das, bei Kaninchen aus 165 Aminosauren bestehende, Protein (s. Abb. 1.3)
mit einem kalkulierten Molekulargewicht von 18.640 Dalton [4], verhalt sich extrem stabil
gegeniber den Einwirkungen von Hitze, Saure, organischen Lésungsmitteln und Deter-
genzien, labil nur gegenuber der Proteinase Trypsin [123; 178; 91]. In der Gelelektro-
phorese mit Natriumdodecylsulfat (SDS) findet sich die Bande bei 26 kDa [178]. Diese
Differenz ist wahrscheinlich auf die geringe Detergenzienbindung [4], die eher ran-
domisiert-spiralige Form des Proteins und einen groRen Stoke schen Radius [53] zurlick-

zufiihren.
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Vanin PGrRREsss smmmas Y P Exrns szzznz GFEa REAQErATRG
130 140 180 160 170
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Abb. 1.3: Proteinsequenz von PPI-1 verschiedener Spezies.

Die Primarstruktur von PPI-1 aus dem menschlichen Gehirn und der Skelettmuskulatur
von Ratte und Kaninchen ergaben ein 171/165 Aminosauren umfassendes Protein. Das
KIQF-Motiv, Threonin®®* und Serin® sind hervorgehoben und die fast vollstindige
Ubereinstimmung der N-terminalen 61 Aminosauren ist gut zu erkennen. Accession
numbers Q13522, P19103, P01099.

Die Primarstruktur des PPI-1 aus der Skelettmuskulatur von Ratten (s. Abb. 1.3) ist mit
171 Aminosauren etwas langer als bei Kaninchen. Dementsprechend erhéht sich das kal-
kulierte Molekulargewicht auf 18.737 Da [82] und die Bande in der Gelelektrophorese
migriert bei 30 kDa [157]. Dennoch sind 80% der gesamten Sequenz und sogar 98% der
N-terminalen 61 Aminosauren identisch [82]. Die N-terminalen 54-66 Aminosauren verkor-

pern die kirzeste, aktive Untereinheit des PPI-1 der Ratte, des Kaninchens und des Men-
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schen [4; 82; 83]. Darin liegt das PP1 Bindungsmotiv °Lys-lle-GIn-Phe'® [100; 79] und
Threonin®, welches PKA-abhangig phosphoryliert wird und so PPI-1 aktiviert [51]. Unter-
suchungen mittels Circulardichroismus-Spektroskopie zeigten, dass die Sekundarstruktur
des Proteins kaum geordnet ist und nach Phosphorylierung durch PKA keine Konforma-
tionsanderung stattfindet. PP1c bindet sowohl an Threonin® phosphoryliertes als auch
dephosphoryliertes PPI-1, allerdings dissoziiert nicht-phosphoryliertes PPI-1 doppelt so
schnell wieder ab. Die Spezifitat ist zum einen bedingt durch die Differenz der bendétigten
Inhibitorkonzentration zur halbmaximalen Hemmung (ICs;) der PP, die bei PP1 1 nM und
bei PP2A 25 uM Phosphothreonin®*-PPI-1 betragt [83], zum anderen dissoziiert PPI-1 von
PP2A 40-90 mal schneller ab als von PP1 [83]. Die hdochste gemessene Gewebe-
konzentration von PPI-1 betragt 1,5 uM in der Skelettmuskulatur von Kaninchen [178], so

dass die Hemmung der PP2A in vivo wohl nicht vorkommt.

Abb. 1.4: Komplex der
Aminosauren 8-38 des
Phosphothreonin®*-PPI-1
mit PP1c.

Der N-terminale Anteil des
PPI-1 ist dunkler dargestellt.
Isoleucin' und Phenylala-
nin'? im B-Faltblatt inter-
agieren mit dem RVxF-Bin-
dungsmotiv der PP1c,
wahrend  sich  Phospho-
threonin der katalytischen
Region entgegenstreckt, um
diese zu Dblockieren. Ab-
bildung entnommen aus [9].

Bei der Interaktion von PPI-1 mit PP1c (s. Abb. 1.4) vermittelt °Lys-lle-GIn-Phe'? als
B-Faltblatt die Bindung an die PP1c, wahrend die vier Arginin vor Threonin®* mit Amino-
saureresten der sauren Furche der PP1c in Beziehung treten und die Phosphatgruppe
des Threonin®® die Phosphatbindungsstelle der katalytischen Region okkupiert [100; 9.
Als essentiell wichtig fur die spezifische und potente Inhibition verbleiben seitens der
PP1c die B12-B13-Schlinge, darin insbesondere Tyrosin*’? [61; 242], und von Seiten des

PPI-1 Phosphothreonin®® sowie das °KIQF'2-Motiv, darin vor allem Isoleucin® [214; 83].
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1.3.2 Regulation

PPI-1 wird in vivo nach B-adrenerger Stimulation [91; 92; 141] durch die Aktivierung der
B+-Adrenozeptoren, Gs und der Adenylylcyclase mit folgender cAMP-Erhéhung und PKA-
Aktivierung [221; 208; 248] an Threonin®® phosphoryliert [4]. In vitro Experimente zeigten,
dass PPI-1 an Threonin® ebenfalls zeitabhangig, jedoch langsamer auch von der cGMP-
abhangigen Proteinkinase (28 vs. 102 nmol Phosphat/min/ug PPI-1 durch die PKA) phos-
phoryliert wird. Beide Proteinkinasen erreichen einen maximalen Einbau von etwa 0,75-
1 Mol Phosphat/Mol PPI-1 [83; 232]. In vivo wird Threonin® in der quergestreiften Musku-
latur des Kaninchens hauptséachlich dephosphoryliert, Serin® hingegen mit einer Stéchio-
metrie von 0,5-0,7 Mol Phosphat/Mol PPI-1 phosphoryliert vorgefunden [4]. Die Bedeu-
tung der Serin®” Phosphorylierung wird kontrovers diskutiert. Zum einen wurde in Rinder-
gehirnextrakten gezeigt, dass an Serin® phosphoryliertes PPI-1 die PP1 hemmt und die
bendtigte Inhibitorkonzentration zur halbmaximalen Hemmung der PP1 (ICs) vergleichbar
mit der ICsq des PKA-phosphorylierten PPI-1 ist, wobei eine Phosphorylierung von beiden
Kinasen einen geringfligig additiven Effekt auf die ICsq ausiibt [125]. In anderen Untersu-
chungen konnte im Vergleich zu Phosphothreonin®*-PPI-1 das an Threonin® und Serin®’
phosphorylierte Protein keine signifikante Veranderung in der PP1-Inhibitionskinetik zei-
gen, allenfalls schien es modulierende Einfliisse auf die Aktivierung von PPI-1 zu haben.
Hierbei wurde eine in vitro Phosphorylierung von Serin® durch mitogen aktivierte Protein-
kinasen (MAPK, hier insbesondere ERK1 und MEK2E) und die Cyclin abhangigen
Kinasen 1 und 5 (CdK1 und 5) gezeigt und die Relevanz der CdK5-abhangigen Phospho-
rylierung in vivo im Striatum untermauert [24]. Ahnliche Mechanismen der Feinregulation
wurden auch bei dem Strukturhomolog DARPP-32 gefunden [98; 68-70; 23; 102]. Braz et
al. beobachteten nun kurzlich bei der Charakterisierung zweier Mausmodelle, bei denen
die calciumabhangige Proteinkinase a (PKCa) entweder deletiert oder Uberexprimiert
wurde, eine verbesserte bzw. verschlechterte kardiale Funktion. Auf der Suche nach der
Ursache fanden sie Phospholamban in den knock out Mausen vermindert vor. Die Phos-
pholamban-Serin'®-Phosphorylierung verhielt sich gegenlaufig, so dass das Verhaltnis
von phosphoryliertem Phospholamban zur Gesamtmenge des Proteins in den knock out
Tieren im Vergleich zu Wiltyp-Mausen etwa dreifach erhoht war. Wahrend die PP2A-Akti-
vitat unverandert blieb, wiesen die knock out Mause eine um ein Drittel erniedrigte PP1-
Aktivitat gegentber Wiltypmausen auf. Sie konnten dann zeigen, dass die Interaktion zwi-
schen PP1c und PPI-1 in Kardiomyozyten, die dominant-negative PKCa iberexprimieren
um 70% erhoht ist. PKCa (ibte keinerlei Einfluss auf die Threonin®**-Phosphorylierung von
PPI-1 aus. Sie konnten jedoch zeigen, dass in den knock out Méusen die Serin®-Phos-

phorylierung um Uber die Halfte reduziert ist. Weitere Experimente gaben Anlass zur An-
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nahme, dass PPI-1 an Serin®” und an noch einer oder mehreren anderen Aminosaure-
resten PKC-abhangig phosphoryliert wird. Hierbei fuhrt die Phosphorylierung einer dieser
Aminosauren zur Hemmung der PPI-1-vermittelten Inhibition der PP1 [30]. Dephospho-
ryliert wird PPI-1 in vitro von PP2A und PP2B, wobei in vivo bei erhdhter freier Calcium-
konzentration die PP2B dominiert [54; 212; 28; 213; 24; 81].

1.3.3 Funktionen
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Abb. 1.5: Regulation von PPI-1 und Phospholamban (PLB).

Die Abbildung gibt eine Ubersicht (iber die direkte Aktivierung durch die cAMP-abhéngige
Proteinkinase (PKA), die Phosphorylierung durch die calciumabhangige Protein-
kinase (PKC) und die Dephosphorylierung seitens der Proteinphosphatasen 2A und 2B
(PP2A und PP2B) des PPI-1, sowie deren Auswirkungen auf die Proteinphosphatase 1
(PP1) und Phospholamban (PLB). P steht dabei fir die Phosphorylierung der angege-
benen Aminosaure, die gestrichelten Linien entsprechen postulierten, aber nicht hin-
reichend verifizierten Einflussmdglichkeiten. Aulerdem wird die Vernetzung Calcium-
(Ca?**) und cAMP-abhangiger Signaltransduktionswege deutlich.

Nach der Entdeckung von PPI-1 als Phosphorylase Phosphatase Inhibitor wurde seine
Rolle im Glykogenmetabolismus erforscht. Die Hemmung der PP1 erhdht dabei den Gly-
kogenabbau und vermindert dessen Synthese. PPI-1 wird hier von Adrenalin aktiviert und
von Insulin deaktiviert [91; 92]. Die physiologische Relevanz dieser Daten wurde bisher je-
doch nicht eruiert [182]. Eine weitere wichtige Rolle Ubernimmt PPI-1 im Gehirn bei der
Langzeitdepression (LTD) der Aktivitdt von Neuronen, die der Lernfahigkeit und Ge-
dachtnisleistung zu Grunde liegen. Hier wird PPI-1 von Calcineurin dephosphoryliert und
dadurch die PP1-Aktivitat erhoht, die die LTD generiert [168]. Auch in der glatten Mu-
skulatur von Arterien, deren Calciumsensitivitat von PPs reguliert wird, wurde PPI-1 ent-

deckt. In einem PPI-1 knock out Mausmodell konnte aber kein Einfluss von Seiten des
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PPI-1 dargestellt werden, lediglich in der Portalvene zeigte sich eine Desensitivierung der
isoprenalininduzierten Relaxation in den knock out Tieren [40]. Neumann et al. fanden
erstmalig direkte Hinweise, dass PPI-1 in vivo im Herzen isoprenalinabhdngig aktiviert
wird und die PP1 hemmt [175].

1.3.4 PPI-1 im Herzen

In Rattenherzen wurde die Inhibition der PLB-Dephosphorylierung nach Zugabe exogener
PP1 durch Phosphothreonin®*-PPI-1 gezeigt [133]. In Saponin behandelten Kaninchen-
kardiomyozyten wurde eine dosisabhangige positive Korrelation zwischen der Phospho-
lamban-Serin'® Phosphorylierung, der SR-Calciumaufnahme und der PP1-Inhibition [15]
beschrieben. Die Untersuchung von PPI-1 knock out Mausen durch Carr et al. brachte
weitere wichtige Erkenntnisse [41]. So wurden die basalen Kontraktionsparameter in vivo
supprimiert vorgefunden, vergleichbar mit denen dreifach PP1c-Uberexprimierender trans-
gener Mause. In den perfundierten Herzen zeigte sich eine signifikante Verringerung der
maximalen Kontraktions- und Relaxationsrate nach Isoprenalinstimulation im Vergleich zu
Wildtypmausen. Der cAMP-Gehalt, sowie die Konzentration von SERCA 2a und Phos-
pholamban stellten sich unverandert dar, wahrend die PP1-Aktivitat erhéht und die Phos-
phorylierung von Phospholamban an Serin'® um ein Viertel, die an Threonin'” um die
Halfte verringert war. Es konnte kein Einfluss auf die L-Typ Calciumkanal Aktivitat und
Dichte oder die Troponin | Phosphorylierung nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu
PP1 transgenen Mausen entwickelten die PPI-1 knock out Mause hingegen auch nach 15
Monaten keinerlei Anzeichen einer Herzhypertrophie oder anderer Faktoren, die fir eine
Progression zur Herzinsuffizienz sprechen wiirden [41]. Desweiteren wurde in Kardiomyo-
zyten herzinsuffizienter Patienten durch adenoviralen Gentransfer eine konstitutiv aktive
PPI-1135p Mutante [83] Uberexprimiert. Damit gelang es durch signifikant gesteigerte Zell-
verkurzung, erhohte Frequenz von Kontraktion und Relaxation, verringerter Zeitkon-
stante 1 fur die Relaxation und einen Abfall des Calciumsignals die bei Herzinsuffizienz

verminderte Isoprenalinantwort wieder zu verstarken [41].

Ziel dieser Arbeit war es die Rolle von PPI-1 im Herzen besser zu charakterisieren. Hierzu
sollten die Auswirkungen einer PPI-1 Uberexpression zum einen auf die Kontraktilitat von
Kardiomyozyten sowie zum anderen auf den Phosphorylieungszustand verschiedener
Phosphoproteine untersucht werden, um zu einem besseren Verstandnis der Signaltrans-
duktionswege im Zusammenhang mit PPI-1 zu fuhren. Hierzu wurde zunachst der adeno-
virale Gentransfer in rekonstituiertem Herzgewebe (engineered heart tissue, EHT) eta-
bliert.
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1.4 Zielsetzung und Fragestellungen dieser Arbeit

Der Protein Phosphatase Inhibitor-1 (PPI-1) wurde bereits vor Uiber 30 Jahren entdeckt.
Dennoch sind Funktion und Relevanz dieses Proteins in vivo bisher nur wenig untersucht.
Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen einer Uberexpression von PPI-1 in Kardio-
myozyten neugeborener Ratten (KMNR) in Monolayerkultur und rekonstituiertem Herz-

gewebe auf deren Kontraktilitdt zu charakterisieren.
Folgende Fragestellungen wurden untersucht:

1. Unter welchen Bedingungen wird ein optimaler adenoviraler Gentransfer in

engineered heart tissue (EHT) erreicht?

2. Beeinflusst Uberexpression von PPI-1 die kontraktile Funktion von Kardio-

myozyten?

3. Welche Phosphoproteine sind dadurch in ihrem Phosphorylierungszustand ver-
andert?

4. Beeinflusst die PPI-1-Uberexpression die Konzentration von cAMP oder der

G-Proteine im Sinne einer negativen Rickkopplung?

1.5 Versuchskonzeption

Zunachst wurde die mRNA von PPI-1 aus Herzmuskelgewebe von Ratten in cDNA umge-
schrieben und sequenziert. Mit dieser Sequenz sowie mit einem trunkierten, konstitutiv
aktivem Fragment wurden Adenoviren generiert und die Effektivitat der adenoviralen
Uberexpression in Kardiomyozyten neugeborener Ratten eingehend Uberpriift. Nach
Etablierung des adenoviralen Gentransfers in rekonstituiertem Herzgewebe (engineered
heart tissue, EHT) wurden die Einfliisse der adenoviralen PPI-1 Uberexpression auf die
kontraktile Funktion an EHTs unter steigenden Calcium- und Isoprenalinkonzentrationen
im Organbad untersucht. Die Erfassung des Phosphorylierungsgrades von Phospho-
lamban und der mitogen aktivierten Proteinkinase p38, sowie der Konzentration der GTP-

bindenden Proteine und der cAMP-Akkumulation erfolgte in kultivierten Kardiomyozyten.



Material und Methoden 16

2 Material und Methoden

Soweit nicht bereits im Text erwahnt sind alle verwendeten Materialien im Anhang
tabellarisch aufgefuhrt. Alle Arbeitsschritte wurden, wenn nicht anders im Text angege-

ben, bei Raumtemperatur durchgeflhrt.

21 Segquenzanalyse von PPI-1 in verschiedenen Geweben

Zur Erfassung der Sequenz des PPI-1 in Herzen ,gesunder® Spender, als auch herzin-
suffizienter (NYHA 1lI-IV) Patienten sowie im Herz- und im Skelettmuskel der Ratte, wurde
zunachst eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit reverser Transkriptase (RT-PCR)
und entsprechender RNA (Praparation siehe Kapitel 2.5.3) durchgefuhrt. Die gewonnene
cDNA wurde in einer PCR mit DNA Polymerase vermehrt und sequenziert, die Se-

quenzen miteinander verglichen.

211 RT-PCR

Fir die RT-PCR wurden je Probe 8 ug RNA in Aqua ad iniectabilia und 4 yl Random
Primer (p(dN)s fir 5 min bei 94 °C denaturiert. Nach Zugabe des Reaktionsmix erfolgte
die Inkubation fir 50 min bei 42 °C und anschlielend die Inaktivierung der reversen

Transkriptase bei 94 °C flr 5 min.

Reaktionsmix

5x First Strand buffer 16 ul

dNTP-Mix (10 mmol/l) 8 ul

DTT (100 mmol/l) 4 ul

M-MLV reverse Transkriptase 4 ul
21.2 PCR

Die Amplifiaktion der spezifischen cDNA mit anschlielender Sequenzieranalyse erfolgte

mit folgendem Ansatz, Temperaturbedingungen (Tabelle 2.1) und Primern (Tabelle 2.2).

PCR Reaktionsansatz

10-facher PCR Puffer Il 10 ul
MgCl, (25 mmol) 12 ul
dNTP 2 ul
Primer, vorwarts (100 pM) 2 ul
Primer, riickwarts (100 pM) 2 ul
RT-Produkt 4 ul
DNA Polymerase 0,5 ul

ad 100 ul Aqua ad iniectabilia.
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Tabelle 2.1: PCR Temperaturbedingungen fiir GeneAmp® PCR System 9700

Amplifizierungs PCR Temperatur [°C] Dauer Anzahl der Zyklen
Prainkubation 94 10 min 1
Denaturierung 94 30 sek 40
Annealing 58 45 sek 40
Synthese 72 1 min 40
Extinktion 72 10 min 1

Tabelle 2.2: Liste verwendeter Primer

Primer

Sequenz

Ratte PPI-1, vorwarts mit EcoRI

5" aag ctt gaa ttc gag ccc gac aac agt cca 3°

Ratte PPI-1, riickwarts mit EcoRl

5" cgc aga att ctc aga cca agc tgg ctc ctt g 3°

Mensch PPI-1, vorwarts

5" gcc atggag caagacaaca 3’

Mensch PPI-1, rickwarts

5" cct ctc tca gac cga gtt gg 3°

Die amplifizierte PPI-1 DNA wurde Uber ein praparatives Agarose-Gel separiert. Zur DNA-

Probe wurden 20% DNA Ladepuffer gegeben und der gesamte Ansatz neben einem

Grélenstandard auf ein 0,5%iges DNA-Agarosegel mit praparativem Kamm geladen. Das

Gel wurde mit Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-(Tris)-Azetat-EDTA-Laufpuffer (TAE) in

Elektrophorese-Kammern unter Spannung gelegt. Die Laufzeit betrug bei 55V 1-1,5 h.

Tris-Azetat-EDTA (TAE) Puffer :
Tris
NaEDTA - (H20),
Azetat

ad 1| Aqua ad iniectabilia,

pH = 8,5 eingestellt.

Ethidiumbromid Stammldsung:

DNA Ladepuffer :
4,84 g Bromphenolblau 50 mg
0,744 g Xylencyanol 25 mg
1142 pl Glycerin 37,84

ad 100 ml Aqua destillata

10 mg Ethidiumbromid in 1 ml Aqua ad iniectabilia 16sen und zum Gebrauch 1:10 ver-

dinnen. Aufgrund seiner interkalierenden Eigenschaften ist Ethidiumbromid ein starkes

Mutagen und entsprechende Vorsichtsmalnahmen sind im Umgang damit, sowie bei

der Entsorgung kontaminierter Losungen und Gegenstande zu treffen.
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0,5% DNA-Agaroseqgel:

Ein Gemisch aus 0,25 g small DNA Agarose und 0,25 g Universal Agarose wurde in

100 ml TAE aufgekocht, unter riihren abgekihlt und 20 pl verdiinnte Ethidiumbromid-
I6sung zugeben. AnschlieBend wurde die Ldésung blasenfrei in einen Gelhalter mit

Probenkamm gegossen und 20-30 min zum Ausharten in den Abzug gestellt.

Sobald die entsprechende Bande deutlich von den Primern getrennt war, wurde sie am
UV-Transluminator ausgeschnitten und die DNA mit dem GFX™ PCR DNA and Gel Band

Purification Kit eluiert.

21.3 Sequenzieranalyse

Zur Vorbereitung fir die Sequenzierung wurde eine PCR mit einem Sequenzierkit durch-
gefuhrt und die DNA anschlieRend gefallt. Die Sequenzierung wurde im Institut fir Bio-

chemie der Universitat Erlangen durchgefiihrt.

Es wurden auf Eis 200-1000 ng DNA ad 15pul Aqua ad iniectabilia, 1 ul Primer
(10 pmol/ul) und 4 ul Sequenziermix gemischt. Die Primersequenzen, wiederum fir jede
Probe je einen vorwarts (for.) und rickwarts (rev.) laufenden Primer, sind obiger Tabelle
zu entnehmen. Die Ansatze wurden mit Silikondl Uberschichtet und mit folgendem

Temperaturschema amplifiziert.

Tabelle 2.3: Temperaturbedingungen fiir die Sequenzierungs-PCR im PE 9600

Sequenzierungs PCR Temperatur [°C] Dauer Anzahl der Zyklen
Prainkubation 95 10 min 1
Denaturierung 95 30 sek 25
Annealing 50 15 sek 25
Synthese 60 1 min 25
Extinktion 60 10 min 1

Nach der Amplifikation wurde der Ansatz gereinigt. Hierzu wurden zu je 20 yl PCR
Produkt 2 pl einer 1,5 M NaAc/250 mM EDTA Lésung, 1 pl Glykogen und 60 pl absoluter
Ethanol gegeben und das Gemisch 15 min auf Eis prazipitiert. Die Ansatze wurden bei
4 °C und 20.800 g fiir 30 min zentrifugiert (Centrifuge 5417 R) und der Uberstand abge-
saugt. Das Pellet wurde getrocknet und bei -20 °C aufbewahrt oder sofort zur Sequenz-

ierung weitergegeben.
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2.2 Viruskonstruktion und —vermehrung

2.2.1 Basenaustausch und Trunkierung von PPI-1

Zur Konstruktion des konstituitiv aktiven PPI-1.1.65 1350y erfolgte zunachst der Basenaus-
tausch T35D und anschlielend die Trunkierung mit Abspaltung der N-terminalen 195 ko-

dierenden Basen mittels PCR.

2.2.1.1 Sequenzaustausch

Durch den Austausch von Adenin und Cytosin an Position 103 und 104 durch Guanin und

Adenin wird spéter an Stelle von Threonin®® Aspartat®

in PPI-1 eingebaut. Hierzu wurden
zwei PCR-Ansatze, einer mit 5° gcc gcc ccg acc ctg cc 3” als vorwartslaufender Primer,
der den Basenaustausch kodiert, und 5° (ct) (ct)t cta gat cag acc aag ctg gct cc 3™ als
rickwartslaufender Primer mit Xba | (5 t/ctaga 3") als C-terminale Schnittstelle fiir das C-
terminale DNA-Fragment und ein Ansatz mit 5 (ac) (ac) (ac) ggt acc gcc atg gag ccc gac
aac 3’ als vorwartslaufender Primer mit Kpn | (5" ggtac/c 3°) als N-terminale Schnittstelle
und 5” ggc agg gtc ggg gcg ge 3° als rickwartslaufender Primer, der den Basenaustausch
fur das N-terminale DNA-Fragment kodiert, gemaf Tabelle 2.4 amplifiziert (Vgl. Abb. 2.1

A).

PCR Reaktionsansatz:

10facher PCR Puffer Il 5ul
MgCl; (25 mmol) 6 pl
dNTP 1ul
Primer vorwarts (100 pM) 1l
Primer ruckwarts (100 pM) 1 pl
pSKAC-PPI-1 5 ug
DNA Polymerase 0,25 i

ad 50 yl Aqua ad iniectabilia.

Tabelle 2.4: PCR Temperaturbedingungen fiir GeneAmp® PCR System 9700

Sequenzaustausch PCR | Temperatur [°C] Dauer Anzahl der Zyklen
Prainkubation 94 10 min 1
Denaturierung 94 30 sek 35
Annealing 58 1 min 35
Synthese 72 1 min 35
Extinktion 72 10 min 1
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Die amplifizierten PPI-1-Fragmente wurden Uber ein praparatives 0,5%iges DNA-Agarose
Gel separiert. Die Bande wurde am UV-Transluminator ausgeschnitten, die DNA eluiert
(GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit) und die Konzentration bestimmt.
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Abb. 2.1: Schematische Darstellung von Basenaustausch (A) und Trunkierung (B)
des PPI-1.1¢s5, 350) Mit Hilfe der PCR. Erlauterung siehe Text.

2.2.1.2 Verknupfung der Fragmente und Abspaltung der katalytischen Einheit

Fur die Verknipfung der beiden Fragmente mit ausgetauschten Aminosauren wurden ein
vorwartslaufender Primer (5 (ac) (ac) (ac) ggt acc gcc atg gag ccc gac aac 3°), der 3
Basen vor dem Startcodon beginnt und ein rickwartslaufender, gleichzeitig auf 195
kodierende Basenpaare verkirzender, Primer (5" cct cta gat gac agt gtg gac ttg ag 3)
verwendet und in folgendem Reaktionsansatz gemafl Tabelle 2.4 amplifiziert (Vgl. Abb.
2.1 B).
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PCR Reaktionsansatz:

10-facher PCR Puffer Il 10 ul
MgCl; (25 mmol) 12 yl
dNTP 2 ul
Primer vorwarts (100 pM) 2yl
Primer rickwarts (100 pM) 2 ul
PPI-1(r3sp), N-Fragment 5 ug
PPI-1t3sp), C-Fragment 5 ug
DNA Polymerase 0,5 ul

ad 100 ul Aqua ad iniectabilia.

Das PCR-Produkt wurde Uber ein praparatives 0,5%iges DNA-Agarosegel separiert, die

PPI-1_1.65 3sp)-Bande am UV-Transluminator ausgeschnitten und die DNA eluiert.

2.2.2 \Virusklonierung

Um die Funktion und Regulation von PPI-1 untersuchen zu kdénnen, wurde PPI-1 Uberex-
primiert und fir die hier vorgestellten Untersuchungen der adenovirale Gentransfer [112]
zur Proteindberexpression gewahlt. Bei diesem System wird die DNA des zu unter-
suchenden Proteins erst in ein Plasmid eingeschleust, das einen Abschnitt enthalt, der
von Schnittstellen verschiedener Restriktionsendonukleasen durchsetzt ist (MCS, multiple
cloning site), mit deren Hilfe die DNA eingeflgt wird. Diesem Abschnitt ist ein Promotor
vor- und eine Polyadenylierungssequenz (pA) nachgeschaltet, so dass die gesamte Ein-
heit die erfolgreiche Expression des zu untersuchenden Proteins in der Zelle gewahr-
leisten soll. Einige Plasmide enthalten eine doppelte Expressionskassette, durch die zu-
satzlich ein Markerprotein koexprimiert wird. Das die DNA des zu untersuchenden Pro-
teins enthaltende Plasmid wird durch homologe Rekombination in einen adenoviralen
Vektor (AdEasy-1) kloniert. AdEasy-1 stammt von einem Adenovirus des Serotyps 5 ab,
des durch Deletion der Early Genes E1 und E3 seine Pathogenitat verloren hat. Die DNA
des Konstrukts wird in E1 exprimierende, menschliche, embryonale Nierenzellen
(HEK 293) transfiziert, in denen sich das Virus vermehren und spater geerntet werden
kann (s. Abb. 2.2).
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Abb. 2.2: Schema zur Virenkonstruktion mit AdEasy-1 und pAdTrack-CMV.
Entnommen aus [112].

Fur die Untersuchungen in dieser Arbeit wurden verschiedene rekombinante Adenoviren
verwendet (s. Abb. 2.3), wobei einige freundlicherweise von anderen Arbeitsgruppen
bereitgestellt wurden. Dazu zahlten ADEGFP (Volker Rénecke, MediGene AG, Minchen),
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der ein grin fluoreszierendes Protein (EGFP) unter Kontrolle eines CMV Promotors
exprimiert, AEGFP/PPI-1 (Dr. Thomas Rau aus unserer Arbeitsgruppe), der PPI-1 und
EGFP - kontrolliert von je einem CMV Promotor — koexprimiert und AdLacZ (INSERM
U582, Institut de Myologie, Batiment Babinski, Groupe Hospitalier Pitié Salpétriére, Paris,
Frankreich), der fur B-Galaktosidase kodiert. Ausserdem wurden AJEGFP/PPI-1 1.5, 135D)

und AdPPI-1 kloniert, letzterer exprimiert nur PPI-1 unter Kontrolle eines CMV Promotors.

Schnittstellen

AdJEGFP —_—
Pac | Bgl lIKpn | Xba | AE1 AE3 Pac |
/4
LlTRHpAHEGFP}éMV Ad5 DNAl / RITR
/
AJEGFP/PPI-1
Pac | Xba | Kpn | AE1 AE3 Pac |
/
LITRHpA HEGFP }<3MVHpA|' PPI-1 <:MV}iAd5 DNAM / RITR
f_Aﬂ /
1%3¢c"" < Threonin®
AdEGFP/PPI-1.1.¢5, 1350)
Pac | Xba | Kpn | AE1 AE3 Pac |
/
LITRHpAHEGFP }<CMVHpA+ PPI-1(1.65 T35D)<)MViAd5 DNAN / RITR
/
1099ac111 PN Aspartat35
AdPPI-1
Pac | Xba | Kpn | AE1 AE3 Pac |

/
LITRHpAHl  PPI-1 éMViAdS DNA| // RITR

Abb. 2.3: Schematische Darstellung der verwendeten rekominanten Adenoviren.
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2.2.2.1 Linearisierung des Plasmids

Als Plasmid fir AdPPI-1 wurde pingo (s. Abb. 2.4) verwendet, das von Ingo Schubert
(Institut fur Klinische Pharmakologie und Toxikologie, Universitat Erlangen) aus pAdTrack-
CMV hergestellt wurde. Fir die Klonierung von plngo wurde mit dem Enzym Hpa | in den
beiden pA Sequenzen bei 483 und 2.073 bp der EGFP kodierende Abschnitt, zusammen
mit dem zugehoérigen CMV Promotor herausgeschnitten. Das entstandene Plasmid um-
fasst 7.630 bp.

Pac | EcoR V
Xba |
Hind 111
Xho |
Not |
EcoR V Ea" '
pnl
i Hind 111
pAdTrack-CMV Xhol
Not |
‘ 9220 bp Sal |
Ori CMV .
Kpn |
RITR Bal |
Pac |
Pme | Pme |

Abb. 2.4: Schematische Darstellung der Plasmide pAdTrack-CMV und pingo.

LITR und RITR, die linken bzw. rechten invertierten, terminalen Wiederholungen
flankieren spater die DNA des kompletten Konstrukts, da durch den Pac I-Verdau die
Kanamycin-Resistenz (Kan) und deren Startregion (Ori) wegfallen. Bei pAdTrack-CMV
wird sowohl das grin fluoreszierende Protein (EGFP), wie auch das zu
Uberexprimierende Protein unter die Kontrolle eines Zytomegalievirus (CMV) Promotor
gestellt. Das verkirzte plngo enthalt kein Markerprotein. Am Ende steht jeweils die
Polyadenylierungssequenz (pA). Die Linearisierung mit Pme | 6ffnet das Plasmid so,
dass die, dem AdEasy-1 homologen, Abschnitte (violett) als linker und rechter Arm
Um das Gen, das exprimiert werden soll (insert), mit dem Plasmid ligieren zu konnen,
muf das Plasmid zuerst an der MCS mit entsprechenden Restriktionsendonukleasen ge-
offnet werden. Die Enzyme werden so gewahlt, dass sie an weniger wichtigen Enden des

inserts schneiden, nicht jedoch die kodierenden Sequenzen zerstoren.

Zur Linearisierung wurden 5 ug des Plasmids mit Xba | und Kpn | verdaut. Flr einen Ver-
dau wurde die angegebene Menge DNA ad 10 oder 20 pyl Aqua ad iniectabilia gemaf
Tabelle 2.5 gemischt. Der Reaktionsansatz wurde bei 37 °C 2 h inkubiert.

Nach dem Verdau wurde der Lésung 10% alkalische Phosphatase zugegeben und

weitere 2 h bei 37 °C inkubiert, das linearisierte Plasmid wurde aufgereinigt.
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Tabelle 2.5: Sequenzen der Restriktionsendonukleasen und die Zusammensetzung
der entsprechenden Ansatze.

