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1. Einleitung

1.1. G-Protein gekoppelte Rezeptoren

Die Aufnahme und die Verarbeitung von extrazellularen Signalen ist fir jeden
Organismus essentiell. Er muss sich auf standig wechselnde innere und &ul3ere
Bedingungen einstellen und sich anpassen. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (engl.
G-protein coupled receptors oder GPCR) bilden die grofite Gruppe unter den
Rezeptoren der Zelloberflache. Zahlreiche Hormone, Neurotransmitter oder
sensorische Reize wie Licht vermitteln ihre biologische Effekte durch G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren. Dies hat dazu gefuhrt, dass G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren bei der Suche nach neuen Zielstrukturen fir Medikamente die grof3te
Aufmerksamkeit auf sich ziehen. Schon vor Abschluss des Human-Genom Projektes
konnten die meisten G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und viele ihrer Liganden
identifiziert werden (Lee et al., 2003). Das liegt daran, dass die Sequenzen und die
Struktur dieser Rezeptoren in vielen Féllen gleich oder ahnlich sind. Bei der
prototypischen Rezeptorstruktur durchspannen sieben a-helikale Domanen die
Plasmamembran der Zelle (Abb. 1). Diese sind verbunden durch drei intrazellulare
und drei extrazellulare Schleifen (loops). Sie besitzen einen extrazelluldren
Aminoterminus und einen intrazellularen Carboxyterminus (Pierce et al., 2002).
Diese Grundstruktur konnte vor kurzem anhand der Rontgenkristallstruktur des

Rhodopsins bestatigt werden (Palczewski et al., 2000).

Mit Hilfe von Sequenzvergleichen kénnen die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
gegenwartig in drei Unterfamilien unterteilt werden (Bockaert und Pin, 1999,
Vassilatis et al., 2003). Zur grof3ten Unterfamilie (Gruppe I-Rezeptoren) gehodren
unter anderem die Opsine, die Geruchsstoff-Rezeptoren und die Rezeptoren fur
Monoamine, Purine, Opiate, Chemokine und die Glykoproteinhormone TSH, LH und
FSH. Zu den Gruppe lI-Rezeptoren, die kaum Sequenzhomologien mit der Gruppe |
aufweisen, gehoOren zum Beispiel die Peptidhormon-Rezeptoren fiur Parathormon

(PTH) und Calcitonin. Die Gruppe IllI-Rezeptoren schlie3lich umfassen die



metabotropen Glutamatrezeptoren und den Rezeptor fir exrazellulare Kalzium-
Konzentrationen.

Agonist

Abb. 1: Der heptahelikale G-Protein-gekoppelte Rezeptor mit seinem
heterotrimerem G-Protein. Ein Agonist (hier Noradrenalin) bindet an seinen
Rezeptor (hier ein Modell des (;1-adrenergen Rezeptors nach der Kristallstruktur des

Rhodopsins nach Palczewski 2000) und aktiviert das G-Protein bestehend aus einer
a-Untereinheit (Ga) und einer By-Untereinheit (GBy).



Modelle zur Rezeptoraktivierung postulieren einen aktiven und einen inaktiven
Zustand, der sich in unterschiedlichen Positionen der Transmembrandoméanen und
zytoplasmatischen Domanen widerspiegelt (Seifert und Wenzel-Seifert, 2002). Die
Aktivierung durch einen Agonisten fihrt nach diesem Modell zur Stabilisierung des
aktiven Zustandes, beziehungsweise zur Veranderung in der Position der Doméanen.
Dieses Phanomen kann seit kurzem mittels Fluoreszresonanz-Energietransfer
(FRET)-Technologie direkt an verschieden Rezeptoren (Gruppe | und Il) gemessen

und bestatigt werden (Vilardaga et al., 2003).

Alle G-Protein-gekoppelte Rezeptoren fungieren als sogenannte Guaninnukleotid-
Austauschfaktoren (englisch: guanine nucleotide exchange factor oder GEF) (Hamm,
2001). Im aktivierten (das heil3t Agonist-gebundenen) Zustand katalysieren sie den
Austausch von Guanosindiphosphat (GDP) durch Guanosintriphosphat (GTP) an der
o-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins (Abb. 1 und 2). Dies fiuhrt dann zur
Aktivierung der a-Untereinheit und zur Dissoziation des By-Dimers. Beide G-Protein-
Untereinheiten sind in der Lage eine ganze Reihe an Effektoren zu regulieren,
darunter Enzyme fir den Second-Messenger Metabolismus wie Adenylatzyklase

oder Phospholipase C-3, ebenso wie verschiedene lonen-Kanale (Tab. 1 und 2).

1.2. G-Proteine

Heterotrimere G-Proteine bestehen aus drei Untereinheiten, die durch
unterschiedliche Gene kodiert werden (Neer, 1995, Dessauer et al., 1996, Hamm,
1998). Die a-Untereinheit bindet Guaninnukleotide mit hoher Affinitdt und kann durch
eine intrinsische GTPase-Funktion GTP hydrolysieren (Abb. 2). G-Proteine kann man
nach funktionellen und strukturellen Gesichtspunkten der a-Untereinheiten in vier
Familien unterteilen: G4 (stimuliert Adenylatzyklasen), G,, (inhibiert Adenylatzyklasen
und Kalziumkanale und stimuliert Kaliumkanale), G, (stimuliert die B-Isoformen von
Phospholipase C) und G,,,;; (aktiviert das kleine G-Protein Rho). In Saugetieren gibt
es mindestens 16 verschieden Gene fir a-Untereinheiten, deren Expression im

Gewebe stark variiert (siehe Tabelle).



Die B- und die y-Kette sind fest, aber nicht kovalent miteinander verbunden und
bilden eine funktionelle Einheit. Es gibt funf Gene fir G und zwo6lf Gene fur Gy.

Tab. 2 gibt Auskunft Gber einige Eigenschaften der Untereinheiten.

Alle bisher bekannten Ga-Proteine werden posttranslational an ihrem N-Terminus
durch Palmitoylierung und/oder Myristoylierung modifiziert. Diese Modifikation erhdht
die Affinitat zur By-Unereinheit und spielt fur die Membranlokalisierung und in der
Folge auch die Aktivierung membranstandiger Effektoren eine entscheidende Rolle
(Wedegaertner, 1998). Ebenso modifiziert werden die Gy-Untereinheiten. Diese
werden an einem C-terminalen Cystein in ihrem ,CAAX-Motiv* isoprenyliert
(Farnesyl- oder Geranylgeranylrest). Diese Modifikation ist nicht fur die Bindung an
die Gp-Einheit notwendig, entscheidet aber Uber Funktionalitat und Membran-

lokalisierung des G-Proteins (Gehrmann et al., 2002, Michaelson et al., 2002).

