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I. Einleitung

I. Einleitung

1. Signaliibertragung durch G-Proteine

Warum schlédgt unser Herz schneller und heftiger, wenn wir uns erschrecken oder Angst
haben?

— Weil wir dann in einer Stresssituation sind und Adrenalin, das ,,Stresshormon®,
ausgeschiittet wird!

weil} vielleicht der informierte Laie.

Aber wie kommt die Information vom Adrenalin, das im Blutkreislauf zirkuliert, ins
Innere der Zelle zu den Schrittmacherzellen und den kontraktilen Elementen des
Herzens, die durch die Zellmembran vom Blutkreislauf getrennt und fiir das

Schnellerschlagen des Herzens verantwortlich sind?

Jeder vielzellige, arbeitsteilig organisierte Organismus, somit auch der Mensch, setzt
sich aus einer groen Anzahl unterschiedlicher Organe und Gewebe zusammen, die
jeweils hoch spezialisierte Funktionen ausiiben. Zellen sind die kleinsten funktionellen
Bestandteile von Organen und Geweben und meist imstande, spezifische Funktionen
isoliert auszuiiben (Loffler 1999). Im Zuge der Entstehung vielzelliger Lebewesen
wurde die Entwicklung eines Kommunikationssystems zwischen den Zellen notwendig,
um als Gesamtsystem zu fungieren. Der Organismus kann erst dann sinnvoll
funktionieren, wenn die grole Anzahl an Informationen, die sowohl aus ihm heraus
(interne Stimuli) als auch von auflen (externe Stimuli) kommt, erkannt, aufgenommen
und addquat verarbeitet wird.

Interne Stimuli sind solche, die der Organismus selbst in bestimmten Zellen ausschiittet
und/ oder produziert, z.B. Ionen, Hormone (Adrenalin, Insulin, Cortisol etc.), Cytokine
(Wachstumsfaktoren wie EGF, PDGF, TNFa), Neurotransmitter (Glycin, Dopamin
etc.), welche entweder endokrin iiber die Blutbahn, wie es meistens bei Hormonen der
Fall ist, oder parakrin durch Diffusion, z.B. bei Cytokinen, die Zielzellen erreichen
(Loffler 1999).

Beziiglich ihrer chemischen Struktur fungieren als Hormone Glykoproteine (z.B. TSH,

FSH, LH, HCG), Steroide (Hormone der Nebennierenrinde wie Cortisol, Sexualhormo-
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ne wie Testosteron), Aminosduren (Glycin), Proteo- und Peptidhormone (u.a. Insulin,
ACTH) und Amine (z.B. Adrenalin, Thyroxin) (Aktories et al. 2004). Als Neuro-
transmitter sind die Gruppen der Amine (Noradrenalin, Serotonin), Aminosduren
(Glutamat) und Oligopeptide (Substanz P) zu nennen. Beispiele fiir externe Stimuli sind
Licht und Geruchsstoffe.

Die Aufnahme und Verarbeitung von Stimuli durch Zellen geschieht meistens iiber
transmembrandre Signaliibertragungskaskaden — molekulare Schaltkreise, die aus Re-
zeptoren, Enzymen, Kandlen und regulatorischen Proteinen bestehen. Einer solchen
Kaskade bedarf es z. B. im Falle des Adrenalins, wo wir wieder beim Einstiegsthema
sind: Es wird bei Stre} iiber den EinfluB des sympathischen Nervensystems im
Nebennierenmark ausgeschiittet, erreicht {iber die Blutbahn das Herz und trifft dort auf
sogenannte 3;-Rezeptoren in der Zellmembran von Herzmuskel- und Sinusknotenzellen,
welche an G-Proteine gekoppelt sind. Die os-Untereinheit der G-Proteine aktiviert
indirekt (iiber Adenylatcyclase, cAMP und Proteinkinase A) Ca*'-Kanile in den
Herzmuskelzellen, was zu einer Steigerung der Kontraktilitit (positiv inotrope
Wirkung) fiihrt (Golenhofen 1997, Liillmann et al. 1999, Aktories et al. 2004). Die
Steigerung der Herzfrequenz (positiv chronotrope Wirkung) wird liber cAMP-getrig-
gerte Aktivierung von HCN-Kanélen (hyperpolarization-activated cation channels) am
Sinusknoten erreicht (Clapham 1998, Ludwig et al. 1999, Santoro und Tibbs 1999,
Gauss und Seifert 2000, Biel et al. 2002).

Im allgemeinen gibt es verschiedene Mdglichkeiten, die Information vom Rezeptor ins

Zellinnere zu bringen, wobei fiinf Gruppen von Rezeptoren unterschieden werden:

1. Nukledre Rezeptoren (Steroidhormone, Schilddriisenhormone, Vit.D-Hormone)

2. lonenkanal-gekoppelte Rezeptoren (z.B. nikotinischer Acetylcholinrezeptor an
der motorischen Endplatte)

3. Rezeptoren mit enzymatischer Aktivitit (z.B. Insulinrezeptor mit Tyrosinkinase-
aktivitit, ANF-Rezeptor)

4. Enzymgekoppelte Rezeptoren (Cytokinrezeptoren)

5. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (z.B. Adrenalinrezeptor), die im Mittelpunkt

dieser Arbeit stehen
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Die tiberwiltigende Mehrheit der Stimuli wechselwirkt mit dem System der G-Proteine
(Tae et al. 1998), welches aus drei membrangebundenen Proteinkomponenten besteht:
(1) einem Rezeptor auf der extrazelluliren Seite zur Aufnahme des Stimulus und dem
G-Protein (2), einem Guaninnukleotid-bindenden Protein, das den Rezeptor mit dem (3)
Effektor koppelt, der sowohl ein Enzym (Adenylatzyklase, Phospholipase etc.) als auch
ein lonenkanal/-transporter sein kann (s.Abb.1, Loffler 1999).

Die sich daraus ergebende Verinderung in der Zelle, die in der Anderung des ionischen
Milieus oder der erhohten Konzentration an Botenstoffen (z.B. cAMP, Inositolphos-
phat) besteht, fiihrt zur Ubertragung der #uBeren Erregung ins Zellinnere, wo letztlich

die Zellantwort ausgeldst wird.

Agonist

A
ezeptor » » @

TP GDP+P

Abb.1: Prinzip eines G-Protein-gekoppelten Signalweges

Extrazelluldre Agonisten, z.B. Hormone wie Adrenalin, bewirken in fiir sie spezifischen
Rezeptoren Verdnderungen, die zur Aktivierung nachgeschalteter G-Proteine unter
Austausch von Guaninnukleotiden (GTP/GDP) fiihren. Durch Aktivierung der G-
Proteine werden intrazellulire membrannahe Effektorproteine (z.B. Adenylatcyclase)
angeregt, um das Signal ins Zellinnere zu transformieren.

2. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Ein Rezeptor ist spezifisch fiir einen bestimmten Stimulus (Liganden) oder eine Gruppe
dhnlicher Stimuli, und kann daher aus einer grolen Anzahl von Einfliissen auf die Zelle
spezifische Signale herausfiltern und weiterleiten. Der groflen Vielfalt der Stimuli

entsprechend existieren viele verschiedene Arten von Rezeptoren, wobei die Gruppe der
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G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) mit mehreren hundert verschiedenen
Molekiilen in einer Spezies die groBte darstellt (Tae et al. 1998). Bekannte Vertreter
sind o~ und B-adrenerge Rezeptoren, die in autonom versorgten Organen, z.B. Herz oder
Gefidllen, vorkommen und fiir Adrenalin bzw. Noradrenalin empfindlich sind. Die
cDNA des B-adrenergen Rezeptors wurde z.B. 1986 kloniert (Dixon et al. 1986).

Trotz der groBBen Vielfalt zeigen GPCRs in ihrer Topologie hochkonservierte Merkmale.
Sie sind mit sieben hydrophoben Transmembrandoméanen in Form von a-Helices in der
Membran verankert, weswegen sie auch Sieben-Transmembrandoménen-Rezeptoren
genannt werden (Tae et al. 1998). Die einzelnen Helices werden abwechselnd iiber drei
intrazelluldre und drei extrazelluldre hydrophile Schleifen miteinander verbunden
(s.Abb.2). Der N-Terminus des Rezeptors befindet sich auBerhalb der Zelle und besitzt
zwei Glycosylierungsstellen. Der C-terminale Schwanz sitzt im Zellinnern und kann an
mehreren Serin- und Threoninresten phosphoryliert werden, was die Bindung an G-
Proteine verhindert. Dadurch erhoht sich seine Affinitét fiir das inhibitorisch wirkende
Protein B-Arrestin, wodurch der Rezeptor daran gehindert wird, G-Proteine und damit
auch die entsprechenden Effektoren zu aktivieren (Lohse et al. 1990; Lohse et al. 1992).
Die fiir die Struktur wesentliche Arbeit ist die Aufschliisselung der Rontgenstruktur des
Rhodopsins (Palczewski et al. 2000).

Zur Zeit werden die GPCRs in drei gro3e Familien eingeteilt (Nature Reviews Drug
Discovery GPCR Questionnaire Participants 2004): Familie 1 ist die grofite Gruppe und
beinhaltet Rezeptoren fiir Geruchsstoffe, Neurotransmitter wie Dopamin und Serotonin,
Neuropeptide und Glycoproteinhormone. Rezeptoren dieser Familie sind durch mehrere
hochkonservierte Aminosiuren charakterisiert und enthalten meistens einen Membran-
anker in Form eines palmitoylierten Cycteins im C-Terminus.

Familie 2 zeichnet sich durch einen relativ langen N-Terminus aus, in dem sich mehrere
Disulfidbriicken befinden. Sie ist beziiglich ihrer Morphologie Familie 1 sehr dhnlich,
hat jedoch keinen Membrananker und enthélt andere konservierte Motive. Beispiele fiir
Liganden der Familie 2 sind Hormone wie Glucagon, Secretin und Parathormon.

Zur Familie 3 gehoren Glutamat und GABAg-Rezeptoren. Sie ist charakterisiert durch
einen langen N- und C-Terminus, wihrend die ligandenbindende Doméne im N-Termi-
nus liegt, der aus einem Disulfid-verketteten Dimer besteht, was anhand der Kristall-

struktur des Glutamatrezeptors gezeigt wurde (He et al. 2002). Es scheint wie eine
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Venusfliegenfalle zu funktionieren, die 6ffnet und mit dem Liganden in ihrem Innern
schlief3t.

Aufgrund der Tatsache, daB3 die meisten Stimuli iiber einen GPCR empfangen und
weitergeleitet werden, sind sie ein groBer Gegenstand der pharmakologischen For-
schung (Nature Reviews Drug Discovery GPCR Questionnaire Participants 2004). Je
genauer man die Struktur und die Interaktionen der GPCRs mit ihren Liganden versteht,
desto spezifischer kann man sie beeinflussen und als therapeutische Zielproteine nutzen.
Besonderes Interesse gilt dabei auch den sogenannten orphan GPCRs, deren Name
dadurch zustande kommt, daf3 sie zwar identifiziert wurden, aber der zugehorige Ligand
unbekannt ist. Bei der sogenannten ,,Deorphanisierung® werden orphan GPCRs in
Zellsystemen exprimiert, mit Gewebeextrakten behandelt und daraus die den Rezeptor
aktivierenden Liganden herausgefiltert (Nature Reviews Drug Discovery GPCR
Questionnaire Participants 2004). So ergeben sich neue physiologische Erkenntnisse
und pharmakotherapeutische Moglichkeiten.

Dariiberhinaus gibt es immer mehr Erkenntnisse iiber die Bedeutung von GPCRs bei
bestimmten Krankheiten. So spielen zum Beispiel Mutationen des TSH-Rezeptors in
der Schilddriise eine Rolle bei der Entstehung von Adenomen und Hyper- bzw.
Hypothyreose (Davies et al. 2005). Als Beispiel fiir die Folge einer Mutation im FSH-
Rezeptor ist das ovarielle Hyperstimulationssyndrom zu nennen (Montanelli et al.
2004). Bestimmte Mutationen im PTH-Rezeptor fithren zu konstitutiver Aktivierung,
was zu Kleinwuchs und Hyperkalzémie fiihrt (Calvi et al. 2000). So kdnnten sich unter
genauer Erforschung der verantwortlichen Komponenten neue therapeutische Wege

Oftnen.
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GPCR

Glycosylierungsstellen

/ N-Terminus
extrazellular
intrazellular
. ™~
C-Terminus X T
\ S
S T

Phosphorylierungsstellen

Abb.2: Modell eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors (GPCR)

Mit sieben Transmembrandoménen in Form von a-Helices ist er in der Membran
verankert. Die einzelnen Helices werden abwechselnd iiber drei intrazelluldre und drei
extrazelluldre hydrophile Schleifen miteinander verbunden.

Der N-Terminus des Rezeptors befindet sich auBerhalb der Zelle und besitzt zwei
Glycosylierungsstellen. Der C-terminale Schwanz im Zellinnern kann an mehreren
Serin- und Threoninresten phosphoryliert werden. Dadurch erhdht sich seine Affinitat
fiir das inhibitorisch wirkende Protein -Arrestin, wodurch der Rezeptor daran gehin-
dert wird, G-Proteine und damit auch die entsprechenden Effektoren zu aktivieren
(Lohse et al.1990; Lohse et al., 1992).

3. Funktionsweise und Struktur der G-Proteine

3.1. G-Proteinzyklus

Heterotrimere G-Proteine setzen sich aus drei verschiedenen Polypeptiden zusammen:
einer o-Untereinheit (39-52 kDa), die Guaninnukleotide bindet und GTP hydrolysiert,
einer B-Untereinheit (35-36 kDa) und einer y-Untereinheit (6-8 kDa). Die B- und y-

Untereinheiten bilden zusammen ein Dimer, das sich nur unter denaturierenden
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Bedingungen dissoziieren 146t und deshalb ein funktionelles Monomer darstellt (Hamm
1998, Cabrera-Vera et al. 2003).

G-Proteine wechseln in einem zyklischen Prozell zwischen einem aktiven und einem
inaktiven Zustand. Im inaktiven Zustand bindet Ga GDP und bildet mit GBy einen
stabilen trimeren Komplex. Stimulierte Rezeptoren koppeln an das Trimer und
katalysieren die Freisetzung von GDP, worauf GTP gebunden wird (Hamm 1998,
Cabrera-Vera et al. 2003). Dies fithrt zu einer Konformationséinderung in der soge-
nannten ,,switch“- Region der Ga-Untereinheit mit anschlieBender Dissoziation des
Heterotrimers in Ga- und GPy-Untereinheiten (Lambright et al. 1994, Lambright et al.
1996). Die getrennten Untereinheiten konnen nun unabhdngig voneinander mit
Effektoren wechselwirken. Wenn Go GTP hydrolysiert hat, assoziiert es wieder mit
GPy, geht in die inaktive Form Ga-GDP {iber und der Zyklus kann von neuem beginnen
(s.Abb.3).
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G-Protein
extrazellular

Ga G,Y
Gp

intrazellular

¥

Rezeptor
Ga Gy /T\/‘
GDP GTP Go Gy
Gp
GDP GB
GTP
Ga Ga
GDP G GTP Gp
\/
pa /GTPase-Aktivitat von o

Abb.3: Der GTPase-Zyklus heterotrimerer G-Proteine

In GDP-gebundener Konformation bildet Ga mit Gy einen stabilen trimeren Komplex.
Angeregte mit dem Trimer verbundene GPCRs katalysieren die Freisetzung von GDP.
Darauf wird GTP gebunden, was zu einer Dissoziation von Ga-GTP und Gfy fiihrt. Die
einzelnen Untereinheiten vollziehen nun ihre verschiedenen Wechselwirkungen mit
intrazelluldren Effektorproteinen. Durch Hydrolyse von GTP wird Ga in die inaktive
Form zuriickgefiihrt und verbindet sich wieder mit GPy. Der Zyklus kann nun von
neuem beginnen.



I. Einleitung

3.2. G-Protein a-Untereinheiten

a-Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine gehdren zu einer grolen Superfamilie
regulatorischer GTPasen, die funktionell sehr verschiedene Familien umfallt wie Ras-
(Zellproliferation und -differenzierung), Rab- (Vesikeltransport) und Rho-Proteine
(Cytoskelettorganisation), Elongationsfaktoren (Proteinsynthese) etc. Von den G-
Protein a-Untereinheiten wurden in Saugern {iber 20 verschiedene Formen identifiziert,
die sich von 16 Genen (darauf bezieht sich die Spalte ,,Typ* in Tab.1) ableiten, darunter
einige durch alternatives Spleilen (Downes et al. 1999).

Die Einteilung der G-Proteine in vier Hauptklassen (Gs, Ggi1, Gin, Gi2) beruht auf
Ahnlichkeiten in der Aminosiuresequenz der Ga-Untereinheiten. Sie richtet sich nach
den a-Untereinheiten, da die Funktion der By—Untereinheit erst spiter entdeckt wurde
(Logothesis et al. 1987). Abgesehen von einigen sehr speziellen G-Proteinen wie denen
der Sinnesorgane (Goir, Ggust, Gt), sind die meisten o-Untereinheiten sehr weit im
Gewebe verbreitet. Hervorzuheben ist a; , welches Bestandteil von Transducin, dem G-
Protein der Retina, ist, und vermutlich ein Zielprotein des weiter unten erwahnten Phos-
ducins darstellt. Die Ga-Untereinheit besteht aus zwei Doméanen: der GTPase-Domine,
die fiir die Bindung und Hydrolyse von GTP verantwortlich ist, und der helikalen
Domine. Die Einteilung und Verteilung weiterer a-Untereinheiten ist in folgender

Tabelle dargestellt.

Tabelle 1: Verschiedene Klassen von Ga-Untereinheiten (nach Nature Reviews
Drug Discovery GPCR Questionnaire Participants 2004)

Klasse @ Typ Effektoren Vorkommen
Oy O(s)” Adenylatcyclase (+) ubiquitar
Os(r)’ Adenylatcyclase (+) neuronal,
neuroendokrin
Ololf Adenylatcyclase (+) Riechepithel
o; 01 Adenylatcyclasen I,V,VI (-) weit verbreitet, v.a.
GIRK-Kanile (+) im Gehirn
02,3 Adenylatcyclasen I, V,VI (-) ubiquitdr (aip);
GIRK-Kandle (+) auller neuronalem
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PLC(+) Gewebe weit
PI3K(+) verbreitet(ais)
01,0203 | AC (=), VDCC (-), GIRK (+), PLCB (+) | neuronal,
neuroendokrin
Olt(r) cGMP-PDE (+) Stabchen
Olg(c) cGMP-PDE (+) Zapfen
0 ACLV (-) neuronal,
GIRK (+) neuroendokrin,
VDCC (+) Thrombozyten
Olgust PDE? Geschmacksepithel
Og Og Phospholipase CB (+), Rho-GEF ubiquitir
o Phospholipase CB (+), Rho-GEF weit verbreitet, nicht
in Thrombozyten
o4 Phospholipase Cp (+) hidmatopoetische
Zellen, Hoden
015,16 Phospholipase CB (+) hdmatopoetische
Zellen
o2 o Rho-GEF (+), Btk(+), Gap1™(+), ubiquitér
Cadherin
o3 Rho-GEF (+), Radixin ubiquitér

Abkiirzungen: + stimuliert, — inhibiert, AC Adenylatcyclase, GIRK G protein-gated
inwardly rectifying K* channel, VDCC voltage dependent Ca®" channel, cGMP-PDE c-
GMP-abhingige Phosphodiesterase, Rho-GEF Guaninnukleotid-Austausch-Faktor fiir
die Rho-GTPase, Btk Bruton's Tyrosinkinase, Gapl™ Ras GTPase-aktivierendes
Protein, ? unbekannt

a: kurze (s), lange (1) Spleivariante von Goy

3.3. G-Protein By-Untereinheiten

Bislang sind fiinf B-Isoformen und zwolf y-Isoformen bekannt (Downes et al. 1999). Da
der Komplex, den die beiden Untereinheiten miteinander bilden, auf ionischen

Wechselwirkungen beruht, lassen sich die Dimere nur unter denaturierenden Bedin-
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gungen dissoziieren. Von einigen Ausnahmen abgesehen, interagieren die unterschied-

lichen B-und y-Isoformen unselektiv miteinander.

4. G-Protein Py-abhingige Effektoren

Die Funktionen der GPy-Untereinheiten wurden spiter entdeckt als die der Go-
Untereinheit, sodal ihnen zunichst eine passive Rolle zugewiesen wurde, die
bestenfalls in der Membranassoziation von Go und der Kopplung an Sieben-
Transmembranhelix-Rezeptoren bestand (Neer 1995). Mit der Zeit wurden jedoch
analog zu der Go-Untereinheit viele eigene Signalfunktionen beschrieben.

Im folgenden wird der EinfluBl von Gy auf die Phospholipase CB, (Camps et al. 1992,
Boyer et al. 1992) genauer beschrieben, da er fiir diese Arbeit relevant ist, wiahrend die
restlichen Funktionen nur aufgelistet werden (Tab.2).

Phospholipase Cp: Es gibt drei Klassen von PLC-Proteinen, B, y und 6, wobei G-
Proteine lediglich Isoformen der B-Klasse aktivieren. Phospholipasen vom Typ C spal-
ten PIP; aus der Zellmembran in IP; und DAG (s.Abb.4). IP5 aktiviert einen liganden-
abhingigen Calciumkanal des endoplasmatischen Retikulums, woraus eine Erhéhung
des intrazelluldren Calciumspiegels resultiert. DAG reguliert PKC-Isoenzyme, die in

aktiviertem Zustand Rezeptoren, Transkriptionsfaktoren u.a. phosphorylieren.

11



I. Einleitung

690”‘3 GPCR
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Abb.4: Wirkung von Gy auf die Phospholipase C B, (PLCp>)
Nach Aktivierung des G-Proteins durch den GPCR ist die Aktivierung der PLC 3, ein
moglicher Effekt der GBy-Untereinheit. Die PLCpB, spaltet PIP, aus der Membran in

DAG und IPs.

In dieser Arbeit wird die Inositolphosphatmenge, die durch Gy stimuliert wird, als
Parameter der Inhibierung von GBy-Untereinheiten benutzt (s. 111.1.2.).
Weitere Effektoren von GPy-Untereinheiten sind Adenylatzyklasen, K'-Kanile, Ca2'-

Kanile, MAP-Kinase-Kaskaden etc.

Folgende Tabelle bietet eine Ubersicht bislang bekannter GBy-abhiingiger Effektoren,

die hier nur aufgelistet und nicht ndher erldutert werden, da sie nicht unmittelbar

Bestandteil dieser Arbeit sind.