Restriktions- 10% 10%

endonukleasen Sequenz Puffer 10xBSA Enzymanteil

Eco0109 | 5" Pu G/GNCC Py 3’ 4,1 oder 2 ja 5%
3" Py CCNG/G Pu 5’

Hpa | 5 GTT/AAC 3’ 4 nein 10%
3" CAA/TTG 5’

Kpn | 5" GGTAC/C 3’ 1 ja 10%
3" C/ICATGG 5’

Nde | 5" CA/TATG 3’ 4 oder 2 nein 5%
3" GTAT/AC 5’

Pac | 5" TTAAT/TAA 3’ 1 oder 4 ja 5%
3" AAT/TAATT 5°

Pme | 5 GTTT/AAAC 3’ 4 ja 5%
3" CAAAITTTG 5

Xba | 5 T/ICTAGA 3’ 2 ja 5%
3" AGATC/T 5’

EcoR | 5" G/AATTC 3’ 4,1,2 oder 3 nein 5%
3" CTTAA/IG 5’

BamH | 5" G/GATCC 3’ 2 ja 10%
3" CCTAG/G 5’

2.2.2.2 |Isolierung von PPI-1

PPI-1 wurde von Dr. Elmar Jackel in pSKAC (Einzelheiten zu diesem Vektor siehe [75])
aufbewahrt. Zur Isolierung wurden 5 ng des Plasmids mit Xba | und Kpn | verdaut. Nach

dem Verdau wurde die PPI-1-DNA im 0,5%iges DNA-Agarosegel separiert und eluiert.

2.2.2.3 Ligation und Fallen des Plasmids

Fir die Ligation von linearisertem Plasmid und insert wurden etwa 300 ng PPI-1 cDNA mit
pIngo und 300 ng PPI-11.65, 1350) CONA mit pAdTrack-CMV gemischt. Das Gemisch wurde
mit je 10% des Ansatzvolumens 10x T4 DNA Ligase Puffer (enthalt 10 mM ATP) und T4
DNA Ligase (400.000 units/ml) versetzt und 2 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Zur Halfte des Ligationsansatzes wurde 1 ul Glykogen gegeben, gevortext und die Liga-
tion mit dem dreifachen Ansatzvolumen absolutem Ethanol bei -20 °C flr 30 min gefalit.
Die DNA wurde im Anschluss abzentrifugiert (4 °C, 20.800 g, 15 min), der Ethanol ab-
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gesaugt, das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet und in 10 yl Aqua

ad iniectabilia aufgenommen.

2.2.2.4 Vermehrung elektrokompetenter Bakterien

Zur Amplifikation der Plasmide wurden elekirokompetente Bakterien verwendet, deren
Bakterienwand durch einen kurzen elektrischen Puls ,porés® wird, dadurch kann das
Plasmid in das Bakterium gelangen. In unserem Labor wurden DH10B und BJ5183, die
beide von Escherichia coli abstammen, verwendet. Zur reinen Vermehrung von
Plasmiden wurde stets DH10B der Vorzug gegeben, da sie effizienter sind. BJ5183
stellen alle zur Rekombination notwendigen Komponenten zur Verfligung und wurden

ausschlieBlich fur diese verwendet.

Zur Vermehrung der elektrokompetenten Bakterien wurde 50 pl Bakteriensuspension auf
einer Luria Broth (LB) Agarplatte ausgestrichen und Ubernacht bei 37 °C kultiviert. An-
schliefend wurde eine Kolonie gepickt und Ubernacht in 6 ml Luria Broth (LB) Medium bei
150 U/min und 37 °C geschittelt. Die Bakteriensuspension wurde am nachsten Tag in
200 ml LB Medium gegeben. Bei 37 °C wurden BJ5183 bis zu einer optischen Dichte
(OD) bei 600 nm von 0,6-0,8 und DH10B bis 0,5-1,0 inkubiert. Bei 600 nm entspricht eine
OD-Einheit etwa 0,8x10° Zellen je ml [37]. In 50 ml Portionen aufgeteilt, wurde die
Bakteriensuspension eine Stunde auf Eis gestellt und anschlieRend viermal bei 4 °C und
3.200 g fur 15 min zentrifugiert, wobei der Uberstand jeweils verworfen und das Pellet in
je 50 ml vorgekunhlter 10%iger Glycerollésung resuspendiert wurde. Anschliellend wurden
die Pellets in je 200 ul 10%iger Glycerolldsung aufgenommen, a 50 pl aliquotiert und bei —

80 °C tiefgefroren.

Luria Broth (LB) Agarplatten:

Trypton 5¢
NacCl 5¢
Hefe 2549
1 N NaOH 0,5 mi

ad 500 ml Aqua destillata. Diese Losung wurde zu 7,5 g Agar in eine Flasche gegeben
und autoklaviert. Anschlielliend wurde die Losung im Wasserbad auf 56 °C abgekiihlt.
Unter einer sterilen Arbeitsbank wurde 125 mg Kanamycin zugegeben und der Inhalt der

Flasche auf Zellkulturschalen verteilt (etwa 20 ml auf eine Schale von 10 cm Durchmesser

(D))
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Luria Broth (LB) Flissigmedium:

Trypton 59
NacCl 5¢
Hefe 25¢g
1 N NaOH 0,5 ml

ad 500 ml Aqua destillata in eine Flasche gegeben und autoklaviert.

2.2.2.5 Transformation des Plasmids in die elektrokompetenten Bakterien

Zur Transformation des Plasmids in die Bakterien wurden 50 yl DH10B mit 10 pl Plasmid
in die Elektroporationskiivette pipettiert, das Gemisch sofort elektroporiert (5,4 msek bei
etwa 1,8 V) und mit 140 yl SOC-Medium aufgeflllt. Die Suspension wurde in ein ver-
schliessbares Reaktionsgefald Uberfihrt und bei 750 U/min und 37 °C 15 min geschlittelt.
Auf zwei LB-Kanamycin Agarplatten wurden 50 ul und 150 ul der Suspension mit einem

Gregalzki Spatel ausplatiert und Gbernacht bei 37 °C inkubiert.

SOC-Medium:

Hefe 19
Trypton 49
10 M NaOH 0,2 ml
1 M KOH 0,5 ml
1 M MgCl, 2ml
1M MgSO, 4 ml
Glukose 793 g

ad 200 ml Aqua ad iniectabilia.

2.2.2.6 Vermehrung des Plasmids und Kontrolle des Einbaus durch Gelelektrophorese

Zur Vermehrung des Plasmids wurden drei Kolonien pro Agarplatte gepickt und in je 6 ml
LB-Medium, versetzt mit Kanamycin, fir 8-16 h bei 37 °C und 150 U/min geschittelt. Im
Anschlufd wurden die Bakterien eines Gefalies durch Zentrifugieren bei 16.100 g fir 30 s
(Centrifuge 5810 R) und Verwerfen des jeweiligen Uberstandes separiert. Das Plasmid

wurde eluiert (Machery Nagel Kit zur Plasmidisolierung).

Zur Uberpriifung des erfolgreichen Einbaus wurden 200-300 ng pingo oder pAdTrack-
CMV und 5 pl der isolierten, ligierten Plasmide mit Nde | geschnitten. Die Reaktionsmixe
wurden auf ein 0,5%iges DNA-Agarosegel neben einen GrélRenstandard geladen. Bei
40-60 V wurde nach 45 min im UV-Transluminator die GréRe und Anzahl der DNA Stuicke
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Uberprift. Das zu erwartende Bandenmuster bei erfolgreichem Einbau ist der Tabelle 2.6

zu entnehmen.

2.2.2.7 Sequenzierung der PPI-1 cDNA

Um sicherzustellen, dass die gewlinschte cDNA eingebaut wurde, wurde eine Sequenz-
ierung durchgefihrt (s. 2.1.2 und 2.1.3). Als Primer wurden vorwarts 5° (ac) (ac) (ac) ggt
acc gcc atg gag ccc gac aac 3', fur plngo/PPI-1 rickwarts 5 (ct) (ct)t cta gat cag acc aag
ctg gct cc 3" und fur pTrack-CMV/PPI-1.1.5, t35p) rickwarts 5 cct cta gat gac agt gtg gac
ttg ag 3" gewanhlt.

2.2.2.8 Rekombination des Plasmids mit BJ5183-AdEasy-1

Zur Rekombination wurden elektrokompetente BJ5183-AdEasy-1 verwendet. BJ5183 ver-
fligen Uber das recA Allel, welches fiir einen Proteinkomplex kodiert, der die Rekombi-
nation von zwei Plasmiden bewerkstelligt, sofern diese Uber einander homologe Regionen
verfigen. In BJ5183-AdEasy-1 wurde pAdEasy-1 schon pratransformiert und UGber LB-
Ampicillin Agarplatten selektioniert, so dass eine Kotransformation von beiden Plasmiden,

umgangen werden konnte.

Zur Linearisierung wurden je 10-15 pg pIngo/PPI-1 und pTrack/PPI-11¢s t3sp) mit Pme |
geschnitten, der Ansatz anschliessend mit 10% alkalischer Phosphatase weitere 2 h bei
37 °C inkubiert und aufgereinigt (GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit).

Zur Rekombination wurden 500 ng linearisiertes Ligationsprodukt in 50 yl BJ5183-
AdEasy-1 transformiert. Nach der Elektroporation wurde der Ansatz ad 150 pl SOC-
Medium bei 750 U/min und 37 °C 15 min geschuttelt. Das gesamte Gemisch wurde auf

eine LB-Kanamycin Agarplatte ausgestrichen und Ubernacht bei 37 °C inkubiert.

Am nachsten Tag wurden sechs Kolonien einer Rekombination gepickt und in je 5 ml LB-
Medium, versetzt mit 30 yl Kanamycin 8-16 h bei 37 °C und 150 U/min geschittelt. Die
Konzentration der Bakteriensuspensionen erfolgte durch zentrifugieren bei 16.100 g fir
30 s und verwerfen des Uberstandes. Das Plasmid wurde aus dem Pellet eluiert (Machery

Nagel Kit zur Plasmidisolierung).

Zur Kontrolle wurden jeweils 10 yl Eluat der Rekombinationen und je 300 ng AdEasy-1
und plngo/PPI' 1 oder pTrack/PPI-1.1.65 135p) mit Pac | und Nde | geschnitten und die
GroRe der Fragmente in einem 0,5%igem DNA-Agarosegel Uberpruft. Die Tabelle 2.6 gibt
gerundete Werte der zu erwartenden Banden an. Das Eluat positiver Klone wurde in

DH10B transformiert und wie oben beschrieben vermehrt.
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Tabelle 2.6: Langen von Plasmidfragmenten nach Verdau mit den jeweiligen
Restriktionsendonukleasen.

Enzym | Plasmid GroRe der Plasmid GrolRe der

Schnittstlicke Schnittstlicke
[Basenpaare] [Basenpaare]

Nde | | AdEasy-1 18000, 8900, 6500;

Pac | Linearisiert das Plasmid.

Nde | | plngo 4000, 3600: pAdTrack-CMV 4600, 3700, 1000;

Pac | 4700, 2900; 6300, 2900;

Nde | | plngo-PPI-1 4600, 3600: pTrack- 4600, 3700, 1200;

PPI-1(.1.65, T35D)

Pac | 5300, 2900; 6500, 2900;

Nde | | AdPPI-1 16200, 8900, 5800, | AdPPI-1(1.65 T35D) 16200, 8900, 5800,
4600; 4600, 1200;

Pac | 32000, 2900; 33200, 2900;

2.2.2.9 Aufbereitung der DNA flr die Transfektion

Fur die Transfektion der rekombinierten, adenoviralen Plasmide AdPPI-1 und Ad-
EGFP/PPI-1 165, 1350y muss deren cDNA mit Pac | linearisiert und die cDNA mit Glykogen
gefallt werden (siehe auch 2.2.2.3). Das getrocknete Pellet wurde kurz vor der Transfek-
tion in 15 yl Aqua ad iniectabilia aufgenommen, wovon 7,5 ul flr die Transfektion einer

Zellkulturschale von 3 cm Durchmesser () verwendet wurden.
2.2.3 Virusanzucht

2.2.3.1 Zellkultur und Transfektion von HEK 293-Zellen

Far die Adenovirus Anzucht ist eine S2-Genehmigung notwendig (E34-16/95). Es wurden
HEK 293-Monolayer fur die Herstellung hochtitriger Virussuspensionen verwendet. Durch
die eingeschleuste E1-Region komplementieren HEK 293-Zellen die adenovirale DNA, so
dass die Viren sich vermehren kdnnen. Der produktive Zyklus fuhrt dann zur Lyse der

Zelle, die zwar adharenzfahige aber vermehrungsdefiziente Viren freisetzt.

Alle Arbeitsschritte wurden an einer sterilen Arbeitsbank durchgefihrt, die Hilfsgerate

autoklaviert oder steril verpackt im Handel erworben. Losungen wurden autoklaviert,
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sterilfiltriert oder steril und pyrogenfrei im Handel erworben. Zur Kultivierung der HEK 293-
Zellen wurden Falcon Zellkulturschalen mit Zellkulturbeschichtung und einem Durch-
messer von 14,5 cm verwendet. Die Bedingungen im Zellkulturschrank betrugen konstant
37 °C bei 5% CO, Gehalt.

2.2.3.2 Vorbehandlung der Kulturschalen

Um die Adhasion der Zellen zu verbessern, wurden die Zellkulturschalen zuerst mit 3 ml
Kollagen I-PBS-L6sung (500 pl Kollagen | in 50 ml PBS [phosphate buffered saline]), der
1% Penicillin G und Streptomycin (P/S; 10.000 U/ml und 10.000 pug/ml) beigesetzt wurde,
Uberschichtet. Anschliessend wurden pro @ 14,5 cm Zellkulturschale 25 ml 10%-HEK-
Medium zugegeben. 10%-HEK-Medium enthalt als Kulturmedium Dulbeccos Minimal
Essential Medium (DMEM), dem 10% fetales Kalberserum (FKS), 1% L-Glutamin und 1%
P/S beigefigt wurde. FKS wurde zuvor bei 56 °C fir 1 h inaktiviert. Das Medium wurde
jeden zweiten Tag gewechselt. Auf eine Zellkulturschale mit & 14,5 cm wurden im

Rahmen der Passagierung etwa 4x10° Zellen gegeben.

2.2.3.3 Kultivieren/Passagieren von HEK 293-Zellen

Zeigten sich die Zellen einer Zellkulturschale konfluent wurde eine Passagierung duchge-
fihrt. Jede & 14,5 cm Schale wurde mit PBS gespdilt und mit 5 ml Citrat-Salz-Lésung fir 2
bis maximal 4 min im Zellkulturschrank inkubiert. Die Zellen wurden durch Schwenken
und Abklopfen gel6st, die Lyse durch die Citrat-Salz-Lésung mit 5 ml HEK-Medium ge-
stoppt. Die Zellen wurden zentrifugiert (Centrifuge 5810 R; 4 °C, 800 g, 1 min), der Uber-
stand verworfen und die so erhaltene Zellsuspension einer auf finf neue Zellkulturschalen

verteilt.

Citrat-Salz-Lésung:
KCI 5349
NasCitrat - (H20), 2249
ad 500 ml Aqua destillata.

Die gemischte Losung wurde autoklaviert.

2.2.3.4 Transfektion des Ligationsprodukts in HEK 293-Zellen

Fur die Liposomen vermittlete Transfektion des linearisierten pAdPPI-1 oder pAd-
EGFP/PPI-1(1.65 1350y Wurde eine @ 3,5 cm Zellkulturschale mit HEK 293-Zellen bis zu
einer Konfluenz von 90-95% kultiviert. Das 10%-HEK-Medium wurde durch 1 ml optiMEM
ersetzt. In zwei Sammelgefalten wurden 5 pl Lipofektamin und 5 ug linearisiertes Plasmid

in je 250 yl optiMEM 5 min inkubiert. Danach wurden die beiden Ansatze gemischt und
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weitere 20 min inkubiert. Anschlielend wurde das Gemisch auf die HEK 293-Zellen ge-
geben und 6 h im Zellkulturschrank inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Transfek-

tionslésung durch 10% HEK-Medium ersetzt.

Zur Ernte sollten bereits 30-50% der transfizierten HEK 293-Zellen abgeldst sein, die noch
anhaftenden Zellen wurden mit einer weitlumigen Pipette vorsichtig abgespult. Die Zellen
wurden bei 4 °C und 600 g 10 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in
2 ml PBS resuspendiert. Diese Suspension wude in flissigem Stickstoff gefroren, im

37 °C Wasserbad aufgetaut und gevortext. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt.

2.2.3.5 Infektion der HEK 293-Zellen mit Adenoviren

Fur die Infektion von HEK 293-Zellen mit Adenoviren wurden die Zellen bis zu einer Kon-
fluenz von 80% kultiviert. Mit der gesamten Virussuspension aus der @ 3,5 cm Zellkultur-
schale wurde eine @ 10 cm Schale infiziert, die analog oben beschriebener ,Frier-Tau-
Vortex“ Methode geerntet wurde. Bei jeder Passage kann etwa das 10-fache an Viren ge-

wonnen werden und eine entsprechende Anzahl neuer HEK 293-Schalen infiziert werden.

Lag fur die Virusanzucht bereits ein adharenzfahiges Virus vor, wurden die Zellkultur-

schalen mit einer Infektionsmultiplizitat (MOI) von 5-10 pro Zelle infiziert.

2.2.3.6 Praparation einer hochtitrigen Virussuspension

Infolge der Virusvermehrung runden sich die infizierten HEK 293-Zellen langsam ab,
I6sen sich vom Boden der Zellkulturschale und lysieren schliellich innerhalb von etwa 3-4
Tagen. Ein guter Zeitpunkt fur die Ernte ist gegeben, wenn etwa die Halfte der Zellen sich
abgel6st hat. In ein kleineres Volumen Uberfihrt werden die Viren durch ,Frier-Tau-

Vortex“ Zyklen freigesetzt und Uber einen CsCl-Gradienten aufgereinigt.

2.2.3.7 CsCI-Gradient zur Aufreinigung und Konzentration

Die infizierten HEK 293-Zellen wurden bei 4 °C und 600 g 10 min zentrifugiert, deren
Uberstand aufbewahrt, die Pellets in 7,5 ml PBS resuspendiert und vier ,Frier-Tau-Vortex“
Zyklen unterworfen. Diese Suspension wurde bei 4 °C und 1.800 g, 15 min zentrifugiert,
um die Zelltrimmer zu separieren. Das Pellet wurde bei —80 °C aufbewahrt, der Uber-

stand dreimal mit vorgekihltem 1,1,2-Trichlortrifluorethan extrahiert.

Der CsCl-Gradient besteht aus einer schweren (42,2% w/w) und einer leichten
(22,4% wiw) CsCl-Phase, von denen je 4,5 ml in den Ultrazentrifugationsrohrchen tber-
einander geschichtet wurden. Der nach der Trichlortrifluorethan Extraktion gewonnene
Uberstand wurde vorsichtig in &quivalenter Menge auf die Gradienten geschichtet. Ge-

wichtsunterschiede wurden mit PBS ausgeglichen. Nach 18 h Zentrifugation
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(Ultrazentrifuge L7-65, SW40 Ti Rotator, Beckman Coulter, Krefeld) bei 4 °C und 27.000
Umdrehungen pro Minute (entspricht durchschnittlich 92.000 g, maximal 130.000 g)
waren zwei weille Banden an der Interphase zwischen schwerer und leichter Phase sicht-
bar. In der sehr schwachen oberen Bande befinden sich Viruskapseln, in der dicken
unteren Bande komplette Viren. Die untere Bande wurde in eine Heparinspritze mit G27-
Kaniilen aufgenommen und in eine Dialysekasette (Slide-A-Lyzer®10K MWCO; Pierce,
Perbio Science Deutschland GmbH, Bonn) Uberfihrt. Jeweils eine Kassette wurde zwei-

mal 2 h gegen 1| PBS und Ubernacht gegen 1 | Virus Storage Buffer (VSB) dialysiert.

Virus Storage Buffer (VSB): Schwere CsCl-Ldsung:
NacCl 8¢ CsCl 42,2 g
KCI 372 mg Leichte CsCI-Lésung:
MgCl, - (H20)e 204 mg CsCl 224¢
1 M Tris-HCI, pH=7,4 10 ml jeweils ad 100 g VSB.

ad 1000 ml Aqua ad iniectabilia. Die Losungen wurden sterilfiltriert.

Der VSB wurde autoklaviert.

Das Dialysat wurde aus der Kasette entnommen, 400 yl zur DNA-Bestimmung aufbe-
wahrt, das verbleibende Volumen 1:1 mit 2xGlycerol-VSB verdinnt und bei -20 °C ge-

lagert.

2xGlycerol-VSB:

NaCl 292,2 mg
BSA 50 mg
1 M Tris, pH=8,0 0,5 ml
Glycerol 25 ml
Aqua ad iniectabilia 25 ml

Das Gemisch wurde sterilfiltriert.

2.2.3.8 Dichtebestimmung der biologisch aktiven Viren

Zur Dichtebestimmung der biologisch aktiven Viren (BAV) wurde die DNA extrahiert, ge-
fallt und die Konzentration bestimmt. Dabei entsprechen 21 ng DNA 6,2x108 Viruspartikel,
wobei empirische Daten aus unserem Labor zeigten, dass in KMNR 1/30 der Viruspartikel

biologisch aktiv ist, basierend darauf wurde die BAV berechnet.

Zur DNA Extraktion wurden 400 ul Dialysat mit TNE-Puffer ad 600 pl verdinnt. Der
Lésung wurden jeweils 1/10 des Ansatzvolumens 10% Natriumdodecylsulfat (SDS), 2,5 M

B-Mercaptoethanol, sowie Proteinase K (5 mg/ml) zugegeben und dazwischen jeweils
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30 min bei 37 °C inkubiert. Auf Eis wurde die DNA durch 800 pl Phenol-Chloroform-Iso-
amylalkohol-Gemisch (25:24:1) und 5 min Zentrifugation bei 4 °C und 2.600 g weiter ge-
reinigt. Es waren zwei Phasen mit Interphase zu beobachten. In der unteren befindet sich
Lésungsmittel, darliber eine diinne Schicht mit Proteinen, wahrend die obere Phase DNA
enthalt. Entsprechend wurde die DNA-Phase abgenommen und weitere dreimal mit dem
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisch gereinigt. Der Uberstand wurde noch einmal
mit 800 ul Chloroform-lsoamylalkohol-Gemisch (24:1) gewaschen und die DNA aus der
oberen Phase mit agivalentem Volumen Isopropanol und 1/10 des Ansatzvolumens 3 M
NaAzetat, pH=5,4 fir 2 h bei —20 °C prazipitiert. Die DNA wurde durch 30 min Zentrifu-
gation bei 4 °C und 20.800 g gefallt und mit 70% Ethanol gewaschen. Das getrocknete
Pellet wurde in 20 pl Aqua ad iniectabilia aufgenommen, die Konzentration photometrisch

bei 260 nm bestimmt und die BAV errechnet.

TNE-Puffer:
5 M NaCl 200 pl
0,5M EDTA 20 pl
1 M Tris, pH=7,4 100 pl

ad 10 ml Aqua ad iniectabilia.

Die Viren-DNA kann zur Abschatzung der Konzentration mit AdEasy-1 oder A-Phagen-
DNA im Agarosegel verglichen werden. Hierzu wurden aufsteigende Konzentrationen der
A-Phagen-DNA mit Eco0109 | oder des AdEasy-1 mit Pac | verdaut. A-Phagen besitzen
drei Eco0109 | Schnittstellen und werden in Fragmente von 29, 2.815, 19.670 und
25.980 bp zerteilt. Das 25.980 bp umfassende Fragment lauft im Agarosegel etwa in
Hohe der gefalteten Viren-DNA. Da dieses Fragment etwa die Halfte der gesamten
A-Phagen-DNA ausmacht, wurde von der AdPPI-1 DNA die Halfte der, fur das Gel ver-
dauten Phagen DNA-Menge geladen. Die Banden wurden nach 1 h Laufzeit im UV-Trans-
luminator verglichen und densitometrisch ins Verhaltnis gesetzt (Auswertungssoftware
MultiAnalyst, BioRad, Mianchen).

2.2.3.9 Infektionsnachweis mittels LacZ-Assay

AdLacZ kodiert fir das Enzym B-Galaktosidase, welches das Laktoseanalogon X-Gal
(5-Brom-4-chlor-3-indolyl- p-D-galaktopyranosid) zu einem blauen Reaktionsprodukt ab-
baut. Unter dem Mikroskop kann so die erfolgreiche Infektion einer Zelle mit AdLacZ
nachgewiesen werden. Hierzu wurden AdLacZ infizierte Zellen in der Zellkulturschale

zweimal mit PBS gewaschen und 6 h bei 37 °C mit LacZ-Assay-Losung inkubiert. Die
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Zellen wurden im Anschluss zweimal mit PBS gewaschen und in 4% Formaldehyd in PBS

fixiert.

X-Gal-L6ésung:
X-Gal 100 mg
Dimethylfomamid (DMF) 5ml

Bei —20 °C aufbewahrt.

Lac-Z-Assay-Losung:

Ks[Fe(CN)e) 20 mM
K4[Fe(CN)e] - (H20)3 20 mM
MgCl; - (H20)s 2 mM

Igepal CA-630 0,02%
Natriumdesoxycholat 0,01%

ad 1| Aqua ad iniectabilia.
Unmittelbar vor Gebrauch wurde X-Gal-Lésung im Verhaltnis 1:20 zugegeben (Endkon-

zentration X-Gal: 1mg/ml).
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2.3 Zellkultur

Die Klultivierung der EHT und Kardiomyoyten-Monolayer erfolgte in einem Zellkultur-
schrank bei konstant 37°C und 5% CO..

2.3.1 Zellpraparation von Kardiomyozyten der neonatalen Ratte

Die Praparation der Kardiomyozyten neugeborener Ratten (KMNR) gemal Miinzel et al.
[171] wurde freundlicherweise von Beate Endres (Institut fir Klinische Pharmakologie und

Toxikologie, Universitat Erlangen) Gbernommen.

Die Praparation erfolgte aus neonatalen Wistar-Ratten (1.-3. Tag postnatal). Nach Ent-
nahme des Herzens wurde der Vorhof abgetrennt und die Ventrikel in calcium- und bi-
carbonatfreiem Puffer gelagert. Die anschlieBende Verabeitung erfolgte unter sterilen Be-
dingungen. Zur antibiotischen Abschirmung wurden Penicillin G und Streptomycin (P/S)
eingesetzt. Der enzymatische Gewebeaufschluss mit Trypsin erfolgte nach einer modi-
fizierten Methode von Webster et al. [243].

Die zerkleinerten Gewebestlicke wurden mehrmals im Wechsel mit Trypsin- und DNase-
haltiger Lésung inkubiert, auf einer Kippwippe (Neigungswinkel 15°, 60 Kippbewe-
gungen/min) geschwenkt und der Uberstand abpipettiert. AnschlieBend wurden die Zellen
abzentrifugiert (Centrifuge 5810 R; 60 g, 15 min, 4 °C), der Uberstand verworfen und die
pelletierten Zellen in Nicht-Kardiomyozyten-Medium (NKM) aufgenommen und gepoolt.
Zum Sammelvolumen wurde DNase-Stammlésung (0,8% des Gesamtvolumens) hinzu-
pipettiert und erneut zentrifugiert (60 g, 15 min, 4 °C). Nach Abnahme des Uberstandes
wurde das Zellpellet in 32 ml NKM resuspendiert und durch ein Zellsieb (Maschengréfe:
250 um) gegeben. Nach Farbung mit Trypanblau (250 ul Trypanblau, 150 yl PBS, 100 pl
Zellsuspension) wurde die Zahl der vitalen, in diesem Fall nicht gefarbten, Zellen in einer

Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

NKM:
Dulbeccos Minimal Essential Medium (DMEM; 1 g/l D-Glucose, 3,7 g/l NaHCO3)
10% FKS (inaktiviert)
1% P/S
1% L-Glutamin
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2.3.2 Kardiomyozyten in Monolayer-Kultur

2.3.2.1 Beschichten von Zellkulturschalen

Um das Anheften der Kardiomyozyten aus der neonatalen (1-3 Tage) Ratte (KMNR) am
Kulturschalenboden zu erleichtern, wurden die Kulturschalen (Falcon, Heidelberg) mit
Gelatinehaltiger Lésung (1% Gelantine und 1% P/S in PBS, sterilfiltriert) beschichtet.

2.3.2.2 Aufreinigen der Kardiomyozyten

Die KMNR fir Monolayer-Kultur wurden auf Zellkulturschalen mit 10 cm Durchmesser
(Falcon, Heidelberg) verteilt. Das Volumen wurde auf etwa 12 ml pro Schale aufgefillt
und die Zellen fir ca. 1 h im Zellkulturschrank inkubiert, um eine Anreicherung der Kardio-
myozyten auf etwa 70% im Uberstand durch ihre, im Vergleich zu den Nicht-Kardiomyo-
zyten langsamere Anheftung zu erreichen (Preplating). AnschlieRend wurden die Kultur-
schalen intensiv mit den Uberstéanden gespiilt und alle Uberstéande in ein Sammelgefal
(50 ml) Gberfuhrt. Die Zellzahlung erfolgte nach Vitalfarbung mit Trypanblau in einer Neu-

bauer-Zahlkammer.

2.3.2.3 Aussaat und Kultur von KMNR

Anschliessend wurde die Zellsuspension zentrifugiert (Zentrifuge 5810 R; 60 g, 15 min,
4 °C) und Uberstehendes NKM abgenommen, um die KMNR anschlief’end in Kardiomyo-
zyten-Medium (KM-Medium) vorsichtig zu resuspendieren. KMNR wurden in der Regel in
einer Dichte von etwa 0,1-10° Zellen/cm? auf gelatinebeschichteten Zellkulturschalen mit
einem Durchmesser von 3,5 cm in 2 ml KM-Medium ausgesat und im Zellkulturschrank
kultiviert. Um die Uberwucherung der KMNR durch teilungsfahige Fibroblasten und Endo-
thelzellen zu verhindern, enthielt das KMNR-Medium den Antimetaboliten 5-Brom-2’-
deoxyuridin (BrdU). Nach 24 h war ein groRer Teil der KM angeheftet und die ersten
spontanen Kontraktionen waren zu beobachten. Der erste Mediumwechsel wurde 36 h

nach der Aussaat vorgenommen.

KMNR-Medium:
Minimum Essential Medium (MEM-Earle; 2,2 g/l NaHCO3, ohne L-Glutamin)
10% FKS (inaktiviert)
1% 10 mM BrdU
1% P/S
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2.3.3 Herstellung von rekonstituiertem Herzgewebe (EHT)

Zur Herstellung des engineered heart tissue (EHT) aus KMNR wurden Hihnerembry-
onenextrakt, Kollagen | und Gussformen bendtigt, hierzu wird auf die Dissertation von Dr.
rer. nat. Felix Munzel [171], Abschnitt Material und Methoden, 2.2, 2.3 und 2.4.1

verwiesen.

2.3.3.1 Herstellung von EHTs

Alle zur Herstellung der EHTs notwendigen Pipettierschritte wurden auf Eis mit vorge-
kihlten Reaktionsgefalien, Pipetten, Substanzen und Lésungen durchgefiihrt, um eine
vorzeitige Aushartung des Kollagens zu verhindern. Die gewlinschte Menge Kollagen
Typ | wurde vorgelegt und volumengleich mit zweifach konzentriertem EHT-Medium ver-
mischt. Der, zu diesem Zeitpunkt saure, pH-Wert des Gemischs wurde mit NaOH (0,1 M)
neutralisiert. Die Zugabe von extrazellularer Matrix des Engelbreth-Holm-Swarm Tumors
der Maus (Harbor Bio-Products, Norwood, MA, USA) erfolgte anschlieliend vor der Ver-
mengung mit der Zellsuspension. Nach wiederholtem Titruieren des Kollagen-Zell-Ge-
misches wurden davon je 900 pl zlgig in die Gussformen pipettiert (Abb. 2.5). An-
schlielRend wurden die Kulturschalen fir 1 h im Zellkulturschrank inkubiert und nach-
folgend mit 6 ml EHT-Medium pro Kulturschale (je 2 EHTs) Uberschichtet.

Abb. 2.5: Schematische Darstellung des AusgieBens von EHTs (links) und
Photografie einer Gussform mit EHTs am 6. Kulturtag (rechts).
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10x DMEM:
10x DMEM Pulver 133 mg
Aqua ad iniectabilia 10 ml

Zweifach konzentriertes EHT-Medium:

10x DMEM 1,0 ml
Pferdeserum (inaktiviert) 1,0 ml
Huhnerembryonenextrakt 0,2 ml
P/S 0,1 ml

ad 5 ml Aqua ad iniectabilia.

Standard-Pipettierschema zur Herstellung von vier EHTs:

Kollagen (5,5 mg/ml) 640 ul - 0,8 mg/EHT

2x EHT-Medium 640 pl

0,1 M NaOH 139 ul

extrazellulare Matrix 400 pl 2> 10%

Zellsuspension (5,0-10° Zellen/ml) 2181 pl > 2,5:10° Zellen/EHT
Um mit der Zellsuspension auf 4 ml aufzufillen, wurde die Zellkonzentration entsprechend
eingestellt.
EHT-Medium:

Dulbeccos Minimal Essential Medium (DMEM; 1 g/l D-Glucose, 3,7 g/l NaHCO3)
10% Pferdeserum (inaktiviert)

2% Huhnerembryonenextrakt

1% P/S

2.3.4 Kultivierung von EHT

Die Kultur der EHTs erfolgte unter sterilen Bedingungen, das Medium wurde am ersten,
dritten und finften Tag nach Herstellung gewechselt. An Tag 7 wurden die EHTs auf eine
Dehnapparatur (s. Abb. 2.6) transferiert. Die Frequenz der Dehnung belief sich auf 1,33
Hz, die Kulturdauer betrug 11-15 Tage.
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Abb. 2.6: Photographie einer Einheit der Dehnapparatur mit zwei EHT.

2.3.5 Interventionen

2351 EH

Die Infektion wurde, falls nicht anders im Text beschrieben, an Tag 10-12 flr 24-48 h
durchgefiihrt. Die Menge Virus, die nétig war um in zwei EHTs eine MOI von 50-100 zu
erreichen, wurde ad 500 pl Minimal Essential Medium mit Earl’s Salzen (MEM), welches
mit 1% P/S versetzt war, verdinnt. Es wurde davon ausgegangen, dass sich in einem
EHT, wie bei der Herstellung, 2,5x10° Zellen befanden. Das EHT-Medium wurde abge-
saugt, jeweils zwei EHTs mit 500 ul obiger Losung betraufelt und 60 min unter rhythmi-
scher Dehnung im Zellkulturschrank inkubiert. Die Kontrollen wurden mit 500 yl MEM in-
kubiert. Nach 1 h wurde dann je 2 ml EHT-Medium pro Schale hinzugegeben und die
Ringe weitere 24-48 h gedehnt. Zur Uberpriifung der Infektion von EHTs die mit EGFP ko-
dierenden Viren infiziert worden waren, wurde die griine Fluoreszenz unmittelbar vor den
Kontraktionsexperimenten im konfokalen Laser Scanning Mikroskop (LSM) Uberpriift und
photographisch festgehalten. Wurden die EHTs mit Viren infiziert, die EGFP nicht koexpri-
mierten, wurde die Effizienz im Westernblot, bei Infektion mit AdLacZ mit Hilfe der X-Gal
Spaltung (analog des LacZ-Assays in 2.2.3.9 an Monolayer Zellkulturen) exemplarisch an

einem EHT nachgewiesen.