Die Aufklarung der Kristallstruktur heterotrimerer G-Proteine hat viel zum heutigen
Verstandnis dieser Proteine beigetragen (Wall et al., 1995, Lambright et al., 1996).
Die B-Untereinheit besteht aus einem ,Propeller" mit sieben regelm&Rigen Blattern,
die aus sogenannten ,WD40 repeats* bestehen (dies bezeichnet Tryptophan-
Aspartat-Wiederhohlungen, siehe auch Abb. 1). Diese sind hochkonserviert und
bilden B-Faltblattstrukturen. Der N-Terminus von G bildet zusammen mit der N-
terminalen a-Helix von Gy ein sogenanntes ,coiled coil, ein Grund fir den engen
strukturellen und funktionellen Zusammenhang der beider Untereinheiten. Die
katalytische Doméne der a-Untereinheit schlie3lich kommt tGber der zentralen Region
der Propellerstruktur zu liegen. Ga und Gy sind so orientiert, dass die Lipid-

modifikationen beider Untereinheiten an der Plasmamembran interagieren kénnen.



Familie | Subtyp Expression Effektoren
Gag Gag ubiquitar stimuliert AC (alle Isoformen)
Gagy Riechepithel, Gehirn stimuliert AC
Gay, Ga;, ubiquitar hemmt AC (Typ |, lll, V, VI, VI
Ga;, und IX), aktiviert GIRK1/4 durch
Ga,, GBy
Ga, neuronal, neuroendokrin | hemmt VDCC (N-, P/Q- und R-
Typen), aktiviert GIRK1/4,
beides durch Gy
Ga, neuronal, Thrombozyten | hemmt AC
GOy Geschmackszellen aktiviert PDE fur cAMP
Ga,, Stéabchen (Retina) aktivert PDE fur cGMP
Geschmackszellen
Ga,. Zapfen (Retina) aktiviert PDE fur cGMP
Ga, Ga, ubiquitar aktiviert PLC 3
(B, und By = 3, >> ;)
Ga,, fast ubiquitar aktiviert PLC 3
Gay, Niere, Lunge, Milz aktiviert PLC 3
Ga,;s hamatopoetische Zellen | aktiviert PLC 3
Ga,, Ga,, ubiquitar aktiviert RhoGEF, Btk, Gapl™,
Cadherin
Ga,, ubiquitar aktiviert RhoGEF, Cadherin

Tab. 1: Subtypen, Expression und Effektoren der G-Protein a-Untereinheiten nach
(Wettschureck et al., 2004).




Untereinheit | Subtyp | Expression Effektoren fir GBy
GpB B1.Bs fast ubiquitar, Retina
— hemmen AC |
, biquitar o ’
P2 P Hbigut aktivieren AC I1, IV und VII
Bs Gehirn
ktivi PL >f3,>
Gy Vi Yig Retina, Gehirn aktivieren PLC B (B,> B, > B)
Yo, Y5 bis vy, | fast ubiquitér aktivieren GIRK 1/4 Kanéle
Ya: Gehirn aktivieren GRK 2 und 3, PLA,,
Ve Gehirn, Blut PI-3-Kinase 3 und y
Yis Geschmacksknospen | hemmen VDCC (N-, P/Q- und
R-Typen)

Tab. 2: Subtypen, Expression und Effektoren der G-Protein By-Untereinheiten nach
(Wettschureck et al., 2004)

1.3. Die physiologische Bedeutung der G-Proteine

Anhand zweier wichtiger Regulationsysteme der S&ugetiere soll die physiologische

Bedeutung der G-Proteine dargestellt werden.

Kardiovaskulares System

Die parasympathische Regulation des Herzens wird uber G;, gekoppelte
muskarinische Acetylcholinrezeptoren (vom Subtyp M,) vermittelt. Einer der
wichtigsten M,-G,, aktivierten Effektoren ist der G-Protein-gekoppelte einwarts-
gleichrichtende Kaliumkanal (GIRK). Dieser tetramere Kanal besteht aus zwei mal
zwei Untereinheiten, Kir3.1 (GIRK1) und Kir3.4 (GIRK4), und wird durch Gy
Untereinheiten stimuliert (Ito et al., 1994, Chan et al., 1996, Bunemann und Hosey,
1998). Mause, denen eine der beiden Kanal-Untereinheiten fehlt (Knock-Out-Mause),
zeigen einen stark reduzierten Kaliumstrom in den Vorhdfen ihrer Herzen. Die
physiologische Konsequenz ist eine Reduktion der Vagusantwort bei diesen Mausen,
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(namlich Herzfrequenz-Modulation und -Variabilitdt nach Wickman et al., 1998,
Bettahi et al., 2002). Mause, die eine defekte Gy,-Untereinheit kardial
Uberexprimieren, zeigen ebenfalls eine stark eingeschrankte Vagusempfindlichkeit
(Gehrmann et al., 2002). In diesem Modell fuhrt die defekte, das heil3t nicht
isoprenylierbare Gy,-Untereinheit zu einem sogenannten dominant negativen Effekt,

mit der Folge, dass tUber 50% der funktionellen GBy-Proteine verloren gehen.

Zur muskarinischen Regulation des Herzens gehort auch die Hemmung von L-Typ
Kalziumkanélen (spannungsabhéangige Kanéale, VDCC). In M&usen, denen die Gene
fur Ga, oder Ga,, fehlen, kann dieser Kanal nicht mehr tber Acetylcholin reguliert

werden (Valenzuela et al., 1997, Nagata et al., 2000, Chen et al., 2001).

Die sympathische Aktivierung des Herzens erfolgt durch -adrenerge Rezeptoren
(vor allem vom [3,-Subtyp). Die Stimulierung dieser Rezeptoren durch Katecholamine
bewirkt die Aktiverung von Gg und in der Folge die Aktivierung von Adenylatzyklasen
(AC). Diese produzieren dann den second messanger zyklisches Adenosinmono-
phosphat (cCAMP). Durch cAMP nimmt die Kontraktilitat und die Herzfrequenz zu,
eine wichtige Anpassung an schnell wechselnde Bedingungen der Umwelt (Flucht,
Jagd). Auf der anderen Seite kann die dauerhafte Stimulierung dieses Systems zur
chronischen und schweren Schadigung des Herzens fuhren, mit der Folge, dass das
Herz in seiner Pumpleistung versagt (Herzinsuffizienz) (Engelhardt et al., 1999,
Lohse et al., 2003). Diese Effekte, wenn auch noch nicht vollstandig verstanden, sind
vor allem durch Proteinkinase A (PKA, cAMP-abhangige Kinase) und ihre
Zielstrukturen verursacht und lassen sich durch Mausmodelle mit kardialer
Uberexpession von B,-adrenergen Rezeptoren, Gag oder PKA selbst nachahmen
(lwase et al., 1996, Engelhardt et al., 1999, Antos et al., 2001, Lohse und Engelhardt,
2001). Ein weiterer wichtiger Aspekt in der Pathogenese der Herzinsuffizienz durch
Katecholamine kommt durch die Beobachtung zustande, dass sogenannte Gy-
Fanger (,GBy-scavenger®) in der Lage sind, die Progression der Erkrankung zu
verhindern oder zu verlangsamen. Als GPy-Féanger in Tiermodellen wurden bisher

BARKCct (die GPy-bindende Region der G-Protein-gekoppelten Rezeptorkinase 2,



GRK 2) oder eine Splice-Variante von Phosducin (siehe unten) eingesetzt (laccarino
et al., 1998, Freeman et al., 2001, Harding et al., 2001, Li et al., 2003).

