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Finleitung

1 Einleitung

Kalzium und seine Funktion bei der Signaliibertragung

Kalziumionen gehoéren neben Diacylglycerol, IP;, cAMP, ¢cGMP und NO zu den
wichtigsten sekundiren Botenstoffen der Signaliibertragung der Zellen (Ubersicht in
Clapham, 1995). Sie regulieren eine Vielzahl von wichtigen Zellfunktionen, z.B.
Muskel-kontraktionen, Ubertragung neuronaler Impulse, Sekretion verschiedener
Substanzen, Wachstums- und Differenzierungsprozesse und Apoptose. Damit diese
wichtigen zelluldren Prozesse ablaufen konnen, bedarf es einer genauen Steuerung der
intrazelluldren Kalziumkonzentration. Diese liegt im Ruhezustand der Zelle bei 10 —

100nM und kann nach Stimulation im Herzen auf Werte im uM-Bereich ansteigen.

Kalzium im Herzmuskel

Die Kontraktilitit des Herzmuskels wird durch die zytosolische Kalziumkonzentration
der Zellen gesteuert. Wiahrend der Depolarisationsphase der Zellen kommt es zu einem
Kalziumeinstrom, der ein Aktionspotential ausldst, das iiber elektrische Signale am
sarkoplasmatischen Retikulum den kontraktilen Apparat der Zelle aktiviert. Dabei
stromt Kalzium iiber spannungsabhingige L-Typ Ca’"-Kanile der depolarisierten
Plasmamembran ein. Diese lokale Erh6hung der zytosolischen Kalziumkonzentration
induziert die Offnung der Ryanodin-sensitiven Ca*-Kanile des als Kalziumspeicher
fungierenden sarkoplasmatischen Retikulums. Das nun ins Zytosol stromende Kalzium
fiihrt zur elektromechanischen Kopplung der Herzkontraktion. Dazu bindet Kalzium an
Troponin C, das 1iber eine Konformationsinderung des Troponin/Tropo-
myosinkomplex die Aktivierung des kontrakilen Apparat auslost.

Die freie zytosolische Kalziumkonzentration wird anschlieBend schnell auf niedrige
diastolische Werte durch Kalziumriickstrom in die Kalziumspeicher und den
Extrazelluldirraum gebracht. Dazu stehen folgende Systeme zur Verfiigung: die
Kalziumpumpe des sarkoplasmatischen Retikulums, der Na'/Ca*'-Austauscher der
Plasmamembran, der Na'/Ca®"-Austauscher der Mitochondrien und die Calmodulin-

abhingige Kalzium-ATPase der Plasmamembran.
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Im gesunden Myokard wird die bei der Depolarisation freigesetzte Menge an
zytosolischem Kalzium vor jedem neuen Kontraktionszyklus wieder vollstindig in den
Extrazellulirraum bzw. die Kalziumspeicher transportiert. Jede Stérung dieses
Kalziumgleichgewichtes hat eine Verdnderung der kontraktilen Eigenschaften des
Myokards zur Folge. Bei der Herzhypertrophie z.B. ist die Kalziumhomdostase
signifikant verdndert (Dhalla et al., 1996). Im chronisch iiberlasteten und insuffizienten
Myokard ist eine Dysregulation des Kalziumgleichgewichtes in der Herzmuskelzelle,
die auch mit einer erhohten Arrhythmieanfilligkeit assoziiert sein kann, ein
wesentlicher Faktor fiir eine systolische und diastolische Funktionsstorung.
Verschiedene Arbeitsgruppen haben bereits Verdnderungen in der Expression der Ca"-
ATPase des Sarkoplasmatischen Retikulums, des Ryanodin-Rezeptors, der Plasma-
membran Ca’-ATPase und des Na'/Ca®'-Austauscher beschrieben (siche Ubersicht

Dhalla et al., 1996). Die genauen Mechanismen sind allerdings noch unklar.

Zusétzlich zur Signalfunktion von Kalzium bei der elektromechanischen Kopplung gibt
es Hinweise auf eine Rolle von Kalzium bei der Wachstums- und
Differenzierungsregulation von Kardiomyozyten (Goldspink und Russell, 1994;

Hammes et al., 1998; Molkentin ef al., 1998)

Kalzium-Transportsyteme

a) Der Na'/Ca”"-Austauscher der Plasmamembran

Dieses Kationen-Transportsystem wurde erstmals von Caroni und Mitarbeitern
beschrieben (Caroni et al., 1980) und von der Arbeitsgruppe um Philipson kloniert
(Nicoll et al., 1990). Der Na'/Ca*'-Austauscher befindet sich hauptsichlich in
erregbarem Gewebe, wo er fiir das Kalziumgleichgewicht essentiell ist. Er transportiert

1 Ca®*- Ton gegen 3 Na'-Ionen aus dem Zytosol in den Extrazellularraum.

b) Die Ca*"-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums (SERCA)
Die Ca’"-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums wurde von Mac Lennan erstmals
aus dem Skelettmuskel von Kaninchen isoliert und kloniert (Mac Lennan et al., 1985).

Die SERCA ist Ca’’- und Mg*"-abhingig und spielt eine wichtige Rolle bei der
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Regulation der Muskelkontraktion. Im Ruhezustand reduziert das Enzym den
zytosolischen Kalziumspiegel, indem es das Kalzium ins Sarkoplasmatische Retikulum

pumpt.

¢) Die Plasmamembran-Ca*"-ATPase (PMCA)

Die Calmodulin-abhiingige Plasmamembran-Ca’"-ATPase wurde erstmals von
Schatzmann in Erythrozyten beschrieben (Schatzmann, 1966). Die PMCA ist fiir den
Kalziumtransport aus der Zelle verantwortlich. Das Enzym wird ubiquitér in allen
eukariontischen Zellen exprimiert und ist verantwortlich fiir die Ca*"-Homdostase der
Zelle. Es existieren verschiedene Isoformen des Enzyms, die auch in erregbaren Zellen
wie Neuronen und Myozyten zu finden sind. Auf die Plasmamembran-Ca*"-ATPase

wird ndher im nichsten Abschnitt der Einleitung eingegangen.

PMCA
Ca® Ca” ca*

Kemn ATP ADP

Na'Ca™-X L-Typ-Kanal

Abbildung 1: Uberblick iiber die Ca2+-Transp0rtsysteme der Zelle

PMCA = Plasmamembran-Ca’’-ATPase, Na'/Ca’’-X = Na'/Ca*'-Austauscher der
Plasmamembran, SERCA = Ca’*"-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums, SR =
sarkoplasmatisches Retikulum, L-Typ-Kanal der Plasmamembran, der Ca*"-Uniporter
und der Na'/Ca*"-Austauscher fiir die Mitochondrien.
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Funktion und Lokalisation der PMCA

Die PMCA gehort zu den Transmembranproteinen. Sie macht nur einen geringen Anteil
aus, weniger als 0,1% der Membranproteine in Erythrozyten (Strehler, 1990). Sie
kommt jedoch in den meisten eukariontischen Zellen vor und ist oft das einzige
Transportsystem fiir Kalzium in den Extrazellularraum. Das Polypeptid hat ein
Molekulargewicht von 130 — 150 kDa, je nach Isoform und Splicingvariante. Die cDNA
Sequenzen von vier humanen Isoformen der PMCA (Verma et al., 1988; Heim et al.,
1992; Brown et al., 1996; Strehler et al., 1990) und vier Isoformen der Ratten-PMCA
sind beschrieben (Shull und Greeb, 1988; Greeb und Shull, 1989; Keeton und Shull,
1995). Die verschiedenen Isoformen werden gewebs- und differenzierungs-spezifisch
exprimiert. Die PMCA Isoformen 1 und 4 werden als ,,housekeeping forms* bezeichnet,
da sie fast ubiquitér exprimiert werden (Strehler, 1991). In erregbaren Zellen wie den
Neuronen, Skelett- und Herzmuskelzellen kommen alle vier Isoformen vor (Carafoli
und Stauffer, 1994; Hammes et al., 1994). Daten von Stauffer (Stauffer et al., 1994)
weisen darauf hin, da das Enzym homogen auf die Plasmamembran von
quergestreiften Muskelzellen verteilt ist. Die Gruppe um Fujimoto hat die PMCA in
Caveolae verschiedener Zelltypen lokalisiert (Fujimoto, 1993).

Caveolae sind Plasmamembraninvaginationen von 50-100nm (sieche Ubersicht Couet et
al., 1997). Wichtige Strukturproteine sind die 20-22 kDa grofle Caveoline 1-3
(Rothberg et al., 1992). In letzter Zeit wurden zahlreiche Proteine der
Signaltransduktion in Caveolae lokalisiert, z.B. Rezeptoren fiir ANP, Muskarin m2,
Bradykinin B2, ,Platletderived growth factor* (PDGF), Insulin, Endothelin,
Signalproteine wie Proteinkinase C, die Proteinkinasen ras, src, und raf, die endotheliale
und neuronale NO-Synthase und Dystrophin (Ubersicht Anderson, 1998). Damit steigt
die Bedeutung der Caveolae als wichtiger Ort bei der Signaltransduktion innerhalb der
Zelle. Fiir einige der Proteine wurde schon die funktionelle Interaktion mit Caveolin
gezeigt (Ubersicht Smart et al., 1999). In diesem Zusammenhang bedeutend fiir die
vorliegende Arbeit ist die Interaktion von endothelialer und neuronaler NO-Synthase

mit Caveolin (Garcia-Cardena et al., 1997;Venema et al., 1997; Segal et al., 1999).
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Erste Hinweise auf eine Funktion der Caveolae bei der Herzhypertrophie lieferte die
Beobachtung von Goto, dal im Myokard spontanhypertensiver Ratten eine vermehrte
Zahl von Caveolae nachgewiesen wurden (Goto et al., 1990).

Mehrere Faktoren regulieren die Funktion der PMCA durch Bindung an den C-
terminalen Bereich der Pumpe, z.B. Proteinkinase-A-Phosphorylierung (Neyses et al.,
1985), Proteinkinase-C-Phosphorylierung (Smallwood et al., 1988), G-Kinase-
Phosphorylierung (Yoshida et al., 1991) oder Casein-Kinase II (Carafoli, 1994). Der
wichtigste Aktivator ist das Calmodulin, das am C-terminalen Ende der PMCA bindet,
und durch eine Konformationsianderung des Enzyms die Pumpe aktiviert (Verma et al.,
1994). Diese Calmodulin-Bindungsstelle wird als autoinhibitorische Doméne

bezeichnet.

Aufgrund der hohen Kalziumaffinitit der PMCA dient sie hauptsdchlich der
Feinregulation der intrazelluliren Kalziumkonzentration im pM-Bereich und der
Erhaltung des basalen intrazelluliren Kalziumlevels der Zelle (Carafoli, 1994;
Montheith und Roufogalis, 1995). Die relativ niedrige Transport-Kapazitit der PMCA
fiir Kalziumionen - im Vergleich zum Na'/Ca*"-Austauscher - deutet ebenfalls darauf
hin, dal die PMCA eine eher untergeordnete Rolle bei der Reduktion der freien
Kalziumkonzentration in Zellen spielt, die den Na"/Ca®"-Austauscher oder die SERCA
exprimieren (Bassani et al, 1994). Dies sind vor allem Herzmuskelzellen und
Neuronen. In Zellen, in denen die PMCA das einzige Kalziumexportsystem darstellt,
wie z.B. Erythrozyten, spielt die PMCA eine bedeutende Rolle in der Reduktion der
freien Kalziumkonzentration der Zellen.

Eine weitere wichtige Bedeutung hat die PMCA bei der Signaltransduktion. Kiirzlich
wurde der EinfluB der PMCA auf das Wachstumsverhalten von Zellen gezeigt. Eine
Uberexpression der PMCA  in  Skelettmuskelzellen  beschleunigt  den
Differenzierungsprozel dieser Zellen, wie in unserer Arbeitsgruppe schon frither
gezeigt werden konnte (Hammes et al., 1996). Im Gegensatz dazu gaben Guerini und
Mitarbeiter Hinweise auf einen wachstumsinhibitorischen Effekt von hPMCA4Cl
iiberexprimierenden CHO-Zellen (Guerini et al., 1995). Die Arbeitsgruppe um
Rosenberg beschrieb Resultate, in denen die Uberexpression von PMCA 1 in glatten

Muskelzellen die intrazellulire Kalziumkonzentration senkt und dadurch die
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Wachstumsrate der Zellen signifikant verlangsamt (Husain et al., 1997). An neonatalen
Kardiomyozyten aus transgenen hPMCA 4b-iiberexprimierenden Ratten konnte eine
erhohte Proteinsyntheserate im Vergleich zu wildtypischen Kontrollzellen als Antwort
auf Inkubation mit verschiedenen Wachstumsstimuli gezeigt werden (Hammes et al.,
1998).

