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1 Einleitung

Seit 2006 ist Herzinsuffizienz die héufigste Hauptdiagnose bei Hospitalisierungen in
Deutschland [Neumann, Biermann et al. 2009, #1]. Neben einer niedrigen Lebensqualitit
weist die Erkrankung eine ausgesprochen schlechte Prognose auf. So betrdgt die
Fiinfjahresiiberlebensrate nur etwa 50 %. Ein Wert, der mit vielen malignen Erkrankungen
vergleichbar ist [Townsend, Nichols et al. 2015, #2]. Aufgrund einer steigenden
Lebenserwartung sowie hoherer Uberlebensraten nach akuten Myokardinfarkten gilt ein
Anstieg der Privalenz der Herzinsuffizienz in den nichsten Jahren als wahrscheinlich

[Savarese and Lund 2017, #3].

1.1 Pathologie der Herzinsuffizienz

Die Europdische Gesellschaft fiir Kardiologie (ESC) definiert Herzinsuffizienz als komplexes
Syndrom, in dessen Verlauf pathologische Verdnderungen der Herzstruktur oder -funktion
dazu fiihren, dass metabolische Prozesse eines Organismus nicht mehr ausreichend mit
Sauerstoff versorgt werden kdnnen [McMurray, Adamopoulos et al. 2012, #4]. Ist das Herz
nicht in der Lage den Sauerstoffbedarf des Korpers durch Bereitstellen eines ausreichenden
Herzzeitvolumens (HZV) zu decken, kann dies entweder Folge einer verminderten Fiillung
der Ventrikel, beispielsweise aufgrund einer verminderten Dehnbarkeit des Myokards, sein
oder eine verminderte Pumpleistung, insbesondere des linken Ventrikelmyokards, ist
urséchlich. Im ersten Fall wird die Herzinsuffizienz bei erhaltener Pumpleistung als
diastolische Herzinsuffizienz bezeichnet, ansonsten handelt es sich um eine systolische

Herzinsuffizienz [Dennis L. Kasper 2018, #5].

In den meisten Fillen entwickelt sich eine Herzinsuffizienz zunichst asymptomatisch. Nach
dem ersten Auftreten von Symptomen ist der weitere Krankheitsverlauf von einer
zunehmenden Verschlechterung des Allgemeinzustandes, progredient eingeschrankter
korperlicher Leistungsfahigkeit und Lebensqualitét bis hin zur kardialen Dekompensation und

Hospitalisierung geprégt.

Wihrend das gesunde Herz bei abnehmender Durchblutung peripherer Organe mit einer
erhohten Auswurffraktion und einer Steigerung der Kontraktionskraft des Myokards reagiert
und so die Versorgung des Korpers wiederherstellt, kann ein insuffizientes Herz die bendtigte
zusitzliche Kontraktion nicht aufbringen [Strickman 1987, #6], [Cohn 1973, #7].

Untersuchungen am geschéddigten Herzen konnten zeigten, dass erhohte Druck- und



Volumenbelastung iiber einen lidngeren Zeitraum zu irreversiblen Umbauprozessen
(Remodeling) am Herzen fiihren, welche die Herzleistung dauerhaft reduzieren [Connelly,
McLaughlin et al. 1991, #8], [Pfeffer, Pfeffer et al. 1985, #9], [Grossman, Jones et al. 1975,
#10]. Einem Umbauprozess, der im insuffizienten Herzen stattfindet, geht der Tod von
kontraktilen Herzmuskelzellen voraus. Kardiomyozyten sterben durch ischdmische
Bedingungen, beispielsweise wihrend eines Herzinfarktes, in Folge von Alkoholmissbrauch
oder durch Einnahme zytotoxischer Substanzen, durch Parasitenbefall, beispielsweise Morbus
Chagas oder im Rahmen von Infektionskrankheiten wie einer Virusmyokarditis. Auch eine
chronische Uberbelastung des Herzens durch Bluthochdruck oder die Folgen eines
Herzklappenfehlers konnen das Herz schiddigen [Packer 1992, #11]. Bei anhaltendem
hiamodynamischem Stress auf das Myokard ist eine Hypertrophie der Ventrikel zu beobachten.
Deren Form zeigt sich zunédchst konzentrisch, bei fortschreitender Dilatation mehr
kugelformig. Bei weiterer Progression ist die Kompensation nicht mehr ausreichend und die
verdnderte Morphologie der Ventrikel fiihrt zu einem zunehmenden Funktionsverlust und

damit zur Auspragung der Symptomatik.
1.1.1 Kompensationsmechanismen

Mit dem kardialen Remodeling gehen Verdnderungen des endogenen neurohormonalen
Systems einher, darunter das adrenerge- sowie das Renin-Angiotensin-Aldosteron System
[Mudd and Kass 2008, #12]. Eine Herzinsuffizienz entwickelt sich erst wenn
hdmodynamische und hormonelle Kompensationsmechanismen {iiberfordert oder erschopft

sind [Packer 1992, #11].

Kompensationsmechanismen werden eingeleitet, wenn die Auswurffraktion wihrend der
Systole abnimmt. Somit gilt eine linksventrikuldre Dysfunktion als notwendige, wenn auch
nicht hinreichende, Voraussetzung fiir die Ausbildung des Syndroms Herzinsuffizienz. Die
reduzierte Pumpleistung des linken Ventrikels wird durch Kompensationsmechanismen
innerhalb physiologischer Grenzen moduliert, so dass die Funktionstiichtigkeit des Herzens
oftmals erhalten oder nur in geringem Umfang reduziert wird [Mann 1999, #13], [ Armstrong

2000, #14], [Heusch, Libby et al. 2014, #15].

Ein solcher Kompensationsmechanismus ist der Frank-Starling-Mechanismus: in Folge der
verminderten Ejektionsfraktion erhoht sich die Wandspannung des Ventrikels in der Diastole.
Die verbliebenen funktionsfiahigen Kardiomyozyten reagieren auf diese erhohte Vordehnung

mit einer erhohten Kontraktion [Hanft, Korte et al. 2008, #16], [Frank 1959, #17], [Patterson



and Starling 1914, #18]. Eine verminderte Ejektionsfraktion aktiviert den Sympathikus,
wodurch vermehrt Noradrenalin ausgeschiittet wird. In welchem AusmalBl Adrenalin und
Noradrenalin die Progression einer Herzinsuffizienz beeinflussen, wird seit Jahrzehnten
erforscht. Diskutiert wurden zwei Pathologiemechanismen: zum einen konnte sich die
Aktivierung des sympathischen Nervensystems auf das himodynamische System betroffener
Patienten auswirken, da eine Aktivierung des sympathischen Nervensystems die
Vasokonstriktion aktiviert und die Wasser- sowie Natriumretention fordert [Shchekochikhin,
Al Ammary et al. 2013, #19],[Schrier 1990, #20], [Connelly, McLaughlin et al. 1991, #8].
Zum anderen konnten hohe Konzentrationen von Noradrenalin {iber lédngere Zeit
Kardiomyozyten direkt schadigen [Mann, Kent et al. 1992, #21]. Der systemische Anstieg des
Noradrenalinspiegels beeinflusst speziell Herz und Niere besonders stark [Fu, Chi et al. 2004,
#22], [Hasking, Esler et al. 1986, #23]. Eine kausale Verbindung zwischen der Aktivierung
des sympathischen Nervensystems am Herzen und dem Auftreten von Arrhythmien gilt als
wahrscheinlich [Meredith, Broughton et al. 1991, #24]. Der Noradrenalin-Plasmaspiegel kann
als Prognosemarker fiir die chronische Herzinsuffizienz herangezogen werden [Cohn, Levine
et al. 1984, #25]. Sowohl Adrenalin als auch Noradrenalin binden an Rezeptoren auf der
Kardiomyozytenoberfldche, den 3-Rezeptoren, wodurch Herzfrequenz und Kontraktionskraft

des Herzens in kurzer Zeit gesteigert werden [Kaumann, Hall et al. 1989, #26].

Obwohl diese beiden Kompensationsmechanismen, Frank-Starling-Mechanismus und die
Ausschiittung von Stresshormonen, die Kontraktionskraft des Herzens enorm steigern konnen,
stellt ihre Aktivierung zugleich ein erhebliches Risiko dar. Adrenalin und Noradrenalin
erhohen den periphren GefdBwiderstand durch Stimulation der glatten Muskulatur. [Ledoux,

Gee et al. 2003, #27].

Sowohl der gesteigerte periphere Widerstand als auch die Ventrikeldilatation setzen die
Kardiomyozyten in der Systole einem erheblichen mechanischen Stress aus. Langfristig sind
strukturelle Schiden und ein erhohter Energieverbrauch die Folge [Connelly, McLaughlin et
al. 1991, #8]. Bei anhaltend hohem Plasmaspiegel von Adrenalin und Noradrenalin ist am
Herzen eine Desensibilisierung zu beobachten — ein Kontrollmechanismus, wodurch die
Empfindlichkeit von B-Rezeptoren gegeniiber Adrenalin und Noradrenalin herabgesetzt wird
[Sibley and Lefkowitz 1985, #28]. Dadurch wirken bei chronischer Herzinsuffizienz
adrenerge Hormone am betroffenen Herzen immer weniger inotrop [Colucci, Denniss et al.

1988, #29]. Ein Circulus vitiosus ist die Folge [Eschenhagen 2008, #30].
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Abbildung 1: Circulus vitiosus der Herzinsuffizienz

Abwirtsspirale der Herzinsuffizienz: eine Verminderung der kardialen Pumpleistung fiihrt zu einer Aktivierung des
Sympathikus. Die Ausschiittung adrenerger Hormone aktiviert in kurzer Zeit einen Mechanismus, der die Versorgung
lebenswichtiger Organe sicherstellt indem der Blutfluss an Muskeln, Haut, Niere und dem Verdauungstrakt reduziert
und die Herzfrequenz und —schlagkraft gesteigert wird. Eine anhaltende Aktivierung des Sympathikus fiihrt allerdings
zu einer Erh6hung des peripheren Widerstands wodurch die Nachlast steigt. Zudem fiihrt eine dauerhafte Stimulation
der Kardiomyozyten zu unerwiinschten Nebeneffekten wie einem iiberproportionalen Anstieg des Energiebedarfs,
Apoptose, Fibrose sowie Hypertrophie. Grafik modifiziert nach [Eschenhagen 2008, #30].

1.1.1.1 Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Eine verminderte Auswurfleistung des Herzens fiihrt zu einer reduzierten Durchblutung der
Niere. Dadurch wird das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System aktiviert [Dendorfer,
Thornagel et al. #31], [Hofbauer, Zschiedrich et al. 1976, #32], indem Zellen des
juxtaglomeruldren Apparates in der Niere Renin freisetzen [Laragh and Sealey 1991, #33].
Die Synthese von Renin wird wesentlich durch den vorliegenden Blutdruck bestimmt, welcher
durch Barorezeptoren am Vas afferens erfasst wird [Brewster and Perazella 2004, #34]. So
reagiert die Niere als peripheres Organ auf einen sinkenden Blutdruck in Folge einer
reduzierten Ejektionsfraktion des Herzens. Die Aspartylprotease Renin katalysiert die
Spaltung von Angiotensinogen zu Angiotensin I. Letzteres wird vom Angiotensin Converting
Enzyme (ACE), einer Dipeptidylcarboxypeptidase, in das wirksamere Angiotensin Il iiberfiihrt
[Skeggs, Marsh et al. 1954, #35] und erhoht als starker Vasokonstriktor den peripheren
Widerstand [Fountain JH 2020, #36], wodurch dem sinkenden Blutdruck entgegengewirkt
wird. Zudem begiinstigt Angiotensin II die Freisetzung von Katecholaminen in peripheren

sympathischen Neuronen [Dendorfer, Thornagel et al. 2002, #31].

Durch Aktivierung von Angiotensinrezeptoren in der Zona Glomerulosa wird die Synthese

von Aldosteron in der Nebennierenrinde aktiviert [Laragh, Angers et al. 1960, #37], [Brewster
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and Perazella 2004, #34], welches in der Niere zur vermehrten Resorption von Natrium und
Wasser flihrt und damit Einfluss auf den korpereigenen Volumenhaushalt nimmt. Die
Steigerung des Blutvolumens ist ein weiterer Mechanismus um den Blutdruck zu steigern. Ein

gesteigertes Blutvolumen kann allerdings zur vermehrten Entstehung von Odemen beitragen.

1.1.1.2 Natriuretische Peptide

Ein Inhibitor des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems stellt das im Herzen exprimierte
Peptidhormon Atriales Natriuretisches Peptid (ANP) dar [Anderson, Struthers et al. 1986,
#38]. Das ANP, auch als Atrialer Natriuretischer Faktor (ANF) bezeichnet, wird in den
Kardiomyozyten des Atriums, bei Vorliegen einer Herzhypertrophie auch in den
Kardiomyozyten des Ventrikels [Hunt, Espiner et al. 1996, #39] synthetisiert. ANP vermindert
die Freisetzung von Renin in der Niere und Aldosteron in der Nebennierenrinde [Hunt, Espiner
et al. 1996, #39]. Patienten mit Herzinsuffizienz zeigen eine erhohte Konzentration von ANP

im Blutplasma [Ruskoaho 2003, #40].
1.1.2 Ausbruch aus dem Circulus vitiosus der Herzinsuffizienz

Ein Meilenstein beim Versuch den Circulus vitiosus der Herzinsuffizienz zu durchbrechen,
konnte mit dem Einsatz von B-Blockern erreicht werden. B-Blocker sind Medikamente, die
mit den Stresshormonen Adrenalin und Noradrenalin um Bindungsstellen an deren
Rezeptoren - unter anderem am Herzen - konkurrieren. Waagstein et al. berichteten bereits
1975 iiber ihre Erfahrungen beim Einsatz von B-Blockern an Patienten, die mit
Herzinsuffizienz diagnostiziert wurden [Waagstein, Hjalmarson et al. 1975, #41]. Zu dieser
Zeit galt der Einsatz von B-Blockern bei Herzinsuffizienz als kontraindiziert. Stattdessen
suchten die meisten Wissenschaftler nach einem Medikament, welches die Kontraktilitit des
Herzens erhoht. Dieses Ziel erwuchs der Vorstellung die Hauptursache der Herzinsuffizienz
zu therapieren: die eingeschrinkte Pumpleistung des Herzens [Eschenhagen 2008, #30]. B-
Blocker hingegen schienen bei Herzinsuffizienz die vollig falschen Wirkungen zu vermitteln.
Tatsdchlich reduzieren sie die Pumpleistung des Herzens, konnen ein akutes Herzversagen
auslosen und verengen Blutgefdl3e eher als sie zu weiten. Der Vorschlag, 3-Blocker in der
Therapie herzinsuffizienter Patienten einzusetzen, stief in Fachkreisen auf starke Ablehnung

[Eschenhagen 2008, #30].

Viele Jahre und zahlreiche klinische Studien spéter wurde klar, dass Medikamente, die
ausschlieBlich die Inotropie steigern, trotz ihres unbestrittenen kurzzeitigen Nutzens bei

langerer Anwendung die Sterblichkeitsrate erhohen. Obwohl B-Blocker unmittelbar nach
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Einnahme die kardiale Kontraktilitdt schwéachen, nimmt die Sterblichkeitsrate bei Patienten,
die B-Blocker einnehmen und deren Dosis langsam steigern, ab. Nach einigen Monaten kann
sogar eine Zunahme der kardialen Kontraktilitdt beobachtet werden [Mann, Kent et al. 1992,
#21], [Packer, Bristow et al. 1996, #42], [Bristow 1984, #43]. Wie sind diese im ersten

Moment paradox erscheinenden Befunde zu erkléren?

Das Herz ist ein biologisches System, das sich an anhaltende Stimulation und deren Wegfall
anpasst [Eschenhagen 2008, #30]. Nach einem Abfall der kardialen Pumpleistung,
beispielsweise nach einem Myokardinfarkt, folgt die Aktivierung des Sympathikus und der
Plasmaspiegel von Noradrenalin steigt dauerhaft. Noradrenalin bindet an B-Rezeptoren,
wodurch die Herzfrequenz und Schlagkraft zunehmen. Binnen Minuten passt sich die
Signalkaskade an die dauerhafte Aktivierung der B-Rezeptoren an: das Herz reagiert primér
schwicher auf Stimulation und B-Rezeptoren werden ins Innere der Zelle aufgenommen. Um
diese Phdnomene zu verstehen und zielgerichtete therapeutische Ansitze nachzuvollziehen ist

eine genaue Kenntnis der Funktionsweise und Abldufe am B-Rezeptor erforderlich.



1.2 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR)

B-Rezeptoren gehdren zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR). Diese
stellen mit iiber 1000 Vertretern die gro3te Familie aller Membranproteine dar und vermitteln
die meisten zelluldren Reaktionen auf Hormone und Neurotransmitter [Gether 2000, #44],
[Kolakowski 1994, #45]. Alle GPCR besitzen einen extrazelluliren N-Terminus und einen
intrazelluldren C-Terminus und bestehen aus sieben transmembranéren a-Helices, die durch
jeweils drei intra- und extrazelluldre Schleifen alternierend miteinander verbunden sind. Diese

sieben, fiir den Rezeptor charakteristischen a-Helices, bilden die Ligandenbindungstasche.

Die bedeutsamsten GPCR im Herzen sind B-Rezeptoren. Diese werden in Bi-, 82- und B33-
Subtypen unterteilt, wobei letzterer vor allem im Fettgewebe anzutreffen ist [Bonisch, Graefe
etal. 2011, #46]. Im menschlichen Herz zeigt sich eine heterogene Verteilung der - und B3>-
Subtypen: 65/35 % in den Vorhdfen und 75/25 % in den Herzkammern [Brodde, Schuler et
al. 1986, #47]. Sowohl die Aktivierung von Bi- als auch B2-Rezeptoren fiihrt zur Steigerung
der Kontraktionskraft sowie der Schlagfrequenz des Herzens. Bei einem aktivierten GPCR
werden dem G-Protein hochaffine aktivierende Aminosduresequenzen der intrazelluldren

Schleifen préasentiert [Ghanouni, Gryczynski et al. 2001, #48].