Der Blutdruck wird Uber drei wichtige Mechanismen reguliert: Gber das Herz-
zeitvolumen (kardialer Output), den intravasale Volumen und der periphere
GefalRwiderstand. In der modernen Bluthochdrucktherapie spielen alle drei Systeme
eine Rolle. Die wichtigsten therapeutischen Strategien blockieren auch hier die
Wirkung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren: Beispiele sind die Blockade der
Angiotensin 1I-Wirkung am AT,-Rezeptor oder die Blockade der Noradrenalin-
Wirkung am a,-adrenergen Rezeptor. Diese Rezeptoren sind in der Lage,
GefalBmuskelzellen zur Kontraktion zu veranlassen (Zunahme der
GefalBwiderstandes), und vermitteln ihre Effekte durch die G-Proteine der G-
Familie. Eine krankhafte Aktivierung dieser G-Proteine kdnnte in der Pathogenese
der Bluthochdruckerkrankung eine zentrale Rolle spielen (Keys et al., 2002, Heximer
et al., 2003).

Zentrales Nervensystem

Die meisten Neurotransmitter des Zentralnervensystems (ZNS) stimulieren G-Protein
gekoppelte Rezeptoren, um neuronale Aktivitdt zu modulieren. Die Rezeptoren
befinden sich sowohl prasynaptisch als auch postsynaptisch und vermitteln relativ
langsame Antworten (im Vergleich zu Liganden-gesteuerten lonenkanélen). Wie
auch in anderen Organsystemen werden inhibitorische Signale Gber G-Proteine der
G,,-Familie und stimulatorische Signale uber G,,, oder G.,-Proteine weitergeleitet.
Das haufigste G-Protein im ZNS ist das G,. Auf zellularer Ebene kann G, die Aktivitat
der neuronalen Kalziumkanéle (N-, P/Q und R-Typ) hemmen und neuronale
Kaliumstrome (durch GIRK) initiieren. Diese Effekte beruhen beide auf direkte
Interaktion mit GBy-Untereinheiten (Mark et al., 2000, Mark und Herlitze, 2000). Fehlt
die a,-Untereinheit, zeigen die Mause schwere Schadigungen auf: sie leiden unter
Tremor und Krampfanfallen, sind schmerzempfindlicher und zeigen motorische

Hyperaktivitat (Jiang et al., 1998).



Bei der Gedéachtnisbildung spielt die synaptische Plastizitdt im Hippocampus eine
herausragende Rolle. Metabotrope Glutamat-Rezeptoren (mGIuR), die an G-Proteine
der G,,;,-Familie koppeln, vermitteln hier Phanomene wie die Langzeit-Potenzierung
(long-term potentiation) Uber Proteinkinase C und die Modulation von N-Methyl-D-
Aspartat (NMDA)-Rezeptoren (Miura, et al., 2002, Kotecha und MacDonald, 2003).
Mause mit mGluR5-Knockout zum Beispiel zeigen schwere Defekte bei der Langzeit-

Potentierung und Gedé&chtnisbildung (Lu et al., 1997).

G-Protein vermittelte Funktionen spielen also beim Saugetier eine herausragende
Rolle in der Regulation wichtiger Systeme. Viele der bisher bekannten Funktionen
konnten mit Hilfe genetischer Modelle an Mausen gefunden und untersucht werden.
Weitere Funktionen der G-Proteine erfordern neue Strategien fur die Untersuchung
am Tiermodell, da verwandte G-Proteine sich zum Teil gegenseitig kompensieren
kénnen oder Knockout-Mause eine frihe embryonale Letalitdt aufweisen, wie bei
Linien mit homozygoten Ga.-Knockout (Yu et al., 1998). Eine wichtige Mdglichkeit,
G-Protein-Funktion zu studieren, besteht in der Untersuchung der Regulation der G-

Proteine durch Regulator-Proteine.

1.4. G-Protein Regulatoren

Stimulation eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors und Aktivierung seiner G-
Proteine durch GDP-GTP-Austausch an der a-Untereinheit und Dissoziation der By-
Untereinheit sind die entscheidende Schritte in der Transduktion von Signalen in das
Zellinnere. Nach der Hydrolyse von GTP zu GDP durch die intrinsische Aktivitat der
a-Untereinheit (GTPase-Funktion), kann die PBy-Untereinheit wieder mit dieser
reassoziieren und terminiert so den G-Protein-Aktivierungszyklus (Abb. 2, Hamm,
2001). Zwei prinzipielle Moéglichkeiten der G-Protein-Regulation kénnen hier zum
Tragen kommen: a) Die Bindung von By-Untereinheiten verhindert nicht nur die
Aktivierung von Gpy-abhangigen Effektoren, sondern unterbricht auch den G-Protein-
Zyklus nach der Hydrolyse von GTP (siehe hierzu nachfolgender Abschnitt). b) Die

Hydrolysegeschwindigkeit ist entscheidend fur die Dauer der G-Protein-Aktivitat. Die
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Abb. 2: Der G-Protein Zyklus. Im inaktiven Zustand liegt das G-Protein als
Heterotrimer vor und GDP ist an die a-Untereinheit gebunden. Nach Aktivierung des
Rezeptors kommt es zum Austausch von GDP gegen GTP (Aktivierung des G-
Proteins). Die funktionellen Untereinheiten dissoziieren und interagieren mit
unterschiedlichen Effektoren. Die GTPase-Funktion der a-Untereinheit (Ga) fihrt zur
Hydrolyse von GTP (Inaktivierung). Nach erneuter Bindung der By-Untereinheit (Gfy)
ist das G-Protein wieder aktivierbar (neuer Zyklus). Regulation kann erfolgen durch
GpBy-Bindung zum Beispiel durch Phosducin (Phd) oder durch Beschleunigung der
GTP-Hydrolyse durch RGS-Proteine (RGS).

rd

GTPase-Funktion der a-Untereinheit scheint fir sich alleine unter in vivo-
Bedingungen aber nicht ausreichend zu sein (mehrere Minuten). Die Hydrolyse von
GTP wird in der Regel erheblich beschleunigt einerseits durch die Effektor-Proteine
selbst (zum Beispiel PLC31) oder andererseits durch spezifische Modulatoren, die
sogenannten RGS-Proteine (regulators of G-protein signaling, Ross und Wilkie,
2000, Hollinger und Hepler, 2002). RGS-Proteine gehdren zu den GAPs (GTPase-

activating proteins) und sind spezifisch fur die a-Untereinheiten der heterotrimeren
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G-Proteine. Man geht heute davon aus, dass mindestens 30 verschiedene RGS-
Proteine in S&dugern existieren (Hepler, 2003). Die meisten regeln die Funktion von
G-Proteinen der G,,- und G,-Familien und zeigen innerhalb dieser Familien nur
geringe Spezifitat (in vitro Befunde). Als Ausnahmen gelten der Faktor
pl115RhoGEF, der spezifisch die GAP-Funktion fur Ga,,,; ausubt (Kozasa et al.,
1998), und der Faktor RGS-PX1, der als GAP fur Ga, fungieren konnte (Zheng et al.,
2001). Neuere Arbeiten lassen den Schluss zu, dass die Spezifitat der RGS-Proteine
nicht nur durch die einzelnen G-Proteine, sondern auch durch die Rezeptoren selbst
zustande kommt (Wang et al., 2002, Roy et al., 2003). So reguliert in glatten
GefalBmuskelzellen RGS3 den M;-muscarinergen Acetylcholin-Rezeptor-Signalweg,
wahrend RGS5 den AT,-Angiotensin-Rezeptor-Signalweg moduliert. Beide

Rezeptoren sind gleichermalien G,-gekoppelt (Wang et al., 2002).