In unserer Arbeitsgruppe gibt es Hinweise auf die Verstirkung des Effektes von
hypertrophen Stimuli durch den NO-Synthase-Inhibitor L-NAME ( Nw-nitro-L-arginine
methylester) in Kontrollzellen im Gegensatz zu PMCA-iiberexprimierenden Zellen
(unveroffentliche Ergebnisse). Dies legt die Vermutung einer negativen
Kontrollfunktion von NOS auf hypertrophe Stimuli im Myokard nah, die in PMCA-
iiberexprimierenden Zellen nicht mehr besteht. Diese Ergebnisse machen eine
Regulation der NO-Synthase durch die PMCA wahrscheinlich. Kuo und Mitarbeiter
beschrieben bereits 1987 eine verminderte Aktivitit der PMCA im Myokard von

Hamstern mit Kardiomyopathie (Kuo ef al., 1987).

Funktion und Lokalisation der NO-Synthase (NOS)

Die NO-Synthase ist ein Enzym, welches die Aminosdure L-Arginin unter
Stickstoffmonoxid (NO)-abgabe zu L-Citrullin spaltet. Dazu werden Sauerstoff,
NADPH und Calmodulin als Cosubstrate sowie verschiedene andere Redox-Cofaktoren
wie Him, FAD, FMN und Tetrahydrobiopterin ben6tigt (Michel and Feron, 1997). Das
dabei entstehende NO, ein kurzlebiges Molekiil, hat eine wichtige Bedeutung in der
Signaltransduktion der Zellen, ebenso wie bei der Interaktion mit Nachbarzellen und
mit anderen Molekiilen (Stamler, 1994). Bisher wurden drei Isoformen des Enzyms
NO-Synthase gefunden. Sie sind nach den Geweben benannt, in denen sie zuerst
beschrieben wurden: nNOS — neuronale NOS — NOSI - wurde aus Nervengewebe
extrahiert (Bredt and Snyder, 1990; Schmidt et al, 1991), ist aber inzwischen auch als
wichtiges Enzym in verschiedenen Geweben (Skelettmuskel, glatte Muskeln, Herz, etc.)
identifiziert worden; eNOS — endotheliale NOS — NOS2 - urspriinglich in
Gefillendothelzellen gefunden, ist unter anderem auch in Kardiomyozyten,
Thrombozyten, Thymus und Nervenzellen zu finden (Forstermann et al., 1991); iNOS —
induzierbare NOS — NOS3 - wurde zuerst in einer vom Immunsystem aktivierten

Makrophagenzellinie identifiziert. Inzwischen ist das Enzym aber in vielen anderen
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humanen Zellen gefunden worden, unter anderem in Kardiomyozyten, Gliazellen und
glatten GefaBmuskelzellen (Hevel et al., 1991; Yui et al, 1991). Die verschiedenen
NOS-Isoformen liegen in verschiedenen Geweben in unterschiedlichen Splicing-
Varianten vor. So existiert in Neuronen eine andere nNOS- Splicing-Variante als in
Skelettmuskelzellen (Silvagno et al., 1996). eNOS interagiert in Endothelzellen mit
anderen Caveolin-Isoformen als in Kardiomyozyten (Feron et al., 1996). Alle drei
Isoformen werden iiber eine Calmodulin-Bindung aktiviert, wobei e- und nNOS eine
hohe intrazelluldre Kalziumkonzentration zur Calmodulinbindung bendtigen, im
Gegensatz zu iNOS, das eine hohe Calmodulinbindungsaffinitit auch bei niedrigen
intrazelluldren Kalziumkonzentrationen besitzt. (Michel and Feron, 1997)

Uber die Lokalisation von NOS herrscht noch keine Einigkeit. Bisher gibt es
Publikationen, die NOS in praktisch allen intrazelluliren Kompartimenten lokalisiert
haben. Die Gruppe um David Bredt lokalisierte nNOS im endoplasmatischen Retikulum
von Nervenzellen (Xia et al., 1996). Die gleiche Gruppe fand nNOS in einem Komplex
mit Dystrophin des Zytoskeletes in Skelettmuskelzellen (Brenman et al., 1996). Andere
Gruppen identifizierten eNOS im Golgi-Apparat (Sessa et al., 1995) und als Bestandteil
der Caveolae der Plasmamembran (Shaul er al., 1996; Feron et al, 1996). Diese
Komplexbindung von eNOS an das Zytoskelet ist als Mechanismus der
Enzymregulation = durch ~ mechanochemische  Zelloberflichendnderung  bei
himodynamischem Scherstress oder Kontraktion der Kardiomyozyten denkbar. Ebenso
ist noch unklar ob nNOS in Caveolae vorkommt, aber einige Faktoren deuten darauf
hin. nNOS bindet iiber seine PDZ-Doméime an die PDZ-Domine von al-Syntrophin,
das ein Bindungspartner von Dystrophin ist (Brenman et al., 1995; Hillier et al., 1999).
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Abbildung 2: Bindung von nNOS iiber die PDZ-Domane an den
Syntrophin/Dystrophin-Komplex ( nach Brenman ez al., 1996, modifiziert)

nNOS bindet direkt an Syntrophin iiber seine PDZ-Domine. Syntrophin liegt im
Komplex gebunden an Dystrophin vor. Die freie PDZ-Doméne eines weiteren im
Komplex gebundenen Syntrophins konnte eine mdgliche Bindungsstelle fiir einen
Regulator der nNOS darstellen.

Dystrophin ist schon lange als ein in Caveolae lokalisiertes Protein bekannt. Auflerdem
hat die Gruppe um Thomas Michel herausgefunden, dal nNOS die gleiche
Bindungssequenz besitzt, die eNOS zur Interaktion mit Caveolin befdhigt und ebenso
wie eNOS durch Caveolin inhibiert wird (Feron ef al., 1998). Dieser Interaktionseffekt
ist aber durch Kalzium-/Calmodulinbindung komplett reversibel (Michel et al., 1997).
Kiirzlich beschrieb die Gruppe um William Sessa Resultate, dal nNOS und Caveolinl
in glatten Muskelzellen und nNOS und Caveolin 3 in Skelettmuskelzellen von
Hamstern kolokalisiert sind (Segal et al., 1999). Dies bestétigt die Resultate der Gruppe
um Richard Venema, die nNOS und Caveolin3 aus Skelettmuskelzellen der Ratte
koimmunoprezipitiert hat (Venema et al, 1997). Eine andere Gruppe identifizierte
kiirzlich nNOS mit einer Immunogoldfiarbung in Vesikeln des sarkoplasmatischen
Retikulums von Kardiomyozyten (Xu et al., 1999).

In Neuronen wurde nNOS aullerdem in postsynaptischen Vesikeln gefunden; dies
unterstreicht die Rolle des Enzyms als Neurotransmitter unterstreicht (Brenman et al.,

1996).

10
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Guanylatzyklase

Die Guanylatzyklase ist eine Enzymfamilie, welche die Konversion von
Guanosintriphosphat (GTP) zu zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) katalysiert.
Intrazelluldres cGMP reguliert die (patho-)physiologischen Prozesse der Zelle durch
Aktivierung von Proteinkinasen, durch direktes Offnen spezieller lonenkanile oder
durch Verdnderung der intrazelluliren zyklischen WNukleotidkonzentration durch
Regulation der Phosphodiesterasen (Lucas et al., 2000). Bisher sind folgende durch
cGMP geregelte pathopysiologischen Prozesse erforscht: die Regulierung der Motilitét
der GefiaBmuskelzellen (Lee et al., 1997), die Steuerung der Darmsekretion und
Einstellung der Elektrolythomdostase der Zellen (Mann ef al., 1997) und die Steuerung
der Phototransduktion beim Sehprozess in der Retina (Ames et al, 1999). Die
Enzymfamilie besteht hauptsdchlich aus der schon lange bekannten im Zytosol
l6slichen- (Gerzer et al., 1981; Kamisaki et al., 1986) und der membrangebundenen
Guanylatzyklase (Chang et al., 1989; Schulz et al., 1989), die mit verschiedenen
Untereinheiten vorkommen.

Die losliche Guanylatzyklase ist bisher der einzige definitiv akzeptierte Rezeptor fiir
Stickstoffmonoxid in der Zelle. Die Guanylatzyklase steigert ihre Aktivitdt durch NO-
Bindung um das 200-fache und eignet sich daher gut zum indirekten Nachweis von NO
in der Zelle (Stone und Marletta, 1994). Verschiedene andere von Stickstoffmonoxid
(NO) benutzte Signaltransduktionswege z.B. Aktivierung des Ca’’-abhingigen K'-
Kanals in GefdBmuskelzellen, Inhibition von NF-kB und Aktivierung von G-Proteinen

werden noch erforscht.

11



Fragestellung

2 Fragestellung

Bisher wurden im Zusammenhang mit der Calmodulin-abhingigen Kalzium-ATPase
der Plasmamembran (PMCA) meist Untersuchungen iiber ihre
Regulationsmechanismen durchgefiihrt. Erst in letzter Zeit wird versucht, die Funktion
der PMCA in der Zelle zu kldren. Trotzdem ist die funktionelle Bedeutung der PMCA
vor allem in Herzmuskelzellen weiterhin ungeklért. In unserer Arbeitsgruppe wurden
Hinweise auf eine mogliche Interaktion von PMCA und NO-Synthase gefunden. In der
vorliegenden Arbeit sollte diesen Hinweisen nachgegangen werden. Dazu sollte die
NO-Synthase in Herzmuskelzellen nachgewiesen und anschlieBend die Verdnderungen
der NO-Produktion von Kardiomyozyten der Ratte untersucht werden. Kardiomyozyten
von wildtypischen Ratten sollten hierzu mit denen von transgenen Ratten, die die

PMCA Myokard-spezifisch liberexprimieren, verglichen werden.

12
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3 Material und Methoden

Alle verwendeten Puffer, Losungen, Chemikalien, Materialien und Gerdte sind im

Anhang aufgefiihrt.

3.1 Transgene Ratten

Zur detaillierteren Untersuchung der Calmodulin-abhingigen Kalzium-ATPase der
Plasmamembran wurden von A. Hammes eine transgene hPMCA 4b-iliberexprimierende
Rattenlinie etabliert (Dissertation Hammes, Wiirzburg 1997, Hammes et al., 1998).
Unter Kontrolle des Ventrikel-spezifischen Myosin Light Chain-2v. (MLC-2v)
Promotors exprimieren die Ratten der Linie 1142 die humane Isoform 4b der PMCA im
Myokard. Der MLC-2v Promotor hat den Vorteil, dal er bereits wihrend der fetalen
Entwicklung und auch postnatal konstitutiv aktiv ist. Somit ist eine frithe und
konstitutive Expression der PMCA gewihrleistet.

Die Ratten der Linie 1142 zeigen keinen auffilligen Phidnotyp, haben ein normales
Herzgewicht, eine normale Herz- zu Korpergewicht-Relation und die gleiche

Lebenserwartung wie SD-Kontrollratten.

3.2 Zellkultur

3.2.1 Allgemeines

Alle benutzten Zellen wurden in einem Inkubator bei 37°C und 5% CO,; in ihrem
speziellen Zellkulturmedium kultiviert, wobei das Medium alle zwei Tage gewechselt
wurde.

Wenn die Zellen eine konfluente Schicht ausgebildet hatten, wurden sie gesplittet, d.h.
auf einer neuen Kulturschale weitergeziichtet. Dafiir wurde das alte Medium abgesaugt,
die Zellen mit PBS gewaschen und die Zellen mit einer Trypsin/EDTA-L6sung von der
Schale abgeldst. Die gelosten Zellen wurden in ihrem Medium resuspendiert und auf

neue Kulturschalen ausplatiert.

13
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3.2.2 Neonatale Kardiomyozyten

Kardiomyozyten sind in Kultur nur wenige Tage haltbar, da es sich um
hochdifferenzierte Zellen handelt, die sich nicht mehr teilen konnen. Neonatale
Kardiomyozyten sind im Gegensatz zu adulten Kardiomyozyten ldnger in Kultur haltbar
und einfacher und effizienter zu préparieren.