1.3 Heterotrimere G-Proteine

Heterotrimere G-Proteine bestehen aus drei verschiedenen Proteinketten, die nach ihrem
Molekulargewicht, in abnehmender Reihenfolge, in a-, B- und y-Untereinheiten eingeteilt
werden [Gilman 1987, #49], [Hoffman and Lefkowitz 1980, #50], [Ahlquist 1948, #51]. Die
a-Untereinheit ist iiber einen Lipidanker in der Zellmembran verankert und verfiigt {iber eine
Bindungsstelle an welcher, je nach Aktivititszustand, ein Guanosindiphosphat (GDP) oder
Guanosintriphosphat (GTP) gebunden ist. Die B- und y-Untereinheiten sind ebenfalls iiber
einen Lipidanker der y-Untereinheit in der Zellmembran verankert. Bei einem nicht aktivierten
Rezeptor bilden alle drei Untereinheiten einen Komplex, der allerdings nur dann stabil ist,
wenn die a-Untereinheit GDP gebunden hat. Nach Aktivierung des GPCR bindet die a-
Untereinheit an den GPCR und vollzieht ihrerseits eine Konformationsédnderung, die zur
Abspaltung von GDP fiihrt. Die nun freie Bindungsstelle wird durch GTP belegt und
stabilisiert die Konformation der a-Untereinheit. In dieser riumlichen Anordnung 16st sich die
a-Untereinheit sowohl vom GPCR als auch von der B/y-Untereinheit. Beide Untereinheiten
prasentieren in dieser Form Peptidschleifen, die mit dem Effektormolekiil reagieren und dieses
aktivieren konnen [Strader, Fong et al. 1994, #52]. Die a-Untereinheit verfiigt iiber GTPase-
Aktivitit: das gebundene GTP wird langsam zu GDP und Phosphat hydrolysiert, wodurch die



a-Untereinheit in ihren inaktiven Zustand zuriickféllt und wieder an die B/y-Untereinheit
bindet - der Komplex steht fiir eine erneute Aktivierung bereit [Cassel and Selinger 1978,

#53], [Spiegel and Weinstein 2004, #54].
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Abbildung 2: Schema der G-Protein vermittelten Signaltransduktion

(1) Der Botenstoff (Agonist) bindet an die extrazelluldre Bindungsstelle des G-Protein gekoppelten Rezeptors (GPCR)
und bewirkt eine Konformationsanderung des Rezeptors. (2) Diese Konformationsdnderung fiihrt am heterotrimeren G-
Protein zu einem Austausch von Guanosindiphosphat (GDP) durch Guanosintriphosphat (GTP). (3) Das nun aktivierte
G-Protein dissoziiert in seine GTP-bindende o-Untereinheit und den B/y -Komplex, die, jeweils unabhingig,
verschiedene Effektorproteine aktivieren oder hemmen konnen. (4) Die a-Untereinheit besitzt intrinsische GTPase
Aktivitdt: nach Hydrolyse von GTP zu GDP wird die a-Untereinheit inaktiviert und bildet mit der B/y-Untereinheit erneut
einen heterotrimeren Proteinkomplex.

1.4 Molekulare Mechanismen der Muskelkontraktion

Kardiomyozyten sind mechanisch miteinander verbunden und in der Lage sich aktiv zu
verkiirzen. Eine besondere Rolle spielen hierbei Myofilamente aus Aktin und das
Motorprotein Myosin II. Auf molekularer Ebene findet bei einer Kontraktion ein zyklisch
wiederholtes Anhaften und Ablosen zwischen Aktin und Myosin statt, wodurch die Filamente
aneinander entlanggleiten. Die kleinste kontraktile Einheit eines Muskels, das Sarkomer, ist

schematisch in Abbildung 5 dargestellt [Adelstein and Eisenberg 1980, #55].



1.4.1 Effektormolekiile der heterotrimeren G-Proteine

Die Familie der GPCR vermittelt zahlreiche zelluldre Effekte, dennoch aktiviert jeder einzelne
GPCR nur eine relativ kleine Anzahl an G-Proteinen. Die Kombinationen von a-, 3- und y-
Untereinheiten bestimmen die Affinitit des G-Proteins sowohl zum GPCR als auch zum
Effektorprotein [Katada, Bokoch et al. 1984, #56], [Oldham and Hamm 2008, #57].
Heterotrimere G-Proteine werden anhand ihrer a-Untereinheit in 4 Hauptklassen eingeteilt:

Gos 5 Gai , Gog und Gg12 [Simon, Strathmann et al. 1991, #58].

B-adrenerge Rezeptoren (B3-AR) koppeln an das Adenylatzyklase-stimulierende Protein.
Abhingig vom Botenstoff, welcher an einen GPCR bindet, wird die Adenylatzyklase iiber ein
stimulierendes G-Protein aktiviert oder ein inhibierendes G-Protein gehemmt (sieche Tabelle
1). Einige GPCRs sind in der Lage unterschiedliche G-Proteine zu aktivieren [Pedersen and
Ross 1982, #59].So spielt bei B-adrenergen Rezeptoren auch eine Kopplung an das
Pertussistoxin-sensitive Ggi eine Rolle. Dazu zihlt eine Gyi-Kopplung des B2-AR und eine
damit verbundene Aktivierung der Proteinkinase B (PKB) [Stephens, Smrcka et al. 1994,
#60]. Experimentell wurde gezeigt, dass eine erhohte Aktivitdit der PKB einen
antiapoptotischen Einfluss zeigt [Matsui and Rosenzweig 2005, #61].

Tabelle 1: G-Protein Familien und deren Effektorproteine

Subfamilie aktivierende Liganden Effektorprotein
Gs
os Adrenalin (B3-adrenerge Adenylatzyklase?
Rezeptoren), Glucagon,
TSH, LH, FSH, ADH
Gi
ail, ai2, ai3 | Adrenalin (02-adrenerge ai-Untereinheit: Adenylatzyklase|
Rezeptoren) 3/y-Untereinheit: Phospholipase C31
— K"-Kanilet
— Ca**-Kanile|
Gq
aq, all, al4— | Adrenalin (al-adrenerge Phospholipase CB1, IP31, DAG?, Ca®"1
al6 Rezeptoren)
G2
ol2, al3 5-HT2c, Bradykinin, al- Aktivierung von Austauschfaktoren fiir
adrenerge Rezeptoren kleine G-Proteine der Ras-Familie

Einteilung der G-Proteine anhand ihrer Hauptklassen mit exemplarischen Vertretern. Tabelle modifiziert nach [Rainer
Deutzmann 2012, #62]



1.4.1.1 Adenylatzyklasen

Adenylatzyklasen sind in der Plasmamembran lokalisiert und synthetisieren den sekundéren
Botenstoff zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP). Alle Formen werden durch Gs
aktiviert. Die Proteinkinase A (PKA) ist ein Enzym aus der Familie der Serin/Threonin-
Kinasen. Sie besitzt in ihrer inaktiven Form jeweils zwei regulatorische und zwei katalytische
Untereinheiten. Jede katalytische Untereinheit verfiigt iiber jeweils zwei Bindungsstellen fiir
cAMP. Bei Bindung von cAMP erfolgt eine Konformationsdnderung, wodurch die
katalytischen Untereinheiten freigesetzt werden. Die PKA st an zahlreichen
Stoffwechselvorgidngen beteiligt. Im folgenden Abschnitt werden die Auswirkungen der PKA

auf die Kontraktilitdt von Kardiomyozyten dargestellt.

Zu den Proteinen, welche durch die PKA phosphoryliert werden, zdhlen wesentliche
Schliisselproteine der Kontraktion. Am Herzen fiihrt die Stimulation der PKA zur
Phosphorylierung der L-Typ Calciumkanile, englisch L-type calcium channel (LTCC),
wodurch der transmembranire Calciumeinstrom erhoht wird. Der Calciumeinstrom 16st durch
Aktivierung des herzspezifischen Ryanodin-Rezeptor 2 (RyR2) die Freisetzung von Calcium
aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) aus. AuBlerdem steigert die Phosphorylierung
des RyR2 durch die PKA dessen Offnungswahrscheinlichkeit: Phospholamban (PLN)
inhibiert die sarkoendoplasmatische Calcium-ATPase (SERCA). PLN kann sowohl durch die
cAMP-abhingige PKA als auch die Ca**/Calmodulin abhingige Proteinkinase II (CaMK II)
phosphoryliert werden, wodurch sie ihren hemmenden Einfluss auf SERCA verliert
[Karczewski, Kuschel et al. 1997, #63], [Polakova, Illaste et al. 2015, #64]. Weiterhin
phosphoryliert die PKA kardiales Troponin I (Tnl), wodurch dessen Calciumsensitivitit
abnimmt und eine schnellere Relaxation in der Diastole ermdglicht wird [Layland, Solaro et

al. 2005, #65].
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Abbildung 3: Einfluss der PKA auf Schliisselproteine der kardialen Kontraktion

Wirkungen der cAMP-anhéngigen Proteinkinase (PKA) auf die kardiale Kontraktion: Phospholamban (PLN) kann durch
die PKA und die Ca*'/Calmodulin abhingige Proteinkinase II (CaMK II) phosphoryliert werden, wodurch es ihren
hemmenden Einfluss auf die sarkoendoplasmatische Calcium-ATPase (SERCA) verliert. Der Calciumeinstrom (Ca?* als
blaue Punkte dargestellt) durch den L-Typ Calciumkanal (L7CC) kann durch PKA vermittelte Phosphorylierung des
Kanals gesteigert werden. Weiterhin phosphoryliert die PKA kardiales Troponin I (Tnl), wodurch dessen
Calciumsensitivitit abnimmt und eine schnellere Relaxation in der Diastole ermdglicht wird. Phosphoryliert die PKA
RyR2, so wird dessen Aktivitdt gesteigert.

1.5 G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen

Eukaryotische Zellen regulieren Stiarke und Dauer einer GPCR induzierten Signaltransduktion
um sich an dndernde extrazelluldre Bedingungen anzupassen und eine Daueraktivierung zu
vermeiden. Einen bedeutenden Desensibilisierungsmechanismus vermitteln G-Protein-
gekoppelte Rezeptorkinasen (GRKs) und Arrestin: GRKs phosphorylieren Serin- und
Threoninreste an der dritten intrazelluldren Schleife und/oder am C-Terminus eines aktivierten
GPCR, wodurch dieser eine hohe Affinitdt zu Arrestin entwickelt [Gurevich and Gurevich
2006, #66], [Huang and Tesmer 2011, #67]. Arrestin bindet an den GPCR und blockiert diesen
fiir Interaktionen mit heterotrimeren G-Proteinen [Pitcher, Freedman et al. 1998, #68], [Lohse,
Benovic et al. 1990, #69], [Daaka, Luttrell et al. 1998, #70], [Krupnick and Benovic 1998,
#71], [Ferguson 2001, #72], [Goodman, Krupnick et al. 1996, #73], [Wilden, Wust et al. 1986,
#74]. Neben der GRK-vermittelten homologen Desensibilisierung, die innerhalb weniger
Sekunden eintritt, existiert die wesentlich langsamere heterologe Desensibilisierung durch von
einem sekundéren Botenstoff abhédngige Proteinkinasen z.B. PKA oder PKC, die innerhalb
von Minuten greift [Benovic, Pike et al. 1985, #75], [Roth, Campbell et al. 1991, #76]. In
Folge einer GPCR-Aktivierung steigt die zytosolische Konzentration an sekundiren

Botenstoffen wodurch von sekundidren Botenstoffen abhidngige Proteinkinasen aktiviert
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werden und in einem Riickkopplungsmechanismus GPCR phosphorylieren. Dabei werden
auch nicht aktivierte Rezeptoren phosphoryliert [Thompson, Cole et al. 2008, #77], [Krasel,
Bunemann et al. 2005, #78], [Gurevich, Dion et al. 1995, #79]. Nach Bindung an
phosphorylierte GPCR initiiert Arrestin, nach Bindung an das Adapterprotein AP-2, eine
Clathrin-vermittelte Endozytose [Yu, Lefkowitz et al. 1993, #80], [Moore, Milano et al. 2007,
#81]. Der Rezeptor wird dann entweder dephosphoryliert und zur Membran
zuriicktransportiert oder in Lysosomen vollstindig abgebaut [Hanyaloglu and von Zastrow

2008, #82].
1.5.1 Die Familien der GRK

In Séugetieren wurden bisher insgesamt sieben GRKs identifiziert, die sich aufgrund
unterschiedlicher Rezeptoraffinititen und Funktionen in drei Unterfamilien gliedern [Benovic,

DeBlasi et al. 1989, #83],[Sibley, Strasser et al. 1986, #84].

Molekular unterscheiden sich die GRK Unterfamilien hauptsdchlich durch verschiedene
Aminosduresequenzen im C-Terminus. Auch ist thr Vorkommen stark gewebsspezifisch:
GRK1 und GRK?7 sind Mitglieder der ersten Unterfamilie, sie werden nahezu ausschlieB3lich
in Stdbchen und Zapfen des Auges exprimiert. Sie verfiigen iiber einen prenylierten C-
Terminus, welcher sie in der Zellmembran verankert. GRK2 und GRK3 sind B-adrenerge
Rezeptorkinasen und gehoren der zweiten Unterfamilie an. Sie werden ubiquitér exprimiert
und reprasentieren die im Herzen hiufigste Isoform [Premont, Inglese et al. 1995, #85,
Lymperopoulos, Rengo et al. 2012, #86]. Diese Kinasen verfiligen iiber einen C-Terminus mit
einer PH-Doméne (Pleckstrin homology domain), welche mit freien By-Untereinheiten in der
Membran interagiert und daher eine Translokation zytosolischer GRK2 und GRK3 zur
Zellmembran fordert sobald ein heterotrimeres G-Protein an einem aktivierten GPCR in a-
und By-Untereinheiten dissoziiert [Evron, Daigle et al. 2012, #87]. Die dritte Unterfamilie

umfasst die im Hoden exprimierte GRK4 sowie die ubiquitér exprimierten GRKS und GRK6.

GRKS verfiigt iiber keine PH-Domine und vollzieht folglich keine Agonisten induzierte
Membrantranslokation. GRK2 und GRK3 zeigen sich beim Einleiten einer Clathrin-
vermittelten Endozytose effektiver als GRKS und GRK6 [Ren, Reiter et al. 2005, #88].

1.5.2 Therapeutische Ansiitze durch Hemmung der GRK2

Nach einem Herzinfarkt konnte in murinen Herzen ein deutlicher Anstieg der GRK2

Expression beobachtet werden [Wang, Gao et al. 2015, #89]. Auch im menschlichen Herzen
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zeigt sich bei Herzinsuffizienz eine erhohte GRK2 Expression [Ungerer, Parruti et al. 1994,

#90].

Mehrere Untersuchungen legen einen Zusammenhang zwischen einer verminderten
Sensibilitdt von B-Rezeptoren und einer erhohten Expression der GRK2 nahe: so zeigte eine
an Rattenherzen durchgefiihrte Untersuchung, dass eine anhaltende myokardiale Ischdmie mit
einer erhohten mRNA-Expression von GRK2 einhergeht und die Aktivitit der dem 8-
Adrenorezeptor nachgeschalteten Adenylatzyclase vermindert [Ungerer, Kessebohm et al.

1996, #91].

GRK2 Knockout Miduse zeigten bei erhohter Nachlast signifikant weniger pathologische
Umbauvorgédnge am Herzen sowie eine uneingeschrinkte Sensibilitdt der B-Adrenorezeptoren
[Raake, Vinge et al. 2008, #92]. Diese Untersuchungen zeigen die Bedeutung von GRK2 bei
Umbauvorgdngen am Herzen nach einem Infarkt und untermauern Therapiestrategien, welche

auf eine Hemmung der GRK2 abzielen.

Durch adenovirale Expression eines Peptides, des C-Terminus der GRK2 (,,BARKct"),
konnten bei Méusen bereits vielversprechende Resultate erzielt werden [Dorn 2009, #93],
[Rockman, Chien et al. 1998, #94]. GRK2 zeichnet sich neben einer erhohten Expression im
Herzen durch eine Bindungsstelle fiir die By-Untereinheit heterotrimerer G-Proteine aus. Das
Peptid ,.BARKct* konkurriert mit GRK2 um By-Untereinheiten und reduziert die
Translokation von GRK2 zur Zellmembran, wodurch eine GRK2-vermittelte
Desensibilisierung B-adrenerger GPCR gestort werden konnte. Durch Expression des Peptides
»BARKct* konnte die Kontraktilitidt von Kardiomyozyten sowohl bei genetisch bedingten als
auch erworbenen Kardiomyopathien gesteigert werden [Rockman, Chien et al. 1998, #94],
[Harding, Jones et al. 2001, #95], [Freeman, Lerman et al. 2001, #96], [Williams, Hata et al.
2004, #97].

Ein weiterer GRK2 Inhibitor wurde 2012 durch Thal et al. beschrieben. Paroxetin ist ein
Vertreter der selektiven Serotonin Wiederaufnahmehemmer (SSR/) und zeigt eine hohe
Affinitét und Spezifitit zu GRK2. Durch Paroxetin konnte an isolierten Kardiomyozyten bei
Stimulation mit Isoproterenol eine gesteigerte Inotropie beobachtet werden [Thal, Homan et

al. 2012, #98].
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1.6 Das Raf Kinase Inhibitor Protein (RKIP)

Kardiomyozyten verfiigen iiber einen endogenen Inhibitor von GRK2: das Raf Kinase
Inhibitor Protein (RKIP). RKIP wird durch das Gen PEBP1 kodiert und gehort zur Familie
der Phosphatidylethanolamin-bindenden Proteine und findet sich in einer Vielzahl von
Organismen. So wurde RKIP erstmals im Rinderhirn isoliert und spiter in anderen
Sdugetieren, u.a. Menschen und Ratten, nachgewiesen [Bernier and Jolles 1984, #99],
[Seddiqi, Bollengier et al. 1994, #100]. Alle etwa 400 Mitglieder der PEBP Familie verfiigen
iiber eine Bindungstasche fiir Phosphatidylethanolamin und andere Lipide, bisher konnte
jedoch kein physiologischer Ligand fiir PEBP1 identifiziert werden [Skinner and Rosner 2014,
#101]. RKIP ist ein 16sliches Protein, besteht aus 187 Aminosduren und verfiigt in Sdugetieren
iiber ein Molekulargewicht von ca. 21 kDa. Die dreidimensionale Struktur wurde durch
Rontgenkristallographie ermittelt und zeigt ein zentrales B-Faltblatt mit fiinf antiparallelen
Strdngen, welches von a-Helices und einem kleineren B-Faltblatt umgeben ist [Banfield,
Barker et al. 1998, #102]. Im Laufe der Zeit wurden mehrere Kinasen identifiziert, die an
RKIP binden und deren Aktivitdt durch diese Verbindung beeinflussen konnen. Dadurch
riickte die physiologische Funktion von RKIP als Kinaseregulator in den Vordergrund. Der
Féhigkeit Phosphatidylethanolamin zu binden konnte bis heute keine physiologische Funktion
beigemessen werden [Skinner and Rosner 2014, #101]. Die Bezeichnung RKIP geht auf die
Beobachtung von Yeung et al. zuriick, die eine Rafl-inhibierende Eigenschaft von RKIP
beschrieben [Yeung, Seitz et al. 1999, #103]. Uber eine inhibierende Wirkung auf Rafl nimmt
RKIP wesentlichen Einfluss auf die Raf/MEK/ERK Signalkaskade und iibt damit einen
zentralen Einfluss auf Differenzierung, Zellwachstum, Proliferation, Migration und Apoptose
aus [Zeng, Imamoto et al. 2008, #104], [Yeung, Rose et al. 2001, #105]. Eine
Phosphorylierung von RKIP durch die Proteinkinase C an S153 induziert eine Interaktion von
RKIP mit GRK2 [Lorenz, Lohse et al. 2003, #106]. Die beschriebene Phosphorylierung stellt
eine Art molekularen Schalter dar: nach erfolgter Phosphorylierung an S153 bildet RKIP ein
Dimer [Deiss, Kisker et al. 2012, #107]. Die Dimerisierung beendet die Interaktion von RKIP
mit Rafl und ermdglicht eine Interaktion von dimerisiertem RKIP mit GRK2. RKIP bindet an
den N-Terminus von GRK2 [Lorenz, Lohse et al. 2003, #106], welcher an der Interaktion mit
aktivierten GPCR beteiligt ist [Huang and Tesmer 2011, #67].