1.5. Die Rolle der Phosducin-Familie bei der Regulation der

G-Proteine

Phosducin wurde erstmals 1977 beschrieben als 33 kDa Phosphoprotein der Retina
(Lolley et al., 1977). Im dunkeladaptierten Zustand inkorporiert die Retina namlich
¥pP-Phosphat fast ausschlieRlich in einer 33 kDa-Bande, wenn man die
Retinaproteine mittels SDS-Polyacrylamidgelelelektrophorese (SDS-PAGE) auftrennt
(Lee et al., 1984, und eigene Befunde an boviner und muriner Retina). Diese 33 kDa-
Bande wurde dem Protein Phosducin zugeordnet. Nach Stimulierung durch Licht
nimmt der Phosphorylierungsgrad von Phosducin ab, ein Prozess, der durch die
Veranderung der Menge an zyklischen Nukleotiden maf3geblich induziert wird (Lee et
al., 1984). Phosducin ist also ein retinales Protein, dessen Phosphorylierungszustand
durch Rezeptoraktivierung reguliert werden kann. 1987 wurde dann Phosducin im
Komplex mit der retinalen G-Protein By-Untereinheit (Transducin By, bestehend aus
GB,; und Gy,) aus boviner Retina gereinigt (Lee et al., 1987), ein wichtiger Hinweis,
dass Phosducin in nativen Gewebe eine stabile Bindung mit der Transducin By-

Untereinheit eingeht (Abb. 3). Phosphorylierung und Transducin-Bindung waren
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dann auch entscheidend fir die Namensgebung dieses Proteins (Phos-phoprotein im

Komplex mit Trans-ducin).

N-Terminus

C-Terminus Ser 73

Abb. 3: Der Phosducin-GBy-Komplex. Seitliche Ansicht eines Proteinmodells des
Phosducin-Gpy-Komplexes nach Kristallstruktur-Daten (Gaudet et al.,1996). Die drei
N-terminalen a-Helices von Phosducin (rot) legen sich von oben auf den G[f31-
Propeller (blau) und verdecken die Interaktionsflache zu Ga (nicht abgebildet). Der
C-Terminus von Phosducin bildet eine kompakte Thioredoxin-Doméane (aus funf (3-
Faltblattern flankiert von drei a-Helices). Diese interkaliert mit Hilfe der C-terminalen
o-Helix (gelb: Aminosaure 215-232 nach Bluml et al., 1997, Loew et al., 1998)
zwischen die Propellerblatter 1 und 7. In der Folge verbirgt GB1 (violett) seinen
Farnesylrest (nicht abgebildet) zwischen die Propellerblatter 6 und 7 und der
Komplex kann von der Membran in das Zytosol translozieren. Die Phosphorylierung
von Phosducin an Serin 73 (Ser 73) durch PKA fuhrt zur Auflésung des Komplexes
(Gaudet et al.,1999).
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Phosducin gilt zwar heute als Protein, das dominant in Retina und Zirbeldriise, dem
entwichlungsgeschichtlich homologen Organ vorkommt (Craft et al., 1991, Lolley et
al., 1992), das aber auch in vielen anderen Gewebetypen prinzipiell gefunden
werden kann und bisher noch uncharakterisierte Aufgaben zu erfillen scheint
(Danner und Lohse, 1996). Beispielsweise finden sich in definierten Gehirnregionen
sogenannte ,pineal-like cells”, die eine starke Promotoraktivitdt von Phosducin
aufweisen (Sunayashiki-Kusuzaki et al., 1997). Phosducin konnte deshalb auch aus
bovinem Gehirn extrahiert und charakerisiert werden (Bauer et al., 1992). Ferner
wurde die Bindung zur G-Protein Py-Untereinheit (GBy) detailliert untersucht. Die
herausragendsten Merkmale sind: a) die Bindung an Gy fuhrt zur vielfaltigen
Regulation von G-Proteinen und der Aktivitat ihrer Effektoren, und b) die Bindung von
Phosducin wird entscheidend moduliert durch die Phosphorylierung von Phosducin

durch eine Reihe von Kinasen (siehe Tab. 3 zur Zusammenfassung).

Phosducin-GBy-Bindung Literatur

Der Phosducin N-Terminus (Aminosaure 1-108) | (Hawes et al., 1994, Xu et al.,
besitzt hochaffine GBy-Bindungsstelle, 1995, Gaudet et al., 1996,

Bindemotiv: 24 TGPKGVINDWR 34 Tanaka et al., 1997, Craft et
al., 1998, Savage et al., 2000)

Der Phosducin C-Terminus (Aminosaure 109-245) | (Bluml et al., 1997, Loew et
hat wichtige regulatorische Funktionen auf die G- | al., 1998)

Protein By Untereinheit

G-Protein Regulation durch Phosducin

Inhibition von G-Proteinen durch Phosducin: (Bauer et al., 1992, Lee et al.,
*Adenylatzyklase-Aktivierung durch Gg 1992, Hawes et al.,, 1994,
*GDP-Freisetzung aus G, Hekman et al., 1994, Danner
*GRK-2 und PLCf, Aktivierung durch Gy und Lohse, 1996, Mdller et al.,
*ADP-Ribosylierung von Ga, 1996, Schulz et al.,, 1996,

Bauer und Lohse, 1998)
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Unterstitzung von G-Protein-Funktion durch | (Wehmeyer und Schulz, 1998,
Phosducin Lem et al., 1999, Kasahara et
al., 2000, Obin et al., 2002,
Blaauw et al., 2003)

Regulation von Phosducin durch Kinasen

PKA Phosphorylierung (an Serine 73 im N-Terminus) | (Lee et al., 1990, Bauer et al.,
inhibiert GBy-Bindung 1992, Hawes et al.,, 1994,
Hekman et al.,, 1994, Pagh-
Roehl et al., 1995, Gaudet et

al., 1999)
GRK-2, -3, und -5 inhibieren G3y-Bindung (Ruiz-Gomez et al., 2000)
CamK Il und IV inhibieren GBy-Bindung (Thulin et al., 2001)