Zur Kardiomyozytenherstellung wurde das Protokoll nach Simpson (Simpson und
Savion, 1982) verwandt. Unter sterilen Bedingungen wurden zwei bis drei Tage alte
neonatale Ratten dekapitiert, der Thorax von vorne erdffnet und das so entnommene
Herz in mit Heparin versetzter Hank’s-Losung (CBFHH) gewaschen. Anschlieend
wurde die Fliissigkeit abgesaugt, die Herzen mechanisch kleingeschnitten und in 10ml
Trypsin/Dnase-Losung 20min vorsichtig geriihrt. Nach kréftigem Durchmischen lief3
man das Gewebe absinken und verwarf den Uberstand, nach Ansicht unter dem
Mikroskop, solange noch keine Kardiomyozyten zu sehen waren. Erneut wurden 10ml
Verdaulosung zugegeben und der Verdauvorgang wiederholt. Nachfolgend wurden die
Verdauschritte in Zeitintervallen von 5min wiederholt, wobei der Uberstand, der nun
viele Kardiomyozyten enthielt, abgenommen und zu Fetalem Kélber Serum (FCS) (vier
Uberstinde pro 7ml Serum) gegeben wurde. FCS diente zur Inaktivierung des
Verdauvorganges. Diese Prozedur wurde solange wiederholt, bis mikroskopisch keine
Kardiomyozyten mehr zu sehen waren. Bei RT und 1600U/min wurden die Zellen Smin
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen in phenolrotem Modified Eagle
Medium (MEM; 5% FCS; im Folgenden MEM/5) aufgenommen. Die resuspendierten
Zellen wurden durch einen Zellstrainer (35pum) gegeben, um groflere Verunreinigungen
herauszufiltern, und auf Kulturschale (10cm Durchmesser) ausplatiert, die anschlieend
90min bei 37°C und 5%CO, inkubiert wurden. Dieses sogenannte ,,preplating* diente
dazu, die schneller anhaftenden Fibroblasten herauszufiltern. Die Kardiomyozyten aus
dem Uberstand dieser Kulturschale (10cm Durchmesser) wurden mit einer Fuchs-
Rosenthalkammer ausgezéhlt und mit 5 Millionen Zellen pro Kulturschale (10cm

Durchmesser) in MEM/5 ausplatiert.
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3.2.3 N1E 115-Zellen

NI1E 115-Zellen stammen von einer Neuroblastomzellinie der Maus ab (Schwarz et al.,
1998). Sie wurden in phenolrothaltigem Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) mit 10% FCS, 5ml Gentamycin, 0,825g /(500ml Medium) Glucose und

Iml/(100ml Medium) non-essential amino acids kultiviert.

3.2.4 HEK 293-Zellen

Die Zellinie stammt von einer immortalisierten Krebslinie von humanen embryonalen
Nierenzellen ab (Dare et al., 1998) und laBt sich gut fiir Transfektionsexperimente
nutzen, da sie einfach zu kultivieren und zu transfizieren sind.

Am Tag vor der Transfektion wurden die Zellen gesplittet und anschlieBend mit
Lipofectamin nach Angaben des Herstellers (LifeTechnologies) transfiziert. Die

Ergebnisse wurden auf die eingesetzte Proteinmenge abgeglichen.

3.3 Proteinextrakte

3.3.1 Herstellung aus Zellen

Zur Herstellung der Proteinextrakte wurden zwei Methoden angewendet. Damit der
Proteingehalt der Zellen noch nach der BioRad-Methode (siehe Kapitel 3.3.3) mef3bar
war, wurden die Zellen mit 1xPBS gewaschen, von den Zellkulturschalen auf FEis
abgeschabt, 30sec bei 14000U/min und RT abzentrifugiert und das entstehende
Zellpellet einer Kulturschale (10cm Durchmesser) in 300ul RIPA-Puffer (1xPBS, 1%
Triton X-100, 1:25 Proteinaseinhibitorcocktail tablets von Boehringer Mannheim)
resuspendiert.

Spielte der genaue Proteingehalt der Zellen keine Rolle, so wurden die Zellen mit
I1xPBS gewaschen und in 1ml Laemmli-Probenpuffer pro Kulturschale (10cm

Durchmesser) von dieser abgeschabt.
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3.3.2 Herstellung aus Herzen

Bei —80°C gefrorene Herzen von zwei bis drei Tage alten Ratten wurden gewogen
(mittleres Herzgewicht 50pg) und in einem mit Trockeneis gekiihlten Morser zersto3en.
Die Proben wurden in der 10-fachen Menge 0,1 N HCI aufgenommen, d.h. 500 ml.
AnschlieBend wurden sie 5 min bei 3000 U/min und RT zentrifugiert und der Uberstand
im Verhiltnis 1:1 mit 0,1N HCI gemischt.

3.3.3 Messung nach BioRad-Methode

Zur Bestimmung des Proteingehaltes einer Probe wurden 800ul dest. H0 mit 200ul
Dye Reagent Concentrate von BioRad und 2-10ul Probe versetzt und im
Spectrophotometer bei 595nm gegen eine Leerprobe gemessen. Das MeBprinzip beruht
auf der Coomassie Brilliant Blue G-250-Bindung an das Protein, wodurch der Farbstoff
sein Absorptionsmaximum von 465nm auf 595nm éndert (Bradford, 1976). Die bei 595

nm absorbierte Lichtmenge ist proportional zum Proteingehalt der Probe.

3.3.4 Western-Blot Analyse

Der Western Blot diente zum Nachweis von Proteinen. Dazu wurden Proteine in einer
Gelelektrophorese der GroBe nach aufgetrennt, auf eine Membran iiberfithrt und dort
mit Hilfe des entsprechenden Antikdrpers nachgewiesen.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Western Blot zum Nachweis von NO-Synthase im
Herzmuskelzellen genutzt.

Die Auftrennung der Proteinproben erfolgte mit einer diskontinuierlichen SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Lammli, 1970) in einer BioRad-
Elektrophoresekammer. Es wurde ein 5%iges Sammelgel {iber ein 7,5%iges
Polyacrylamid-Trenngel gegossen. Der Proteingehalt der Proben wurde nach der
BioRad-Methode (siehe Kapitel 3.3.3) bestimmt, die Proben mit Laemmli-Probenpuffer
im Volumenverhéltnis 1:2 gemischt und 5min bei 95°C aufgekocht, bevor gleiche
Proteinmengen auf das Gel geladen wurden. Die Gelelektrophorese lief fiir 3-4 Stunden
bei 90V im Laufpuffer. Als GroBenvergleich wurden 7ul des Fullrange Rainbow ™

Molecular weight marker auf das Gel geladen.
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AnschlieBend wurde der Elektrotransfer nach Tobwin (Tobwin et al.,, 1979)
durchgefiihrt. Zur Vorbereitung des Transfers wurde das Gel fiir 20min in
Transferpuffers equilibriert, die PVDF-Membran kurz in destilliertem Wasser getriankt
und 15min ebenfalls in Transferpuffer equilibriert. Auf einen in Transferpuffer
getrankten Schwamm und zwei Whatman-Filter wurde das Gel gelegt, gefolgt von der
PVDF-Membran und zwei weiteren Whatman-Filtern sowie einem Schwamm. Dieser
Aufbau wurde in einer Klammer zusammen mit einem Kiihlakku in eine mit
Transferpuffer gefiillte Blotting-Kammer von BioRad gesetzt und die Proteine bei
100mA {iber Nacht auf die PVDF-Membran {ibertragen.

Die mit Protein beladene Membran wurde 20min in 50% Methanol equilibriert und
anschlieBend 1 Stunde bei RT in Blockierldsung inkubiert, um unspezifische Bindungs-
stellen der Membran zu blockieren.

Es folgte die Inkubation bei RT mit dem Primérantikdrper fiir nNOS, Verdiinnung
1:1000 von Transduction Laboratory (Brenman et al., 1995), und fiir TroponinT,
Verdiinnung 1:400 von Sigma, tber 1Stunde in Waschlosung. Nach einigen
Waschschritten mit Waschlosung zum Entfernen ungebundener Antikdrper wurde die
PVDF-Membran 45min mit dem 2. Antikorper inkubiert. In der vorliegenden Arbeit
wurde fliir den nNOS-Nachweis der anti-Hase-Antikérper und fiir den Troponin T-
Nachweis der anti-Maus-Antikorper, beide von Amersham, verwendet. Der zweite
Antikdrper war dabei an einen Meerrettichperoxidasekomplex gebunden, der zur
Chemolumineszenzreaktion mit dem ECL-(enhanced chemoluminescence)-Kit diente,
um die Proteinbanden sichtbar zu machen.

Der Nachweis beruht auf einer von der Peroxidase katalysierten Reaktion mit H,O,, bei
der Licht freigesetzt wird. Nach mehrmaligem Waschen wurde die Membran fiir Imin
in dem Chemolumineszenzreagenz inkubiert, das sich aus den, im Verhiltnis 1:1
gemischten, 2 Losungen des ECL-Kit zusammensetzte. Die Membran wurde kurz auf
einem Whatman-Filter getrocknet, in eine Plastikfolie eingeschweifit und zusammen mit
einem X-ray Retina Film in eine Rontgenkassette gelegt. Nach Smin wurde der Film der
Kassette entnommen und entwickelt. Je nach Stirke des Signals, d.h. dem Grad der

Filmschwirzung entsprechend, wurde der nachste Film l&dnger oder kiirzer exponiert.
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3.4 NO-Bestimmung

In Fliissigkeiten reagiert entstehendes Stickstoffmonoxid (NO) schnell zu Nitrit und
Nitrat (NO,, NOs). Einfacher als der direkte photometrische Nachweis von NO ist der
photometrische Nachweis des entstehenden stabileren Nitrits. Daher wurde das
entstandene Nitrat mit Hilfe des NADPH-abhidngigen Enzyms Nitratreduktase komplett
zu Nitrit reduziert. Mit Hilfe des Griess Reagenz (1% Sulfanilamid und 0,1%
Naphthylendiamindihydrochlorid in 2% Phosphorsdure) wurde photometrisch bei 540
nm die quantitative Menge des entstandenen Nitrit bestimmt. Damit lief sich indirekt
auf die Menge des Sickstoffmonoxid zuriickschliessen.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Nitric Oxide Assay Kit von Calbiochem
verwendet. Zur Probenherstellung wurde eine Million Zellen pro Kavitdt einer 6er
Kulturschale ausplatiert. Stimulanzien wurden ins N&hrmedium gegeben und zu
verschiedenen Zeitpunkten wurden je 200ul des Uberstandes abgenommen. GemiB
Anleitung wurden 80ul der Probe eingesetzt, mit Nitratreductase, NADPH und Griess

Reagenz versetzt und die Absorbtion photometrisch gemessen.

3.5 Immunfluoreszenzfarbung

Zur Darstellung bestimmter Proteine in Zellen kann die indirekte Doppelimmun-
fluoreszenzfirbung verwendet werden. Dabei wird je ein mono- und ein polyklonaler
Antikorper, der gegen das entsprechend gesuchte Protein gerichtetet ist, auf die Zellen
gegeben, die vorher auf einem Objekttrager fixiert wurden. Entsprechend der
Primdrantikérper wurden die Zellen anschlieBend mit farbmarkierten anti-Maus-
Antikorpern (fiir monoclonale Ak) und anti-Kaninchen-Antikérpern (fiir polyclonale
Ak) inkubiert. Unter einem Fluoreszenzmikroskop wurden die Proteine anschlielend
farblich sichtbar gemacht.

In der vorliegenden Arbeit wurden 0,1Mio neonatale Kardiomyozyten auf einem
vorgelatinisierten Glasobjekttriager einer 24iger Kulturschale ausplatiert. Zwei Tage
spiater wurden sie nach kurzem Waschen mit 1xPBS, 10 min mit 2% PFA bei
Raumtemperatur fixiert. AnschlieBend wurden die Zellmembranen 2min bei RT mit

Methanol permeabilisiert. Nach wiederhohltem kurzen Waschen mit 1xPBS wurde
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15min bei RT Blockierlosung auf die Zellen einwirken gelassen, um dann {iber Nacht

bei 4°C im Dunkeln mit folgenden Primérantikorpern inkubiert zu werden:

a) polyclonaler nNOS-Antikérper (NOS1 R-20 von Santa Cruz), (Schmidt und
Walter,1994);

b) monoclonaler TroponinT-Antikorper von Sigma

Nach weiterem kurzen Waschen mit 1xPBS wurden die Objekttrager eine Stunde im
Dunkeln bei 4°C mit den Sekundirantikérpern TexasRed-anti-Kaninchen, von Dianova
Verdiinnung 1:500, fiir den nNos-Ak und FITC-anti-Maus, von Sigma Verdiinnung
1:250, fiir den TroponinT-Ak inkubiert und anschlieBend mit Vectashield Mounting
Medium eingedeckt.