Tabelle2: GPy-abhangige Effektoren (modifiziert nach Cabrera-Vera et al. 2003)

Effektor

Adenylatcyclase Typ I
Typ I
Typ IV
Typ VII

Phospholipase A2
Phospholipase C-f  f 1-3

Modulation durch Gy

+, direkt
+, direkt
+

+

+, direkt

12
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G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen

K"-Kanile GIRK 1
GIRK2
GIRK4

Ca*-Kandle  N-Typ
p/Q-Typ

Plasmamembran- Ca*"-Pumpen

MAP-Kinase-Kaskade
Phosphorylierung von Shc
Raf-1
Ras exchange factor

+, direkt

+, direkt
+, direkt
+, direkt

+

+ ?indirekt
nur Bindung, kein Effekt auf Aktivitét
+ ?indirekt

Phosphoinositid-3-kinase (PI3K) +

Brutontyrosinkinase +

Tsk-Thyrosinkinase +

Proteinkinase D +

Calmodulin Inhibierung

Dynamin | Erhohte GTPase-Aktivitét
Tubulin Erhohte GTPase-Aktivitét

Abkiirzungen: + stimuliert, — inhibiert

5. Regulatoren der G-Proteine

G-Proteine unterliegen als wichtige Schnittstelle zwischen Rezeptor und verschiedenen
Signalwegen einer Regulation, damit es nicht zur dauerhaften Stimulation in der Zelle
kommt. Dabei findet die Kontrolle sowohl auf Ebene der Ga- als auch der GBy-Unter-
einheit statt.

Zu den Regulatoren der Go-Untereinheit der G-Proteine zdhlen die RGS-Proteine
(regulators of G-protein signaling). G-Protein-gekoppelte Signale werden durch RGS-
Proteine gehemmt, indem diese direkt mit der Ga-Untereinheit interagieren und als
GTPase-aktivierende Proteine die intrinsische GTPase-Aktivitdt der a-Untereinheit er-

hohen. Dadurch kommt es zur Hydrolyse von GTP zu GDP an der Ga-Untereinheit,
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wodurch die Signalweiterleitung in der Zelle beendet wird, da die GDP-bindende Form
der Ga-Untereinheit inaktiv ist (De Vries und Farquhar 1999). Auch fiir die GRKs, die
bei der Rezeptordesensibilisierung eine Rolle spielen, wurde im Aminoterminus aller
sechs bisher bekannten Formen eine Domédne homolog zur RGS-Doméne identifiziert
(Siderovski et al. 1996). Spiter wurde nachgewiesen, dass der Aminoterminus der
GRK2 an Gagq sowohl in vitro als auch in Zellen bindet und so die Gag-vermittelte
Aktivierung der Phospholipase Cp hemmt (Carman et al. 1999). Als Gfy-Regulatoren
sind Phosducin und PhLP bekannt, die im folgenden Abschnitt gesondert behandelt
werden. Daneben bindet auch Raf-1, eine Serin/Threonin-Kinase, die am Anfang der
Mitogen-aktivierten Protein(MAP-)kinasekaskade steht, GBy-Untereinheiten (Pumiglia
et al. 1995). Der MAP-Kinaseweg wird iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren aktiviert
und beeinfluft Wachstum und Differenzierung von Zellen. Im weiteren wurde
beobachtet, daf eine Bindung von Raf-1 an Gy, zwar besteht, aber keinen Einfluss auf
die Kinaseaktivitit von Raf-1 hat. Die GPy-stimulierte Aktivitit der PLCP, jedoch
wurde durch Raf-1 gehemmt, womit auch Raf-1 in die Regulation GPy-vermittelter
Signale involviert ist (Slupsky et al. 1999). Ebenfalls im Rahmen des MAP-Kinase-
Signalweges spielt die Proteinkinase KSR-1, welche Teil des Ras-Signalweges ist, eine
Rolle als GBy-Regulator. Es wurde eine G3;y;-Bindung beschrieben, die zur Transloka-
tion von KSR-1 an die Zellmembran fiihrt. Dadurch wird die Gf;ys;-induzierte Akti-
vierung der MAP-Kinase inhibiert (Bell et al. 1999).

5.1. Phosducin

Phosducin wird als Regulator von G-Proteinen angesehen, da es Gy bindet (Hawes et
al. 1994), aber keine Effektorfunktionen bekannt sind. Daher gehort es nicht direkt zur
transmembranédren Signalkaskade. Phosducin hat ein Molekulargewicht von 33 kDa,
liegt als phosphorylierbares Protein im Cytosol vor und wurde als Komplex mit Gfy aus
retinalen Photorezeptorzellen (Sehstiabchen) gereinigt (Lee et al. 1987, 1990b, Kuo et
al. 1989). Dort und in der den Retinarezeptorzellen phylogenetisch verwandten

Epiphyse (Reig et al. 1990, Craft et al. 1991, Lolley et al. 1992) gehéort es zu den am
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hiufigsten vorkommenden Proteinen und ist vermutlich an der Regulation der
lichtabhingigen Vorginge beteiligt.

Phosducin ist einer phosphorylierungsabhidngigen Regulation unterworfen (Lee et al.
1987, 1990a, Reig et al. 1990). Die Phosphorylierung durch die PKA am Serinrest 73
(Lee et al. 1990a) fiihrt zu einem Verlust der GBy-inhibitorischen Funktion (Bauer et al.
1992, Lee et al. 1992, Yoshida et al. 1994) und wird durch die Ca’"/Calmodulin-
abhéngige Adenylatzyklase reguliert (Willardson et al. 1996). Thulin et al. zeigten
2001, daB auch die Ca®"/Calmodulin-abhingige Proteinkinase II (CaM-Kinasell)
Phosducin phosphoryliert und seine GBy-Bindung stirker hemmt als die PKA.

Spater wurde durch Analyse von RNA und Proteinen verschiedener Gewebe belegt, daf3
Phosducin ein ubiquitér vorkommendes Protein ist (Danner und Lohse 1996, Bauer et
al. 1998). Durch die Bindung von Gy wird der oben beschriebene Aktivierungszyklus
der G-Proteine unterbrochen, was bedeutet, da3 auch Go-Effekte gehemmt werden. So
bindet bei lichtadaptierten Sehstibchen unphosphoryliertes Phosducin Gy, verhindert
dadurch die Reassoziation mit Ga und ddmpft somit die Signaliibertragung von licht-
aktivierten Rhodopsin zum Effektorenzym Phosphodiesterase (Yoshida et al. 1994).

Bei verschiedenen Gfy-abhidngigen Prozessen konnte ein EinfluB von Phosducin
nachgewiesen werden. So wirkt Phosducin der GRK2-katalysierten Phosphorylierung
von Rhodopsin entgegen, indem es der GRK2 durch Gpy-Bindung den Zutritt
unmoglich macht (Miiller et al. 1996). Ebenso ist die Unterdriickung der Aktivitit des
Gpy-abhiangigen Enzyms Phospholipase CP in COS7-Zellen dokumentiert (Hawes et al.
1994, Xu et al. 1995).

Voraussetzung fiir die GBy-Hemmung ist die Bindung von Phosducin an Gfy. Bei der
Untersuchung dieser Bindung fiel zunichst der N-Terminus, die ersten 63 Amino-
sduren, ins Auge, in dem sich eine hochkonservierte elf Aminosduren lange Sequenz
befindet, die auch im PhLPy (s.u.) enthalten ist (Hawes et al. 1994, Xu et al. 1995). Die
Aminoséuresubstitution in diesem Abschnitt fithrte zur Authebung der Hemmung der
GPy-vermittelten PLCB-Aktivierung (Xu et al. 1995). Ebenso fand Hemmung bei Uber-
expression des N-Terminus statt, bei Uberexpression des C-Terminus nicht (Xu et al.
1995). Eine zweite Gy-bindende Region konnte mittels Deletionsanalysen im C-

Terminus identifiziert werden (Bliiml et al. 1997, Schroder et al. 1997).
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5.2. Phosducin-like-Protein (PhLP)

Bei der Untersuchung des Einflusses von Alkohol auf Signalkaskaden konnten Miles et
al. (1993) verschiedene Gene identifizieren und isolieren, deren Expression in neurona-
len Rattenzellen von Alkohol induziert wird. Das Produkt eines dieser Gene hatte
deutliche Homologien zu Phosducin beziiglich der Aminosduresequenz aufzuweisen,
weshalb es ,,Phosducin-dhnliches Protein® (phosducin-like protein, PhLP) genannt
wurde.

Die Autoren beschrieben vier verschiedene Transkripte dieses Gens, die sich in ihren
5'-terminalen Abschnitten voneinander unterscheiden und deren Entstehung auf
alternatives Spleiflen zuriickgefiihrt wurde. Aus dieser Sequenzvariation ergab sich die
Vermutung, daB zwei Isoformen existieren: eine kurze, aus 218 Aminosduren beste-
hende Variante (PhLP short, PhLPs) und eine lange aus 301 Aminoséuren (PhLP long,
PhLPy). Beide stimmen in ihrer Sequenz, abgesehen vom zusitzlichen Teil des PhLPy,
iiberein.

In Abbildung 5 sind die fiir PhLPg und PhLP; aus der Ratte vorhergesagten Sequenzen
Phosducin und einem Hefe-Phosducinhomolog gegeniibergestellt. PhLPy ist mit dem
Phosducin aus der Ratte mit 114 von 301 Aminosduren (38%) identisch und mit 166
von 301 homolog (55%). Die Homologie konzentriert sich vor allem auf die zentralen
und C-terminalen Regionen. Im variablen N-Terminus von PhLPp findet sich ein
zwischen ihm und allen Phosducinformen gut konservierter 11-Aminoséduren-Abschnitt.
Durch Northernblotanalyse der Gewebe aus verschiedenen Organen der Maus wurde
eine weite Verbreitung von PhLP festgestellt. Mit einer Hybridisierungssonde detek-
tierten Miles et al. (1993) Transkripte in Herz, Gehirn, Milz, Lunge, Skelettmuskel,
Niere, Leber und Hoden. Besonders deutlich waren die Signale in Gehirn und Niere,
besonders schwach in Skelettmuskel und Hoden. Bemerkenswert sind auBlerdem
Southernblotanalysen, die zeigen, dal PhLP wéhrend der Evolution von der Hefe bis
zum Menschen konserviert wurde (Miles et al. 1993).

Die Induktion von PhLP durch Alkohol wurde von Miles et al. (1993) in Neuroglioma-
NG108-15-Zellen untersucht und das Verhéltnis von Alkoholkonzentration und zellu-
lirer mRNA mittels Northernblotanalyse bestimmt. Im Konzentrationsbereich von 25

bis 100 mM war ein Anstieg der mRNA sichtbar bis auf das Dreifache bei 100 mM.
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Neben der morphologischen Ahnlichkeit zum Phosducin lieB sich auch funktionelle
Ahnlichkeit nachweisen, im wesentlichen die Hemmung der GBy-Untereinheit, was sich
anhand verschiedener Gy-stimulierter Effekte nachweisen lie8. Schroder und Lohse
zeigten 1996 unter Verwendung von aus E.coli gereinigtem PhLPs, daf es die Gpy-
stimulierte Pertussistoxin-katalysierte ADP-Ribosylierung von Go hemmt sowie die
durch GPy geforderte Aktivitit der GTPase von Ga, wobei PhLPg ein schlechterer
Inhibitor war als Phosducin. Die Hemmung der Gpy-vermittelten Rhodopsin-Phos-
phorylierung durch GRK2 festigte die Vermutung, dal PhLP an Gy und nicht an Ga
bindet. Dal PhLPs Gfy iiberhaupt hemmt, verwundert, da der hochkonservierte 11-
Aminosduren-Abschnitt (s.0.) als besonders wichtig fiir die GBy-Bindung angesehen
wurde (Xu et al. 1995).

Allerdings wurde 1997 ein C-terminales Fragment in PhLPg (AS 168 bis 195) anhand
von schrittweisen N-terminalen Trunkierungen identifiziert, welches isoliert zur Hem-
mung eines GPy-abhingigen Effekts in vitro fahig war (Schroder et al. 1997). Die
hierbei getesteten Effekte waren die GPy-abhidngige GTPase-Aktivitit und die Rho-
dopsinphosphorylierung durch GRK. Mit gereinigten GST-PhLP, und GST-PhLPg-
Fusionsproteinen wurde in vitro eine direkte Bindung zu gereinigtem Gy aus bovinem
Hirn gezeigt (Thibault et al. 1997). Zudem wurde eine Bindung mittels
Immunprézipitation in mit Expressionsvektoren fir PhLP-HA, GB und Gy
transfizierten COS-7-Zellen in vivo gezeigt. Dies war auch mit endogenem PhLP_ in
NG108-15-Zellen mdglich (Thibault et al. 1997).

Unter der Fragestellung, wie relevant die GBy-Hemmung durch PhLP in vivo ist, wurde
die Gewebsverteilung und Menge von PhLP; und PhLPg ermittelt. Es zeigte sich, daB} in
Organen wie ZNS, Herz, Lunge, Niere und Leber PhLPg in 20fach niedrigerer Menge
vorliegt als PhLPy — zu niedrig, um in vivo signifikanten Einfluf} auszuiiben (Schroder
und Lohse 2000). Zudem ergab sich im Vergleich, da3 bei der Hemmung der GPy-
vermittelten ADP-Ribosylierung von Gai,, durchgefiihrt mit aus E.coli gereinigtem
Phosducin, PhLPy und PhLPs PhLPs ein schlechterer Inhibitor als PhLP; und
Phosducin war, welche beide gleich stark hemmten (Schréder und Lohse 2000).

Es ergaben sich jedoch Hinweise auf eine physiologische Rolle der kurzen Form PhLPg
in bovinen chromaffinen Nebennierenmarkzellen. Es wurde in diesen Zellen exprimiert

und lag in unstimulierten Zellen membrangebunden vor. Auf einen Stimulationsreiz hin
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wurde eine Umverteilung ins Zytoplasma beobachtet. Nach Mikroinjektion von
rekombinantem PhLPg in chromaffine Zellen wurde die nikotinstimulierte, calcium-
abhédngige Exozytose von Katecholaminen gehemmt (Gensse et al. 2000). Der genaue
Mechanismus, d.h. ob und an welcher Stelle des Exozytosevorgangs eine G-Protein-
hemmung durch PhLPg stattfindet, wurde nicht gezeigt. Jedoch ist bekannt, daf3 bei
verschiedenen Schritten der Exozytose G-Proteine beteiligt sind, was eine Einfluss-
nahme von PhLP auf diesem Wege wahrscheinlich macht: Aktivierung von plasma-
membranassoziiertem Gai3-Protein spielt beim spaten ATP-unabhédngigen Fusions-
schritt der Exozytose eine Rolle (Vitale et al.1996). Auch fiir GBy-Effektoren wie
Phosphatidylinositol-3-Kinase und Racl wird eine Beteiligung an der Katecholaminse-
kretion vermutet (Chasserot-Golaz et al. 1998). Letztlich konnte auch die Bildung eines
Gpy-ADP-Ribosylierungsfaktor6-Komplexes zur Inhibierung der Sekretion fiihren
(Galas et al. 1996, Vitale et al. 2002).

PhLP; scheint auch an der Regulation von Opioidrezeptoren (GPCRs) beteiligt zu sein,
was an Maéusehirn untersucht wurde. Die Versuche wurden mit PhLP; -knockdown-
Maiusen durchgefiihrt, die weniger PhLP besitzen als der Wildtyp. Es zeigte sich, daf}
es bei der Knockdown-Maus zu ldngerer Rezeptordesensibilisierung nach Morphinbe-
handlung kam als beim Wildtyp. Dies konnte auf eine Rolle von PhLPy bei der
Suchtentwicklung hinweisen (Garzon et al. 2002).

Auf einem weiteren Gebiet scheint PhLP eine Bedeutung zu haben: CCT 1 (Chaperonin
containing TCP (tailless complex polypeptide)) ist ein cytosolischer Chaperonkomplex,
der fiir die Faltung von zelluldren Proteinen wie Aktin und Tubulin notwendig ist. Es
lie sich nachweisen, dal PhLLP; an dieses Polypeptid direkt bindet und mit Substraten
konkurriert. Uberexpression von PhLP. in CHO-Zellen hemmte die Faltung von B-
Aktin um 80% (McLaughlin et al. 2002). Kiirzlich wurde die dreidimensionale Struktur
des PhLP-CCT-Komplexes durch Kryoelektronmikroskopie aufgeldst (Martin-Benito et
al. 2004). Dabei fiel jedoch auf, dal PhLP am oberen Ende der apikalen Domine tiber
der Bindungsstelle fiir zu faltende Proteine bindet, dhnlich wie Prefoldin, ein CCT-
Cochaperon, das bei der Faltung von Aktin unterstiitzend mitwirkt (Martin-Benito et al.
2002). Diese Befunde weisen darauf hin, da PhLP durch seine Interaktion an der
Regulation des CCT beteiligt ist und kein Substrat darstellt.
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Die Fragestellung der Gy-Inhibierung durch PhLP wurde in unserer Arbeitsgruppe
weiterverfolgt, da fiir unphosphoryliertes und gespleiites PhLP (=PhLPs) keine direkte
Gpy-Bindung gezeigt werden konnte (s.Ergebnisse, Diskussion). Es wurde stattdessen
eine Interaktion mit dem Tailless Complex Polypeptide-1a (TCP-1a) des cytosolischen
Chaperonkomplexes (CCT) gefunden, der die Faltung der GPy-Untereinheiten beein-
flut (Humrich et al. 2005), was einen alternativen Mechanismus der GBy- Inhibierung
darstellt.

Neben dem Einfluf auf die Proteinfaltung scheint PhLP auch am Abbau von Proteinen
beteiligt zu sein: in Yeast two hybrid-Systemen wurde eine Interaktion von PhLP mit
einem Maushomolog von yeast-SUG1 nachgewiesen, einer Untereinheit des 26S-
Proteasoms, das auch indirekt Transkription moduliert. Diese Interaktion wurde durch
in vitro-Bindungsassays und Co-Immunprizipitation bestétigt. Daher wird vermutet,
dafl PhLP durch seine Bindung an SUG1 zum proteasomalen Abbau vorbereitet wird
(Barhite et al. 1998).

113 37 54 69 111 Thioredoxin Doméne 235 235 245
N c
e imeless 5§ _ — |
Phosducin
9 83 155 301
[ I | __ _ |
- PhIP
4 : — a
a b ¥ —_— —_—
PhLPg
1 180 190 230

| I ]

Yeast phosducin homolog

] ungeldst B o-Helix — Gpy-bindende Region

Abb.5: Topologiemodell von Phosducin, PhLP;, und PhLPs und Hefe-Phosducin
Homolog, entsprechend der Kristallstruktur des Phosducin-Gpy-Komplexes
(Gaudet et al. 1996):

Gezeigt sind die strukturellen Doménen von Phosducin: der N-Terminus besteht aus
drei a-Helices mit GBy-bindenden Regionen und langen ungeldsten Abschnitten. Der C-
Terminus ist eine Thioredoxin-Doméne bestehend aus fiinf B-Helices und drei
flankierenden a-Helices (nicht gekennzeichnet) mit GPy-bindenden Regionen. PhLP.
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besitzt alle fiinf GBy-Bindungsstellen, wihrend PhLPg nur vier hat. Es dhnelt dem Hefe-
Phosducin Homolog, welchem ebenfalls die erste a-Helix und die erste Gpy-
Bindungsstelle fehlen.

6. Caseinkinase 2

In unserer Arbeitsgruppe konnte kiirzlich gezeigt werden, da8 PhLP. in vivo
grofBtenteils phosphoryliert vorliegt und dal die Caseinkinase 2 (CK2) das zustindige
Enzym ist (Humrich et al. 2003), wihrend Phosducin von der PKA phosphoryliert wird
(Lee et al. 1990a).

Die CK2 ist ein ubiquitdr vorkommendes Enzym, das Serin und Threonin als Phospho-
rylierungsstellen nutzt (Allende et al. 1995, Pinna und Meggio 1997) und wéhrend der
Evolution hoch konserviert wurde. Humane CK2 besteht aus vier Untereinheiten (Faust
und Montenarh 2000; Niefind et al. 1998, 2001): zwei identische katalytische a-Unter-
einheiten sind fiir die Phosphorylierung zustindig mit der Besonderheit, dal3 sowohl
ATP als auch GTP als Substrat genutzt werden kann. Die katalytische Untereinheit kann
durch verschiedene physiologische und nichtphysiologische Substanzen, z.B. Heparin,
gehemmt werden (Sarno et al. 2002b). Die beiden B-Untereinheiten gelten als regu-
latorische Einheiten. Thre Aufgaben sind die Stabilisierung des Holoenzyms (Meggio et
al. 1992), die mogliche Bindung an die Plasmamembran (Sarrouilhe et al. 1998) und die
Modulation (Sarno et al. 2000) der Enzymaktivitit.

Bestimmte Mutationen in der o-Untereinheit fiihren zum Verlust der Aktivitit des
Enzyms, z.B. eine G48K- (Chaillot et al. 2000) oder eine K68R-Mutation (Sarno et al.
2002a). Im Vergleich zur PKA, die cAMP-abhéngig funktioniert (Reig et al. 1990), ist
iiber eine Regulation der CK2-Aktivitdt innerhalb der Zelle nichts bekannt, weshalb

angenommen wird, daf} sie konstitutiv aktiv ist.

7. Zielsetzung dieser Arbeit

In dieser Arbeit sollte der bei gereinigten Proteinen gesehene Effekt der Gy-Inhi-
bierung durch PhLP; und PhLPg, der anhand der Gpy-abhdngigen ADP-Ribosylierung
von Gai; gezeigt wurde (Schroder und Lohse 2000), auf Zellsysteme {iibertragen

20



I. Einleitung

werden, wobei die Fragestellung war, ob PhLPy und PhLPs in intakten Zellen die GBy-
Untereinheit hemmen. Hierzu wurden beide Formen aus cDNA, die urspriinglich aus
Rattenhirn kloniert wurde, in pcDNA3-Vektoren kloniert, um in Zellsystemen
exprimiert zu werden. Als Modell wurde die GBy-abhéngige Inositolphosphatbildung
durch die Phospholipase Cf, gewdhlt (s.0.), wobei anhand der Menge an IP; die GBy-
Hemmung durch PhLP;/ PhLPs gemessen wurde. Darauf sollten Dosis-
Wirkungsbeziehungen dargestellt werden.

Eine konstitutive Phosphorylierung von PhLP; konnte kiirzlich nachgewiesen werden.
Als zustindiges Enzym wurde jedoch nicht die PKA, sondern die CK2 identifiziert
(Humrich et al. 2003). Um die verantwortliche Phosphorylierungsstelle in PhLP.
herauszufinden, sollten anhand von Trunkierungen bzw. Aminosdureaustausch
mogliche Phosphorylierungsstellen schrittweise entfernt werden.