Die PKC zéhlt zu den Serin/Threonin-Kinasen und reguliert eine Vielzahl zelluldrer Abléufe,
darunter Zellproliferation, Apoptose, gesteigerte Transkription und Translation von Genen,

die Regulierung von Kanilen und Rezeptoren und vieles mehr [Mochly-Rosen, Das et al.
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2012, #108]. Die PKC wird durch eine Vielzahl von Hormonen (beispielsweise Adrenalin und
Angiotensin), Wachstumsfaktoren (beispielsweise dem Epidermal Growth Factor (EGF) oder

Insulin) und Neurotransmittern (beispielsweise Dopamin und Endorphin) aktiviert.

Eine verdnderte RKIP Expression kann weitreichende physiologische Folgen nach sich
ziehen. So wurde unter anderem eine verminderte RKIP Expression bei Alzheimer-Patienten
beobachtet [Okita, Matsukawa et al. 2009, #109]. Bei erhohter RKIP Expression konnte eine
geringere Metastasierungsrate von Adenokarzinomen der Brust beobachtet werden [Dangi-
Garimella, Yun et al. 2009, #110]. Zudem geht eine erhdhte RKIP-Expression mit einer
erhohten kardialen Kontraktilitit bei gesteigerter Calciumfreisetzung in Kardiomyozyten
sowie einer beschleunigten Calciumwiederaufnahme ins sarkoplasmatische Retikulum einher
[Schmid, Neef et al. 2015, #111]. Bei Asthma konnte durch eine kompetitive Hemmung von
RKIP eine gesteigerte Expression der Epitheliale 15-lipoxygenase 1 beobachtet werden [Zhao,
O'Donnell et al. 2011, #112].

Ligand
GPCR
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PRC ERK 1/2

Abbildung 4: RKIP hemmt Rafl oder GRK2 abhiingig von seinem Phosphorylierungsstatus.

Unter basalen Bedingungen inhibiert das Raf Kinase Inhibitor Protein (RKIP) Rafl und damit die Aktivierung der
Rafl/MEK/ERK-Kaskade. Nachdem RKIP durch Protein Kinase C (PKC) phosphoryliert wurde dissoziieren RKIP und
Rafl. RKIP inhibiert nun GRK2 und hemmt dadurch die Desensibilisierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren.

1.7 Raf-MEK-ERK Kaskade

Zu Beginn der 90er Jahre konnte durch biochemische und genetische Analysen die
Raf/MEK/ERK Kaskade als erster kompletter Signalweg von der Zellmembran zum Zellkern
aufgeklart werden. Extrazelluldre Stimuli wie Peptidliganden und Wachstumsfaktoren
aktivieren diesen Signalweg, iiber den die Genexpression im Zellkern reguliert und elementare
zelluldre Prozesse wie Wachstum, Differenzierung, Uberleben, Zellteilung und Zelltod
gesteuert werden [Antico Arciuch, Alippe et al. 2009, #113], [Kolch 2000, #114], [Kolch

2005, #115]. Extrazellulire Stimuli aktivieren iiber verschiedene Rezeptoren an der
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Zelloberflache die GTPase Ras, welche ihrerseits eine Kaskade aus drei Proteinkinasen
(mitogen-activated protein kinase, MAP-Kinase-Kaskade) aktiviert. Die Signaltransduktion
zeichnet sich durch sequenzielle Phosphorylierung und damit Aktivierung der
hintereinandergeschalteten Serin-/Threonin-Kinasen aus. Nach Aktivierung von Ras rekrutiert
dieses die MAP3 Kinase Raf an die Membran und aktiviert Raf. In der nun in Gang gesetzten
Kaskade aktiviert Raf die MAP2 Kinasen MEK1/2 durch Phosphorylierung, welche wiederum
die nachgeschalteten MAP Kinasen ERK1/2 phosphoryliert und damit aktiviert. ERK1/2
phosphorylieren Zielproteine im Zellkern, im Zytosol und an der Membran [Antico Arciuch,
Alippe et al. 2009, #113], [Van Aelst, Barr et al. 1993, #116]. Ras gehort zur Familie der
monomeren G-Proteine. Analog zur a-Untereinheit heterotrimerer G-Proteine sind mit GTP
beladene monomere G-Proteine aktiv und konnen in dieser Konfiguration Zielproteine
aktivieren; mit GDP beladene G-Proteine sind inaktiv. Der Austausch von GDP gegen GTP
erfolgt durch Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (Guanine Nucleotide Exchange Factor
(GEF)). Bei heterotrimeren G-Proteinen wirkt der Rezeptor als GEF, bei Ras iibernimmt der
Nukleotid Austauschfaktor Son of Sevenless (SOS) den Austausch von GDP gegen GTP.
Unstimuliert liegt SOS im Komplex mit dem Adapterprotein growth factor receptor bound
protein 2 (GRB2), einem SH2-Dominen-Protein, im Zytosol vor. Die Phosphorylierung der
Rezeptortyrosinkinase bewirkt eine Rekrutierung von GRB2 und SOS zur Zellmembran, wo
SOS mit dem, {iber einen Lipidanker in der Zellmembran verankerten Ras interagieren kann.
Nach Austausch von GDP gegen GTP kann Ras die MAP-Kinase-Kaskade aktivieren
[Margolis and Skolnik 1994, #117]. Neben der beschriebenen Signalkaskade konnten Kolch
et al. einen phosphorylierungsunabhéngigen hemmenden Einfluss von Raf auf pro-

apoptotische zelluldre Signalwege zeigen [Kolch 2005, #115].

Mitglieder der Ras Familie zdhlen zur Familie der Protoonkoge und zeigen in 20 % aller
humanen Tumore onkogene Mutationen [Montagut and Settleman 2009, #118], [Maurer,
Tarkowski et al. 2011, #119]. Raf- und MEK Inhibitoren werden derzeit in klinischen Studien
getestet. Ein zelleigener Inhibitor der Raf/MEK/ERK-Kaskade ist wie in Kapitel 1.6 erldutert
RKIP.

Die ergotrope Wirkung bei Aktivierung des sympathischen Nervensystems wird am Herzen
durch Aktivierung der B-AR vermittelt. Hier spielen die Liganden Noradrenalin als
Neurotransmitter und Adrenalin als Hormon eine bedeutende Rolle. Eine Aktivierung der -

AR Rezeptoren setzt eine Signalkaskade in Gang, die unter anderem die Ausschiittung von

16



Calcium in Kardiomyozyten auslost und damit die Kontraktion einleitet. Die Abldufe und

Mechanismen der kardialen Kontraktion werden in den folgenden Kapiteln beleuchtet.

1.8 Kontraktion von Kardiomyozyten

Die Herztitigkeit wird unter anderem durch Inotropie, Chronotropie und Lusitropie
beschrieben. Mechanische Herzaktionen ermdglichen die Pumpleistung des Herzens wodurch
ein Organismus mit Sauerstoff versorgt werden kann. Im Folgenden wird die Arbeitsweise
und Regulation der Herzmuskulatur néher betrachtet. Unter elektromechanischer Kopplung
versteht man, dass ein elektrischer Reiz, das Aktionspotential, eine mechanische Antwort, die

Kontraktion, ausldst [Niggli and Lipp 1995, #120].

Pty

Abbildung 5: Ruhe- und Kontraktionszustand

Aufbau eines Sarkomers: Aktinfilamente (braun), Myosinfilamente (rot) a) im Ruhezustand, b) Anordnung von Aktin-
und Myosinfilamenten zueinander. Die Bewegungsrichtung der Aktinfilamente wird anhand der Pfeile dargestellt.
Modifiziert nach [Liillmann-Rauch 2009, #121]

Aktinfilamente bestehen aus zwei helikal miteinander verwundenen Aktineinzelfaden, die
ihrerseits lineare Proteinpolymere des kugelformigen Proteins Aktin darstellen [Sellers and
Adelstein 1987, #122]. Ebenfalls Bestandteil der Aktinfilamente ist das Regulatorprotein
Troponin: nach sieben Aktinmolekiilen folgen drei Troponinpeptide, die zusammen mit

Tropomyosin die Muskelkontraktion regulieren.
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Troponin

-

Tropomyosin

Abbildung 6: Schematischer Aufbau Aktinfilament
Aktinfilamente (braun) mit Tropomyosin (griin) und dem Regulatorprotein Troponin (gelb)

Bei zytosolischen Ca?*-Konzentration < 10”7 mol/l verhindert Tropomyosin eine Verbindung
zwischen Myosinkopfchen und Aktinfilament im relaxierten Muskel. In Folge einer
elektrischen Erregung der Muskelzelle steigt die zytosolische Ca** Konzentration und Ca?*
bindet an Troponin. Durch eine Konformationsédnderung werden die Tropomyosinfiden
starker in die Furche der Aktin-Helix gezogen, wodurch Bindungsstellen zwischen Aktin und
Myosin freigegeben werden [Herzberg and James 1985, #123], [Adelstein and Eisenberg
1980, #55].

1.8.1 Der Querbriickenzyklus

Das Myosinkdpfchen besitzt ATPase-Aktivitdit und nutzt die aus der Spaltung von
Adenosintriphosphat (ATP) gewonnene Energie um sich aufzurichten. Im 90° Winkel kann es
sich an eine nun zugingliche Bindungsstelle des Aktinfilamentes anlagern und es kommt zur
Querbriickenbildung. AnschlieBend neigt sich das Myosinkopfchen um 45° und zieht das
Aktinfilament in Richtung Sarkomermitte. Durch die Lagednderung des Myosinkdpfchens
andert sich dessen Konformation, wodurch ein neues ATP-Molekiil gebunden werden kann.
Bei erneuter Bindung von ATP 16st sich die kurzzeitige chemische Bindung zum
Aktinfilament und der Querbriickenzyklus kann erneut beginnen. Die Kontraktion wird
beendet, wenn der intrazellulire Ca?*-Spiegel unter 10”7 mol/1 fillt [Schmidt, Lang et al. 2010,
#124].
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Ca? > 10° mol/l

Troponin

Tropomyosin
ATP

Abbildung 7: Querbriickenzyklus

1) Durch Spaltung von ATP richtet sich das Myosinkdpfchen auf. Freies intrazelluldres Calcium bindet an Troponin,
wodurch die Bindungsstellen des Aktinfilamentes dem Myosinkdpfchen zugénglich gemacht werden. 2) Das
Myosinkdpfchen geht mit dem Aktinfilament eine chemische Bindung ein und neigt sich um 45°, wodurch das
Aktinfilament zur Sarkomermitte gezogen wird. Durch die Konformationsidnderung kann erneut ATP binden und sich
das Myosinkdpfchen vom Aktinfilament 16sen. 3) Bei ausreichender intrazelluldrer Ca?* Konzentration kann der Zyklus
erneut beginnen, ansonsten verharrt das System in Ruhestellung.
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Extrazellulir liegt die Ca?*-Konzentration bei 10~ *mol/1 bis 20~°mol/l. Intrazellulir betriigt die
Ca?*-Konzentration bei einem Kardiomyozyten in Ruhestellung 107°mol/l und kann bei
Kontraktion auf 10°°mol/l ansteigen [Carafoli 1985, #125]. Die Oberfliche eines
Kardiomyozyten ist durch Einfaltungen, den sogenannten transversalen T-Tubuli, stark
vergrofBert, die tief in den Myozyten hineinragen. In der Zellmembran sind Transportsysteme
in Form von Pumpen und Kanélen integriert, die den Calciumhaushalt regulieren. Der
Calcium-Einstrom in die Zelle erfolgt iiber spannungsabhidngige Calcium-Kanédle oder den
Natrium/Calcium-Austauscher (englisch Na'/Ca’* exchanger (NCX)) [Janczewski and
Lakatta 1993, #126]. Zu Beginn jedes Herzschlages erhoht sich die intrazelluldre
Calciumkonzentration um das Zehnfache. Dabei wird Calcium hauptséchlich aus dem SR iiber
den RyR2 in das Zytosol abgegeben. AnschlieBend pumpt die SERCA2a Calcium in das SR,

wodurch die zytosolische Calciumkonzentration absinkt und die Kardiomyozyten relaxieren.

Transmembranéirer Calciumeinstrom in den Kardiomyozyten

Wihrend eines Aktionspotentials wird der Calciumeinstrom in den Kardiomyozyten
vorwiegend durch Calciumkanile bestimmt. Neben dem L-Typ Calciumkanal, welcher den
Calciumeinstrom maBgeblich beeinflusst, sind auch Calciumkandle vom T-Typ bekannt, die
ebenfalls zum Calciumeinstrom in einen Kardiomyozyten beitragen. Der L-Typ Calciumkanal
gilt als der klassische Calciumkanal am Herzen, wodurch er im Fokus zahlreicher
Untersuchungen stand [Campbell, Giles et al. 1988, #127]. Der Calciumeinstrom durch den
L-Typ Calciumkanal kann durch B-adrenerge Stimulation wund anschlieende
Phosphorylierung des Kanals gesteigert werden [Hess 1988, #128]. Der im Sarkolemm
befindliche NCX transportiert wahrend der Diastole Calcium im Austausch gegen drei
Natrium aus der Zelle hinaus. Treibende Kraft ist hierbei der Natrium-Gradient iiber die
Membran. Dieser wird iiber die Natrium/Kalium-ATPase aufrecht erhalten. Ublicherweise
wird durch den NCX Calcium von intra- nach extrazelluldr befordert. Bei einem starken
Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration kann sich die Transportrichtung des NCX
auch dndern, er befindet sich dann im ,,reversed mode‘ und kann Calcium-Ionen in die Zelle
transportieren [Goldhaber and Philipson 2013, #129]. Die Calcium-ATPase transportiert
Calcium unter ATP-Verbrauch aus der Zelle. Aufgrund ihrer langsamen Kinetik ist sie fiir die
langfristige Calciumkonzentration, weniger aber fiir den Calciumtransport innerhalb eines

Kontraktionszyklus, von Bedeutung [Caroni and Carafoli 1980, #130].

20



Intrazellulire Calciumregulation

Das SR ist ein spezialisiertes endoplasmatisches Retikulum von Muskelzellen. Es besteht aus
longitudinalen L-Tubuli und terminalen Zisternen, die mit den T-Tubuli des Sarkolemm in
Verbindung stehen. Das SR ist ein intrazelluldrer Calciumspeicher; seine Funktion besteht in
Speicherung und Freisetzung von Calcium. Als weitere zelluldre Calciumspeicher werden
Mitochondrien und der Zellkern in Betracht gezogen [George J Siegel 1999, #131]. In der
Membran des SR befinden sich mindestens zwei fiir den Calciumhaushalt wichtige Proteine:
die SERCA sowie Ryanodinrezeptoren. Die SERCA ist im Herzen durch ihre Isoform
SERCA-2 vertreten. Sie befindet sich hauptséchlich in den L-Tubuli des SR und transportiert
durch Spaltung eines ATP-Molekiils zwei Calcium-lonen in das SR. Die SERCA ist
hauptverantwortlich fiir den Abtransport intrazelluldren Calciums in den Calciumspeicher
wiéhrend der Diastole [Schatzmann 1989, #132]. Hauptregulator fiir die Calcium-Aufnahme
in das SR ist das Protein PLN. PLN inhibiert die SERCA abhingig von seinem
Phosphorylierungsstatus. PLN kann durch die cAMP-abhidngige PKA und die CaMKII
phosphoryliert werden. Dadurch dissoziiert PLN von SERCA und iibt keinen inhibitorischen
Effekt aus [Karczewski, Kuschel et al. 1997, #63]. Ryanodin-Rezeptoren sind Kanéle, durch
welche Calcium wiéhrend der Systole aus dem SR freigesetzt werden kann. Sie sind
hauptsédchlich an den terminalen Zisternen des SR lokalisiert [Inui, Saito et al. 1987, #133].
Bereits submikromolare Konzentrationen an Calcium oder Koffein wirken aktivierend auf den

Ryanodinrezeptor [Kim, Sreter et al. 1984, #134].
Calciumzyklus eines Kardiomyozyten

Die elektromechanische Kopplung im Herzen wird durch eine Calcium-induzierte Freisetzung
von Calcium aus dem sarkoplasmatischen Retikulum realisiert [Fabiato 1983, #135]. Die
Oberfldche eines Kardiomyozyten ist durch Einfaltungen, sogenannten transversalen T-
Tubuli, stark vergroBert und steht in enger raumlicher Beziehung zu den terminalen Zisternen
des sarkoplasmatischen Retikulums, wodurch die sarkoplasmatischen Calciumkanéle in
unmittelbarer Néhe der Ryanodinrezeptoren liegen. Bei einem Aktionspotential 6ffnen sich
die spannungsabingigen Calciumkanile im Sarkolemm — es stromt Calcium ins Zellinnere. In
geringem Umfang konnen auch NCX hierzu beitragen [Barry and Bridge 1993, #136],
[McDonald 1982, #137]. Durch diesen Calciumeinstrom werden die Ryanodinrezeptoren
aktiviert, welche grofle Mengen Calcium aus dem SR ins Zytosol entlassen [Fabiato 1983,
#135]. Das freigesetzte Calcium bindet an Troponin und ermoglicht die Kontraktion in der

Systole. Gleichzeitig inhibiert ein erhohter intrazelluldrer Calciumspiegel sarkoplasmatische
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Calciumkanile und sorgt durch diesen negativen Riickkopplungsmechanismus fiir eine

Beendigung des Signals [Bassani, Yuan et al. 1995, #138].

In der Diastole kommt es durch einen Abfall des intrazelluliren Calciumspiegels zur
Beendigung der Kontraktion. Zytosolisches Calcium wird hauptséchlich liber die SERCA ins
SR transportiert, der NCX und die sarkolemmale Calcium-ATPase transportieren Calcium in

den Extrazellularraum [Bers and Bridge 1989, #139], [Janczewski and Lakatta 1993, #126].

22



1.9 Ziel dieser Arbeit

Abhingig von seinem Phosphorylierungsstatus reguliert RKIP als Kinaseinhibitor verschiedene
Signalwege. In unphosphoryliertem Zustand ist RKIP ein Raf-Inhibitor und nimmt durch
Hemmung der Raf/MEK/ERK Kaskade Einfluss auf Zellproliferation und —iiberleben.