3.6 NOS-Aktivitatsmessung

In eukariotischen Zellen entsteht Stickstoffmonoxid (NO) wéhrend der enzymatischen
Umwandlung von L-Arginin in L-Citrullin durch die NO-Synthase (NOS) in einem
bestimmten Milieu. Zur Aktivititsbestimmung des Enzyms NO-Synthase macht man
sich diese Oxidation zunutze, indem radioaktiv markiertes *H-L-Arginin eingesetzt und
die Menge des entstandenen radioaktiven L-Citrullins gemessen wird.

In der vorliegenden Arbeit wurde der NOSdetect™ Assay Kit von Stratagene benutzt.
Aus neonatalen Kardiomyozyten, die mit 1 Million Zellen pro Kavitit einer 6er
Kulturschale ausplatiert wurden, wurde am zweiten Tag Protein nach Anleitung des
NOSdetect™ Assay Kit gewonnen. Dazu wurden die Zellen auf Eis in 1xPBS mit ImM
EDTA gewaschen, von den Kulturschalen abgelost und fiir 2min bei 3000U/min
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen in 200pl
Homogenisationspuffer gut resuspendiert und Smin bei 14000U/min abzentrifugiert. Im
Uberstand wird die Proteinkonzentration mit Hilfe der BioRad-Methode (siche Kapitel
3.3.3) auf Konzentrationen von 5-10ug/ul eingestellt und die Probe auf Eis gelagert.
AnschlieBend wurden 10ul der Probe mit 40ul auf Eis hergestelltem Reaktionsmix
(251 2xReaktionspuffer, 5ul 10mM NADPH, 5ul 6mM CaCl,, 4pl HO dest., 1ul *H-
Arginin (1pCi/pl)) eine Stunde bei 27°C inkubiert. Die Reaktion wurde anschlieend
mit 400ul Stoppuffer (pHS,5; S0OmM HEPES, SmM EDTA) beendet und die Probe iiber
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eine mit 100pl Resinharz gefiillte Siule laufen gelassen, die das unverbrauchte *H-
Arginin durch Bindung herausfilterte. Nach Zentrifugation der Saule {iber 30sec bei
14000U/min wurde zum Eluat Sintillationsfliissigkeit gegeben und die Probe in einem
B-Counter zweimal je 2min gemessen. Die Hohe des MeBwertes entspricht der Aktivitit

der NO-Synthase.

3.7 cGMP-Bestimmung

Zum indirekten Nachweis von niedrigen NO-Mengen eignet sich die Bestimmung des
zyklischen =~ Guanosinmonophosphat  (cGMP), das  durch  Umsatz  des
Guanosintriphosphat (GTP) am Enzym Guanylatzyklase entsteht. Dabei wird der Effekt
der Enzyminduktion durch NO ausgenutzt — so induziert ein NO-Molekiil eine 200-
fache Steigerung der Guanylatzyklaseaktivitét.

Das Prinzip der Messung beruht darauf, da3 das in der MeBprobe enthaltene cGMP mit
einer bestimmten Menge mit alkalischer Phosphatase markiertem GMP um die
Bindungsstelle an einem polyclonalen anti-Kaninchen-Antikorper konkurriert. Wahrend
der Inkubation bei Raumtemperatur (RT) bindet dieser Komplex (cGMP bzw.
markiertes GMP und anti-Kaninchen-Antikorper) an einen auf einer Mikrotiterplatte
fixierten sekunddren Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper. Alle ungebundenen cGMP-
Molekiile und iiberschiifige Antikorper werden durch Waschen entfernt. Die
Detektionsreaktion wird durch Zugabe des Substrates der Alkalischen Phosphatase
gestartet. Nach einer Stunde wird die Reaktion gestoppt, und die Absorbtion der
entstehenden farbigen Substanz wurde bei einer Wellenldnge von 405nm photometrisch
gemessen. Aufgrund der Reaktionsbedingungen ist die gemessene optische Dichte der
Probe umgekehrt proportional zu ithrer cGMP-Konzentration.

In der vorliegenden Arbeit wurde der cGMP (low pH)-Kit von R&D Systems
verwendet. Zur Probenherstellung wurden 1 Million Zellen pro Kavitit einer 6er
Kulturschale ausplatiert. Die Zellen wurden mit ImM L-Arginin 30 min lang in Lockes-
Puffer aufgesittigt und 5 Minuten vor der Lyse wurde das entstehende
Stickstoffmonoxid (NO) durch Zugabe von Superoxiddismutase (100 U/ml
Kulturmedium) stabilisiert. Parallel dazu wurde 5 Minuten vor der Lyse 1mM IBMX
(3-Isobutyl-1-methylxanthin) zu  der  Zellkultur = hinzugefiigt, um  die

Phosphodiesteraseaktivitit, und damit den cGMP-Abbau, zu hemmen. 3 Minuten vor
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der Lyse mit 500ul 0,IN HCI pro Kavitit wurden dann verschiedene Substanzen zur
Aktivierung bzw. Inhibierung der NO-Synthase zugegeben. Anschliefend wurden die
Proben 1:1 mit 0,IN HCI verdiinnt, um dann nach Anleitung des Herstellers eingesetzt

zu werden.

3.8 Transiente Transfektion mittels Liposomen

Um bestimmte Phinomene, die auf Proteinexpression beruhen, leichter untersuchen zu
konnen, wird ein Expressionsvektor fiir das entsprechende Protein in eine Zelle
eingebracht, die dieses Protein normalerweise nicht oder nur gering exprimiert. Dieser
Vorgang wird als Transfektion bezeichnet. Dazu werden bei der Liposomtransfektion
Lipiddoppelschichten benutzt, die sich in wéssrigem Medium automatisch zu
geschlossenen  Vesikeln anordnen und die DNA  einschlieBen. Diese
Lipiddoppelschichten lagern sich gut an die Zellmembranen an und fusionieren mit
dieser, so dal} ihr Inhalt in die Zelle aufgenommen wird und das Protein exprimiert
werden kann.

Im hier beschriebenen Fall wurde die Transfektion mit Lipofectamine Plus™ Reagenz
von LifeTechnologies an 500000 Zellen pro Kavitit einer 6er Kulturschale
durchgefiihrt. Zur DNA-Verdichtung wurde Ipg DNA (genaue Bezeichnung der
verwendeten Plasmide siehe unten) mit 3ul Plus-Reagenz und 100ul OptiMEM
vermischt, gleichzeitig wurden 2ul Lipofectamin mit 100ul OptiMEM verriihrt und
beides 15min bei RT ruhen gelassen. Nach Zusammengabe beider Mischungen wurden
sie 15min bei RT inkubiert, damit sich die vollstindigen Vesikel mit Inhalt bilden
konnten. AnschlieBend wurde diese Mischung mit 800ul OptiMEM auf die Zellen
gegeben und drei Stunden bei 37°C und 5%CO; inkubiert, um die Anlagerung und
Fusion der Vesikel mit der Membran zu gewéhrleisten. Nach einen Mediumwechsel mit
dem normalem Zellmedium wurden die Zellen 16 Stunden kultiviert, stimuliert und
anschlieBend ihr cGMP-Gehalt gemessen (siche Kapitel 3.7). Als Plasmide wurden

verwendet:
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- der pCMV-hPMCA4b-Expressionsvektor, der von A. Hammes (Dissertation von A.

Hammes 1997) in unserem Labor hergestellt wurde,

»
7// CMV Promotor hPMCA4b pA ?’L pCMV-hPMCA4b
/ /

Abbildung 3a: pCMV-hPMCA4b-Expressionsvektor
CMV (Cytomegalievirus) Promoter; hPMCA4b cDNA (humane PMCA,
Isoform 4b); pA (Polyadenylierungssignal)

- und der pCMV-NOS-I-Expressionsvektor, freundlicherweise von David S. Bredt
zur Verfiigung gestellt.

CMV Promotor NOS-I| pA ] 3
7}4{ //L PCMV-NOS-I

Abbildung 3b: pCMV-NOS-I-Expressionsvektor
CMV (Cytomegalievirus) Promoter; NOS-I cDNA (neuronale NOS); pA
(Polyadenylierungssignal)

3.9 Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen wurden mit Hilfe des Student-t Tests durchgefiihrt. In
den Féllen, zu denen keine weiteren Angaben gemacht sind, wurde der zweiseitige und

ungepaarte Student-t Test ungleicher Varianz angewandt.
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4 Resultate

4.1 Nachweis von NO-Synthase in Kardiomyozyten

411 Western-Blot

Mittels Western-Blot Analyse konnte gezeigt werden, daf3 alle drei NOS-Isoformen auf
Proteinebene in Kardiomyozyten exprimiert werden. Dazu wurden die Kardiomyozyten
mit dem polyclonalen R-20 Antikorper gegen nNOS (Schmidt er al, 1994, Marietta,
1994), dem monoclonalen iNOS-Antikdrper (Nathan et al, 1994) und dem
monoclonalen ecNOS-Antikorper (Brennman et al, 1995) analysiert. Als Kontrolle
wurden die Membranen mit dem monoclonalen Anti-TroponinT-Antikorper inkubiert.
Dieser Antikorper erkennt das fiir Muskelzellen, in diesem Fall Kardiomyozyten,
spezifische Protein Troponin T und dient somit als Nachweis, dall es sich bei den
analysierten Zellen um Herzmuskelzellen handelt.

Die Abbildung 4A) zeigt die Signale fiir die drei NOS-Isoformen in der Hohe ihres
erwarteten Molekulargewichts: nNOS bei 160kDa, iNOS bei 130kDa und eNOS bei
140kDa.

Die Abbildung 4B) zeigt dieselben Membranen aus Abbildung 4A), die mit dem
monoclonalen Anti-TroponinT-Antikérper inkubiert wurden. Es zeigt sich, wie
erwartet, nur ein Signal fiir Troponin T bei 35kDa in den Spalten TG und N, die das
Herzmuskelzellysat enthalten.

Dieses Resultat konnte in mehrfachen Wiederholungen des Western-Blots mit mehreren
unabhingigen  Priparationen = der  Membranproteine  fiir  unterschiedliche

Kardiomyozyten bestétigt werden (n=3).
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Abbildung 4: Nachweis von neuronaler-, induzierbarer- und endothelialer NO-
Synthase in Kardiomyozyten mittels Western Blot Analyse

A) Jeweils 20ug Membranproteine neonataler Kardiomyozyten von SD-Kontrollratten
(N) und hPMCA4b-transgener Ratten (TG) wurden mit dem polyclonalen R-20
Antikorper gegen nNOS, dem monoclonalen iNOS-Antikorper und dem monoclonalen
ecNOS-Antikorper analysiert. Es zeigte sich, dafl alle drei NOS-Isoformen in
Herzmuskelzellen vorkommen. In der ersten Spalte der Membranen (K) wurde eine
Positivkontrolle zum Nachweis der Funktion des Antikorpers aufgetragen; Ratten
Cerebellum fiir nNOS, ein Maus-Makrophagen-Lysat fiir iNOS und fiir eNOS ein
humanes- Endothel-Lysat.

B) Dieselben Membranen aus Abbildung A) wurden mit dem monoclonalen Anti-
Troponin T Antikorper inkubiert. Banden fiir Troponin T zeigen sich nur in den Spalten
TG und N, die Kardiomyozytenlysat enthalten.

4.1.2 Immunfluoreszenzbilder

Isolierte Kardiomyozyten von neonatalen SD-Ratten wurden am dritten Tag ihrer

Kultivierung mit folgenden Antikérpern doppelt gefarbt:

a) dem polyclonalen nNOS-Antikorper R-20 von Santa Cruz und dem sekundéren
Antikorper TexasRed-Anti-Kaninchen-Antikorper von Dianova

b) und dem monoclonalen Anti-TroponinT-Antikdrper von Sigma und mit dem

sekundédren Antikorper FITC-Anti-Maus-Antikorper von Sigma
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AnschlieBend wurden die Immunfluoreszenzfarbungen der Zellen in einem
Konfokalmikroskop schichtweise angeschaut. Die Abbildungen zeigen eine Ebene
durch die Zellen. Alle am Gerit einzustellenden Parameter wurden bei allen Farbungen
konstant gehalten.