Tab. 3: Zusammenfassung der wichtigsten Phosducin-Daten

Durch die Sequenzierung ganzer Genome einzelner Organismen konnte die
Phosducin-Familie jetzt erganzt werden durch neue Mitglieder (Blaauw et al., 2003).
Die Phosducine kdnnen in drei grof3e Unterfamilien unterteilt werden (Abb. 4). Die
Gruppe der G-Protein-Regulatoren (Gruppe 1) umfasst bei den S&ugetieren die
Mitglieder (retinales) Phosducin und Phosducin-like Protein (PhLP) (siehe
Abbildung). Die anderen beiden Gruppen (Gruppe 2 und 3) sind in ihrer Funktion
weitgehend unbekannte Proteine. Fir die Gruppe 2 kann aus bisherigen Befunden
eine wichtige Rolle angenommen werden, da der Gen-Knockout in Dictyostelium
discoideum zu einem letalen Phenotyp unbekannter Genese fiuhrt (Blaauw et al.,
2003). Die Ausschaltung des Gens fir das Gruppe 1-Phosducin (oder hier Plpl
genannt) fihrte in diesem Modell zur Hemmung und Misslokalisierung der G-
Proteine, ein erster wichtiger Hinweis darauf, das Phosducine nicht nur G-Proteine
hemmen kdnnen, sondern auch fur die G-Protein-Funktion und -Stabilitat wichtig zu

sein scheinen.
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Abb. 4: Der phylogenetische Baum der Phosducin-Familie nach Blaauw et al.,
2003. Die Phosducine lassen sich in drei Unterfamilien unterteilen. In der Gruppe 1
befinden sich die G-Protein-Regulatoren. Bei Saugetieren finden sich hier zwei Gene,
die fur homologe Proteine kodieren: das retinale Phosducin (Phd) und das ubiquitar
exprimierte Phosducin-like Protein (hier PhLP1). Uber die Phosducin-Homologen der
Gruppe 2 und 3 ist bisher wenig bekannt. Phosducine sind innerhalb ihrer Unterfamilie
hochkonserviert (von Cryphonectria parasitica, einem Pilz, Uber Dictyostelium
discoideum, einem Einzeller, und Caenorhabditis elegans, einem Wurm, bis zu Homo

sapiens, dem Menschen).
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Phosducin-like Protein

Phosducin-like Protein (PhLP) wurde erstmals kloniert als sogenanntes Ethanol-
responsives Gen, dessen mRNA durch Ethanol in NG108-15 Neuroblastom x Gliom-
Zellen induziert werden konnte (Miles et al.,, 1993). PhLP besitzt 41%
Sequenzidentitdt und 65% Sequenzhomologie zum retinalen Phosducin. Sein
struktureller Aufbau ist dem von Phosducin sehr &hnlich, legt man die Daten aus der
Kristallstruktur des Phosducin-GBy-Komplexes fir eine computergestitzte
Modellierung zu Grunde (Abb. 5, Gaudet et al., 1996, SwissModelData). In seinem

N-Terminus findet sich wie bei Phosducin ein hochkonserviertes Gpy-Bindemotiv
(TGPKGVINDWR). Wie auch Phosducin, kann PhLP die GBy-Untereinheit binden und

deren Aktivitat modulieren (Schréder und Lohse, 1996, Thibault et al., 1997,
McLaughlin et al., 2002).

Bis vor kurzem unbekannt war allerdings, ob PhLP ahnlich wie Phosducin durch
Kinasen reguliert werden kann, das heil3t, ob ein Phosphorylierung des N-Terminus
oder anderer Doméanen zu einer Abnahme der Affinitat zur GBy-Untereinheiten fiihren
wirde. Obwohl wir kurzlich zeigen konnten, dass sowohl bei Phosducin als auch bei
PhLP C-terminale Fragmente durch G-Protein gekoppelte Rezeptorkinasen (GRKS)
phosphoryliert werden und dass diese Phosphorylierung bei Phosducin zur
Hemmung der GBy-Bindung fuhrte, blieb die Frage nach der genauen Rolle der
PhLP-Phosphorylierung noch offen (Ruiz-Gomez, et al., 2000). Ebenso offen blieb

die Frage, ob weitere Kinasen, wie zum Beispiel PKA, eine Rolle spielen kénnten.

Die mRNA von PhLP existiert in zwei Splice-Varianten, die fur zwei Proteine
kodieren, die sich durch das Vorhandensein oder Fehlen der ersten 83 Aminoséuren
unterscheiden (Abb. 5, Miles et al., 1993, Thibault et al., 1999). Die langere Form
wird als PhLP,,,, oder PhLP, bezeichnet, die kiirzere Form als PhLPg,,, oder PhLPg.
Untersuchungen haben gezeigt, dass die lange Isoform PhLP, in vielen
Saugetierorganen wie Gehirn, Herz oder Leber in hohen Proteinkonzentrationen
gefunden werden kann (zwischen 50 und 200 nM) (Thibault et al., 1999, Schroder

und Lohse, 2000). Diese Konzentrationen sind rechnerisch ausreichend, um G-
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Proteine auch in vivo durch PhLP| effektiv hemmen zu kénnen, nimmt man eine
Affinitdt von etwa 10 nM zur GBy-Untereinheit an. Anders sieht es mit der kurzen
Isoform PhLPs aus: Die Gewebekonzentrationen sind etwa 20-fach niedriger als die
von PhLP_. Da sich im N-Terminus, der PhLPs fehlt, eine wichtige hochaffine
Bindestelle fir GBy-Untereinheiten befindet, ist zudem die Affinitat von PhLPg zur
GBy-Untereinheit um etwa das zehn- bis zwanzigfache erniedrigt (Schréder und
Lohse, 2000). Daher hatte man angenommen, dass der kurzen Splice-Variante

PhLPs nur eine untergeordnete physiologische Bedeutung zukommt.

1 13 37 69 111 Thioredoxin-Doméane 245
NCT I . T N __ [ F1C
54 55 Phosducin 235 236

1 83 155 301

I [ [ |
- - - PhLP - -

1 | 5 218
T PhLPs -

|1 180Il90 2?0

Phosducin-Homolog von S. cerevisiae

[0 nicht aufgeldst B o-Helix — Gpy-Bindungsstelle

Abb. 5: Topologie-Modell von Phosducin und Phosducin-like Protein (PhLP)
nach der Phosducin-Kristallstruktur von (Gaudet et al., 1996). Die strukturellen
Domanen von Phosducin bestehen aus dem N-Terminus mit drei a-Helices und drei
assoziierten GBy-bindenden Regionen und der Thioredoxin-Domane mit zwei
weiteren GRy-Kontaktbereichen. In PhlP_ finden sich allle finf homologen Gpy-
Kontaktregionen wieder, wahrend die Splice-Isoform PhLPs die erste GBy-
Binderegion nicht besitzt. Das homologe Protein der Hefe (Saccharomyces
cerevisiae) erinnert vom Strukturaufbau an PhLPs, ein Hinweis darauf, dass in
dieser kurzen Struktur die wesentlichen funktionellen Eigenschaften angelegt sein
konnten.
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Kirzlich konnte die Arbeitsgruppe um Marie-France Bader die kurze Splice-Form
PhLPg aus kultivierten enterochromaffinen Zellen sowohl klonieren als auch reinigen
(Gensse et al., 2000). Es konnte gezeigt werden, dass PhLPg eine hemmende Rolle
bei der Nicotin-stimulierten Exozytose von Katecholaminen aus diesen Zellen spielt.
Dieser Prozess wird in enterochromaffinen Zellen unter anderem durch Gpy-
Untereinheiten vermittelt. Dies zeigt aber, dass PhLPg doch ein physiologischer G-
Protein-Regulator sein kann, wenn auch in sehr spezialisierten Zellsystemen und

unter sehr spezialisierten Umstanden.
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1.6. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Lassen sich die in vitro gewonnen Befunde zur PhLP-Funktion in

intakten Zellen wiederfinden?