2.3.5.2 KMNR

Die Infektion der Monolayer Zellkulturen mit rekombinanten Adenoviren erfolgte am vier-
ten Tag, mit einer MOI von zwei flr 48 h, falls im Text nicht anders angegeben. Um eine
maoglichst homogene Infektion zu gewahrleisten wurde das Medium abgesaugt und die

Zellen mit einem 10%-KM-Medium-Virus Gemisch Uberschichtet.
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Die erfolgreiche Infektion wurde vor der Ernte - falls im Text nicht anders angegeben 48 h
nach Infektion — durch die griine Epifloureszenz von EGFP am LSM Uberprift. Dienten
B-Galactosidase-tberexprimierende KMNR als Kontrollen, wurde stichprobenartig eine
Schale dem LacZ-Assay (s. Kap. 2.2.3.9) zugefihrt.

Um die Auswirkungen adrenerger Stimulation zu untersuchen wurden die Zellen an Tag 6
5 min mit unterschiedlichen Konzentrationen (10" - 107 M) Isoprenalin (DL-Isoproterenol
hydrochloride; Sigma, Taufkirchen), einem unselektiven p-Rezeptoragonist oder 15 min
mit 10° mol/l  Phenylephrin ((R)-(-)-1-(3-Hydroxyphenyl)-2-methylaminoethanol hydro-

chloride; Sigma, Taufkirchen), einem a;-Agonisten, stimuliert.
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2.4 Erfassung der Kontraktionsdaten

2.41 Kontraktionsmessung

An Kulturtag 11-15 wurden die Kontraktionsparameter der EHTs in modifizierter Tyrode-
Lésung (0,2-0,4 mM Calcium) in temperierten Standardorganbadern (s. Abb. 2.7) er-
mittelt. Die Aufhangung der EHTs erfolgte zwischen induktiven Kraftaufnehmern und
statischen Haltepolen. Die Kontraktionsexperimente wurden unter elektrischer Stimulation
(Frequenz 2 Hz, Pulsdauer 5 ms, Stromstarke 20% Uber der Reizschwelle) bei 37 °C und
kontinuierlicher Begasung mit Carbogen (95% O,, 5% CO,) durchgefuhrt. Alle Interven-
tionen wurden an optimal vorgedehnten Muskelpraparaten (Lmax) durchgefiihrt. Zwischen
den einzelnen Schritten der Interventionen wurden zur Aquilibrierung Pausen von jeweils
5 min eingelegt. Als L, wurde die durch die Dehnapperatur im ungedehnten Zustand vor-

gegebene Gewebelange (14,5 mm) definiert.

é"’"” Kraftaufnehmer Begasung

BMON 11 i

Wassermantel (37 °C)

Abb. 2.7: Darstellung eines Organbades.

Nach 60 min Aquilibrieren in Tyrode-Lésung mit 0,4 mM Calcium wurde unter elektrischer
Stimulation die Vordehnung in Schritten von 0,1 mm von L, auf L.« gesteigert und damit
die Kraft-Langen Beziehung ermittelt. Anschliefiend wurde in Tyrode-Lésung mit 0,2 mM
Calcium 15 min aquilibriert. Die Kontraktionsparameter wurden unter steigenden Kon-
zentrationen von Calcium (0,4 - 2,8 mM) ermittelt. Nach zweimaligem Wechsel der
Tyrode-Lésung und Verminderung der Calcium-Konzentration auf 0,2 mM erfolgte die Be-
stimmung der Reaktion auf -adrenerge Stimulation durch eine kumulative Konzentra-

tions-Wirkungs-Kurve von Isoprenalin (107° - 10° M).
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Nach den Kontraktionsversuchen wurde ein Grofdteil der EHTs in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -70 °C bis zur weiteren Aufarbeitung gelagert.

Zusammensetzung der modifizierten Tyrode-Losung:

NaCl 119,8 mM

KCI 5,4 mM

CaCl, 0,2 mM

MgCl, 1,05 mM

NaHCO; 22,6 mM

NaH,PO, 0,42 mM

Glucose 5,05 mM

Na,EDTA 0,05 mM

Ascorbinsaure 0,56 mM, in Aqua destillata.

CaCl,-Stamm 2,25 M:
CaCI2 : (H20)2 165,57 g
ad 500 ml Aqua destillata.

MgCl,-Stamm 1,05 M:
ad 500 ml Aqua destillata.

Stamm | fur Tyrode-Losung:

NaCl 175 ¢
KCI 1049
CaCl,-Stamm 2,22 ml
MgCl,-Stamm 25 ml

ad 1000 ml Aqua destillata.

Stamm |1l fir Tyrode-Losung:

NaHCO; 50¢g
ad 1000 ml Aqua destillata.

Stamm Il fUr Tyrode-L6sung:

NaH2P04 5’8 g
ad 1000 ml Aqua destillata.

Modifizierte Tyrode-LOsung:

Stamm | 40 ml
Stamm |l 38 mi
Stamm Il 10 ml
Glucose 19
Ascorbinsaure 100 mg
Na,EDTA 18,6 mg

ad 1000 ml Aqua destillata.
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2.4.2 Datenerfassung und —verarbeitung
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Abb. 2.8: Darstellung der Kontraktionsparameter.
Beispiel einer Einzelkontraktion (kleines Kastchen) mit Betonung der unterschiedlich ver-

laufenden Kurve bei differierender Stimulation, sowie eine Ubersicht tber die Auf-
zeichnung einer gesamten Messung.

Die Erfassung der Daten erfolgte mittels eines PC-gestlitzten Biomonitoring Systems
(BMON, Ingenieurblro G. Jackel, Hanau). Die Messverstarker wurden vor jeder Messung
mittels eines Gewichtes von 100 mg kalibriert. Die Ausgabe der minimalen und maxi-
malen Kraft erfolgte durch das Programm als Mittelwert einer Sekunde. Die Kontraktions-
kraft wurde aus der Differenz von maximaler Kraft und der Grundspannung errechnet. Die
Auswertung der Zeiten erfolgte in der Regel von 90% Kontraktion bis maximaler Kontrak-
tion (T1) bzw. von maximaler Kontraktion bis 90% Relaxation (T2). Die minimale Auf-
I6sung der Datenerfassung betrug 0,01 mN. Zur exakten Erfassung der aufgezeichneten
Daten wurden die Zeitpunkte, an welchen etwa eine Anderung der Konzentration erfolgte,
manuell festgelegt, damit anschlieRend die Weiterverarbeitung mittels Tabellenkalkulation
(EXCEL®, Microsoft AG, Ismaning) erfolgen konnte.
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2.5 Erfassung biochemischer Parameter

2.51 Proteinbestimmung

Die Proteinquantifizierung von Proben, die kein SDS enthielten, wurde mit dem Biorad
Protein Assay Reagenz (Biorad, Minchen) nach nach Angaben des Herstellers [29]
durchgefihrt.

2.5.2 Semiquantitative Erfassung bestimmter Proteine

Bei der Etablierung des semiquantitativen Nachweises bestimmter Proteine mittels
Immunoblot in EHTs stellte sich die Aufarbeitung der EHTs zu Lysaten als kritischer
Schritt fur die Qualitat der Ergebnisse dar. Hierbei zeigte sich die Homogenisierung
mittels Polytron und anschlieRende wiederhohlte Aspiration mit feinen Kanilen in dem
unten beschriebenen Lysepuffer gegeniiber anderen Methoden (berlegen. Nach dieser
Methode kam es zu einer fast vollstdndigen Auflésung des Kollagens und bei der Aus-

wertung des Immunoblots zu klaren, unverschmierten Banden.

2.5.2.1 Proteinextraktion

Fir die Proteinextraktion aus Monolayer Zellkulturen wurde 500 pl Lysepuffer pro 10°
Zellen zugegeben und die KMNR in einem Sammelgefass dreimal 15 s mit einem Politron

homogenisiert.

Zur Extraktion aus EHTs wurden diese in Stickstoff gefroren mit einem Skalpell zerkleinert
und in 300 pl Lysepuffer gegeben. Die Fragmente wurden viermal 20 s polytronisiert und
durch je zehnmaliges Aspirieren mit einer G20, G24 und zuletzt mit einer G27 Kaniile

homogenisiert. Nach Zentrifugation (400 g, 3 min) wurde der Uberstand weiterverwendet.

Lysepuffer : Sechsfach konzentrierter Ladepuffer nach
Lammli [149]:
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 2ml SDS 1,29
0,5 M EDTA, pH 8,0 1 ml Glycerol 6,09
1 M NaF 3ml DTT 0,93 g
SDS (20%) 15 ml Bromphenolblau 6 mg
Glycerol 10 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 1,2 ml
ad 100 ml Aqua destillata. ad 10 ml Aqua destillata.

Vor Benutzung wurde 2 pg/ml Aprotinin

dazugegeben.
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2.5.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Gelelektrophorese erfolgte nach Lammli [149] mit SDS-haltigem Puffer. Jede Protein-
probe wurde mit 20% des Probenvolumens an sechsfachkonzentriertem Puffer nach
Lammli [149] versetzt und 5 min bei 95 °C denaturiert. Die Gelelektrophorese wurde in
Polyacrylamidgelen durchgefihrt. Benutzt wurde ein Sammelgel (5%) und je nach Pro-

teingroRe ein Trenngel mit 12-18% Polyacrylamid.

Trenngel (18%) fiir 2 Gele:

Acrylamid (30%, Mix 37,5 : 1) 6,0 ml
Aqua destillata 1,8 ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8) 2,5ml
SDS (10%) 0,1 ml
Ammoniumpersulfat (10%) 0,1 ml
N,N,N‘,N’-Tetramethyl-ethylendiamin (TEMED) 4,0 yl

Sammelgel (5%) fir 2 Gele:

Acrylamid (30%, Mix 37,5 : 1) 0,85 mi
Aqua destillata 2,8 ml
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8) 1,25 ml
SDS (10%) 0,05 ml
Ammoniumpersulfat (10%) 0,05 ml
N,N,N‘,N’-Tetramethyl-ethylendiamin (TEMED) 5,0 ul

Die Gelelektrophorese erfolgte in vertikalen Elektrophoresekammern in vorgekihltem
Laufpuffer mit 25 mA die ersten 30 min, dann mit 60 mA bis die Farbfront den unteren

Gelrand erreichte. Auf jedem Gel wurde ein ProteingrofRenstandard mitgefihrt.

Laufpuffer:
Tris 3,029
Glycin 14,4 g
SDS 1,09

ad 1000 ml Aqua destillata.

2.5.2.3 Immunoblot und Immunologische Identifizierung von Proteinen

Die im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurden anschlieBend durch ein
Nassblot-Verfahren im elektrischen Feld entweder auf eine hydrophobe Polyvinyliden-Di-

fluorid-Membran oder auf eine Nitrocellulosemembran (0,45 um Porengrélie) Gbertragen
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[233]. Phospholamban gesamt, die Serin'- oder Threonin'- Phosphorylierung wurden
nur auf die PVDF-Membran, alle anderen Proteine auf die Nitrocellulosemembran Uber-
tragen. Der Proteintransfer erfolgte bei Verwendung der PVDF-Membran stromkonstant
mit 400 mA, bei der Nitrocellulosemembran mit 500 mA oder fir beide Membranen bei
-4 °C und 20V ubernacht. Um den erfolgreichen Transfer zu kontrollieren, wurde die
Membran mit Ponceau S gefarbt und die Héhe der Banden des ungefarbten Proteinstan-
dards dauerhaft markiert. Die Membranen wurden entsprechend des, zu erwartenden,
Molekulargewichts der Proteine in horizontale Streifen geschnitten. Zur vollstandigen Ent-
farbung wurde die Membran in TBS mit TWEEN 20 (TBST) gewaschen und zur Ab-
sattigung von unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran mit 5% Magermilchpulver
oder 2% Rinderserumalbumin (BSA), geldst in TBST, flr 60 min inkubiert.

Abhangig vom primaren Antikérper wurde die Membran dreimal fir 10 min mit TBST ge-
waschen (Antikorper in TBST verdlinnt) oder der primare Antikérper wurde sofort zuge-
geben (Antikorper in Trockenmilch-Lésung verdiinnt). Die Inkubation der primaren, gegen
das jeweilige Protein spezifischen Antikorper erfolgte unter leichtem Schdtteln fiir 90 min
bei Raumtemperatur oder tiber Nacht bei 4 °C. Die Verdiinnungen und Losungsmittel der
einzelnen Antikorper sind der Tabelle 2.7 zu entnehmen. Nach dreimaligem Waschen mit
TBST folgte die Inkubation mit dem sekundaren Antikorper in Trockenmilch-Lésung flr
1 h. Dieser ist gegen den ersten Antikdrper gerichtet und an die Peroxidase des Meer-
rettichs gekoppelt. Anschlielend wurde dreimal in TBST gewaschen und die Membran fr
5 min mit dem ECL+ Western-Blot Detections-Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Frei-
burg) inkubiert. Zur Visualisierung wurden Filme (Hyperfilm ECL, Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg) belichtet und sofort entwickelt (Hyperprocessor, Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg). Wenn es nicht mdglich war, die Ladekontrolle durch Schneiden der
Membran parallel mitzufiihren, wurden die Antikérper wieder von den Membranen ent-
fernt. Hierzu wurden die Membranen mit ECL-Strip-Puffer fir 30 min bei 50 °C unter
Schiutteln inkubiert und anschlieRend mehrmals mit TBST gewaschen. Anschlielend
konnte die Membran erneut mit einem primaren Antikorper inkubiert und der oben be-

schriebenen Prozedur ein weiteres Mal unterworfen werden.
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Tabelle 2.7: Antikérper fiir den Immunoblot.

Protein/Antikdrper Ver- Hersteller Katalog- sekundarer Ver- Ladekontrolle
diinnung nummer Antikorper diinnung
Calsequestrin 1:2500 Affinity bioreagents | PA1-913 | anti-rabbit (Sigma) 1:15000
in TBST in Milch
Phospho-DARPP-32 1:2000 Cell Signaling Tec. 2304 anti-rabbit (Sigma) 1:10000 Calsequestrin
(Threonin34/35) in TBST in Milch
ERK, gesamt 1:1000 Cell Signaling Tec. 9102 anti-rabbit (Cell | 1:1000
in Milch Signaling Tec) in Milch
Phospho-ERK 1:1000 Cell Signaling Tec. 9101 anti-rabbit (Cell | 1:2000 Erk, gesamt
in Milch Signaling Tec) in Milch
inhibitorisches  G-Protein | 1:2000 Prof. Dr. med. M. anti-rabbit (Sigma) 1:10000 Calsequestrin
(Gaiz2) in TBST Bohm, Universitat in Milch
Homburg/Saar
stimulierendes G-Protein | 1:200 Santa Cruz Biotec. | sc-823 anti-rabbit (Sigma) 1:10000 Calsequestrin
(Gas) in TBST in Milch
MAPK p38, gesamt 1:1000 Cell Signaling Tec. 9212 anti-rabbit (Cell | 1:1000
in Milch Signaling Tec) in Milch
Phospho-p38 1:1000 Cell Signaling Tec. 9211 anti-rabbit (Cell | 1:1000 p38, gesamt
in Milch Signaling Tec) in Milch
Phospholamban  (PLB), | 1:5000 John Colyer, anti-mouse 1:5000 Calsequestrin
gesamt in TBST University of Leeds in TBST
Phospho-Serin16-PLB 1:5000 John Colyer, anti-rabbit (Sigma) 1:10000 Calsequestrin
(PS16) in TBST University of Leeds in Milch
Phospho-Threonin17-PLB | 1:5000 John Colyer, anti-rabbit (Sigma) 1:10000 Calsequestrin
in TBST University of Leeds in Milch
PPI-1 1:5000 Eurogentic, Brissel anti-rabbit (Sigma) 1:10000 Calsequestrin
in TBST in Milch
anti-rabbit in Milch Cell Signaling Tec. | 7074
anti-rabbit in Milch Sigma A-0545

anti-mouse in Milch Sigma A-3682
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Transferpuffer ECL-Strip-Puffer
Tris 3,025¢g Tris HCI 4,925¢
Glycin 14,4 g B-Mercaptoethanol 3,49 mi
Methanol 200 ml SDS 10,00 g
ad 1| Aqua destillata. ad 500 ml Aqua destillata.
Lagerung bei 4 °C. pH mit NaOH auf 6,7 eingestellt.
10x TBS Ponceaurot S Lésung
Tris 2423 g Ponceaurot S 0,59
NaCl 175,3 g Essigsaure (100%) 1 ml
ad 2 | Aqua destillata. ad 100 ml Aqua destillata.
pH mit HCI auf 7,5 eingestellt. Durch Faltenfilter filtriert.
Trockenmilch-LOsung TBST
TBST 10x TBS 100 mi
Magermilchpulver 5% Tween 20 1ml
ad 1| Aqua destillata.

2.5.2.4 Erfassung und Verarbeitung der Daten

Die belichteten Filme wurden digitalisiert (Durchlichtscanner Agfa Snapscan 600) und die
Banden mittels Densitometrie quantifiziert (Auswertungssoftware MultiAnalyst, BioRad,

Munchen).

2.5.3 Erfassung der mRNA-Konzentration

Die Gesamt-RNA wurde nach einer modifizierten Methode von Chomczynski und Sacchi

[46] aus Monolayer Zellkulturen prapariert.

2.5.3.1 RNA-Extraktion

Zu 10° Zellen einer Monolayer Kultur wurde 500 ul TRIzol® (Invitrogen, Karlsruhe) ge-
geben, 5 min inkubiert und anschliefsend kraftig gemixt. Zu den Homogenaten wurde 1/5
des Gesamtvolumens Chloroform hinzupipettiert, das Gemisch 45 s gevortext und fir 3
min inkubiert. Zur Beschleunigung der Phasenauftrennung wurden die Proben fiir 15 min
bei 4 °C mit 12.000 g zentrifugiert. Die hydrophile RNA-haltige Phase wurde in ein neues
Gefass uberflhrt mit aquivalentem Volumen eisgekiihltem Isopropanol versetzt, gemischt
und 10 min inkubiert. Anschlie®end wurde die RNA durch Zentrifugation (10 min, 4 °C,
12.000 g) pelletiert. Das Pellet wurde mit 500 ul Ethanol (70%) gewaschen, erneut zentri-



Material und Methoden 49

fugiert (5 min, 4 °C, 12.000 g), der Uberstand verworfen und das Pellet bei Raumtemper-
atur fur 5-10 min getrocknet. Das Préazipitat wurde in 20 yl DEPC-Wasser aufgenommen
und 10 min bei 60 °C geldst.

2.5.4 Erfassung der Serin/Threonin-Proteinphosphatase-1 Aktivitat

Die Akivitdt der Serin/Threonin-Proteinphosphatasen (PP) wurde analog der Beschrei-
bung von Ahmad [3] und Neumann [175] gemessen. Die Methodik durfte ich am Institut
fur Pharmakologie und Toxikologie der Westfalischen Wilhelms-Universitat Munster bei

Privatdozent Dr. Peter Boknik und Professor Dr. Joachim Neumann erlernen.

2.5.4.1 Herstellung der Homogenate

Die Monolayer Zelkulturen wurden mit PBS gewaschen und je 10° Zellen in 500 pl Homo-
genisationspuffer aufgenommen. Die Proben wurden dann jeweils dreimal 15 s polytroni-
siert und zehnmal mit einer G27 Kanlle aspiriert. Die Proteinbestimmung wurde nach
Bradford durchgeflhrt (s. 2.5.1).

Homogenisationspuffer

Tris 315,2 mg
EGTA 76,08 mg
EDTA 186,12 mg
100 mM Benzamidine 1000 i

50 mM PMSF 1000 pl
B-Mercaptoethanol 100 pl

ad 100 ml Aqua destillata.

pH wurde auf 7,4 eingestellt.

Zur Validierung des Versuchsaufbaus wude die Aktivitat komerziell erworbener, rekombi-
nanter Serin/Threonin-Proteinphosphatase in aufsteigender Konzentration, sowie die Aus-
wirkung der PKA (0,1 U PKA in 6 mM MgCl, und 0,1 mM ATP) in Zellhomogenaten unter-
sucht. In einer weiteren Versuchsreihe wurde die PP-Aktivitat von rekombinantem PPI-1
untersucht, welches unphosphoryliert bzw. durch die PKA phosphoryliert in aufsteigender
Konzentration zu Zellhomogenaten uninfizierter KMNR gegeben wurde. Das rekombi-
nante PPI-1-Protein wurde 1:1 mit einem Reaktionsmix (6 nM MgCl,, 0,1 mM ATP),
welchem alternativ nichts oder 10 U PKA zugesetzt worden waren, gemischt. An-
schlielend wurde das Gemisch 1 h bei 37 °C inkubiert, 5 min bei 95 °C inaktiviert und auf
Eis abgekuhilt.
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2.5.4.2 Herstellung des Substrates

Serin/Threonin-Proteinphosphatasen dephosphorylieren die Phosphorylase a zur in-
aktiven Phosphorylase b. FlUr die Messung wurde Phosphorylase b mittels Phospho-
rylase-Kinase unter Verwendung von y-[*?P]-ATP phosphoryliert und so in [**P]-markierte
Phosphorylase a Uberfuhrt [67; 3].

Phosphorylase b wurde in Aqua ad iniectabilia (Endkonzentration 10 pg/ul) und 1.000 IE
Phosphorylase Kinase in 3 ml Mix 1 gel6ést. AnschlieRend wurde die Inkubationsldsung
angesetzt. Zwei mCi y-[**P]-ATP wurden mit 40 pl 0,1 M ATP (pH 7,4) gemischt, zur Inku-
bationsldsung gegeben und bei 30 °C 3 h inkubiert. Um den Anteil an freiem ATP zu ver-
ringern, wurde die Phosphorylase a zweimal mit 6 ml gesattigter Ammoniumsulfatiésung
30 min auf Eis gefallt und 20 min bei 20.800 g und 4 °C (Centrifuge 5417 R) zentrifugiert.
Das Prazipitat wurde in 4 ml Dialysepuffer resuspendiert und in einen Dialyseschlauch

Uberfiihrt. Die Dialyse erfolgte gegen je 5 | Dialysepuffer zunachst fiir 6 dann fir 12 h.

Inkubationslésung: Mix 1:

Aqua ad iniectabilia 360 pl BSA 10 mg
1 M Tris-HCI, pH=7,4 200 pl Aqua ad iniectabilia 9,5 ml
1 M MgCl; - 6 H,0O 80 pl 1 M Tris-HCL, pH 7,4 500 pl
1,54 M B-Mercaptoethanol 80 ul B-Mercaptoethanol 100 pl
0,1 M CaCl, - 2 H,0O 40 pl

Phosphorylase b (= 20 mg) 2000 ul | Dialyselésung:

Phosphorylase 1 M Tris-HCI, pH 7,4 50 ml
Kinase (= 200 IU) 1000 pl 0,2 M EDTA,pH 7,4 25 ml

ad 5| Aqua ad iniectabilia.

2.5.4.3 Messung der Phosphataseaktivitat

Zur Messung der Phosphataseaktivitat [175] wurden die Proben mit der y-[**P]-markierten
Phosphorylase a inkubiert und das dephosphorylierte y-[*?P]-Phosphat im p-Szintillations-
zahler quantitativ erfasst (s. Abb. 2.9). Durch Zusatz des Komplexbildners EDTA in der
Phosphorylase a-Substratldsung konnten Einflliisse der calciumabhangigen PP2B und der
magnesiumabhangigen PP2C weitgehend ausgeschlossen werden, es wurde jedoch nicht
zwischen der PP1- und der PP2A-Aktivitat differenziert.
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Phosphorylase a-Substratlésung pro Ansatz:

Aqua ad iniectabilia 10 pl
B-Mercaptoethanol (1 :20) 1l
50 mM Tris, pH 7,4 1 ul
10 mM EDTA, pH 7,4 0,5
100 mM Coffein 2,5 ul
[*2P]-Phosphorylase a 5,0 ul

In einer Testmessung wurde die Menge an Homogenat der jeweiligen Bedingung be-
stimmt, bei der etwa 20% der eingebrachten Menge y-[*?P]-Phosphorylase umgesetzt
wurde, um fir das Messergebnis eine hohe Proportionalitdt zu erreichen. Zur entspre-
chenden Probenmenge ad 30 pl Homogenisationspuffer wurde 20 uyl Phosphorylase a-
Substratlésung zugegeben und 30 min bei 30 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zu-
gabe von 20 ul 50%iger Trichloressigsaure gestoppt, 30 pl Rinderserumalbumin (20 g/l in
0.1% Natriumazid) hinzugeflgt und 10 min auf Eis gefallt. Die prazipitierten Proteine
wurden durch Zentrifugation (4 °C, 13.000 g, 5 min) sedimentiert und 70 pl des Uber-

standes im B-Szintillationsz&hler gemessen.

Bei jeder Messung wurden Gesamtradioaktivitat (fotal counts), als Mal3 fiir die spezifische
Radioaktivitat, und die unspezifische Hintergrundradioaktivitat (Leerwert) der Phospho-
rylase a-Lésung in 30 ul Homogenisationspuffer ermittelt. Da die Proteinbestimmung der
Phosphorylase a-Lésung auf Grund fehlender technischer Mdoglichkeiten im HeiRRlabor
nicht méglich war, wurden die ermittelten Counts pro Minute (CPM) auf die Menge an Pro-
tein in den Proben bezogen. Die Messung der PP-Aktivitat erfolgte dreimal je Probe und
der Mittelwert wurde fur die weitere Auswertung verwendet. Da die Messung auf Grund
der grof3en Probenanzahl in mehreren Tagen durchgefihrt wurde und die Radioaktivitat
der eingesetzten heilRen Phosphorylase a in dieser Zeit sank, wurden die Werte zusétzlich
auf den Mittelwert, der in einem Durchlauf gemessenen Serien, normiert. Da die Zusam-
mensetzung an unterschiedlich infizierten KMNR im Verhaltnis immer gleich war und die
so kalkulierten Werte das Verhaltnis der PP-Aktivitat unterschiedlich behandelter KMNR
vor der Normierung wiedergaben, sollte dies eine geeignete Methode sein, um die Erge-

bnisse besser vergleichen zu kénnen.
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Phosphorylase
Kinase v-[*P]-ATP
Phosphorylase b \ / » Phosphorylase a
PP
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Abb. 2.9: Schematische Darstellung des Prinzips der PP-Aktivititsmessung.

Die Phosphorylase Kinase phosphoryliert Phosphorylase b mit y-[32P]-ATP zu Phospho-
rylase a. Phosphorylase a wird in standardisierter Konzentration den Proben zugegeben.
Enthalten die Proben PP1 oder 2A dephosphoryliert die PP die Phosphorylase a und y-
[*2P]-Phosphat (**PO,) wird frei. Durch Zugabe von Trichloressigsdure werden die Pro-
teine gefallt und abzentrifugiert. Im Uberstand verbleibt das freie **PO,, das mit einem p-
Szintillationszahler quantitativ erfasst wird und mit der PP-Aktivitat der gemessenen Probe
korreliert.

2.5.5 cAMP Akkumulation

Zur Erfassung der cAMP-Bildung in KMNR unter basalen Bedingungen, nach (-adrener-
ger Stimulation (mit Isoprenalin) und nach direkter Stimulation der Adenylylcyclase (mit
Forskolin), wurde der Abbau von cAMP durch Hemmung der Phosphodiesterasen mittels
des unspezifischen Phosphodiesteraseinhibitor 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX, Sigma,
Taufkirchen) unterbunden. Mit einem Immunoassay konnte akkumuliertes cAMP, das

durch Lyse mit HCI aus den KMNR freigesetzt wurde, gemessen werden.

2.5.5.1 Probenverarbeitung

Pro Messpunkt wurden 10° KMNR untersucht. Die cAMP Akkumulation wurde in serum-
freiem Assay-Medium durchgefiihrt, das zur Pufferung eines neutralen pH-Wertes 20 mM
HEPES in Minimal essential medium (Earle MEM) enthielt.
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Die Bestimmung erfolgte analog den Angaben des Herstellers (R&D Systems, Wies-
baden). Initial wurde das KM-Medium durch Assaymedium ersetzt, das IBMX zur Hem-

mung des cAMP-Abbaus und Ascorbinsaure als Antioxidans enthielt.

2.5.5.2 Quantifizierung des gebildeten cAMPs

Zur Bestimmung von cAMP wurde der Cyclic AMP (low pH) Immunoassay (R&D Systems,

Wiesbaden) verwendet, dessen Funktionsprinzip in Abb. 2.10 schematisch dargestellt ist.

Bei einer Wellenlange von 405 nM wurde die Absorption mittels des ELISA Readers
Spectra Rainbow (Tecan, Crailsheim) gemessen. Die Farbintensitat ist umgekehrt propor-
tional zur cAMP-Konzentration in der Probe. Zur Angleichung sich unterscheidender
Absolutwerte in den verschiedenen Serien wurden die Werte auf die Mittelwerte der maxi-
mal erreichbaren (forskolingetriggerten) cAMP Akkumulation jeder Infektionsbedingung

bezogen.

Auswaschen

Anti-cAMP

Anti-
Kaninchen

7

Abb. 2.10: Prinzip des cAMP Immunoassays.

Das cAMP aus den zugegebenen Kardiomyozyten verdrangt das Konjugat aus cAMP und
alkalischer Phosphatase (aP) vom Antikorper. Das so geloste Konjugat wird ausge-
waschen und dem verbleibenden gebundenen Konjugat ein Substrat fiir die alkalische
Phosphatase zugeflhrt, die das Substrat in einen Farbstoff umwandelt.
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2.6 Immunzytochemie

2.6.1 Immunologische Markierung der KMNR

Zur immunzytochemischen Farbung wurden KMNR auf gelatinebeschichteten Deckglas-
chen kultiviert. Die Zellen wurden zweimal in PBS gewaschen und 15 min in 4% Para-
formaldehyd-L6sung (in PBS) fixiert. AnschlieRend wurde mit TBS gewaschen und 30 min
in Blocklésung inkubiert, wodurch die Zellen permeabilisiert und unspezifische Bindungs-
stellen abgesattigt wurden. Es folgte die Inkubation mit dem Primarantikbrper Anti-Ratte-
a-Aktinin IgG der Maus (1:800 in BSA-L6sung) fur 1 h, dreimaliges Waschen mit TBS und
30 min Inkubation mit cy3-markiertem Anti-Maus IgG der Ziege (1:1000 in BSA-L&sung).

Vor dem Eindeckeln in Mowiol wurde dreimal mit TBS gewaschen.

Blocklésung: BSA-Ldsung:
Triton-X 100 0,2% BSA 5%
BSA 5% in TBS

in TBS (siehe 2.5.2.3)

Mowiol
Mowiol 4-88 244
Glycerol 6,09
Aqua destillata 6 ml
0,2 M Tris-HCI, pH 8,5 12 ml

2.6.2 Quantitative Bestimmung morphologischer Parameter

Durch die Markierung von a-sarcomerischem Actintin mit einem cy3-gekoppletem Anti-
korper werden die KMNR im konfokalen Lasermikroskop (LSM; Axiovert, Carl Zeiss,
Jena) gut sichtbar. Durch Umrandung der einzelnen Zellen kann mit Hilfe eines, von Zeiss
bereitgestellten Programms (Zeiss LSM Image Browser, Version 3,1,0,99, Zeiss, Jena),

der Umfang und die Querschnittsflache der KMNR bestimmt werden.
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2.7 Statistik

Alle Werte sind, sofern nicht anders angegeben, als arithmetisches Mittel +/- dem Stan-
dardfehler des Mittelwertes (SEM), berechnet aus den Einzelwerten (n), angegeben. Die
ECso-Werte flr Isoprenalin wurden durch Berechnung einer sigmoidalen Regressions-
kurve aus den Messwerten fir jedes EHT und mathematischer Ermittlung der ECsq fUr
jede Einzelkurve bestimmt. Bei der Bestimmung der cAMP Akkumulation wurde aus den
einzelnen Messpunkten, d.h. den einzelnen Kulturschalen, durch sigmoidale Regression
eine gemittelte Kurve errechnet, aus der die EC5, ermittelt wurde. Die statistische Signifi-
kanz wurde mittels student’s t-test (beim Vergleich zweier Gruppen) bzw. dem ANOVA-
Test und anschlieBendem post hoc Test nach Bonferoni (beim Vergleich mehrerer
Gruppen) mit dem Programm Prism3 (GraphPad Software Inc.; San Diego, CA, USA) er-
mittelt. Unterschieden sich die Varianzen zwischen den Gruppen signifikant, wurde ent-
sprechend der Mann-Whitney-Test bzw. der Kruskal-Wallis-Test mit anschlieRendem
Dunn’s Test angewendet. Der Vergleich der ECs erfolgte mittels student’s t-test bzw. dem
Mann-Whitney-Test. Der Vergleich der Konzentrations-Wirkungs-Kurven bei den Kontrak-
tionsmessungen erfolgte durch ANOVA fiir wiederholte Messungen mittels StatView-Soft-
ware (SAS; Cary, NC, USA). Hierbei wurde bei der Relaxationszeit der absolute Einfluss
der Intervention verglichen, wahrend bei allen weiteren Parametern die Beeinflussung der
Reaktion auf Calcium bzw. Isoprenalin betrachtet wurde. Ein p-Wert kleiner als 0,05

wurde als signifikant angenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Methodische Ergebnisse

3.1.1 Sequenzierung des kardialen PPI-1 von Mensch und Ratte

Aus mRNA gewonnene cDNA von PPI-1 aus der Herz- und Skelettmuskulatur von Ratten,
sowie aus der Herzmuskulatur von Menschen wurde sequenziert und im Agarosegel auf-
getrennt (s. Kap. 2.1.1 und 2.1.2). Die Separation im Agarosegel ergab klare Banden bei

der zu erwartenden GroRe von etwa 500 Basenpaaren (b) (s. Abb. 3.1).