Es wurde gezeigt, dass eine Phosphorylierung von RKIP an S153 zu einer Hemmung der GRK2
fithrt und so einer Desensibilisierung von B-adrenergen Rezeptoren entgegenwirkt sowie zu einer
Kontraktionssteigerung des Herzens fiihrt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei mogliche
weitere Phosphorylierungsstellen von RKIP an S51 bzw. S52 untersucht. Erforscht wurde, ob eine
an Aminosdureposition 51 oder 52 phosphorylierungsdefiziente RKIP Mutante in
Kardiomyozyten ebenfalls ein veridndertes Kontraktionsverhalten zeigt. Dieser Arbeitshypothese
liegt der Gedanke zugrunde, dass eine Phosphorylierung an der Aminosdureposition 51 oder 52
die Phosphorylierung an Position S153 allosterisch beeinflussen kann und somit die positiv

inotrope Wirkung einer RKIP-Uberexpression herabsetzt oder steigert.

Dazu wurden experimentelle Modelle etabliert, um die Kontraktion neonataler
Rattenkardiomyozyten quantitativ anhand von Spontankontraktionen als auch qualitativ anhand
des Calcium cyclings darzustellen. AnschlieBend wurden neonatale Rattenkardiomyozyten mit
wildtypischem RKIP oder phosphorylierungsdefizienten RKIP Mutanten transduziert und in
ihrem Kontraktionsverhalten vergleichend analysiert. Fiir die Phosphorylierung von S51 und S52
postuliert eine Kooperationspartnerin einen PKA-vermittelten "Feedback"-Mechanismus. Um zu
tiberpriifen ob die PKA RKIP an S51 bzw. S52 tatsdchlich phosphoryliert wird, wurden an NRCM

Kontraktionsmessungen durchgefiihrt.

Da auch eine Phosphorylierung an S51 oder S52 ohne Einfluss auf die Kontraktilitdit moglich
erscheint wurde in einem in vitro Kinase Assay eine mogliche Phosphorylierung durch die PKA
oder PKC mit radioaktivem [y-?P]-ATP durchgefiihrt. Untersuchungsgegenstand war es
herauszufinden, ob PKA und/oder PKC RKIP im diskutierten Phosphorylierungsmotiv
phosphorylieren. Als Substrate wurden Wildtyp RKIP sowie eine, an der bekannten
Phosphorylierungsstelle S153 phosphorylierungsdefiziente, RKIP Mutante eingesetzt.
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2 Material

Sofern nicht anders angegeben wurden alle Laborchemikalien im analytischen Reinheitsgrad
von den Firmen AppliChem (Darmstadt) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bezogen. Kits
oder methodenspezifische Chemikalien werden bei ihrer Verwendung im folgenden Kapitel
genannt. Als Losungsmittel diente, sofern nicht anders angegeben, mehrfach destilliertes

Wasser.

2.1 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Liste der verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien Bezugsquelle
Amicon® Ultra Zentrifugenfiltereinheiten Millipore
Chromatographiepapier Hartenstein
Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran GE Healthcare/Hartenstein
Entwicklungslosungen fiir Autoradiographiefilme Sigma-Aldrich
Nickel-Nitrilotriessigsdure (Ni-NTA)-Agarose Quiagen
Protein-A-Sepharose GE Healthcare
Chromatographiesidulen Biorad
Rontgenfilm Fujifilm
Zellkulturschalen Nunc

2.2 Kits

Tabelle 3: Liste der verwendeten Kits
Anwendung Bezeichnung Hersteller
Proteinbestimmung von Lysaten BCA Protein Assay Kit® Pierce
Detektion von Westernblots gg;gigs@])etecuon g]ezal theare
Expressionsvektor pcDNAT™3 Invitrogen™
2.3 Geriite

Tabelle 4: Liste der verwendeten Geréte

Geriit Hersteller
B-Szintillationszdhler LB 122 Berthold
Axiovert 135 ZEISS

PMI Personal Molecular Imager Bio-Rad
Sreen Eraser — K Bio-Rad
Imaging Screen K Bio-Rad
Infrarotlampe 150W Philips
AE31 Motic
Hyperswitch IonOptix

Set zur Kontraktilitdtsmessung IonOptix
Minipuls 2 Gilson

LE-70 Ultrazentrifuge BECKMAN
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Rotanta 96R Hettich
SPECTRAmax Plus 384 Molecular Devices
Ultra-turrax IKA Labortechnik

2.4 Substanzen

Tabelle 5: Liste der verwendeten Chemikalien

Substanz Hersteller
2-Mercaptoethanol Merck
2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsiure

(HEPES) Applichem
5-Bromo-2-deoxyuridin (BrdU) Sigma
Acrylamid 30% Roth

Agar Applichem
Agarose Applichem
Albumin (Fraktion V) Applichem
Ammoniumpersulfat Sigma
Ampicillin Applichem
Bromophenolblau Applichem
CaCl, Applichem
Deoxyribonuclease (DNase) Sigma
Dextrose (+ D-Glucose) Applichem
Dimethylsulfoxid (DMSO) Applichem
Ethanol Sigma-Aldrich
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) Merck
Fetales Kélberserum (FCS) Biochrom
Fura 2 Invitrogen
Glycerol Applichem
Glycin Applichem
H>02 (30% v/v) Applichem
Isoproterenol Sigma
Kanamycin Applichem
KCl Applichem
Luminol Alexis
Methanol Sigma
MgCl Applichem
Minimum essential medium (MEM) Sigma
NacCl Applichem
NaOH Applichem
Natriumdodecylsulfat (SDS) Applichem
NP40 Sigma
Penicillin/Streptomycin PAN Biotech GmBH
PeqGOLD Protein-Marker 111 Peqlab
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma
Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) PAN Biotech GmBH
Polylysin Sigma
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma

Tris Applichem
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Triton X-100
Trockenmilchpulver
Trypanblau 0.4 % (m/v)
Tween 20

Vitamin B12
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

Zellen, die aus einem Gewebe isoliert und in einem Ndhrmedium auBerhalb des Organismus
kultiviert werden, bezeichnet man als Primérzellen. Sie spiegeln als Zellkultur das Verhalten
ihres Ursprungsgewebes besser wider als Zellen, die immortalisiert wurden [Kaur and Dufour

2012, #140].
3.1.1 Priparation und Kultivierung neonataler Rattenkardiomyozyten

Die neonatalen Rattenkardiomyozyten (NRCM) wurden aus 1-2 Tage alten Sprague Dawley
Ratten (Elevage Janvier, Le Genest St. Isle, Frankreich) gewonnen. Die Priparation und das
Aussiden der Zellen wurde von Nadine Yurdagiil-Hemmrich durchgefiihrt. Unmittelbar nach
Entnahme wurden die Herzen in eisgekiihlten, sterilen CBFHH Puffer iiberfiihrt, dem
Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 pg/ml) beigesetzt wurde. Unter einer Sterilbank
wurden die Herzkammern von den Vorhofen isoliert, zunidchst mit einer feinen Schere
mechanisch zerkleinert und anschlieBend in 15 ml DNAse-haltiger Trypsinldsung in einem
Becherglas unter stindigem Umriihren enzymatisch verdaut. Durch die zugesetzte DNAse
wurde ein Verklumpen der Einzelzellen durch die wihrend des Verdaus freigesetzte DNA
minimiert [Steinberg 1963, #141]. Alle 10 Minuten wurde der zellhaltige Uberstand
abgenommen und in Fetal Calf Serum (FCS) {iberfiihrt um den enzymatischen Verdau zu
stoppen, wobei der erste Verdau (Vorverdau) verworfen wurde um Zelltriimmer und tote

Zellen, die bei der mechanischen Zerkleinerung angefallen waren, auszusortieren.

CBFHH-Puffer (Calcium and Bicarbonate-free

Hanks with HEPES)

NaCl 136,90 mM
KCI 5,36 mM
MgSO04x(H20)7 0,81 mM
Dextrose 5,55 mM
KH>PO4 0,44 mM
NaHPO4x(H20)7 0,34 mM
HEPES 20,00 mM
pH 7,4
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Trypsinlésung

DNAse Losung

Nach Abschluss des enzymatischen Verdaus wurden die gesammelten, sich in Suspension
befindlichen, Kardiomyozyten fiir 10 Minuten zentrifugiert (700 x g, Raumtemperatur) und die
Zellpellets in Minimum essential medium (MEM), versetzt mit 5 % (v/v) FCS, Penicillin (100
U/ml), Streptomycin (100 pug/ml) und L-Glutamin (2 mM), resuspendiert. Mit einem Zellsieb
(40 um) wurden verbliebene, unverdaute Gewebsreste abfiltriert. Die Separation der einzelnen
Zelltypen wurde mittels Preplating realisiert. Dabei wurde die Zellsuspension auf

unbeschichteten Zellkulturschalen eine Stunde lang bei 37 °C und 1 % CO- inkubiert. (Analog

Trypsin

DNAse Losung

Penicillin

Streptomycin

KH>PO4
CBFHH

DNAse
NaCl

1,36 mg/ml
0,8 % (v/v)
100 U/ml
100 pg/ml
0,44 mM
0,34 mM

2 mg/ml
0,15M

zum Vorgehen bei [Lorenz, Lohse et al. 2003, #106]).

MEM

Da Kardiomyozyten gegeniiber den iibrigen Zellen eine lange Anheftungszeit besitzen,
verbleiben erstere im Uberstand, wihrend sich Nichtkardiomyozyten (kardiale Fibroblasten,

glatte Muskelzellen sowie Endothelzellen) sich auf dem Schalenboden absetzen [Chlopcikova,

MEM
NaHCO»

pH

Vitamin B12

Psotova et al. 2001, #142].

Der Uberstand, welcher die priparierten neonatalen Kardiomyozyten enthielt, wurde

abgenommen, eine Probe 1:1 mit einer 4 %igen (m/v) Trypanblau-Losung versetzt und die

10,5¢

4,2 mM
7,3

0,1 % (v/v)



Zellzahl mittels einer Fuchs-Rosenthal-Zéhlkammer bestimmt. Durch Trypanblau werden

avitale Zellen angefarbt, wodurch vitale Zellen ermittelt werden konnen [Tennant 1964, #143].
3.1.2 Deckgliser

Fiir eine spitere Calciumtransientenmessung wurden 8 Deckglédser (25 x 25 mm), Dicke 1
(CORNING) jeweils mit einem Fettstift (ImmEdge™ PEN - Vector Laboratories) rechteckig
umrandet und in einer Zellkulturschale (5 cm Durchmesser) platziert. Beide wurden

anschliefend unter einer Sterilbank tiber 20 Minuten mittels UV Licht desinfiziert.

<~
>v

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus

Anschlieend wurde auf dem Deckglas mittig ca. 50 ul Polylysin appliziert. Bei Polylysin
handelt es sich um ein positiv geladenes Polymer, welches durch elektrostatische Interaktion
mit den negativ geladenen Ionen der Zellmembran die Anheftung von Zellen an mit Polylysin
beschichteten Oberflichen begiinstigt [Mazia, Schatten et al. 1975, #144]. Nach 20 Minuten
wurde das Polylysin abgenommen und durch DBPS Puffer ersetzt. AnschlieBend erfolgte das
Aussiden der Zellen durch Nadine Yurdagiil-Hemmrich (160 000 Zellen pro Deckglas in 200
ul MEM Medium (5 % FCS)). Nach 6 Stunden konnte von einer Anheftung der NRCM am
Deckglas ausgegangen werden und die Zellkulturschale wurde vorsichtig mit 5 ml MEM

Medium (5 % (v/v) FCS) aufgefiillt.
3.1.3 12-Nipfchen Platte

Fiir die spitere Herstellung von Proteinlysaten aus NRCM wurden 12 Népfchen Platten, wie
beschrieben, mit Polylysin behandelt und 500 000 NRCM/Népfchen durch Nadine Yurdagiil-
Hemmrich in 5% FCS MEM ausgesit.
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3.1.4 96-Nipfchen Platte

Die 96-Népfchen Platte wurde gemall Abbildung 9 mit Polylysin behandelt, welches nach 20
Minuten mit DBPS Puffer substituiert wurde. Die umliegenden Napfchen wurden mit Wasser

befiillt, rechts und links wurde jeweils ein Temperaturfiihler (DS1820) platziert.
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Abbildung 9: Bestiickung 96-N:ipfchen Platte

Das Aussden der Zellen erfolgte durch Nadine Yurdagiil-Hemmrich (30 000 Zellen pro
Népfchen in 200 pl MEM Medium (5 % FCS)).

3.2 Herstellung der Adenoviren und Transduktion NRCM

Alle in dieser Arbeit verwendeten Viren wurden von Nadine Yurdagil-Hemmrich unter
Verwendung des Gateway-Systems (Invitrogen) unter Vorgaben des Herstellers erzeugt. Zwei

Austauschreaktionen bilden die Basis dieses Systems.
3.2.1 Transduktion

Zur adenoviralen Infektion wurden die NRCM fiir 20 Stunden (96 - und 12-Népfchen Platten)
bzw. 44 Stunden (Deckglas) in 5 % FCS-haltigem MEM Medium kultiviert und anschlieend
mit Adenoviren infiziert. Zur Transduktion wurde eine Viruskonzentration mit einer
Verdiinnung von 1:4 x 10* oder 1:5 x 10* Verdiinnung auf die Zellen gegeben. Nach 12
Stunden erfolgte ein Mediumwechsel auf 5 % FCS MEM (96-Népfchen Platten) bzw. 1% FCS
MEM (Deckglédser, 12-Népfchen Platten). Dreilig Stunden nach dem zweiten
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Mediumwechsel war, wie in Kontrollblots gezeigt, eine ausreichende Proteinexpression der

eingebrachten Mutante erreicht und es konnte mit den Messungen begonnen werden.
3.2.2 Expression von Proteinen in E. coli

Bis zum Versuchsbeginn wurden die kompetenten E. coli bei -80°C gelagert.
Fiir die Transformation des E. coli Stammes BL21 wurden 200 pl Zellsuspension mit 200 ng
Plasmid-DNA {iber 20 Minuten auf Eis inkubiert. Die Transformation der Bakterien erfolgte
durch Hitzeschock bei 42 °C {iiber einen Zeitraum von 50 Sekunden und sofortiger
anschlieender einminiitiger Kiithlung auf Eis. Nach Zugabe von 900 pl LB-Medium erfolgte
die Inkubation iiber einen Zeitraum von 50 Minuten bei 37 °C. Die transformierte
Bakterienkultur wurde bei 5000 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet im
verbliebenen Restpuffer resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen auf Ampicillin-
haltigem LB-Agar-Medium (1,5 % Agar in LB Medium) ausgestrichen und iiber Nacht bei
37 °C inkubiert.

LB-Medium Peptone 16 g/l
Hefe 10 g/l
NaCl 5¢/1
LB-Platten Agar 12 g/l

Ampicillin 0,01 % (m/v)

Ein Volumen von 10 ml LB-Medium, versetzt mit 10 pl Ampicillin, wurde mit einer gepickten

Bakterienkultur angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C und 180 rpm geschiittelt.

Die Bakterienanzucht erfolgte in einem 1 Liter Erlenmeyerkolben in 400 ml Ampicillin-
haltigem (1:1000) LB-Medium. Die Kulturen wurden mit 4 ml der Ubernachtkultur angeimpft
und bei 37 °C im Schiittler bei 180 rpm bis zum Erreichen einer ODgoo von 0,4 inkubiert.
Durch Zugabe von 0,2 M Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG), welches bei BL21
Zellen den Lac-Repressor inaktiviert, wurde die Proteinsynthese gestartet [Daber, Stayrook et
al. 2007, #145]. Die Zellen wurden unter unveranderten Bedingungen fiir weitere 6 Stunden
inkubiert. Die Bakterien wurden abzentrifugiert (5000 rpm, 4 °C, 10 Minuten), in Stickstoff

schockgefroren und bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C gelagert.

31



3.2.3 Proteinreinigung

Puffer

Puffer 1 20 mM Tris + 300 mM NacCl + 1:2000 3-Mercaptoethanol

Puffer 2 20 mM Tris + 500 mM NaCl + 1:2000 B-Mercaptoethanol

pH 7,6
Die Bakterienpellets wurden auf Eis aufgetaut und in 15 ml Puffer 1 resuspendiert. Fiir den
Zellaufschluss wurde die Suspension unter stindiger Kiihlung sonifiziert (Bandelin Sonoplus
HD200; 3 Mal 15 StoBe, MS 72/D, 30 %). Die Suspension wurde in einer Ultrazentrifuge
(Beckman L70) bei 40 000 rpm, 4 °C unter Vakuum 60 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand anschlieBend sofort in eisgekiihlte 15 ml Falkons iiberfiihrt. Die Aufreinigung
erfolgte mittels einer Nickel-Nitrilotriacetat-Affinitdtschromatographie. Mit Histidinen
markierte Proteine sind in der Lage zweiwertige Kationen wie Ni*>* zu komplexieren. Bei der
Nickel-Nitrilotriessigsdure Chromatographie (Ni-NTA-Chromatographie) sind zweiwertige
Nickel-Kationen an NTA gebunden, welche ihrerseits an die Agarosematrix gekoppelt ist.
Histidinreste der rekombinanten Proteine kdnnen an die freien Bindungsstellen des Ni**-Ions
iiber ihre Imidazolringe binden, wodurch sie immobilisiert werden. Imidazol, Bestandteil der
Seitenkette des Histidins, geht mit Nickelionen ebenfalls eine Bindung ein und kann, in
hoheren Konzentrationen durch kompetitive Verdrangung, zur Freisetzung der gebundenen
Proteine (Elution) verwendet werden. Zur Aufreinigung der rekombinanten Proteine wurden
Saulen (Poly-Prep Chromatography Columns — Bio-Rad) mit ca. 1,5 ml Ni-NTA Agarose
(Qiagen) befiillt und mit Puffer 1 dquilibriert. AnschlieBend wurde die Proteinsuspension auf
die Sdulen tiberfiihrt. Die Séule wurde anschlieBend fiinfmalig mit Puffer 2 und dreimalig mit
Puffer 1 mit je 10 ml gewaschen. AnschlieBend wurde das Sdulenmaterial mit 2 ml 150 mM
Imidazol (gelost in Puffer 1) versetzt und fiir eine Stunde bei 4 °C rotiert. Durch kompetitive
Verdrangung wurde das Polyhistidin-markierte Protein freigesetzt. Das Protein wurde in einen
Amicon Ultra Zentrifugal Filter (Millipore) eluiert, die Probe aliquotiert, in Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Die Proteinkonzentration wurde mittels BCA-Kit
(siehe 2.2) untersucht und die Reinheit iiber SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie

Féarbung kontrolliert.
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3.3 Quantifizierung der Proteinexpression

3.3.1 Probengewinnung

Zur Herstellung von Proteinlysaten aus NRCM wurden jeweils 500 000 Zellen/Népfchen auf
einer 12-Nipfchen Platte ausgesét. Die Lysate wurden 30 Stunden nach Behandlung mit
Adenoviren oder anderen Substanzen hergestellt. Nach Absaugen des Mediums wurden
150 pl eisgekiihlter Auftragspuffer zugegeben und die Zellen 15 Minuten bei 4 °C lysiert. Im
Anschluss wurde der Zellrasen abgeschabt und sonifiziert (Bandelin Sonoplus HD200; 3
StoBe, MS 72/D, 30 %). Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben bei —20 °C gelagert.