Dariiberhinaus wurde die Phosphorylierung von PhLP;, durch CK2 in vitro gezeigt und
anhand von Zeit-Wirkungskurven dargestellt. Zusitzlich sollte die Anwesenheit von
CK2 in menschlichen Zellen durch RT-PCR nachgewiesen werden, um eine Bedeutung
des Phdnomens in vivo zu demonstrieren.

Im weiteren war es Ziel, eine direkte Bindung von PhLP; bzw. PhLPs und GBy in
intakten Zellen nachzuweisen, da sie als Voraussetzung fiir die Hemmung von GBy
angenommen wird. Zu diesem Zweck wurden PhLP;/PhLPs-, GB- und Gy-liberexpri-
mierende Zellsysteme genutzt, um eine Bindung mittels Immunprézipitation nach-
zuweisen.

Dariiberhinaus sollten die rdumlichen Verhéltnisse von PhLP innerhalb der Zelle
genauer untersucht werden. Ein derartiges Phdnomen wurde im Falle der kurzen
Spleivariante PhLPg beobachtet, die nach Stimulation von Zellen eine Translokation
von der Membran ins Cytoplasma vollzieht (Gensse et al. 2000). Da wir annahmen, daf3
PhLP mit den bekannterweise membranassoziierten Proteinen GBy interagiert und selbst
als cytosolisches Protein angesehen wird, wére eine solche Translokation denkbar.

Die rdumliche Verteilung der in Zellsystemen {iberexprimierten Proteine wurde durch

Zellfraktionierung dargestellt.
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I1. Material und Methoden

1. Material

1.1. Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Soweit nicht anders aufgefiihrt, wurden die Chemikalien von Merck, Boehringer Mann-

heim oder Sigma im hochsten erhéltlichen Reinheitsgrad bezogen.

Agarose, Elektrophoresegrad
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin-Natriumsalz
[**P]ATP

Blottingpapier GB 002/ GB 004
DNA-Lingenstandards:

100bp-Ladder (500pg/ul)
1kb-Ladder (500pg/ul)

Dulbecco’s modified Eagle's Medium, 0,1% Glukose

Fetales Kélberserum (FCS)
Myo-[2-*H]-Inositol

Kaliumchlorid

Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)

PBS (steril, Zellkultur)
Penicillin/Streptomycin (Zellkultur)
Peroxidase-gekoppelte anti-Kaninchen IgG
Ponceau S-Losung

Protein Assay-Reagenz Bradford
Protein G-Sepharose
Proteinldngenstandard
PVDF-Membranen (ImmobilonP)
QIAquick Gel Extraction Kit
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Gibco BRL

Sigma

Carl Roth GmbH

New England Nuclear Corp.
Schleicher & Schiill

New England Biolabs
Gibco BRL

PAN™
Sigma
New England Nuclear Corp.
Merck
Merck
Sigma
PAN™
PAN™
Dianova
Serva
Biorad
Amersham
peQLab
Millipore
QIAGEN
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Rotiphorese® — Gel 30 Roth

RPMI 1640 Medium ohne i-Inositol Life Technology
Sdulen und Filter fiir die Plasmidpraparation QIAGEN

Select Agar Gibco BRL
Select Peptone 140 Gibco BRL
Select Yeast Extract Gibco BRL

Tris (hydroxymethyl)aminomethanhydrochlorid Merck

Trypsin PAN™

Western Blotting Detection Kit Pierce

1.2. Enzyme

Alkalische Phosphatase aus Shrimps Roche

Restriktionsendonukleasen:

BamHI New England Biolabs

EcoRI New England Biolabs

Notl New England Biolabs

Xhol New England Biolabs
T4-DNA-Ligase New England Biolabs
T4-DNA-Ligase (Rapid Ligation Kit) Roche
Taq-DNA-Polymerase Eppendorf
Pfu-DNA-Polymerase Eppendorf
Caseinkinase 2 Roche

1.3. Biologisches Material

1.3.1. Bakterienstimme

E.coli XL1-Blue F, Tn10(tetR), proAB, A~ (lacl'ZAM15,
recAl, gyr A96, gyrAl, relAl, (Nal r) thi,
hsdR17(r(k) m(k)"), sup E44, endA1, lac’ Stratagene
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1.3.2. Zelllinien

HEK 293 humane embryonale Nierenzellen Graham et al., 1977

1.3.3. Plasmide
In dieser Arbeit wurde fiir die Expression rekombinanter Proteine in eukaryontischen

Zellen ausschlieBlich das pcDNA3-Vektorsystem benutzt.

VEKTOR EIGENSCHAFTEN REFERENZ
pET 3c T7-Promotor; Amp' Studier et al.
1990

pET 3¢ PhLP long His¢ | pET 3c-Vektor mit der kodierenden | Schroder/Lohse
Region von PhLP;, gefolgt von einer | 2000
3’terminalen Hise-Tag-Sequenz

pcDNA3 Expressionsvektor fiir Invitrogen
Sdugetierzellen;
CMV-, T7-, SV40-, SP6-Promotor;
Amp'; s.auch III.1.1.1.

pcDNA3-f; pcDNA3-Vektor mit der kodierenden | Quitterer und
Region von Gf, Lohse (1999)

pcDNA3-vy, pcDNA3-Vektor mit der kodierenden | Quitterer und
Region von Gy, Lohse (1999)

pcDNA3-PLC (B) pcDNA3-Vektor mit der kodierenden | Camps et al.
Region von PLC (B,) (1992)

pcDNA3-PhLP. pcDNA3-Vektor mit der kodierenden | diese Arbeit
Region von PhLP,

pcDNA3-PhLPs pcDNA3-Vektor mit der kodierenden | diese Arbeit
Region von PhLPg

pcDNA3-PhLP;-EYFP pcDNA3-Vektor mit der kodierenden | diese Arbeit
Region von PhLP; und EYFP

pcDNA3-PhLPs-EYFP pcDNA3-Vektor mit der kodierenden | diese Arbeit
Region von PhLPs und EYFP

pcDNA3-Gy,-CFP pcDNA3-Vektor mit der kodierenden | diese Arbeit
Region von Gy, und CFP

pcDNA3-Gy,-GFP pcDNA3-Vektor mit der kodierenden | diese Arbeit
Region von Gy, und GFP

pcDNA3-PhLP; 5 enthélt PhLPy ohne die ersten 4 AS diese Arbeit

pcDNA3-PhLP; 29 enthdlt PhLP; ohne die ersten 28 AS diese Arbeit
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pcDNA3-PhLP; 36 enthdlt PhLP; ohne die ersten 35 AS diese Arbeit
pcDNA3-PhLP; 46 enthalt PhLP; ohne die ersten 45 AS diese Arbeit
pcDNA3-PhLP; 58 enthalt PhLP; ohne die ersten 57 AS diese Arbeit

pcDNA3-PhLP; A18-20 | PhLP;-Variante mit Punktmutation diese Arbeit
der AS 18-20 von Ser zu Ala

pcDNA3-PhLP; A25 PhLP; -Variante mit Punktmutation diese Arbeit
der AS 25 von Ser zu Ala

pcDNA3-CK2 alpha pcDNA3-Vektor mit der kodierenden | diese Arbeit
Region von CK2 alpha

pcDNA3-CK2 beta pcDNA3-Vektor mit der kodierenden | diese Arbeit
Region von CK2 beta

pcDNA3-CK2 alpha pcDNA3-Vektor mit der kodierenden | Sarno et al.

K68A Region von CK2 alpha K68A 2002a

1.3.4. Oligonukleotidprimer

Zur Klonierung der beiden PhLP-Formen in pcDNA3-Vektoren wurden in folgender
Tabelle aufgefiihrte Primer eingesetzt. Die Primer enthalten von 5° nach 3" gelesen je
eine nichtbindende Sequenz, eine Schnittstelle fiir Restriktionsenzyme und die Anfangs-
bzw. die Endsequenz von PhLP. Die Vorwirts-Primer enthalten eine Schnittstelle fiir
BamHI, der Riickwérts-Primer enthélt eine Schnittstelle fiir EcoRI zur spédteren
Einfligung in den Vektor (s.11.2.2.4.3.).

Zur Erzeugung der EYFP-Konstrukte wurden fiir PhLP;/ PhLPs Riickwirts-Primer
ohne Stopcodon verwendet, damit bei der Transkription die cDNA fiir PhLP und EYFP
hintereinander abgelesen werden (genaue Erkliarung s.I11.1.1.3.). Die fiir die Trunkie-
rungen (s.II1.2.1.) eingesetzten Primer wurden vom Prinzip her wie die Primer fiir
PhLP;/ PhLPs konstruiert, setzen jedoch in ihrem Anfangsteil an der entsprechenden
Schnittstelle an. Die Primer fiir die Ser - Ala-Mutanten enthalten keine Restriktions-
schnittstellen, was in II1.2.2. genauer erldutert wird. Beim Design der Primer fiir die a-
und B-Untereinheiten der CK2 wurde nach dem gleichen Prinzip wie fiir PhLP;/ PhLPg
verfahren, z.T. mit anderen Restriktionsschnittstellen. Die Primer wurden bezogen von

der Firma MWG-Biotech AG.
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PhLP-Primer :

PhLPy fwd (BamHI) 5°-AGG AGA GGA TCC ATG ACA ACC CTG GAT G-3'

PhLPy fwd2 (BamHI) 5’-TA GGA TCC ATG ACA ACC CTG GAT GAC-3’

PhLPs fwd (BamHI) 5°-AGG AGA GGA TCC ATG GAG CGG CTG ATC-3’

PhLP rev (EcoRI) 5’-GCA GCC GAA TTC TCA ATC TAT TTC TAG-3’
(fiir PhLPy und PhLPs gleich)

PhLP rev (EcoRI),  5’-GCA GCC GAA TTC ATC TAT TTC TAG ATC GC-3’
ohne Stopcodon
- EYFP-Konstrukte (s.I11.1.1.3.)

EYFP- Primer:

EYFP fwd (EcoRI) 5’-CCG GAA TTC ATG GTG AGC AAG GGC GAG- 3’

EYFP rev (Notl) 5°-T ATC AAA TGC GGC CGC TTA CTT GTA CAG CT-
33

Gy,-Primer:
Gy, fwd (BamHI)  5°-TA GGA TCC ATG GCC AGC AAC AAC AC-3°

Gy, rev (EcoRlI), 5’-GCA GCC GAA TTC AAG GAT AGC ACA G-3°
ohne Stopcodon

PhLP; -Trunkierungen:

PhLP. 5 fwd (BamHI) 5°-CC GGA TCC ATG GAT GAC AAG TTG CTG-3’

PhLPy 26 fwd (BamHI) 5°-CC GGA TCC ATG GAT GAC AAG TTG CTG-3’

PhLPy 29 fwd (BamHI) 5°-CC GGA TCC ATG GAC AAA GAC AGA GG-3’

PhLP; 36 fwd (BamHI) 5°-CC GGA TCC ATG GCC CCA GCC AGT AG-¥’

PhLP; 46 fwd (BamHI) 5°-CC GGA TCC ATG GCT GAG CTG CGA G-3’

PhLP; 58 fwd (BamHI) 5°-CC GGA TCC ATG GGT CCA AAA GGG GTG-3’

PhLP; Ser-> Ala Mutationen:

PhLP 18/19/29 fwd 5’-C TAC GCC GCC GCT* GAG GAT GAG GAC-3’
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PhLP 18/19/20 rev 5’-C CTC AGC GGC GGC* GTA GTA GTA CTG-3’
PhLP A25 fwd 5’-GAT GAG GAC GCT* GAC CAT GAA GAC-¥’
PhLP A25 rev 5’-TTC ATG GTC AGC* GTC CTC ATC CTC-3°

Caseinkinase 2:

CK2a fwd (BamHI) 5°-TA GGA TCC ATG TCG GGA CCC GTG CC-3’

CK2a rev (EcoRI) 5’-A GAA TTC TTA CTG CTG AGC GCC AGC-3’

CK2p fwd (BamHI) 5’-TA GGA TCC ATG AGC AGC TCG GAG GAG-¥’

CKIIB rev (Xhol) 5°-ATG CTC GAG TCA GCG AAT CGT CTT GAC
TGG -3’

Leserichtung:

Fwd = vorwirts

Rev = riickwiirts

In Klammern ist die Schnittstelle angegeben. In der Sequenz sind Schnittstelle und
Start (ATG)- bzw. Stopcodon unterstrichen, aufler bei den Primern fiir PhLP
18/19/29 und PhLP A2S. Dort sind die eingefiigten Mutationen (*) gekennzeichnet.

1.3.5. Antikorper

Zur Detektion sdmtlicher in dieser Arbeit hergestellter PhLP-Varianten wurde als pri-
mirer Antikorper der polyklonale Kaninchenantikorper anti-CTPP (C-terminal PhLP-
peptide) benutzt, da die Varianten dieser Arbeit nur im N-Terminus verdndert sind. Das
als Antigen dienende synthetische Peptid wurde aus dem C-Terminus von PhLP; und
PhLPg (Sequenz: CHSEDSDLEID) hergestellt (Schroder, Lohse 1995; Humrich et al.
2003). Da es aufgrund seines geringen Molekulargewichts (unter 3 kDa) nicht unmittel-
bar zur Immunisierung brauchbar ist, wurde es an Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH)
als Triagerprotein kovalent gekoppelt. Es wurde darauthin Kaninchen injiziert, die durch
zweil boost-Injektionen zur Antikorperproduktion angeregt wurden, welche aus dem

Serum extrahiert wurden.

ANTIGEN EIGENSCHAFTEN REFERENZ
PhLPg Kaninchen, polyklonal Schroder 2000
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CTPP 208-218 mit KLH Kaninchen, polyklonal Humrich 2003
Goat anti rabbit POD Peroxidase-gekoppelte Dianova
Ziege-anti-Kaninchen-
Antikorper
GBi, G common Kaninchen Santa Cruz
Biotechnology

1.4. Medien und Puffer

In der Regel wurde fiir Medien und Puffer vollentsalztes und pyrogenfreies Wasser aus
einer Barnstead-Anlage verwendet. Fiir die Zellkultur wurden Medien, Medienzusitze

und Puffer von den entsprechenden Firmen bezogen.

1.4.1. Medien fiir die Kultur von E.coli

LB-Medium: 1%  Pepton
0,5% Hefeextrakt (Yeast extract)
1%  NaCl

Agarplatten: Zusatz von 1,5% Agar und 100pg/ml Ampicillin
(Selektion)

1.4.2. Medien fiir die Kultur von HEK 293-Zellen

DMEM-Medium mit Zusétzen: DMEM (Dulbecco’s modified Eagle's Medium,
0,1% Glucose)
+ 10 % FCS
+ 1:100 Penicillin, 1:100 Streptomycin

1.4.3. Allgemeine Puffer

PBS: 137 mM NaCl
2,7 mM KCl
4,3 mM Na,HPO,
1,4 mM KH2P04
pH 7.4

5 x Laemmli-Puffer: 250 mM Tris/HCI, pH 6,8
5% SDS
1% (g/v) DTT
40% Glycerin
0,005% Bromphenolblau
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1 x SDS-Laufpuffer 30,3 g Tris
144 g Glycin
10 g SDS
Wasser ad 1000ml

1 x Transferpuffer 2,4¢ Tris/HCI, pH 8.3
11,24¢g Glycin
200 ml Methanol
Wasser ad 1000ml

2. Methoden

2.1. Kultur von Bakterien und Zellen

2.1.1. Kultur von E.coli

E.coli-Kulturen, die zur Vervielfiltigung von Plasmidvektoren verwendet werden soll-
ten (s.I1.2.2.5.), wurden entweder als Einzelkolonie oder als Vorkultur angeimpft. Fiir
den Ansatz einer Vorkultur wurde eine Einzelkolonie in 5 ml LB-Medium mit einem
Zusatz von 5 pl (100 mg/ml) Ampicillin zur Selektion angeimpft und ca. sechs Stunden
in einem Thermoschiittler bei 37°C inkubiert.

Die Einzelkolonie oder Vorkultur wurde dann in 200 ml LB-Medium mit 200 pl (100
mg/ml) Ampicillin in einem 11-Schiittelkolben bei 37°C in einem Rotationsschiittler
iiber Nacht angeziichtet. Die auf LB-Agarplatten ausgestrichenen Kulturen wurden bei

37°C im Brutschrank inkubiert.

2.1.2. Kaultur eukaryontischer Zellen (HEK 293-Zellen)

Die Zellen wurden als Monolayer-Kulturen in DMEM-Medium mit entsprechenden
Zusétzen (s.0.) bei 7% CO; und 37°C geziichtet und je nach Dichte der Aussaat alle
zwei bis drei Tage passagiert. Dabei wurden das Medium abgesaugt, die angewachse-
nen Zellen mit PBS gewaschen und mit Trypsin abgeldst. Die Reaktion wurde mit dem
gleichen Volumen Medium gestoppt, die Zellen resuspendiert und im Verhéltnis 1:2 bis

1:5 in neues Medium ausgesit.
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2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.1. Amplifizierung von DNA durch Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR koénnen bestimmte DNA-Abschnitte, z.B. aus Plasmid-DNA, geno-
mischer DNA oder viraler DNA, amplifiziert werden. Dabei verwendet man den kodie-
renden Sequenzen entsprechende 5°- und 3’°- Oligonukleotid-Primer, wobei der erste
dem Anfang der zu amplifizierenden Sequenz und der zweite dem Ende komplementar
ist und auf der gegeniiberliegenden Seite bindet.

Wihrend der PCR wird ein dreiphasiger Reaktionszyklus aus

1. Denaturierung = Trennung der doppelstringigen Matrize, um die Basen fiir das
Anlagern der Primer freizulegen,

2. Hybridisierung oder Annealing = Anlagerung der Oligonukleotidprimer und

3. DNA-Polymerisation/Extension der Primer, die letztlich angestrebte Vervielfiltigung

des gewliinschten DNA-Abschnitts

in einem programmierbaren Thermocycler (DNA Thermal Cycler 480, Perkin Elmer)
mehrmals durchlaufen.

In dieser Arbeit wurden Reaktionsansidtze von 100 pl nach folgendem Protokoll

verwendet:

100 uM dNTPs

1  uM Vorwirts-Primer (zu 100pumol/l verdiinnt)
1 uM Riickwérts-Primer (zu 100pumol/l verdiinnt)
0,02 - 1 ng Template-DNA

2,5-5 U Taq-Polymerase/ Pfu-Polymerase

10ul 10-fach Polymerasepuffer

Die Ansétze wurden auf Eis zusammenpipettiert, auf 100 pl mit steril filtriertem Wasser
aufgefiillt, kurz zentrifugiert und mit ca. 100 pl Mineraldl tberschichtet. Die Pfu-
Polymerase hat den Vorteil, dal sie eine 3’-5’-Endonukleaseaktivitit besitzt und
dadurch eine etwa zehnfach h6here Replikationsgenauigkeit aufweist.

Um eine moglichst spezifische DNA-Amplifizierung bei hoher Ausbeute und geringer
Zyklenzahl zu erzielen, wurde im Laufe der Weiterentwicklung der PCR ein Tempera-
turoptimum fiir die Primerhybridisierung ermittelt. Dieses richtet sich nach der
Schmelztemperatur (Tm) der entsprechenden Primer, die von Primerldnge und Basen-
zusammensetzung (die GC-Bindung ist stirker als die AT-Bindung) abhdngt. Zur

Abschitzung der Schmelztemperatur dient folgende Formel:
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Tm(°C) = Anzahl (A/T) x 2°C + Anzahl (G/C) x 4°C

Die Hybridisierungstemperatur (Ty) sollte etwa 7°C unter der niedrigeren Schmelz-
temperatur der beiden Oligonukleotide liegen. Wegen der Verwendung unterschied-
licher Primer in dieser Arbeit wurde daher diese Temperatur immer anders gewéhlt.
Denaturierungs- und Polymerisierungstemperatur variieren jedoch nicht, wobei die
Polymerisierungstemperatur ein Optimum fiir die DNA-Polymerase (hier: Taq oder Pfu)
darstellt. Da die DNA zu Beginn in einer noch recht komplexen, hochmolekularen
Struktur vorliegt, wahlt man im ersten Zyklus eine Zeit von 5-10 min zur Denaturie-
rung, um insbesondere GC-reiche Sequenzen zu trennen. Im Idealfall liegen in den fol-
genden Zyklen nur die neu entstandenen Abschnitte doppelstrdngig vor, sodall eine
wesentlich kiirzere Zeitspanne zur vollstindigen Denaturierung ausreicht.

Im folgenden wird als Beispiel eine der in dieser Arbeit durchgefiihrten PCRs

beschrieben:

1.Zyklus Denaturierung 94°C 5-10 min
Hybridisierung Ty 1 min
Polymerisierung 72°C 1 min (1 min/1 kb)

2.-34. Zyklus Denaturierung 94°C 1 min
Hybridisierung Ty 1 min
Polymerisierung 72°C 1 min (1 min/1 kb)

35. Zyklus Denaturierung 94°C 1 min
Hybridisierung Ty 1 min
Polymerisierung 72°C 10 min (1 min/1 kb)

Zur Vermeidung von unspezifischen Bindungen der Tag-Polymerase und damit
verbundenen Fehlprodukten wurde ein ,,Hot Start™ durchgefiihrt: die Ansédtze wurden
vor dem ersten Zyklus zehn Minuten lang auf 94 °C erhitzt, und die Tag-Polymerase

wurde erst danach hinzugegeben.

2.2.2. Auftrennung und Reinigung von DNA mittels Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden in einem 1%igen Flachbett-Agarosegel (in TAE) elektro-
phoretisch aufgetrennt, welches 5 pl einer Ethidiumbromid-Losung (10 mg/ml in H,O)
zur Sichtbarmachung der DNA unter UV-Licht enthielt. Als Laufmittel wurde 1x TAE
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verwendet. Vor dem Auftragen wurde die DNA mit 1/10 Volumeneinheiten eines 10-
fachen DNA-Ladepuffers gemischt. Zusétzlich wurden ein 100-Basenpaar-Marker bzw.
ein 1-Kilobasen-Marker (New England Biolabs) als Ladngenstandards aufgetragen.

Die angelegte Spannung betrug 5 V/cm. Nach der Elektrophorese konnten die DNA-
Banden unter UV-Licht mit Hilfe des interkalierenden Ethidiumbromids sichtbar ge-

macht und ihre Gro3e anhand der Langenstandards kontrolliert werden.

10x DNA-Ladepuftfer: 30% Glycerin
100 mM EDTA
0,5% Bromphenolblau

10x TAE: 400 mM Tris
50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA
pH 8,0

2.2.3. Extraktion von DNA aus Agarosegel

Um die DNA aus der gewiinschten Bande im Gel zu gewinnen, wurde der QIAquick
Gel Extraction Kit verwendet. Dazu wurde zundchst das entsprechende Gelstiick unter
UV-Licht mit einem Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten. Zur Auflosung des
Gelstiicks wurde es mit dem dreifachen Volumen vom Puffer QG 10 Minuten lang bei
50°C auf dem Thermoschiittler inkubiert.