500 b == I S s—— PP-1
— T

Mensch, Herz Ratte, Herz Ratte, Skelettmuskel

Abb. 3.1: Praparatives Agarosegel zur Separation von PPI-1 cDNA.

500 b gibt die Hohe des 500 Basenpaare umfassenden DNA-Fragments der mitgefiihrten
DNA-Leiter wieder.

Die anschliel®end durchgeflihrte zyklische Sequenzierung mit der aufgereinigten cDNA (s.
Kap. 2.1.3) deckte den Austausch eines Basenpaares im kardialen PPI-1 der Ratte auf.
An Stelle von Guanin®® ist in der Sequenz der Rattenherzen Adenin eingebaut, welches
den Austausch von Glutamat?” durch Lysin bewirkt (s. Abb. 3.2). Erstaunlicherweise
zeigte sich dies nur im Herzen der Ratte, wahrend die gewonnene cDNA von PPI-1 aus
dem Myokard von Menschen mit der PPI-1-Sequenz aus dem menschlichen Gehirn [83]
und die aus der Skelettmuskulatur der Ratten mit der hierzu verdéffentlichten Sequenz [82]

Ubereinstimmt.
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Abb. 3.2: Gegeniiberstellung von PPI-1-Aminosauresequenzen verschiedener
Spezies und Gewebe.

Darstellung der in dieser Arbeit auf Grund der Sequenzanalyse der cDNA von PPI-1 aus
dem Herzgewebe der Ratte postulierten Aminosauresequenz. Zum Vergleich sind die be-
reits veroffentlichten Aminosauresequenzen von PPI-1 der Skelettmuskulatur der Ratte
(Ratte, Skm., [82], Nucleotides Accession number der PubMed [196] J05592), der Skelett-
muskulatur des Kaninchens (Kaninchen, [4], Protein Accession nhumber der PubMed [197]
P01099), des menschlichen Gehirns (Mensch, [83], Nucleotides Accession number der
PubMed [196] U48707) und des Strukturhomologs von PPI-1, des Dopamin- und cAMP-
regulierten Phosphoproteins mit einem Molekulargewicht von 32 kDa, ebenfalls aus dem
menschlichen Gehirn (DARPP-32, [31], Protein Accession number der PubMed [197]
Q9UD71), dargestellt.

In weiteren Untersuchungen von Gewebeproben menschlicher Herzen ,gesunder®
Spender, sowie Patienten mit dilatativer oder ischamischer Kardiomyopathie konnten
ebenfalls klare PPI-1-Banden im Agarosegel separiert werden (s. Abb. 3.3). Bei der Se-
quenzierung zeigte sich, dass die Sequenz im menschlichen Herzen keinen Basenaus-
tausch aufweist, so dass der Austausch von Guanin®® durch Adenin offenbar nur im Myo-

kard der Ratte vorkommt.

500 b — ﬂ S = PPI-1

NCM DCM ICM

Abb. 3.3: Agarosegel zur Separation von PPI-1 cDNA menschlicher Herzen.

Das Gel zeigt die PPI-1 Banden aus dem Myokard von Menschen ohne Kardiomyopathie
(NCM), mit dilatativer (DCM) oder ischamischer Kardiomyopathie (ICM). 500 b gibt die
Hohe des 500 Basenpaare umfassenden DNA-Fragments der mitgefuhrten DNA-Leiter
wieder.
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3.1.2 Herstellung der Adenoviren und die Effizienz des Gentransfers

3.1.2.1 Ergebnisse der Generierung

Im trunkierten, konstitutiv aktiven PPI-1 (PPI-1 15, 350)) wurden Adenin'® und Cytosin'®
durch Guanin und Adenin ersetzt, so dass an Stelle von Threonin® (kodiert durch acc)
spater Aspartat (kodiert durch gac) eingebaut wurde (s. Kap. 2.2.1.1). Der Basenaus-
tausch erfolgte durch einen vorwarts- und einen rickwartslaufenden Primer, die sich
etwas Uberlappen und inmitten der PPI-1-cDNA ansetzen. Dafurch werden bei erfolg-
reichem Basenaustausch Uberwiegend zwei DNA-Fragmente, ein N- und ein
C-terminales, amplifiziert. Diese DNA-Fragmente mit einer Lange von 126 bzw. 421
Basenpaaren konnten in einem praparativen Agarosegel nachgewiesen und aufgetrennt
werden (s. Abb. 3.4).

WD = c— Abb. 3.4: C- und N-terminale PPI-1(r35p)-
200 b w— Pr— Fragmente - separiert im Agarosegel.
= e Die Skala links gibt die Héhe der DNA-Fra-
C-terminales N-terminales gmente der mitgefihrten DNA-Leiter in Basen-
PPI-1rasp)- Fragment paaren (b) wieder.

Anschliellend wurden die aus dem Agarosegel eluierten DNA-Fragmente fusioniert und
trunkiert (s. Kap. 2.2.1.2). Die cDNA des trunkierten, konstitutiv aktiven PPI-1.1.65, 1350)
sollte hierbei in der Mehrzahl der Durchgange amplifiziert werden. Sie bildet dadurch die

starkste Bande bei etwa 200 Basenpaaren (s. Abb. 3.5).

500 b w— PN - Abb. 3.5: PP|-1(_1.65, T35D)-DNA im Agarosegel.

SO e o, Die Skala links gibt die Hohe der DNA-Fra-
: gmente der mitgefiihrten DNA-Leiter in Basen-
paaren (b) wieder. Auf Hohe von 500 b ist auch
die Bande des C-terminalen 421 b umfassen-
den PPI-1r3sp)-Fragments erkennbar.

Nachdem die PPI-1-cDNA mit pingo, die PPI-1 165, 1350)-CDNA mit pAdTrack-CMV ligiert
und das Ligationsprodukt in Bakterien vermehrt worden war, erfolgte die Uberpriifung des
erfolgreichen Einbaus im Agarosegel (s. Kap. 2.2.2). Bei erfolgreicher Ligation der PPI-1-
cDNA in pIingo sind nach Verdau mit Nde | zwei Fragmente mit einer Lange von 3.600
und 4.600 Basenpaaren zu erwarten, wahrend bei nicht erfolgter Ligation oder bei Verdau

von plngo das langere Stlick nur 4.000 Basenpaare misst (s. auch Tab. 2.8 und Abb. 3.6).
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Abb. 3.6: Nde I-Verdau von plngo und sechs positiv ligierte Klone plngo-PPI-1 im
Agarosegel.

Die Skala links gibt die Héhe der DNA-Fragmente der mitgefihrten DNA-Leiter in Kilo-
basenpaaren (kb) wieder.

Das Plasmid pAdTrack-CMV wird durch Nde | in drei Teile mit einer Lange von 4.600,
3.700, und 1.000 Basenpaaren geschnitten. Beim Einbau von PPI-1.1.5 1350) Verlangert
sich das kleinste Stiick um 200 Basenpaare auf 1.200 (s. auch Tab. 2.8 und Abb. 3.7).
Die Sequenzierung der cDNA der im Agarosegel als PPI-1 und von PPI-1.1.6s5, 1350) POSitiv

erkannten Klone bestatigte den Einbau der richtigen cDNA.

5 Kb P St Abb. 3.7: pAdTrack-CMV und vier positiv
4 Kb m— s Wl s e ligierte Klone pAdTrack-PPI-11.65, 1350).
Sl Die Skala links gibt die Hohe der DNA-Frau-
2 Kb — gmente der mitgefuhrten DNA-Leiter in Kilo-
basenpaaren (kb) wieder.
1 Kb w— — -
0,75 kb e
pAdTrack- pAdTrack-
CMV PPI-1(.1.65T35D)

Die Ligationen wurden mit pAdEasy-1 rekombiniert und mit Nde | und Pac | verdaut. Die
erfolgreiche Rekombination wurde durch das Bandenmuster im Agarosegel (vgl. Tabelle
2.8) verifiziert (s. Abb. 3.8).

10 kb = S L -“
6 Kb mm
-
-

und nach Rekombination im

o — ¢« Agarosegel.
Die zur Rekombination eingesetzten

. Abb. 3.8: Verdau der Plasmide vor
w10 kb

:EE = o = 4 plasmide AdEasy-1 (AdEa) mit pingo-
il — %% PPI1  (pIP)  bzw.  pAdTrack-
i L oo PPI-1 (-1-65, T35D) (pTrP*), sowie die

positiven Rekombinationen AdPPI-1

== 1.5kb (AdP) und AdEGFP/PP|-1(_1_65’ T35D)

L& ] (AdGP*) wurden mit Nde | und Pac |
— 1kb  verdaut und die Reaktionsansatze im
Agarosegel aufgetrennt. Die hier zu

! sehenden Banden entsprechen den-
— 10Kkp Jenigen, die bei erfolgreicher Rekombi-

e »

- Pac | H
10 kb (—. nation zu erwarten waren.
Okb = —_
G w— 4 kb
3 kb — — — L — 3 kb

AdEa AdP pIP AdEa pTrP* AdGP*
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Die positiven Rekombinationen wurden linearisiert und die gefallte DNA in HEK 293-
Zellen transfiziert (s. Kap. 2.2.3). Nach Praparation hochtitriger Virussuspensionen, wurde
aus diesen DNA extrahiert und die Konzentration der biologisch aktiven Viren errechnet.
Zudem wurden aufsteigende Konzentrationen der gefalteten Adenoviren-DNA im Aga-
rosegel mit den Banden des linearisierten AdEasy-1 (s. Abb. 3.9) oder geschnittener
A-Phagen-DNA (s. Abb. 3.10) verglichen. Da die Adenoviren, AdEasy-1 und auch das
grofite Schnittstlick der mit Eco0109 | verdauten A-Phagen-DNA in etwa gleich lang sind,
sollten die Banden jeweils gleicher Konzentration auch etwa gleich stark sein. Diese Uber-

einstimmung konnte bei den generierten Viren stets nachgewiesen werden.

— - — —
10 KD
§ kb —
DNA- 10 20 40 60 80 100ng 10 20 40 60 80 100ng
Leiter AdEasy-1 mit Pac | linearisiert AdEGFP/PPI-1(.1.65 T35D)

Abb. 3.9: GroRenvergleich der DNA-Banden von AdEasy-1 mit dquivalenten Kon-
zentrationen von AdEGFP/PP|-1(.1_55, T35D)-

DNA-

Lelter B—— ] — e e — e e
10 kb 20 40 80 120 200ng 10 20 40 60 100ng 10 20 40 60 100 ng
8 kb »-Phagen DNA AdPPI-1 AJEGFP/PPI-1

Abb. 3.10: GroRenvergleich der DNA-Banden von A-Phagen mit entsprechenden
Konzentrationen von AdPPI-1 und AdEGFP/PPI-1.
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3.1.2.2 Effizienz der PPI-1 Uberexpression in Monolayer Zellkulturen

Die Effizienz der adenoviralen Proteinliberexpression wurde in kultivierten Kardiomyo-
zyten neonateler Ratten (KMNR) Uberprift, in denen auch die weiteren Experimente statt-
finden sollten. Bei EGFP-koexprimierenden Adenoviren wurde definiert, dass nach 48 h
Infektion jede Zelle die ein Viruspartikel inokuliert hat griin leuchtet. Dies bedeutet, dass
die Multiplizitat der Infektion pro Zelle (MOIl) eins ware. Je nach Zellzahl und applizierter
Virusmenge, bei der dies eintrat, wurde die Anzahl der biologisch aktiven Viren neu kal-

kuliert und fur die weiteren Experimente beibehalten (s. Abb. 3.11).

Die Darstellung der Virustitrationen im Immunoblot mittels eines PPI-1-Antikdrpers und
Calsequestrin als Ladekontrolle zeigte eine MOIl-abhangige Steigerung der PPI-1-Protein-
Uberexpression in KMNR. Exemplarisch sind in Abbildung 3.12 die Bilder des Laser
Scanning Mikroskops einer engmaschigen AJEGFP/PPI-1-Titration dargestellt. Abbildung
3.13 zeigt den dazugehdrigen Western Blot und dessen densitometrische Auswertung.
Hier lasst sich erkennen, dass der optische Eindruck des Fluoreszenzgrades gut mit der
PPI-1-Proteintberexpression korreliert. Die Uber die Fluoreszenz bestimmte MOI von eins
entspricht densitometrisch einer relativen PPI-1-Konzentration von 64, eine MOI von zwei
117, also in etwa das Doppelte. Bei einer MOI von zwei wurde wohl das Maximum der fiir
die Zelle moglichen Proteinbiosynthese erreicht, da bei hdheren Viruskonzentrationen die
PPI-1-Proteintberexpression ein Plateau erreichte. Die Starke der griinen Fluoreszenz

war somit ein geeigneter Marker zur Abschatzung der PPI-1-Proteinliberexpression.
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AdEGFP

AdEGFP/PPI-1

AdEGFP/
PPI-1(.1.65135D)

MOI 0,5

Abb. 3.11: Virustitration auf KMNR 48 h nach der Infektion.

Die Multiplizitat der Infektion (MOI) wurde nach 48 h definiert. Bei derjenigen Viruskon-
zentration, bei der gerade jede Zelle grun leuchtet, erhielt sie den Wert eins. Hier sind
KMNR dargestellt, die mit einer MOI von 0,5 bzw. 1 infiziert wurden.
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MOI 2,68 §

Abb. 3.12: AAEGFP/PPI-1 Virustitration in KMNR 48 h nach der Infektion.
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Abb. 3.13: Exemplarischer
Immunoblot (A) der AJEGFP/PPI-1
Virustitration von Abb. 3.12 und
dessen densitometrische  Aus-
wertung (B).

Kultivierte KMNR wurden mit Ad-
EGFP/PPI-1 in aufsteigender MOI
infiziert und die PPI-1-Proteinuberex-
pression nach 48 h im Immunoblot (A)
untersucht. Als Ladekontrolle diente
Calsequestrin (CSQ). Links ist die
Hohe und das Molekulargewicht in
Kilo-Dalton (kDa) des mitgefuhrten
Proteinstandards angegeben.

Im Weiteren konnte auch eine zeitabhangige Steigerung der PPI-1-Proteinliberexpression

in KMNR gezeigt werden. Abbildung 3.14 zeigt den starken Fluoreszenzunterschied Ad-
EGFP/PPI-1-infizierter KMNR 24 bzw. 48 h nach Infektion mit unterschiedlichen Viruskon-
zentrationen. In einer weiteren Versuchsreihe wurden KMNR mit einer MOI von eins in-
fiziert und 6, 12, 24 oder 48 h inkubiert. Die Untersuchung im Immunoblot (s. Abb. 3.15)
zeigte, dass endogenes PPI-1 nur in dul3erst geringer Konzentration vorhanden ist, da 6 h
nach der Infektion mit AAEGFP/PPI-1 keine Bande erkennbar wird. Nach 12 h war eine
deutliche Bande erkennbar, die sich nach 24 h verdreifacht und nach 48 h verfinffacht
hatte (s. Abb. 3.15).
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Abb. 3.14: AAEGFP/PPI-1-Virustitration 24 und 48 h nach der Infektion.
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Abb. 3.15: Exemplarischer
Immunoblot der zeitabhangigen
PPI-1-Proteiniiberexpression (Vgl.
Abb 3.14) und dessen densito-
metrische Auswertung.

KMNR wurden an Tag vier mit einer
MOI von eins infiziert, nach 6, 12, 24
oder 48 h geerntet und die PPI-1-Pro-
teiniberexpression im  Immunoblot
ausgewertet. Als Ladekontrolle diente
Calsequestrin  (CSQ). Links ist die
Hoéhe und das Molekulargewicht des
mitgefiihrten Proteinstandards ange-
geben. Die Grafik zeigt die densi-
tometrische Auswertung des Blots.

Das trunkierte, konstitutiv aktive Protein PPI-11.65 1350y kOnnte in diesen Testreihen nicht

nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Der polyklonale PPI-1-Antikbrper wurde gegen das

PPI-1 in seiner gesamten Lange entwickelt. Es ist uns nicht genau bekannt, welche

Peptide der Antikorper erkennt, so dass der Nachweis von PPI-14.5 t35p) durch den uns

zur Verfigung stehenden Antikdrper wohl durch die Verkirzung des Proteins nicht ge-

lang. Die Sequenzierung von PPI-1.1.5 t3sp) im Transfervektor pAdTrack-CMV ergab den
Einbau der richtigen Sequenz, und die mit AAEGFP/PPI-11.5, 135p) infizierten KMNR zei-

gten die durch EGFP hervorgerufene Epifluoreszenz, so dass von einem korrekten Ein-

bau und der entsprechenden PPI-1 165 t3s5p)-Proteiniberexpression in den infizierten

Zellen ausgegangen wurde.
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Abb. 3.16: Infektionshomogenitat der KMNR in der Immunzytologie.

Die EGFP Uberexprimierenden Zellen erscheinen griin, das a-Aktinin der Myofilamente
kommt rot zur Darstellung. Der MaRstab entspricht einer Lange von 50 pm.
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Um die Infektionshomogenitat genauer zu untersuchen, wurde die Fluoreszenz der KMNR
nach immunzytologischer Markierung im konfokalen Lasermikroskop betrachtet. In zwei
Serien wurden an Tag 4 jeweils funf Schalen mit AdEGFP, AdEGFP/PPI-1 oder
AdJEGFP/PPI-14.65 t350) mMit einer MOI von zwei infiziert. Nach 48 h wurden die KMNR mit
einem Antikdrper gegen a-Aktinin, das in den Z-Banden der Myofilamente lokalisiert ist,
und anschlieRend mit einem rot fluoreszierenden Sekundarantikorper gekoppelt ist, inku-
biert. Hierbei konnte teils eine sehr schéne, homogene Infektion gezeigt werden, vielfach
fiel jedoch auch eine aufierst inhomogene Verteilung der griinen Fluoreszenz auf (s. Abb.
3.16), die trotz Vorverdlinnung der Virussuspension in Medium und schwenken der Kultur-

schalen nicht zu vermeiden war.

3.1.2.3 Effizienz der PPI-1-Proteinliberexpression in EHTs

Da ein wesentlicher Bestandteil der Arbeit die Untersuchung der Effekte einer Protein-
Uberexpression von PPI-1 in rekonstituiertem Herzgewebe (engineered heart tissue, EHT)
auf die Kontraktilitat war, wurde auch die Effizienz der adenoviralen Proteintiberexpress-

ion in EHTs untersucht.

Hier konnte zunachst die konzentrationsabhangige Steigerung der griinen Fluoreszenz in
EHTs gezeigt werden (s. Abb. 3.17). EHTs wurden an Tag 11 mit AEGFP/PPI-1 der an-
gegebenen MOI infiziert und die Effizienz mit Hilfe des koexprimierten EGFP 48 h spater
optisch dargestellt. Die Korrelation zwischen PPI-1-Proteiniberexpression und der appli-
zierten MOI konnte im Immunoblot bestatigt werden (s. Abb. 3.18). Der adenovirale Gen-
transfer eignet sich somit gut fir die Anwendung in EHTs und die EGFP-Fluoreszenz
konnte auch in den EHTs als ein guter optischer Indikator flir das Mal} der Infektion einge-

setzt werden.
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Abb. 3.17: AAEGFP/PPI-1-Virustitration in EHTs 48 h nach der Infektion.
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Abb. 3.18: PPI-1-Uberexpression der AAEGFP/PPI-1 infizierten EHTs aus Abb. 3.17.

Der Immunoblot zeigt die PPI-1 Konzentration in EHTs, die mit AAEGFP/PPI-1 steigender
MOI infiziert wurden. Als Ladekontrolle diente Calsequestrin (CSQ). Links sind die Hohe
und das Molekulargewicht des mitgefuhrten Proteinstandards angegeben.

3.1.2.4 Effizienz der PKA-Phosphorylierung des PPI-1 durch Isoprenalin

Da die Phosphorylierung des Uberexprimierten PPI-1 in den Kardiomyozyten flir die
Untersuchung der Funktion des Proteins essentiell ist, wurde dies mit einem phosphospe-

zifischen Antikorper, der gegen ein kurzes Phosphopeptid gerichtet ist, [218], untersucht.

Im Immunoblot wurde der Grad der Phosphorylierung von PPI-1 an Threonin®® ermittelt.
Es konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung basal relativ schwach ausgepragt

war, nach Stimulation mit 1 nM Isoprenalin jedoch stark anstieg (s. Abb. 3.19).

50 kD2 mm csa
29 kDa == S S - s _PhOSphO-
. Thr35-PPI-1
basal mit 1 nM Isoprenalin

Abb. 3.19: PPI-1-Phosphorylierung an Threonin®® nach Isoprenalinstimulation.

KMNR aus jeweils vier Zellkulturschalen wurden unstimuliert bzw. nach funfminutiger Iso-
prenalinstimulation geerntet. Als Ladekontrolle diente Calsequestrin (CSQ). Links ist die
Hohe und das Molekulargewicht des mitgefuhrten Proteinstandards angegeben.



Ergebnisse 71

3.1.2.5 Biologische Aktivitat von adenoviral Uberexprimiertem und von rekombinantem
PPI-1

Nachdem die adenovirale Proteiniberexpression von PPI-1 in kultivierten KMNR und die
Phosphorylierbarkeit dieses Proteins gezeigt wurde, sollte auch die biologische Aktivitat

durch die Messung der Proteinphosphatase (PP)-Aktivitat untersucht werden.

Zunachst wurde die PP-Aktivitat nach Zugabe aufsteigender Konzentrationen rekombi-
nanter PP1 bestimmt. Die gemessene PP-Aktivitat stieg wie erwartet mit steigender PP1-
Konzentration an (s. Abb. 3.20A).
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Abb. 3.20: PP-Aktivitat aufsteigender Konzentrationen von rekombinanter PP1 (A)
und unter Einfluss von rekombinantem PPI-1, sowie Phospho-Threonin**-PPI-1 (B)
in Kardiomyozytenhomogenaten.

(A) Ordinate: PP-Aktivitat in radioaktiven Zerfallen pro Minute (DPM). Abszisse: zugege-
bene Konzentration an PP1 in Pikogramm. In B wurde Kardiomyozytenhomogenaten auf-
steigende Konzentrationen unphosphoryliertem als auch an Threonin®* phosphoryliertem
PPI-1 (pT*-PPI-1) zugegeben und deren PP1- und PP2A-Aktivitat gemessen. Ordinate:
PP-Aktivitat in 1/1000 radioaktiven Zerfallen pro Minute (DPM) und ug Protein der Zell-
homogenate. Abszisse: Zugegebene Konzentration an PPI-1 bzw. pT**-PPI-1 in Nano-
molar.

Es wurde der Einfluss von unphosphoryliertem, sowie an Threonin®® phosphoryliertem, re-
kombinantem PPI-1 in Homogenaten von unbehandelten KMNR auf die PP-Aktivitat
untersucht. Dabei wurde eine konzentrationsabhangige Hemmung der PP-Aktivitat sowohl
durch den phosphorylierten als auch durch den unphosphorylierten PPI-1 beobachtet. Die

bendtigte PPI-1-Konzentration zur halbmaximalen Hemmung (ICsy) der PP-Aktivitat be-
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zogen auf den Proteingehalt des Kardiomyozytenhomogenats war jedoch bei dem, durch
die PKA phosphorylierten PPI-1 (pT**-PPI-1) 40 nM und bei dem unphosphoryliertem
PPI-1 1731 nM (s. Abb. 3.20B).

AnschlieRend wurde die PP-Aktivitat in Homogenaten von KMNR, die EGFP, EGFP und
PPI-1, sowie EGFP und PPI-1.1.5, t3sp) adenoviral Uberexprimierten sowie in Kontrollen
untersucht. Es wurden KMNR aus drei verschiedenen Zellpraparationen, insgesamt je 20
Zellkulturschalen, untersucht. In einer der Serien wurden zusatzlich je sechs Zellkultur-
schalen mit B-Galactosidase bzw. PPI-1 Uberexprimierenden KMNR untersucht. Jeweils
die Halfte der KMNR wurde flinf Minuten mit 1 nM Isoprenalin stimuliert. Zuvor wurde die

Infektion von den EGFP Uberexprimierenden KMNR am Mikroskop bestatigt.

Folgende Ergebnisse wurden erziehlt: (1) Es konnte dabei in keiner der Serien ein signi-
fikanter Einfluss der Isoprenalinstimulation beobachtet werden (s. Abb. 3.21). (2) Indes
wurde eine Steigerung der PP-Aktivitat in EGFP-Uberexprimierenden KMNR im Vergleich
zu uninfizierten KMNR beobachtet (s. Abb. 3.21). (3) Eine deutliche Erhéhung der PP-
Aktivitdt zeigten die Homogenate der AAJEGFP/PPI-1-infizierten KMNR (s. Abb. 3.21).
Diese unerwartete Erhohung zeigte sich sowohl gegeniber den uninfizierten KMNR
(Kontrollen) als auch EGFP-iberexprimierenden KMNR. (4) Unerwartet war auch der
Effekt von PPI-116s5 1350) — hier zeigte die gepoolte Auswertung keinen Einfluss auf die
PP-Aktivitat (s. Abb. 3.21). Es konnte jedoch in der Messung der einzelnen Zellprapara-
tionen in zwei Serien eine Hemmung der PP-Aktivitat um ein Drittel bis zur Halfte be-
obachtet werden. In der dritten Serie hingegen bewirkte die Infektion der KMNR mit Ad-
EGFP/PPI-1 165, 1350) €ine Steigerung der PP-Aktivitat um etwa ein Dirittel.

In der Serie der mit AdLacZ und AdPPI-1 infizierten KMNR zeigte sich unter Isoprenalin-
stimulation eine Tendenz zu erhdéhter PP-Aktivitat (s. Abb. 3.21). Im Gegensatz zu EGFP-
Uberexprimierenden KMNR wiesen die B-Galactosidase tberexprimierenden KMNR ge-
genlber den uninfizierten Kontrollen sowohl basal als auch unter Isoprenalin keine gestei-
gerte PP-Aktivitdt auf (s. Abb. 3.21). Die PP-Aktivitdt in ausschliel3lich PPI-1-Uberex-
primierenden KMNR stieg im Vergleich zu den Kontrollen und AdLacZ infizierten KMNR

unstimuliert wie auch isoprenalinstimuliert stark an (s. Abb. 3.21).
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Abb. 3.21: Kumulative Aktivitat der Proteinphosphatasen.

Die Halfte der Schalen einer Bedingung wurde finf Minuten mit 1 nM Isoprenalin (Iso) sti-
muliert, die andere Halfte unstimuliert (basal) geerntet. A zeigt die Serien der EGFP-koex-
primierenden KMNR, B die der AdLacZ oder AdPPI-1 infizierten KMNR. Die Ordinaten
geben die relative PP-Aktivitat wieder.

* p<0,05 vs. Kontrollen, # p<0,05 vs. AdEGFP bzw. AdLacZ.
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Da Isoprenalin Uber die Aktivierung der B-adrenergen Signalkaskade die cAMP-abhangige
Proteinkinase aktiviert [19; 201; 153], die PKA ihrerseits PPI-1 an Threonin®® phospho-
ryliert und dadurch aktiviert [123; 4], wurde eine Hemmung der PP-Aktivitat nach Isopren-
alinstimulation erwartet. Um dies nochmals zu priifen, wurde die Auswirkung der Zugabe
von 0,1 U PKA zu Homogenaten uninfizierter KMNR untersucht. Hierbei konnte eine deu-
tliche Hemmung der PP-Aktivitat durch die PKA gezeigt werden (s. Abb. 3.22).

6_
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a (@)
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S 4
o
o
2
% —eo®— Abb. 3.22: Aktivitat von PP1 und PP2A
= 5 in unbehandelten KMNR mit und ohne
fg ] PKA-Stimulation.
g Die PP-Aktivitat wurde in unstimulierten
o KMNR (Kontrolle) eruiert und der Aktivitat
o in KMNR nach Zugabe von 0,13 U PKA
0- pro ug Proteinanteil zu denselben Proben
gegenubergestellt. Die Ordinate gibt die
Kontrolle PKA PP-Aktivitst in  1/1000  radioaktiven
n=2 n=2 Zerfallen pro Minute (DPM) und pg Pro-

tein der Zellhomogenate wieder.
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3.2 Inhaltliche Ergebnisse

3.2.1 Effekte der PPI-1-Proteiniiberexpression auf die Kontraktilitat in EHTs

Um die Auswirkungen einer PPI-1-Proteinliberexpression auf die Kontraktilitat von Kardio-
myozyten im Zellverband zu charakterisieren, wurde PPI-1 in rekonstituiertem Herzge-
webe aus KMNR (engineered heart tissue, EHT) Uberexprimiert und deren Kontraktions-

verhalten nach Zugabe steigender Calcium- und Isoprenalinkonzentrationen untersucht.

Initial wurden die in Tabelle 3.1 zusammengefassten Ausschlusskriterien festgeglegt.

EHTs, die eines dieser Kriterien nicht erfillten, wurden aus der Wertung genommen.

Tabelle 3.1: Ausschlusskriterien fur die Kontraktionsmessung der EHTs.

e Siebenfache Steigerung der Vordehnung um je einen Millimeter, eine Steigerung
der Kraft im Sinne eines Frank-Starling-Mechanismus, nicht erfullt (1)

e Basale Kraft zu Beginn der Calcium- (2) sowie der Isoprenalin-Konzentrations-
wirkungskurve (4) < 0,1 mN

¢ Maximale Kraft bei der hochsten Calciumkonzentration < 150% oder > 600%
der Ausgangslage (3)

e Maximale Kraft bei der h6chsten Isoprenalinkonzentration < 120% Ausgangslage
(5)

¢ Relaxationszeit ab 0,3 nM Isoprenalin nicht messbar (7)

Auf Grund dieser Kriterien wurden innerhalb der finf Serien von 14 Kontrollen drei, von
21 AJEGFP infizierten EHTSs fiinf und von 26 AdEGFP/PPI-1 infizierten EHTs zehn aus-
geschlossen.

Aulerdem wurden EHTs, die sich arrhythmisch verhielten und daher nicht auszuwerten
waren, ausgeschlossen. Hierzu gehorten zwei EHTs, die mit AAEGFP/PPI-1 infiziert

worden waren.
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Abb. 3.23: Kontraktionskraft und Anderung der Kontraktionskraft nach Zugabe von
Calcium und Isoprenalin.

A und B zeigen die Kontraktionskraft, C und D die Anderung der Kontraktionskraft. Die
Ordinate gibt jeweils die Kraft bzw. die Anderung der Kraft in Millinewton (mN) an. Die
Abszisse gibt die Calcium- (A und C) und Isoprenalinkonzentration (B und D) an.

* p<0,05 vs. Kontrolle, # p<0,05 vs. AAEGFP.
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Die Kontraktionsexperimente wurden wie in Kap. 2.4 beschrieben durchgeflihrt und aus-
gewertet. Beide Konzentrationswirkungskurven - von Calcium als auch von Isoprenalin -
zeigen unter allen Bedingungen einen konzentrationsabhangigen Anstieg der Kontraktilitat
mit Erreichen eines Maximums (s. Abb. 3.23). Schon bei Vorversuchen war jedoch ein
stark kontraktionsmindernder Einfluss durch die Virusinfektion per se oder die EGFP-
Uberexpression aufgefallen. Dies wurde in den hier dargestellten Serien bestatigt. Bei Be-
trachtung des Kurvenverlaufs zeigt sich schon basal eine geringere Kontraktionskraft in
AdEGFP-EHTs gegentber Kontroll-EHTs, die in AAEGFP/PPI-1-EHTs noch weiter gemin-
dert ist (s. Abb. 3.23 A und B). Die Einzelwerte der basalen Kontraktionskraft sind zur
besseren Ubersicht noch einmal in Abb. 3.24 dargestellt. Die Kurvenverldufe von Kon-
trolle und AJEGFP, sowie von AdEGFP und AJdEGFP/PPI-1 weisen deutliche Unter-
schiede auf (s. Abb. 3.23 D).

1,04 O Kontrolle
A AJEGFP
0® A AJEGFP/PPI-1
0,8_ OO
zZ
£, Ca0 *
€064 °
® O AL *#
c O
il
< 04- Apl A .
[ o A, A Abb. 3.24: Basale Kontraktionskraft.
S A A Es sind die Einzelwerte der Kontraktilitat
x 0.2 AAﬁ MA der EHTs nach dem Aquilibrieren darge-
’ 8 A stellt. Die Ordinate gibt die Kon-
traktionskraft in Millinewton (mN) wieder.
0- * p<0,001 vs. Kontrolle, # p<0,05 vs.

AdEGFP.

Wird die Konzentrationswirkungskurve von Isoprenalin normiert auf die Maximalkraft und
jeder Wert einer Kurve in Prozent des Maximums angegeben, lasst sich die Sensitivitat
gegenuber der Stimulation mit Isoprenalin besonders gut dargestellt. Abb. 3.25 zeigt die
entsprechenden Graphen. Es lasst sich erkennen, dass die Streuung bei PPI-1 Uber-ex-

primierenden EHTs besonders groR ist.
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Abb. 3.25: Einzelkurven der Kontraktionskraft bezogen auf das Maximum der Kon-
traktionskraft

Die zum Erreichen der halbmaximalen Kraft bendtigten Isoprenalinkonzentrationen sind
eingegrenzt. Die Ordinate gibt die Anderung der Kraft in Prozent vom Maximum an,
wahrend die Abszisse die Isoprenalinkonzentration darstellt.

Die Zusammenfassung der Einzeldaten (s. Abb. 3.26 A) zeigte eine merkliche Linksver-

schiebung von AdEGFP-EHTs gegentber Kontroll-EHTs und eine noch starkere Links-
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verschiebung von AJEGFP/PPI-1-EHTs gegeniber AAEGFP-EHTs. Aus den einzelnen
Kurven (s. Abb. 3.25) wurden die ECso berechnet und in Abb. 3.26 B dargestellt.
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Abb. 3.26: Anderung der Kraft bezogen auf die Maximalkraft und die ECs, der EHTSs.

In A wurden die Mittelwerte aus Abb. 3.25 aufgetragen, die Ordinate gibt hier die
Anderung der Kraft in Prozent vom Maximum an, wahrend die Abszisse die Isoprenalin-
konzentration in Nanomol (nM) ausdriickt. B zeigt die dazugehdrigen logarhythmisierten
Werte der ECs, die an der Ordinate aufgetragen sind.