3.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Messung der Proteinkonzentration erfolgte photometrisch mit dem BCA Protein Assay
Kit® (Pierce). Das System beruht auf einer Reduktion von zweiwertigem Kupfer in alkalischer
Losung zu einwertigem Kupfer, welches dann mit zwei Molekiilen Bicinchoninsdure (BCA)
und dem Protein in einer Komplexreaktion einen violetten Farbstoff bildet. Dieser kann
photometrisch bei 562 nm in einer Extinktionsmessung (SPECTRAmax Plus 384, Molecular
Devices) vermessen werden. Zur Bestimmung der Proteinmenge wurde eine Standardreihe
mit bekannter BSA-Konzentration mit vermessen. Alle Proben wurden in Triplikaten auf einer

96-Népfchen Platte aufgetragen.
3.3.3 SDS-Polyacrylamidgelektrophorese

Bei der Gelelektrophorese wandern geladene Teilchen in einem durch Gleichspannung
erzeugten elektrischen Feld, wobei das Gel als Trigermedium fiir die zu untersuchenden
Proteine fungiert. Die Gelmatrix, welche aus den Monomeren Acrylamid und N,N‘-
Methylenbisacrylamid besteht, ermoglicht die Auftrennung von Proteinen entsprechend ihrer
GroBe in einem Bereich von 10 — 200 kDa [Laemmli 1970, #146]. Dabei wirkt das Gel als
molekulares Sieb: seine Porengrofe bestimmt die Wanderungsgeschwindigkeit der zu
untersuchenden Proteine im elektrischen Feld. Die Porengrofie ldsst sich durch die
Mengenanteile der beiden Monomere steuern: ein vermehrter Einbau des bifunktionellen
Monomers N,N‘-Methylenbisacrylamid ermdglicht eine erhdhte Ausbildung von
Quervernetzungen zwischen den Polymerketten und fiihrt damit zu einer dichteren
Vernetzung. Neben den eingesetzten Monomeren entscheidet der Anteil der Monomere am
Gesamtvolumen des Gels liber die Porengrofe. In der vorliegenden Arbeit kamen 12,5 %-

SDS-Gele zum Einsatz.
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Die Polymerisierung wird durch Startradikale eingeleitet, welche aus einer Wechselwirkung
zwischen Ammoniumperoxodisulfat (APS) und TEMED hervorgehen: TEMED begiinstigt
den Zerfall von APS in Sulfatradikale, selbige entziechen TEMED ein Elektron und bilden
dadurch ein Startradikal [Werner A. Eckert 1997, #147].

Um Proteine ausschlieBlich nach ihrer Gro3e aufzutrennen, werden diese mit dem negativ
geladenen Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) behandelt und dadurch denaturiert.
Dadurch wird die Eigenladung des Proteins abgeschirmt und ein festes Ladungs-/Masse-

Verhiltnis gebildet.

Beim diskontinuierlichen Verfahren nach Laemmli [Laemmli 1970, #146] ist dem feinporigen
Trenngel ein groBporiges Sammelgel aufpolymerisiert — zudem unterscheiden sich Trenn- und
Sammelgel durch unterschiedliche pH-Werte. Beim Trenngel ist der pH-Wert auf pH 8.8,
beim Sammelgel auf pH 6,8 eingestellt. Der Elektrodenpuffer, welcher das Gel umflief}t,
besitzt, wie das Trenngel, einen pH-Wert von pH 8,8. Durch diesen Aufbau bewegen sich CI’
-lonen aufgrund ihrer Ladung und geringen GroBe, nach Anlegen einer Spannung, im
elektrischen Feld schnell, wihrend Glycinmolekiile bei den vorliegenden pH-Werten neutral
geladen sind und sich kaum fortbewegen. Zwischen den weniger beweglichen
Glycinmolekiilen und den mobilen Chloridionen entsteht ein Raum mit geringer Ionendichte
und damit einer geringeren elektrischen Leitfahigkeit. Da der Stromfluss iliber das gesamte
Gel konstant bleibt, bildet sich hier geméd dem ohmschen Gesetz ein hoherer
Spannungsgradient und damit ein besonders starkes elektrisches Feld, in welchem die SDS-
maskierten Proteine konzentriert werden. Im Trenngel liegen Glycinmolekiile aufgrund des
gednderten pH-Wertes negativ vor — sie liberholen hier die Proteine, wodurch in diesem
Bereich ein schwicheres elektrisches Feld vorliegt und die Proteine nach ihrer Grofle
aufgetrennt werden. Bei den hier vorgestellten Versuchen wurde der PeqGOLD Protein-

Marker III (Peqlab) eingesetzt.
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Ansatz fiir 12,5%ige Acrylamid Gele

Trenngel
~[ennsel Rotiphorese 30
(Acrylamid/Bisacrylamid 30 %/0,8 % (m/v)) 42 % (v/v)
4x Sammelgelpuffer
(0,5 M TRIS (pH 6,8) 0,4 % SDS (m/v)) 25 % (v/v)
TEMED 0,05 % (v/v)
APS (10% (m/v)) 0,655 % (v/v)
Sammelgel Rotiphorese 30
(Acrylamid/Bisacrylamid 30 %/0,8 % (m/v)) 12,5 % (v/v)
4x Trenngelpuffer
(1,5 M TRIS (pH 8,8) 0,4 % SDS (m/v)) 25 % (v/v)
TEMED 0,1 % (v/v)
APS (10 % (m/v)) 1% (v/v)
4x Sammelgelpuffer SDS 14 mM
Tris (3M), pH 8,8 50 % (v/v)
4x Trenngelpuffer SDS 14 mM
Tris (1 M) pH 6,8 50 % (v/v)
10x SDS Puffer Tris 250 mM
Glycin 2M
SDS 35 mM

3.3.4 Transfer von Proteinen (Western Blot)

Der Transfer der nach Molekulargewicht aufgetrennten Proteine vom Elektrophoresegel auf
eine Polyvinylidenfluorid- (PVDF-) Membran (Immobilon-P), erfolgte durch erneute
Elektrophorese. Die elektrisch negativ geladenen Proteine wandern im elektrischen Feld auf
die PVDF-Membran und werden dort durch hydrophobe und polare Wechselwirkungen mit
der Membranoberfliche immobilisiert. Die PVDF-Membran wurde 2 Minuten in Methanol
aktiviert, das zurecht geschnittene Trenngel auf die PVDF-Membran zwischen in Blotpuffer
eingeweichte Filterpapiere eingelegt und alle Luftblasen sorgfiltig entfernt. Der Transfer

erfolgte bei 100 V fiir 60 Minuten in einem Mini Trans-Blot Modul der Firma Bio-Rad.
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Transferpuffer

Tris 20 mM
Glycin 150 mM
Methanol 20 % (v/v)

3.3.5 Coomassie Farbung

Die aufgereinigte Probe wurde auf Eis mit eiskaltem PBS auf Konzentrationen von 2 pg/pl,
0,2 pg/pl und 0,02 pl verdiinnt und Ld&mmli im Verhiltnis 1:4 zugesetzt. AnschlieBend
wurden je 20 pl der Probe in ein 12,5 % SDS Gel pipettiert und 45 Minuten bei 200 V im
Polyacrylamidgel elektrophoretisch nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Darauthin
wurden Proteinexpression und Reinheitsgrad der Probe anhand einer Coomassie Farbung
gepriift. Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Gele 2 Stunden in der
Coomassie Losung geschwenkt und iiber Nacht entfarbt. Anschliefend wurde das Gel auf

einem, mit Cellophanfolie abgedeckten, Flachbettscanner (Canon 8800F) digitalisiert.

Coomassie-Losung: 0,025 % (m/v) Coomassie G-250

10 % (v/v) Essigsédure
Entfarber: 30 % (v/v) Methanol
5 % (m/v) Glycerin

3.3.6 Immundetektion immobilisierter Proteine

Nach Transfer auf die PVDF-Membran wurde das gewiinschte Protein durch Immundetektion
sichtbar gemacht. Um unspezifische Bindungsstellen abzusittigen wurde die PVDF-Membran

zunéchst fiir eine Stunde mit Blockmilch bei Raumtemperatur inkubiert.

Blockmilch
Milchpulver 5% (m/v)
NaCl 150 mM
Tris-HCI 10 mM (pH 7.,4)
Tween 20 0,1 % (v/v)
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Waschpuffer

Albumin Fraktion V 0,25 % (m/v)
NaCl 150 mM
Tris-HCl 50 mM (pH 7,4)
Nonidet P40 0,2 % (v/v)

Im Anschluss wurde der in bovine serum albumin (BSA) geldste Erstantikorper auf die
Membran gegeben und die Membran iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Durch wiederholtes
Waschen der Membran mit Waschpuffer wurden nicht-gebundene Erstantikorper entfernt.
Danach wurde die Membran mit einem, in BSA geldsten, gegen das IgG der ersten Spezies
gerichteten, Zweitantikorper fiir 60 Minuten inkubiert. AnschlieBend erfolgte abermals

mehrmaliges Waschen, um ungebundene Zweitantikorper zu entfernen.

Tabelle 6: Tabelle verwendeter primére und sekundirer Antikdrper

Primiire Antikorper

Epitop Spezies Verdiinnung Bezugsquelle Katalognr.
Gp (C-Terminus) Kaninchen 1:5000 Santa Cruz sc-378
RKIP E-17 (C- Ziege 1:2000  Santa Cruz = sc-5423
Terminus)

RKIP FL (AS 1-187)  Kaninchen 1:2000 Santa Cruz sc-28837

Phospho-RKIP (S153) Kaninchen 1:2000 Santa Cruz ~ sc-32622

Sekundire Antikorper

Epitop Spezies Verdiinnung Bezugsquelle Katalognr.
Ziegen IgG Esel 1:5000 Santa Cruz ~ sc-2020
Ratten IgG Ziege 1:7500 Dianova 111035144

Alle Zweitantikorper waren mit einer Meerrettichperoxidase konjugiert, die in der Lage ist
eine Fluoreszenzreaktion zwischen Luminol und Wasserstoffperoxid zu katalysieren. Die an
den zweiten Antikorper gekoppelte Peroxidase katalysiert eine Chemilumineszenzreaktion.

Dabei reagiert die Peroxidase mit dem Luminol der Entwicklungslosung und der als
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Verstirker fungierenden Cumarinsdure unter Bildung eines Chemilumineszenzsignals.
Emittierte Photonen sind in der Lage einen aufliegenden Fotofilm (Fuji Medical X-Ray Film)
zu schwirzen und so die Position des Antigens sichtbar zu machen [Ogata, Arakawa et al.
1983, #148]. Abhdngig von der Stirke des emittierten Chemilumineszenzsignals wird die
Expositionsdauer des Rontgenfilms in der Fotokassette gewdhlt. Die Intensitdten der einzelnen
Banden lassen Riickschliisse auf die Menge des detektierten Proteins zu und erlauben auf diese

Weise eine vergleichende Quantifizierung der Proteinbanden.

Entwicklerlosung
Losung Al 55 pl p-Cumarsédure (90 mM in DMSO)
Losung A2 125 pul Luminol (250 mM in DMSO)
Losung A1+A2 in 12,5 ml Tris-HCI (100 mM, pH 8,3) verdiinnen
7,5 ul H202 (30% (v/v)) in 12,5 ml Tris-HCI (100 mM
Losung B pH 8,3)

3.3.7 Proteinfarbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Zur Detektion von Proteinen auf Acrylamidgelen wurden diese mit Coomassie Brilliant Blau
angefarbt. Nach 30-miniitiger Farbung in Farblosung und anschlieBendem Entfernen der

Hintergrundfarbung mit Entfarbelésung konnte das Gel zur Dokumentation eingescannt

werden.
Coomassie Férbelosung Methanol 40 % (v/v)
Essigsédure 10 % (v/v)
Coomassie Blue R250 0,1 % (v/v)
Entfarbelosung
Methanol 40 % (v/v)
Essigsdure 10 % (v/v)

3.4 Messung der Spontankontraktilitit von NRCM

Der Einfluss von Wildtyp RKIP sowie den phosphorylierungsdefizienten RKIP Mutanten
RKIP%!Y und RKIPS*?Y auf Spontankontraktionen NRCM wurde anhand einer priparierten
96-Népfchen Platte (siehe 3.1.4) ermittelt. Hierfiir wurde mit einem Lichtmikroskop (Axiovert

135 — ZEISS) unter Verwendung eines 5 x Objektivs die spontan auftretenden Kontraktionen
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in einem Népfchen gezihlt. Anschlieend wurden die 3-Rezeptoren NRCM durch Zugabe von
50 nM Isoproterenol stimuliert. Nach zweiminiitiger Inkubationszeit wurden die binnen einer
Minute auftretenden Spontankontraktionen erneut gezdhlt. Um Temperaturdnderungen zu
vermeiden, welche das Messergebnis verfalschen konnten, wurde in den seitlichen, mit
destilliertem Wasser gefiillten, Néapfchen jeweils ein digitaler Temperatursensor DS1820
platziert. Eine Lampensteuerung regelte, abhdngig von der gemessenen Temperatur je eine
links- und rechtsseitig platzierte 150 W Infrarotlampe (Philipps). Dadurch konnte eine
konstante Temperatur von 33 °C gewahrleistet werden. Zusétzlich wurde nach jeder Messung

die Temperatur im Well mit einem Handthermometer (Testo 925) erfasst und vermerkt.

3.5 Photometrische Messung des intrazellulidren Calciumspiegels

Alle eingesetzten Puffer wurden vor Gebrauch im Wasserbad auf 37 °C erwidrmt. Die
Kardiomyozyten wurden einmalig mit 2,5 ml Ladepuffer gewaschen und fiir 15 Minuten mit
0,5 uM Fura 2 bei 37 °C und 1 % CO; inkubiert, erneut mit 2,5 ml Ladepuffer gewaschen und
die Petrischale mit 5 ml Ladepuffer aufgefiillt.

NaCl 137 mM
Ladepuffer KC1 5,4 mM

MgCl, 0,5 mM
Glucose 5,5 mM

CaCl, 1 mM

pH 7,39
Durchlaufpuffer NaCl 137 mM

KCl1 5,4 mM

MgCl, 0,5 mM
Glucose 5,5 mM
CaCl, 1,2 mM
pH 7,39

Fura2 ist ein Fluoreszenzfarbstoff zur nicht invasiven Darstellung des intrazelluldren
Calciumspiegels. Chemisch handelt es sich um einen Acetomethylester, welcher mit freiem
Calcium einen Chelatkomplex bildet. Das Anregungsmaximum (Excitation) von
ungebundenem Fura2 liegt bei 340 nm, im Komplex mit Calcium liegt das
Anregungsmaximum bei 380 nm. Das gemeinsame Emissionsmaximum befindet sich bei
510 nm. Fura 2 diffundiert ins Zytoplasma der Kardiomyozyten, wo endogene Esterasen die

Acetoxymethylestergruppe abspalten. Dadurch werden Calcium-bindenden funktionelle
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Gruppen aktiviert. Der Fluoreszenzfarbstoff ist nun in der Lage reversibel Calcium zu binden.
Gleichzeitig ist Fura 2 in der aktivierten Form nicht ldnger in der Lage die Zellmembran zu

permeieren, wodurch sich Fura 2 in der Zelle anreichert.

COK CO,K  COK COK

O @)
Ca* e) O @)
0 Ji: - ~— @
CHs3

CO.K Fura 2 Fura 2 - Ca?* Komplex

Abbildung 10: Konformationséinderung von Fura 2 bei Calciumbindung
Fura 2 ist ein Calciumindikator. Bei Calciumbindung kommt es zu einer Konformationsdnderung, wodurch Fura seine
photometrischen Eigenschaften dndert.
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Abbildung 11: Anregungs- und Emissionsspektren von Fura 2

Die Abbildung zeigt Anregungs- und Emissionsspektren von Fura 2 im freien Zustand und bei Calciumbindung.
Darstellung der Emission und Absorption in arbitrdren Einheiten. Die Grafik ist modifiziert mit freundlicher
Genehmigung von Molecular Devices.
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Abbildung 12: Konzentrationsabhéngige Fluoreszenz

Fluoresenzspektrum von Fura 2. Nach Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs wurde die Emission unter Verwendung
von acht Kalibrierldsungen mit unterschiedlichen Ca?>* Konzentrationen (0 — 39 pM) gemessen. Mit freundlicher
Genehmigung von Lifetechnologies.
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Fura 2 Emission 340 nm

Da der Calciumspiegel iiber den Quotienten ermittelt wird, konnen

Fura 2 Emission 380 nm

verfalschte Messwerte aufgrund unterschiedlicher intrazellulirer Anreicherung oder

Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffs weitgehend vermieden werden.
3.5.1 Versuchsaufbau

Die Fluoreszenzmessung erfolgte mit einem Mehrkomponentensystem von IonOptix
(IonOptix Corporation, Milton, MA, USA). Die Kontraktion der NRCM wurde durch einen
elektrischen Impuls ausgelost, dazu generierte ein Taktgeber (MyoPacer, lonOptix
Corporation, Milton, MA, USA) an zwei Elektroden ein elektrisches Feld (20 Hz, 20 Volt).
Das Deckglas wurde in ein inverses Mikroskop (AE31, Motic) eingespannt und mit auf 33 °C
erwdrmten Laufpuffer perfundiert (cFlow und mTCII, Cell MicroControls, Norfolk, VA,
USA). Auf der gegeniiberliegenden Seite wurde das Perfusat von einer Schlauchpumpe

(Minipuls2, Gilson) in einen Auffangbehélter gepumpt.
3.5.2 Erfassung intrazellulirer Calciumspiegel

Eine wechselnde Anregung von Fura 2 mit ultraviolettem Licht der Wellenlédnge 340 nm bzw.
380 nm wurde mit der lonOptix HyperSwitch Dual Excitation Light Source (IonOptix
Corporation, Milton, MA, USA) erreicht. Das Licht einer 75 W Xenon Lampe wurde durch
eine Sammellinse gebiindelt und auf einen schnell beweglichen Spiegel abgelenkt. Je nach
Position des Spiegels passiert das Licht ein optisches System mit Lichtfilter, welches nur
durchgéngig fir Licht der Wellenldnge 340 nm [Naghavi M #149] (Abbildung 13: Lichtwege
im Hyperswitch Pfad 1) oder Licht der Wellenldnge 380 nm [Naghavi M #149] (Abbildung
13: Lichtwege im Hyperswitch Pfad 2) ist. Anschlieend vereinen sich beide Pfade und das

Licht wird durch einen Fliissiglichtleiter zur Messkammer geleitet.
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beweglicher Spiegel

Kenon Lichtquelle Fliissi glichtleiter\

=Pfad 1
= Pfad 2

Abbildung 13: Lichtwege im Hyperswitch

Um Fura 2 in schnellem zeitlichem Wechsel mit UV Licht der Wellenlédnger 340 nm und 380 nm anregen zu kénnen wurde
ein Hyperswitch eingesetzt, dessen Lichtwege in obiger Abbildung dargestellt sind. Grafik modifiziert und mit freundlicher
Genehmigung von IonOptix.