Die DNA, die im Gel enthalten war, wurde durch Zentrifugation (1 Minute, 14000
RPM, Eppendorf Centrifuge 5417) in einer QIAEX-Silicagel-Membran festgehalten,
mit Waschpuffer PE gewaschen und mit dem Elutionspuffer EB in ein 1,5 ml-
Reaktionsgefal eluiert.

Puffer des QIAquick Gel Extraction Kit:

Losungspuffer QG (3 M NaCl, 4 M NaClO4, 10 mM Na,S,03, 10 mM Tris-HCI,

pH 7,0)

Waschpuffer PE 80% Ethanol

Eluierungspuffer EB (10 mM Tris/HCI, pH 8,5)
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2.2.4. Enzymatische Behandlung von DNA

2.2.4.1.  Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen

Bei der Spaltung mit Restriktionsenzymen wurde das vom Hersteller speziell fiir das
verwendete Enzym empfohlene Puffersystem verwendet. Die DNA-Konzentration sollte
etwa 100 ng/ul betragen, pro pug DNA wurden 2-5 Enzymeinheiten eingesetzt, sodal3
eine vollstdndige Restriktion nach 2 Stunden bei 37°C erreicht war. Danach wurden die
Enzyme, wenn nach Angabe des Herstellers moglich, 20 Minuten lang hitzeinaktiviert.
War Hitzeinaktivierung nicht mdglich, wurde die gespaltene DNA nach im 11.2.2.3.
beschriebenen Waschschritt von den Enzymen getrennt. Bei Mehrfachspaltung wurde
ein Puffer verwendet, der mit allen beteiligten Restriktionsenzymen kompatibel ist. Das

Ergebnis der Spaltung wurde mit Hilfe eines Agarosegels (11.2.2.2.) iiberpriift.

2.2.4.2.  5-Dephosphorylierung des Vektors mittels SAP-Methode

Um die Religation des Vektors an gleichen Restriktionsstellen mit den zuvor heraus-
geschnittenen Fragmenten zu unterbinden, wurde er dephosphoryliert. Das Fehlen der
Phosphatgruppe verhindert die Ligation. Fiir die Dephosphorylierung zustéindig war die
alkalische Phosphatase aus Shrimps, von der 2 U/ug DNA und ein entsprechender
Puffer hinzugefiigt wurden. Darauf wurde 2 Stunden lang bei 37°C inkubiert, danach
wurde die Phosphatase bei 65°C 30 Minuten lang inaktiviert.

2.2.4.3. Ligation von DNA-Fragmenten und Vektor-DNA

Die Verkniipfung von einem Vektor mit einem DNA-Fragment (Insert) mit ent-
sprechenden Schnittstellen wurde mit Hilfe der T4-DNA-Ligase in wéssriger Losung
ausgefiihrt. Beziiglich der Mengenverhédltnisse von Vektor und Insert wurde von
sechsfacher Menge Insert bis zu dquimolarer Menge variiert.

Die Ligationen erfolgten in wiassriger Losung in mdglichst kleinen Volumina von 10 bis
20 ul. Das zu klonierende DNA-Fragment wurde mit dem Vektor in Gegenwart von

1/10 Volumen Ligasepuffer (10-fach) und 2-4 U T4-Ligase 20 min bei RT verkniipft.

2.2.5. Isolation von Plasmid-DNA in groflerer Menge
Um groflere Mengen an Plasmiden fiir die Zelltransfektion (s.u.) zur Verfiigung zu

haben, wurden diese in Bakterienkulturen vervielfaltigt und gereinigt. Man bediente
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sich der Kultur einer Einzelkolonie, wodurch eine groBe genetisch gleiche Menge
Bakterien entstand, aus denen man dann die DNA freisetzte. Zundchst wurde die
gewiinschte DNA durch Transformation nach der KCM-Methode (I1.2.2.7.) in E.coli
gebracht, die nach Ausstreichen auf Agarplatten Einzelkolonien bilden. Eine dieser
Einzelkolonien wurde in 200 ml LB-Medium mit 100 mg/l Ampicillin zur Selektion in
einem Schiittelkolben angeimpft und iiber Nacht bei 37°C in einem Thermoschiittler
inkubiert.

Am folgenden Tag wurde die Bakteriensuspension 7 Minuten mit 7000 RPM mit dem
JA-14 Rotor von Beckman zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
entstandene Pellet mit 10 ml Resuspensionspuffer P1 resuspendiert. Es wurden 10 ml
Lysepuffer P2 hinzugefiigt, der NaOH enthélt, welches die genomische DNA zerstort.
Darauthin gab man 10 ml Neutralisationspuffer P3 hinzu. Es folgte eine 30-miniitige
Zentrifugation bei 17000 RPM mit dem JA-17 Rotor von Beckman, bei der die DNA im
Uberstand verblieb und ein Pellet entstand, welches Proteine enthielt.

Der Uberstand wurde auf eine QIAEX 500-Glassiule gegeben, die zuvor mit dem
Aquilibrierungspuffer QBT behandelt worden war. Zweimal wurde die in der Glassiule
verbleibende DNA mit jeweils 30 ml Waschpuffer QC gewaschen. Dann wurde die
DNA mit 15 ml Elutionspuffer QF in ein Zentrifugenréhrchen eluiert und mit 10,5 ml
Isopropanol gefillt. Eine weitere 30-miniitige Zentrifugation bei 9800 RPM mit dem
JA-17 Rotor von Beckman folgte.

Der Uberstand wurde dekantiert, das Pellet mit 500 pl H,O gelost und in ein 2 ml-
Reaktionsgefd3 von Eppendorf gegeben. Darauf wurden die Reste durch Mischung mit
je 750 ul Ethanol aus dem Zentrifugenréhrchen ins Reaktionsgefal3 gebracht.

Die Losung wurde bei 14000 RPM mit einer Tischzentrifuge (Eppendorf Centrifuge
5417) 5 Minuten lang zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und das Pellet mit 100-300
ul H,O resuspendiert.

Puffer fiir die Plasmidpréparation:

Resuspensionspuffer P1: 50 mM TrisCl
10 mM EDTA
100 pg/ml RNAse A
pH 8,0
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Lysepuffer P2: 200 mM NaOH
1% SDS

Neutralisationspuffer P3: 3,0 M Kaliumazetat, pH 5,5

Aquilibrierungspuffer QBT: 750 mM NacCl
50 mM MOPS
15% Isopropanol
0,15% TritonX-100
pH 7,0

Waschpuffer QC: 1,0 M NaCl
50 mM MOPS
15% Isopropanol
pH 7,0

Elutionspuffer QF: 1,25 M NaCl
50 mM Tris
15% Isopropanol
pH 8.5

2.2.6. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Bestimmung wurde zur Feststellung der Ausbeute einer Plasmid-Maxipriparation
angewandt und erfolgte photometrisch bei einem Spektrum zwischen 260 und 280 nm.
Da in der Probe moglichst wenig Proteine enthalten sein sollten, wurde ein Verhéltnis
der Extintionen Ey¢p (DNS) / Exg0 (Proteine) von 1,6 bis 1,8 angestrebt. Dabei bezeich-
nen Ey¢o bzw. Ejgg die Extinktionen bei 260 bzw. 280 nm in einer 1cm-Kiivette.

Die DNS-Konzentration wurde folgendermallen berechnet:

¢ = Ez60 x 50 ng/ul x 100 (Verdiinnung)

2.2.7. Transformation von E.coli nach der KCM-Methode

Kompetente Zellen wurden bei —80°C gelagert und auf Eis aufgetaut. Zur Transforma-
tion wurden 2 pl Ligationsansatz zu 98 pl 1x KCM-Puffer hinzugefiigt und mit dem
gleichen Volumen Bakterien 20 Minuten auf Eis, danach 10 Minuten bei Raumtem-

peratur inkubiert.
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Nach der Zugabe von 1 ml LB-Medium wurden die Ansdtze 50 Minuten bei 37°C im
Thermoschiittler inkubiert, um die Ampicillinresistenz zu exprimieren.

Daraufhin wurde nach dem Zentrifugieren (3 min, 5000 RPM in einer Tischzentrifuge,
Eppendorf Centrifuge 5417) der Uberstand abgegossen. Die verbleibenden 50 bis 100 pl
wurden zur Resuspension des Pellet verwendet und der gesamte Inhalt auf Agarplatten

mit 100 pg/ml Ampicillin ausplattiert.

1x KCM-Puffer: 100 mM KCL
30 mM CacCl,

2.2.8. Transiente Transfektion von HEK 293-Zellen nach der Calciumphosphat-
Methode
Zur transienten Transfektion von HEK 293-Zellen eignet sich die Calciumphosphatpré-
zipitation nach Chen und Okayama (1987). 3 bis 6 Stunden vor der Transfektion
wurden die Zellen von einer 175 cm?-Flasche auf 4 Petrischalen mit einem Durchmesser
von 10 cm oder auf 6-Well-Platten mit einem Durchmesser von jeweils 3,6 cm ausgesit.
Die Angaben fiir transfizierte DNA-Mengen beziehen sich in dieser Arbeit — wenn nicht
gesondert erwihnt — auf 10 cm-Schalen.
Der Transfektionsansatz enthielt 10-20 ug DNA, 450 ul H,O, 125 uM CacCl, und 450 pl
2xBBS (pro Petrischale oder 6-Well-Platte), wurde gemischt, 20 Minuten bei Raumtem-
peratur inkubiert und auf die Zellen pipettiert, welche zu 70% konfluent waren. Bei den
6-Well-Platten wurde vom in gleicher Weise hergestellten Ansatz der Fliche ca. ein
Drittel pro Well pipettiert. Die Platten wurden darauf bei 37°C und 3 % oder 5 % CO,
iiber 48 h zur Expression inkubiert.
Dann standen die Zellen fiir weitere Versuche bzw. einen Western Blot zur Verfiigung.
Meistens wurde eine Transfektionseffizienz von 60-80% fiir die cDNA beider PhLP-
Isoformen erreicht, was sich mit Hilfe der Transfektion von PhLP-EYFP-Konstrukten

zeigen lieB3 (s.u.).

2X BBS: 50 mM Bis(2-Hydroxyethyl)-2-aminoethansulfonsdure (BES)
280 mM NacCl
1,5 mM Na,HPO,
pH 6,95 (muB exakt eingestellt sein)
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2.3. Proteinchemische Methode

2.3.1. Herstellung eines Zellhomogenats

Das Medium der iiber Nacht inkubierten Zellen wurde zunidchst (unter nicht sterilen
Bedingungen) abgesaugt. Daraufhin wurden die Zellen mit 200 pl Lysepufter pro 10
cm-Schale (hypoton, 20 mM Tris-Base, 1% Triton X) auf einem Schiittler 15 Minuten
auf Eis inkubiert.

Dann wurden die lysierten Zellen in 1,5 ml-Reaktionsgefdf3en iiberfiihrt und 15 Minuten
bei 14.000 RPM mit einer Tischzentrifuge (Eppendorf Centrifuge 5417) zentrifugiert. In
einem anderen Reaktionsgefil wurde der Uberstand mit 5x Laemmli-Puffer im Ver-
hiltnis 5:1 verdiinnt. Nach Erhitzen der Proben (10 Minuten, 95°C) konnten diese auf

ein 12%iges SDS-Gel aufgetragen werden.

2.3.2. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit Hilfe der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurden Proteine nach ihrer Grofle
aufgetrennt in 5 %igen Sammel- und 12%igen Trenngelen (Dicke 1mm). Die
aufzutrennenden Proteinmischungen wurden vor dem Auftragen mit 5x Laemmli-Puffer
im Verhiltnis 5:1 versetzt und 10 Minuten lang auf 95°C erhitzt.

Die Elektrophorese wurde in SDS-Laufpuffer bei einer konstanten Stromstérke von 70
mA pro Gel fiir 1,5 h in Hoefer-Gelkammern (GelmaBle 14 x 8 cm) durchgefiihrt. Zur

spateren Bestimmung der Proteingréfe wurde in eine Tasche ein Marker aufgetragen.

4-fach Trenngelpuffer 5,0 ml
Acrylamid/Bisacrylamid 8,0 ml
Wasser 7,0 ml
TEMED 10,0 pl
APS 130,0 pl
4-fach Sammelgelpuffer 2,0 ml
Acrylamid/Bisacrylamid 1,0 ml
Wasser 5,0 ml
TEMED 8,0 ul
APS 80,0 ul
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4-fach Trenngelpuffer: SDS 4,0g
3M Tris-HCl pH 8,8 500ml
Wasser ad 1000ml
4-fach Sammelgelpuffer: SDS 2,0g
IM Tris-HCI pH 6,8 250ml
Wasser ad 500ml

Acrylamid 30% / Bisacrylamid 0,8% als Fertiglosung von Roth

Ammoniumperoxiddisulfat (APS) 10%
Tetramethylethyldiamin (TEMED)

2.3.3. Western Blotting von Proteinen
Diese Methode diente dazu, Proteine, die nach ihrer Grofle aufgetrennt wurden, mit
Hilfe immunologischer Methoden sichtbar zu machen. Im folgenden werden die

einzelnen Schritte erklart.

2.3.3.1. Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen

Die Proteine wurden nach der Elektrophorese im SDS-Polyacrylamidgel mit Hilfe einer
Semidry-Apparatur der Firma Biorad auf eine PVDF-Membran transferiert. Diese
muBte zuvor mit Methanol aktiviert und darauthin in Transferpuffer gewaschen werden.
Die Reihenfolge der Lagen sieht folgendermallen aus: Kathode — drei Lagen in
Transferpuffer getrinktem Blotting-Papier — SDS-Gel — PVDF-Membran — drei Lagen
in Transferpuffer getrdnktem Blotting-Papier — Anode. Zum Proteintransfer wurde die

Apparatur 90 Minuten lang auf 15 V eingestellt.

2.3.3.2. Immunologische Detektion von immobilisierten Proteinen

Da die PVDF-Membran aufgrund ihrer Oberflichenstruktur potentiell antikor-
perbindend ist, wurden diese Bindungsstellen durch Inkubation (iiber Nacht) mit
Blockpuftfer (1xPBS, 3% Milchpulver) besetzt.

Dann wurde die Membran 1 h lang mit dem in Blockpuffer geldsten ersten Antikorper
bei Raumtemperatur inkubiert, dreimal jeweils 10 Minuten mit Waschpuffer (1xPBS,
0,1% Tween 20) gewaschen und wiederum 1 h lang mit dem Peroxidase-gekoppelten
sekunddren Antikorper inkubiert. Nach dem oben beschriebenen Waschschritt wurden

die Western Blots mittels Chemolumineszenzreaktion mit dem Supersignal West Pico
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Chemoluminescent Kit (Pierce) entwickelt. Die Detektion erfolgte durch Belichtung

von Biomax-ML-Filmen (Kodak).

2.3.4. Zellfraktionierung

Die Zellfraktionierung dient der Auftrennung von Zellen in ihren cytosolischen und
membrandren Anteil. Durch Auftrennung der beiden Anteile auf SDS-Gelen und
Detektion mittels spezifischer Antikorper kann die Lokalisation bestimmter Proteine in

der Zelle festgestellt werden.

Vorbereitung: Am ersten Tag wurden HEK 293-Zellen von einer 175 cm?-Flasche auf 4
Petrischalen mit einem Durchmesser von 10cm ausgesdt. Nach 3-6 h erfolgte die Trans-

fektion nach der CaPO4-Methode. Am zweiten Tag wurde das Medium gewechselt.

Am dritten Tag, also 48 h post-transfektional, wurde die Fraktionierung durchgefiihrt.
Zunichst wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 5 ml PBS pro Schale
gewaschen. Dann wurden die Zellen mit 2 ml Lysepuffer (1-10 mM DTT, 1 mM
PMSF) pro Schale 15 Minuten lang auf Eis inkubiert. Die lysierten Zellen wurden in 2
ml-Reaktionsgefale (Eppendorf) iiberfiihrt und mit einer 1 ml-Einmalspritze 20x durch
eine 27G-Nadel gepresst, um die genomische DNA zu zerstéren. Die zerstorten
Zellkerne und Zelltrimmer wurden 10 Minuten bei 5100 RPM mit einer
Tischzentrifuge (Eppendorf Centrifuge 5417) abzentrifugiert, es resultiert als Uberstand
das Zellhomogenat, von dem ein Aliquot abgenommen wird, dem man im Verhiltnis
1:4 5xLaemmli-Puffer hinzufiigt.

Vom restlichen Homogenat wurde 1 ml in ein Ultrazentrifugen-Rohrchen iiberfiihrt.
Durch die darauffolgende Zentrifugation (1 h, 68.000 RPM mit der Optima TLX120 ™
Ultracentrifuge von Beckman, Rotor TLA-120.2) wurden Membranen und Cytosol
voneinander getrennt, wobei das Cytosol den Uberstand bildete. Vom selbigen wurde
wieder ein Aliquot abgenommen und wie o0.g. behandelt. Der restliche Uberstand wurde
komplett abgenommen und bei -20°C autbewabhrt.

Zur besseren Reinigung der Zellmembranen, die sich als Pellet darstellten, wurde dieses
mit 1 ml Lysepuffer gewaschen und anschlieend mit 1 ml Lysepuffer resuspendiert.

Neben den Zellmembranen enthélt das Pellet auch Zellorganellen wie Mitochondrien
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und Endoplasmatisches Retikulum, daher wird es in der englischen Literatur als ,,crude
membranes” bezeichnet. Es erfolgte eine weitere Zentrifugation unter o.g. Bedin-
gungen. Dann wurde der Uberstand abgenommen und verworfen. Nach der
Resuspension des Pellets in Lysepuffer (0,1% TritonX) wurde ein Aliquot abgenommen
und wie o.g. behandelt, der Rest bei -20°C aufbewahrt.

Die mit Laemmli-Puffer versetzten Proben konnten nun auf ein Polyacrylamidgel

aufgetragen werden.

Lysepuffer: 20 mM HEPES
20 mM NaF
1 mM Natriumorthovanadat; pH 7,4

2.3.5. Immunprizipitation
Mit dieser Methode kann festgestellt werden, ob ein Protein mit einem anderen

bestimmten Protein einen Komplex bildet.

Vorbereitung: Am ersten Tag wurden HEK 293-Zellen von einer 175 cm?-Flasche auf 4
Petrischalen mit einem Durchmesser von 10cm ausgesét. Nach 3-6 h erfolgte die Trans-
fektion nach der CaPO4-Methode. Am zweiten Tag wurde das Medium gewechselt.
Wegen der langen Inkubationszeit wurde die Sepharose bereits vorbereitet:

Zunichst wurden Waschschritte durchgefiihrt. Dabei wurden 200 pl (je 50ul) Protein-
G-Sepharose mit 1,5 ml 1xPBS (plus 0,01% TritonX) dreimal gewaschen. Dann wurde
die gewaschene Sepharose mit dem 2,5fachen Volumen 1xPBS (plus 0,01% TritonX)
verdiinnt, und es wurden pro 50 ul Sepharose 5 pl Antiserum hinzugegeben. Am dritten
Tag wurde die Immunprézipitation durchgefiihrt. Die Sepharose wurde dreimal mit IP-
Puffer gewaschen, um {iberfliissige Serumproteine zu entfernen.

Von nun an muflte bei einer Temperatur von 4°C gearbeitet werden. Unter unsterilen
Bedingungen wurde das Medium der Zellen abgesaugt, dann inkubierte man sie 15 min
lang mit 1 ml IP-Puffer (plus 1% NP-40) und 1% PMSF. Das Zelllysat wurde in 1,5 ml-
Reaktionsgefia3e liberfiihrt und zur effizienten Aufbrechung von Zellen und Organellen
mit Ultraschall behandelt. Grofere Zellbestandteile wurden 5 min bei 14.000 RPM
(Eppendorf Centrifuge 5417) abzentrifugiert, der Uberstand wurde der Sepharose hin-
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zugefiigt sowie BSA zu einer Endkonzentration von 1 mg/ml, um unspezifische Bin-
dungsstellen zu blockieren. Es folgten 2 h Inkubation auf einem Drehrad bei 4°C.
Anschlieffend wurde die Sepharose mit den gebildeten Immunkomplexen 1 min bei
14.000 RPM (Eppendorf Centrifuge 5417) abzentrifugiert und fiinfmal mit dem 20-
fachen Volumen IP-Wasch-Puffer (plus 0,1% NP-40) gewaschen. Dazwischen wurden
die Ansitze jeweils 1 min bei 14.000 RPM (Eppendorf Centrifuge 5417) zentrifugiert.
Beim letzten Waschschritt wurde 1x PBS verwendet. Die gebundenen Proteine wurden
durch Zugabe von SDS-Laemmli-Puffer eluiert, 10 min bei 95°C erhitzt und auf SDS-
Polyacrylamidgele aufgetragen.

[P-Puffer: 50 mM Tris, pH 8 bei 4°C
150 mM NacCl
1% NP-40
Ix Proteaseinhibitormix (50 mM NaF; 5 mM Na4sP,07; 0,1 mM
NazVOy; 0,002% NaNj3)

2.3.6. Phosphorylierung von PhLP;,

Die Phosphorylierung von PhLP; wurde mit aus E.coli als Hiss-getaggtem gereinigtem
PhLP; und rekombinanter humaner CK2 (Roche) durchgefiihrt. Es wurden 50 pl-
Proben verwendet, die 400 nM rekombinantes PhLP;, CK2-Puffer, 0,04 mU CK2 und
200 uM ATP (1 pCi [**P]JATP) enthielten und bei 30°C fiir 30 Minuten inkubiert
wurden. Die Reaktion wurde auf Eis gestoppt und durch Kochen in Laemmli-Puffer
beendet. Darauf folgten SDS-PAGE, Coomassie Blue-Fiarbung und Phosphorimaging.
Phosphorimaging und Quantifizierung der Phosphorylierung wurden mit FLA-3000 von

Fuji durchgefiihrt.
CK2-Puffer: 20 mM Tris-Cl
50 mM KCl1
10 mM MgCl,
5 mM Dithiothreitol
pH 7,5
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2.4. Messung der Gpy-Funktion mittels Inositolphosphat-
bildung

Die Bestimmung der Gesamtinositolphosphate wurde wie bei Quitterer et al. (1996)

beschrieben durchgefiihrt.