* p<0,05 vs. Kontrolle, # p<0,05 vs. AEGFP.

Da aus den Beobachtungen der KMNR in der Immunzytologie das Problem der inhomo-
genen Infektion bereits bekannt war (vgl. Kap. 3.1.2.2, Abb. 3.16), kdnnte die starke Va-
rianz der ECs in ADEGFP/PPI-1-EHTs auch darin begriindet sein. Aus diesem Grund
wurde die ECsp mit der optischen Einschatzung der Infektionsstarke durch die EGFP-
Fluoreszenz korreliert (s. Abb. 3.27). Es stellte sich heraus, dass gerade die EHTs,

welche am ,starksten” infiziert schienen die grofite Streuung der ECs, verursachten.
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Die Auswertung der Zeit zur 90%igen Relaxation erbrachte keine aufschlussreichen Er-

gebnisse (s. Abb. 3.28). Die Fehlerabweichung erwies sich als betrachtlich, die Unter-

schiede zwischen den Gruppen hingegen als sehr gering.
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Abb. 3.28: Relaxationszeiten.

Fur die Bestimmung der Relaxationszeit
wurde die Zeit von der maximalen Kon-
traktion bis zum Erreichen von 90% der
Relaxation gemessen. Die Ordinate gibt
die Zeit in Millisekunden (ms) wieder, die
Abszisse die Isoprenalinkonzentration in
Nanomol (nM).
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3.2.2 Effekte der PPI-1 Uberexpression auf den Phosphorylierungszustand von

Phosphoproteinen in KMNR Monolayer

3.2.2.1 Phospholamban

Phospholamban (PLB) wird PKA-abhangig an Serin'® und durch die calcium/calmodulin-
abhangige Kinase Il (CaMK Il) an Threonin'” phosphoryliert [215; 159]. Beide Amino-
saurereste werden von PP1 dephosphoryliert [145; 35].

Zunachst wurde das AusmaR der PLB-Serin'®-Phosphorylierung kultivierter KMNR unter
steigenden Isoprenalin-Konzentrationen (0,01-100 nM) untersucht. Im Immunoblot wurden
die Proben auf ihren Gehalt an Calsequestrin, PPI-1 und Phospho-Serin'®-PLB hin unter-
sucht. Der in allen Untersuchungen verwendete polyklonale Antikdrper gegen Phospho-
Serin'®-PLB (PS16) erkennt an Serin'® phosphoryliertes PLB [74; 170], ist jedoch nicht in
der Lage, dual — an Serin'® und Threonin'” — phosphoryliertes PLB zu dedektieren [60;
162]. Calsequestrin (CSQ) wurde als Ladekontrolle mitgefihrt. Ein exemplarisch gezeigter
Western-Blot (s. Abb. 3.29 A) stellt die gleichmaRige Beladung und die starke Uberex-
pression von PPI-1 in AAEGFP/PPI-1 infizierten KMNR dar. Die Phosphorylierung von
PLB an Serin'® erwies sich als relativ schwach unter basalen Bedingungen, stieg jedoch
schon unter sehr niedrigen Konzentrationen von Isoprenalin (ab 0,01 nM) an. Das Maxi-
mum, welches bei AAEGFP infizierten KMNR bei 1 nM Isoprenalin erreicht wurde, erreich-
ten die AEGFP/PPI-1 infizierten schon bei 0,1 nM. Die uninfizierten Kontrollen zeigten ihr
Maximum ebenfalls bei 1 nM Isoprenalin. Das Maximum der Phosphorylierung schien je-
doch bei AEGFP/PPI-1 etwas hdher zu sein als bei uninfizierten Kontrollen und Ad-

EGFP.
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Abb. 3.29: Immunoblot von Phospho-
Serin'®-PLB unter aufsteigenden Iso-
prenalin-Konzentrationen (A) und die
graphische Darstellung der densito-
metrischen Auswertung (B).

Bei A ist links die Hohe und das
Molekulargewicht in Kilo-Dalton (kDa) des
mitgeflhrten Proteinstandards angege-
ben. Bei B gibt die Ordinate Phospho-
Serin'®-PLB (PS16) bezogen auf Calse-
questrin (CSQ) und normiert auf den
Mittelwert des jeweiligen Blots in relativen
Einheiten an. Die Abszisse gibt die Iso-
prenalinkonzentration wieder.

Die densitometrische Auswertung (s. Abb. 3.29 B) spiegelte den Anstieg der Phospho-

rylierung an PLB-Serin'® wieder, konnte aber auf Grund groRer Streuung trotz Bezug

jeder Probe auf die jeweilige Calsequestrin-Bande und Normierung von Calsequestrin,

wie auch von Phospho-Serin'®-PLB, auf den densitometrischen Mittelwert dieses Proteins

des jeweiligen Blots, keine eindeutigen Ergebnisse zeigen.

Daraufhin wurde in mehreren Serien die Phosphorylierung von PLB-Serin™ in KMNR

ohne vorherige Isoprenalinstimulation derjenigen nach Stimulation gegenubergestellt. Aus

drei verschiedenen Zellpraparationen stammende KMNR wurden nicht oder mit AdEGFP
oder AdEGFP-PPI-1 oder ADEGFP/PPI-1 165 1350y infiziert. Jeweils die Halfte der Zell-

kulturschalen einer Infektionsbedingung wurde mit 1 nM Isoprenalin stimuliert.
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Abb. 3.30: PLB-Serin'® Phosphorylierung ohne (A, C) und nach (B, D) Stimulation
mit 1 nM Isoprenalin, sowie die densitometrische Auswertung.

Bei A und B sind links die Héhe und das Molekulargewicht des mitgefiihrten Protein-
standards angegeben. Die Ordinate in C und D gibt Phospho-Serin'®-PLB (PS16) be-
zogen auf Calsequestrin (CSQ) und normiert auf die dichteste Bande des jeweiligen Pro-
teins und Blots in relativen Einheiten an.

* p<0,05 vs. Kontrolle.

In der Gruppe der KMNR, die mit EGFP-koexprimierenden Adenoviren behandelt wurden,
zeigte sich basal eine stark erhdhte Phosphorylierung an PLB-Serin'® im Vergleich zu den
uninfizierten Kontrollen (p<0,05; s. Abb. 3.30 A und C), wahrend innerhalb der adenoviral

infizierten KMNR keine Unterschiede zu erkennen waren.

Die Stimulation mit 1 nM Isoprenalin fihrte zum weitgehenden Ausgleich dieser Differenz
zwischen AJEGFP, sowie AdEGFP/PPI-1 und den Kontrollen und zeigte eine Tendenz
hin zu einer erhdhten PLB-Serin'®-Phosphorylierung bei PPI-1-liberexprimierenden EHTs.

Die AdEGFP/PPI-1.1.65 1350y infizierten KMNR hingegen wiesen im Vergleich zu denen,
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die AAEGFP, AJEGFP/PPI-1 oder kein Virus erhielten, eine erhdhte Phosphorylierung
von Serin'® an PLB auf (p<0,05; s. Abb. 3.30 B und D).
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Abb. 3.31: PLB-Serin'® Phosphorylierung basal (A, C), unter 1 nM Isoprenalin (B, D)
und die densitometrische Auswertung.

In A und B sind links die H6he und das Molekulargewicht des mitgeflihrten Protein-
standards angegeben. Die Ordinate in C und D gibt den Gehalt an Phospho-Serin'®-PLB
(PS16) bezogen auf Calsequestrin (CSQ) in relativen Einheiten an.

# p<0,05 vs. AdLacZ; n.s., nicht signifikant.

Bei den KMNR, die mit AdPPI-1 infiziert wurden, zeigte sich ohne Stimulation mit Iso-
prenalin eine erhdhte Phosphorylierung an PLB-Serin'® (p=0,0437 vs. AdLacZ; s. Abb.
3.31 A und C). Zwischen AdLacZ und uninfizierten Kontrollen konnte hier im Gegensatz
zu den EGFP exprimierenden KMNR kein Unterschied beobachtet werden. Unter Iso-
prenalinstimulation zeigten alle eine deutliche Steigerung der Phosphorylierung, an PPI-1
iberexprimierenden KMNR zeigte sich erneut eine Tendenz zu erhdhter PLB-Serin'®-

Phosphorylierung, die jedoch nicht signifikant war (s. Abb. 3.31 B und D).
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Desweiteren wurde die Phosphorylierung an PLB-Threonin'” untersucht. Der hierfiir ver-
wendete Antikdrper (PT17) reagiert mit Phospho-Threonin'’-PLB und dual phospho-
ryliertem PLB, weist allerdings ebenfalls eine Kreuzreaktivitat mit, an Serin'® monophos-
phoryliertem, PLB auf [74; 60; 162].

Die hierzu untersuchten Proben stammen aus zwei unterschiedlichen Zellpraparationen
und wurden mit AAEGFP oder ADEGFP/PPI-1 oder nicht infiziert. Die Halfte der Proben je
Bedingung wurde unstimuliert, die andere Halfte nach Stimulation mit 1 nM Isoprenalin
geerntet. Bei KMNR, die nicht mit Isoprenalin stimuliert wurden, konnte keine Phospho-
rylierung von PLB an Threonin'” nachgewiesen werden (nicht dargestellt). Bei isoprenalin-
stimulierten, uninfizierten Kontrollen konnte eine deutliche Bande beobachtet werden, die
bei AEGFP etwas schwacher und bei AEGFP/PPI-1 kaum zu sehen war (s. Abb. 3.32
A).

KMNR aus einer Zellpraparation wurden mit AdLacZ oder AdPPI-1 infiziert. Die Halfte der
KMNR wurde mit Isoprenalin stimuliert. Wiederum konnte die Phosphorylierung von Thre-
onin'’-PLB der unstimulierten Kardiomyozyten nicht dedektiert werden. Die PLB-Thre-
onin'’-Phosphorylierung in PPI-1-iiberexprimierenden KMNR lieR sich unter Isoprenalin
kaum steigern, wahrend die uninfizierten Kontrollen und B-Galactosidase produzierenden
Kardiomyozyten eine stark erhdhte Phosphorylierung an PLB-Threonin'’ zeigten (s. Abb.
3.32 B).

46kDo . T B SPGB e W' CSQ 50 kD2 e Pﬁ———-- csQ
8kDa— g - PT17 a
7 kDa = "‘u. PT17
Kontrolle AEGFP AdJEGFP/
PPI-1 Kontrolle AdLacZ AdPPI-1

Abb. 3.32: PLB-Threonin'” Phosphorylierung nach 1 nM Isoprenalin.

Neben den uninfizierten Kontrollen wurden die KMNR mit AEGFP oder AJEGP/PPI-1
(A), sowie mit AdLacZ oder AdPPI-1 (B) infiziert. Links sind die H6he und das Molekular-
gewicht des mitgefiihrten Proteinstandards angegeben.

3.2.2.2 Mitogen aktivierte Proteinkinasen (MAPK)

Die mitogen aktivierten Proteinkinasen (MAPK) gehéren zu den Schllisselenzymen der
Zellfunktion [202]. Sie werden Uber Phosphorylierung und Dephosphorylierung reguliert
und neuere Untersuchungen zeigen, dass p38, das zur Familie der MAPK gehort, Einfluss

auf die Kontraktilitat der Kardiomyozyten nimmt [151].
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Abb. 3.33: Phosphorylierung von p38 unter steigenden Isoprenalinkonzentrationen
(A) und nach 1 nM lIsoprenalin (B) im Western Blot und die densitometrische
Auswertung von B (C).

In A und B ist links die Hohe und das Molekulargewicht des Proteinstandards angegeben.
Die Ordinate in C gibt den Gehalt an Phospho-p38/p38 bezogen auf Calsequestrin an.

Die Phosphorylierung der extrazellular regulierten Kinase (Erk) wurde im Immunoblot mit
einem Antikdrper ermittelt, der nur an Threonin®® und an Tyrosin'®® phosphoryliertes Erk2
der Ratte detektiert. Mit einem weiteren Antikérper wurde die Konzentration an Gesamt-

protein evaluiert und der Anteil der Phosphorylierung ermittelt. Die p38 Phosphorylierung
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wurde mit einem Antikérper untersucht, der nur dual - an Threonin'® und Tyrosin'®? —

phosphoryliertes p38 erkennt.

Isoprenalinstimulierte KMNR aus zwei unterschiedlichen Zellpraparationen gingen in die
Untersuchung der Phosphorylierung von p38 ein. Sie wurden mit AJEGFP, Ad-
EGFP/PPI-1 oder nicht infiziert. Wahrend die Konzentration des Proteins nicht verandert
war, zeigte sich in PPI-1 Uberexprimierenden KMNR eine etwas starkere Phospho-
rylierung als bei EGFP oder B-Galactosidase Uberexprimierenden Kardiomyozyten (s.

Abb. 3.33). Die Phosphorylierung lieR sich isoprenalinabhangig steigern (s. Abb. 3.33A).

Die densitometrische Auswertung (s. Abb. 3.33) zeigt, dass sowohl in der ,EGFP-Serie,
noch mehr jedoch in der ,LacZ-Serie“ die Tendenz einer erhéhten Phosphorylierung in

PPI-1 Gberexprimierenden KMNR zu erkennen ist.

Die Untersuchung der Erk2-Phosphorylierung erfolgte in denselben Proben. Im Gegen-
satz zur Phosphorylierung an p38 konnte flr die an Erk2 im Vergleich zu Kontrollinfi-
zierten keine Veranderung der Phosphorylierung in PPI-1 Gberexprimierenden KMNR be-

obachtet werden (nicht gezeigt).

3.2.2.3 GTP-bindende Proteine

Da die Linksverschiebung der kontraktilen Antwort auf Isoprenalin in den AdEGFP infi-
zierten EHTs auch auf eine veranderte Regulation der GTP-bindenden (G-) Proteine, vor
allem auf eine erhéhte Konzentration des stimulierenden G-Proteins (Gs), durch die Virus-
infektion per se, zurtickzuflihren sein kénnte [180], wurde der Gehalt an stimulierendem
und inhibierendem G-Protein in KMNR mittels Western Blot untersucht. Zur Evaluation
des inhibierenden G-Proteins (G;) wurde ein Antikérper verwendet, der den 40 kDa
schweren Subtyp der a-Untereinheit von G; (Ga,;) erkennt. Fir Gs wurde ein Antikérper
gewahlt, der gegen die a-Untereinheiten von G (Gas) mit 45 und 52 kDa gerichtet ist (s.
Tabelle 2.7).

Es konnte weder fur G, noch fiir G5 ein Unterschied in der Konzentration zwischen unin-
fizierten und AdEGFP infizierten KMNR dargestellt werden (s. Abb. 3.34).
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Abb. 3.34: Konzentration von G; (A, C) und G; (B, D) in KMNR.

Es wurde der Gehalt an stimulierendem G-Protein (Gs) (A, C) und von inhibierendem G-
Protein (Gj) (B, D) ermittelt. Jeweils links neben dem Immunoblot ist die Hohe und das
Molekulargewicht des mitgeflihrten Proteinstandards angegeben. Die Ordinate der
Graphik gibt den Gehalt von Gas oder Ga;, bezogen auf eine unspezifische Bande (A)
oder auf Calsequestrin (B) in relativen Einheiten an.
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3.2.3 Effekte auf die cAMP Akkumulation

Da cyclisches Adenosinmonophosphat (cCAMP) eine zentrale Rolle in der B-adrenergen
Signalkaskade spielt, sollte auch eine mégliche Beeinflussung dieses sekundaren Boten-
stoffes durch die PPI-1 Uberexpression untersucht werden. Der cAMP Gehalt wurde wie
in 2.5.5 beschrieben basal, unter Stimulation mit 10 uM Isoprenalin und 15 yM Forskolin,

welches direkt die Adenylylcyclase aktiviert, bestimmt.

Aus zwei Zellpraparationen stammende KMNR wurden mit AAEGFP und AdEGFP/PPI-1
infiziert. Der cAMP Gehalt wurde in zwei Versuchsreihen ermittelt. In beiden Serien stieg
die cAMP Akkumulation gegenuber den basalen Werten um mehr als das 100-fache unter
Isoprenalin- und Forskolinstimulation an. Hierbei konnte in der Gruppe der isoprenalin-
stimulierten KMNR eine deutlich verminderte cAMP Akkumulation in PPI-1 Gberexprimier-
enden KMNR im Vergleich zu den AAEGFP infizierten KMNR (p<0,05) beobachtet werden
(s. Abb. 3.35).

1 Kontrolle, (n=7)
== AJEGFP, (n=7)
125-; EEm AJEGFP/PPI-1, (n=7)

100 I

50

Abb. 3.35: cAMP Akkumulation in
254 KMNR.

Die Ordinate gibt die relative cAMP
Akkumulation pro 108 KMNR, normiert auf

relative cAMP-Akkumulation in %

0 —_— den Mittelwert der forskolinstimulierten
basal Isoprenalin Forskolin KMNR wieder.
10uM  15uM # p<0,05 vs. AEGFP.

3.2.4 Effekte auf die ZellgroRe

Um Hinweise auf den Zustand der Kardiomyozyten im Sinne von Hypertrophie oder Apo-
ptose zu erhalten, wurde die Zytomorphologie der KMNR untersucht. Nach 48 h Infektion
mit einer MOI von zwei wurden die KMNR mit einem Antikdrper gegen a-sarkomerisches

Actinin inkubiert und dessen Lokalisation Uber einen Cy3-gekoppelten (rot fluoreszier-
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enden) Antikdrper im konfokalen Lasermikroskop sichtbar gemacht (s. Kap. 2.6). So
konnten alle Zellen, die sich auf dem Deckglaschen befanden, gesichtet und zwischen

Fibrozyten und Kardiomyozyten differenziert werden (s. Abb. 3.36).

Kontrolle

AdLacZ

AJdEGFP

AdPPI-1

AJEGFP/ Fy ¥
PPI-1__ ¢

L

Abb. 3.36: Morphologie der KMNR nach 48 h, adenoviraler Infektion.

Zur Bestimmung des Zellquerschnitts wurden die KMNR umrandet und die Flachen be-
rechnet (oben rechts). Der eingetragene Malistab entspricht 50 um.
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Im LSM wurde der Umfang einzelner Kardiomyozyten gemessen und die Flache be-
rechnet (s. Abb. 3.36). Es wurde darauf geachtet, dass die gemessenen Kardiomyozyten
moglichst viel Kontakt zu Nachbarzellen haben, da dieser zu einer besseren Ausdehnung
der Zellen fuhrt. Dabei erbrachte die Flachenberechung der uninfizierten Kontrollen eine
durchschnittliche Flache von 4528+175 pmz, die in etwa auch der, AdLacZ infizierter,
KMNR entsprach. AdPPI-1 liegt mit 4884+313 um? etwas dariiber, wihrend AJEGFP mit
38044310 um?, sowie AJEGFP/PPI-1 mit 3627+296 pym? deutlich, wenn auch nicht
signifikant, unter diesem Wert liegen (s. Abb. 3.37).

6_

"L T

Zellquerschnitt [ m2/1000]
¢

64| |24| |24] |21] |23

0 Abb. 3.37: Zellflache der KMNR.

1 Kontrolle Die Ordinate gibt die Zellflache als 1/1000

=3 AJEGFP 1 AdLacZ Quadratmikrometer wieder, die Zahlen in

s AJEGFP/PPI-1 == AdPPI-1 den Balken entsprechen der Anzahl unter-
suchter KMNR.

3.2.5 Effekte auf die Protein- und RNA-Konzentration

Die Proteinkonzentration in den KMNR wurde nach Bradford bestimmt, auf den Mittelwert
der Kontrollen der jeweiligen Serie normiert und graphisch dargestellt. Hier zeigten sich in
etwa daquivalent die Proteinkonzentrationen in AJEGFP, AdEGFP/PPI-1 und Ad-
EGFP/PPI-11.65 1350) infizierten KMNR vs. uninfizierten Kontrollen, wahrend AdLacZ
(+46£14%) und AdPPI-1 (+32+12%) infizierte KMNR gegenlber den Kontrollen deutlich

héhere Konzentrationen aufwiesen (s. Abb. 3.38).

Im Weiteren wurde aus infizierten KMNR einer Zellpraparation die RNA extrahiert und
deren Konzentration bestimmt. Dabei zeigten die EGFP Uberexprimierenden KMNR eine

erhebliche Mehrproduktion an RNA als die uninfizierten Kontrollen oder mit AdLacZ und
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AdPPI-1 infizierte KMNR (s. Abb. 3.38). Die Kontrollen pendelten sich mit der groften
Streuung bei 0,52+0,04 pg/ul ein. Auf diesem Niveau hielten sich auch AdLacZ mit
0,5310,02 pg/ul und AdPPI-1 mit 0,57+0,02 ug/ul, weit hinter AAEGFP mit 0,73+0,03 pg/ul
und AJEGFP/PPI-1 mit 0,66+0,04 pg/yl.
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Abb. 3.38: Protein- (A) und RNA- (B) Konzentration kultivierter KMNR.

In A gibt die Ordinate die Proteinkonzentration in % der Kontrollen an. Die Zahlen in den
Balken entsprechen der untersuchten Anzahl an Proben. Die Ordinate in B gibt die RNA-
Konzentration wieder.

* p<0,05 vs. Kontrolle.

Um die Relation zwischen Protein- bzw. RNA-Konzentration und Zellflache zu veran-
schaulichen wurden die Mittelwerte aus Abb. 3.38 mit den Mittelwerten der Zellflache aus
Abb. 3.37 in Bezug gesetzt (s. Abb. 3.39). Bei allen adenoviral infizierten KMNR war eine
hohere Proteinkonzentration zu beobachten ist. In EGFP koexprimierenden KMNR st die
RNA-Konzentration pro Zellflache im Vergleich zu den Kontrollen, AdLacZ oder AdPPI-1
infizierten KMNR nahezu verdoppelt, dies spiegelt die leicht verminderte Zellflache bei zu-

gleich erh6hter RNA-Konzentration wieder.
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Abb. 3.39: Protein- (A) und RNA- (B) Konzentration in Bezug auf die Zellflache.
In A gibt die Ordinate die Proteinkonzentration in % der Kontrollen, in B die RNA-Kon-

zentration, jeweils bezogen auf die Zellflache an.
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4 Diskussion

4.1 Zielsetzung und Fragestellung dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der Auswirkungen einer Uberexpression von
Protein Phosphatase Inhibitor-1 (PPI-1) in Kardiomyozyten neugeborener Ratten (KMNR)

in Monolayerkultur und rekonstituiertem Gewebe auf deren Kontraktilitat.

Hierbei wurden folgende Hauptergebnisse erziehlt: (1) Die optimalen Bedingungen fir den
adenoviralen Gentransfer in EHT fanden sich bei der Infektion an Tag 10-12 mit einer MOI
von 50-100 fiir 24-48 Stunden. (2) Die Uberexpression von PPI-1 fiihrte zur Sensitivierung
der Kardiomyozyten gegenulber der Wirkung des B-Adrenozeptoragonisten Isoprenalin.
(3) Die PPI-1 Uberexpression fiihrte zu einer deutlichen Steigerung der Phosphorylierung
von Phospholamban-Serin'® sowie zu einer Erhéhung der p38-Phosphorylierung. Die
Phosphorylierung von Phospholamban-Threonin'” nach Isoprenalinstimulation war hinge-
gen erniedrigt. (4) In PPI-1 Uberexprimierenden KMNR war die cAMP-Konzentration nach

Stimulation mit 1 nM Isoprenalin vermindert.
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4.2 Auswahl der verwendeten Modelle

Um die Auswirkungen der Uberexpression von PPI-1 in Kardiomyozyten zu untersuchen,
wurde der adenovirale Gentransfer gewahlt. Gegenlber den konventionellen Methoden
mit Liposomen, Elektroporation, Calciumphosphat, DEAE-Dextran, retroviralem Transfer
oder der direkten DNA-Injektion bietet der adenovirale Gentransfer eine sehr hohe
Effizienz [144; 228].

Zudem koénnen mit rekombinanten Adenoviren auch postmitotische, nichtreplizierende
Zellen, also auch Kardiomyozyten, infiziert werden [144]. Die Proteinexpression ist schon
nach 2-4 Stunden nachweisbar [76] und erreicht ihr Maximum nach etwa 48 Stunden
[138] (s. Abb. 3.15). Durch die bicistronische Koexpression von grin fluoreszierendem
Protein (GFP) kann die Infektionseffizienz durch dessen Epifluoreszenz im Mikroskop gut
abgeschatzt werden (s. Abb. 3.12 und 3.13). In den Experimenten, die dieser Arbeit zu
Grunde liegen, wurden rekombinante Adenoviren verwendet, die enhanced GFP (EGFP)
exprimieren. EGFP ist eine Variante des nativen GFP, die eine gelblichere, vor allem aber
wesentlich starkere Epifluoreszenz hervorruft und fiir die Expression in Saugetierzellen
optimiert wurde [25]. Um eine Beeinflussung der Ergebnisse durch die adenovirale In-
fektion oder EGFP per se abschatzen zu kénnen, wurden uninfizierte sowie mit einem
EGFP bzw. p-Galactosidase kodierenden Virus infizierte Kardiomyozyten als Kontrollen

mitgeflthrt.

Zur Erfassung der Kontraktionsparameter wurde das Modell des engineered heart tissue
(EHT) gewahlt. Das aus KMNR rekonstituierte Gewebe lasst sich in Kultur langer zlichten
als KMNR-Monolayer. Dies erlaubt die Differenzierung des Gewebes und der damit ein-
hergehenden Entwicklung von Charakteristika, die flir das Myokard adulter Ratten typisch
sind [256]. Zudem koénnen die Kardiomyozyten in der dreidimensionalen Kollagenmatrix
Auslaufer bilden, Zellkontakte miteinander aufnehmen und sich so zu einem kohéarent
schlagenden Verband zusammenschlieRen, der den Bedingungen im Myokard ahnelt
[256]. Sie lassen sich sehr effizient mit rekombinanten Adenoviren infizieren [255], wenn-
gleich fir eine Infektionseffizienz von 100% eine flnfzig- bis hundertfach héhere Anzahl
an Viruspartikel pro Zelle notwendig ist als fir kultivierte KMNR (s. Abb. 3.17 und 3.18).
Dies begrindet sich wahrscheinlich aus dem gewebeartigen Verband, in den die KMNR
eingeschlossen sind und wodurch die Viruspenetration der einzelnen Zelle erschwert wird.
Die Kontraktions- und Realaxationseigenschaften der EHTs sind vergleichbar mit denen
von Trabekeln (s. Abb. 2.8), wobei die Reaktion auf Calcium- oder Isoprenalinstimulation
bei geringeren Konzentrationen einsetzt [256]. EHTs eignen sich somit gut fir Kon-

traktionsmessungen und sind verhaltnismaRig einfach und in kurzer Zeit (ca. 12-14 Tage)
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herzustellen. Etwas nachteilig wirken sich die Schwankungen in der basalen und maxi-
malen Kontraktionskraft aus (s. Abb. 3.24), die wahrscheinlich auf die chargendifferente
Zusammensetzung der Extrazellularmatrix und qualitative Unterschiede der Zellpra-

paration zurlckzufiihren sind.

4.3 PPI-1 mRNA-Sequenz in verschiedenen Gewebearten

Bei der Sequenzierung der PPI-1-cDNA fiel im Vergleich zu den bereits verdffentlichten
Sequenzen des menschlichen Gehirns, der quergestreiften Muskulatur der Ratte und des
Kaninchens [82] ein Basenaustausch auf. Dies wurde in einer zyklischen Sequenzierung
von PPI-1-cDNA aus der quergestreiften Muskulatur der Ratte sowie aus gesunden Men-
schen- und Rattenherzen iberpriift. Beim kardialen PPI-1 der Ratte zeigte sich Guanin®®
durch Adenin ersetzt, was zum Austausch der sauren Aminosaure Glutamat? (pK= 4,7)
gegen das basische Lysin (pK= 10,2) fuhrt (s. Abb. 3.2). Die Sequenzen der men-
schlichen Herzproben hingegen stimmten mit der von PPI-1 aus dem menschlichen Ge-
hirn [83] Uberein. Diese Variation ist in der Literatur bisher nicht beschrieben worden, so
dass unklar bleibt ob es sich um eine echte Punktmutation oder um einen Genpoly-
morphismus handelt. Da wir letzteres vermuteten und uns Proben aus insuffizienten, men-
schlichen Herzen zu Verfigung standen, untersuchten wir in diesen die Sequenz von
PPI-1. Diese zeigten keinen Unterschied zur publizierten Sequenz aus dem menschlichen
Gehirn, so dass eine Bedeutung in der Herzinsuffizienz unwahrscheinlich erscheint und
ein Polymorphismus nicht bestatigt werden konnte. Auch DARPP-32, ein Strukturhomolog
von PPI-1, das lediglich in der Erkennungssequenz der Proteinphosphatase 1 (PP1) und
der Threoninphosphorylierung mit PPI-1 Gbereinstimmt, hat das entsprechende Glutamin
konserviert [246] (s. Abb. 1.3). Eine Bedeutung hinsichtlich der PP1-Bindung ist eher un-
wahrscheinlich, da die Aminosauren 20-30 eine amphiphatische Helix bilden [9] und so
nur hydrophobe oder hydrophile Reste eine Rolle spielen. In einer schriftlichen
Korrespondenz mit Dr. Angus Nairn ([173], Yale University, School of Medicine, New
Haven, Connecticut, USA), der mehrere in vitro Mutagenesestudien an DARPP-32 ge-
leitet hat [148; 124], teilt Dr. Nairn diese Meinung. Etwas naher liegt die Bindungsstelle
der PKA fiir die Phosphorylierung an Threonin®. Fiir die PKA wurde jedoch mehrfach ge-
zeigt, dass ein Arginin unter den drei Aminosauren, die N-terminal vor dem zu phospho-
rylierenden Threonin oder Serin liegen, wobei mindestens eine Aminosaure dazwischen
liegen muss, ausreicht, um eine effiziente Bindung zu gewahrleisten [89; 39]. Der Amino-
saureaustausch durfte hierbei ebenfalls keine Rolle spielen. Auch funktionell scheint der
Austausch ohne grofRe Bedeutung zu sein, da die bendtigte Konzentration zur halbmanxi-

malen Hemmung (ICs) der PP1 von 39,85 nM an phosphoryliertem PPI-1 den hierzu ver-
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offentlichten Werten von etwa 35-40 nM [84] entspricht. Fir eine zuverldssige Aussage

t27

Uber die Signifikanz des Austausches muissten Experimente mit einer Glutamat®’- und

einer Lysin?’-Mutante unter gleichen Reaktionsbedingungen gemacht werden.

4.4 Effekte auf die Aktivitidt der Proteinphosphatase 1

4.4.1 Beeinflussung der Proteinphosphatase 1 durch PPI-1

In dieser Arbeit konnte die Inhibition der Proteinphosphatase 1 (PP1) in Zellysaten durch
rekombinanten PPI-1 bestatigt werden (s. Abb. 3.20). Im Gegensatz dazu war die endo-
gene PP-Aktivitat in AdPPI-1 und AdEGFP/PPI-1 infizierten Kardiomyozyten neonataler
Ratten (KMNR) bei nachgewiesener PPI-1-Uberexpression sowohl basal als auch iso-
prenalinstimuliert um etwa ein Drittel erhoht. In Zellen, die EGFP und PPI-1(1.65, 1350) -
einer konstitutiv aktiven (T35D), trunkierten (Aminosauren -1-65) Mutante [83] — koexpri-
mieren, konnte kein eindeutiges Ergebnis erzielt werden, die Tendenz zeigte jedoch eine
Verminderung der Aktivitat (s. Abb. 3.21).

PPI-1 wurde 1976 von Huang und Glinsmann als hitze- und saurestabiles, trypsinlabiles
Protein entdeckt, welches in phosphorylierter Form aktiv ist und die Phosphorylase Phos-
phatase konzentrationsabhangig hemmt [123]. Weitere Untersuchungen hatten die Hem-
mung der PP1 durch PPI-1 in vitro mit nativem, aktiviertem Protein, das eine ICsq von 1-
3 nM aufweist [83; 24] und in Zellhomogenaten [103] bestatigt. Carr et al. hingegen
konnten in PPI-1 knock out Mausen in vivo ohne B-adrenerge Stimulation keinen Einfluss
auf die PP1-Aktivitdt nachweisen [41]. Fur den konstitutiv aktiven PPI-1(1.65 t350) Wurde
diese Inhibition sowohl in vitro mit rekombinantem Protein, welches eine IC5, von 235 nM

hat [83], als auch in vivo [185] gezeigt.

Uberraschenderweise zeigte der unphosphorylierte, rekombinante PPI-1 bereits ab einer
Konzentration von 0,5 uM eine PP1-Hemmung (s. Abb. 3.20). Da die Untersuchungen in
Zellhomogenaten durchgefiihrt wurden, kénnte phosphorylierter, endogener PPI-1 oder
eine geringe Restaktivitat der PKA dafir verantwortlich sein. Dagegen spricht jedoch die
Konzentrationsabhangigkeit des Effekts. Endo et al. [83] hatten an Stelle von unphospho-
ryliertem PPI-1 die Mutante PPI-1(r3sa), bei der Threonin® durch das nicht phosphorylier-
bare Alanin ersetzt ist, untersucht. Hierbei konnten sie auch bei Konzentrationen bis
50 uM PPI-1(1355) keine PP1-Inhibition nachweisen. Alanin besitzt allerdings nur eine
kleine Methylgruppe am Aminocarboxylgerist, wahrend Threonin mit einem Ethanolrest
ausgestattet ist [6]. Da PPI-1 seine Struktur nach der Phosphorylierung beibehalt [83] und
die Inhibition der PP1 nur durch Blockierung der katalytischen Region durch den nach

Phosphorylierung verlangerten Threoninrest erfolgt [9], kdnnte es sein, dass unphospho-
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rylierter PPI-1 die Substratdephosphorylierung nicht unterbindet, aber zumindest starker
beeintrachtigt als PPI-1r3s55). Die Untersuchungen sind also nicht direkt vergleichbar. Bibb
et al. [24] konnten bei einer Konzentration bis zu 1 yM an unphosphoryliertem PPI-1 keine
PP1-Inhibition finden. Da also héhere Konzentrationen bisher nicht ausreichend unter-
sucht wurden, widerspricht die PP1-Hemmung durch rekombinanten, unphosphorylierten
PPI-1 mit einer ICsq von 1,7 uM nicht unbedingt den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen.
Da die bisher gemessene, maximale PPI-1-Gewebekonzentration 1 uM betragt [178],

wurde dies in vivo keine Rolle spielen.