Das Anregungslicht wechselte zwischen den beiden Wellenldngenpaaren 250 Mal pro
Sekunde, wodurch eine hohe zeitliche Auflosung des gemessenen Calciumspiegels erreicht

werden konnte.

Das vom angeregten Fura 2 emittierte Licht (violetter Pfad Abbildung 14) wurde von einem
dichromatischen Spiegel abgelenkt, in einen Photomultiplier (PMT) verstirkt und in ein
elektrisches Signal umgewandelt, von einer Steuereinheit weiterverarbeitet (Fluorescence
System Interface; lonOptix Corporation, Milton, MA, USA) und an den Computer ausgegeben

und von einer Software (IonWizard 6.4) interpretiert und dargestellt.

Zur visuellen Untersuchung der Zellen wurde die Probe mit einem Licht langerer Wellenldnge
bestrahlt, welches den dichromatischen Filter passierte und die Fura 2 Messung nicht

beeinflusste (roter Pfad Abbildung 14).
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Abbildung 14: Lichtwege bei der Calciumspiegelmessung

Darstellung der Lichtwege: Fura 2 wird mit UV-Licht der Wellenldnge 340 nm bzw. 380 nm angeregt (blau), worauf
Fura 2 Licht der Wellenldnge 510 nm emittiert (violett). Dieses wird von einem dichromatischen Spiegel auf einen
Photomultiplier abgelenkt und in ein elektrisches Signal umgewandelt, welches mittels der Software IonWizard 6.4
ausgewertet wurde. Unabhingig davon konnten die NRCM mit der MyoCam visuell dargestellt werden. Dazu wurde
Infrarotlicht (rot) eingesetzt. Grafik modifiziert und mit freundlicher Genehmigung von IonOptix.

NRCM auf dem Deckglas wurden zundchst durch das Lichtmikroskop betrachtet und
kontrahierende Bereiche identifiziert. Sobald der Durchlaufpuffer in der Kammer eine
Temperatur von 33 °C erreichte, konnte die Messung begonnen werden. Pro Messung wurde
60 Sekunden die Kontraktion in IonWizard 6.4 aufgezeichnet, pro Deckglas wurden 6
Messungen durchgefiihrt. Zudem wurde das Hintergrundrauschen aufgezeichnet. Dazu wurden
vor Beginn der 6. Messung Bereiche des Deckglases vom Zellrasen freigekratzt und einige
Sekunden die Fluoreszenz eines zellfreien Areals erfasst — das hierbei gemessene Signal dient
als Basalsignal. Die dabei aufgezeichneten Fluoreszenzwerte wurden bei der Auswertung in
IonWizard eingegeben und zur Bestimmung des Calciumspiegels beriicksichtigt. lonWizard
stellt die Calciumkonzentration als Funktion der Zeit dar. AuBlerdem ermoglicht das Programm
zahlreiche Kurvenparameter zu ermitteln. Folgende Paramater wurden in dieser Arbeit

berticksichtigt.
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Kurvenparameter

Beschreibung der Kurvenparameter, frei iibersetzt aus dem Handbuch ,,Transient Analysis

Parameters* von lonOptix.
Peakhohe (peak h)

Als Peakhohe wird die Differenz zwischen maximaler Auslenkung des Signals und

Nulllinie bezeichnet.
Zeit zum Maximalausschlag (time to peak)

Die Zeit vom Beginn des Signalanstiegs bis zum Erreichen der maximalen Peakhohe wird
durch ,time to peak™ beschrieben. Dieser Parameter erméglicht die Beurteilung der
Geschwindigkeit mit der Calcium an Fura?2 bindet bzw. den zeitlichen Verlauf der

Calciumfreisetzung wihrend der Kontraktion.
Zeit zur Nulllinie (time to baseline)

Die Zeit, die das Signal von seinem Maximalwert bis zur Nulllinie ben6tigt, wird mit ,.time
to baseline* beschrieben. Dieser Parameter charakterisiert den zytosolischen Calciumabfall,
im Zuge der relativen Relaxation und beschreibt damit die Calciumwiederaufnahme. Bei
hohen Prozentwerten (time to baseline > 95 %) wird der Wert bis zum Beginn der nichsten
Kontraktion nicht immer erreicht. Dadurch kann der Wert in diesen Fillen nicht immer

erfasst werden.

3.6 Statistik

Alle aufgefiihrten Ergebnisse zeigen einen Mittelwert X standard error of the mean (SEM).

Der Vergleich von zwei Gruppen erfolgte unter Verwendung eines zweiseitigen t-Tests. Bei
der Analyse von mehr als zwei Gruppen wurde eine ANOVA (analysis of variances) mit
anschlieBendem Bonferroni-Test (post-hoc Test, Paarvergleich) verwendet. Wird die
Varianzanalyse (ANOVA) signifikant, so interessieren im Anschluss oft noch die
Paarvergleiche zwischen den einzelnen Gruppen. Wenn nach der ANOVA noch
Paarvergleiche berechnet werden, handelt es sich um multiples Testen. Dadurch kumuliert

der a-Fehler und dies muss korrigiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde hierfiir
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Bonferroni gewihlt. Ergebnisse mit einem p-Wert < 0.05 wurden als statistisch signifikant

gewertet. Zur Auswertung wurde die Software Prism 6 der Firma GraphPad eingesetzt.

3.7 Invitro Kinase Assay

Die im in vitro Kinase Assay eingesetzten Proteinkinasen PKCS (Enzo Life Sciences,
Farmingdale, NY, USA) sowie PKA wurden mit je 2 pg Phosducin bzw. 1 ng Wildtyp-RKIP,
RKIPS13%A bei Proben mit PKC 5 uM Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) sowie 10 uCi [y-
32P]-ATP fiir 30 Minuten bei 30 °C in 50 pl Endvolumen inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 20 ul 4x Lammli gestoppt und 50 pl des Reaktionsansatzes mittels SDS-PAGE
getrennt, anschlieBend mit Coomassie gefarbt und mittels Autoradiographie unter

Verwendung von Personal Molecular Imager (Bio-Rad) ausgewertet.

Kinase Assay Puffer

0,1 mM CaCly

3 mM 3-Mercaptoethanol
10 mM MgClo

10 pl [y->*P]-ATP
500uM  ATP

20 mM HEPES

2mM EDTA

pH 7,2

Proteinkinasen katalysieren eine reversible Phosphorylierung von Serin-, Threonin-, Tyrosin-
und Histidinresten an ihren Zielproteinen, eine Reaktion, in welcher die y-Phosphatgruppe
von ATP auf das Zielprotein libertragen wird [Hastie, McLauchlan et al. 2006, #150]. Durch
radioaktiv markiertes [y->>P]-ATP lassen sich erfolgte Phosphorylierungen mittels

Radiographie nachweisen.
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Abbildung 15: Schematische Darstellung Radioaktiv Kinase Assay

Proteinkinasen katalysieren eine reversible Phosphorylierung von Serin-, Threonin-, Tyrosin- und Histidinresten an ihren
Zielproteinen, wobei die y-Phosphatgruppe von ATP auf das Zielprotein iibertragen wird. Durch radioaktiv markiertes [y-
32P]-ATP lassen sich erfolgte Phosphorylierungen mittels Radiographie nachweisen.
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4 Ergebnisse

4.1 Uberblick

Bei chronischer Herzinsuffizienz fiihrt eine Aktivierung des sympathischen Nervensystems
durch Stimulation von B-Adrenorezeptoren zu einer Steigerung der kardialen Kontraktion,
wodurch der Korper einer verminderten kardialen Auswurfleistung entgegenwirkt. Eine
dauerhafte Stimulation von B-Adrenorezeptoren fiihrt zu Hypertrophie, Apoptose und Fibrose
[Lorenz, Rosner et al. 2017, #151], [Engelhardt, Hein et al. 1999, #152], [Tacon, McCaffrey
et al. 2012, #153]. Zudem fiihrt eine chronische Stimulierung der (3-Adrenorezeptoren zur
Desensibilisierung und Internalisierung durch GRK2 und B-Arrestin wodurch eine
Wiederherstellung des B-adrenergen Signalweges erschwert wird. RKIP ist ein Inhibitor von
GRK2 und bietet dadurch die Mdglichkeit Einfluss auf die kardiale Kontraktilitdt zu nehmen
[Rockman, Koch et al. 2002, #154], [Raake, Vinge et al. 2008, #92].

Eine Phosphorylierung von RKIP an S153 durch die PKC fiihrt zu einer Dimerisierung zweier
RKIP Monomere [Deill 2012, #155]. An S153 phosphoryliertes RKIP zeigt einen hemmenden
Einfluss auf GRK2 [Lorenz, Lohse et al. 2003, #106]. Im Zuge dieser Arbeit wurde eine
weitere mogliche Phosphorylierungsstelle von RKIP an S51 und S52 untersucht. Dazu wurde
die Kontraktion NRCM analysiert, die Mutanten von RKIP exprimierten, an denen Serin
durch ein nicht phosphorylierbares Valin ersetzt wurde. Erkenntnisse iiber Mechanismen, die
eine Phosphorylierung von RKIP an S153 férdern und damit eine Hemmung von GRK2
begiinstigen, kdnnten vor diesem Hintergrund bei der Entwicklung von Therapiestrategien bei
Herzinsuffizienz einen hohen Stellenwert einnehmen. Daher wurde das Kontraktionsverhalten

verschiedener RKIP Mutanten vergleichend analysiert.

4.2 Kontraktilitiitsmessungen

Um die Kontraktilitdt verschiedener RKIP Mutanten vergleichen zu konnen, wurde zunéchst
eine ausreichende intrazellulire RKIP Expression sichergestellt. Eine Uberexpression von
wildtypischem RKIP (im Folgenden als RKIP bezeichnet) und RKIP-Mutanten in NRCM
wurde durch Transduktion der Zellen mit Adenoviren durchgefiihrt, die fiir RKIP, seine
phosphorylierungsdefizienten Mutanten RKIPS3!Y und RKIPS°2Y bzw. 3-Galaktosidase (LacZ)
kodieren. Der Kontrollvektor LacZ wird genau wie RKIP und die RKIP Mutanten RKIPS3!Y
und RKIPS?Y transkribiert, die im Kardiomyozyten gebildete B-Galaktosidase hat in dieser
Zelle allerdings keine physiologische Funktion, da es sich um ein art- und zweckfremdes

Protein handelt. Das Mitfithren einer Kontrolle soll sicherstellen, dass Effekte, die durch die
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Uberexpression von RKIP und seinen Mutanten provoziert werden, von Effekten
unterschieden werden konnen, die durch das Einbringen fremder DNA in die Zellen

hervorgerufen werden.
4.2.1 Expressionskontrolle und Infektionsbedingungen

NRCM wurden mit Adenoviren transduziert, welche die RKIP-Expression induzierten. Die
Virusmenge wurde so gewdhlt, dass die intrazellulire RKIP Menge, die endogen
vorkommende Konzentration um den Faktor 3 {iberschritt. Fiir die anstehenden
Kontraktionsversuche muss eine ausreichende Uberexpression von RKIP sichergestellt
werden. In Anlehnung an die in [Schmid, Neef et al. 2015, #111] verwendeten Protokolle
wurde die Expression von RKIP nach 6 und 12 Stunden Transduktionszeit bestimmt. Wie in
Abbildung 16 dargestellt, konnte nach 6 und 12 Stunden eine gesteigerte Menge exogenen
RKIPs nachgewiesen werden. RKIP besitzt ein Molekulargewicht von 21 kDa. Das viral
eingebrachte RKIP besitzt einen Flag-Tag, wodurch sein Molekulargewicht hoher ist.
Dadurch kann im Western Blot die Expression von endogenem und rekombinantem RKIP
separat evaluiert werden. In Abbildung 16 B wurden zur Transduktion von Wildtyp RKIP
Virus in einer Verdiinnung von 1:4 x 10% oder 1:5 x 10* auf die Zellen gegeben. Eine hohere

Virusmenge fiihrte hierbei zu einer hoheren Konzentration an exogenem RKIP.

A B
) prpepy = exogenes RKIP T p——
RKIP. -~ “:‘HenﬁgmesRMP — | RKIP
Gp ‘------ [ - - — - Gf}
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gevaag - + - - - - - Virus Verdiinnung (ul) 1:4 x 10*
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=

Abbildung 16: Immunoblot als Expressionsnachweis von RKIP in transduzierten NRCM

Expressionsnachweis in NRCM. Reprisentative Western Blots aus n = 3 Transduktionen (A) Zeitabhingige Expression
von RKIP: NRCM wurden 6 bzw. 12 Stunden mit rekombinanten Adenoviren transduziert, lysiert und die
Proteinexpression mittels SDS PAGE bestimmt. (B) Expressionskontrolle von RKIP (Wildtyp RKIP in zwei verschiedenen
Viruskonzentrationen): RKIP besitzt ein Molekulargewicht von 21 kDa, GB weist ein Molekulargewicht von 37 kDa auf.
Exogenes RKIP hat einen Flag-Tag und besitzt dadurch ein hdheres Molekulargewicht, wodurch es im Western Blot vom
endogenen RKIP unterschieden werden kann. Zum Nachweis von RKIP wurde der Antikdrper RKIP E17 des Herstellers
Santa Cruz verwendet, welcher gegen ein am C-Terminus gelegenes Epitop von RKIP gerichtet ist. Um einen etwaigen
Einfluss der Adenoviren auf NRCM zu beriicksichtigen, wurden die Kontrollzellen mit LacZ transduziert, ein Gen des
Lactose-Operons aus Escherichia coli, welches fiir das Enzym B-Galaktosidase kodiert sowie das griin fluoreszierende
Protein (GFP). Die Kontrollvektoren LacZ und GFP greifen wie der eingebrachte RKIP-Vektor in die Transkription ein.
RKIPSY3! und RKIPSV3? bezeichnen an Position 51 bzw. 52 phosphorylierungsdefiziente RKIP Mutanten, in denen Serin
an Position 51 bzw. 52 durch Valin ersetzt wurde.
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4.2.2 RKIP Uberexpression erhoht Kontraktionen nach

Isoproterenolstimulation

Um einen quantitativen Einfluss einer RKIP Uberexpression in NRCM auf das
Kontraktionsverhalten festzustellen, wurden Spontankontraktionen vor und nach Stimulation
mit 50 nM Isoproterenol gemessen. Die durchschnittliche basale Kontraktionsfrequenz der
untersuchten NRCM lag bei etwa 40 Kontraktionen pro Minute. Als Negativkontrolle wurden
mit LacZ transduzierte NRCM herangezogen. Fiir eine bessere Ubersicht und um eine
Vergleichbarkeit der unterschiedlichen Messverfahren zu erreichen wurden die Werte
normiert. Hierbei wurde das arithmetische Mittel aller gezdhlten Kontraktionen der
Kontrollgruppe LacZ im unstimulierten Zustand mit 1 gleichgesetzt. Die iibrigen untersuchten
Versuchsreihen wurden hierzu ins Verhéltnis gesetzt. In unstimulierten NRCM zeigte sich
keine signifikante Abweichung der Spontankontraktionen zwischen der RKIP und der LacZ-
Gruppe. Nach Stimulation mit 50 nM Isoproterenol zeigten sowohl die Kontrollgruppe als
auch die mit RKIP transduzierten NRCM eine signifikant erhohte Schlagfrequenz (Abbildung
17).

Bereits Lorenz ef al. hatten die Kontraktion neonataler Kardiomyozyten nach Elektroporation
mit spezifischen Antikdrpern gegen GRK2 und RKIP untersucht. Eine Inhibition von GRK2
durch spezifische Antikorper flihrte zu einer erhohten Schlagfrequenz der NRCM bei
Stimulation mit 5 nM Isoproterenol, eine Hemmung von RKIP durch spezifische Antikorper
fiihrte zu einer verringerten Anzahl beobachteter Kontraktionen [Lorenz, Lohse et al. 2003,

#106].
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Abbildung 17: NRCM, die RKIP iiberexprimieren zeigen, nach Stimulation mit Isoproterenol gegeniiber der
Kontrollgruppe eine erhohte Schlagfrequenz

Ca. 30 000 neonatale Rattenkardiomyozyten (NRCM) pro Népfchen wurden in 5 % FCS-haltigem Medium auf 96-
Népfchen Platten ausgesit und nach 24 Stunden mit einem fiir Raf Kinase Inhibitor Protein (RKIP) Wildtyp
exprimierenden Adenovirus sowie die Kontrollgruppe mit LacZ (12 Stunden) inkubiert. Die Spontankontraktionen
wurden bei konstant 33 °C {iber eine Minute erfasst. AnschlieBend wurden die NRCM mit 50 nM Isoproterenol
stimuliert und die Spontankontraktionen nach 2 Minuten wiederum 1 Minute lang gezdhlt. Aufgetragen ist der
Mittelwert der gezéhlten Kontraktionen aus LacZ Kon n =5, RKIP Kon n =5, LacZ Iso n = 5, RKIP Iso n = 5. Die
Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwerts dar. * signifikant gegeniiber den basalen Bedingungen (Kon);
# signifikant gegeniiber LacZ Iso; p < 0,05.

Im vorliegenden Versuch konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von RKIP die
Kontraktilitit NRCM nach Stimulation mit Isoproterenol signifikant erh6hen konnte, was im

Einklang mit den bereits verdffentlichten Studien steht.