Da sich die bisherigen Daten zum G-Protein-Regulator PhLP vor allem auf in vitro
Befunde stitzen, war die Frage offen, ob und in wieweit zellulare Testsysteme zur G-
Protein-Regulation die bisherigen Daten untermauern. Hierzu sollte die cDNA von
PhLP der Ratte in eukaryotische Expressionssyteme subkloniert und die Funktion in
intakten Zellen mittels Zellfunktionsassays bestimmt werden. Da Gy-Untereinheiten
Effektorproteine wie PLC[, stimulieren kdnnen, sollte mit Hilfe der Messung von
PLCpB-Metaboliten in intakten Kulturzellen der Einfluss von PhLP auf die Gpy-

abhangigen Signalewege untersucht werden.

Gibt es Mechanismen, die die Aktivitat von PhLP in Zellen reguliert?

Von dem homologen Protein Phosducin ist bekannt, dass es in der Retina
phosphoryliert und auf diese Weise reguliert werden kann. Diese Phosphorylierung
ist bei Phosducin abh&angig von der Aktivitat eines Rezeptors. Prinzipiell kann ein
analoger Regulationsmechanismus fur PhLP angenommen werden. Mit Hilfe
metabolischer Markierung von intakten Zellen sollte die Frage geklart werden, ob
auch PhLP tatsachlich ein physiologisches Ziel von Kinasen darstellt. Weiterhin war
die Frage zu beantworten, welche Kinasen hier eine Rolle spielen kdnnten, ob die
Regulation abhéngig ist von der Aktivitat bestimmter Rezeptoren und welche
funktionellen Konsequenzen sich daraus in Zellen ergeben. Weiterhin sollte mittels
gezielter Mutagenese eine potentielle Phosphorylierungsstelle manipuliert werden,

um diese naher zu charakterisieren.
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Welche Rolle spielt die kurze Splice-Variant PhLPg in Zellen und

Geweben ?

Zur Bedeutung der kurzen Splice-Variante PhlPg gibt es widersprichliche Befunde.
Einerseits ist die Expression von PhLPg in den meisten Gewebetypen erheblich
niedriger als die von PhLP,. Hinzu kommt, dass die Affinitat (bestimmt durch in vitro-
Testsysteme) deutlich schwacher ist als fur eine effektive G-Protein-Regulation durch
GpBy-Bindung notwendig ware. Andererseits konnte gezeigt werden, dass PhlIPg in
enterochromaffinen Zellen durchaus in der Lage ist, GBy-Funktionen zu regulieren.
Um die hier bestehenden Widerspriiche aufzuklaren, sollte auch PhLPg in zelullaren
Testsystemen untersucht werden, und seine F&higkeiten denen von PhLP,

gegenubergestellt werden.

Gibt es neue Wege der G-Protein-Regulation ?

Die bisher bekannten Wege, G-Protein-Funktion zu regulieren, bestehen in der
Beschleunigung der GTPase-Funktion durch RGS-Proteine und durch direkten
Bindung der Gpy-Untereinheit durch eine ganze Reihe anderer Proteine
(sogenannter ,GBy-Scavanger®). Neuere Befunde lassen vermuten, dass G-Proteine
ebenso wie viele andere Signalmediatoren durch Ubiquitinierung reguliert werden
konnen, und dass Phosducin hier eine protektive Funktion austiben kann (Obin et al.,
2002). In dieser Arbeit sollte daher der Einfluss von PhLP, und PhLPg auf die
Stabilitdt und Expression von GBy-Untereinheiten naher untersucht werden. Kirzlich
wurde eine Interaktion von PhLP mit dem sogenannnten cytosolischen Chaperonin-
Komplex CCT (chaperonin complex containing tailless polypeptide-1) beschrieben
(McLaughlin et al., 2002). Dieser Komplex spielt eine Rolle bei der Faltung von
WDA40 repeat-Proteinen und kénnte daher fir Faltung von GBy-Untereinheiten wichtig

sein (Valpuesta et al., 2002).
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2. Material und Methoden

2.1. Material

Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Soweit nicht anders aufgefuhrt wurden die Chemikalien von Merck, Boehringer

Mannheim oder Sigma im Reinheitsgrad ,pro analysi* bezogen.

Agarose fur die Elektrophorese
Affi-Gel-10
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
[*°P]ATP

BAPTA-AM

BES (N,N-Bis-(2-hydroxyethyl)-2-aminoethan-
sulfonsaure)

Biomax MS- und ML-Filme
Bovines Serumalbumin (BSA)
6-Carboxy-X-Rhodamin

5,6-Dichloro-1-3-D-Ribofuranylbenzimidazol (DRB)

DNA-Langenstandards:

- 100bp-Ladder

- 1kb-Ladder
Dulbecco’s modified Eagle's medium (DMEM)
Effectene®-Transfektionsreagenz
Fetales Kalberserum (FCS)
Heparin-Na (Molekulargewicht 6000 Da)
Lactacystin
L-Glutamin; Penicillin/Streptomycin (Zellkultur)
Lipofectamine 2000 ®
Lubrol WX
Myo-[2-*H]-Inositol (21 Ci/mmol)
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Gibco BRL
Biorad

Sigma

PerkinElmer Life Sciences

Calbiochem

Sigma

Kodak
Sigma
Molecular Probes

Calbiochem

New England Biolabs
Gibco BRL

PAN

Qiagen

Sigma

Sigma

Calbiochem

PAN

Invitrogen

Serva

PerkinElmer Life Sciences



[**P]Nicotinamid-adenosin-dinukleotid (NAD)
[*P]Orthophosphorsaure (10mCi/ml)
Nickel-NTA-Agarose

Phosphate buffered saline (PBS, steril, Zellkultur)
Pertussistoxin

Protein Assay-Reagenz (Bradford)
Protein-G-Sepharose
ProteingrofRenstandard

PVDF-Membranen (Immobilon P)

QIAquick Gel Extraction Kit

RNeasy Mini Kit

Rotiphorese-Gel 30 ®

RPMI 1640 Medium ohne i-Inositol

Saulen und Filter fur die Plasmidisolierung
Select Agar/Peptone/Yeast

Staurosporin

Superscript lll Reverse Transcriptase Kit
Sybr Green

Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris

Trypsin/EDTA-L6sung (Zellkultur)
Western Blotting Detection Kit
3MM-Whatman-Papier

Zellkulturartikel

Enzyme und Proteine

Alkalische Phosphatase aus Garnelen (SAP)
Caseinkinase 2 (CK2)