Die Abbildungen 5A)-C) zeigen, daB3 neuronale NOS in Kardiomyozyten vorkommt. In
Abbildung 5A) stellt sich nNOS rot dar, da TexasRed an den sekundiren Antikorper
gekoppelt war. nNOS ist diffus in der Zelle verteilt zu erkennen. Abbildung 5B) dient
als Kontrolle, um die Zellen eindeutig als Herzmuskelzellen zu identifizieren. Zu sehen
sind dieselben Zellen aus Abbildung 5A), diesmal mit Anti-Troponin T-Antikorper und
FITC gekoppelt an den Sekundérantikorper gefarbt. Daher stellt sich das Troponin T der
Zellen griinlich diffus im Zytosol der Zellen verteilt dar. In Abbildung 5C) ist die
Uberlagerung der beiden Proteine an den doppeltgefirbten Zellen zu sehen, die sich
gelb darstellt. Damit ist nNOS eindeutig in Kardiomyozyten nachgewiesen. Abbildung
5D) zeigt das Bild, wenn nur die beiden sekundidren Antikorper, TexasRed-Anti-
Kaninchen-Antikérper und FITC-Anti-Maus-Antikorper, auf die Zellen gegeben
werden. Die schwache Fiarbung entsteht durch unspezifische Bindungen der Antikdrper

an die Zellen.
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Abbildung 5 A-D: nNOS in Kardiomyozyten

Neonatale Kardiomyozyten wurden mit R-20, einem Antikdrper der die neuronale NOS
erkennt, gefdrbt. TexasRed war an den Sekundarantikérper gekoppelt (A). Griin (FITC-)
gefiarbte Bereiche zeigen die Verteilung von Troponin T in der Zelle (B). Abbildung C)
zeigt gelb die Uberlagerung von nNOS und Troponin T in den Zellen. Abbildung D)
zeigt die schwache Hintergrundfiarbung der Zellen, wenn nur mit beiden sekundiren
Antikorpern gefarbt wird.
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4.2 Veranderte NO-Produktion durch PMCA-Aktivitat

Der EinfluB von PMCA auf das NO-Produktionsverhalten von Zellen ist bisher
weitgehend unklar. Um den Hinweisen nachzugehen, wurde in dieser Arbeit eine
indirekte MeBmethode zur Bestimmung der Stickstoffmonoxidproduktion der Zellen

etabliert, um dann anhand dieser den Einflu3 der PMCA zu untersuchen.

4.2.1 NO-Messung an N1E-Zellen

In Vorversuchen wurde die NO-Produktion von N1E-Zellen, die bekanntermalflen die
NO-Synthase enthalten, direkt aus dem Zellkulturmedium gemessen (Southan et al.,
1995; Schwarz et al., 1998). Die Daten ergaben trotz verschiedener Verdnderungen im
Versuchsaufbau nur inkonstante Werte, die am Rand des auswertbaren Bereichs lagen.

Daher wurden die Zellinie und die MeBmethode gewechselt.

4.2.2 NOS-Aktivitat von Kardiomyozyten

Die Aktivitdit des Enzyms NO-Synthase (NOS) sollte AufschluB3 {iber die NO-
Entstehung in Kardiomyozyten geben, da die quantitative Menge der NO-Produktion
unter den gewéhlten Bedingungen nicht meB3bar war. Um die Frage des Einflusses von
PMCA auf die NO-Produktion zu kldren, wurden die NOS-Aktivitit von wildtypischen
Kardiomyozyten und hPMCAA4b-iiberexprimierenden-transgenen Kardiomyozyten der
Ratte gemessen. Zusitzlich wurden die Zellen mit folgenden verschiedenen Substanzen
stimuliert: Mit 1uM Calmodulin, als Regulationsprotein der NOS-Aktivitét; mit 100pM
NOC 18, einem NO-Donor; mit 10uM Carbachol, einem muskarinischem Acetylcholin-
Rezeptoragonist, mit SuM Calmidazolium, einem Inhibitor von Calmodulin-regulierten
Enzymen, und mit verschiedenen NOS-Inhibitoren: 100uM Nm-Nitro-L-Arginine-
methylester (L-NAME), 100uM N°-Monomethyl-L-Arginine (NMMA) und 100uM L-
N°-(1-Iminoethyl)-ornithine (NIO). Die Resultate waren nicht auswertbar, da der
Leerwert, das reine Reaktionsgemisch, mit 33374 counts-per-minute (cpm) hohere
Werte aufwies als die zu messenden Zellen, die um die 20000 cpm lagen. Da sich in

acht Versuchen immer dhnliche Ergebnisse ergaben, wurde die Nachweisgrenze fiir die
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NOS-Aktivitdt mit diesem Versuchsaufbau nicht erreicht. Die Funktionsfahigkeit des
Assays zeigt sich an der Positivkontrolle. 1,5ul des Rattencerebellums, ein stark NOS-
haltiges Gewebe, hat eine stark erhohte Aktivitit gegeniiber dem Leerwert des
Reaktionsgemisches und 146t sich durch den NOS-Inhibitor, 100uM NMMA, in seiner
Aktivitit deutlich um etwa 40000 cpm mindern.

NOS-Aktivitat normaler

Kardiomyozyten in cpm

NOS-Aktivitat transgener

Kardiomyozyten in cpm

nur Zellen 21093 +/- 7739 22415 +/- 8822
100 uM Nio 19153 +/- 8000 27235 +/- 9146
100 uM NMMA 28792 +/- 14897 25232 +/- 7706

20458 +/- 6411
21052 +/- 12218

25947 +/- 7104
30339 +/- 3151

100 uM L-NAME
100 uM NOC18

10 yM Carbachol

26185 +/- 20309

28168 +/- 1750

5 uM Calmidazolium

14967 +/- 1547

25104 +/- 372

1 M Calmodulin

18861 +/- 7825

28626 +/- 1335

Kontrollen

NOS-Aktivitat in cpm

Leerwert

33374 +/- 4235

1,5 pl rat cerebellum

72302 +/- 8037

1,5 pl rat cerebellum +100 yM NMMA 39517 +/- 2180

Tabelle 1: NOS-Aktivitit von wildtypischen/ transgenen Kardiomyozyten und
Kontrollen in einem 1-Stundenwert; dargestellt als counts-per-minute (cpm-
Werte) (n=8).

Der Leerwert in der Kontrolltabelle zeigt die Radioaktivitit des reinen
Reaktionsgemisches. Das Rattencerebellum dient als Positivkontrolle. In der
Ergebnistabelle zeigt "Nur Zellen” die NOS-Aktivitidt unstimulierter Kardiomyozyten.
NIO, NMMA, L-NAME, NOC18, Carbachol, Calmidazolium und Calmodulin wurden
in der angegebenen Konzentration den Zellen zugegeben.
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4.2.3 cGMP-Messung

In der vom Stickstoffmonoxid benutzten Signalkaskade ist die Guanylatzyklase die
nichste Stufe. Die Messung von cGMP, dem an der Guanylatzyklase entstehenden
Protein, hat zwei Vorteile. Einmal ist cGMP in der Zelle stabiler als NO, und zum
Zweiten sind kleinere NO-Mengen durch den Verstarkereffekt leichter mef3bar. Dieser
entsteht durch die 200-fache Aktivititssteigerung der Guanulatzyklase durch ein NO-
Molekiil (Schmidt HH et al., 1993).

4.2.3.1 Neonatale Ganzherzen

Drei Tage alte neonatale Herzen (mittleres Herzgewicht 50pug) von hPMCA4b-
transgenen Ratten und SD-Ratten wurden mechanisch zerkleinert (siche Kapitel 3.3.2)
und mit 0,1uM HCI 1:3 verdiinnt, um ihre cGMP-Konzentration (siche Kapitel 3.7) zu
bestimmen. Nach acht Versuchen stellte sich heraus, daf} transgene neonatale Herzen
eine bis zu dreifach héhere cGMP-Konzentration aufweisen als neonatale Herzen von

SD-Ratten; dies entspricht einer Signifikanz von p< 0,028.

O wildtyp
Ganzherzen
8 1 W transgene
6 * Ganzherzen

cGMP-Konzentration [pmol/ml]

Abbildung 6: cGMP-Konzentration in neonatalen Ganzherzpriparaten von
hPMCAA4b transgenen Ratten und wildtypischen SD Kontrollen
hPMCA4b-transgene neonatale Ganzherzpridparate weisen eine signifikant hdhere
cGMP-Konzentration als neonatale Herzen von SD-Ratten auf (n=8, p=0,028).
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4.2.3.2 Stimulierte Kardiomyozyten

Neonatale Kardiomyozyten von SD- und hPMCA4b-transgenen Ratten wurden nach
drei Tagen in Zellkultur 5 Minuten mit verschiedenen Substanzen stimuliert und ihre
cGMP-Konzentration gemessen (siche Kapitel 3.7). Die mit K gekennzeichneten
Kontrollzellen wurden nicht stimuliert, dienen also als Referenzwert. L-NAME (L-N)
inhibiert die NO-Synthase und senkt bei den SD-Kardiomyozyten die cGMP-
Konzentration. Unerwarteterweise ist die cGMP-Konzentration der mit L-NAME
stimulierten transgenen Kardiomyozyten leicht erhoht. NOC 18, ein NO-Donor, der die
NO-Synthase umgeht, indem er NO freisetzt, steigert die cGMP-Konzentration der
hPMCA4b-transgenen Kardiomyozyten um den Faktor 15. A23187 (4-Bromo-Kalzium-
Ionophor) beeinflult den Kalziumeinstrom in die Zelle und stimuliert so die NOS der
SD-Kardiomyozyten um das 4-fache und der hPMCA4b-transgenen Kardiomyozyten
um das 12-fache. Generell wurde nach n=3 festgestellt, daB Kardiomyozyten wenig
Stickstoffmonoxid produzieren und sich schlecht stimulieren lassen, so da3 die cGMP-
Konzentrationswerte immer am unteren Randbereich des pseudolinearen Mel3bereiches

lagen.

2] e

K L-N NOC 18 A23187

cGMP-Konzentration [pmol/ml]

O wildtyp Kardiomyozyten B transgene Kardiomyozyten

Abbildung 7: Verinderung der cGMP-Konzentration von SD- und hPMCA4b-
transgenen Kardiomyozyten bei Stimulation mit verschiedenen Substanzen

Die mit K bezeichneten Zellen sind ohne Stimulanz gemessen worden. 100uM L-
NAME (L-N) inhibiert die NO-Produktion, 100uM NOC 18 ist ein NO-Donor und
2,5uM A23187 stimuliert die NO-Produktion der SD-Kardiomyozyten um den Faktor 4
und der hPMCAA4b-transgenen Kardiomyozyten um den Faktor 12.
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4.2.3.3 Transfizierte Kardiomyozyten

Neonatale Kardiomyozyten von SD-Ratten wurden am dritten Tag ihrer Kultivierung
mit den Plasmiden pCMV-hPMCA4b und pCMV-NOS-I transfiziert (siche Kapitel 3.8)
und ihre cGMP-Konzentration anschlieBend bestimmt (siche Kapitel 3.7).

Die Abbildung 8a) zeigt, daB die hPMCA4b-transgenen Kardiomyozyten eine absolut
hohere cGMP-Konzentration aufweisen als die Kardiomyozyten der SD-Ratten. Die
Kotransfektion mit dem pCMV-hPMCA4b-Plasmid senkt in beiden ,,Zelltypen* die
cGMP-Produktion; auf das 0,54-fache der Ausgangsproduktion bei den SD-
Kardiomyozyten und das 0,75-fache bei den Transgenen.

Die Transfektion mit steigenden nNOS-Plasmid-Konzentrationen steigert die cGMP-
Produktion in beiden ,,Zelltypen* bis zu einer nNOS-Plasmid-Konzentration von 0,5ug,
in hoherer Konzentration sinken die cGMP-Konzentrationen auf Werte unter die
Ausgangskonzentration ab.