4.2.3 RKIP erhoht die Ca**-Freisetzung und beschleunigt die Ca?*-

Wiederaufnahme

Zur qualitativen Untersuchung der Kontraktion wurden Calciumtransientenmessungen mit
Fura 2 durchgefiihrt. Die Auswertung von Calciumtransienten erlaubt Riickschliisse auf die
Kontraktion einer Muskelzelle: zu Beginn einer Kontraktion stromt Calcium ins Zytosol ein,
bei Beendigung der Kontraktion wird Calcium aus der Zelle eliminiert bzw. ins SR
aufgenommen. Die Calciumtransienten konnen anhand eines, ins Zytoplasma eingebrachten,
calciumsensitiven Farbstoffes (Fura 2) visualisiert werden. Durch Fura 2 Messungen konnte
der zeitliche Verlauf von Calciumfreisetzung ins Zytosol und Calciumabfall dargestellt
werden und Riickschliisse auf die Kinetik am Calciumhaushalt beteiligter Proteine gezogen

werden. Die Kontraktion wurde durch Anlagen einer Spannung (20 V, 0,5 Hz) ausgeldst.
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Abbildung 18: Mit RKIP transduzierte NRCM zeigen eine erhohte Ca?* Freisetzung und beschleunigte Ca*
Wiederaufnahme

Untersuchungen der Calciumtransienten von neonatalen Rattenkardiomyozyten (NRCM). A Dargestellt ist der
Mittelwert der maximalen Amplitude der Calciumtransienten, von LacZ und RKIP transduzierten Kardiomyozyten
bei elektrisch induzierter (20 V, 0,5 Hz) Kontraktion - dargestellt als Vielfaches der LacZ-transduzierten Kontrolle
(Mittelwert aus LacZ, RKIP, n =4). Die LacZ-Kontrolle ist dabei auf 1 gesetzt. B Zeit bis zu 90 %iger Riickkehr (T 90
%) zur Basallinie des Calciumtransienten von LacZ und RKIP transduzierten Kardiomyozyten dargestellt als
Vielfaches der LacZ-transduzierten Kontrolle (Mittelwert aus LacZ, RKIP, n = 4). Die LacZ-Kontrolle ist dabei auf 1
gesetzt. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwerts dar. ** signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe
LacZ; p < 0,05; * signifikant gegentiber der Kontrollgruppe LacZ; p <0,05.

Beim Vergleich der maximalen Calciumamplituden in mit RKIP transduzierten NRCM und
der mit LacZ transduzierten Kontrollgruppe zeigen die RKIP transgenen NRCM einen
hoheren Calciumgehalt. Dies deutet auf die Moglichkeit einer stirkeren Kontraktion der mit
RKIP transduzierten NRCM hin (siche Abbildung 18 A). Die mit RKIP transduzierten NRCM
zeigen bei qualitativer Analyse der Kontraktion bei Beendigung des Kontraktionsvorganges
einen schnelleren Abfall freien Calciums (siche Abbildung 18 B), was darauf hindeutet, dass
die Calciumwiederaufnahme in das SR und damit die SERCA-Aktivitdt erhoht ist. Eine
Erklarung konnte die Phosphorylierung von PLN durch die PKA liefern — in phosphoryliertem
Zustand verliert PLN seinen hemmenden Einfluss auf SERCA. PKA wird nach Stimulation
B-adrenerger Rezeptoren aktiviert (3-AR-Gas-PKA). Eine erhohte Aktivitdt von 3-AR kann
durch eine RKIP Uberexpression erreicht werden: RKIP liegt im Herzen vorwiegend in
phosphorylierter Form vor - phosphoryliertes RKIP bildet Dimere [Deill 2012, #155] und
inhibiert in dieser Form GRK2 [Lorenz, Lohse et al. 2003, #106], wodurch GRK2 ihren

hemmenden Einfluss auf B-AR verliert.

4.3 RKIP%!Y und RKIPS?Y zeigen keinen Einfluss auf die Kontraktilitit

Da in einem Artikel der Online Ausgabe 2014 des FASEB Journal [Colin Ong 2014, #156]
von einer PKA-seitigen Phosphorylierung des Raf Kinase Inhibitor Proteins (RKIP) an
Position 51 berichtet wird, sollte diese Phosphorylierungsstelle in dieser Arbeit néher

untersucht werden. Zudem entschieden wir uns die nachfolgende Phosphorylierungsstelle an
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Position 52 in gleicher Weise zu untersuchen. Um {iiber die Bedeutung dieser potenziellen
Phosphorylierungsstelle auf die Kontraktilitit von NRCM Aufschluss zu erhalten, wurden
RKIP Mutanten eingesetzt, bei denen die Serine an Position 51 bzw. 52 durch ein nicht
phosphorylierbares Valin ersetzt wurden (RKIP Mutante im Folgenden als RKIPS'Y bzw.
RKIPS32V bezeichnet).

Die Modifikation von Proteinen durch Phosphorylierung an Tyrosin-, Serin- und
Threoninresten erfolgt durch Proteinkinasen. Bei Erkennung der Substrate durch
Proteinkinasen  spielen  spezifische = Aminosdureabfolgen in der Nédhe der
Phosphorylierungsstelle — das Phosphorylierungsmotiv — eine entscheidende Rolle [Amanchy,
Periaswamy et al. 2007, #157].

Sequence Length  Mass (Da) Tools
P31044 FASTA 187 20,801
Last modified January 23, 2007. Version 3.
Check F2BFOS3FE34BRO5G
1ecksum 53 ) 52
51
1 20 30 41 ] [0}
; DISQWAG PLSLQEVDEP PQHALRVDYG GVTVDELGKV LTPTQVMNRP GLDE
( ) 90 00 110 121
GEKLYTLVLTD PDAPSRKDPK FREWHHFLVV NMKGNDISSG TVLSEYVGSG PPKDTGLHRY
130 140 150 160 170 180
WLVYEQEQP LNCDEPILSN EKSGDNRGEFEK VESFREEYHL GAPVAGTCEFD AEWDDSVEPKL

Abbildung 19: Primérsequenz RKIP Rattus norvegicus (Ratte)

Primérsequenz von Ratten RKIP aus der Uniprot Datenbank. An Aminoséureposition 49 findet sich Arginin, gefolgt
von Prolin an Aminoséureposition 50 sowie Serin an Aminoésureposition 51 und 52. Damit entspricht die
Primérsquenz einer moglichen Phosphorylierungsstelle fiir die PKA. Quelle: http://www.uniprot.org/uniprot/P31044
(24.12.2016)

Kinase Phosphorylierungsmotive  Bekannte Substrate

Arg—X-Ser/Thr or Arg—-Arg/ AID, bAD, calpain 2, CFTR,

PKA Lys—X—Ser/Thr CREb, GRK2, GSK3, HSL,KCNN2, NFAT?2 and
VASP
PKC Arg-Lys—X—Ser/Thr—X— Adducin 1, gp130, GRK2, GSK3,

IRS1, MARCKs, PKD, PDE3a, RAF1 and SHP1
Arg/Lys (for PKCa) > : an

Abbildung 20: Phosphorylierungsmotive von PKA und PKC
Bekannte Phosphorylierungsmotive von PKA und PKC [Pearce, Komander et al. 2010, #158]. Das hervorgehobene
Phosphorylierungsmotiv findet sich in der Primérstruktur von RKIP wieder.
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Die Primérstruktur von RKIP zeigt ein mdgliches Phosphorylierungsmotiv von RKIP fiir die
PKA an S51 (Abbildung 20). Spontankontraktionen und Calciumspiegelmessungen an
RKIPS!Y bzw. RKIPS*?Y exprimierenden NRCM wurden untersucht. Spontankontraktionen
wurden vor und nach Stimulation mit 50 nM Isoproterenol gemessen. Wie Abbildung 21 zeigt,
konnten in unstimulierten NRCM keine signifikanten Unterschiede zwischen RKIP-,
RKIPSS!V., RKIPS2?V- und LacZ iiberexprimierenden NRCM beobachtet werden. Nach
Stimulation mit 50 nM Isoproterenol zeigten alle Gruppen gegeniiber der unstimulierten
Kontrollgruppe eine signifikant erhohte Schlagfrequenz. Innerhalb der mit Isoproterenol
stimulierten Gruppen zeigte die mit RKIP transduzierte Gruppe RKIP eine signifikant erhdhte
Schlagfrequenz. Die RKIP Mutanten RKIPS'Y und RKIP%?V zeigten eine mit der
Kontrollgruppe (LacZ) vergleichbare Kontraktilitét.

. LacZ

44 RKIP
RK[P S51V
RKIP 52Y

q % ¥

Gezihlte Kontraktionen/min
(Vielfaches von LacZ Kon)
[\

1
q %

LK

Abbildung 21: Neonatale Rattenkardiomyozyten, die RKIP iiberexprimieren, zeigen nach Stimulation mit
Isoproterenol gegeniiber der Kontrollgruppe sowie den RKIP Mutanten RKIPSYS! und RKIPSY3? eine erhohte
Schlagfrequenz.

Mit LacZ, RKIP, RKIPSV3! und RKIPSV32 (RKIPSV3! und RKIPSV32 bezeichnen an Position 51 bzw. 52
phosphorylierungsdefiziente RKIP Mutanten, in denen Serin an Position 51 bzw. 52 durch Valin ersetzt wurde.)
transduzierten Kardiomyozyten. Die Spontankontraktionen wurden bei konstant 33 °C iiber eine Minute erfasst.
AnschlieBend wurden die NRCM mit 50 nM Isoproterenol stimuliert und die Spontankontraktionen nach zwei Minuten
wiederum eine Minute lang gezihlt. Aufgetragen ist der Mittelwert der gezéhlten Kontraktionen in Abwesenheit von
Isoproterenol: LacZ Kon, RKIP Kon, RKIPSV3! Kon und RKIPSV*2 Kon n = 4 sowie nach Stimulation mit Isoproterenol
LacZ Iso, RKIP Iso, RKIPSV3! Iso und RKIPSV3? Iso n = 4. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwerts
dar. * signifikant gegeniiber den basalen Bedingungen (Kon); # signifikant gegentiber allen anderen Bedingungen; p <
0,05.

Die Daten stammen aus demselben Datensatz, der in Abbildung 17 verwendet wurde.
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Analog zu 4.2.2 wurde auch bei den phosphorylierungsdefizienten RKIP Mutanten RKIPS>!'Y
und RKIPS32V eine qualitative Kontraktionsanalyse durchgefiihrt. NRCM, in denen Wildtyp-
RKIP iiberexprimiert wurde, zeigen eine signifikant verkiirzte Calciumwiederaufnahme,
wihrend eine Uberexpression der RKIP Mutanten RKIPS*!Vund RKIP5*?V keine gegeniiber
der Kontrollgruppe verdnderte Kinetik bei der Calciumwiederaufnahme zeigte. Die
Calciumfreisetzung aus dem SR stellte sich bei Uberexpression der RKIP Mutanten RKIPS3!Y
und RKIP*?V gegeniiber der Kontrollgruppe LacZ weder beschleunigt noch verzogert dar.
Die in Abbildung 22 und Abbildung 18 gezeigten Auswertungen basieren auf einem

Datensatz.
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Abbildung 22: Calciumtransientenmessungen an NRCM

Untersuchungen der Calciumtransienten von NRCM. A Dargestellt ist der Mittelwert der maximalen Amplitude der
Calciumtransienten, von LacZ, Wildtyp-RKIP, RKIPS*'Y und RKIPS*?V transduzierten Kardiomyozyten bei elektrisch
induzierter (20 V, 0,5 Hz) Kontraktion - dargestellt als Vielfaches der LacZ-transduzierten Kontrolle (Mittelwert aus
LacZ, RKIP, RKIPS'Y und RKIPS3?Y n = 4). Die LacZ-Kontrolle ist dabei auf 1 gesetzt. Die Fehlerbalken stellen den
Standardfehler des Mittelwerts dar. * signifikant gegeniiber den {ibrigen Bedingungen; p <0,05. B Zeit bis zu 90 % iger
Riickkehr (T 90 %) zur Basallinie des Calciumtransienten von LacZ und RKIP transduzierten Kardiomyozyten dargestellt
als Vielfaches der LacZ-transduzierten Kontrolle (Mittelwert aus LacZ, RKIP, RKIPS3!'Y und RKIPS32V n = 4). Die LacZ-
Kontrolle ist dabei auf 1 gesetzt. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwerts dar. * signifikant gegeniiber
den iibrigen Bedingungen; p < 0,05.

Einen Nachweis, ob RKIP an S51 oder S52 phosphoryliert wird, kann durch Kontraktions-
und Calciumtransientenmessungen nicht erbracht werden. Diese Frage sollte anhand eines in

vitro Kinase Assays beantwortet werden.
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4.4 In Vitro Kinase Assay

Eine Phosphorylierung an Position S51 oder S52 konnte die dreidimensionale Struktur von
RKIP verdndern. Im folgenden Teil der Arbeit soll untersucht werden, ob eine
Phosphorylierung an S51 oder S52 eine weitere Phosphorylierung an Position S153 durch die
PKC erleichtert oder erschwert. Unter der Annahme, dass die Phosphorylierung an S51 oder
S52 die Phosphorylierung an S153 beeinflusst, ist eine Anderung in der inhibitorischen
Wirkung von RKIP auf die GRK2 und damit eine Anderung der Kontraktilitit zu erwarten.

Um eine potentielle Phosphorylierung an S51 und S52 genauer zu untersuchen, entschieden
wir uns einen Radioaktivassay mit Wildtyp-RKIP und den RKIPS*!Y bzw. RKIPS32Y Mutanten
durchzufiihren. Durch radioaktiv markiertes [y->?P]-ATP lassen sich erfolgte
Phosphorylierungen mittels Autoradiographie nachweisen. Geht man davon aus, dass die PKA
RKIP an Position S51 oder S52 phosphoryliert, miisste RKIP bei Phosphorylierung in
Anwesenheit von [y->?P]-ATP ein Autoradiographiesignal zeigen, wohingegen eine
Schwirzung radiosensitiver Filme bei Verwendung der phosphorylierungsdefizienten

Mutante RKIP®!'Y bzw. RKIPS3?Y ausbleiben wiirde.

Zunéchst wurden RKIP und eine an der Aminosdureposition 153 phosphorylierungsdefiziente
RKIP Mutante RKIPS'* in E. Coli exprimiert und aufgereinigt, um diese Proteine in vitro
einsetzen zu konnen. Eine Phosphorylierung von RKIP an der bekannten
Phosphorylierungsstelle S153 fiihrt zum Einbau von [y-*?P] und zu einer Filmschwirzung in
der nachfolgenden radiographischen Untersuchung. Um weitere Phosphorylierungsstellen
radiographisch untersuchen zu kénnen wurde auf die an S153 phosphorylierungsdefiziente

RKIP Mutante RKIPS!133A zuriickgegriffen.
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Abbildung 23: Coomassie Fiarbung der RKIPS13*A Mutante

12,5%ige SDS-PAGE einer Probe der aufgereinigten RKIPS!'33# Mutante (bei 20 pl Probe: in der ersten Spur 40 pg
Protein, in der zweiten Spur 4 pg Protein und in der dritten Spur 0,8 pg Protein) Coomassie geférbt, um den Reinheitsgrad
zu bestimmen.
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Abbildung 24: Coomassie Firbung RKIP
12,5 %ige SDS-PAGE einer Probe von aufgereinigtem RKIP (bei 20 pl Probe: in der ersten Spur 40 pg Protein, in der
zweiten Spur 4 pug Protein und in der dritten Spur 0,8 ug Protein). Proteine mittels Coomassie gefdrbt, um den
Reinheitsgrad zu bestimmen.

Auswahl von mittels SDS-PAGE getrennten und mit Coomassie Brilliant Blau gefarbten
Proben der aufgereinigten RKIP Mutante RKIPS!3*A (Abbildung 23) und Wildtyp-RKIP
(Abbildung 24). Besonders intensive Banden sind im Bereich 20 — 25 kDa zu erkennen. Dies

zeigt einen hohen Reinheitsgrad der aufgereinigten Proteine und damit eine erfolgreiche
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Aufreinigung von Wildtyp-RKIP und RKIPS'53A, Die Mutanten V51 und V52 wurden mit

dhnlichem Erfolg analog aufgereinigt.

Ein in vitro Kinase Assay bietet den Vorteil, dass alle Reaktionspartner bekannt sind und
Interaktionen mit unbekannten Komponenten weitestgehend ausgeschlossen werden kénnen
[Dickson 2008, #159]. Als die Phosphorylierung katalysierenden Proteinkinasen wurden die
PKA sowie die PKC (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA) untersucht. Um eine
ordnungsgemilBe Funktion der eingesetzten Proteinkinasen sicherzustellen, wurde fiir die
PKA als Positivkontrolle das bekannte PKA-Substrat Phosducin [Pagh-Roehl, Lin et al. 1995,
#160], fiir die PKC das bekannte PKC Substrat RKIP gewéhlt [Lorenz, Lohse et al. 2003,
#106]. Zur Aktivierung der PKC wurde jede Probe, die PKC enthielt, mit 5 uM Phorbol-12-
myristat-13-acetat (PMA) und einem Phorbolester, welcher in der Lage ist PKC irreversibel
zu aktivieren versetzt [Castagna, Takai et al. 1982, #161]. Um eine Phosphorylierung im in
vitro Kinase Assay nachzuweisen, wurde allen Proben 10 pCi radiomarkiertes [y->2P]-ATP

zugesetzt.

Tabelle 7: Anordnung der im in vitro Kinase Assay eingesetzten Substanzen

Spur 1{2 (3|4 |5/6 |7 (8|9 (101112
y-32P (10 pCi) |+ |+ [+ |+ |+ [+ ]+ ]+ |+ |+
PKA (0,6 pg/pl)inpul |1]5[1[1]5 151 ]1 ]1
PKC3 (5 uM) + |+ |+ |+
PMA (5 uM) + |+ |+ |+
RKIP + |+ + |+ |+ |+
RKIPS'53A (1 ug) + |+ +
Phosducin (2 pg) + |+ |+

PKA (0,6 pg/ul) wurde in zwei unterschiedlichen Konzentrationen (1 pl und 5 pl) mit dem
potentiellen Substrat RKIP (Wildtyp-RKIP) aufgetragen. Analog hierzu wurde die PKA
(0,6 pg/pl) mit der an Aminoséureposition 153 phosphorylierungsdefizienten RKIP Mutante
RKIPS'33A unter identischen Bedingungen untersucht. Als Positivkontrolle wurden Proben der
PKA mit deren bekannten Substrat Phosducin in zwei unterschiedlichen Konzentrationen
aufgetragen. Um eine mogliche sequenzielle Phosphorylierung zu analysieren, wurden Proben
mit RKIP, PKC sowie PKA eingesetzt. Ebenfalls untersucht wurde die Kombination von PKC,
PKA sowie der an Position 153 phosphorylierungsdefizienten RKIP Mutante RKIPS!534A, Um
einen moglichen Hintergrund ausschlieBen zu kdnnen, wurde PKA alleine (ohne Substrat) und
zudem beide Kinasen zusammen mit RKIP als Substrat untersucht, um eine mogliche

gegenseitige Beeinflussung der Phosphorylierungen zu erforschen.
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Abbildung 25: Untersuchung der Phosphorylierung von RKIP durch PKA

Reprisentative Radiographie des durchgefiihrten in vitro Kinase Assays. Als die Phosphorylierung katalysierenden
Proteinkinasen wurden die Proteinkinase A (PKA) sowie die Proteinkinase Cé (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY,
USA) untersucht. Um eine ordnungsgeméBe Funktion der eingesetzten Proteinkinasen sicherzustellen, wurde fiir die
PKA als Positivkontrolle das bekannte PK A-Substrat Phosducin, fiir die PKC das bekannte PKC Substrat RKIP gewéhlt.
Zur Aktivierung der PKCS wurde jede Probe, die PKC§ enthielt mit 5 pM Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA), einem
Phorbolester, welcher in der Lage ist PKC3 irreversibel zu aktivieren versetzt. Um eine Phosphorylierung im in vitro
Kinase Assay nachzuweisen wurde allen Proben 10 pCi radioaktives [y->?P]-ATP zugesetzt. Es wurde die
Phosphorylierung von RKIP an der an S153 phosphorylierungsdefizienten RKIP Mutante RKIPS!53A untersucht n = 3.