DNase, RNase-frei

G-Protein a und By

Hot-Tag-Polymerase (fiir Real-Time-PCR)
Lambda-Phosphatase

Pfu-DNA-Polymerase
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PerkinElmer Life Sciences

PerkinElmer Life Sciences

Qiagen
PAN

Sigma
Biorad
Amersham
peQLab
Millipore
Qiagen
Qiagen
Roth

Life Technology
QIAGEN
Gibco BRL
Calbiochem
Invitrogen
Cambrex

Sigma
Merck

PAN
Pierce
Schleicher & Schilll

Nunc

Roche

Roche

Qiagen
Christian Dees
Eppendorf
New England Biolabs

Eppendorf



Restriktionsendonukleasen
T4-DNA-Ligase

New England Biolabs
New England Biolabs

Tag-DNA-Polymerase Eppendorf

Biologisches Material

Bakterienstamme

E. coli XL1-Blue  endAl, hsdR17 (K mK*) supE44 lambda recAl Stratagene

gyrAl gyrA96 relAl (lac) (F proAB lacZAM15 Tn1O[tetR])

E.coliBL21 F~ ompT hsdB(ry'mg’) gal dcm(DE3) pLysS (Cam’) Novagen
Saugetierzellen
HEK 293 humane embryonale Nierenzellen ATCC

HEK 239-GIRK 1/4

Plasmide

pet3

pet3d-Phd-His,
pet3c-PhLP -Hisg
pet3c-PhLPg-Hisg
pet3d-GST-His,
pcDNA3

pcDNAS3-Flag
pcDNA3-Gf3,
pcDNA3-Gy,
pcDNA3-PLCL,
pPcDNAS3-HissGY,

pcDNA3-GRK2-K220R

pcDNA3-Phd
pcDNA3-PhLP,
pPcDNA3-PhLPq

exprimiert GIRK 1/4 stabil

Vektor fur die bakterielle Expression
T7-Promotor, Amp'

exprimiert Phosducin-Hisg
exprimiert PhLP -His,
exprimiert PhLPg-Hisg
Glutathion-S-Transferase-His;

Expressionsvektor fir Saugetierzellen
CMV-Promotor, T7-Promotor, Amp'

fur N-terminale Flag-Markierung
exprimiert G-Protein 3,
exprimiert G-Protein vy,
exprimiert PLC[3,
Hexahistidin-Gy,-Konstrukt
kinasedefiziente GRK2
exprimiert Phosducin

exprimiert PhLP,

exprimiert PhLPg
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Moritz Binemann

Novagen

Werner Schnepp
Stefan Schroder
Stefan Schroder
diese Arbeit

Invitrogen

Christoph Klenk
Ursula Quitterer
Ursula Quitterer
Ursula Quitterer
diese Arbeit
Cornelius Krasel
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit



pcDNA3-PhLP, 5 exprimiert PhLP, 5-301 diese Arbeit
pcDNA3-PhLP, 29 exprimiert PhLP, 29-301 diese Arbeit
pcDNA3-PhLP, 36 exprimiert PhLP, 36-301 diese Arbeit
pcDNA3-PhLP, 46 exprimiert PhLP, 46-301 diese Arbeit
pcDNA3-PhLP, 58 exprimiert PhLP, 58-301 diese Arbeit
pcDNA3-PhLP, A18-20 phosphorylierungsdefizientes PhLP,  diese Arbeit
pcDNA3-PhLP, A25 Kontroll-Mutation in PhLP, diese Arbeit
pcDNA3-PhLP, W66V Gpy-Bindungsdefizienz diese Arbeit
pcDNA3-PhLP, AV A18-20 und W66V-Mutation diese Arbeit
pcDNA3-PhLP 1-83 PhLP,-N-Terminus von 1-83 diese Arbeit
pcDNA3-PhLP 1-118 PhLP,-N-Terminus von 1-118 diese Arbeit
pcDNA3-PhLP 1-131 PhLP,-N-Terminus von 1-131 diese Arbeit
pcDNA3-PhLP 1-155 PhLP -N-Terminus von 1-155 diese Arbeit
pcDNA3-PhLP 119-301 PhLP,-C-Terminus von 119-301 diese Arbeit
pcDNA3-PhLP 132-301 PhLP,-C-Terminus von 132-301 diese Arbeit
pcDNA3-PhLP 145-301  PhLP,-C-Terminus von 145-301 diese Arbeit
pPcDNA3-AGT-G[3, Alkylguanintransferase-Gf3,-Konstrukt diese Arbeit
pcDNA3-AGT-Gy, Alkylguanintransferase-Gy,-Konstrukt diese Arbeit

pcDNA3-PhLP,-EYFP
pCDNA3-PhLP.-EYFP
PCDNA3-0,,-AR
PGEX-1AT

PhLP -EYFP-Fusionsprotein
PhLPs-EYFP-Fusionsprotein
a,.-adrenerger Rezeptor

exprimiert GST-Fusionsproteine

Christina Bermel
Christina Bermel
Moritz Binemann

Cornelius Krasel

Oligonukleotid-DNA-Primer zur Subklonierung und Mutagenese

Oligonukleotid-Primer wurden von Medigenomix oder MWG-Biotech bestellt. Primer
fur den N-Terminus von PhLP enthalten zur Subklonierung in pcDNA3 eine BamHI-
Schnittstelle (fwd-Primer), Primer fir dessen C-Terminus eine EcoRI-Schnittstelle
(rev-Primer). Primer zur Mutagenese enthalten keine Schnittstellen. Andere

Schnittstellen sind im Primernamen enthalten.

PhLP, fwd
PhLP; fwd

5-AGGAGAGGATCCATGACAACCCTGGATG-3
5 -AGGAGAGGATCCATGGAGCGGCTGATC-3
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PhLP rev

PhLP, 5 fwd
PhLP, 29 fwd
PhLP, 36 fwd
PhLP, 46 fwd
PhLP, 58 fwd
PhLP, 119 fwd
PhLP, 132 fwd
PhLP, 145 fwd

PhLP, 83 rev

PhLP, 118 rev

PhLP, 131 rev
PhLP, 155 rev
BamHI-Hisg-EcoRI fwd
EcoRI-Hiss-BamHI rev
HindllI-Hiss-BamHI fwd
BamHI-Hisg-Hindlll rev

5-GCAGCCGAATTCTCAATCTATTTCTAG-3
5-CCGGATCCATGGATGACAAGTTGCTG-3
5-CCGGATCCATGGACAAAGACAGAGG-3
5-CCGGATCCATGGCCCCAGCCAGTAG-3
5-CCGGATCCATGGCTGAGCTGCGAG-3
5-CCGGATCCATGGGTCCAAAAGGGGTG-3

5 -TAGGATCCATGACTCTGAAGGAGTGTG-3’
5 -TAGGATCCATGGATGATGAAGAGTTTCTGCAG-3’
5 -TAGGATCCATGGACGAGATGCGGCAG-3
5-AGAATTCTCACTCCCGGCACTGCTCC-3

5 -GGAATTCACTTCCCACTGATTTTCTTCTG-3
5 -GGAATTCACAAATTCTTGTCCATCATA-3’