Auffillig ist, daB trotz der absolut hoheren cGMP-Konzentrationswerte der transgenen
Kardiomyozyten die x—fache Induktion von c¢cGMP niedrigere Werte als die der
wildtypischen Kardiomyozyten zeigt. Das bedeutet, dal die NO-Synthase der

transgenen Herzmuskel-zellen schlechter stimuliert werden kann.
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Abbildung 8a: Anderung der cGMP-Konzentration in Abhiingigkeit von der
transfizierten nNOS-Konzentration Eine Transfektion mit 1pg pCMV-hPMCA4b-
Plasmid senkt den Ausgangswert (,,ohne* = untransfizierte Zellen) bei beiden Zellinien
ab. Eine Transfektion mit 0,1 bzw. 0,5ug pCMV-NOS-I-Plasmid erhoht die cGMP-
Konzentration in beiden Zellinien. Transfiziert man die Zellen mit NOS-
Konzentrationen von 1 bzw 2 ng, sinkt die cGMP-Konzentration auf Werte niedriger als
der Ausgangswert ab. (n=5)

Owildtyp
Kardiom yozyten
Wtransgene
Kardiom yozyten

ohne PMCA NOS NOS NOS NOS PMCA

1yg  0,17pg 0,5pg  1pg  2ug  1ug/
NOS

g

x-fache Induktion von cGMP
O ~ N W b
|

Abbildung 8b: Verinderung der x-fachen Induktion von cGMP von neonatalen
Kardiomyozyten von SD-Ratten zu PMCA-transgenen Ratten

Die Abbildung zeigt die gleichen Daten wie die Abbildung 8a), nur keine Absolutwerte,
sondern die x-fache Induktion. Transgene Kardiomyozyten zeigen insgesamt eine
schwichere x-fache Induktion als wildtypischen Kardiomyozyten. (n=5)
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4.2.3.4 Transfizierte HEK 293-Zellen

HEK 293-Zellen konnen mit einer erheblich hoheren Transfektionseffizienz als
Kardiomyozyten  transfiziert =~ werden. Um  die  Hinweise aus  der
Kardiomyozytentransfektion auf eine "Downregulation" der neuronalen NO-Synthase
durch die PMCA in einem stabileren System weiter zu untersuchen, wurde das
Zellsystem gewechselt.

HEK 293-Zellen wurden mit 0,5ug DNA des pCMV-NOS-I-Plasmides und mit
steigenden Konzentrationen des pCMV-hPMCA4b-Plasmides kotransfiziert.

Nach 12 Versuchen zeigte sich, dal mit 1pg des PMCA-Plasmides transfizierte HEK
293-Zellen in Bezug auf untransfizierte HEK 293-Zellen praktische keine Erhohung der
cGMP-Konzentration aufwiesen - im Gegensatz zu der 44-fachen Induktion der HEK
293-Zellen, die mit 0,5ug des nNOS-Plasmides transfiziert wurden. Das entsprach einer
Signifikanz von p=0,01. In mit beiden Plasmiden gleichzeitig transfizierten Zellen,
wobei die 0,5ug des nNOS-Plasmides konstant gehalten wurden und die Konzentration
des PMCA-Plasmides von 0,1ug iiber 0,5ug und 1pg auf 2ug gesteigert wurde, zeigte
sich eine stetig sinkende x-fache Induktion der cGMP-Konzentration. In Zellen mit 2ug
PMCA und 0,5pg nNOS betrug die x-fache Induktion nur noch das 6-fache des
Kontrollwertes. Bezogen auf die x-fache Induktion des 0,5ug nNOS/neg. PMCA-
Wertes war die x-fache Induktion des 0,5ug nNOS/1,0 PMCA-Wertes mit einer
Signifikanz von p=0,04 erniedrigt.

Abbildung B) und C) zeigen exemplarisch mittels Western Blot die unterschiedliche
Expression von PMCA4b und nNOS und bestdtigten so die gelungene Transfektion der
Zellen. Jeweils gleiche Mengen Membranproteine der verschieden transfizierten Zellen
wurden im Western-Blot mit dem monoklonalen JA3-Antikérper gegen PMCA
(freundlicherweise von Adelaida G. Filoteo zur Verfiigung gestellt) und dem
polyclonalen R-20 Antikdrper von Santa Cruz gegen nNOS analysiert. Das Ansteigen
der Transfektionsmenge an PMCA-Plasmid zeigte sich in immer stirker werdenden
Banden im Western Blot. Ebenso spiegelte sich die konstante Menge an NOS-Plasmid
in einer wenig variierenden Stirke der nNOS-Bande wieder. Beide Banden erschienen
in der zu erwartenden Hohe ihres Molekulargewichtes; PMCA4b bei 140 kDa und
nNOS bei 160 kDa.
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Abbildung 9A): Abnahme des cGMP-Levels von transfizierten HEK 293-Zellen in
Abhiingigkeit von ihrer PMCA-Expression

Keine Verdanderung der cGMP-Menge bei alleiniger Transfektion mit 1ug hPMCA4b-
Expressionsvektor im Gegensatz zur vierundvierzig-fachen Erhéhung der cGMP-
Konzentration bei alleiniger Transfektion mit 0,5ug nNOS-Expressionsvektor. Bei
gleichbleibender nNOS-Expressionsvektorkonzentration sinkt die Induktion von cGMP
mit steigender PMCA-Expressionsvektorkonzentration bei der Transfektion. (n=12)
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B) Unterschiede in der Expression von PMCA in transfizierten HEK 293-Zellen im
Western-Blot

Jeweils gleiche Mengen Proteinlysat der verschieden transfizierten Zellen wurden im
Western-Blot mit dem monoklonalen JA3-Antikorper gegen PMCA analysiert.
Untransfizierte HEK 293-Zellen exprimieren wenig PMCA (Spalte 1 und 3). Je mehr
PMCA-Expressionsvektor transfiziert wird, desto stérker ist die Expression.

C) Expression von nNOS in transfizierten HEK 293-Zellen im Western-Blot

Die Membran aus Abbildung B) wurden mit dem polyclonalen R-20 Antikdrper gegen
nNOS analysiert. Untransfizierte HEK 293-Zellen exprimieren keine nNOS (Spalte 1
und 2). Bei gleichbleibender Menge an transfiziertem nNOS-Expressionsvektor bleibt
die Stirke der nNOS-Banden annihernd konstant.
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5 Diskussion

5.1 NOS in Kardiomyozyten

Bisher war nur aus Arbeiten von Lin und Silvagno bekannt, dal nNOS-pu, eine nNOS-
Splicevariante, in Kardiomyozyten existiert (Silvagno ef al., 1996; Lin et al., 1998). Die
Gruppe um Lewis Becker hat nNOS in Vesikeln des Sarkoplasmatischen Retikulums
von Kardiomyozyten mit Immunogoldfiarbung nachgewiesen (Xu et al., 1999).

Dazu wurden Zellfraktionen der Kardiomyozyten hergestellt und mit Antikdrpern gegen
SERCA, nNOS und Na'/K'-ATPase analysiert, wobei unterschiedlich grofe
Goldpartikel an  die  Sekunddrantikorper  gekoppelt  wurden. In  der
Plasmamembranfraktion wurde im Gegensatz zu der Vesikelfraktion keine nNOS
entsprechenden Goldpartikel gefunden. Die Gruppe um Lewis Becker schloss aus den
Ergebnissen, dal nNOS nicht in der Plasmamembran vorhanden ist, jedoch im
Sarkoplasmatischen Retikulum vorkommt. Die Membranfraktion wurde durch die
Na'/K'-ATPase als Kontrolle identifiziert. Die Na'/K -ATPase kommt generell in der
Plasmamembran vor, wurde bisher jedoch nicht in Caveolae nachgewiesen. Caveolae
sind Vesikel dhnliche Kompartimente der Plasmamembran und kommen nach
Erfahrungen in unserer Arbeitsgruppe in der Vesikelfraktion von Zellen vor. Kiirzlich
bestitigte die Arbeitsgruppe das vorkommen von nNOS in der Plasmamembran von
Kardiomyozyten (miindliche Mitteilung Kai Xu).

Die Gruppe um Ralph A. Kelly erwéhnt explizit, dal sie kein nNOS-Protein in
Immunoprezipitation von WT und eNOS™" Herzmuskelzellen der Maus finden konnten
(Han et al, 1998). In der vorliegenden Arbeit konnte mittels der
Immunfluorezenzfarbung der Nachweis von nNOS in Kardiomyozyten bestatigt
werden. Auflerdem zeigen die Daten des Western-Blots die nNOS-Expression auf
Proteinebene der Zelle. Die Zellen wurden zweifelsfrei als Kardiomyozyten
identifiziert, da sie als einzige Zellen im Herzgewebe Troponin T als Protein enthalten.
In fritheren Arbeiten wurde nNOS zwar auf Proteinebene mittels Western-Blot im
Herzen gezeigt, aber die Proteinprobe wurde aus vollstindigem Herzgewebe hergestellt
(Lin et al., 1998). Dabei wurde nicht nachgewiesen, ob nNOS aus den Kardiomyozyten,

den glatten Muskelzellen der Gefdfle oder den Neuronen des Herzgewebes stammt.
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Das Vorkommen von nNOS in Neuronen ist schon seit langem bekannt ( Bredt and
Snyder, 1990).

Die Gruppe um Lue zeigte auch, dafl die humane nNOS-u Splicingvariante von nNOS
im Herzen mit 160kDa Molekulargewicht im Gegensatz zu 155kDa von nNOS im Hirn
grofler ist (Lin et al., 1998).

Das Vorhandensein der beiden anderen NOS-Isoformen, der endothelialen- und der
induzierbaren NOS, in Kardiomyozyten ist schon seit langem bekannt. Sie konnte auch
in dieser Arbeit mittels Western-Blot bestitigt werden. Verschiedene Gruppen wiesen
die Steigerung der Aktivitit der induzierbaren NO-Synthase durch Zytokine, wie
Interleukin-18 und Tumornekrosefaktor-a, und Interferon-y in Kardiomyozyten nach
(Balligand et al., 1994; Harding et al., 1995; Shindo et al., 1995).

Die genaue Regulation der endothelialen NO-Synthase ist noch unklar. Die Gruppe um
Ralph Kelly beschrieb die Aktivierung der eNOS durch eine steigende intrazellulédre
Kalziumkonzentration in isolierten adulten Rattenventrikelmyozyten durch elektrische
Stimulation in vitro (Kaye et al., 1996). Andere wiesen eine "Downregulation" von
eNOS auf mRNA-Ebene in Kardiomyozyten durch Steigerung der intrazelluldren
cAMP-Konzentration nach (Belhassen et al., 1996).

Die Daten dieser Arbeit bestitigen nochmals das vorkommen von allen drei NOS-
Isoformen im Herzen. Deren genauen molekularbiologischen Mechanismen der
Interaktion und ihre Aufgaben im Herzen sind weiterhin weitgehend unklar und miissen

noch erforscht werden.

5.2 Veranderte NO-Produktion durch PMCA-Aktivitat

NO-Messung

Um Hinweise auf ein verdndertes NO-Produktionsverhalten durch PMCA-Einfluf} zu
erhalten, wurde die quantitative Menge des von der Zelle produziertem NO gemessen
werden. Zur Etablierung des schwierigen Mefverfahrens wurden Vorversuche an N1E-
Zellen durchgefiihrt, von denen bekannt ist, dal sie nNOS enthalten (Schwarz et al.,
1998). Die Daten ergaben jedoch keine sinnvoll auswertbaren Ergebnisse, da die NO-
Produktion der Zellen auBBerhalb des sinnvollen MeBbereiches der Methode lagen und
mit diesem Versuchsaufbau trotz Zugabe verschiedener Stimulanzien nicht erhoht
werden konnten. Wahrscheinlich ist das sehr instabile NO zu schnell zerfallen, so daf3

falsch niedrige NO-Werte gemessen wurden (L.J. Ignarro, 1989). Durch Zugabe von
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Superoxiddismutase, die die Weiteroxidation von Stickstoffmonoxid zu Peroxynitrit
verhindert, konnte die Stabilitdt von NO erhoht werden, wie die Gruppe um Matthew
Grisham beschrieben hat (Miles et al, 1996) und wie es in spiteren Versuchen

angewendet wurde.