Nur bei den Positivkontrollen Phosducin + PKA sowie RKIP + PKC + PKA konnte eine
Phosphorylierung detektiert werden. Die an Position 153 phosphorylierungsdefiziente RKIP
Mutante RKIPS!3A zeigte keine signifikante Phosphorylierung, wodurch eine weitere
Phosphorylierung, neben S153, von RKIP durch PKC oder PKA unter den hier genannten

Bedingungen nicht nachgewiesen werden konnte.
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5 Diskussion

5.1 Regulation von Proteinen durch Phosphorylierung

Neben Rezeptoren spielen Kinasen bei der Signaltransduktion eine entscheidende Rolle. Diese
sind in eukaryotischen Zellen in zahlreichen Signalwegen involviert [Braconi Quintaje and
Orchard 2008, #162]. In den spiten 1950er Jahren entdeckten Krebs und Fischer die
Proteinphosphorylierung  als  wichtigen = Kontrollmechanismus der intrazelluldren
Signaltransduktion: das reversible Ubertragen einer Phosphatgruppe auf das Zielprotein fiihrt
zu einer Ladungs- oder Konformationsidnderung, wodurch das Zielprotein aktiviert oder
inhibiert werden kann [Krebs 1998, #163]. Fiir diese Entdeckung erhielten Krebs und Fischer
1992 den Nobelpreis fiir Physiologie und Medizin. Derzeit wird angenommen, dass etwa ein
Drittel aller eukaryotischen Proteine reversibel phosphoryliert und iiber diesen Mechanismus
reguliert werden [Clemens 1996, #164]. Aktuelle Schitzungen gehen davon aus, dass das
Proteom einer menschlichen Zelle 500 000 mogliche Phosphorylierungsstellen beherbergt
[Lemeer and Heck 2009, #165]. Proteinkinasen katalysieren das reversible Ubertragen eines y-
Phosphates von ATP auf Serin-, Threonin- oder Tyrosinreste der Proteinsubstrate. Beim
Menschen werden vorwiegend Serinreste (86,4 %), gefolgt von Threoninresten (11,8 %) und

Thyrosinresten (1,8 %) phosphoryliert [Olsen, Blagoev et al. 2006, #166].

Eine Phosphorylierung kann das Zielprotein stark beeinflussen. Durch Phosphorylierung
konnen Proteine aktiviert werden, beispielsweise, indem sie eine allosterische
Konformationsédnderung auslost: ein Beispiel hierfiir ist die Glycogen Phosphorylase [Johnson
and Barford 1993, #167]. Viele Kinasen miissen zunichst selbst phosphoryliert werden, bevor
sie aktiv werden konnen [Russo, Jeffrey et al. 1996, #168]. Eine Phosphorylierung kann
allerdings auch die Enzymaktivitit herabsetzen, beispielsweise wenn die Phosphatgruppe das
aktive Zentrum eines Enzyms sterisch blockiert ohne dabei eine Konformationsdnderung
herbeizufiihren. Ein Beispiel hierfiir ist die Isocitrat-Dehydrogenase [Hurley, Dean et al. 1990,
#169]. Im Protein CDK2 behindert eine Phosphorylierung an Tyrosin 15 die Substraterkennung
[Welburn, Tucker et al. 2007, #170]. Eine Phosphorylierung kann allerdings auch dazu fiihren,
dass Erkennungsmuster zwischen Proteinen entstehen wie beispielsweise Phosphotyrosin in
SH2 Doménen in Kinasen wie Src, Abl und Fes [Filippakopoulos, Kofler et al. 2008, #171]. In
einigen Fillen konnte eine sequenzielle Phosphorylierung beobachtet werden: hier muss
zunichst eine Phosphorylierungsstelle phosphoryliert werden, damit am selben Protein eine

Erkennungssequenz fiir eine weitere Phosphorylierung entsteht. Beispiel hierfiir ist das Substrat
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APC (adenomatous polyposis coli) — ein Protein, welches durch CK1 und GSK3 phosphoryliert
wird [Ferrarese, Marin et al. 2007, #172].

5.2 Regulation von RKIP durch Phosphorylierung

Auch RKIP wird durch Phosphorylierung reguliert. Ein gut charakterisierter
Regulationsmechanismus stellt die Phosphorylierung von RKIP an S153 durch die PKC dar.
Nach dieser Phosphorylierung dissoziiert RKIP von Raf1 und bindet an GRK2 [Lorenz, Lohse
et al. 2003, #106].

Eine weitere Phosphorylierungsstelle konnte an S109 beobachtet werden. Nachdem murine
Zellen mit Vesicular stomatitis virus (VSV) infiziert wurden, konnte eine Phosphorylierung
von RKIP an S109 durch die TANK-binding kinase 1 (TBK1) beobachtet werden. Ohne eine
virale Infektion konnte keine Phosphorylierung von RKIP an S109 nachgewiesen werden. Eine
Phosphorylierung von RKIP an S109 fiihrt zu einer verstiarkten Interaktion zwischen RKIP und
TBK1 und fordert die Autophosphorylierung von TBK1. TBK1 fordert die Synthese von
Interferon I, wodurch die Produktion antiviral wirksamer Proteine induziert wird. Dieselben
Autoren berichten iiber eine Phosphorylierung von RKIP an S52. Bei der
phosphorylierungsdefizienten RKIP Mutante RKIP31%A konnte keine Interaktion mit TBK1
beobachtet werden. An S52 phosphorylierungsdefizientes RKIPS3?A zeigte bei der Interaktion
mit TBK1 keine Unterschiede gegeniiber RKIP [Gu, Liu et al. 2016, #173].

Shin ef al. berichten iiber eine Phosphorylierung von RKIP durch phosphoryliertes ERK. Durch
Phosphorylierungsversuche mit unterschiedlichen RKIP Mutanten konnte S99 als
Phosphorylierungsstelle identifiziert werden [Shin, Rath et al. 2009, #174].

Diese Untersuchungen deuten an, dass RKIP mit verschiedenen Reaktionspartnern interagiert.
Ein in vitro Kinase Assay ermdglicht Reaktionen in einer kontrollierten Umgebung zu
untersuchen, wobei alle Reaktionspartner bekannt sind und Wechselwirkungen mit
unbekannten Komponenten weitestgehend ausgeschlossen werden konnen [Dickson 2008,
#159]. Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Phosphorylierung von RKIPS!** durch PKC oder
PKA im in vitro Kinase Assay nicht beobachtet werden. Dennoch ist in vivo eine
Phosphorylierung, beispielsweise durch andere Proteinkinasen, moglich. Denkbar ist auch
seine sequenzielle Phosphorylierung von RKIP. Gu et al. vermuten, dass eine Phophorylierung
von RKIP zu einer Anderung der Tertidirstruktur fiihrt [Gu, Liu et al. 2016, #173].
Auch Rosner ef al. gehen davon aus, dass die dreidimensionale Anordnung von RKIP dessen

Eigenschaften wesentlich beeinflusst [Skinner and Rosner 2014, #101], [Granovsky, Clark et
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al. 2009, #175]. Bei Tomaten fiihrt eine Mutation des pflanzlichen RKIP Analogons im DPDxP
Motiv (entspricht bei RKIP P74L) zu schweren Veranderungen wihrend der Entwicklung. So
zeigen mutierte Pflanzen anstelle eines Sprosswachstums die Ausbildung von Bliiten. RKIP mit
einer P74L Mutation zeigen eine hohere Phosphorylierung an S153 [Pnueli, Gutfinger et al.
2001, #176] [Trakul and Rosner 2005, #177]. In NMR Experimenten konnte bei der P74
Mutante eine gesteigerte Flexibilitdt der Ligandenbindungstasche nachgewiesen werden. Bei
an S153 phosphorylierungsdefizienten P74L Mutanten konnten die oben beschriebene Bliite
nicht beobachtet werden — obwohl eine groflere rdumliche Distanz die beiden Regionen (S153
und P74) voneinander trennt, beeinflusst eine Mutation an P74L die Phosphorylierung an S153
[Colin Ong 2014, #156]. Im Review ,,RKIP Structure Drives Its Function: A Three-State Model
for Regulation of RKIP* beschreiben Skinner und Rosner diskrete Stadien von RKIP: unter
bestimmten Bedingungen bindet RKIP an Raf (RKIPR*), nach Phosphorylierung durch die
PKC bindet RKIP bevorzugt an GRK2 (RKIP“R¥?) [Skinner and Rosner 2014, #101].

In Zellen mit RKIP?"*" findet sich im Vergleich zu Zellen mit RKIP vermehrt RKIPSRK?,
Rosner konnte zeigen, dass auch RKIP?* an S153 phosphoryliert werden muss, damit RKIP
dimerisiert. Eine Hypothese, wonach RKIP préferiert an GRK2 bindet, da bei der P74L Mutante
die Raf-Bindungsstelle verdndert ist [Rath, Park et al. 2008, #178], konnte Rosner damit als
unwahrscheinlich einstufen [Skinner and Rosner 2014, #101]. Auch die Phosphorylierung kann
die Proteinfaltung und damit die Tertidrstruktur eines Proteins beeinflussen [Bah, Vernon et al.
2015, #179]. Eine mogliche Phosphorylierung konnte RKIP daher in einer Tertidrstruktur
stabilisieren, welche energetisch glinstiger durch die PKC an S153 phosphoryliert werden oder
aber diese Reaktion erschweren konnte. Posttranslationale Proteinmodifikationen oder die
Bindung eines Liganden konnten Voraussetzung fiir eine Phosphorylierung sein. Mogliche
Anderungen der rdumlichen Konfiguration von RKIP durch Phosphorylierung kdénnten eine
erhohte oder verminderte Affinitdt von RKIP zu seinen Bindungspartnern Raf, GRK2 oder PKC

bewirken und dadurch einen interessanten potentiellen pharmakologischen Ansatz darstellen.

5.3 Calciumcycling

Eine Betrachtung des Calciumtransienten erlaubt gegeniiber dem Zihlen von
Spontankontraktionen die Analyse einzelner Kontraktionsabschnitte wie Systole und Diastole.
Gwathmey et al. zeigten, dass Kardiomyozyten bei Herzinsuffizienz einen verdnderten
Calciumstoffwechsel aufweisen [Gwathmey, Copelas et al. 1987, #180]. Durch eine zeitliche

Analyse der Calciumkonzentration wéhrend einer myokardialen Kontraktion kann ermittelt
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werden ob und wie sich der Calciumstoffwechsel in Kardiomyozyten unter dem Einfluss von

RKIP und RKIP-Mutanten veriandert.

Abnorme Calciumkonzentrationen konnen schwerwiegende physiologische Folgen nach sich
ziehen. Erhohte enddiastolische intrazelluldre Calciumkonzentrationen kdnnen Arrhythmien
begiinstigen. [Schaeffer, Rosenberg et al. 1999, #181]. Derartige Effekte gilt es bei der
Ausarbeitung von Therapiestrategien zu beriicksichtigen: so konnten erhohte
Calciumkonzentrationen bei in vitro Versuchen mit einer gesteigerten Kontraktilitét
einhergehen, in vivo hingegen unerwiinschte Begleiterscheinungen wie Arrhythmien

auftreten.
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5.4 Ausblick

Die Wirkung von Agonisten und Antagonisten, die mit GPCR interagieren, wird durch
Selektivitatsprofile bestimmt. Selektivitidt bezeichnet hierbei nicht nur eine bevorzugte
Bindung und Wirkung an einer Rezeptorspezies, sondern auch die Stabilisierung spezifischer
Rezeptorzustiande. Funktionell selektive Wirkstoffe sind in der Lage einen Teil der fiir einen
Rezeptor beschriebenen G-Proteine zu aktivieren [Seifert and Dove 2009, #182]. Durch
Uberexpression von RKIP konnte die Kontraktilitit in vitro in NRCM und in vivo in Miusen
gesteigert werden. Eine Moglichkeit dies bei Patienten zu erreichen konnte eine Gentherapie
sein, die durch Schmid et al. [Schmid 2016, #183] in Méusen bereits erfolgreich war, eine
Induktion der endogenen RKIP-Expression oder eine ,,positive* Beeinflussung der RKIP-
Funktion. Fiir die Entwicklung eines Therapeutikums sind Strategien interessant, die eine
Phosphorylierung von RKIP begiinstigen. Hierbei ist die Untersuchung weiterer
Phosphorylierungsstellen wichtig. Auch die Identifikation weiterer Kinasen mit denen RKIP

interagiert wird Forscher in Zukunft beschiftigen.
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6 Zusammenfassung

Durch Phosphorylierung inaktiviert GRK2 kardiale B-AR und vermindert dadurch die
Kontraktilitdit von NRCM. Als natiirlicher Inhibitor der GRK2 beeinflusst RKIP die
Signalweiterleitung bei Stimulation von B-AR. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
eine Uberexpression von RKIP die Kontraktilitit von NRCM erhoht. Es wurde die Anzahl
auftretender Spontankontraktionen vor und nach Stimulation mit Isoproterenol erfasst sowie
eine zeitliche Analyse der Calciumfreisetzung und —aufnahme nach elektrischer Stimulation
durchgefiihrt. Im  unstimulierten Zustand zeigten NRCM, die Wildtyp-RKIP
iiberexprimierten, verglichen mit der Kontrollgruppe, keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich auftretender Spontankontraktionen. Nach Stimulation mit Isoproterenol zeigten
NRCM, in denen Wildtyp-RKIP {iiberexprimiert wurde, eine signifikant hohere Anzahl
auftretender Spontankontraktionen. Eine Analyse der Calciumtransienten zeigte bei RKIP-
Wildtyp iiberexprimierenden NRCM eine erhdhte Calciumfreisetzung wéhrend der Systole
sowie eine beschleunigte Calciumwiederaufnahme wihrend der Diastole. Diese Resultate
decken sich mit den Schilderungen in der Publikation von E. Schmid zu adulten murinen
Kardiomyozyten [Schmid 2016, #183]. Zudem wurden die RKIP-Mutanten RKIP!Y und
RKIPS?V im Hinblick auf ihre Kontraktilitit untersucht. NRCM, welche RKIPS!'V und
RKIPS%V iiberexprimierten zeigten weder im Hinblick auf auftretende Spontankontraktionen
noch bei der Analyse der Calciumtransienten signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe
(LacZ). Da auch eine Phosphorylierung an Aminosdureposition 51 bzw. Aminosdureposition
52 ohne direkte Auswirkung auf die Kontraktilitdt mdglich ist, wurde in einem in vitro Kinase
Assay analysiert, ob neben der bekannten Phosphorylierungsstelle S153 eine weitere
Phosphorylierung von RKIP durch PKA oder PKC erfolgt. Bei Einsatz der an
Aminoséureposition 153 phosphorylierungsdefizienten RKIP Mutante RKIPS!>** konnte
keine Phosphorylierung beobachtet werden. In der vorliegenden Arbeit konnte neben einer
Phosphorylierung an S153 keine weitere Phosphorylierung von RKIP durch PKC oder PKA

beobachtet werden.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

ACE
ANF
ANP
APC
APS
ATP
BCA
BrdU
BSA

CaMK II
cAMP
DMSO
EDTA
EF
EGF
ESC
FCS
GDP
GEF
GPCR
GRB2
GRK
GTP
HEPES
HZV
LTCC
MAP-
Kinase
MEM
NCX
NRCM
NYHA
PBS
PH
PKA
PKB
PLN
PMA
PMSF
PMT
PVDF
RKIP
RyR2

Angiotensin konvertierendes Enzym (engl. angiotensin converting enzyme)
Atrialer Natriuretischer Faktor

Atriales Natriuretisches Peptid

adenomatous polyposis coli

Ammoniumperoxodisulfat

Adenosintriphosphat

Bicinchoninsiure

5-Bromo-2-deoxyuridin

bovine serum albumin

Ca?*/Calmodulin abhingige Proteinkinase II

zyklisches Adenosinmonophosphat (engl. cyclic adenosine monophosphate)
Dimethylsulfoxid

Ethylendiamintetraessigsiure

Ejektionsfraktion

epidermaler Wachstumstaktor (engl. epidermal growth factor)
Europiische Gesellschaft fiir Kardiologie

Fetal Calf Serum

Guanosindiphosphat

GTP-Austauschfaktor (engl. guanine nucleotide exchange factor)
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

growth factor receptor bound protein 2

G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen

Guanosintriphosphat

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsiure
Herzeitvolumen

L-Typ Calciumkanal (engl. L-type calcium channel)

Mitogen-aktivierte Protein Kinase

Minimum essential medium
Na*/Ca?*"-Austauscher (engl. Na*/Ca’* exchanger)
neonatalen Rattenkardiomyozyten

New York Heart Association

Phosphatgepufferte Salzlosung
Pleckstrin-Homologie (engl. pleckstrin homology)
Proteinkinase A

Proteinkinase B

Phospholamban

Phorbol-12-myristat-13-acetat
Phenylmethylsulfonylfluorid

Photomultiplier

Polyvinylidenfluorid

Raf Kinase Inhibitor Protein

Ryanodinrezeptors 2
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SDS
SEM
SERCA
SOS

SR
B3-AR

SSRI
TEMED
Tnl
VSV
WHO

Natriumdodecylsulfat (engl. sodium dodecy! sulfate)
Standardfehler des Mittelwerts (engl. standard error of the mean)
sarkoendoplasmatische Calcium-ATPase

Son of Sevenless

sarkoplasmatische Retikulum

B-adrenerge Rezeptoren

Selektive Serotonin Wiederaufnahmehemmer (engl. Serotonin Reuptake
Inhibitor)

Tetramethylethylendiamin

Troponin I

Vesicular stomatitis virus

Weltgesundheitsorganisation (engl. World Health Organization)
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7.4 Pufferzusammensetzungen

Auftragspuffer

Lysispuffer

2x TSE (Tris/Saline/EDTA)

10X IBx

Protease Inhibitor (PI)
Phenylmethylsulfonylfluorid
4 x Ldmmli

2 x TSE (4 °C)
10 x IBX
Triton X-100

Tris-HCI, pH 7,4
NacCl

EDTA

NaN3

NaF
NasP>0O7
Na3zVOs4

NaN3

70

1 % (m/v)
1 % (v/v)
25 % (v/v)

50 % (v/v)
10 % (v/v)
1 % (v/v)

100 mM
600 mM

10 mM
0,02 % (m/v)

500 mM
50 mM
1 mM
0,02 %
(m/v)
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