2.4.1. Kultur und Vorbereitung der eukaryontischen Zellen

In dieser Arbeit verwendete HEK 293-Zellen wurden mit je 3 pg cDNA fiir PLCR,, G
und Gy, pro 10 cm-Schale transient transfiziert. Nach der Transfektion wurden die Zel-
len einer Schale gewaschen, abtrypsiniert und in 24 ml Kulturmediuml (s.u.)
resuspendiert. Davon wurden 4 ml auf 3 Wells einer 6-Well-Platte ausgesit fiir den
Stimulierungsversuch. Auf ein Well einer anderen 6-Well-Platte wurden weitere 4 ml
gegeben. Diese Zellen dienten dazu, mittels Western Blot die Expression der im

Versuch untersuchten Proteine zu kontrollieren.

2.4.2. Beladung eukaryontischer Zellen mit Myo-[2-3H]-Inositol

3 bis 6 Stunden nach dem Verteilen auf 6-Well-Platten wurde das Kulturmediuml
abgesaugt, die Zellen wurden gewaschen, mit 2 ml Kulturmedium2 (inositolfreies
RPMI 1640 Medium mit 0,2% FCS und 2 nCi/ml myo—[2—3H(N)] Inositol) bei 37°C und
5% CO;y-Atmosphire) pro Well beladen und iiber Nacht bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Die Zellen fiir den Western Blot wurden abgesaugt, und es wurden 2 ml
Kulturmedium1 mit gleicher FCS-Konzentration wie Kulturmedium2 hinzugegeben,

um die Bedingungen gleich zu halten.

2.4.3. Stimulierung und Messung der Inositolphosphate

Die Zellen hatten das radioaktive Inositol in ihre Membran eingebaut, in der es als
Phosphatidylinositol vorlag und von der Phospholipase C in Inositolphosphat gespalten
werden konnte. Durch das Auffangen der freigewordenen Inositolphosphate in
Dowexsdulen und die anschlieBende Quantifizierung konnte die Aktivitit der Phos-
pholipase C bestimmt werden.

Zundchst wurden die Zellen mit 2 ml Inkubationspuffer gewaschen. Dann wurden sie in
Inkubationspuffer mit 10 mM LiCl 30 Minuten lang bei 37°C inkubiert, damit die

Inositolphosphate nicht abgebaut werden konnten.
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Die Reaktion wurde mit 100 pl 20%iger Perchlorsdure und 10-miniitiger Inkubation auf
Eis gestoppt. Der Uberstand wurde in 2 ml-ReaktionsgefiBe iiberfiihrt und mit 450 ul
1M KOH neutralisiert. In einer 5-miniitigen Zentrifugation bei 14.000 RPM (Eppendorf
Centrifuge 5417) wurde das Kaliumperchlorat abgesondert. 1 ml dieser Losung wurde
in 2 ml 50mM Tris pH 7,4 zur nochmaligen Neutralisation gegeben. Die Probe wurde
auf eine Anionenaustauschersdule (DOWEX AG 1x8) aufgetragen. Die Sdule wurde
zweimal mit 4ml H,O gewaschen, um die freien Inositolphosphate zu entfernen. Darauf
wurden die gebundenen Inositolphosphate mit 3 ml einer 1 M HCI-Losung eluiert. Das
Eluat wurde mit 15 ml Szintillationsfliissigkeit der Firma Lumac LSC versetzt, und an-
schlieend die radioaktiv markierten Inositolphosphate im Beta-Counter LS 1801 der
Firma Beckman zu messen.

In den im Ergebnisteil beschriebenen Versuchen wurden die Inositolphosphate als Tri-
pletts gemessen und die Ergebnisse als Mittelwerte+ Standardfehler von wenigstens drei
unabhingigen Experimenten angegeben. Die Werte werden angegeben als Prozentsatz
der Kontrolle, welche die Inositolphosphatproduktion in mit PLCB,-, GBi-, und Gy,-
cDNA transfizierten Zellen darstellt und somit als maximale Aktivierung gleich 100%
gesetzt wird. Zur statistischen Auswertung wurden ANOVA und Post-Test-Comparison

(Bonferroni) benutzt.

Kulturmedium 1: DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s Medium, 0,1%
Glucose)
10 % Fetales Kilberserum
1% Penicillin (10.000 U/ml), 1% Streptomycin (10.000
U/ml)

Kulturmedium 2: RPMI 1640, inositolfrei
0,2% FCS
0,1% Myo-[2-*H]-Inositol (1-2 pCi/ml)

Inkubationspuffer: 138 mM NaCl
5 mM KCI
1 mM MgCl
1 mM CaCl,
0,1% Glucose
20 mM HEPES pH 7,4
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I11. Ergebnisse

1. Hemmung der Gfy-Untereinheit durch PhLP_ und
PhLPgin Zellen

Eine Gfy-Inhibierung durch PhLP; und PhLPs wurde in vitro mehrfach nachgewiesen:
Schréder und Lohse zeigten 1996 unter Verwendung von aus E.coli gereinigtem PhLPsg,
daBl es die Pertussistoxin-katalysierte GPy-stimulierte ADP-Ribosylierung von Ga
hemmt sowie die durch GBy geforderte Aktivitidt der GTPase von Ga,, wobei PhLPs ein
schlechterer Inhibitor war als Phosducin. Auch die GPy-vermittelte Rhodopsin-Phos-
phorylierung durch GRK2 lie3 sich durch PhLPs hemmen. In einem Vergleich zwischen
PhLP;, PhLPs und Phosducin in ihrer Fahigkeit zur Hemmung der Gfy-abhingigen
ADP-Ribosylierung von Gai; erwies sich PhLP; als dem Phosducin gleichwertiger
Inhibitor, wihrend PhLPg weniger stark hemmte (Schréder und Lohse 2000).

In dieser Arbeit sollten diese Mechanismen in intakten Zellen getestet werden, wobei
die Fragestellung war, ob PhLP;, und PhLPs die GBy-Untereinheit hemmen und welcher
von ihnen der bessere Inhibitor ist. Hierzu wurden beide Formen aus cDNA, die
urspriinglich aus Rattenhirn kloniert wurde (Schroder und Lohse 1996), in pcDNA3-

Vektoren kloniert, um in HEK 293-Zellen exprimiert zu werden.

1.1. Klonierung von PhLP_ und PhLPs

1.1.1. Der pcDNA3-Vektor

Alle in dieser Arbeit verwendeten cDNAs wurden in pcDNA3 kloniert, um daraufhin in
HEK 293-Zellen exprimiert zu werden. Der pcDNA3-Vektor dient der Klonierung und
Expression von Genen. Er enthélt zum Zwecke der Selektion eine Kopie des p-Lacta-
mase-Gens, was zur Ampicillinresistenz fiihrt. Im weiteren verfiigt der Vektor iiber
zahlreiche Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme, die man sich zum Einfligen von DNA-

Sequenzen zu Nutze macht. Hier wurden BamHI, Eco RI, Notl und Xhol genutzt.
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Zudem enthélt pcDNA3 einen CMV- und einen T7-Promotor, die einer effizienten

Transkription dienen.

Hind Ill, Kpn I, BstX I, Eco RV, BstX |,

» INotI,XhoI,XbaI,ApaI /m

\

Nde |

P CMV
Sma |
Nru |

Bg IlI
Tth111l
Pvu | Neomycin
Ampicillin

ColEl Bsm |

Abb.6: Aufbau des pcDNA3-Vektors.

Der pcDNA3-Vektor enthélt diverse Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme (hier durch
zum Kreis senkrechte Striche markiert), die zum Einfiigen der PCR-Produkte von
PhLP; und PhLPg dienen. Die in dieser Arbeit verwandten sind rot markiert. Zudem
enthdlt der Vektor eine Ampicillinresistenz zur Selektion und einen T7-Promotor zur
Transkriptionskontrolle.

1.1.2. Klonierung von PhLP_ und PhLPs in den pcDNA3-Vektor

Die kodierenden Sequenzen beider Isoformen, PhLP; und PhLPgs, wurden durch
Polymerasekettenreaktion aus dem Vektor pET3c-PhLP;-His amplifiziert (vgl.
I1.2.2.1.), wobei die urspriingliche RNA-Vorlage aus Rattenhirn stammte (Schréder und

Lohse 1996). Die Taq-Polymerase wurde zur Amplifizierung eingesetzt. Als Primer

45



[11. Ergebnisse

dienten 29-34 bp lange Oligonukleotide, die mit 5'-Ende und 3’-Ende (rev.) des PhLP
identisch sind. (vgl. 11.1.3.4.). Zusétzlich enthielten sie zum Zwecke der Klonierung an
den 5'-Enden eine Erkennungssequenz fiir eine Restriktionsendonuklease, was dazu
fiihrte, dal die PCR-Produkte vor dem Startcodon um eine BamHI- und hinter dem
Stopcodon um eine ECORI-Schnittstelle verldngert wurden. Fiir PhLPs mit dem Primer-
paar ,,PhLPs fwd (BamHI)*“/“PhLP rev (EcoRI)“ und PhLPp mit dem Primerpaar
»PhLPp fwd (BamHI)*/“PhLP rev (EcoRI)* ergaben sich PCR-Produkte von 678 bp
bzw. 927 bp (s. Abb.7).

Nach Reinigung aus dem Agarosegel (vgl. 11.2.2.3.) und dem Verdau mit den entspre-
chenden Restriktionsenzymen (I1.2.2.4.1.) wurden die DNA-Fragmente durch Ligation
(vgl. 11.2.2.4.3.) in den Expressionsvektor pcDNA3 kloniert. Die entstandenen Plasmide
wurden in E.coli vermehrt, mit Hilfe des Quiagen DNA-Préparationskits extrahiert und
durch automatische DNA-Sequenzierung von der Firma MediGene in Martinsried
iiberpriift. Dabei zeigte die Sequenz von PhLPg einen Basenaustausch an Position 800
von Thymin zu Cystein, was zu einem Aminosdureaustausch von Phenylalanin zu Serin
filhrte. Darauf wurde die Klonierung nach der gleichen Methode wiederholt, womit die

Mutation beseitigt wurde.
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PCR von PhLP long und PhLP short aus pET3C
I I

| PRLCPTong |
—> h
PhLP long fwd-Primer I PhLP rev-Primer PCR
PhLCPTong ||
I I
| PhLP short |
PhLP short fwd-Primer I PhLP rev-Primer Gelextraktion
PRLP short [ |
1kb — 1kb=— .
500 bp— Verdau mit BamHI/EcoRI
500 bp =— m
PhLP long (927 bp) PhLP short (678 bp) o o
Hltzelnaktlwerung
Ligation der PhLP short
PCR-Produkte /
mit dem pcDNA3 oder
geschnittenen Vektor \ Ligati it TA-Li
/ PhLP long igation mi -Ligase
Screening-PCR I

1 2 3 4 5 6 7 8 910 + -

PhLP short (678 bp)

PhLP long (927 bp) Screening

Abb.7: Klonierung von PhLP,_ und PhLPsaus pET3C

Auf der rechten Seite werden die einzelnen Schritte der Klonierung dargestellt. Auf den
UV-Bildern links oben ist das Ergebnis der PCR dargestellt. Die Tag-Polymerase wurde
zur Amplifizierung eingesetzt. Als Primer dienten 29-34 bp lange Oligonukleotide, die
mit 5°-Ende und 3’-Ende (rev.) des PhLP identisch waren. Es ergaben sich PCR-
Produkte von 927 bp (PhLPL) bzw. 678 bp (PhLPg). Nach Gelextraktion, Verdau und
Hitzeinaktivierung wurden die Fragmente durch Ligation in den pcDNA3-Vektor
eingefiigt, der in Bakterien vermehrt wurde. Nach Animpfen von je zehn Kolonien in
Vorkulturen und Screening-PCR ergaben sich fiir PhLPg zwei positive (3,5) Kulturen,
und fiir PhLP; waren alle positiv.
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1.1.3. Subklonierung von PhLP./ PhLPs -EYFP-Fusionskonstrukten

In Anhang wird der Einsatz von Fusionsproteinen aus dem zu untersuchenden Protein
und einem fluoreszierenden Protein dargestellt. An dieser Stelle soll die Technik
beschrieben werden, wie durch Klonierung ein Genprodukt aus der DNA zweier
Proteine hergestellt wird, was zur Expression eines Fusionsproteins aus zwei einzelnen
Proteinen fiihrt. In dieser Arbeit handelt es sich um die Verbindung von PhLP;/ PhLPg
mit EYFP.

Zur Durchfiihrung der Klonierung wurden zunichst einzelne PCRs von PhLP;/ PhLPg
und EYFP nach in 11.2.2.1. beschriebener Methode mit in II.1.3.4. aufgefiihrten Primern
durchgefiihrt. Der PhLP-Riickwirts-Primer enthielt kein Stopcodon, damit bei der
spéteren Transkription nicht nur PhLP, sondern auch das nachfolgende EYFP abgelesen
wurden. So folgen auf das letzte Codon des PhLP die Schnittstelle EcoRI als Zwischen-
sequenz und darauf das Startcodon ATG des EYFP. Das Leseraster wurde eingehalten.
In einer darauffolgenden Tripelligation wurden die PCR-Produkte von PhLP;/ PhLPg
und von EYFP mit dem pcDNA3-Vektor zusammengebracht. Aufgrund der drei
verschiedenen Restriktionsschnittstellen (s.Abb.8) ist die Reihenfolge bei der
Zusammensetzung festgelegt, wodurch PhLP und EYFP im Vektor hintereinander

liegen.
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1.2. Inhibierung der Gpy-gekoppelten Inositolphosphatbil-
dung in HEK 293-Zellen — Vergleich von PhLP; und
PhLPg

Schroder und Lohse zeigten 2000 in in vitro-Systemen u.a. anhand der GBy-getriggerten
ADP-Ribosylierung von Ga, da PhLPy in der GPy-Bindung und damit verbundenen
Inhibierung genauso effektiv war wie Phosducin, wahrend PhLPg etwa 15 mal schwi-
cher war. Aus diesem Grunde wurde PhLPg eine weniger grof3e Rolle in der G-Protein-
Regulation zugeschrieben, zumal es in den meisten Geweben weniger stark exprimiert
wird als PhLPy (Schroder und Lohse 2000). Neuere Erkenntnisse ergaben, dal3 PhLPg
aus bovinen chromaffinen Zellen gereinigt werden konnte und dort die nikotin-
stimulierte calciumabhédngige Exozytose von Katecholaminen zu hemmen scheint {iber
einen Signalweg, der einen GBy—Komplex beinhaltet (Gensse et al. 2000), womit thm —
im Gegensatz zu vorhergehenden Erkenntnissen — eine physiologische Rolle zuge-
schrieben wurde. In dieser Arbeit sollte die Rolle von PhLP; und PhLPg in ihrer
Funktion als GPy-Inhibitoren in lebenden Zellen untersucht werden sowie ein Vergleich
gezogen werden zwischen den beiden Formen, insbesondere unter der Fragestellung, ob
PhLPs als kurze Splei3variante in lebenden Zellen eine Rolle spielt.

Als Testsysteme wurde eine Assayreaktion verwendet, welche von der Anwesenheit
von GPy-Untereinheiten abhédngig ist: die Inositolphosphatbildung aufgrund von GPy-
getriggerter Aktivierung der Phospholipase CB,in HEK 293-Zellen (s.Einleitung).

1.2.1. Hemmung der Gpy-gekoppelten Inositolphosphatbildung durch PhLP;, und
PhLPs im Vergleich mit der GRK2

GPy stimuliert in Zellen die Phospholipase Cf,, welche den Membranbestandteil PIP; in
DAG und IP; spaltet, woraus eine Erhohung des vorhandenen IP; resultiert. Um
Unterschiede der IP;-Menge unter den getesteten Bedingungen deutlicher zu machen,
wurde durch transiente Transfektion der cDNA von PLCP, und von den G-Protein-
Untereinheiten GB; und Gy, cDNA (jeweils 3 pg) die basale IP;-Produktion auf das
Fiinffache erhoht im Vergleich zu allein mit cDNA von PLCP, transfizierten Zellen
ohne Gf; und Gy, (Daten nicht gezeigt). Zur Untersuchung der Einfliisse von PhLPy
und PhLPs wurden die entsprechenden cDNAs in den pcDNA3-Expressionsvektor
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kloniert und zusétzlich zu den oben genannten cDNAs (jeweils 3 ug PLCP, Gf; und
Gy,) transient transfiziert, was die IPs-Produktion signifikant senkte. Uberraschender-
weise erwies sich die kurze Spleilvariante PhLPg als der effektivere GPy-Inhibitor,
obwohl sie eine schwichere Interaktion mit Gfy zeigte als PhLPy (Schroder, Lohse
2000).

Die Transfektion von 8 pg cDNA fiir PhLPs bzw. PhLP| senkte die IPs;-Produktion um
78.3 + 3.8% (n=7) im Falle von PhLPs um 32.2 + 8.4% im Falle von PhLP; und 75.0 +
4.0% im Falle von der GRK2-K220R (s.Abb.9A), die als Positivkontrolle diente, da flir
sie eine Inhibierung Gy-getriggerter Effekte, u.a. der Inositolphosphatbildung, in HEK
293-Zellen bekannt ist (Koch et al. 1994). Die Unterschiede zwischen Kontrolle und
PhLP; und zwischen PhLP; und PhLPg waren hoch signifikant (p<0.01).

1.2.2. Expressionskontrolle mittels Western-Analyse

Um auszuschliefen, daf3 die in 1.2.1. dargestellten Hemmeffekte nicht aus unterschied-
licher Expression der Proteine PhLP; und PhLPg resultieren, z.B. eine hohere PhLPs-Ex-
pression seine hohere Effektivitdt erklart, wurden die im Versuch verwendeten Zellen
lysiert und mittels Westernblotting auf ihre Proteinexpression untersucht. Abb.9B zeigt

ein reprisentatives Experiment von drei unabhéngigen Transfektionen.
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Abb.9: Inhibierung der Gpfy—stimulierten Inositolphosphatbildung in HEK 293-
Zellen

A. HEK 293-Zellen wurden transient transfiziert mit 8 pg cDNA PhLPy PhLPs, GRK2-
K220R oder leerem Vektor (Kontrolle) und jeweils mit 3 pg cDNA Gf;, Gy, und PLC
B2 pro Schale (10 cm Durchmesser). Die Inositolphosphatproduktion wurde 42h nach
Transfektion gemessen gemif I1.2.4. (***p<0.001, und **p<0.01 vgl. mit Kontrolle
##p<0.01 und #p<0.05 vgl. mit PhLPy).

B. Western Blot dreier voneinander unabhéngiger Experimente zum Vergleich von
Proteinexpressionsniveaus von PhLP; und PhLPg nach Transfektion. SDS-Gele wurden
mit 20% des Zelllysats eines 6-Well beladen und detektiert mit dem polyklonalen CTPP
Antikorper (s. I1.1.3.5.).
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1.3. Dosis-Wirkungs-Kurven der Hemmung der Gpy-gekop-
pelten Inositolphosphatbildung durch PhL P, und PhLPg
in HEK 293-Zellen

Nachdem ein hemmender Effekt von PhLPy und PhLPs auf die Gfy-Funktion in HEK
293-Zellen festgestellt worden war und PhLPp sich dabei als stirkerer Inhibitor
erwiesen hatte, wurden zur weiteren Untersuchung Dosis-Wirkungs-Kurven erstellt.
Hierzu wurden ausgehend von einer Mindestmenge ¢cDNA PhLP;/ PhLPg von 0.5 pg/
0.125 pg immer grofBere Mengen cDNA transfiziert bis zu einer Hochstmenge von 16
pg, so daB die maximal mdgliche Inhibierung der IP;-Bildung sicher erreicht war. Um
die Gesamtmenge an transfizierter cDNA gleich zu halten, wurde mit dem leeren
pcDNA3-Vektor jeweils aufgefiillt. Wie aus Abb.10A hervorgeht, betrug der ICsp-Wert,
bei dem das maximale IP3-Signal auf die Hélfte reduziert ist, fir PhLPy 13.2 pg, war
also 20 mal so hoch wie der ICso-Wert fiir PhLPs (0.64 ng).

Die Westernanalysen in Abb.10B und 10C zeigen, daB3 den steigenden Mengen transfi-
zierter cDNA die Expression von PhLP; und PhLPg entspricht.
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Abb.10: Konzentrationsabhingige Effekte von PhLP;, und PhLPg auf die
Inositolphosphatbildung

A. HEK 293-Zellen wurden mit verschiedenen Mengen cDNA fiir PhLP; und PhLPg
transient transfiziert. Es wurde jeweils die Inositolproduktion gemessen. Der ICsy von
PhLP; war 20mal hoher als der von PhLPs (13.2 pg bzw. 0.64 ng cDNA pro 10cm-
Schale).

B, C. Western Blots zeigen die ansteigenden Proteinniveaus von PhLPy (B) und PhLPg
(C) unter den gleichen Bedingungen wie in (A). Es wurden verschiedene
Belichtungszeiten genutzt, um die volle Bandbreite der Proteinexpression abzudecken.
Als Antikorper wurde der polyklonale Anti-CTPP (s. 11.1.3.5.) benutzt.
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2. Phosphorylierung von PhLP

Bisherige Erkenntnisse liber die Gfy-Inhibierung durch PhLP; und PhLPg gaben keine
suffiziente Erkldrung fiir die unterschiedliche Effektivitit der beiden Spleivarianten in
Zellen (Schroder et al. 1997, Thibault et al. 1997, Schroder und Lohse 2000). Im Ge-
genteil, sie widersprachen sogar den hier gewonnenen Ergebnissen: in in vitro-Versu-
chen (Hemmung von Gpy-stimulierter ADP-Ribosylierung von Go, GBy- geforderter
Aktivitit der GTPase von Ga,und GBy-vermittelter Rhodopsin-Phosphorylierung durch
GRK?2) erwies sich PhLPg stets als schwécherer Inhibitor im Vergleich zu PhLP; und
Phosducin, welche gleich stark waren (Schroder und Lohse 1996, Schroder und Lohse
2000).

Zudem wurde eine direkte Bindung von Gf3, was als Voraussetzung fiir die Hemmung
postuliert wird, in Zellen nur fiir PhLPy nachgewiesen (Thibault et al. 1997). Hinzu
kommt, daf3 fiir PhLP; mehr GPy—Bindungsstellen bekannt sind als fiir PhLPs, da sie
sich sich hauptsédchlich im N-Terminus befinden, welcher PhLPg fehlt (Koch et al. 1993,
Touhara et al. 1994, Xu et al. 1995, Pitcher et al. 1995). Dies wurde bis zu gewissem
Grade dadurch relativiert, da3 ein C-terminales Fragment in PhLPs identifiziert wurde,
welches zur Gy —Hemmung féhig ist (Schroder et al. 1997).