Da das rekombinante Protein und die rekombinanten Adenoviren dieselbe cDNA kodieren
und der korrekte Einbau durch Sequenzierung Uberprift wurde, ist der kontrare Effekt der
erhdhten PP-Aktivitat in PPI-1-Gberexprimierenden KMNR eher durch zellulare Einfluss-
mdglichkeiten zu erklaren. Als Ursachen kommen deshalb viele zellulare Reaktionen und
Gegenregulationen oder aber technische Fehlerquellen in Frage, von denen die am nahe

liegendsten im Folgenden zusammengefasst und anschlie®end diskutiert werden.
a) Die Proteiniiberladung stért die Zellfunktion.

b) Eine subzellulare Umverteilung (Kompartimentierung) von PP1c entzieht diese
dem Zugriff des PPI-1.

c) Im Uberschuss vorhandener, unphosphorylierter PPI-1 verdréangt kompetetiv

phosphorylierten PPI-1 aus der Bindung mit PP1c.

d) Weitere Phosphorylierungen von PPI-1 beeinflussen die inhibitorische

Fahigkeit des Proteins.
e) Eine Hochregulation der PPs vermindert die PPI-1 Wirkung oder hebt sie auf.

f) Durch die fehlende Differenzierung zwischen PP1 und PP2A bei der Messung
der PP-Aktivitat 1asst sich der Beitrag der PP2A nicht einschatzen.
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a) Die Proteiniberladung stért die Zellfunktion.

Die intrazellulare Proteinliberladung kann die Zellfunktion und auch die PP1/PPI-1 Inter-
aktion storen. Sowohl PPI-1 [133] als auch das haufig koexprimierte EGFP reichern sich
gemeinsam mit vielen anderen Proteinen im Zytosol, GFP auch im Nucleus [249], an. Fir
eine kraftige Fluoreszenz werden etwa eine Million GFP-Molekile [63], von EGFP immer-
hin noch etwa 29.000 [25] pro Zelle bendétigt. Da die Multiplizitat der Infektion (MOI) Gber
die Fluoreszenz bestimmt und die Proteine unter Kontrolle des starken CMV-Promotors
exprimiert wurden, kann von einem sehr hohen Proteingehalt an PPI-1 und EGFP in der
Zelle ausgegangen werden (s. Abb. 3.13 und 3.15). O'Donnel et al. zeigten weiter, dass
die adenovirale Expression der SERCA in KMNR mit serumhaltigem Medium zu einer ge-
steigerten Proteinsynthese und Zellhypertrophie flhrt, wie sie auch unter Einfluss des
Hypertrophieinduktors Phenylephrin [216; 253; 227] beobachtet wird [181]. Vermutlich
handelt es sich dabei um eine generelle Erhéhung des Zellstoffwechsels und der Protein-
produktion durch die Virusinfektion per se. In den hier untersuchten KMNR zeigten alle
EGFP-exprimierenden Zellen eine verminderte Zellflache im Vergleich zu nicht infizierten
Kontrollen, AdLacZ- oder AdPPI-1-infizierten KMNR (s. Abb. 3.37), wahrend die RNA-
Konzentration deutlich erhoht war (s. Abb. 3.38). Die Proteinkonzentration war in EGFP-
exprimierenden KMNR im Vergleich zu uninfizierten Kontrollen nur leicht erhdht, wahrend
die von B-Galactosidase und PPI-1-Uberexprimierenden KMNR stark erhéht war (s. Abb.
3.38). Bezogen auf die Zellflache zeigten alle virusinfizierten KMNR eine erhéhte Protein-
konzentration im Vergleich zu Uninfizierten (s. Abb. 3.39). Krestel et al. beobachteten bei
der Koexpression von B-Galactosidase und EGFP im ZNS transgener Mauslinien eine
letale Muskelschwéache [146]. Hierbei ging die Erhéhung verschiedener Apoptosemarker
mit der Expression von EGFP, vermindertem Zellvolumen und Gewebedestruktion einher.
Antikérper gegen EGFP, B-Galactosidase und Ubiquitin zeigten eine Aggregation von
EGFP und B-Galactosidase sowie deren Kolokalisation mit Ubiquitin, so dass der Ver-
dacht nahe liegt, dass die beiden Proteine von Ubiquitin flr den proteolytischen Abbau
durch das Proteasom markiert wurden [146]. Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS)
Ubernimmt die zelluldre Qualitatskontrolle, indem es falsch gefaltete oder zusammenge-
baute und beschadigte Proteine, die sonst toxische Aggregate bilden kénnen, abbaut
[115; 116; 99]. Eine Stérung des UPS wird bei neurodegenerativen Erkrankungen ver-
mutet [49], bei denen eine ,Verstopfung“ durch Proteinaggregate als Ursache ange-
nommen wird [13; 113; 121; 14]. EGFP scheint also eine Neigung zur Aggregation aufzu-
weisen. Aber auch PPI-1 selbst kdnnte diese Eigenschaft besitzen. Mit seiner unge-
ordneten Sekundarstruktur und der randomisiert spiraligen Form ist PPI-1 ein naturlicher-

weise ungefaltetes Protein. Zu dieser Proteinklasse gehdren auch jene, die durch ihre
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leichte Aggregation neurodegenerative Erkrankungen verursachen [237]. Die Hemmung
des UPS in einem Kompartiment dehnt sich auf andere Kompartimente aus, so dass nach
erfolgter, initialer Blockade unabhangig vom Entstehungsort der Proteinkonglomerate das
UPS in der gesamten Zelle ,verstopft® [14]. So ware es denkbar, dass es durch den hohen
Gehalt oder den schnellen Anstieg der zur Aggregation neigenden Proteine in der Zelle
zur Bildung von Proteinaggregaten kam. Zu den endogenen Substraten des UPS gehoren
viele SchlUsselregulatoren der Apoptose und Proteine, die deren Ausflihrung gewahr-
leisten [135], so dass ein verminderter Abbau dieser Proteine zum Zelltod fihrt. Ferner
konnten Proteinkonglomerate per se zu mechanischen Stdérungen der intrazellularen
Kommunikation, des Zytoskeletts oder der Interaktion zwischen Proteinen fihren. Um der-
artige funktionelle Stérungen auszuschlieBen, missten Untersuchungen zur Aktivierung
des UPS durchgefuhrt werden.

b) Eine subzellulare Umverteilung (Kompartimentierung) von PP1c entzieht diese
dem Zugriff des PPI-1.

Ein weiterer Punkt ist eine potentielle Umverteilung der PP1 in subzellulare Komparti-
mente. Noch vor zwanzig Jahren war die Wissenschaft von der Vorstellung gepragt, 16s-
liche Proteine wirden frei in der Zelle ,umherschwimmen®. Heute jedoch ist bekannt, dass
viele Proteine zu funktionellen Komplexen zusammengeschlossen sind, deren Funktionen
Uber Botenstoffe aktiviert oder inhibiert werden. Ein gutes Beispiel dafiir ist der Ryanodin-
rezeptorkomplex, der sich im Herzen aus mindestens sechs verschiedenen Proteinen zu-
sammensetzt, darunter die cAMP- und calcium/calmodulinabhéangigen Proteinkinasen
(PKA, CaMK II), PP1, PP2A und ein lokalisierendes Protein [161; 22]. Die PKA wird Gber
A Kinase ankernde Proteine (AKAP) an verschiedene Effektoren gebunden [203; 247].
Ebenso wird die PP1 durch lokalisierende Untereinheiten an subzellulare Kompartimente
gebunden [57]. Dort wird sie zum Teil dem Angriff anderer Proteine entzogen und kann
ihre Funktion in diesem speziellen Kompartiment erflllen [231]. Die durch die lokalisier-
ende Untereinheit Gy an Phospholamban gebundene PP1 [16] wird im Gegensatz zur frei
im Zytosol vorliegenden PP1c, von PPI-1 nur sehr schwach gehemmt [225]. Die Komparti-
mentierung bietet also die Mdglichkeit, Proteine selektiv zu aktivieren und zu deaktivieren.
Boknik et al. fanden dazu in Ratten nach B-adrenerger Langzeitstimulation eine Erhéhung
der PP-Aktivitat, die funktionell an das Sarkoplasmatische Retikulum geknUpft ist [27]. Im
Einklang dazu ist die Aktivitat der PP1 in Herzmuskelhomogenaten gesunder und herzin-
suffizienter Menschen gleich, wahrend sie in Membranpraparationen insuffizienter Ven-
trikel mehr als das Doppelte betragt [176]. Bei den hier diskutierten Untersuchungen
wurde die PP-Aktivitat in Zellhomogenaten gemessen. Die Bindung der PP1 an subzellu-

lare Kompartimente, bei der sie der Beeinflussung des PPI-1 grotenteils entzogen wird,
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konnte die gesteigerte Aktivitdt in den Zellhomogenaten verursachen. Fur eine Differen-
zierung musste eine Messung der PP1-Aktivitdt in Membranpraparationen durchgefuhrt

werden.

c) Im UberschuR vorhandener, unphosphorylierter PPI-1 verdrangt kompetetiv

phosphorylierten PPI-1 aus der Bindung mit PP1c.

Die adenovirale Uberexpression von PPI-1 kénnte auch dazu fiihren, dass nicht phospho-
rylierter PPI-1 im Uberschuss vorhanden ist. Dieser bindet ebenfalls an PP1, vermittelt je-
doch keine oder nur eine sehr schwache Inhibition [83; 103; 24]. Die Dissoziationskon-
stante von Dephospho-PPI-1 ist gegeniiber der von Phospho-Thr*®>-PPI-1 nur verdoppelt
[83]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die starke isoprenalinabhangige Phosphorylierung
von PPI-1 an Threonin®® in KMNR mit Hilfe eines polyklonalen Antikérpers (DARPP-32,
[218]) sicher nachgewiesen (s. Abb. 3.19). Dennoch kann es sein, dass die Mehrheit der
PPI-1 Molekile unphosphoryliert vorliegt und eine kompetitive Verdrangung des aktiven
PPI-1 aus der PP1-Bindung bewirkt. Da hierbei auch endogenes PPI-1 betroffen ware,
konnte eine Enthemmung der PP1 zu deren erhohter Aktivitdt beitragen. Allerdings
musste PPI-1.1.5, 35p), als konstitutiv aktives Protein [83] die PP1-Aktivitat auch ohne Iso-
prenalinstimulation inhibieren. Die ICs, von PPI-11.65 135p) iSt knapp 250-mal héher als die
von phosphoryliertem Wildtyp-PPI-1 [83]. Dies wurde sowohl in vitro mit rekombinantem
Protein [83], als auch in vivo bei 25-fach PPI-11.65, 135p) Uberexprimierenden transgenen
Mausen gezeigt. Im Vergleich zu Wildtyp-Mausen war die Aktivitat der PP1 jedoch nur um
15% verringert [185].

d) Weitere Phosphorylierungen von PPI-1 beeinflussen die inhibitorische Fahigkeit

des Proteins.

PPI-1 selbst unterliegt einer sehr komplexen, endogenen Regulation, deren Beeinflussung
hier zur Aktivitatssteigerung der PP1 fihren koénnte. Bei DARPP-32, einem Strukturhomo-
log von PPI-1, ist die endogene Regulierung Uber verschiedene Kinasen und Phospha-
tasen an unterschiedlichen Aminosaureresten gut untersucht [69-71]. Bei PPI-1 gab es
dazu bis vor kurzem nur wenig publizierte Daten. Obwohl Serin®” mit einer Sattigung von
gut zwei Drittel der Phosphatbindungsstellen in vivo sehr viel haufiger phosphoryliert vor-
gefunden wird als Threonin® [4; 83], lag der Schwerpunkt der Forschung auf der PKA-ab-
hangigen Phosphorylierung, deren Bedeutung in Bezug auf die Aktivitat von PPI-1 inten-
siver untersucht worden war [123; 179; 83]. Die Ursache mag darin liegen, dass PKA an
Serin® nur sehr langsam phosphoryliert wird [4]. Zudem reicht das Fragment der Amino-
sauren 9-54 zur vollstdndigen Hemmung der PP1 aus [5], wodurch dem C-terminalen
Ende des PPI-1 hinsichtlich der PP1-Inhibition keine grof3e inhibitorische Bedeutung bei-
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gemessen wurde [4]. Kiirzlich riickte Serin®” wieder ins Blickfeld der Forschung.

Zunachst fanden Huang und Paudel in Gehirnextrakten von Rindern, dass rekombinanter
PPI-1 an Serin® durch die neuronale cdc2-like Proteinkinase (NCLK) phosphoryliert wird.
Deren Ergebnissen zufolge hemmt der an Serin® phosphorylierte PPI-1 die PP1 in aqui-
valenter Weise wie an Threonin® oder dual phosphorylierter PPI-1 [125]. Spater zeigten
Bibb et al., dass PPI-1 in Gehirnschnitten an Serin® phosphoryliert wird. Ein Einfluss auf
die PP1-Aktivitat durch die Serin®’-Phosphorylierung konnte weder bei dem zusatzlich an
Threonin®, noch bei isoliert an Serin® phosphoryliertem PPI-1 nachgewiesen werden. Die
Serin®’-Phosphorylierung schwéchte lediglich die Eigenschaften von PPI-1 als PKA-
Substrat geringfiigig ab, so dass sie eher flir die Feinregulation der PKA-Aktivierung in
Frage kame. Sie kénnte auch eine lokalisierende Eigenschaft, eine vollig unbekannte
Funktion des PPI-1 oder eine regulierende Funktion nur im Komplex mit
anderen Proteinen vermitteln [24]. Im Herzen wurde erst vor kurzem die Phosphorylierung
an Serin®” durch die PKCa postuliert. Braz et al. zeigten in einem knock out und einem
transgenen PKCa Mausmodell eine Hyper- bzw. Hypokontraktilitdt, als deren Ursache sie
die um ein Drittel bis um die Halfte erniedrigte bzw. erhdhte PP 1-Aktivitat eruierten. Diese
Ergebnisse konnten in kultivierten Kardiomyozyten bestatigt werden. Durch Immunoprazi-
pitation wurde ferner die um die Halfte bis zwei Drittel reduzierte bzw. erhéhte PP1c/PPI-1
Interaktion in PKCa- bzw. dominant-negative PKCa-lberexprimierenden Kardiomyozyten
nachgewiesen. Die PKCa-abhangige Phosphorylierung von PPI-1 und einer PPI-1g47a-
Mutante ergab nur halb soviel Phosphateinbau in die Mutante, wodurch auf mindestens
zwei Phosphorylierungsstellen von Seiten der PKCa geschlossen werden kann [30]. Die
eindeutige Klarung der Serin®-Phosphorylierung des PPI-1 steht bis dato noch aus, sie
kdénnte aber in den hier durchgefuhrten Untersuchungen eine Rolle gespielt haben. Eine
Hemmung der PP1 Inhibition durch die PKCa-abhéngige Phosphorylierung von PPI-1
kénnte sowohl durch Serin®” als auch durch die zweite, nicht genauer lokalisierte Amino-
saure vermittelt werden [30]. Desweitern kénnte die Bindung von PPI-1 an PP1 durch die
Phosphorylierung von Aminsoauren, welche die Bindungsstelle umgeben, verhindert wer-
den. Ware die Phosphorylierung an Serin® alleine fiir die verminderte PP1-Hemmung ver-
antwortlich, so durfte dies keinen Einfluss auf die Hemmung der PP1-Aktivitat in den
KMNR haben, die den trunkierten und konstitutiv aktiven PPI-1 Uberexprimieren. Als wei-
teres PKC-Substrat kdme Serin® in Frage, das ebenfalls in der PKC-Konsensussequenz
pSer-x-Lys/Arg [139; 186] liegt. Da PPI-1 ein ungeordnetes [52; 83] und naturlicherweise
ungefaltetes [237] Protein ist, ist es wahrscheinlich, dass sich das Konsensusmotiv an der
Oberflache befindet und die PKC binden kann. Dementsprechend erreichte Serin® bei der

Berechnung der Phosphorylierungswahrscheinlichkeit mittels eines Pradiktionspro-
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grammes [174; 26] eine sehr hohe Punktezahl, héher als die von Threonin®*. Unterdessen
wurde diese Theorie von Bibb et al. experimentiell bestétigt [177]. Serin® befindet sich nur
drei Aminosauren N-terminal des Konsensusmotives fur die PP1. Eine Stérung der Inter-
aktion zwischen PPI-1 und PP1 durch die Phosphorylierung an Serin® ware also durchaus
denkbar. Untersuchungen von Mutanten des Strukturhomologes DARPP-32 haben ge-
zeigt, dass die Abspaltung des N-terminalen Endes bis auf zwei Aminosauren vor dem
PP1-Bindungsmotiv — KIQF - eine funffache Erhéhung der 1Csy, die komplette Entfernung
eine 17-fach erhéhte ICsq mit sich bringt [148]. Das N-terminale Ende (bt also Einfluss auf
die PP1c/PPI-1-Bindung aus und wirde dies in gleichem Malle bei PPI-11¢573sp) tun.
Falls eine Phosphorylierung an beiden Serinresten zur Stérung der Interaktion fihrt,
wurde sich dies starker auf PPI-1 als auf PPI-1.1.¢5 135p) @uswirken. In diesem Fall ware die
beobachtete starke Erhdhung der PP1-Aktivitat durch PPI-1 gegenuber der teilweise ge-
hemmten und teilweise erhdhten PP1-Aktivitdt durch PPI-1.1.651350) (S. Abb. 3.21) erklar-
bar und dessen Wirkung mdglicherweise Folge unterschiedlicher PKC-Aktivierungen.
Weitere Untersuchungen miissten klaren, ob die Phosphorylierung an Serin® oder an
Serin® eine Rolle spielt und auf welche Art und Weise sie Einfluss auf die PP1-Aktivitat

nehmen.
e) Eine Hochregulation der PPs vermindert die PPI-1 Wirkung oder hebt sie auf.

Eine kompensatorische Hochregulation von Phosphatasen kdonnte zum einen Uber die
vermehrte Dephosphorylierung des PPI-1 durch Calcineurin oder PP2A [54; 81], zum
anderen durch eine erhéhte PP1-Konzentration zu erhdhter PP1-Aktivitat fuhren. Pathak
et al. [185] fanden in transgenen PPI-1 165 1350) M@usen keine gegenregulatorische Er-
hohung der PP2A-Aktivitat und die PP1-Proteinkonzentration entsprach derjenigen in
Wildtyp-Mausen. Unter Anwesenheit von Calcium bestreitet Calcineurin 70-90% der De-
phosphorylierung des PPI-1 [223; 54]. Auch Braz et al. fanden in transgenen Mausen,
welche die PKCa Uberexprimierten, eine PPI-1-vermittelte Inhibition der PP1-Aktivitat um
ein Drittel bei unveranderter PP1c Konzentration [30]. Kirchhefer et al. hingegen zeigten in
transgenen Mausen, die herzspezifisch eine trunkierte, inhibitorisch aktive Form des
PPI-2 Uberexprimierten, bei supprimierter PP-Aktivitat eine sechsfache Erhéhung des
PP1a-Gehaltes der Kardiomyozyten [143]. Ergebnisse von Florian Weinberger aus
unserer Arbeitsgruppe zeigen in PPI-1-Uberexprimierenden, transgenen Mausen eine
zwei- bis dreifache Erhéhung der PP1-Konzentration (Daten noch nicht veréffentlicht). Ein
Problem bei der Evaluation der PP-Aktivitat besteht in der Diskrepanz zwischen in vivo
Daten und den fehlenden technischen Mitteln, die Aktivitat in vivo zu messen. Sie muf}
letztendlich in vitro bestimmt werden. Die PP1-Aktivitat reagiert sehr sensibel auf Milieu-

anderungen und fallt innerhalb einer halben Stunde post mortem um 85-95% ab [158], so
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dass Variationen und Fehlerquellen auch bei praziser Arbeitsweise nicht auszuschlieRen
sind. Wahrend es die Mdglichkeit der kompensatorischen Hochregulation noch genauer
zu untersuchen qilt, zeigen neonatale Tiere schon physiologischerweise eine héhere Ex-
pression und Aktivitdt der PP1 und der PP2A als adulte Tiere. In den Ventrikeln neugebo-
rener Tiere wurde gezeigt, dass der mRNA Gehalt der PP1- und PP2A-Isoformen sowie
die Proteinkonzentration der PP2A um mindestens 50%, die Proteinkonzentration der PP1
dreifach héher sind als bei erwachsenen Tieren [101; 147]. Zur Klarung, ob eine Hochre-
gulation der PPs in der vorliegenden Arbeit vorhanden war, musste die Konzentration der
Phosphatasen und die Aktivitdt der PP2A und 2B unter diesen Versuchsbedingungen be-

stimmt werden.

f) Durch die fehlende Differenzierung zwischen PP1 und PP2A bei der Messung der
PP-Aktivitat Iasst sich der Beitrag der PP2A nicht einschatzen.

Da in vielen Untersuchungen zur kardialen PP-Aktivitdt die PP2A sowohl in patho-
logischen Veranderungen als auch durch Isoprenalinstimulation unverandert blieb, gingen
wir davon aus, dass die Bestimmung der kumulativen Aktivitat von PP1 und PP2A einen
relativen Wert ergibt, der sich proportional zur PP1-Aktivitat verhalt. Im Herzen wurde ge-
zeigt, dass PP1 und PP2A mit Uber 90% fir den Hauptteil der PP-Aktivitat verantwortlich
sind [54; 158]. Dabei wird die phospholambanassoziierte PP-Aktivitat mit einem Anteil von
90% durch die PP1 dominiert [158; 220]. Die calcium- und magnesiumabhangigen PP2B
und 2C wurden in dem fir die Messung verwendeten calcium- und magnesiumfreien
Medium nicht aktiviert bzw. durch die Zugabe des Chelators EDTA gehemmt [24]. Fir den
Anteil der PP2A-Aktivitat konnte gezeigt werden, dass er in den Herzen chronisch iso-
prenalinstimulierter Tiere konstant bleibt [27; 105]. Kirzlich jedoch wurde eine cAMP-
abhangige PP2A-Aktivierung beschrieben, die PKA-unabhangig ist und zur De-
phosphorylierung vieler Proteine flhrt [90]. AuRerdem offenbarte ein transgenes PP2A
Mausmodell, dass PP2A sowohl die Phosphorylierung von Phospholamban als auch die
von Troponin | vermindert [97]. Es kdnnte somit sein, dass zum einen die PP2A durch hier
nicht untersuchte Mechanismen in den KMNR aktiviert wurde, zum anderen die PP2A im
Herzen gegenlaufig zur PP1 reguliert ist, dadurch PPI-1 wieder deaktiviert und es zu einer
Enthemmung der PP1-Aktivitat kommt. Beides hatte die hier gezeigte Aktivitatssteigerung
der PP zur Folge.

4.4.2 Isoprenalininduzierte Effekte auf die PP-Aktivitat
Da PPI-1 PKA-abhangig phosphoryliert wird [51; 4], untersuchten wir die Auswirkung der
Isoprenalinstimulation auf die PP-Aktivitat. Die B-adrenerge Stimulation fuhrt durch Akti-

vierung von PKA zur Phosphorylierung zellularer Phosphoproteine [199; 221; 20; 153]. Es
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wird angenommen, dass die PKA die katalytische Untereinheit PP1c, welche durch die lo-
kalisierende Untereinheit Gy an Phospholamban gebunden wird [16], phosphoryliert.
Durch die Phosphorylierung der PP1c dissoziiert diese in das Zytosol [118; 128; 240]. Im
Zytosol wird die freie PP1c durch PPI-1, das selbst durch die PKA aktiviert wird [123; 83;
24], starker gehemmt als die an Gy gebundene PP1c [225]. Im Einklang mit dieser Hypo-
these konnte eine isoprenalinabhangige Verminderung der PP1-Aktivitat in vitro in iso-
lierten Kardiomyozyten [103], in Membranpraparationen [104] sowie in perfundierten Her-
zen [3; 175] und in vivo in isoprenalinperfundierten Meerschweinchenherzen [104] gezeigt
werden. Im Gegenzug fanden Carr et al. in perfundierten Herzen von PPI-1 knock out
Mausen nach Isoprenalinstimulation eine héhere PP1-Aktivitat als in Wildtyp-Mausen [41].
Bei unseren Messungen unterlag der Isoprenalineffekt auf die PP-Aktivitat starken, von
der Zellpraparation abhangigen Schwankungen, so dass darlber keine klare Aussage ge-
macht werden kann (s. Abb. 3.21). Es konnte allerdings eine Halbierung der PP-Aktivitat
durch Zugabe von PKA in KMNR-Homogenaten gezeigt werden (s. Abb. 3.22)

Die gering ausgepragte Isoprenalinantwort konnte durch die mit 1 nM zu niedrig gewahlte
Konzentration bedingt sein, die die Phosphorylierung von PPI-1 oder die Freisetzung der
katalytischen Untereinheit der PP1 (PP1c) in das Zytosol nicht in ausreichendem Malie
initiiert. Phosphothreonin®-PPI-1 hemmt PP1 auch in der an die lokalisierende Unterein-
heit Gy gebundenen Form (PP1-Gy), allerdings weniger effizient und umso langsamer, je
starker Temperatur und Salzkonzentration von physiologischen Bedingungen abweichen
[225]. In zwei identisch konzipierten Versuchsreihen mit isoliertem PPI-1 bzw. PP1-Gy,
aus der Skelettmuskulatur von Kaninchen, die 250 yg Adrenalin injiziert bekamen, konnte
gezeigt werden, dass sowohl die PPI-1-Phosphorylierung, als auch die PP1c-Konzentra-
tion im Zytosol von etwa einem auf zwei Drittel steigen [91; 118]. Eine Isoprenalinkon-
zentration, die zu einer erhéhten Phosphorylierung von PPI-1 flhrt, misste also auch eine
ausreichende Menge an PP1-Gy phosphorylieren und dessen Dissoziation in das Zytosol
zur Folge haben. In vielen Experimenten wurden jedoch weitaus héhere Isoprenalinkon-
zentrationen als hier verwendet. So untersuchten Carr et al. [41] die PP1-Aktivitat in PPI-1
knock out Mausen bei 10 nM Isoprenalin, Gupta et al. [104] die PP-Aktivitat in Kardiomyo-
zyten von Meerschweinchen bei 1 uM lIsoprenalin. Hier wurde mit 1 nM eine Konzentra-
tion nahe der EC5, gewahlt, da diese in den Kontraktilititsmessungen der EHTs (s. Abb.
3.25) und bei der Phosphorylierung von Phospholamban (s. Abb. 3.29) ausreichend war.
Eine neue Versuchsreihe mit héheren Isoprenalinkonzentrationen und Membranprapara-

tionen musste folgen, um der Klarung dieser Fragen naher zu kommen.
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4.5 Effekte auf die kontraktilen und biologischen Parameter

4.5.1 Kontraktile Funktion

Die Auswirkungen von PPI-1 auf die Kontraktionskraft wurden in engineered heart tissue
(EHT) [255; 256] untersucht. In EHT wurde PPI-1 und EGFP adenoviral tberexprimiert.
Als Kontrollen dienten adenoviral EGFP-Uberexprimierende und nicht infizierte EHT. Hier-
bei zeigte sich eine konstante Minderung der Kontraktionskraft Uber den gesamten Ver-
lauf der Calcium- und Isoprenalinkontraktionskurven bei allen infizierten EHTs (s. Abb.
3.23 und 3.24).

Die Kontraktionskraft eines EHT ist abhangig von der Zellzahl und dem Aktivierungszu-
stand der einzelnen Zelle, der Anzahl an Myofilamenten, der Ausreifung der Zellen und
von Veranderungen im Expressionsmuster. So wurde z.B. eine reduzierte Expression der
Sarkoplasmatischen Retikulum ATPase eine Verminderung der Kraft bewirken. Da PPI-1-
Uberexprimierende EHTs die grofite Kraftminderung zeigten (s. Abb. 3.23), wirft dies die
Frage auf, ob PPI-1 daflur verantwortlich sein kénnte. Insgesamt zeigten die PPI-1 Gberex-
primierenden EHTs eine starke Streuung der ECs (s. Abb. 3.25 und 3.26). Hierbei wiesen
die stark fluoreszierenden EHTs die breiteste Streuung auf (s. Abb. 3.27). Dies bestatigt
den Verdacht, dass der Grad zwischen effektiver und unzureichender Uberexpression
sehr schmal ist und die effektive Konzentration nahe der Konzentration liegt, die bereits
zytotoxische Nebenwirkungen hervorruft. Es kommen hierbei als Ursachen in Frage (1)
die Proteinlberladung, die zu mechanischen Stérungen in der Zelle fihren kann, (2) zyto-

toxische Effekte durch EGFP und (3) negativ inotrope Effekte durch eine p38-Aktivierung.

Fur die verminderte Kontraktionskraft kdnnte unter anderem die schon oben besprochene
Proteintberladung der Zelle eine Rolle spielen. Die Gradwanderung zwischen ausrei-
chender und toxischer Infektion zeigten O'Donnell et al. sehr gut in adenoviral SERCA
Uberexprimierenden KMNR, bei denen die Applikation von finf Plaque formenden Ein-
heiten (pfu) Virus pro Zelle fir die Infektion aller Zellen nétig sind, wahrend 5-6 pfu pro
Zelle bereits zu erhéhter Apoptoserate und Zelltod fihrten. In EGFP Uberexprimierenden
KMNR konnten sie diesen Effekt ebenfalls beobachten, wenn auch erst bei etwas
hoheren Viruskonzentrationen [181]. GFP verteilt sich im Nucleus und im Zytosol, wo es
sich besonders in der Zellperipherie anreichert [210], so dass es hier eher Mikro- und
Myofilamente behindern wirde. Die Assoziation von GFP mit Mikrofilamenten nach der
Fixation von Zellen wurde in mehreren Zellinien gezeigt [210]. In lebenden Zellen gab es
dafur bisher keinen Anhalt [210]. Eine derartige mechanische Behinderung wirde auch
die starkere Minderung der Kontraktionskraft in EGFP/PPI-1 gegenuber nur EGFP expri-

mierenden EHTs erklaren. Obwohl die Betrachtung lebender, EGFP Uberexprimierender
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KMNR einen homogenen Eindruck vermittelte, wurde in der Untersuchung an fixierten
KMNR eine inhomogene Infektion der Zellen offenkundig (s. Abb. 3.16). Dies durfte in
EHTs noch starker ausgepragt sein, da die Viren die Kollagenmatrix penetrieren missen.
So werden vermutlich KMNR in der Aufenschicht einer besonders hohen Viruskonzentra-
tion ausgesetzt, die auch zum Zelltod fuhren kénnte. Vorversuche, bei denen uninfizierte
mit AAEGFP infizierten EHTs verglichen wurden, zeigten, dass vor allem die Dauer der In-
fektionszeit einen supprimierenden Effekt auf die Kontraktilitat vermittelt, wahrend die In-
fektionsstarke (MOI) eine geringere Rolle spielt. Es mussten weitere Experimente folgen,
bei denen EHTs mit einem Adenovirus, der kein Protein zur Expression bringt, infiziert
werden und daran die Quantifizierung der Apoptoserate sowie Untersuchungen der Zell-
architektur erfolgen, um zu differenzieren ob die Virusinfektion per se oder die Protein-
Uberladung einen Enfluf auf die Vitalitdt der KMNR in EHTs ausiiben.

Es konnte auch EGFP per se eine zytotoxische Wirkung vermitteln. Transgene Mause,
die GFP unter dem herzspezifischen Promotor des a-Myosin der schweren Ketten expri-
mieren, entwickelten schon nach 8 Wochen dosisabhangig eine dilatative Kardiomyo-
pathie mit erhdhtem Herzgewicht, Dilatation der vier Kammern, dinnem Myokard, organi-
sierten linksventrikuldaren Thromben und starben im Alter von 4-5 Wochen [126]. Obwohl
GFP und seine Varianten als Markerproteine in der Forschung eine weite Verbreitung ge-
funden haben und ihr Einsatz vielfach ohne Komplikationen mdglich war, beobachteten
verschiedene, unabhangige Arbeitsgruppen zytotoxische Wirkungen dieser fluoreszieren-
den Proteine [152; 96].

Neben den zytotoxischen Ursachen kdnnte fur die Verminderung der basalen Kontraktili-
tat auch die Aktivierung der mitogen aktivierten Proteinkinase p38 verantwortlich sein. In
Untersuchungen an kultivierten KMNR beobachteten wir wiederholt eine deutliche, wenn
auch statistisch nicht signifikante, Erhéhung der p38-Phosphorylierung (s. Abb. 3.33). Liao
et al. [151] zeigten in Kardiomyozyten adulter Ratten, die adenoviral die p38 spezifische
MAPK Kinase MKK3bE uberexprimieren, eine Verminderung der basalen Kontraktilitat. In
jenen, denen ein p38-Inhibitor verabreicht wurde, fand sich eine Erhéhung der Kontraktili-
tat. Hierbei konnte keine Veranderung des Calciumeinstroms Uber den L-Typ Calcium-
kanal oder des intrazellularen Calciumtransienten gezeigt werden. Dies legt einen
Mechanismus nahe, bei dem die Sensitivitdt der Myofilamente gegenulber Calcium ver-
andert wird. Daflir kommen vor allem Veranderungen der Troponin I-Phosphorylierung
und des pH-Wertes in Frage. Fur beides konnte jedoch kein Zusammenhang mit der p38-
Aktivitat hergestellt werden, so dass die Verknlpfung zwischen p38-Aktivierung und nega-

tiver Inotropie vorerst noch unbekannt bleibt [151].
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Bei der Konzentrationswirkungskurve mit Isoprenalin zeigte sich eine Linksverschiebung
der Kurve (ECs5 in AEGFP/PPI-1 0,82 nM, in AAEGFP 1,20 nM, in Kontrollen 2,52 nM, s.
Abb. 3.25 und 3.26).