NOS-Aktivitdtsmessung

Ein etwas anderer Ansatz zur Bestimmung eines veridndertes NO-Produktionsverhalten
durch PMCA-Einfluf} ist die Messung der Enzymaktivitdt der NO-Synthase. Hierbei
wird die Schwierigkeit der quantitativen NO-Messung, der schnelle Zerfall des
entstehenden Stickstoffmonoxid, umgangen. Anhand der Kontrollversuche ist zu sehen,
daf} diese Methode gut funktioniert; gibt man einen Inhibitor der NOS z.B. NMMA auf
die Zellen des Rattencerebellums - einer Positivkontrolle fir nNOS -, sinkt die
Enzymaktivitdt deutlich. An Kardiomyozyten konnten keine auswertbaren Resultate
erhoben werden, da die MeBwerte unterhalb der Nachweisgrenze des Assays lagen.
Dies kann verschiedene Griinde haben. Entweder ist die NOS-Aktivitit der
Kardiomyozyten zu gering um mit diesem Assay gemessen zu werden oder die NO-
Synthase wurde zu schnell von Proteasen abgebaut, obwohl sie durch einen
Proteaseinhibitor stabilisiert wurde. Am wahrscheinlichsten erscheint der Fehler in dem
Schritt vorzuliegen, in dem das Reaktionsgemisch {iber einen Ionenaustauscher gegeben
wird. Dort soll unverbrauchtes *H-Arginin im Gegensatz zu entstandenen Citrullin
gebunden werden.

Andere Gruppen konnten anhand der NOS-Aktivititsmessung ihre Hypothesen
bestitigen. So zeigte die Gruppe um Ralph A. Kelly Resultate in denen Carbachol, ein
muskarinischer Azetylcholinrezeptoragonist, die eNOS-Aktivitit in Herzmuskelzellen

der Maus durch Interaktion erhoht (Han et al., 1998).

cGMP-Messung

Aus den vorangegangenen Versuchen ist zu erkennen, da3 Kardiomyozyten keine sehr
hohe NOS-Aktivitat aufweisen. Daher wurde der Umstand ausgenutzt, dal3 durch NO-
Molekiile die Guanylatzyklase-Aktivitdt um das 400fache gesteigert wird (Schmidt HH
et al., 1993). Die Guanylatzyklase ist der ndchste Schritt der NO-Signalkaskade. Die

cGMP-MeBmethode wurde an neonatalen Ganzherzen von wildtypischen Ratten und
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hPMCAA4b-transgenen Ratten etabliert. Die Daten zeigen eine quantitativ signifikant
(p=0,028; n=8) hohere cGMP-Produktion der transgenen Herzen, was als ein erster
Hinweis auf ein durch PMCA verdndertes NO-Produktionsverhalten zu deuten ist. Eine
konstant erhohte Expression der PMCA fiihrt wahrscheinlich zu einer Reihe von

adaptiven Prozessen in der Zelle.

Stimulierte Kardiomyozyten

Um dem Hinweis auf eine Interaktion von PMCA und nNOS weiter nachzugehen,
wurde die ¢cGMP-Produktion in einem Zellsystem an stimulierten Kardiomyozyten
gemessen.

Nach anfinglichen Schwierigkeiten aufgrund zu niedriger MeBwerte wurden die
Versuchsbedingungen weiter verdndert. Die Zugabe von Superoxiddismutase zu den
Proben verhinderte den schnellen NO-Zerfall, IBMX (8-Methoxymethyl-3-Isobutyl-1-
Methylxanthin), ein Phosphodiesterasechemmer, verlangsamte den Abbau von cGMP in
der Zelle und L-Arginin fiihrt zu einer "Substratsittigung" und damit zu einer
substratunabhingigen Enzymaktivitdt (Miles et al., 1996; Belhasen et al., 1996). Durch
diese Vorbehandlung der Zellen wurde die meBtechnisch bendtigte Stabilitit von NO
bzw. cGMP bei einer Stimulationszeit der Zellen von 5min erreicht (Balligand et al.,
1993). Die Daten zeigen trotz der verdnderten Versuchsbedingungen, dal3
Kardiomyozyten wenig NO produzieren und sich nicht gut stimulieren lassen. Dies
macht sich bemerkbar an den relativ niedrigen cGMP-Konzentrationen zwischen 1 — 14
pmol/ml Probe. Die hohen Werte der Standartabweichungen spiegeln die Schwierigkeit,

kleine Mengen des instabilen NO nachzuweisen.

Transfizierte Kardiomyozyten

Mit einem PMCA-Vektor transfizierte neonatale Kardiomyozyten exprimieren das
Protein in groBerer Menge. Daher wurde das Testsystem erneut gewechselt, um
aussagekriftigere Daten in einem sinnvollen MeBbereich gewinnen zu konnen.
hPMCAA4b-transfizierte Kardiomyozyten zeigen eine absolut hohere c¢GMP-
Konzentration als wildtypische Kontrollzellen bei der Transfektion. Relativiert man den
Konzentrationsanstieg auf Kontrollzellen, so ist zu beobachten, daf3 die relative cGMP-

Konzentrationszunahme der transgenen Kardiomyozyten niedriger ist als die der
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wildtypischen = Kardiomyozyten.  Diese = Beobachtung  deutet auf einen
Kompensationsmechanismus der PMCA-iiberexprimierenden Kardiomyozyten hin.
Unter Beriicksichtigung, da8 eine Transfektion mit PMCA in beiden
Kardiomyozytentypen die cGMP-Produktion senkt, 148t sich die Hypothese aufstellen,
dal die PMCA die NO-Synthase im Sinne einer Hemmung beeinfluflt. Die PMCA-
iiberexprimierenden transgenen Kardiomyozyten konnten diese dauerhafte Hemmung
der kalziumabhingigen NOS umgehen, indem sie die induzierbare NO-Synthase
(iNOS), die Ca*"-/Calmodulin unabhéngig ist, stirker exprimieren. Die Gruppe um
Thomas Michel zeigte, dal e- und iNOS in Ratten-Kardiomyozyten vorkommen und
daB3 spezielle Zytokine, selber Aktivatoren der iNOS, die endotheliale NO-Synthase in
den Kardiomyozyten runterregeln (Balligand ef al., 1995). Dies konnte eine Ursache fiir
den zu beobachtenden absoluten cGMP-Konzentrationsanstieg im Vergleich zu einer
relativen cGMP-Konzentrationsverminderung der transgenen Kardiomyozyten sein.
Eine dhnliche Beobachtung hat die Gruppe um Clarke an Dystrophin-defizienten-mdx-
Miusen gemacht. Sie beobachteten eine "Downregulation" der neuronalen NO-
Synthase in Herzmuskelzellen von Dystrophin-defizienten-mdx-Miusen bei einer
gleichzeitig bestehenden Erhdhung der iNOS-Aktivitit (Bia et al., 1999).

Die Daten zeigen auch, dal eine Transfektion mit dem NOS-Vektor nur bis zu einer
Konzentration von 0,5pug sinnvoll ist, da eine zu grofle NOS-Expression toxisch auf die
Zellen wirkt, was sich durch sinkende cGMP-Konzentrationen darstellt. Die Toxizitét
von groflen Mengen NO auf die Zellen ist schon mehrfach in der Literatur beschrieben
worden (siehe Ubersicht Bredt, 1999).

Die hohen Standardabweichungen der Daten sind auf die Schwankungen der

Transfektionseffizienz der Kardiomyozyten zuriickzufiihren.

PMCA/nNOS Kotransfektion in HEK 293-Zellen

Um die Transfektionsdaten der Kardiomyozyten an einer als einfach und stabil
transfizierbaren Zellinie, den HEK 293-Zellen, zu bestitigen, wurden weitere Versuche
in diesen Zellen durchgefiihrt. Wie schon die Daten der Transfektion von
Kardiomyozyten zeigen die Ergebnisse der HEK 293-Zelltransfektion, da3 die PMCA
einen inhibierenden Einfluf} auf die NO-Synthase ausiibt. Mit nNOS-Expressionsvektor

transfizierte Zellen besitzen eine 44-fach hohere c¢GMP-Konzentration als
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untransfizierte Zellen. Wenn diese mit nNOS-Expressionsvektor transfizierten Zellen
mit steigender Konzentration des PMCA-Expressionsvektors kotransfiziert werden,
nimmt die cGMP-Konzentration dosisabhidngig ab.

Die Daten legen die schon gewonnene Vermutung einer Inhibition von nNOS durch die
PMCA nahe, wobei der genaue Mechanismus noch weiter erforscht werden muf3. Von
der PMCA ist bekannt, dal3 sie ihr C-Terminus an PDZ-Doménen anderer Proteine
binden kann. Die Gruppe um Emanuel Strehler hat eine Bindung der PMCA4b iiber
thren C-Terminus an die PDZ-Doménen von Membran-assoziierten Guanylatkinase
(MAGUK) Familien beschrieben (Kim et al., 1998). Neuronale NO-Synthase besitzt
eine PDZ-Doméne an ihrem N-Termini, mit der sie an Syntrophin bindet (Brenman et
al., 1996; Hillier, 1999). Syntrophin liegt oft im Komplex gebunden mit Dystrophin in
der Zelle vor (Brenman et al., 1995). Da der Dystrophinkomlex auch in Caveolae
vorkommt, konnte die PMCA {iiber diesen Komplex oder direkt eine Interaktion mit
nNOS eingehen.

Dies impliziert eine direkte Regulation der neuronalen NO-Synthase, einer
Ca**/Calmodulin-abhingigen Form der NOS, durch die PMCA fiiber eine Anpassung
der lokalen Kalziumkonzentration. Eine Interaktion von PMCA und nNOS 148t weitere
regulatorische Effekte auf andere Signaltransduktionsproteinen in den Caveolae
vermuten.

Da die PMCA ein ubiquitir vorkommendes Enzym und die neuronale NO-Synthase in
Nervenzellen und erregbaren Geweben weit verbreitet ist, ist die physikalische und
funktionale Interaktion der beiden Proteine in vielen verschiedenen Zellen von grosser

Relevanz.
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6 Zusammenfassung

Die Plasmamembran-Ca*-ATPase (PMCA) ist neben dem Na'/Ca®"-Austauscher fiir
den Transport von Ca”" aus der Zelle verantwortlich und somit essentiell fiir die Ca”'-
Homdoostase. Die hohe Ca**-Affinitit und relativ geringe Kapazitit der PMCA legt
nahe, daBl die Kalzium-Pumpe hauptsichlich fiir die Feinregulation der intrazelluldren
Ca”"-Konzentration ([Ca*"];) verantwortlich ist und somit ein Regulationsmechanismus
fiir die Signaltransduktion der Zelle darstellt.

Die PMCA wurde biochemisch detailliert charakterisiert. In "nicht erregbaren Zellen"
reguliert sie die Ca*'-Homoostase der Zellen. In erregbarem Gewebe, wie z.B.
Herzmuskelzellen, ist ihre physiologische Bedeutung nicht klar, da verschiedene Ca*'-
Transportsysteme die Regulation der intrazelluldren Kalziunkonzentration beeinflussen.
Verschiedene Arbeiten geben Hinweise auf eine Rolle der PMCA bei Wachstums- und
Differenzierungsprozessen der Zellen.

Zur weiteren Aufkldrung der molekularbiologischen Mechanismen der PMCA wurde
Hinweisen auf eine mogliche Interaktion von PMCA und der neuronalen NO-Synthase
(nNOS), einer Ca*"/ Calmodulin-abhédngigen Isoform, nachgegangen.

Mittels einer Immunfluoreszenzfarbung und Western-Blot konnte gezeigt werden, dal3
nNOS in mit Troponin T gegengefarbten Kardiomyozyten vorkommt. Auferdem
werden alle drei NO-Synthase-Isoformen (neuronale-, endotheliale- und induzierbare-)
auf Proteinebene in Kardiomyozyten exprimiert.