Da all diese Befunde keinen Hinweis fur die Uberlegenheit von PhLPg in Zellen
lieferten, zogen wir einen Mechanismus in Erwdgung, der in in vitro-Assays, die die
0.g. genannten Experimente alle waren, nicht vorkommen kann, in Zellen, in denen die
Versuche dieser Arbeit durchgefiihrt wurden und sédmtliche Proteine der Zelle eine
Rolle spielen konnen, aber sehr gut moglich ist: die Beeinflussung der Aktivitit von
Proteinen durch Phosphorylierung. Ein Hinweis darauf ist auch, daB PhLP, einen
zusitzlichen N-Terminus besitzt, der PhLPg fehlt, also eine Region, in der so eine
Modifizierung stattfinden konnte, von der PhLPg aber verschont bleiben und daher in
seiner Aktivitét nicht beeinflusst wiirde.

Phosphorylierung durch sogenannte Kinasen ist eine Moglichkeit der Regulierung von
Proteinen. Beispielsweise wird Phosducin in Zellen durch die PKA phosphoryliert (Lee
et al. 1990a), was seine Fihigkeit, mit GBy zu interagieren, reduziert (Bauer et al. 1992).
Den gleichen Effekt hat die Phosphorylierung durch GRK2 (Ruiz-Gémez et al. 2000).
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Thulin et al. zeigten 2001, daB auch die Ca®"/Calmodulin-abhingige Proteinkinase II
(CaM-Kinasell) Phosducin phosphoryliert und seine GPy-Bindung stirker hemmt als
die PKA.

Im Falle von PhLP wurde zwar eine Phosphorylierung durch die GRK2 in vitro gezeigt
und als Regulationsmechanismus in Erwédgung gezogen, aber der Einflu auf die

Funktion von PhLP wurde nicht getestet (Ruiz-Gémez et al. 2000).

2.1. Trunkierung von PhLPy,

Wir richteten das Augenmerk auf den 83 Aminoséduren langen zusdtzlichen N-Terminus
von PhLP; da er den einzigen Unterschied zu PhLPg ausmacht, mit der Fragestellung,
ob es dort eine bestimmte Region gibt, in der Phosphorylierung stattfinden konnte. Um
mogliche verantwortliche Kinasen zu identifizieren, wendeten wir auf die Sequenz eine
Computeranalyse (ScanProsite) an, in der sieben mogliche Phosphorylierungsstellen mit
dem Phosphorylierungsmotiv ([S/T]-X-X-[S/T]) gefunden wurden (s.Abb.12), welches
fiir die CK 2 typisch ist. Diese Phosphorylierungsstellen liegen in Form von Clustern
der Aminosduren Serin (S) und Threonin (T) vor. Wie im folgenden (II1.2.1.1.)
beschrieben, wurde durch Klonierung der N-Terminus von PhLPy schrittweise verkiirzt,
woraus folgende Varianten resultierten (vgl.Abb.12): L5 (Aminosduren 5-301 unter
dem Verlust von T2, T3), L29 (Aminosduren 29-301 unter zusdtzlichem Verlust von
S18, T19, S20, S25), L46 (Aminosduren 46-301 unter zusatzlichem Verlust von S39,
S40, S41, T42) und L58 (Aminosduren 58-301 unter dem zuséitzlichen Verlust von S54
und T57). Diesen PhLP; -Varianten fehlt jeweils eine mogliche Phosphorylierungsstelle,
also ein o.g. Serin/Threonin-Cluster, in der Annahme, da3 PhLP; an einer oder meh-

rerer dieser Stellen in der Zelle phosphoryliert wird.

2.1.1. Klonierung trunkierter Formen von PhLPy,

Fiir die Subklonierung von PhLP-Trunkierungen wurde nach demselben Prinzip wie
fiir PhLPy und PhLPs verfahren. Die Primerpaare wurden mit denselben Angriffs-
sequenzen fiir die Restriktionsenzyme versehen wie die PhLP;/PhLPg-Primer
(s.II.1.3.4.) und unterschieden sich allein in den Vorwérts-Primern, deren Anfangs-

sequenzen an verschiedenen Stellen des 249 Basenpaaren ldngeren 3'-Endes von PhLPL
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ansetzten, sodall PhLPp bildlich gesprochen schrittweise ,,abgeschnitten” wurde
(vgl.Il.1.3.4.). Auf diese Weise wurden insgesamt fiinf Trunkierungen vorgenommen
und entsprechend fiinf verschiedene Vorwirts-Primer eingesetzt, die - vom 3'-Ende von
PhLP; aus gezdhlt- hinter den ersten 12, 84, 105, 135 und 171 Basenpaaren ansetzten.
Ubertragen auf die Aminosiuresequenz bedeutet dies eine Verkiirzung von PhLP. um

4,28, 45 und 57 Aminosduren, vom N-Terminus aus gesehen (s.Abb.11, 12).

1 301
Template

_> <_

PhLP long fwd-Primer PhLP rev-Primer

—

PhLP long 5 fwd-Primer

—

PhLP long 29 fwd-Primer

—

PhLP long 46 fwd-Primer

—

PhLP long 58 fwd-Primer

l verschiedene PCRs mit jeweils
einem der aufgefJhrten Forward-Primer

W

Abb.11: Klonierung von PhLP-Trunkierungen

Fiir die Klonierung von PhLP-Trunkierungen wurden verschiedene Vorwirts-Primer
benutzt. Die Primerpaare wurden mit denselben Angriffssequenzen fiir die
Restriktionsenzyme wie die PhLPp/PhLPgs-Primer (s.I1.1.3.4.) versehen und unter-
schieden sich allein in den Vorwirts-Primern, deren Anfangssequenzen an verschie-
denen Stellen des 249 Basenpaaren ldngeren 3’-Endes von PhLP; ansetzten. So
entstanden 4 neue Konstrukte, jeweils um 12, 84, 135 und 171 Basenpaaren kiirzer,
iibertragen auf die Aminosduresequenz um 4, 28, 45 und 57 Aminosduren, vom N-
Terminus aus gesehen.
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2.1.2. Hemmung der GBy-vermittelten Inositolphosphatbildung durch

trunkierte Formen von PhLP},

Als Parameter fiir eine mogliche Verbesserung der Funktion von PhLP. durch Elimi-
nierung der Phosphorylierungsstellen diente die unter I11.1.2. beschriebene Hemmung
der GBy—abhédngigen Inositolphosphatbildung. Die Gy-inhibitorische Potenz der neu
konstruierten PhLP;-Varianten wurde getestet und mit PhLPg als starkem Inhibitor
verglichen. Dazu wurden HEK 293-Zellen wie unter III.1.2. beschrieben mit je 3 pg
cDNA fiir PLCB,, GB; und Gy; transient transfiziert und 8 pg cDNA des entsprechenden
Konstrukts (L5, L29, L46, L58) bzw. PhLP; als schwachem Inhibitor oder PhLPg als
maximalem Inhibitor. Es zeigte sich, dal die Verkiirzung um den Abschnitt zwischen
Aminosédure 5 bis 28 der entscheidende Schritt war, die inhibitorische Effektivitit von
PhLP; zu PhLPg zu erlangen. Die Entfernung der ersten 28 Aminosiduren von PhLPy
(wie in L29, L46 und L58 der Fall) geniigte, um die volle Aktivitit von PhLPg zu
erreichen. Dies und der Aspekt, dal PhLPp in Zellen im Gegensatz zu PhLPg
phosphoryliert vorliegt (Humrich et al. 2003) macht es wahrscheinlich, dal am Cluster
AS 18-20 und/ oder AS 25 Phosphorylierung stattfindet, die zu einer Verschlechterung
der Funktion fiihrt.

GleichméBige Expression der neuen Konstrukte wurde durch Westeranalyse tiberpriift

(s.Abb.12B).
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Abb.12: Definierung einer regulatorischen Sequenz zwischen Aminosiure 5 und 28
durch schrittweise Trunkierung des N-Terminus von PhLP;.

A. Der zusitzliche N-Terminus von PhLPp enthidlt mehrere mogliche Phosphorylie-
rungsstellen (Serin (S) und Threonin (T)), die in der oberen Abbildung dargestellt sind.
Die Pfeile zeigen auf die fiir CK 2 typischen Phosphorylierungsstellen, wéahrend die mit
Nummern versehenen Pfeilspitzen die Stellen kennzeichen, an denen zur Konstruktion
der trunkierten Formen von PhLP, geschnitten wurde. Die Entfernung der ersten 28
Aminosduren von PhLPp (L29) reichte aus zur Erlangung der Gfy-inhibitorischen
Aktivitit von PhLPs, wéhrend die Entfernung der ersten 4 Aminosduren die
inhibitorische Aktivitit nicht verbesserte. Weitere Trunkierungen (L46, L58) fiihrten zu
keiner weiteren Anderung. Das Inositolphosphatsignal wurde durch PhLP; um 42 +/-
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11% (n=5) reduziert, 52 +/- 9% (n=5) durch L5, 84 +/-1% (n=3) durch L29, 85 +/-2%
(n=5) durch L36, 84 +/-1% (n=3) durch L46, 85 +/-2% (n=5) durch L58, und 84+/- 3%
(n=5) durch PhLPg (**p<0.01 and ***p<0.001 versus PhLPy).

B. Expressionskontrolle der fiinf N-terminal trunkierten Konstrukte verglichen mit
PhLP; und PhLPs. Es wurden die gleichen Transfektionen durchgefiihrt wie in der
Inositolphosphatmessung (A, Text) und 20% des Lysats eines 6-Well pro Bahn
eingesetzt. Hier gezeigt wird einer von zwei Western blots mit gleichen Ergebnissen.
Konstrukt L5 verldauft aufgrund von Proteindegradation in mehreren Banden. Zur
Detektion der Konstrukte wurde der polyklonale Antikorper Anti-CTPP (s.I1.1.3.5)
benutzt.
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2.2. EinfluB vom Austausch der Aminosiuren Serin 18,
Threonin 19 und Serin 20 bzw. Serin 25 auf die Funktion
von PhLP;, als GBy-Inhibitor

Als nichster Schritt stellte sich die Frage, ob es genau die Phosphorylierungsstelle
innerhalb der ersten 28 Aminoséuren ist, die eine Rolle in der PhLP; —Regulation spielt
und, wenn dies der Fall ist, welche Aminosiure des Clusters (S18, T19, S20 und S25)
phosphoryliert wird. Zwei Mutanten wurden konstruiert, wobei in PhLP; A18-20 S18,
T19 und S20 durch Alanin ersetzt wurden, wihrend in PhLPp A25 S25 gegen ein Alanin
ausgetauscht wurde. Wie im Falle von PhLPy und PhLPs wurden sie in den pcDNA3-
Vektor kloniert (s.0.).

2.2.1. Konstruktion von Ser/Thr zu Ala-Mutanten

Ziel dieser Klonierung war es, PhLP-Konstrukte mit Punktmutationen zu erstellen, und
zwar erstens mit dem Austausch der Aminosduren 18-20 (S18, T19, S20) gegen 3
Alanine (PhLP;A18-20) und zweitens mit dem Austausch der Aminosdure Serin 25
gegen Alanin (PhLPLA25). Dazu wurden 2 aufeinanderfolgende PCR-Schritte durch-
gefiihrt, wihrend im ersten Schritt zwei parallele PCRs erfolgten (PCR 1 und PCR 2,
s.Abb.13). In PCR 1 wurden der zur Klonierung des Wildtyp-PhLPs verwandte PhLP-
Vorwirts-Primer eingesetzt und ein zusitzlicher Riickwirts-Primer, der den zu
verandernden Abschnitt um einige Basenpaare iiberragt. In PCR 2 hingegen wurden der
zur Klonierung des Wildtyp-PhLPs verwandte PhLP-Riickwirts-Primer verwendet und
ein zusitzlicher Vorwirts-Primer, der einige Basenpaare frither beginnt als der zu
verdndernde Abschnitt. Die zusétzlichen Primer enthielten statt der zu S18-20/ S25
komplementéiren Sequenz Basen, die fiir Alanin kodieren. Daher enthielten die beiden
PCR-Produkte anstelle der fiir Serin kodierenden Basen die fiir Alanin kodierenden. Als
Produkte ergaben sich ein Teil PhLP, der bei Basenpaar 1 beginnt und einige Basen-
paare lidnger ist als 18-20/ 25 und ein Teil PhLP, der kurz vor Abschnitt 18-20/ 25
beginnt und bis zum Ende von PhLP reicht.

In der 2.PCR wurden als Templates die Produkte aus der ersten eingesetzt und die

normalen PhLP;/PhLPgs Vorwérts- und Riickwérts-Primer. Die Temperatur wurde so
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gewihlt, dal die beiden Templates annealen konnten. Als Produkt erhielt man ein

Konstrukt der Lange von PhLP mit ausgetauschten Basenpaaren.

1.PCR: PCR1 PCR2
2 parallele PCRs

|1 SSS 301 |
Template | 18-20]) PhLP, |

PCR 1'
PhLP| fwd-Primer ‘ PCR 1

PhLP 18-20 rev-Primer (mit Mutation)

—Jp Pcr2 PCR 2 e

PhLP 18-20 fwd-Primer (mit Mutation) PhLP rev-Primer
1 AAA .
Elongation
Produkt PCR1 PhLP_ 18-20 >

Elongation ARA 0!
Produkt PCR2 « 09 182 PhLP, =

o

2.PCR: Die Produkte der ersten PCR dienen beide als Template

1 AAA
Produkt PCR1 PhLP_ 18-20.
Templates AAA 301
Produkt PCR2 PhLP,
PhLP, fwd-Primer . PhLP rev-Primer
[1 AAA 301 |

‘ 18-20] PhLP, ‘

Abb.13: Klonierung von Ser/ Ala-Mutanten von PhLPy,

Zur Klonierung von Ser/ Ala-Mutanten wurden 2 aufeinanderfolgende PCR-Schritte
durchgefiihrt, wobei im ersten Schritt zwei parallele PCRs erfolgten. In PCR 1 wurden
der zur Klonierung des Wildtyp-PhLPs verwandte PhLP-Vorwirts-Primer eingesetzt
und ein zusétzlicher Riickwérts-Primer, der den zu verdndernden Abschnitt um einige
Basenpaare iiberragt. In PCR 2 hingegen wurden der zur Klonierung des Wildtyp-
PhLPs verwandte PhLP-Riickwérts-Primer verwendet und ein zusdtzlicher Vorwérts-
Primer, der einige Basenpaare frither beginnt als der zu verdndernde Abschnitt. Die
zusitzlichen Primer enthielten statt der zu S18-20/ S25 komplementiren Sequenz
Basen, die fiir Alanin kodierten. In der 2.PCR wurden als Templates die Produkte aus
der ersten eingesetzt und die normalen PhLP Vorwirts- und Riickwirts-Primer. Die
Temperatur wurde so gewdhlt, dal die beiden Templates annealen konnten und so
jeweils auf die volle Liange des PhLP. elongiert werden konnten. Als Produkt erhielt
man ein Konstrukt der Ldnge von PhLP mit ausgetauschten Basenpaaren.
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2.2.2. EinfluB der Ser->Ala-Mutationen auf die Hemmung der
Inositolphosphate

Wie die trunkierten PhLP; -Varianten, wurden die Ser = Ala-Mutanten auf ihre Féahig-
keit zur Inhibierung der GPy—gekoppelten Inositolphosphatbildung getestet. Dazu
wurden HEK 293-Zellen wie in den Versuchen aus I11.1.2, 1.3. und 2.1. mit je 3 pg
cDNA fiir PLCB, Gf; und Gy, transient transfiziert und 8 pg cDNA des entsprechenden
Konstrukts (PhLP;A18-20, PhLP;A25), bzw. PhLP_ als schwachem Inhibitor oder
PhLPg als maximalem Inhibitor.

Es zeigte sich, daB3 sich PhLP; A18-20 als ebenso starker Inhibitor erwies wie PhLPsund
L29. PhLP;A25 hingegen zeigte eine ebenso schwache inhibitorische Aktivitit wie
PhLP;. Die Unterschiede in den Wirkungen von PhLP; und PhLP; A25 auf der einen
Seite und PhLPs L29 und PhLP; A18-20 auf der anderen Seite waren hoch signifikant.
Die Expression dieser Konstrukte wurde wiederum in der Westernblot-Analyse
kontrolliert (s.Abb.14B).

Aufgrund dieser Daten ldsst sich annehmen, dal PhLP;, am Cluster S18, T19 und S20
phosphoryliert wird, was zu einer schwicheren GPy—Hemmung fiihrt, wahrend S25
hochstwahrscheinlich keine Rolle spielt. Geht man von der Hypothese aus, dafl zur
GBy-Hemmung direkte Bindung notwendig ist, konnte man die Beobachtung so
erkldren, da3 durch die Phosphorylierung an den AS 18-20 PhLP daran gehindert wird,
mit GPy zu interagieren und sie zu hemmen, wéahrend PhLPs ungehindert Gy binden
kann. Es zeigte sich jedoch bereits in dieser Arbeit (s.III.3), daB3 der stirkere Py-
Inhibitor PhLPg im Vergleich zu PhLP; Gy nur sehr schwach bindet. Zudem wurde in
weiterfiilhrenden  Arbeiten dargelegt, daB den Beobachtungen vollig andere
Mechanismen zugrunde liegen: in unserer Gruppe konnte gezeigt werden, dall unphos-
phoryliertes und gespleifites PhLP (=PhLPs) die korrekte Faltung von GPy hemmt
(s.Diskussion, Humrich et al. 2005), wéahrend phosphoryliertes PhLP eine protektive
Wirkung hat, was in den Arbeiten von Obin et al. (2002), Blaauw et al. (2003) und
Lukov et al. (2005) dargelegt wird (s.Diskussion).
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Abb.14: Inhibierung der Gpy-stimulierten Inositolphosphatbildung in HEK 293-
Zellen durch mutierte Formen von PhLPy, mit Alaninmutationen von Ser 18, Thr
19 und Ser 20 (PhLP., A18-20) bzw. von Ser 25 (PhLP,, A25)

A. HEK 293-Zellen wurden wie im Text beschrieben transient transfiziert und die
Inositolphosphatproduktion gemessen wie in II1.1.2., 1.3., 2.1.(**p<0.01 versus PhLPy,
#p<0.05 versus PhLP;A25, und p>0.05 fiir versus PhLP;A25). Eine Alaninmutation
von Ser 18, Thr 19 und Ser 20 (PhLP;A18-20), jedoch nicht von Ser 25 (PhLPLA25)
fiihrte zum Erreichen der vollen inhibitorischen Aktivitét.

B. Expressionskontrollen zeigten gleiche Proteinmengen aller Konstrukte in einem von

drei Western Blots mit gleichen Ergebnissen. Zur Detektion der Konstrukte wurde der
polyklonale Antikérper Anti-CTPP (I1.1.3.5.) benutzt.
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2.3. Phosphorylierung von gereinigtem PhLP, und Nachweis
von CK2 in HEK 293-Zellen

2.3.1. Phosphorylierung von gereinigtem PhLP, durch die Caseinkinase 2

Ergebnisse aus unserer Arbeitsgruppe zeigten, dall PhLP_ in HEK 293-Zellen im Ge-
gensatz zu PhLPs Kkonstitutiv phosphoryliert vorliegt (Humrich et al. 2003). Als
maoglicherweise verantwortliche Kinase wurde die CK2 mittels Computeranalyse
(ScanProsite) identifiziert, in der sieben mogliche Phosphorylierungsstellen mit dem
typischen CK2-Phosphorylierungsmotiv ([S/T]-X-X-[S/T]) gefunden wurden (s.111.2.1.).
In in vitro-Versuchen mit rekombinanter CK2 stellte sich heraus, da PhLP, tatséchlich
ein Substrat der CK2-Phosphorylierung ist (Humrich et al. 2003). Um die Phos-
phorylierung zu unterbinden, wurde Heparin, ein bekannter CK2-Inhibitor (Allende
1995), eingesetzt, wobei Konzentrationen von 3 uM ausreichten, um in vitro die CK2
zu hemmen (Humrich et al. 2003).

In Proben von embryonalen Geweben, in denen die CK2, die bei der Entwicklung und
Differenzierung von Zellen eine groRe Rolle spielt (Pinna und Meggio 1997), hochaktiv
ist, wurde beobachtet, dal in Western Blots auf der Hohe von PhLP_ eine Doppelbande
auftritt (s.Abb.16, Humrich et al. 2003). Dabei lauft phosphoryliertes PhLP_ in der
Bande mit dem hdheren Molekulargewicht, da durch Phosphorylierung die Beweg-
lichkeit im Gel eingeschrénkt wird, weshalb P-PhLP_ langsamer und somit auf der
Hohe einer hoheren kDa-Zahl lauft (Verschiebung). Dieser Effekt soll in dieser Arbeit
anhand von in vitro-Versuchen mit rekombinantem PhLP und rekombinanter CK2
demonstriert werden (s.Abb.15).

Im hier gezeigten Versuch wurde gereinigtes rekombinantes PhLP,_ (400 nM) durch re-
kombinante CK2 (0,04 mU) phosphoryliert mit und ohne Zusatz von 30 uM Heparin bei
30°C fir 30 Minuten. Die SDS-PAGE wurde mit einem 16%igen Gel durchgefiihrt und
einem Phosphoimaging unterzogen. Die Phosphorylierung durch CK2 (P-PhLP.) be-
wirkt eine Einschrdnkung der Mobilitat im Gel und damit eine Verschiebung.
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Abb.15: Phosphorylierung von rekombinantem PhLP,_ durch rekombinante Ca-
seinkinase 2.

Gereinigtes rekombinantes PhLP, (400 nM) wurde durch CK 2 (0.04 mU) phosphory-
liert ohne und mit Zusatz von 30 UM Heparin bei 30°C fir 30 Minuten. Die SDS-PAGE
wurde mit einem 16%igen Gel durchgefiihrt und einem Phosphoimaging unterzogen.
Die Phosphorylierung durch CK2 (P-PhLP.) bewirkt eine Einschrankung der Mobilitét
im Gel.

2.3.2. Phosphorylierung von gereinigtem PhLP,_ durch die Caseinkinase 2 im

Zeitverlauf

Als néachstes sollte die Kinetik der in 2.3.1. demonstrierten Phosphorylierung in vitro
gezeigt werden. Hierzu wurde gereinigtes rekombinantes PhLP (400 nM) durch CK 2
(0.04 mU) bei 30°C phosphoryliert und jeweils nach 1, 5, 10, 20, 30 und 40 Minuten
eine Probe aus dem Versuchsansatz entnommen, die Reaktion auf Eis gestoppt und bei
95°C inaktiviert. Die SDS-PAGE wurde mit einem 16%igen Gel durchgefiihrt und
einem Phosphoimaging unterzogen. Es liel sich zeigen, wie mit der Zeit immer mehr
PhLP_-Proteine von der Phosphorylierung betroffen waren, was sowohl am mit der Zeit
steigenden Signal im Phosphoimager als auch an der fortschreitenden Verschiebung im
Gel deutlich wird (s.Abb.16).