Die Isoprenalinsensibilisierung der AEGFP infizierten EHTs wurde Uberraschenderweise
schon in vielen Vorversuchen zur Etablierung der Infektionszeit, -dauer und -starke be-
obachtet und scheint ein sehr stabiler Effekt zu sein. Zu dhnlichen Erkenntnissen kam be-
reits eine andere Arbeitsgruppe in kultivierten KMNR, die mit einem adenoviralen Leer-
vektor infiziert wurden. Hier flhrte die adenovirale Infektion zu einer Verringerung der
ECso in Bezug auf die Schlagfrequenz von 6,8 nM auf 1,8 nM Isoprenalin [180]. Dies kor-
relierte mit einer fiinffachen Erhéhung der Gs-mRNA und einer Verdreichfachung der G-
Proteinkonzentration. Die funktionellen Auswirkungen dieser erhéhten Gs-Proteinkonzen-
tration konnten selbst durch eine Gs-Uberexpression nicht weiter gesteigert werden [180].
Zur Uberpriifung einer Beeinflussung der G-Proteine durch die adenovirale Infektion in
den hier diksutierten Experimenten wurde mittels Immunoblot die relative Proteinkonzen-
tration von G, und G; in AdEGFP-infizierten und unifizierten KMNR ermittelt. Hierbei
konnten jedoch fiir beide Proteine keine Unterschiede nachgewiesen werden (s. Abb.
3.34). Der cAMP-Gehalt in AAEGFP-infizierten KMNR war jedoch gegenuber uninfizierten
Kontrollen sowohl basal als auch nach Stimulation mit Isoprenalin erhoht, wahrend die
katalytische Potenz der Adenylylcyclase - gezeigt durch die direkte Stimulation mit For-
skolin - unverandert war (s. Abb. 3.35). Der zu Grunde liegende Mechanismus der Links-

verschiebung in ADEGFP infizierten EHTSs bleibt vorerst ungeklart.

Die Hypothese der Aktivierung von PPI-1 durch die PKA mit anschlieRender Hemmung
der PP1 [123; 83; 24] konnte die hier gezeigte, erhohte Isoprenalinsensitivitat PPI-1 Gber-
exprimierender EHTs erklaren. PPI-1 amplifiziert die B-adrenerge Wirkung, bei einer PPI-1
Uberexpression kdnnen mehr PP1-Molekile gehemmt werden und die Verstakung des B-
mimetischen Effektes tritt deutlicher zum Vorschein. Dass es hier zu keiner Kontraktilitats-
steigerung (s. Abb. 3.23) oder positiven Lusitropie (s. Abb. 3.28) kam, passt nicht zu der
oben aufgestellten Hypothese. Moégliche Griinde hierflr wurden bereits oben diskutiert.
Die beobachtete Arrhythmie unter Isoprenalin in AAEGFP/PPI-1 infizierten EHTs ist ein
weiteres Indiz, dass PPI-1 ein Verstarker der cAMP-vermittelten Effekte ist. Fur Arrhy-
thmien gibt es in Kardiomyozyten verschiedene Ursachen. Sie kbnnen ausgel6st sein
durch eine Hypercalciamie, Hypokaliamie oder Sympathikomimetika. PPI-1 hatte die Wir-
kung eines leichten Sympathikomimetikums, so dass die Arrhythmien eine Art Besta-
tigung der gesteigerten Sensibilitat gegeniber dem B-Agonisten Isoprenalin widerspie-

geln.
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4.5.2 Molekulare Parameter

4521 Auswirkungen auf den Phosphorylierungsgrad von Phospholamban

Um die Auswirkungen der PPI-1 Uberexpression auf den Phosphorylierungszustand zellu-
larer Proteine zu ermitteln, wurde mittels phosphospezifischer Antikorper der Phosphory-
lierungsgrad von PLB in kultivierten KMNR untersucht. PLB kommt in vivo Uberwiegend
als Homopentamer [47] mit 22 kDa vor, das durch Kochen in SDS in finf Monomere aus
je 52 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 6,1 kDa zerfallt [215]. PLB wird an
Serin'® durch die PKA und an Threonin'” durch die PKA und die CaMK Il phosphoryliert
[159]. Ein starker Einfluss der PP1-Aktivitat und deren Regulation auf die PLB-Phosphory-
lierung wurde unter anderem in transgenen Mausen, die PP1, PPI-1 oder die PKC uber-
exprimierten sowie in PPI-1- oder PKCa-defizienten Mausen nachgewiesen [41; 30; 185].
In dieser Arbeit fihrte die Stimulation von KMNR mit 0,01-100 nM Isoprenalin zu einer
konzentrationsabhangigen Steigerung der PLB-Serin'®-Phosphorylierung (s. Abb. 3.29).
AdPPI-1 infizierte KMNR zeigten im Vergleich zu uninfizierten oder AdLacZ infizierten
Zellen schon basal eine signifikant erhéhte Phosphorylierung an Serin™® (s. Abb. 3.31A).
Nach Isoprenalinstimulation konnte auf Grund technischer Limitationen bei der densitome-
trischen Auswertung nur eine Tendenz dahingehend beobachtet werden (s. Abb. 3.31B).
EGFP-exprimierende KMNR wiesen gegenuber uninfizierten Kontrollen basal eine er-
hohte Phosphorylierung an Serin' auf (s. Abb. 3.30A). In den isoprenalinbehandelten
Zellen boten AAEGFP und AAEGFP/PPI-1 infizierte KMNR gegentiber den Kontrollen eine
aquivalente, dezente Erhohung, wahrend in PPI-1.15 t35p) Uberexprimierenden KMNR
eine signifikante Steigerung der PLB-Serin'®-Phosphorylierung vorgefunden wurde (s.
Abb. 3.30B). Die Evaluation der PLB-Phosphorylierung an Threonin'’ zeigte iiber-
raschende Ergebnisse, da hier eine starke Verminderung in PPI-1 Uberexprimierenden
KMNR beobachtet wurde (s. Abb. 3.32).

Die scheinbar wiederspriichlichen Ergebnisse der erhdhten Serin'- jedoch erniedrigten
Threonin'’-Phosphorylierung nach Isoprenalinstimulation, kénnten zum Teil durch das
Bindungsverhalten der Antikdrper bedingt sein. PT17 und PS16 wurden von vielen
Arbeitsgruppen angewandt und die im folgenden diskutierten Ergebnisse verschiedener
Publikationen Uber den Phosphorylierungsstatus von PLB entstanden unter Verwendung
dieser Antikorper. Nach B-adrenerger Stimulation wird zuerst die Phosphorylierung von
Serin'™® und mit geringer zeitlicher Verzégerung die von Threonin'” erwartet [60]. Die
Phosphorylierung an Threonin'” ist von der Aktivierung der CaMK Il und dadurch von der
Calciumkonzentration oder der Hemmung der PP1 abhangig [170; 239; 205]. Bei nie-

drigen Isoprenalinkonzentrationen verschiebt sich das Phosphorylierungsgleichgewicht in
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Richtung dephosphoryliertes Threonin'” [205]. Unter dem Einfluss von PP1-Inhibitoren
wie etwa Okadasaure verschiebt sich das Gleichgewicht jedoch in die andere Richtung
und die gesteigerte Threonin'’-Phosphorylierung kann bei niedrigeren Isoprenalinkonzen-
trationen nachgewiesen werden [205]. Diese Untersuchungen wurden an adulten Ratten
durchgefihrt, bei denen die ECso um das 9- bis 18-fache hdher liegt als bei neonatalen
Tieren [11; 205]. Demnach sollte der Anteil an dual phosphoryliertem PLB unter 1 nM Iso-
prenalin und PPI-1-Uberexpression in KMNR relativ hoch sein. Dieses wird aber von
PS16 nicht erkannt [60; 162]. PT17 hingegen erkennt das doppelt phosporylierte PLB
[60], weist aber eine geringe Spezifitat auf, so dass auch ein Teil des an Serin'® mono-
phosphorylierten PLB mit diesem reagieren musste. Die mit PT17 inkubierten Zellhomo-
genate sollten demnach eine weitaus hohere Phosphorylierung aufweisen als die mit
PS16. Dies steht im Widerspruch zu den hier erzielten Beobachtungen, bei denen die
Threoninphosphorylierung bei PPI-1-Uberexprimierenden KMNR unter Isoprenalin-
stimulation vermindert war (s. Abb. 3.32). Andere Untersuchungen zeigten, dass PT17 im
dot-blot lediglich zwischen ,phosphoryliert® und ,nicht phosphoryliert® diskriminiert und
nahezu keine Spezifitat aufweist [162]. Aber auch dies ist nicht in Einklang mit der hier ge-
zeigten, erhohten basalen Phosphorylierung an Serin' zu bringen. Die Isoprenalinkon-
zentration musste mit 1 nM und die Calciumkonzentration mit 1,8-2,0 mM im Medium aus-
reichen, um bei vorhandener PP1-Hemmung durch die PPI-1 Uberexpression eine Stei-
gerung der Phosphorylierung an Threonin'” zu induzieren [205]. Andererseits konnte in
KMNR in Anwesenheit des B-Rezeptorantagonisten Propranolol gezeigt werden, dass die
alleinige PP1-Inhibition durch Okadasaure keine Erhéhung der Threonin'’-, wohl aber der
Serin16-PhosphoryIierung bewirkt [11]. Desweiteren konnten Chu et al. in Kardiomyozyten
von transgenen Mauslinien, die PLBsiea auf PLB knock out Hintergrund exprimierten,
selbst unter Kostimulation von je 1 uM Isoprenalin und Okadasaure sowie Calciumzugabe
keine Phosphorylierung an Threonin'” entdecken [48]. Zusammengefasst lasst sich die
deutlich erniedrigte Threonin'’- Phosphorylierung an PLB in PPI-1-liberexprimierenden
KMNR bis dato nicht erklaren.

4.5.2.2 Auswirkungen auf die Phosphorylierung von p38

Neben der c-Jun N-terminalen Kinase (JNK) und der extrazellular aktivierten Kinase (Erk)
gehort auch p38 zu den stressabhangig aktivierten Proteinkinasen. Gemeinsam bilden sie
die Familie der mitogen aktivierten Proteinkinasen (MAPK), die Serin- oder Threoninreste
phosphorylieren kénnen [226]. Bei der Untersuchung des p38-Aktvierungszustandes
zeigte sich eine konzentrationsabhangige Steigerung der p38-Phosphorylierung unter Iso-

prenalinstimulation (s. Abb. 3.33A). Aulierdem wiesen PPI-1- lberexprimierende KMNR
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eine nicht signifikant erhéhte p38-Phosphorylierung im Vergleich zu EGFP- oder B-Gal-

actosidase-Uberxprimierenden Zellen auf (s. Abb. 3.33B/C).

Die MAPK werden aktiviert durch zellularen Stress und regulieren verschiedene Punkte
der zellularen Entwicklung. Das primare Substrat der p38 ist die MAPK-aktivierte Protein-
kinase 2, die wiederum die Glykogensynthetase, das cAMP responsive binding element
(CREB), das heat schock protein HSP27 und mehrere Transkriptionsfaktoren phospho-
ryliert [200]. Negativ reguliert wird p38 von Tyrosin-Phosphatasen, der PP2C und aus-
schliel3lich in Saugetierzellen, von dual spezifischen Proteinphosphatasen, die sowohl
Serin/Threonin als auch Tyrosin dephosphorylieren kénnen. Bislang sind vier Isoformen
von p38 bekannt, von denen p38a und B im Herzen vorrangig exprimiert werden [226].
Hierbei induziert die p38a-Aktivierung den Zelltod, wahrend p38 fir Zellhypertrophie und
das Uberleben steht [241]. Pharmakologisch erfolgt eine Aktivierung von p38 in KMNR
durch Phenylephrin und PKC-abhangig durch Endothelin-1 [50].

Da der verwendete Antikérper nicht zwischen der ,guten” - und der ,schlechten® a-Iso-
form differenzierte, kann keine klare Aussage Uber die Folgen bzw. Ursachen der hier be-
obachteten Hyperphosphorylierung von p38 in PPI-1-Uberexprimierenden KMNR gemacht
werden. Die Ergebnisse stehen im Widerspruch zu der von Pathak et al. gefundenen Nor-
malisierung einer p38-Hyperphosphorylierung in herzinsuffizienten Mausen nach adeno-
viralem Gentransfer von PPI-1(r35p,1.65). Allerdings wurde auch in dieser Arbeit nicht zwi-

schen den beiden kardialen Isoformen differenziert [185].

4.5.2.3 Auswirkungen auf den cAMP-Gehalt

Bei der Stimulation der B-adrenergen Sinalkaskade in Kardiomyozyten werden stimulier-
ende GTP-bindende Proteine (G;s) angeregt die Adenylylcyclase (AC) zu aktivieren, die
wiederum die Konversion von ATP in cAMP katalysiert, das die PKA aktiviert [19]. Inakti-
viert wird cAMP durch Phosphodiesterasen [12]. Ahnlich wie Calcium ist auch cAMP ein
ubigitar vorkommender Signaltransduktionsvermittler und es wird postuliert, dass inner-
halb einer Zelle verschiedenste cAMP-abhangige Signaltrasduktionswege parallel, aber
raumlich voneinander getrennt, ablaufen [222; 252]. Dies lasst sich einfach bewerk-
stelligen, wenn cAMP wie auch die PKA oder die PP1 einer Kompartimentierung in sub-
zelluldre Radume oder wie der Ryanodinrezeptor der Bindung in einem Konglomerat aus
mehreren Enzymen unterworfen wird [19]. Hierbei spielen auch die Phosphodiesterasen

eine wichtige Rolle [166].

Da PPI-1 PKA-abhangig Uber B-adrenerge Stimulation aktiviert wird, untersuchten wir den
cAMP-Gehalt als zentrale Schaltstelle dieses Signaltransduktionsweges. Hier zeigte sich

in allen KMNR-Homogenaten nach Stimulation mit Isoprenalin oder Forskolin, einem
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direkten Aktivator der Adenylylcyclase, die erwartete starke Erhéhung des cAMP-Ge-
haltes. In EGFP-Uberexprimierenden Zellen konnte unstimuliert und unter Isoprenalin eine
Tendenz zu erhdhtem cAMP-Gehalt im Vergleich zu den uninfizierten Kontrollzellen be-
obachtet werden (s. Abb. 3.35). In den ADEGFP/PPI-1 infizierten KMNR hingegen wurde
unter Isoprenalinstimulation eine signifikante Verminderung von cAMP offenbar (s. Abb.
3.35).

Die Verminderung des cAMP-Gehaltes in PPI-1 Uberexprimierenden KMNR kdnnte die
Folge einer negativen Ruickkopplung bzw. Kompensation der B-adrenergen Signal-
kaskade sein. Im Weiteren muisste die Kopplung mit den B-Adrenozeptoren und deren
Dichte Uberpruft werden, um die Ebene, auf der die negative Riickkopplung einsetzt, zu

identifizieren.

4.5.3 Morphologie der Kardiomyozyten

Die Morphologie einer Zelle kann Aufschlufd Gber einige intrazellulare Vorgange geben.
So erfolgt bei Einleitung der Apoptose eine Schrumpfung und Kondensation der Zelle, die
Kernmembran zerfallt und die DNA zerbricht in Fragmente [7]. Die Hypertrophie, die unter
anderem der Herzinsuffizienz vorangeht [234], macht sich indes durch vergréssertes Zell-

volumen bemerkbar.

Bei der Untersuchung der Morphologie der KMNR zeigte sich eine Verminderung der Zell-
flache in EGFP-Uberexprimierenden KMNR, wahrend die uninfizierten Kontrollen,
B-Galactosidase oder nur PPI-1-Uiberexprimierende Zellen etwa die gleiche GroéRe auf-
wiesen (s. Abb. 3.36 und 3.37).

Dies kdnnte eine Bestatigung der vermuteten zytotoxischen Effekte durch EGFP in EGFP-
exprimierenden KMNR (vgl. Kap. 4.4.1 und 4.5.1) sein und fir eine beginnende oder
schon fortgeschrittene Apoptose sprechen. Diese Hypothese misste durch die Unter-

suchung der Apoptoserate in den Zellen validiert werden.
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4.6 Die B-adrenerge Signalkaskade mit Regulation und Funktion von PPI-1 als
Modell

Unter Einbeziehung der in dieser Arbeit und aktuellen Publikationen gewonnenen Er-
kenntnisse Uber PPI-1 in das Schaubild aus Abb. 1.1 ensteht ein neues Modell der
B-adrenergen Signalkaskade in Kardiomyozyten. PPI-1 spielt hierin die Rolle des Ver-
starkers der B-adrenergen Signalkaskade und stellt zugleich ein Bindeglied zwischen zwei

der wichtigsten second messenger der Zelle - cAMP und Calcium - dar.
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Abb. 4.1: B-adrenerge Signaltransduktion in Kardiomyozyten.

Das Schaubild gibt einen Uberblick (iber die B-adrenerge Signaltransduktion, die Rolle der
Phosphatasen und des PPI-1, die elektromechanische Kopplung sowie die Rolle von Cal-
cium bei diesen Prozessen, so wie es dem momentanen Stand der Forschung entspricht.
Die gestrichelte Linie weist dabei auf kontrovers diskutierte Signalwege hin. BARK ent-
spricht der B-Adrenozeptorkinase; Gag;, a- Untereinheit des stimulierenden/inhibierenden
G-Proteins; PKA, cAMP-abhangige Proteinkinase; PP1/2A/2B, Proteinphospha-
tase1/2A/2B; PPI-1, Proteinphosphatase Inhibitor-1; PLB, Phospholamban; SR, Sarko-
plasmatisches  Retikulum; SERCA 2a, SR-Calcium-ATPase; CaMK Il, Cal-
cium/Calmodulin-abhangige Kinase II; RyR, Ryanodin Rezeptor; PKC, Calciumabhangige
Proteinkinase; DAG, Diacylglyzerin; Tnl/C, Troponinl/C; NCX Natrium-Calcium Aus-
tauscher; P, Phosphorylierung an der angegebenen Aminosaure. Ubersichten dazu bei
[54; 108; 199; 134; 195; 221; 19; 20; 160; 201; 153; 159; 208; 30; 73; 140; 238; 250]
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5 Zusammenfassung

Hintergrund: Die funktionelle Anpassung der Herzleistung an den peripheren Bedarf wird
im Wesentlichen durch den Sympathikus gewahrleistet. Die sympathischen Transmitter
Noradrenalin und Adrenalin (Katecholamine) aktivieren Uber B-Adrenozeptoren intra-
zelluldre Signalkaskaden, die Uber Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen zu
Funktionsveranderungen von regulatorischen Phosphoproteinen fihren und damit die ver-
schiedenen physiologischen Effekte begriinden. Der Phosphorylierungszustand wichtiger
Phosphoproteine kann Uber eine Aktivierung der entsprechenden Kinase oder eine
Hemmung der entsprechenden Phosphatase erhéht werden. Letztere werden vor-
nehmlich durch inhibitorische Proteine reguliert. Der Proteinphosphatase Inhibitor-1
(PPI-1) ist ein solches Phosphatase-Regulatorprotein und hemmt ausschlieBlich nach
Phosphorylierung durch die cAMP-abhangige Proteinkinase (PKA) sehr potent die kardial
vorherrschenden Typ 1 Proteinphosphatasen (PP1). PPI-1 ist aus Herzkreislauf-physio-
logischer Sicht besonders interessant, da Uber dieses Protein Katecholamine am Herzen
nicht nur Gber die bekannte Aktivitatssteigerung der PKA, sondern auch durch eine
Hemmung der PP1 wirken kénnten. PPI-1 kdénnte so ein positives Rickkopplungselement

der B-adrenergen Signalkaskade darstellen.

Zu Beginn dieser Arbeit waren weder die prinzipielle Rolle noch die Auswirkungen einer
veranderten Expression von PPI-1 im Herzen bekannt. Ziel dieser Arbeit war es zu unter-
suchen, ob die Uberexpression von PPI-1 in Herzmuskelzellen tatséchlich zu einer er-
héhten Sensitivitdt gegenlber Katecholaminen fuhrt und ob dies mit einer gesteigerten

Phosphorylierung von kardialen Regulatorproteinen einhergeht.

Methoden: Als Modelle dienten der adenoviraler Gentransfer von Wildtyp PPI-1 mit und
ohne bicistronischer EGFP-Koexpression (AdEGFP/PPI-1 und AdPPI-1) in (1) Monolayer-
kulturen von Kardiomyozyten neonataler Ratten (KMNR) fur die Untersuchung von bio-
chemischen Parametern (radioaktive Phosphatase-Enzymassays mit und ohne rekombi-
nantem PPI-1 Protein, cAMP-Immunoassays, Zellimmunfluoreszenzfarbungen und
Western Blots mit phosphospezifischen Antikdrpern) und/oder (2) rekonstituiertem Herz-
muskelgewebe aus KMNR (engineered heart tissue, EHT) flr die Untersuchung der Kon-
traktionsparameter (Kontraktionskraft, Kontraktionskinetik). Als Kontrollen dienten (1)
nicht-infizierte, (2) ,nur-EGFP“ (AdEGFP) und/oder (3) ,nur LacZ* (AdLacZ) Gberexprimie-
rende KMNR bzw. EHTs. Wahrend AdEGFP/PPI-1, AEGFP und AdLacZ bereits gener-
iert und hier nur vermehrt und aufgereinigt wurden, wurde AdPPI-1 im Rahmen dieser

Arbeit neu generiert.
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Ergebnisse: Zunachst wurde der adenovirale Gentransfer in EHTs mit Hilfe der EGFP-
Epifluoreszenz und der konfokalen Lasermikroskopie erstmalig etabliert. Als optimale Be-
dingungen erwies sich die Infektion an Tag 10-12 nach Herstellung der EHTs mit einer
Viruspartikelzahl/Zelle von 50-100 fir 24-48 h. In diesem Modell wurden folgende Haupt-

ergebnisse erzielt:

Die Virusinfektion und/oder die EGFP-Uberexpression per se zeigten einen deutlichen
kontraktilitdtsmindernden Effekt (-33 bis -48%) im Vergleich zu nicht-infizierten EHTSs.

PPI-1 Uberexprimierende EHTs (AdEGFP/PPI-1) zeigten eine gesteigerte Sensitivitat ge-
genluber dem positiv inotropen Effekt von Isoprenalin (3,1-fach vs. uninfizierte Kontrollen
und 1,5-fach vs. ADEGFP-infizierte EHTSs).

In dem Modell der klassischen Monolayerkultur wurden folgende Hauptergebnisse erzielt:

PPI-1 Uberexprimierende KMNR zeigten eine erhohte PKA-vermittelte Phosphorylierung
von Phospholamban, einem zentralen Regulator des Calciumstoffwechsels in Herz-
muskelzellen, an Serin'® verglichen mit uninfizierten (+15 bzw. +77%) und kontroll-
infizierten (+3 bzw. +38%) KMNR.

Der cAMP-erhéhende Effekt von Isoprenalin war in PPI-1 Uberexprimierenden KMNR nie-
driger als in uninfizierten (-22%) und kontroll-infizierten (-26%) KMNR.

Schlussfolgerungen: Zusammengenommen zeigen diese Daten, dass (1) EGFP-kodier-
ende adenovirale Konstrukte per se die kontraktile Funktion in Herzmuskelzellen stark be-
eintrachtigen und (2) die Uberexpression von PPI-1 zu einer Supersensitivitat gegenlber
Katecholaminen fuhrt und dies eine vermehrte Phosphorylierung von Phospholamban ein-
schlieRt. Die niedrigere cAMP-Konzentration nach PPI-1 Uberexpression deutet auf kom-
pensatorische Mechanismen oberhalb der PKA hin. Diese Daten stellen ein starkes Argu-
ment flr die Hypothese dar, dass PPI-1 in der Tat ein positives Rickkopplungselement

des B-adrenergen Signalwegs im Herzen darstellt.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

Fur Sl-Einheiten wurden die international gliltigen Abklrzungen verwendet.

Aminosauren:

I @ m m O O >»

< s < 4w ®xO T zZz=Z - X

“C

Abb.

AC

AdJEGFP

AdEGFP-EHT
AdJEGFP-PPI-1
AdJEGFP-PPI-1 1.5, 1350)

Ala Alanin

Cys Cystein

Asp Aspartat, Asparaginsaure
Glu Glutamat, Glutaminsaure
Phe Phenylalanin

Gly Glycin

His Histidin

lle Isoleucin

Lys Lysin

Leu Leucin

Met Methionin

Asn Asparagin

Pro Prolin

Gin Glutamin

Arg Argingin

Ser Serin

Thr Threonin

Val Valin

Trp Tryptophan

Tyr Tyrosin

radioaktives Isotop des Kohlenstoffs

Abbildung

Adenylylcyclase

EGFP kodierender rekombinanter Adenovirus

AdEGFP infiziertes EHT

EGFP und PPI-1 kodierender rekombinanter Adenovirus

trunkiertes, konstitutiv aktives PPI-1 kodierender rekombinanter
Adenovirus
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AdLacZ B-Galactose kodierender rekombinanter Adenovirus

AdPPI-1 PPI-1 kodierender rekombinanter Adenovirus

AKAP A-Kinase (PKA) ankernde Proteine

ANP atriales natriuretisches Peptid

AR Adrenozeptor

ATP Adenosintriphosphat

BAV biologisch aktive Viren

b Basenpaare

B-ARK B-Adrenozeptorkinase

BrdU 5-Brom-2’-deoxyuridin

BSA Rinderserumalbumin

bzw. beziehungsweise

CaMK calcium-calmodulinabhangige Proteinkinase

cAMP Zyklisches Adenosin-3'-5'-Monophosphat

CBFHH calcium- und bicarbonatfreier Hanks Puffer mit HEPES

CdK cyclinabhangige Kinase

cDNA copy-Desoxyribonukleinsaure

CMV Zytomegalievirus

CREB cAMP responsive binding element

CSQ Calsequestrin

dNTP Desoxyribonukleotid-5'-triphosphat

Da Dalton

DAG Diacylglycerol

DARPP-32 Dopamin- und cAMP-reguliertes Phosphoprotein mit einem
Molekulargewicht von 32 kDa

DEPC Diethylpyrocarbonat

Dephospho-PPI-1 unphosphoryliertes PPI-1

DMEM Dulbeccos Minimal Essential Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleinsaure

DTT DL-Dithiothreitol

E1-4 Early Genes 1-4 des Adenoviruses

EBSS Earle’s based salt solution
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ECso

g (bei der Zentrifugation)
GFP
Gwm

G-Protein
GTP

h

HEK 293
HEPES
IBMX
ICs0

Iso
JNK
Kap.
kb
Kca
Ko
kDa
Kk

halbmaximale Effektorkonzentration (Plasmakonzentra-
tion/AUC, die benétigt wird um 50% des maximalen Effekts in
vivo zu erreichen)

Ethylendiamintetraessigsaure

enhanced (verstarkt) grin fluoreszierendes Protein
Ethylenglykoltetraessigsaure

engineered heart tissue, rekonstituiertes Herzgewebe
extrazellular regulierte Kinase

fetales Kalberserum

PLC-stimulierendes G-Protein

inhibitorsiches G-Protein

stimulierendes G-Protein

Erdbeschleunigung

grun flureszierendes Protein

lokalisierende Untereinheit, die PP1 im Sarkoplasmatischen
Retikulum an die transmembrandre Doméane von
Phospholamban, in der quergestreiften Muskulatur an Glykogen
bindet

GTP-bindendes Protein

Guanosin-5'-triphosphat

Stunde

E1 transformierte menschliche embryonale Nierenzellen
(2-Hydroxyethyl)piperazin-N-(2-ethansulfonsaure)
3-Isobutyl-1-methylxanthin

Inhibitorkonzentration, die bendtigt wird, um eine 50%ige
Minderung der Reaktionsrate hervorzurufen.

Isoprenalin

c-jun N-terminale Kinase
Kapitel

Kilobasenpaare
Calciumstrom
Dissoziationskonstante
Kilodalton

Kaliumstrom
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Km Substratonzentration, die bendtigt wird 50% der maximalen
Aktivierung zu erreichen (Michaeliskonstante).

KM Kardiomyozyt

KMNR Kardiomyozyt neugeborener Ratten
KMNR Kardiomyozyten neugeborener Ratten
KWK Konzentrations-Wirkungs-Kurve

LB Luria Broth

LSM Laser Scanning Mikroskop, Axiovert Zeiss
LTD Langzeitdepression

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase

MCS Multi Cloning Site

MEM Minimal Essential Medium

MEK = MAPKK, Mitogen-aktivierte Proteinkinase Kinase
MEK2E Erk aktivierende MEK

MG Molekulargewicht

MCi Mikro-Curie

min Minute

mN milli-Newton

MOI Multiplizitat der Infektion, Infektionsstarke
mRNA messenger RNA

MW Mittelwert

MyBP-C Myosin-bindendes Protein C

n Anzahl der Proben

NCX Natrium-Calcium-Austauscher

NHE Natrium-Protonen-Austauscher

NKM Nichtkardiomyozytenmedium

ns. nicht signifikant

oD optische Dichte

p38 mitogen und Stress aktivierte Kinase p38
pAdEasy-1 Adenoviraler Karrier mit ringformiger DNA (Plasmid) und

Deletion der adenoviralen Gene E1 und E3 (Ad5dE13)

pAdTrack-CMV Vektorplasmid mit doppelter Expressionskassette (eine Multi
Cloning Site und eine mit EGFP)

pfu plaque forming units
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plngo

pSerin
pThreonin
P/S

PA

PBS

PCR

PKA

PKC

PLB

Phospho-PLB-Serin'®
Phospho-PLB-Threonin"
Phospho-Thr**-PPI-1

PP
PP1
PP2A
PP2B
PP2C
PPI-1
PPI-1(735p)

PPI-1(r3sa)

PPI1-1(1.65, T35D)

PS16
pSKAC
pT>*-PPI-1
PT17
RNA

rom

RT

Vektorplasmid mit einer Expressionskassette mit Multi Cloning
Site, ohne EGFP

phosphoryliertes Serin

phosphoryliertes Threonin

Penicillin und Streptomycin
Polyadenylierungssequenz
Phosphatgepufferte Kochsalzl6sung
Polymerase-Kettenreaktion

cAMP abhangige Proteinkinase
Proteinkinase C

Phospholamban

an Serin'® phosphoryliertes PLB

an Threonin'’ phosphoryliertes PLB

an Threonin®® phosphoryliertes PPI-1
Proteinphosphatase

Proteinphosphatase 1

spontan aktive Proteinphosphatase 2A
calciumabhangige Proteinphosphatase 2B
magnesiumabhangige Proteinphosphatase 2C
Proteinphosphatase Inhibitor-1

PPI-1, bei dem Threonin® durch Aspartat ersetzt ist, wodurch
es auch ohne Phosphorylierung aktiv ist

nicht phophorylierbares und dadurch nicht aktivierbares PPI-1,
bei dem Threonin® durch Alanin ersetzt ist

trunkiertes (Aminosauren -1-65), konstitutiv aktives PPI-1,
welches auch unphosphoryliert aktiv ist (T35D)

Antikdrper gegen Phosphoserin'® von Phospholamban
Vektor

an Threonin®® phosphoryliertes PPI-1

Antikérper gegen Phosphothreonin'” von Phospholamban
Ribonukleinsaure

Umdrehungen pro Minute

reverse Transkription
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RT-PCR

S

S.

SDS

SEM
SERCA 2A

SOC

SR
TAE
TBS
TBST
Tn
TnC
Tn
Tris
U/min
UPS
uv
Vektor

vgl.
Vs.
VSB
VPS
X-Gal

o/B-MHC

PCR mit reverser Transkriptase zur Umschreibung von RNA in
cDNA

Sekunde

siehe

Natriumdodecylsulfat
Standardfehler des Mittelwertes

kardiale Isoform der Calcium-ATPase des sarkoplamsatischen
Retikulums

Superoptimal Broth Medium, reichhaltiges Wachstumsmedium
flr Bakterien

Sarkoplasmatisches Retikulum
Tris-Azetat-EDTA
Tris-gepufferte Kochsalzlésung
TBS mit Tween 20

Troponin

Troponon C

Troponin |
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Umdrehungen pro Minute
Ubiquitin-Proteasom-System
Ultraviolett

DNA-Molekdil, das in einem Wirtsorganismus zur Replikation in
der Lage ist und aus dem man durch den Einbau eines fremden
Gens ein rekombinantes DNA-MolekUil konstruieren kann

Vergleiche

Versus

Virus Storage Buffer, Virusaufbewahrungspuffer
Viruspartikel pro Zelle

5-Brom-4-chlor-3-indolyl-3-D-galaktopyranosid,
Lactoseanalogon

Veranderung
adulte und fetale Isoform der schweren Kette von Myosin

Durchmesser
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9 Anhang

9.1 Chemikalien

Soweit nicht bereits im Text angegeben sind flir die Erstellung dieser Arbeit die

nachfolgend aufgefiihrten Substanzen verwendet worden. Alle Chemikalien wurden mit

dem hdchsten im Handel erhaltlichen Reinheitsgrad bezogen.