Verdnderungen der NO-Produktion der Zellen durch den Einfluss von PMCA wurden
durch  quantitative = Bestimmung des "second messengers"  zyklisches
Guanosinmonophosphat (cGMP), nachgewiesen. Humane PMCA4b iiberexprimierende
Rattenherzen zeigen ex vivo eine signifikant (p<0,028) hohere cGMP-Konzentration in
myokardialem Gewebe als Kontrollrattenherzen. Dieses Ergebnis wird in mit humaner
PMCA4b und nNOS transfizierten wildtypischen — und PMCA4b transgenen
Kardiomyozyten bestitigt. Weiterhin zeigt sich eine Senkung der cGMP-Konzentration
in den mit PMCA4b transfizierten Zellen gegeniiber Kontrollzellen. Auffillig sind die
absolut hoheren Werte fiir die cGMP-Konzentration der PMCA-iiberexprimierenden
transfizierten Kardiomyozyten im Gegensatz zu den niedrigeren Werten in der

Darstellung der x-fachen Induktion von cGMP bezogen auf untransfizierte Zellen.
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Die Resultate der Transfektion von HEK 293-Zellen mit PMCA4b und nNOS
bestétigen die gewonnenen Ergebnisse. Je hoher die PMCA-Konzentration wahrend der
Transfektion ist, desto niedriger wird die Induktion von cGMP bei gleichbleibender
nNOS-Transfektionskonzentration.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die humane PMCA an der Regulation des NO-
Signaltransduktionsweges im Sinne einer Inhibition von nNOS beteiligt ist, wie hier am
Beispiel von HEK 293-Zellen gezeigt wurde. Die Ergebnisse von PMCA4b transgenen
Kardiomyozyten lassen aufgrund ihrer absolut h6heren, aber relativ niedrigeren cGMP-
Werte im Vergleich zu wildtypischen Kardiomyozyten auf eine Anpassung der Zelle
auf die Inhibition von neuronaler NOS schliessen.

In dieser Arbeit konnte die PMCA als ein Interaktionspartner und Inhibitor der
neuronalen NO-Synthase in Kardiomyozyten identifiziert werden. Dies erdffnet neue

Wege in der Verzahnung von Kalzium- und NO-abhéngigen Signaltransduktionswegen.
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8 Anhang

8.1 Abkiirzungen

Die Abkiirzungen der SI-Einheiten werden als bekannt vorausgesetzt. Hier nicht

aufgefiihrte Abkiirzungen sind im Kapitel 8.2 bzw. 8.3 erklért.

A23187:
AK:
BrdU:
BSA:
CaM:
cAMP:
cGMP:
COz:
DAPI:
DMEM:
DNA:
ECL:
EDTA:
EGTA:
FCS:
FITC:
GTP:
H,0,:
HCI:
HEPES:
HRP:
IBMX:
IONO:
1P5:

IU:

L-NAME:

4-Bromo-Kalzium Ionophore

Antikorper

Bromodesoxyuridin

Bovines Serum Albumin

Calmodulin

zyklisches Adenosinmonophosphat
zyklisches Guanosinmonophosphat
Kohlendioxid

4,6-Diamidino-2-Phenylindol

Dulbecco’s modified Eagle’s medium
Desoxyribonucleinsiure

enhanced chemoluminescence
Ethylendiamintetraacetat
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)tetraacetat
Fetales Kélberserum

Fluoreszin Isothiocyanat
Guanosintriphosphat

Wasserstoffperoxid

Salzsdure
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-ethansulfonsiure
Meerettich-Peroxidase
8-Methoxymethyl-3-Isobutyl-1-Methylxanthin
Ionomycin

Inositol-trisphosphat

internationale Units

No-nitro-L-arginine-methylester
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MEM:
MW:
NADPH:
NIO:
NMMA:
NO:
NO,":
NO; "
NOCI18:
NOS:
PBS:
Pen/Strept:
PFA:
PMCA:
RT:

SD:
SDS:
SERCA:

Tris:

Minimum Essential Medium

Molekulargewicht
Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat, reduzierte Form
L-N°-(1-Iminoethyl)-Ornithin
NYMonomethyl-L-Arginin

Stickstoffmonoxid

Nitrit

Nitrat
2,2-(Hydroxynitrosohydrazino)-bis-Ethanamin
Stickstoffmonoxid-Synthase

phosphate-buftfered saline
Penicillin/Streptomycin

Paraformaldehyd

Plasmamembran-Ca**-ATPase

Raumtemperatur

Sprague Dawley

Natriumdodecylsulfat

Ca”*-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums

Trishydroxymethylamionomethan
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8.2 Verwendete Losungen und Puffer

a) Neonatale Kardiomyozyten:

Calcium- und Bicarbonat-freies Hanks mit Hepes (CBFHH), pH 7.4:

8 g/L NaCl (MW: 58,44), 0,4 g/L KCI (MW: 74,55), 0,2 g/LL MgSO4*7H,0, 1 g/L D-
Glucose, 0,06 g/L KH,PO, (MW: 136,09), 0,048 g/ Na,HPO, wasserfrei
(MW:141,96), 4,77 g/L Hepes, pH 7,4, auf 1 L destilliertes H,O auffiillen, Pen/Strept-
Mischung.

Trypsin/DNase-Verdauldsung:
150mg Trypsin, Iml DNase (2ng/ml 0,15M NacCl), 100ml CBFHH.

Zellkulturmedium (MEM/5):

500ml Minimum Essential Medium (MEM), Pen/Strept-Mischung, 2,5ml
Bromodeoxiuridin (BrdU) (6,14mg/ml H,0), 0,5ml Vitamin B12 (2mg/ml H,0), 5%
FCS.

b) NI1E 115-Zellenedium:
spezielles Medium siehe unter 3.2.3
¢) HEK 293-Zellen:
Zellkulturmedium:

Phenolrothaltiges DMEM, 10% FCS, 1x nicht-essential Aminosduren, 100 [U/ml
Penicillin und 100pg/ml Streptomycin.

d) Proteinextrakte aus Zellen:

RIPA-Puffer:
1xPBS, 1% Triton X-100, 1:25 Proteinaseinhibitorcocktail tablets.

e) Western-Blot:

5%iges Sammelgel:

1,25ml 0,5 M TRIS-HCI (pH 6,8), 100ul 10% SDS, 850ul 30%
Acrylamid/Bismethylenacrylamid, 2,85ml destilliertes H,O.

50ul 10% Ammoniumpersulfat (APS), Sul TEMED.

7.5%iges Polyacrylamid-Trenngel:

2,5ml 1,5 M TRIS-HCl (pH 8,8), 100ul 10% SDS, 2,5ml 30% Acrylamid/
Bismethylenacrylamid, 4,85ml destilliertes H,O.

50ul 10% APS, 5ul TEMED.
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Laufpuffer, pH 8.3:
3g TRIS-Base, 6g Glycin, 1g SDS, auf 1L mit destilliertem H,O aufgefiillt.

Transferpuffer, pH 8.3:
3,028g TRIS-Base, 14,419g Glycin, 200ml Methanol , auf 1L mit destilliertem H,O
aufgefiillt.

5x PBS. pH 7.4:
41,16g Na,HPO, wasserfrei, 11,73g NaH,PO4 mit 5 H,O , 20g NaCl, auf 1 L mit
destilliertem H,O aufgefiillt.

Blockierlésung, pH 7,16:
20ml 5x PBS, 5g Milchpulver, 100ul Tween 20, auf 100ml mit destilliertem H,O
aufgefiillt.

Waschlosung, pH 7.45:
200ml 5x PBS, 10g Milchpulver, Iml Tween 20, auf 1 L mit destilliertem H,O
aufgefiillt.

f) Immunfluoreszenzfirbung:

Antikdrper:

nNOS-AK, polyclonal: R-20, Santa Cruz, Nr. sc-648
TroponinT-AK, monoclonal: Sigma, Nr. T-6277
Anti-Rabbit TexasRed: Dianova, Nr. 111-075-144

Anti-Mouse IgM FITC Conjugate: Sigma, Nr. F-9259

Fixationslosung (2% PFA, pH 7.4)

Blockierlosung:
1% BSA, 0,1% Tween 20, 1xPBS.

g) NOS-AKktivitiit:

Homogenisations-Puffer, pH 7.4:
25 mM Tris-HCI (pH 7,4), ImM EDTA, ImM EGTA.

2x Reaktionspuffer:
50mM Tris-HCI (pH7,4), 6uM Tetrahydrobiopterin (BH4), 2uM Flavin-adenin-
dinucleotid, 2uM Flavin-adenin-mononucleotid.

Reaktions-Mix:
25ul 2x Reaktionspuffer, 5ul 10mM NADPH, 1l [*H]Arginin (1pCi/pl), 5ul 6mM
CaCl,, 4pl destilliertes H,O.

Stop-Puffer: pH 5.5:
50 mM HEPES, 5mM EDTA.
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h) ¢GMP-Bestimmung:

Lockes-Puffer, pH 7.4:
154mM NaCl, 5,6mM KCI, 2mM CaCl, x 2H,O, ImM MgCl, x 6H,0, 3,6mM
NaHCOs, 5,6mM Glucose, 10mM HEPES.
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8.3 Materialien

Alle nicht im Folgenden erwidhnten Chemikalien wurden von der Firma Merck,

Darmstadt, bezogen. Der Reinheitsgrad war mindestens ,,pro analysi®.

[3H]Arginin (1pCi/pl), Amersham

A 23187, Sigma B 7272

Acrylamid/ Bismethylenacrylamid, BioRad
anti-Kaninchen-Antikérper, Amersham
anti-Maus-Antikorper, Amersham

APS (Ammoniumpersulfat), BioRad

BioRad Protein Assay Dye Reagent Concentrate, BioRad 500 0006
BrdU, Sigma B 5002

Bromphenolblau, Sigma

BSA, Sigma A 7906

cyclicGMP (low pH) Immunoassay (DE0550), R&D Systems
DMEM, Gibco-BRL 041-01885

DNase, Sigma DN 25

ECL-Kit, Amersham RPN 2106

EDTA, Sigma

FCS, Biochrom S-0115

FITC-anti-Maus-Sekundérantikdrper, Sigma

Full range Rainbow™ Molecular weight marker RPN 800, Amersham Life Science

Gentamycin, GibcoBRL

Heparin, Liquemin Roche

HEPES, Serva 25245

IBMX, Sigma S 687
Laemmli-Probenpuffer, BioRad
L-Arginin, Sigma

Lipofectamin Plus™ Reagenz, GibcoBRL
L-NAME, Calbiochem
Magermilchpulver, Freema

MEM, Sigma M 4780
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Mercaptoethanol, Serva

monoklonaler TroponinT-Antikérper, Sigma T6277

Nitric Oxide Assay Kit ,Colorimetric (Nr. 482650),Calbiochem
Nitrozellulosemembran, BioRad

NOC 18, Calbiochem 487957

Non-essential amino acids, GibcoBRL

NOSdetect™ Assay Kit (Stratagene Nr. 850006K101), Alexis
Objekttriger, ICN Multitest slide

OptiMEM, GibcoBRL

PBS, Serva

Penicillin, GibcoBRL

Kulturschalen, Falcon

PFA, Sigma

polyklonaler nNOS-Antikérper, NOS1 R-20, Santa Cruz
Proteinaseinhibitorcocktail tablets, Boehringer Mannheim 1873580
SDS, Sigma L 4509

Sintillatiosfliissigkeit, Amersham

3-NADPH, Sigma N 1630

Streptomycin, GibcoBRL

Superoxiddismutase, Roche Diagnostics

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin), BioRad
TexasRed-anti-Kaninchen-Sekundirantikorper, Dianova
TRIS, Serva

Triton X-100, Sigma

Trypsin, Sigma T 8642

Trypsin/EDTA, GibcoBRL 35400-019

Tween 20, Sigma P 1379

Vectashield Mounting Medium H-1000, Vector Laboratories Inc.
Vitamin B12, Serva 38310

Whatman 3MM Papier, Whatman

x-ray Retina Film, Fotochemische Werke GmbH Berlin
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8.4 Gerateverzeichnis

Confocal Laser Scanning System, MRC 1024, BioRad
Elektrophoresenetzgerit, LKB 2197, Pharmacia Uppsala, Schweden
Entwicklermaschine, Agfa

Folien-Schwei3gerit, Blauring FS 500
Gelelektrophoresekammer, BioRad

Inkubator Zellkulltur, Labotect Steri-Cult 200
Kulturschalen, Falcon

Kiivetten (Bradford) 10x4x45mm, Saratedt No. 67.742
Lichtmikroskop, Axiovert 135, ZEISS

Mikroskop, Zeiss ICM 405

Pipetten, Eppendorf

Rontgenkassette, Amersham

Spectrophotometer UV-160, Shimadzu

B-Counter LS 6000 SC, Beckmann

Sterilbank Bio-Flow, anti airzxg, Bio-Flow
Western-Blot Gelkammer, BioRad

Zahlkammer (Fuchs-Rosenthal-Kammer), Fa. Brand
Zellstrainer, Falcon

Zentrifuge (grofB3), Beckmann CPKR
Zentrifuge(groB), Eppendorf 5415

Zentrifuge(klein) mit Festwinkelrotor, Sigma 2K15
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