66



[11. Ergebnisse

Coomassie: Beladung durch Protein

MW (kDa)
50 — ee . b T < P-PhLPL
30— e PhLPL

t in Minuten 1 ‘ 5 ‘10 ‘20 ‘30‘ 40

Phosphorylierung mit 32p

e e W W E < P-PhLPL

Phosphorylierung im Zeitverlauf

120

100 —

Prozent 80 -
der max.
Phosphoryl

ierung 40 A
20 - ﬁ ﬁ
0 BR ‘ ‘
1 5

10 20 30 40

tin Minuten

Abb.16: Phosphorylierung von rekombinantem PhLP_ durch rekombinante Ca-

seinkinase 2 im Zeitverlauf

Gereinigtes rekombinantes PhLP_ (400 nM) wurde durch CK 2 (0,04 mU) phosphory-
liert bei 30°C fir 1, 5, 10, 20, 30 und 40 Minuten. Die SDS-PAGE wurde mit einem
16%igen Gel durchgefiihrt und einem Phosphoimaging unterzogen. Die mit der Zeit
zunehmende Phosphorylierung durch CK2 (P- PhLP.) bewirkte eine Einschrankung der
Mobilitat im Gel, die von der ersten bis zur 40.Minute immer starker ausgepragt war.
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2.3.3. Nachweis von mRNA der Caseinkinase 2 in HEK 293-Zellen durch RT-
PCR

Nachdem in unserer Arbeitsgruppe mit Hilfe von in vitro-Assays gezeigt werden
konnte, daR das fur die PhLP-Phosphorylierung verantwortliche Enzym die CK2 ist,
sollte hier nun bewiesen werden, daf die CK2 tatséchlich in HEK 293-Zellen vorhanden
ist, also auch eine physiologische Bedeutung hat. Hierzu bedienten wir uns eines
Verfahrens, bei dem die mMRNA der Zellen mit Reverser Transkriptase (RT) zunéchst in
cDNA (komplementdre DNA) umgeschrieben wird. Da mRNA das Transkriptions-
produkt der DNA ist, die gerade abgelesen, also in Proteine umgesetzt, also wirklich
»gebraucht“ wird, erfahrt man Uber die mRNA, welche Proteine in der Zelle
»hergestellt” werden. Im Vergleich zur Kenntnis des Genoms erfahrt man also, welche
Proteine in den untersuchten Zellen tatsachlich eine Rolle spielen. Die so entstandene
cDNA diente als Template fir die PCR mit Primern jeweils fiir die beiden Unter-
einheiten der CK2.

Fur beide Untereinheiten der CK2 liel? sich ein RT-PCR-Produkt nachweisen (Abb.17),
womit davon ausgegangen werden kann, daf sie in HEK 293-Zellen als Reprasentant
fir menschliche Zellen vorhanden und damit aktiv ist (sie gilt als konstitutiv aktiv).
Dies ist ein zusatzlicher Hinweis auf die Relevanz der CK2-Aktivitat im Hinblick auf
die PhLP_-Phosphorylierung, denn in den bisher durchgefiihrten Experimenten wurde
sie entweder von aufRen hinzugegeben oder nur indirekt durch Einsatz von Inhibitoren

nachgewiesen (Humrich et al. 2003).
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Produkte der RT-PCR von CK2 alpha bzw. beta
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Abb.17: Nachweis von mRNA der Caseinkinase 2 in HEK 293-Zellen durch RT-
PCR - PCR-Produkte fur CK2a und CK2p

Die Tag-Polymerase wurde zur Amplifizierung eingesetzt, als Template diente eine
MRNA-Préparation aus HEK 293-Zellen, die mit reverser Transkriptase in cDNA um-
gewandelt worden war. Als Primer dienten 29-34 bp lange Oligonukleotide, die mit
ihrem 3"- und 5°-Ende der cDNA von CK2a und CK2p identisch waren. Es ergaben

sich PCR-Produkte von 1176 bp (CK2a)) bzw. 648 bp (CK2p), was ein Hinweis auf das
Vorhandensein und Aktivitat der CK2 in HEK 293-Zellen ist.
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3. Nachweis der Bindung von Gy und PhLP; bzw. PhLPg
durch Co-Immunpréazipitation

Nachdem die Hemmung der Gy-gekoppelten Inositolphosphatbildung durch PhLPp
und PhLPg in HEK 293-Zellen nachgewiesen worden war (vgl.IIl.1) und die schwé-
chere Hemmung durch PhLP. vermutlich durch seine Phosphorylierung bedingt ist
(vgl.IIL.2), bestand zunidchst die Hypothese, daB beide PhLP-Formen Gy durch
Bindung hemmen. Es wire namlich plausibel, da3 die Interaktion zwischen PhLP; und
Gy durch seine Phosphorylierung eingeschrinkt ist und es daher weniger gut hemmen
kann. So sollte in dieser Arbeit durch Immunprizipitation (vgl. 11.2.3.5.) eine direkte
Interaktion zwischen PhLP; bzw. PhLPg und Gy in Zellen nachgewiesen werden. Es
wurde bereits fiir beide Isoformen in vitro gezeigt, da3 eine direkte Bindung vorliegt,
dieser Befund wurde in Zellen jedoch nur fiir PhLPy nachgewiesen (Thibault et al.
1997).

Der Versuch wurde in dieser Arbeit in HEK 293-Zellen durchgefiihrt, die pro 10 cm-
Petrischale mit je 3 ug cDNA fiir GB; und Gy, und 8 pg cDNA fiir PhLPs bzw. PhLP.
transient transfiziert wurden (vgl. 11.2.2.8.). PhLP wurde mit dem Kaninchen-anti-
PhLP-Antikorper immunprézipitiert. Die Immunfallung wurde mittels SDS-PAGE (vgl.
I1.2.3.2.) aufgetrennt und durch Western-Transfer auf PVDF-Membranen immobilisiert.
Die Bindung zwischen PhLP;/ PhLPg und Gf; wurde wihrend der SDS-PAGE gelost,
sodaf3 die zu betrachtenden Proteine bei der Bande ihrer eigenen Grofle zu finden waren,
das heif3t, man erstrebte eine G3;-Bande bei 36 kDa. Die Markierung von hypothetisch
gebundenem Gp; erfolgte durch Kaninchen-anti-B1-Antikorper, die Detektion durch
Chemilumineszenz unter Verwendung eines Peroxidasegekoppelten Sekundér-
antikorpers (Ziege-anti-Kaninchen POD) (s.I1.1.3.5.).

Unerwarteterweise lieB sich fiir PhLPy eine Bindung von Gp; deutlich nachweisen,
wiéhrend PhLPs keine Bindung zeigte, obwohl es in der Gfy-Inhibierung PhLPy iiber-
legen war (vgl. III.1.2. und Humrich et al. 2005). Im weiteren fiel auf, da3 die Zellen,
die mit PhLPg transfiziert waren, eine geringere GP;-Expression aufwiesen als die
Zellen mit PhLP;, was in drei voneinander unabhingigen Experimenten nachgewiesen
wurde (s.Abb.18, Humrich et al. 2005). Bei den mit PhLPy transfizierten Zellen zeigte

sich eine geringe Steigerung der Gf;-Expression im Vergleich zu mit p3-transfizierten
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Zellen, was mit den Ergebnissen von Lukov et al (2005) iibereinstimmt. Dort wurde
herausgefunden, dal3 PhLP; bei der Dimerbildung der GB-Untereinheit bendtigt wird,
bei seiner Abwesenheit kommt es folglich zur Stérung und zu vorzeitigem Abbau.

All diese Erkenntnisse deuten darauf hin, daB3 die Bindung von Gy zwar fiir die
Inhibierung erforderlich ist, da sie bei PhLP, beobachtet wurde, dall es im Falle von
PhLPs jedoch einen anderen Mechanismus geben konnte, durch den das Vorhandensein
von Gp-Untereinheiten reduziert wiirde, was ebenfalls zu einem verminderten Gpy-
geforderten Effekt (in dieser Arbeit die IP;-Bildung) fithren wiirde. Auf diese Frage-

stellung wird im Diskussionsteil ndher eingegangen.

IB: anti PhLP
IP: anti Gf3

Immunprazipitation | Gp—Expression

schwere Antiktrperkette - *q
36 kDa P>

— — —
leichte Antikorperkette - | <l — —
Ry A A | Ry A A

- < PhLP.-Expression
- - <@ PhLPs-Expression

Abb.18: Nachweis der Bindung von G und PhLP durch Immunpréazipitation
Dargestellt sind Westernblotanalysen von Immunprizipitaten (links oben) und Zell-
homogenaten (rechts, links unten) aus transient transfizierten HEK 293-Zellen, welche
pro 10 cm-Petrischale mit 8 ng cDNA fiir PhLP; oder PhLPs und jeweils 3 pg cDNA
fiir GB; und Gy, transfiziert wurden. Die Zellhomogenate dienten dem GroBenvergleich
und der Expressionskontrolle des zu prézipitierenden Proteins (Gf;, rechtes Bild) und
PhLP (links unten). Die Bindung zwischen PhLP und G wurde wihrend der Immun-
prézipitation geldst, sodaB3 die zu betrachtenden Proteine bei der Bande ihrer eigenen
GroBe zu finden waren, das heiflt, man erstrebte eine Gf;-Bande bei 36 kDa. Als breite
Banden stellten sich die verwendeten Antikorper dar. Eine Bindung war nur fiir PhLPL
nachzuweisen (linkes Bild). In der Expressionskontrolle des zu prézipitierenden
Proteins G, fiel auf, dafl die Expression von Gf; in Anwesenheit von PhLPs reduziert
war (Humrich et al. 2005) und in Anwesenheit von PhLPy leicht erhoht (Lukov et al.
2005). Abkiirzungen: P3 pcDNA3, Ps PhLPs, Pl PhLP1
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IV. Diskussion

G-Proteine werden durch verschiedene Klassen von Proteinen reguliert, hauptsiachlich
durch die RGS-Proteine und die Phosducinfamilie. Die Proteine der Phosducinfamilie
binden G-Protein By-Untereinheiten und hemmen auf diese Weise die G-Protein-
funktion (Bauer et al. 1992; Gaudet et al. 1996), wodurch G-Protein-gekoppelte Effekte
gehemmt werden, z.B. die Aktivierung von PLCB-Formen und der G-Protein-gekoppel-
ten Rezeptorkinase (Yoshida et al. 1994; Hekman et al. 1994, Xu et al. 1995).

In dieser Arbeit sollte der Effekt von zwei Proteinen der Phosducinfamilie, PhLP; und
PhLPs, welche in vitro GBy-Untereinheiten hemmen, in Zellen getestet werden. Dabei
diente die Aktivierung der GPy-abhéngigen Phospholipase C3; in HEK 293-Zellen als
funktionelles Readout der GBy-Inhibierung.

1. GBy-inhibitorische Effekte von PhLP_ und PhLPg in
Zellen

PhLP; (Phosducin like protein long) und PhLPg (Phosducin like protein short) sind die
bislang bekannten Vertreter aus der Gruppe der Phosducin-dhnlichen Proteine, wobei
sie sich allein durch den zusétzlichen 83 Aminoséuren langen N-Terminus von PhLP.
unterscheiden (Miles et al. 1993). In in vitro-Versuchen zeigte Schroder (Schroder und
Lohse 2000), dal PhLPy ein in seiner Affinitit gleichwertiger GBy-Inhibitor zu Phos-
ducin ist, wahrend die Inhibierung durch PhLPg deutlich schwicher ist. Dies stimmt mit
der Tatsache iiberein, dal PhLPg eine N-terminale GBy-Bindung fehlt (Gaudet et al.
1996). AuBerdem lag es aufgrund der Verteilung in verschiedenen Geweben eher nahe,
PhLP; eine physiologische Rolle zuzuschreiben, da PhLPs in den getesteten Geweben
Gehirn, Leber, Niere, Lung, Herz und Skelettmuskel in wesentlich kleineren Mengen
gefunden wurde (Thibault et al. 1999, Schroder und Lohse 2000). Daher nahm man an,
dal von den beiden Isoformen die lange Form PhLP; der physiologische G-
Proteinregulator ist.

In dieser Arbeit stellte sich im Gegensatz zu dieser Annahme heraus, da PhLPg ein

effektiver Regulator der Gfy—Funktion in HEK 293-Zellen ist, da die Gfy—abhéngige
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Aktivitdit der Phospholipase CP, gehemmt wird. Dies ldsst vermuten, dafl der C-
terminale Teil der Phosducinfamilie eine grofere Rolle spielt als bisher angenommen,
auch unter dem Aspekt, da3 das dem Phosducin homologe Protein der Hefe bzgl. Grof3e
und Struktur der Doménen PhLPg &hnelt (s.Abb.5).

Die Hemmung durch PhLPg war in Zellen stirker als durch PhLPy, was den in vitro-
Ergebnissen von Schroder et al. 1996 widerspricht. Im Laufe der Arbeit wurde diesem
Unterschied nachgegangen, wobei man sich auf den Mechanismus der Proteinregulation

durch Phosphorylierung konzentrierte, der im nichsten Kapitel behandelt wird.

2. Regulation von PhLP; durch Phosphorylierung

Bei der Frage nach dem Grund fiir diesen Widerspruch wurde der Vergleich zu Phos-
ducin gezogen, was in Zellen einer Regulation durch Kinasen (Enzyme, die Proteine
durch Phosphorylierung regulieren) unterliegt. Phosducin ist einer phosphorylierungs-
abhingigen Regulation unterworfen (Lee et al. 1987, 1990a, Reig et al. 1990). Die
Phosphorylierung durch die PKA am Serinrest 73 (Lee et al. 1990a) fiihrt zu einem
Verlust der GBy-inhibitorischen Funktion (Bauer et al 1992, Lee et al. 1992, Yoshida et
al. 1994). Als weiteres an der Phosducin-Phosphorylierung beteiligtes Enzym ist die
Ca’"/Calmodulin-abhingige Proteinkinasell zu nennen (Thulin et al. 2001).

Es stellte sich tatsdchlich heraus, daBl in HEK 293-Zellen PhLP. im Gegensatz zu
PhLPg phosphoryliert vorliegt (Humrich et al. 2003), womit Parallelen zum Phosducin
gezogen werden konnen. In den in vitro-Versuchen, in denen PhLP. der iiberlegene
Inhibitor war, war ein solcher Einfluf3 nicht moglich, weil dort keine Kinasen anwesend
waren. Daher konnte es durchaus sein, dal in Zellen Kinasen seine Aktivitit
beeinflussen und zum schlechteren Inhibitor machen. Ein PKA-Consensusmotiv ist wie
im Phosducin auch in PhLP; und PhLPs vorhanden (Aminoséuren 117 bis 121), scheint
aber in vivo und in vitro nicht als Phosphorylierungsstelle zu fungieren (Humrich et al.
2003). Dies wire auch keine suffiziente Erkldrung, da dieses Motiv sowohl in PhLP; als
auch in PhLPgs vorhanden ist und somit beide phosphoryliert werden miissten, was nicht
der Fall ist.

Daher richtete man bei der Suche nach weiteren mdglichen Kinasen, die PhLPy in

seiner Funktion als GBy-Inhibitor hemmen, die Aufmerksamkeit insbesondere auf den
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zusdtzlichen N-Terminus, der den einzigen Unterschied zwischen PhLP. und PhLPg
ausmacht. Unter der Fragestellung einer moglichen Phosphorylierung des N-Terminus
der langen Form PhLP; wurde nach Zielsequenzen fiir verschiedene Kinasen gesucht.
Es fanden sich vier Phosphorylierungsstellen fiir die Caseinkinase 2 (CK2), die Serin
und Threonin phosphoryliert und als verantwortliches Enzym durchaus moglich ist, da
sie ubiquitidr vorkommt und konstitutiv aktiv ist (Allende et al. 1995, Pinna und Meggio
1997). So wird beispielsweise Arrestin-3, ein anderes Protein des G-Protein-gekop-
pelten Signalwegs, von der CK2 reguliert (Kim et al. 2002).

Im in vitro-Versuch gelang es, die CK2 als das verantwortliche Enzym zu identifizieren
(Humrich et al. 2003). In dieser Arbeit wird durch RT-PCR gezeigt, dall die cDNA der
CK2 in HEK 293-Zellen, die als Modell fiir in vivo-Versuche genutzt wurden, trans-
kribiert wird, was bedeutet, dal} sie in Zellen vorhanden und damit aktiv ist, weil sie als
konstitutiv aktiv gilt. Um die verantwortliche Phosphorylierungsstelle von den vier
moglichen zu identifizieren, wurden durch Trunkierung und alternatives Spleiflen
mogliche Serin/Threonin-Cluster im zusétzlichen N-Terminus von PhLPy schrittweise
entfernt bis zur Erlangung der Effektivitit des PhLPs. Mit Hilfe von Entfernung des
Clusters AS 18-20 durch Trunkierung bzw. der Ser/Ala-Mutation AS 18-20 lieB3 sich die
Effektivitat des PhLP; wiederherstellen.

Zusammengenommen sprechen diese Befunde dafiir, dal PhLPy in seiner Funktion als
Gpy-Inhibitor in HEK 293-Zellen und damit in vivo dauerhaft geschwécht wird, da es
basal phosphoryliert vorliegt (Humrich et al. 2003) durch eine Kinase, deren Aktivitét

konstitutiv und damit nicht reguliert ist.
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Abb.19: Zusammenfassung der wesentlichen Ergebnisse dieser Arbeit

PhLPs, PhLP;29 (trunkierte Form von PhLPy) und PhLP; A18-20 (Ser-> Ala-Mutante)
sind starke Inhibitoren der Py-Untereinheit des G-Proteins, was den Py-getriggerten
Effekt der PIP,-Spaltung reduziert, wodurch weniger IP; und DAG entstehen. PhLPL
wird durch die Caseinkinase 2 phosphoryliert, weswegen es den Effekt weniger stark
hemmen kann.

3. GBy-Bindung von PhLP_ und PhLPgs in Zellen — der
Mechanismus der Inhibition?

Nachdem sich in dieser Arbeit PhLPs als seiner langen Splicevariante PhLPy tiberlege-
ner G-Proteinregulator erwiesen hatte, sollte diese Eigenschaft von PhLPs dadurch un-
termauert werden, dal} eine stirkere GB—Bindung im Vergleich zu PhLP; dargestellt
werden sollte. Wir nahmen eine Regulation durch Bindung an, da eine N-terminale
Bindungsstelle fiir Phosducin identifiziert wurde (Hawes et al. 1994, Xu et al. 1995),
eine Region, in der PhLP. dem Phosducin homolog (Gaudet et al. 1996) und somit dort
auch vorhanden ist. Zudem wurde Bindung in vitro sowie in Zellen fiir PhLP, direkt
nachgewiesen (Thibault et al. 1997).
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Fiir PhLP;/ PhLPyg ist auch eine C-terminale Bindungstelle bekannt, die die Regulation
durch PhLPg, dem der N-Terminus fehlt, erkldren konnte (Schréder et al. 1997). In
Zusammenschau legen diese Befunde die Vermutung nahe, dafl die beobachtete GPy-
Inhibition durch Bindung der GPy-Untereinheit geschieht.

Die Ergebnisse fielen liberraschenderweise in umgekehrter Weise aus: im Gegensatz zur
Erwartung, da8 PhLPs eine groBere Affinitdit zu Gf zeigt, wurde durch Immun-
prazipitation eine GB—Bindung fiir PhLP; nachgewiesen, wahrend fiir PhLPg iiberhaupt
keine Bindung gezeigt werden konnte (s.III.3). Dies widersprach auf den ersten Blick
den Daten aus den funktionellen Assays. Jedoch ergab sich als Nebenbefund des
Bindungsassays, da3 die mit PhLPs transfizierten HEK 293-Zellen eine geringere G3—
Expression zeigten als mit PhLPy transfizierte (s.III.3). Dies konnte eine Erkldrung
dafiir liefern, warum PhLPg im Bindungsassay keine direkte Bindung zeigt: Es bindet
nicht an Gy, sondern bewirkt durch einen bisher unbekannten Mechanismus eine
Reduktion ihrer Menge. Man konnte sogar so weit gehen zu vermuten, dal3 PhLP, zwei
Mechanismen zur Verfiigung stehen, um Gy zu hemmen: zum einen der bekannte iiber
die N-terminale Bindungsstelle (Hawes et al. 1994, Xu et al. 1995), dessen sich die
phosphorylierte lange Spleilvariante bedient, zum anderen ein noch unbekannter, der
im nichtphosphorylierten und/ oder N-terminal kiirzeren Zustand greift.

Diese Fragestellung wurde in unserer Arbeitsgruppe weiterverfolgt, wobei sich zeigte,
daB3 unphosphoryliertes und gespleilites PhLP (=PhLPs) mit dem Tailless Complex
Polypeptide-1a (TCP-1a) des cytosolischen Chaperonkomplexes (CCT) interferiert und
auf diese Weise die Faltung der Gfy-Untereinheiten hemmt (Humrich et al. 2005). Da
bei Beendigung dieser Arbeit diese Befunde noch nicht vorlagen, sollen im folgenden
Kapitel, ausgehend von den Ergebnissen dieser Arbeit, verschiedene Mdglichkeiten der
GPy-Inhibition durch das nicht direkt bindende PhLPs aufgezeigt werden. In diesem
Rahmen wird auf die Ergebnisse der Arbeit zum Einflul von PhLPg auf das TCP-1a

(Humrich et al. 2005) genauer eingegangen.
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4. Erklarungsmodelle fiir die GPBy-Inhibition durch PhLPg

4.1. Downregulation

Ein moglicher indirekter Mechanismus der G-Proteinregulation wére die Down-Regu-
lation der GPy—Untereinheit durch PhLPs, welche geméd3 dem Nebenbefund der Im-
munprézipitation von G durch PhLPg denkbar wire. Dort zeigte sich eine verringerte
Expression von GP bei Transfektion von PhLPg (s.III.3). Es stellt sich die Frage, ob
diese Regulation auf der Stufe der mRNA-Transkription und -Translation, der Protein-
synthese oder nach Bildung des fertigen Proteins, sprich durch gesteigerten Abbau,
stattfindet.

Die Hemmung auf Ebene der Transkription kann durch Priparation von mRNA aus
Zellen, folgender reverser Transkription und anschlieBender quantitativer PCR der Gf-
cDNA festgestellt werden. Dies wurde an HEK 293-Zellen mit bzw. ohne Uberexpres-
sion von PhLPg durchgefiihrt, wobei sich kein Unterschied in der mRNA-Menge von
GB; ergab (Humrich et al. 2005). Daraus ldsst sich schlieen, daB3 auf Transkriptions-
ebene PhLPs keinen Einfluf3 hat.