PCR und Seqgenzieranlyse
DNA Polymerase (AmpliTaqg Gold, 5 U/ul)
dNTP

DTT
Ethidiumbromid

Frist Strand Puffer (5x)

GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit

MgCl; (25 mM)

M-MLYV reverse Transkriptase
PCR Puffer Il (10x)
peqGOLD Universal-Agarose

peqGOLD 100 bp und 1 kb DNA-Leiter
Primer

Random Primer (p(dN)s
Sequenziermix

(Dynamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit)
DNA Agarose

Virusklonierung

Aqua ad iniectabilia

Agar
Alkalische Phosphatase

Applied Biosystems, Weiterstadt
Peqglab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Invitrogen, Karlsruhe
Amersham Biosiences GmbH,
Freiburg

Applied Biosystems, Weiterstadt
Invitrogen, Karlsruhe

Applied Biosystems, Weiterstadt
Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

MWG Biotech AG, Ebersberg bei
Minchen

Roche Diagnostics, Mannheim
Amersham Biosiences GmbH,
Freiburg

Biozym Diagnostik GmbH,
Hessisch Oldendorf

Baxter Deutschland GmbH,

Unterschleil3heim
BD Biosciences, Heidelberg
New England BioLabs, Frankfurt

am Main
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BJ5183

Bromphenolblau
DH10B

Elektroporationsklvette

Enzyme (BamH |, EcoR |, Eco0109 |, Hpa I,
Kpn I, Nde |, Pac |, Pme |, Xba I)
Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Glucose-Monohydrat

Glycerol

Glykogen

GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit
Hefe

Kanamycin (50 mg/ml)

KOH

Macherey Nagel Kit zur Plasmidisolierung
MgCl,

MgSO4

peqGOLD Universal-Agarose

peqGOLD 100 bp und 1 kb DNA-Leiter
Primer

Puffer 1-4

Rinderserumalbumin (BSA) 10x

DNA Agarose

Strategene, La Jolla, California,
USA

Sigma, Deisenhofen

Invitrogen, Karlsruhe

Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

New England BioLabs, Frankfurt
am Main

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Boehringer Ingelheim GmbH,
Ingelheim

Amersham Biosiences GmbH,
Freiburg

BD Biosciences, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Amersham Biosiences GmbH,
Freiburg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

MWG Biotech AG, Ebersberg bei
Minchen

New England BioLabs, Frankfurt
am Main

New England BioLabs, Frankfurt
am Main

Biozym Diagnostik GmbH,
Hessisch Oldendorf
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Silikondl

T4 DNA Ligase

T4 DNA Ligase Puffer (ATP) 10x
Tris Base

Trypton

Xylencyanol

Kultur von HEK 293-Zellen

Dulbeccos Minimal Essential Medium (DMEM)

fetales Kalberserum (FKS)
L-Glutamin
Lipofectamine™ 2000
Kollagen |

NasCitrat - (H.0),
optiMEM

PBS ohne Calcium und Magnesium 10x

P/S

Praparation hochtitriger Virussuspensionen

B-Mercaptoethanol
Chloroform

CsCl

Dimethylfomamid (DMF)
Formaldehyd

Glycerol

Igepal CA-630
Isoamylalkohol
Isopropanol

Ks[Fe(CN)]

K4[Fe(CN)e] - (H20)3
MgCl; - (H20)s
Natriumdesoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Applied Biosystems, Weiterstadt
New England BioLabs, Frankfurt
am Main

New England BioLabs, Frankfurt
am Main

AppliChem GmbH, Darmstadt
BD Biosciences, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Biochrom, Belin

Invitrogen, Karlsruhe
Biochrom, Berlin

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Upstate Group, Milton Keynes, GB
Merck KgaA, Darmstadt
Gibco, Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

Biochrom AG, Berlin

Biochrom, Berlin

Merck KgaA, Darmstadt
Merck KgaA, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Merck KgaA, Darmstadt
Merck KgaA, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck KgaA, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Merck KgaA, Darmstadt
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Phenol

Proteinase K

Rinderserumalbumin (BSA)
1,1,2-Trichlortrifluorethan (Uvasol®)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-HCI
X-Gal

Merck KgaA, Darmstadt
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

Merck KgaA, Darmstadt
Merck KgaA, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Zellpraparation, Herstellung und Kultur von EHTs und KM

[2-Hydroxyethyl]piperazin-N-[2-ethansulfonsaure]

(HEPES)

10 x Dulbeccos Minimal Essential Medium
(DMEM) Pulver

5-Brom-2’-deoxyuridin (BrdU)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

DNase Il, Typ V

Dulbeccos Minimal Essential Medium (DMEM)
FKS

flussiges Silikon

Gelatine

Glucose-Monohydrat

KCI

KH,PO,

L-Glutamin

MgSO,

Minimum Essential Medium — Earle (MEM)
Na;HPO,

NaCl

P/S

Pferdeserum

Trypanblau

Trypsin, certified crude 1:250

Kontraktionsexperimente

2,3-Butandionmonoxim (BDM)
CaC|2

Applichem, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Merck KgaA, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Biochrom, Berlin
Invitrogen, Karlsruhe
Dow Corning, Wiesbaden
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck KgaA, Darmstadt
Biochrom, Berlin

Merck KgaA, Darmstadt
Biochrom, Berlin

Merck KgaA, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Difco, Detroit, USA

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
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Formaldehyd-Lésung 37%
L-(+)-Ascorbinsaure
MgCl,

NaH,PO,

NaHCO3

Proteinmethoden

Acrylamid 4K Loésung 30 %
Ammoniumpersulfat (APS)

Aprotinin

B-Mercaptoethanol

Bradford-Reagenz

Bromphenolblau

DL-Dithiothreitol (DTT)

Glycerol

Glycin

Magermilchpulver

Methanol

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
NaF

Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween 20)
Ponceau S

Prestained Rainbow

Prestained Seablue

Prestained broad range, SDS-PAGE standard
Roti-Mark

Trichloressigsaure (TCA)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Triton-X 100

RNA-Methoden

Agarose
AmpliTag Gold DNA Polymerase

Chloroform

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck KgaA, Darmstadt
Merck KgaA, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Applichem, Darmstadt
Bio-Rad, Miinchen
Sigma, Taufkirchen
Merck KgaA, Darmstadt
Bio-Rad, Minchen
Sigma, Taufkirchen
Fluka, Steinheim

Roth, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Topfer, Dietmannsried
Applichem, Darmstadt
Merck KgaA, Darmstadt
Merck KgaA, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt

Fluka, Steinheim

Biozym, Hessisch Oldendorf

Applied Biosystems, Weiterstadt

Merck KgaA, Darmstadt
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Desoxyribonukleotid-5'-triphosphate (ANTPs)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Ethidiumbromid

Ficoll

Formamid

Isopropanol

Lachssperma-DNA

MgCl, (25 mM)

MOPS (Morpholinopropansulfonsaure)
Natriumcitratdihydrat
Polyvinylpyrrolidon

Reaktionspuffer (10x)

Xylencyanol

Phosphatase Assay

Ammoniumsulfat

Adenosintriphosphat (ATP)

B-Mercaptoethanol

CaCl,

y [**Phosphor] Adenosintriphosphat (ATP), 1 mCi
Koffein

MgCl,

Natriumazid

Phosphorylase b

Phosporylase Kinase

Proteinkinase A

Proteinphosphatase 1

Trichloressigsaure (TCA)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethanhydrochlorid
(Tris-HCL)

Rinderserumalbumin (BSA)

Immunhistochemie

Rinderserumalbumin (BSA)
Mowiol 4-88

Applied Biosystems, Weiterstadt
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Applied Biosystems, Weiterstadt
Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Applied Biosystems, Weiterstadt

Sigma, Taufkirchen

Merck KgaA, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck KgaA, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Hartmann Analytic, Braunschweig
Sigma, Deisenhofen
Merck KgaA, Darmstadt
Merck KgaA, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt

Merck KgaA, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Taufkirchen
Calbiochem, Bad Soden
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Propidiumiodid
Paraformaldehyd

Allgemein verwendete Chemikalien

Aqua ad iniectabilia
Essigsaure

Ethanol vergallt

Ethanol p.a.

HCI 32 %

KCI

NaCl

Na,EDTA

NaOH
Natriumdodecylsulfat SDS

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Molecular Probes, Eugene, USA

Sigma, Taufkirchen

Baxter, Unterschleilheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck KgaA, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Merck KgaA, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
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9.2 Hilfsmittel und Gerate

Dehnapparatur

Dialysekasetten: Slide-A-Lyzer®10K MWCO

Dialyseschlauche
Elektrophoresekammern/blotkammern

(Mini Trans-Blot Cell)

Sub-Cell GT und Mini-Sub-Cell GT
Elektrophorese-Spannungsgerate (Power Pac 300)
Elektroporator

Elektroporationsklvette

Gel Doc 2000 Gel Documentation System

Glasschalen
Incucell 111, Inkubator

Heparinspritzen: Injekt-H

Kanulen

Kippwippe

Kolbenhubpipetten

Kuhlzentrifuge, Centrifuge 5417 R
Lasermikroskop LSM, Axiovert 100
MicroAmp optical tubes und caps

Neubauer-Zahlkammer

Nitrocellulosemembran, Protran®

Organbader

Eigenanfertigung, Werkstatt des
Instituts far Pharmakologie,
Universitat Erlangen

Pierce, Perbio Science
Deutschland GmbH, Bonn

Serva, Heidelberg

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Mlnchen

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Minchen

Peqglab Biotechnologie =~ GmbH,
Erlangen

Bio-Rad Laboratories @ GmbH,
Munchen

Roth, Karlsruhe

MMM Group, Planegg

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen

Microlance™, BD Medical
Pharmaceutical Systems, Le Pont-
De-Claix, Frankreich

Desaga SM1, Sarstedt,
Numbrecht

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Carl Zeiss, Jena

Applied Biosystems, Weiterstadt
Glaswarenfabrik Karl Hecht KG
"Assistent", Sondheim/Rhon
Schleicher & Schiill, Dassel
Eigenanfertigung, Werkstatt des
Instituts flr Pharmakologie, UKE
Hamburg
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DNA Thermal Cycler
Photometer (Smart Spec 3000)
Pipetten

Pipettierhilfen (Easypet)

Politron

Polyvinyliden-Difluorid-Membran (PVDF) Hybond ™-P

Quarzglaskiivetten
Reaktionsgefalle
Rollmischer (Assistent RM 5)

Schdttler im Incucell, Modell 305
Silikondocht

Sterilfilter

Szinitlationszahler, Beckmann LS 1801

Teflonscheiben

Teflonzylinder

Thermobldcke (Thermomixer compact)
Thermocycler (PE 9600)

Thermocycler (GeneAmp® PCR System 9700)
Ultrazentrifuge L7-65

USF Reinstwassersystem

Vortexer (Vortex-Genie 2)

Wasserbader (C20 CS)
Zellkulturschalen

Falcon Zellkulturschalen
Zellkulturschranke (IG 150)
Zellsieb

Zellschaber

Zentrifuge 5810 R

PerkinElmer, Wellesley, USA
Bio-Rad, Mlnchen

Sarstedt, Nimbrecht

Eppendorf, Hamburg

Kinematica, Luzern, Schweiz
Amersham Biosciences, Freiburg
Hellma, Mihlheim

Sarstedt, Nimbrecht
Glaswarenfabrik Karl Hecht KG
"Assistent", Sondheim/Rhon

GFL, Burgwedel

Roth, Karlsruhe

Sarstedt, NiUmbrecht

Beckman Coulter, Krefeld
Eigenanfertigung, Werkstatt des
Instituts far Pharmakologie,
Universitat Erlangen
Eigenanfertigung, Werkstatt des
Instituts far Pharmakologie,
Universitat Erlangen

Eppendorf, Hamburg

Perkin Elmer LAS GmbH, Rodgau-
Jigesheim

Applied Biosystems, Weiterstadt
Beckman Coulter, Krefeld

USF Deutschland, Ransbach-
Baumbach

Scientific  Industries, Bohemia,
USA

Lauda, Lauda-Konigshofen
Corning, Acton, USA

BD Biosciences, Heidelberg
Jouan, Unterhaching

Zefa Laborcenter, Miinchen
Sarstedt, Nimbrecht

Eppendorf, Hamburg
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Zentrifuge 5415 D Eppendorf, Hamburg

Zentrifugenréhrchen Sarstedt, Nimbrecht
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9.3 Ergebnistabellen

Zu Abb. 3.13: AEGFP/PPI-1 Virustitration und deren densitometrische Auswertung.

MOI 0,25 0,5 0,67

0,75

1 1,34

2 2,68

PPI-1 | 0,008 | 0,058 | 0,247

0,429

0,638 | 1,015

1,172 | 0,940

Zu Abb. 3.15: Zeitabhangige PPI-1

Auswertung.
h 6 12 24 48
PPI-1 | 0,015 | 0,519 | 1,515 | 2,675

Zu Abb. 3.20 A: PP-Aktivitat aufsteigender Konzentrationen rekombinanter PP1.

Uberexpression und deren densitometrische

c(PP1) [pg]

0,000062

0,000125

0,000250

0,0005 0,0025

PP-Aktivitat [DPM]

81,5

379

3131,000

2754,5 13682

Zu Abb. 3.20 B: PP-Aktivitat rekombinanter PP1 unter aufsteigenden Konzentrationen

von PPI-1 und Phosphothreonin®*-PPI-1 (pT35-PPI-1) in Zelllysaten von KMNR.

c(PPI-1 bzw. PPI-1 Phosphothreonin®*-PPI-1
pT*°-PPI-1) [ug] MW SEM n MW SEM n
0,005 4857 114,7 2 4857 114,7 2
0,05 4806 45,6 2 4372 172,5 2
0,5 4577 25,1 2 4366 348,9 2
5 4591 74,3 2 4509 5641 2
50 4292 43,4 2 1820 282,1 2
500 2962 106,8 2 203 184,4 2
2500 1523 262.,6 2 -58 59,4 2

Zu Abb. 3.21: Kumulative Aktivitat der PP1 und 2A.

basal mit Isoprenalinstimulation 1 nM
MW SEM n MW SEM n
Kontrolle 0,82 0,05 10 0,81 0,05 10
AdJEGFP 1,06 0,05 10 1,07 0,06 10
AdJEGFP/PPI-1 1,50 0,06 10 1,51 0,08 10
AJEGFP/PPI-1(-1-65,T35D) 0,91 0,09 10 0,90 0,08 10
AdLacZ 0,71 0,01 3 0,81 0,05 2
AdPPI-1 1,10 0,08 3 1,16 0,05 3

Zu Abb. 3.22: PP-Aktivitat in unbehandeleten KMNR ohne und nach PKA-Stimulation.

PP-Aktivitat
[DPM] Kontrolle | mit PKA
4743 2597
4972 2698
MW | 4857 2648
SEM| 114,7 50,9
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Zu Abb. 3.23 A: Kontraktionskraft unter Calcium in mN

Kontrolle AJEGFP AJEGFP/PPI-1

ca’ [mmol] |MW /| SEM |[n | MW [SEM [ n | MW | SEM | n
0,2 0,67 | 0,05 |11]0,36 | 0,03 |16] 0,25 | 0,02 |14
0,4 1,06| 0,05 [11] 0,64 | 0,05 [16] 0,42 | 0,04 |14
0,8 1,24 | 0,06 [11]0,77 | 0,06 [16] 051 | 0,05 |14
1,2 1,32] 0,07 [11]0,81 | 0,07 [16] 054 | 0,05 |14
1,6 1,36 | 0,07 [11]0,84 | 0,07 [16] 055 | 0,06 |14

2 1,38] 0,08 [11] 0,85 | 0,07 [16] 0,56 | 0,06 |14
24 1,40| 0,08 [11] 0,86 | 0,08 |16 057 | 0,06 |14
2,8 1,42] 0,08 [11] 0,86 | 0,08 [16] 058 | 0,06 |14

Zu Abb. 3.23 B: Kontraktionskraft unter Isoprenalin in mN

Kontrolle AJEGFP AJEGFP/PPI-1

Isoprenalin [nM] | MW | SEM | n | MW | SEM | n | MW | SEM | n
0 0,51] 0,05 |[11]0,31] 0,02 [16]| 0,20 | 0,02 |14
0,1 0,54| 0,05 |11]0,33 | 0,02 |[16] 0,24 | 0,03 |14
0,3 0,58| 0,04 |11]/0,39 | 0,03 [16] 0,28 | 0,04 |14
1 0,67]| 0,03 |11 0,46 | 0,04 [16] 0,32 | 0,05 |14
3 0,76 0,03 |11/ 0,50 | 0,05 [16] 0,35 | 0,05 |14
10 0,85| 0,04 {11054 | 0,05 |16] 0,37 | 0,05 |14
30 0,90| 0,04 |11] 0,56 | 0,06 |16] 0,38 | 0,05 |14
100 0,93| 0,05 |11/ 0,58 | 0,06 |16] 0,39 | 0,06 |14
300 0,94]| 0,05 |11]0,58 | 0,06 |16] 0,39 | 0,06 |14
1000 0,95| 0,05 |11]0,58 | 0,06 16| 0,39 | 0,06 |14

Zu Abb. 3.23 C: Anderung der Kontraktionskraft unter Calcium in mN

Kontrolle AJEGFP AJEGFP/PPI-1
ca’ [mmol] |[MW /| SEM [ n | MW [SEM [ n | MW | SEM | n
0,2 0 o [11] o 0 |16] 0 0 |14
04 0,38 0,04 |[11]0,28 | 0,04 |16]0,17 | 0,03 |14
0,8 0,57 0,06 [11]0,41] 0,06 [16] 0,26 | 0,04 |14
1,2 0,64] 0,07 [11]045] 0,07 [16] 0,28 | 0,05 |14
1,6 0,68] 0,08 [11]0,48] 0,07 [16] 0,30 | 0,05 |14
2 0,71] 0,08 [11] 0,49 ] 0,07 [16] 0,31 ] 0,05 [ 14
2,4 0,73/ 0,08 [11] 0,50 | 0,08 [16] 0,32 | 0,05 |14
2,8 0,74| 0,09 |11] 0,50 | 0,08 |16] 0,32 | 0,05 | 14

Zu Abb. 3.23 D: Anderung der Kontraktionskraft unter Isoprenalin in mN

Kontrolle AdJEGFP AdJEGFP/PPI-1

Isoprenalin [p[M] | MW | SEM | n | MW | SEM | n | MW | SEM | n
0 0 0 1] 0 0 16| O 0 14
0,1 0,02| 0,01 |11]0,02 | 0,01 |16| 0,04 | 0,01 |14
0,3 0,06| 0,01 |11/ 0,07 | 0,01 |16] 0,09 | 0,02 |14
1 0,16 0,02 |11/ 0,14 | 0,03 |16] 0,13 | 0,03 |14
3 0,28| 0,03 |11/ 0,19 | 0,03 |16] 0,15 | 0,03 |14
10 0,38| 0,04 |11 0,22 | 0,04 |16] 0,17 | 0,03 |14
30 0,44] 0,04 |11/ 0,25 | 0,05 |[16] 0,18 | 0,04 |14
100 0,47] 0,05 |11] 0,27 | 0,05 |[16] 0,19 | 0,04 |14
300 0,49| 0,05 |11] 0,27 | 0,05 |[16] 0,19 | 0,04 |14
1000 0,50] 0,05 |11]0,26 | 0,05 [16| 0,20 | 0,04 |14
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Zu Abb. 3.24: Basale (0,2 mmol Calcium) Kontraktionskraft in mN

Kontrolle AJEGFP AJEGFP/PPI-1
ca’ [mmol] |MW /| SEM |[n | MW [SEM [ n | MW | SEM | n
0,2 0,67 | 0,05 |11]0,36 | 0,03 |16 0,25 | 0,02 |14

Zu Abb. 3.25 A (Kontrollen): Anderung der Kontraktionskraft in Prozent vom Maximum
des Effekts unter Isoprenalin in mN

Anderung der Kraft in Prozent vom Maximum

Isoprenalin [nM] | A B C D E F L M N o P

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,1 9 7 1 3 0 0 13 5 5 7 15
0,3 9 7 10 | 17 0 8 20 | 10 | 16 | 34 | 42
1 26 | 24 | 32 | 43 4 31 | 55 | 35 | 32 | 66 | 58
3 46 | 46 | 59 | 65 | 27 | 57 | 74 | 55 | 53 | 83 | 73
10 66 | 65 | 85 | 83 | 62 | 79 | 84 | 65 | 74 | 93 | 88
30 81 | 78 | 92 | 92 | 73 | 90 | 95 | 85 | 89 | 100 | 96
100 94 | 87 | 96 | 97 | 88 | 97 | 97 | 95 | 100 | 100 | 100
300 97 [ 100 | 99 | 100 | 96 | 98 | 97 | 95 | 100 | 100 | 100
1000 100| 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

Zu Abb. 3.25 B (AdEGFP): Anderung der Kontraktionskraft in Prozent vom Maximum des
Effekts unter Isoprenalin in mN

Anderung der Kraft in Prozent vom Maximum
Isoprenalin
[nM] A B C D E F G H I J K L M N 0o P
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,1 5 6 |12 ]| 6 2 11 1 0 |17 |10 ] O |20 | 8 | 25| 16 | 15
0,3 30 | 29 | 35 |29 |16 | 29 | 21 0 | 33|20 | 8 |27 | 44 | 33 | 32| 38
1 55 | 62 | 59 | 47 | 43 | 53 | 56 | 38 | 50 | 70 | 15 | 33 | 60 | 67 | 58 | 62
3 60 | 76 | 71 | 59 | 68 | 72 | 59 | 50 | 67 | 90 | 77 | 67 | 76 | 83 | 79 | 73
10 80 | 88 | 88 | 71 |84 |89 | 71 |75 |83 |90 |8 |73 |84 |83 |89 |85
30 85 | 94 | 94 | 94 | 91 | 96 | 76 | 88 |100| 90 | 92 | 87 | 100|100 | 95 | 92
100 95 | 97 | 97 | 94 | 98 | 97 | 100 | 88 | 100 | 90 | 92 | 93 | 100 | 100 | 100 | 100
300 95 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 92 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
1000 100 | 100 | 100 | 94 | 100 | 100 | 84 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
Zu Abb. 3.25 C (AJEGFP/PPI-1): Anderung der Kontraktionskraft in Prozent vom
Maximum des Effekts unter Isoprenalin in mN
Anderung der Kraft in Prozent vom Maximum
Isoprenalin [nM] | A B C D E F G H | J K L M N
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,1 13 11 [ 21 | 29 | 55 0 18 0 [ 40 | 24 | 10 0 62 0
0,3 45 | 47 | 38 | 43 | 64 | 67 | 27 0 60 | 41 | 30 | 33 | 69 | 28
1 71| 68 | 64 | 57 | 82 | 75 | 45 | 13 | 80 | 65 | 30 | 56 | 83 | 56
3 89 | 76 | 75 | 71 | 82 | 83 | 55 | 50 | 80 | 88 | 80 | 78 | 86 | 67
10 95 | 87 | 83 | 86 | 82 | 83 | 91 | 75 | 80 | 88 | 90 | 89 | 93 | %4
30 100 89 | 92 | 100 | 82 | 92 | 91 | 88 | 100 | 94 | 90 | 100 | 93 | 94
100 100 97 | 94 | 100 | 91 | 100 | 91 | 88 | 100 | 94 | 100 | 100 | 97 | 100
300 100| 100 | 96 | 100 | 100 | 100 | 91 | 88 | 100 | 94 | 100 | 100 | 100 | 100
1000 100| 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
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Zu Abb. 3.26 A: Anderung der Kontraktionskraft in Prozent vom Maximum des Effekts

unter Isoprenalin in mN
Kontrolle AdEGFP AJEGFP/PPI-1
Isoprenalin [nM] |[MW | SEM | n | MW | SEM [ n | MW | SEM | n
0 0 0 [11] 0 0 [16] © 0 |14
0,1 6 | 1,561 [11] 10 | 1,87 |16] 20 | 5,39 |14
0,3 17 | 395 [11| 27 | 2,83 |16] 42 | 502 |14
1 37 | 530 |11]| 52 | 3,48 |16| 60 | 5,38 |14
3 58 | 4,69 |11]| 70 | 2,56 |16| 76 | 3,15 |14
10 77 | 3,31 |[11] 82 | 165 |16| 87 | 1,54 |14
30 88 | 247 [11] 92 | 1,54 |16]| 93 | 1,45 |14
100 96 | 1,32 [11] 96 | 0,99 |16 97 | 1,15 [14
300 98 | 0,54 [11] 99 | 0,56 |16 98 | 1,09 |14
1000 100 0 |11] 99 | 1,05 |16/ 100 | O |14

Zu Abb. 3.26 B: Logarythmisierte Werte der halbmaximale Effektorkonzentration (ECs)

von Isoprenalin

Kontrolle AdJEGFP AJEGFP/PPI-1
MW |SEM|n | MW |SEM | n | MW | SEM | n
-8,68 | 0,11 [11|-8,98 | 0,05 |16 -9,27 | 0,11 | 14

Zu Abb. 3.28: Relaxationszeit unter Isoprenalin in ms

Kontrolle AdEGFP AdJEGFP/PPI-1
Isoprenalin [nM] MW SEM |n MW SEM | n MW SEM |n
0 107,71 4,08 |7| 117,82 6,74 | 1 120,67 11,93 |6
0,1 108,00 2,76 |7 117,00 6,60 |12 124,33 14,49 |6
0,3 105,43 364 |7| 110,50 6,92 | 12 110,67 7,77 6
1 90,86 3,20 |7| 102,00 7,18 |12 105,67 9,98 6
3 78,00 205 |7 93,50 5,71 12 101,00 9,52 6
10 75,14 209 |7 90,83 502 |12 98,33 917 |6
30 75,14 226 |7 90,50 4,37 |12 98,33 9,88 |6
100 76,57 1,89 |7 91,00 4,00 |12 99,67 770 |6
300 78,29 2,02 |7 91,67 3,85 |12 104,33 9,33 6
1000 77,71 216 |7 91,67 423 |12 96,33 4,01 6
Zu Abb. 3.29: Phospholamban-Serin'® Phosphorylierung unter
Isoprenalinkonzentrationen
Kontrolle AJEGFP AdEGFP/PPI-1
Isoprenalin [pM] | MW | SEM |[n| MW | SEM |n| MW | SEM |n
0,001 0,311 0,02 {3]0,29 | 0,07 |3|/044 | 0,10 |3
0,01 0,7410,21 {3] 0,75 | 0,15 |3/ 0,57 | 0,12 |3
0,1 1,321 0,32 13/ 090 | 0,21 |3|158|0,16 |3
1 1,191 0,29 131 1,24 | 0,08 3| 1,41 | 0,24 |3
10 1,42 0,28 131,10 | 0,05 |3]| 1,32 | 0,29 |3
100 1,05 0,18 |3 147 | 041 |3| 1,40 | 0,12 |3

aufsteigenden

Zu Abb. 3.30 C: Phospholamban-Serin'® Phosphorylierung ohne Isoprenalinstimulation

Kontrolle AJEGFP AJEGFP/PPI-1 AdEGFP/
PPI-1.1-65,135D)
MW [SEM | n | MW [SEM | n | MW [SEM | n | Mw | SEM |n
0,46 | 0,06 |10|0,89 (0,08 11|0,84 0,06 11| 0,94 | 0,06 |4
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Zu Abb. 3.30 D: Phospholamban-Serin'® Phosphorylierung nach 1 nM lIsoprenalin-
stimulation

Kontrolle AJEGFP AJEGFP/PPI-1 AdEGFP/
PPI-1(1-65135D)
MW [SEM | n | Mw [SEM| n | Mw [SEM | n | Mw | SEM |n
0,84 10,07 [10/0,94]0,05[11]0,97 [ 0,05 [11] 1,19 | 0,05 |4

Zu Abb. 3.31 C: Phospholamban-Serin'® Phosphorylierung ohne Isoprenalinstimulation

Kontrolle AdLacZ AdPPI-1
MW | SEM |n| MW | SEM |n| MW | SEM |n
0,22 | 0,22 |2] 0,23 | 0,06 3| 0,55 | 0,09 |3

Zu Abb. 3.31 D: Phospholamban-Serin'® Phosphorylierung nach 1 nM lIsoprenalin-

stimulation

Kontrolle AdLacZ AdPPI-1
MW | SEM [n| MW | SEM [n| MW | SEM |n
0,39 | 0,023 050 | 0,19]|3] 0,69 | 0,16|3
Zu Abb. 3.33 C: p38-Phosphorylierung unter 1 nM Isoprenalinstimulation
Kontrolle AdEGFP AJEGFP/PPI-1
MW | SEM |[n| MW | SEM [n| MW | SEM |n
0,55 10,21 13| 0,26 | 0,09 |[3] 0,55 | 0,10 |3
Kontrolle AdLacZ AdPPI-1
MW | SEM [n| MW | SEM [n| MW | SEM |n
0,61 0,16 (410,84 | 017 4| 1,42 | 0,35 |4
Zu Abb. 3.34 C: Gehalt an stimulierendem G-Protein (Gs)
Kontrolle AdJEGFP
MW | SEM [n| MW | SEM |n
4,09 | 1,04 |4] 5,37 | 047 |4
Zu Abb. 3.34 D: Gehalt an inhibierendem G-Protein (G))
Kontrolle AdEGFP
MW | SEM |n| MW | SEM |n
1,80 | 0,14 |41 192 | 0,23 |4
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Zu Abb. 3.35: cAMP-Akkumulation in KMNR normiert auf die Kontrollen einer Serie

Basal
Kontrolle AdJEGFP AdJEGFP/PPI-1
MW | SEM [n| MW | SEM |n| MW | SEM |n
0,7 0,2 (7| 0,8 0,2 |7| 0,7 0,2 |7

Isoprenalin 10 uM
Kontrolle AdJEGFP AdJEGFP/PPI-1
MW | SEM |[n| MW | SEM |n| MW | SEM |n
722 | 1107|761 | 75 |7/56,3 | 79 |7

Forskolin 15 uM

Kontrolle AJEGFP AdJEGFP/PPI-1
MW | SEM [n| MW | SEM [n| MW | SEM |n
100,0| 8,3 |7]933 | 46 |7 794 | 112 |7

Zu Abb. 3.37: Zellflache der KMNR in um?

Kontrolle AJEGFP AJEGFP/PPI-1 AdLacZ AdPPI-1
MW |SEM|n | MW |[SEM|n | MW |SEM|n | MW |SEM|n | MW |SEM| n
4528 | 175 |64 | 3804 | 310 |24 | 3627 | 296 |24 | 4547 | 417 12114884 | 313 |23

Zu Abb. 3.38 A: Proteinkonzentration der KMNR in Prozent vom Mittelwert der Kontrollen

Kontrolle AJEGFP AJEGFP/PPI-1 AdEGFP/ AdLacZ AdPPI-1
PPI-1(1-65135D)

MW | SEM |n | MW | SEM | n |MW | SEM | n |[MW | SEM | n | MW | SEM |n| MW | SEM

100 | 3,5 |20]105| 6,5 |20 113 ]| 4,5 |20 118 | 5,0 |20| 146 | 14,3 |5] 132 | 11,6

Zu Abb. 3.38 B: RNA-Konzentration der KMNR in pg/pl

Kontrolle AJEGFP AdEGFP/PPI-1 AdLacZ AdPPI-1
MW |SEM|n | MW |[SEM | n | MW | SEM |n| MW |SEM | n | MW | SEM | n
0,5210,0310]0,73 0,03 10| 0,66 | 0,04 |[9]0,53|0,02 10| 0,57 | 0,02 | 10




Danksagung 154

10 Danksagung
Ich danke

Herrn Prof. Dr. med. Thomas Eschenhagen fiir die Uberlassung der sehr interessanten
und methodisch ausserordentlich vielseitigen Aufgabenstellung sowie fur die fachkundige

und geduldige Unterstutzung und Forderung,

ganz besonders Herrn Dr. med. Ali EI-Armouche fiir die ausgesprochen herzliche und
umfassende Betreuung wahrend der experimentellen Arbeiten und die unerschopfliche

Geduld und Motivation wahrend der Zeit danach,

Herrn Dr. med. Oliver Zolk fur seine fachkundigen Ratschlage, wann immer ich sie
brauchte, Herrn Dr. med. Thomas Rau fir die Weitergabe von theoretischen und
statistischen Grundlagen, Herrn Prof. Dr. med. Wolfram Zimmermann fur Tips und Tricks
um EHTSs,

Herrn Prof. Dr. med. J. Neumann und Herrn Prof. Dr. med. W. Schmitz fur die Méglichkeit
in Threm Labor zu hospitieren, Herrn PD Dr. rer. nat. Peter Boknik fir die praktische
Unterweisung in der radioaktiven Bestimmung der Phosphataseaktivitdt, Frau Dr. med.
vet. Nicole Briichert fiir die breitwillige und liebevolle Unterstiitzung dabei, ihr und Herrn

Dr. rer. nat. Felix Balzer fur die herzliche Aufnahme in Minster,

Herrn Torsten Pamminger fiir die schénen, wenn auch nicht immer einfachen Zeiten im

Labor und im Examen, ich denke wir haben beide sehr viel gelernt,

Herrn Dr. rer. nat. Felix Minzel und Frau Dr. rer. nat. Ulrike Mihlhauser fir die emotionale
Unterstitzung und die anregenden Diskussionen Uber naturwissenschaftliche

Arbeitsweise,

Herrn Ingo Schubert fir die umfangreiche labortechnische Unterstitzung rund um die
Molekularbiologie, Frau Beate Endress fur die unermidliche Praparation von
Kardiomyozyten neugeborener Ratten, sowie auch Sabine Langer und Sven Engmann fir

Ilhre labortechnische Hilfe,

allen Mitarbeitern des Lehrstuhls fir Experimetelle und Klinische Pharmakologie und

Toxikologie in Erlangen und Hamburg

und schluf3endlich bedanke ich mich ganz herzlich und mit viel Liebe bei meiner Mutter -
Edith Ditz — die mich wahrend meiner gesamten Ausbildung groRzlgig finanziell

unterstutzt hat und mir dabei sehr viel Freiraum fur meine personliche Entwicklung liel3.



Lebenslauf

155

11 Lebenslauf

Name
Geburtsdatum
Eltern

Schulausbildung
1983-1985
1985-1987
1987-1996

Hochschulausbildung

1996-1997

1997-2004

04/1999
08/2000
05/2001-11/2002

04/2003
11/2004
12/2004

Berufstatigkeit
11/2005-03/2007

seit 04/2007

Diana Maria Ditz
23. April 1977
Edith und Franz Ditz

Grundschule Einweging
Grundschlule Kirchaitnach
Gymnasium Viechtach

Studium der Chemie an der Universitat Regensburg

Studium der Humanmedizin an der Friedrich-Alexander-Universitat
Erlangen

Physikum
Erstes Staatsexamen

Experimentelle Forschungsarbeit, die die Grundlage der
vorliegenden Arbeit bildet

Zweites Staatsexamen
Drittes Staatsexamen
Approbation

Assistenzarztin an der Universitatsklinik Leipzig A.6.R., Medizin-
ische Klinik I, Abteilung Hamatologie

Assistenzarztin an der Universitatsklinik Regensburg, Abteilung fur
Hamatologie und Onkologie



Lebenslauf 156

12 Erklarung

Ich versichere ausdricklich, dass ich die Arbeit selbststdndig und ohne fremde Hilfe
verfasst, andere als die von mir angegebenen Hifsmittel und Quellen nicht benutzt und die
aus den Werken wortlich oder inhaltlich enthommenen Stellen einzeln nach Ausgabe
(Auflage und Jahr des Erscheinens), Band und Seite des benutzten Werkes kenntlich
gemacht habe. Desweiteren habe ich die Dissertation bisher nicht einem Fachvertreter an
einer anderen Hochschule zur Prifung vorgelegt oder mich anderweitig um Zulassung zur

Promotion beworben.