Um einen hemmenden Einflul auf die GB-Untereinheit nach Beendung ihrer Protein-
synthese zu testen, konnte anhand von Pulse-Chase-Assays untersucht werden, ob in mit
PhLPs transient transfizierten HEK 293-Zellen die Proteinsynthese von Gf3 erhalten ist.
Wenn das der Fall ist, wiirde es bedeuten, da3 auf Transkriptions- und Translations-
ebene keine Storung vorliegt, sondern die Stabilitidt der GB—Untereinheit beeintrachtigt
ist. Es gibt Hinweise fiir das Vorhandenseins eines solchen Mechanismus fiir Phosducin
und PhLP: sie beide scheinen mit SUGI, einer ATPase, zu interagieren, die Bestandteil
des 26S Proteasoms ist, welches am Abbau von Proteinen beteiligt ist (Zhu et al. 1998,
Barhite et al. 1998). Zusétzlich macht diese Hypothese wahrscheinlich, da3 die beste
dieser Interaktionen fiir PALOP1 beschrieben wurde, eine Splicevariante von Phosducin,
die homolog zur kurzen Splicevariante PhLPg ist (Zhu et al. 1998). Diese Interaktion
mit SUGI konnte auch fiir PhLPg iiberpriift werden.

Ein weiterer Hinweis fiir den EinfluBl von PhLPg auf den proteasomalem Abbau ist der

Befund, daB3 bei PhLPs-transfizierten HEK 293-Zellen die Proteinmenge von Gy, im
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Vergleich zur Kontrolle reduziert ist, durch den Proteasominhibitor Lactacystin jedoch

teilweise erhoht wird (Humrich et al. 2005).

4.2. Storung der Faltung von Gy

Ein weiterer Aspekt der GPy—Inhibierung konnte der Einflu3 von PhLP auf die Faltung
von Proteinen sein: PhLP stellt einen Inhibitor des Cytosolischen Chaperon Komplexes
(CCT, s.0.) dar, der bei der Faltung von Aktin, Tubulin, Ga-Untereinheiten und von Gf3
dhnlichen Proteinen eine Rolle spielt (McLaughlin et al. 2002b, Humrich et al. 2005).
PhLPs ist in transient transfizierten Zellen in der GBy—Inhibition sehr effektiv, also in
Zellen, in denen Proteinexpression vermehrt stattfindet und somit Proteinfaltung eine
groB3e Rolle spielt, was dafiir spriache, dal die Regulation auf dieser Ebene stattfinden
konnte.

Wie vorausgehend erwihnt, wurde die Fragestellung der GBy-Inhibierung durch PhLP
in unserer Arbeitsgruppe weiterverfolgt, da fiir gespleiites PhLP (=PhLPs) keine direkte
GPy-Bindung gezeigt werden konnte. Es wurde — représentativ fiir unphosphoryliertes
PhLP; — eine PhLP;-Variante ohne die in dieser Arbeit identifizierte Phosphorylie-
rungsstelle der CK2 und ohne die N-terminale GPy-Bindungsstelle von PhLP; kon-
struiert (PhLPLAV). Dabei stellte sich heraus, dal PhLPs und PhLPLAV Gy nicht
binden, aber zur Downregulation ihrer Proteinmenge fiihren. Es wurde auch deutlich,
daBl die Hemmung des Tailless Complex Polypeptide-1a (TCP-1a) des cytosolischen
Chaperonkomplexes (CCT) durch siRNA zu einer Reduktion von Gy; in transfizierten
HEK 293-Zellen fiihrt.

Daraufthin wurde fiir PhLPg eine Interaktion mit dem TCP-la anhand von Immun-
préazipitation gezeigt (Humrich et al. 2005). Durch schrittweise Trunkierung des N-
terminalen Teils von PhLPg wurde als fiir die TCP-1a-Bindung verantwortliche Region
der Abschnitt zwischen PhLP 132 und 145, der die a-Helix 3 enthilt, identifiziert.
Somit legt die weiterfilhrende Arbeit unserer Gruppe nahe, dafl die GBy-Inhibierung
durch PhLPg iiber einen bisher nicht bekannten Mechanismus der Gy-Regulation,

nidmlich der Hemmung der Faltung durch Interaktion mit dem TCP-1a, erfolgt.
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4.3. Stabilisierung der GfBy-Untereinheiten durch PhLP;,

Eine andere Erkldrung der unterschiedlichen G-Expressionen wire eine protektive
Wirkung von phosphoryliertem PhLP; auf die Stabilitdt der GB—Untereinheiten, was
mit folgenden Daten iibereinstimmt: Fehlen des PhLP1-Gens im Pilz Cryphonectria
parasitica (Kasahara et al. 2000) fiihrte zu einem Phénotypen ohne funktionierendes
GPB, Deletion eines homologen Phosducin-Familiengens in Dictyostelium discoideum
machte die GPy—Untereinheiten funktionsunfdhig (Blaauw et al. 2003). Also war die
intakte Funktion des G-Proteins abhéngig von der Anwesenheit des Phosducinproteins.
Auch retinales Phosducin zeigte schiitzende Wirkung auf Gfy—Untereinheiten. Dariiber-
hinaus wurde eine Verhinderung des Abbaus von GBy—Untereinheiten iiber den Ubiqui-
tinsignalweg mit Hilfe von Phosducin nachgewiesen (Obin et al. 2002).

Kiirzlich wurde in HeLa-Zellen gezeigt, da3 die Inhibierung von PhLP durch siRNA zu
einer Reduktion der GB-Expression, zu einem geschwichten Gf-gekoppelten Signal
und zu reduzierter GBy-Dimerbildung fiihrt (Lukov et al. 2005). Es wurde eine Gp-
Bindung durch phosphoryliertes wie nicht phosphoryliertes PhLP nachgewiesen. Die
Assoziation des PhLP-GB-Komplexes mit Gy war jedoch nur unter Phosphorylierung
von PhLP moglich. Daraus wurde die Schlussfolgerung gezogen, da3 PhLP an der GPy-
Dimerbildung beteiligt ist, indem es G zunichst bindet, worauf sich Gy an G binden
kann, was beide Komponenten vor dem vorzeitigen Abbau schiitzt.

Die beiden Erklarungsmodelle der Storung der GBy-Faltung durch PhLP (Humrich et al.
2005) und der Stabilisierung des GBy-Dimers (Lukov et al. 2005) widersprechen sich
auf den ersten Blick, da ersteres besagt, dafl durch PhLP Gy inhibiert und letzteres, daf3
es vor Abbau geschiitzt wird. Die beiden Modelle lassen sich jedoch dadurch in
Einklang bringen, daB3 die TCP-1a-Bindung, welche zur Storung der Faltung fiihrt, fiir
die kurze Spleiflvariante PhLPg beobachtet wurde (Humrich et al. 2005). Die Hemmung
der Gpy-gekoppelten Inositolphosphatbildung in Zellen wurde in PhLPg iiber-
exprimierenden HEK 293-Zellen gesehen (Humrich et al. 2003). Die Beobachtung, daf3
PhLP bei der GBy-Dimerbildung unterstiitzend wirkt, wurde jedoch fiir ungespleifites,
phosphoryliertes PhLP; gemacht (Lukov et al. 2005).

Es spricht nichts dagegen, dafl physiologisch die beiden Spleilvarianten ihre unter-

schiedlichen Effekte ausiiben und je nachdem, welche Variante iiberwiegend exprimiert
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wird, entweder die Storung der GPy-Faltung oder die Stabilisierung dominant ist. In
unserer Arbeitsgruppe wurden Unterschiede der PhLPs/ PhLP;-Expression in
Abhingigkeit vom Gewebe gezeigt (Humrich et al. 2003). So iiberwiegt in Herz und
Embryo der Maus hauptsdchlich phosphoryliertes PhLP;, wihrend in Nebenniere und
Gehirn phosphoryliertes und nicht phosphoryliertes PhLPy gleichermallen vorhanden ist.
In der Nebenniere wird — im Gegensatz zu den meisten anderen Geweben — auch PhLPg
exprimiert.

In der gleichen Arbeit wurde der GBy-hemmende Effekt von PhLPg auf die Inositol-
phosphatbildung in PhLPs {iberexprimierenden HEK 293-Zellen gezeigt (Humrich et al.
2003), der, wie sich spéter herausstellte, auf der Downregulation von Gy durch
Storung der Faltung beruht. In diesem Fall ist die iiberwiegende GBy-Hemmung als
dominant-negativer Effekt des PhLLPs zu werten, da es in unphysiologisch hoher Menge

vorhanden ist.
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Abb.20: Mogliches Prinzip der Gpy-Inhibition durch PhLP (s.auch Humrich et al.
2005):

Es stehen zwei verschiedene Mechanismen der GBy-Inhibition zur Verfiigung, abhingig
vom Zustand von PhLP (phosphoryliert/ unphosphoryliert):

1. Die stindig phosphorylierte Isoform PhLP. hemmt GPy und seine Effektoren
(PLC B») durch direkte Bindung von Gpy.

2. Im unphosphorylierten Zustand (PhLPs (Splei3variante in vivo), PhLPLA18-20
(Ser/Ala-Mutante, in dieser Arbeit kloniert)) reduziert PhLP die Menge Gy in
der Zelle durch einen Mechanismus, der noch zu erforschen ist, denn es stellte
sich heraus, daB3 es GBy nicht bindet, sondern seine Menge reduziert. Dabei kann
die Gfy-Bildung auf Ebene der Proteinsynthese (2a), der Proteinfaltung (2b)
unterbunden werden, oder es werden proteinabbauende Wege gefordert (2c¢).
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5. Physiologische Relevanz von PhLP; und PhLPg als
Gpy-Inhibitoren

Die in dieser Arbeit untersuchten Proteine PhLP; und PhLPg sind Proteine, die die GBy-
Untereinheit von G-Proteinen regulieren, wihrend sie auf die Ga-Untereinheit keinen
EinfluB haben. Da mit der Zeit immer mehr Effektoren fiir die GBy-Untereinheiten
(Cabrera-Vera et al. 2003) entdeckt wurden, denen im Gegensatz zur a-Untereinheit
zundchst nur eine passive Rolle zugesprochen wurde (Neer 1995), ergibt sich daraus
eine groBere Bedeutung fiir die Py-Untereinheit des G-Proteins und damit auch fiir
Regulatoren wie PhLP.

Wihrend der Untersuchung der beiden Spleiflvarianten PhLP; und PhLPs wurde
zundchst nur PhLPp eine physiologische Relevanz zugesprochen (s.0.), da es ein
starkerer GPy—Inhibitor war und in mehr Geweben gefunden wurde als seine kurze
SpleiBvariante (Schroder und Lohse 2000). Erst spéter ergaben sich Hinweise auf eine
eigene Rolle von PhLPg (Gensse et al. 2000).

PhLPg wurde in der Nebenniere der Maus in Mengen nachgewiesen, die der Menge an
PhLP; in Gehirn und Herz der Maus vergleichbar sind (Humrich et al. 2003). Diese gilt
als ausreichend fiir eine in vivo-Regulation von G-Proteinen (Schroder und Lohse
2000). Die Detektion von PhLPs in der Nebenniere passt zu dem Befund, daB3 es aus
bovinen chromaffinen Zellen isoliert werden konnte (Gensse et al. 2000). Diese Befun-
de stiitzen die These, da8 nicht nur PhLP;, sondern auch PhLPg ein physiologisch rele-
vanter Regulator von G-Proteinen ist.

Die Befunde dieser Arbeit, da3 einerseits PhLPg in Zellen ein stirkerer By-Inhibitor ist
und andererseits EinfluB auf die Menge von verfiigbarem Py ausiibt, erdffnet neue
Moglichkeiten der Regulation, die in IV.4 beschrieben und noch zu erforschen sind.

Um die in vivo-Relevanz zu stiitzen, miissten weitere Gpy-abhiangige Effektoren, die
erwiesene physiologische Bedeutung haben, auf ihre Hemmbarkeit durch PhLP unter-
sucht werden. Eine Moglichkeit sind die GIRK-Kanéle, die hochstwahrscheinlich an
vagaler negativen Inotropie beteiligt sind, um ein Beispiel zu nennen (Ito et al. 1994,

Chan et al. 1996, Biinemann et al. 1998).

82



V. Zusammenfassung

V. Zusammenfassung

Phosducin-like protein (PhLP) gehort zur Phosducinfamilie der G-Protein-By-
Regulatoren und kommt in zwei Spleivarianten vor. Die lange Isoform PhLPy und die
kurze Isoform PhLPg unterscheiden sich allein durch das Vorhandensein des 81
Aminosduren langen N-Terminus von PhLP;. In Versuchen mit gereinigten Proteinen
erwies sich PhLPy als der stirkere GPy-Inhibitor, wihrend die Bedeutung von PhLPg
nicht bekannt war.

In dieser Arbeit wird gezeigt, daB in transfizierten HEK 293-Zellen PhLPs die GBy-ver-
mittelte Signalbildung 20mal stirker hemmt als PhLP;. Da der zusétzliche N-Terminus
von PhLP; mehrere potentielle Phosphorylierungsstellen fiir die konstitutiv aktive
Caseinkinase 2 besitzt, wurde angenommen, dafl die lange Spleilvariante in Zellen
einer solchen Regulation unterliegt, was sich auf seine Funktion als Gpy-Inhibitor
auswirkt. Durch schrittweise Trunkierungen bzw. Serin-/Threonin = Alaninmutationen
wurden die potentiellen Phosphorylierungsstellen entfernt, was zur Verbesserung der
GPy-Hemmféhigkeit fithrte. Der N-terminale Aminosdurenabschnitt Ser-18/Thr-19/Ser-
20 wurde dabei als die verantwortliche Stelle identifiziert.

In unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, da3 PhLP; in HEK 293-Zellen im Gegensatz
zu PhLPg einer konstitutiven Phosphorylierung unterliegt und durch die CK2 katalysiert
wird. In dieser Arbeit werden die Phosphorylierung von PhLP;, durch die CK2 anhand
von rekombinanten Proteinen sowie ihre Kinetik dargestellt. Das Vorhandensein von
mRNA der CK2 in HEK 293-Zellen zeigt, daB3 sie in der Zelle exprimiert und somit
aktiv ist, was ihre physiologische Bedeutung herausstellt.

Eine direkte Gpy-Bindung konnte durch Immunprizipitation nur fiir PhLPp
nachgewiesen werden, weswegen fiir PhLPs ein alternativer Mechanismus der Gpy-

Hemmung angenommen wurde, was in folgenden Arbeiten ndher untersucht wurde.
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IX. Anhang

IX. Anhang

In diesem Kapitel sind Versuche aufgefiihrt, die im Laufe der Arbeit methodisch
erarbeitet und durchgefiihrt wurden, jedoch zur Erklarung der wesentlichen Beobach-
tungen, wie sich im Verlauf herausstellte, nicht beitrugen. Daher sind sie gesondert

aufgefuhrt, um die Schlissigkeit des Ergebnisteils dieser Arbeit nicht zu stéren.

1. Lokalisation von PhLP, und PhLPg

Im Gegensatz zu in vitro-Versuchen, auf denen die Ideen dieser Arbeit basieren, finden
die GBy-Interaktionen, wie wir sie hier in lebenden Zellen untersuchen, in einer Umge-
bung statt, die wir nicht in der Weise kontrollieren kdnnen wie einen in vitro-Versuch,
wo die Komponenten des Versuchs von aulRen gegeben sind. In einem Zellsystem sind
viele andere Komponenten und Storeinfllisse zu berticksichtigen, die Einflul nehmen
kdnnen auf die Versuchsergebnisse, so daB sie kritisch hinterfragt werden missen. In
diesem Abschnitt soll die Lokalisation der Proteine PhLP_ und PhLPs innerhalb der
Zelle untersucht werden, denn auch raumliche Verhéaltnisse konnen Interaktionen beein-
flussen. Beispielsweise konnte die hohere Effektivitdat von PhLPs als GPy-Regulator
dadurch zustande kommen, da3 es durch eine Translokation an die Zellmembran der
membranstandigen GBy-Untereinheit naher steht und sie daher besser hemmen kann.
Fur die GBy-Untereinheit ist eine Membranbindung durch eine Isoprenylgruppe der Gy-
Untereinheit bekannt (Lukov et al. 2004), wahrend PhLP_ und PhLPs als cytosolische
Proteine angesehen werden. So gibt es verschiedene denkbare Mdglichkeiten, wie die
Interaktion zwischen den beiden Komponenten zustande kommen konnte. Zum Beispiel
waére es denkbar, dall PhLP./ PhLPs vom Cytosol zur Membran transloziert, wo dann
die Interaktion stattfinden wirde. Vielleicht wird PhLP./ PhLPs aber auch dazu
angeregt, bei einer erhdhten Aktivitat der G-Proteine, also bei einer groen Menge von
freiem Gy, von vornherein eine Membranlokalisation einzunehmen.

Eine Anderung der intrazellularen Lokalisation wurde beispielsweise im Falle von
PhLPs beobachtet im Sinne einer Redistribution ins Cytoplasma nach Zellstimulierung.
(Gensse et al. 2000). Daher wére es denkbar, dalR die hohere Effektivitdt in der
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GBy—Inhibition von PhLPs durch einen Ortswechsel an die Membran zu erkléren ist,

welcher bei PhLP_ nicht vorhanden waére.

1.1.  Auftrennung in Cytosol- und Membranfraktion PhLP-transfizierter Zellen

durch Zellfraktionierung

Um das rdumliche Verhalten von PhLP./ PhLPs genauer zu ergriinden, wurden HEK
293-Zellen mit 2 pg cDNA PhLP_ bzw. PhLPs pro 10 cm-Petrischale transient
transfiziert, und es wurde entweder 8 ug leerer Vektor pcDNA3 oder 8 pug cDNA fir
jeweils GB; und Gy, dazu transfiziert, um eine Uberexpression von Gy zu erzielen.
Nach Expression wurden die Zellen mittels Fraktionierung (s.11.2.3.4.) in eine
Membran- und eine Cytosolfraktion aufgetrennt, sodall mittels Westernblotting der
einzelnen Fraktionen die Lokalisation von PhLP,/ PhLPs festgestellt werden konnte in
Abhangigkeit von GBy—Uberexpression.

Es zeigte sich, daB die Uberexpression von Gpy-Untereinheiten nicht, wie als Moglich-
keit oben aufgezeigt, eine Translokation von PhLP./ PhLPsan die Membran bewirkt. Es
lieRen sich jedoch Unterschiede zwischen den beiden Spleil3varianten feststellen. Wé&h-
rend PhLP_ zu etwa gleichen Teilen unabhéngig von einer GBy—Uberexpression an der
Membran wie im Cytosol lokalisiert zu sein scheint, liegt der Grofteil von PhLPs im
Cytosol vor und weniger an der Membran, wobei der Unterschied signifikant war. Die
statistische Analyse wurde mittels T-Test durchgefihrt.

Somit tragt die Erkenntnis der verschiedenen Lokalisationen nicht zur Erklarung der
hoheren Effektivitat von PhLPs als GBy—Inhibitor bei, wenn man von einer Inhibierung
durch direkte Bindung ausgeht, da sich das schwéchere PhLP, in N&he der zu inhibie-

renden Proteine befindet.
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Abb.21: Lokalisation von PhLP, / PhLPs in Abhangigkeit von der Uberexpression
der GBy -Untereinheit

A. HEK 293-Zellen wurden pro 10 cm-Petrischale mit 2 ug cDNA PhLP._ oder PhLPg
transient transfiziert. Zusatzlich wurde entweder 8 g des leeren Vektors pcDNA3 oder
8 ug cDNA Gp;—Untereinheit plus 8 pg cDNA Gy,-Untereinheit dazutransfiziert. Der
Membrananteil von PhLP_ liegt gemessen am Homogenat bei 70%, unter GPy -
Uberexpression bei 70%. Der Membrananteil von PhLPs liegt bei 22%, unter GPy -
Uberexpression bei 40%. *p<0.05

B. Western Blots zeigen die Auftrennung des Homogenats (H) der wie in A.
beschrieben transfizierten HEK 293-Zellen in Cytosol (C) und Membran (M). In
Abhangigkeit von der Uberexpression von GBy wurde die Lokalisation von PhLP_ bzw.
PhLPs unter Nutzung des polyklonalen Anti-CTPP-Antikorpers (s.11.1.3.5.) dargestellt.
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1.2.Visualisierung von PhLP in HEK 293-Zellen durch Fluoreszenzmikroskopie
und konfokale Mikroskopie nach Fusion mit EYFP

Als weitere Methode zur Darstellung der Lokalisation von Proteinen diente die Ver-
knupfung dieser Proteine mit einem fluoreszierenden Protein und die direkte Darstel-
lung im konfokalen Mikroskop. Dort kann durch Fluoreszenz die Lokalisation des fluo-
reszierenden Proteins und damit des zu untersuchenden Proteins festgestellt werden, da
die beiden Proteine durch ihre Bindung zusammenhangen und sich somit an der
gleichen Stelle befinden. Zu diesem Zweck wurde ein Fusionsgen aus PhLP,/ PhLPs
und EYFP Kloniert, was zur Expression eines Fusionsproteins aus EYFP und PhLP./
PhLPs fithrte (vgl. 111.1.1.3.).

Zur Durchfuihrung der Klonierung wurden zunéchst einzelne PCRs von PhLP,/ PhLPs
und EYFP nach in 11.2.2.1. beschriebener Methode durchgefuhrt. In der folgenden PCR
dienten als Templates die Produkte der ersten PCR, also die cDNA von PhLP,/ PhLPs
und EYFP. Der erste Primer ist der 3"-terminalen Sequenz von PhLP,/ PhLPs komple-
mentdr, der zweite Primer der 5 -terminalen Sequenz von EYFP, sodal3 die beiden
Sequenzen im PCR-Produkt hintereinander lagen. Dieses Produkt wurde wie in 11.2.2.2.
bis 2.2.4. dargestellt in den pcDNA3-Vektor kloniert.

HEK 293-Zellen wurden wie in 11.2.2.8. beschrieben transient transfiziert mit 100 ng
cDNA fiur PhLP_-EYFP oder PhLPs-EYFP pro Well einer 6-Well-Platte. Es zeigte sich
eine vorwiegend zytosolische Verteilung der beiden Proteine. Im weiteren konnte
anhand dieser Methode eine Transfektionseffizienz von 80% sowohl fir PhLP, als auch

fiir PhLPs gezeigt werden.
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PhLPlong PhLPshort

Abb.22: Visualisierung der raumlichen Verteilung von PhLP_/ PhLPs in HEK 293-
Zellen

HEK 293-Zellen wurden mit 100 ng pro Well einer 6-Well Platte cDNA des PhLP, -
oder PhLPs-EYFP Fusionsproteins transient transfiziert. Durch schichtweise Betrach-
tung der Zellen mit dem konfokalen Mikroskop wurde mit Hilfe der Fluoreszenz von
EYFP die Lokalisation von PhLP,/ PhLPs sichtbar.
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