5 -GGAATTCACCCTTTATGAAGCTGCTGC-3’
5-GATCCCATCACCATCACCATCACTGAG-3’
5-AATTCTCAGTGATGGTGATGGTGATGG-3
5-AGCTTATGCATCACCATCACCATCACG-3

5 -GATCCGTGATGGTGATGGTGATGCATA-3"

AGT-Hindlll fwd  5"-ACACAAGCTTATGGACAAGGATTGTGAAATGAAACG-3’

AGT-BamHI rev

PhLP,A18-20 fwd
PhLP,A18-20 rev
PhLP,A25 fwd
PhLP, A25 rev
PhLP, W66V fwd
PhLP, W66V rev

5-CGGGATCCCAAGCCTGGCTTCCC

5-CTACGCCGCCGCTGAGGATGAGGAC-3
5-CCTCAGCGGCGGCGTAGTAGTACTG-3
5 -GATGAGGACGCTGACCATGAAGAC-3’
5-TTCATGGTCAGCGTCCTCATCCTC-3

5 -ATCAATGACGTGCGCCGCTTCAAG-3
5-GAAGCGGCGCACGTCATTGATCAC-3

Oligonukleotid-DNA-Primer fur die RT-PCR

human Gf3, fwd
human Gf3; rev
rat PhLP fwd
rat PhLP rev

5-CTTGCTGGGTACGACGACTT-3’
5-AGCTGACGCGGTTGTTCAT-3

5 -ATGGAGCGGCTGATCAAAAAG-3’
5-CAAATTCTTGTCCATCATACC-3’
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SIRNA fur den Gen-Knock-Down

Zwei siRNAs gegen humanes TCP-la wurden mit Hilfe des MWG-Design-
Werkzeugs (frei unter www.mwg-biotech.com) und unter Einbeziehung der RNA-
Sequenz, wie sie in der humanen Refseq-Datenbank am NCBI unter der
Zugangsnummer NM_030752 abgelegt ist, entworfen. Die RNA wurde von MWG
Biotech als Doppelstrang (preannealed) synthetisiert. Jedes 3"-Ende wurde mit dTdT
versehen und mit RNase-freiem Puffer ausgeliefert. Die Kontroll-siRNA-Sequenz

gegen GFP wurde Gibernommen von Lewis, et al. (2002).

Ziel-RNA-Sequenz Position
TCP-1a Target 1 5-GAAGUUGGAGAUGGAACUA-3"  (272-292)
TCP-1a Target 2 5-GAAGUGGUACAGGAGAGAA-3° (1067-10087)
GFP-Target 5-CGUAAACGGCCAGUUCTT-3’ (64-84)
Antikorper
Epitop Spezies
PhLPg Kaninchen, polyklonal Stefan Schroder
PhLP-CT Kaninchen, polyklonal Stefan Schroder
Phosducin Kaninchen, polyklonal Marian Castro
G (common) Kaninchen, polyklonal Santa Cruz
G, (subtypspezifisch) Kaninchen, polyklonal Santa Cruz
GY, (subtypspezifisch) Kaninchen, polyklonal Santa Cruz
PLCp, (subtypspezifisch) Kaninchen, polyklonal Santa Cruz
TCP-1a Ratte, monoklonal Calbiochem
-Actin Maus, monoklonal Sigma
Kaninchen Ziege, polyklonal mit Peroxidase Dianova
Maus Ziege, polyklonal mit Peroxidase Dianova
Ratte Ziege, ployklonal mit Peroxidase Calbiochem
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Medien und Puffer

Alle Medien und Puffer wurden in der Regel mit vollentsalztem und pyrogenfreiem
Wasser aus einer Barnstead-Anlage hergestellt. Fur die Zellkultur wurden Medien,
Medienzusatze und Puffer von den entsprechenden Firmen bezogen

beziehungsweise vor Gebrauch sterilfiltriert.

Medien fiir die Kultur von E. coli

LB-Medium 1% Pepton
0,5% Yeast
1% NaCl
Agarplatte 10 ml LB-Medium mit 1,5% Select-Agar

100 pg/ml Ampicillin

Puffer fir die Molekularbiologie

10x DNA-Probenpuffer 50% (v/v) Glycerin
100 mM EDTA
0,01% (w/v) Bromphenolblau

50x TAE-Laufpuffer 2 M Tris-Base
Eisessig bis pH 8,0
5mM EDTA

10x RNA-Probenpuffer 50% (v/v) Formamid

7% (v/v) Formaldehyd
12% (v/v) Glycerin
in 1x MOPS

10x FA-Laufpuffer 200 mM MOPS, pH 7,0
250 mM Formaldehyd
50 mM Natriumazetat
10 mM EDTA

RT-Reaktionspuffer 50 mM Tris-HCI, pH 8,3
40 mM KCI
6 mM MgCl,
1 mMDTT
0,5 mM dNTP
0,1 mM oligo(dT);,.44
0,1 mg/ml BSA
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Puffer fir die Proteinbiochemie

5x Proteinprobenpuffer

4x Trenngelpuffer:

4x Sammelgelpuffer:

10x SDS Laufpuffer
(Standard-Gele)

Anoden-Puffer fur Tricin-Gele

Kathodenpuffer fur Tricin-Gele

Westerntransferpuffer

10x TBS (Tris-buffered saline)

Blockpuffer fir Western Blots

Phosphorylierungspuffer

ADP-Ribosylierungspuffer

0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

10% (w/v) SDS

100 mM DTT

20% (v/v) Glycerin

0,01% (w/v) Bromphenolblau

1,5 M Tris/HCI pH 8,8
0,4% (w/v) SDS

0,5 M Tris/HCI pH 6,8
0,4% (w/v) SDS

250 mM Tris-Base
1,92 M Glycin
1% (w/v) SDS

100 mM Tris-Base
100 mM Tricin
1% (w/v) SDS

100 mM Tris/HCI, pH 8,3

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

200 mM Tris/HCI, pH 7,4
140 mM NacCl

3% (w/v) Trockenmilch
0,1% (v/v) Tween-20
in 1x TBS

20 mM Tris/HCI, pH 7,5

50 mM KCI

10 mM MgCl

5mMDTT

200 pM [**P]ATP (20 pCi/ml)

20 mM Na,-HEPES, pH 8,0
20 mM NaCl

20 mM DTT

0,1 mM EDTA-Na,

1 mg/ml BSA

0,05% Lubrol

100 mM ATP

100 uM [**P]NAD (50 pCi/ml)
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Phosphatasepuffer 50 mM Tris/HCI, pH 7.5,
2 mM MnCl,
0,1 mM EDTA
5mMDTT
0.01% Brij 35

Lysis- und Waschpuffer 20 mM Tris/HCI, pH 8,0
fur die Hisg-Tag-Reinigung 500 mM NacCl

10 mM Imidazol

10 mM Mercaptoethanol

Elutionspuffer 20 mM Tris-Cl, pH 7,4
fur die Hisg-Tag-Reinigung 50 mM NacCl

200 mM Imidazol

1 mMDTT

10 % (v/v) Glycerol

Zelllyse-Puffer fur 50 mM Tris/HCI, pH 7,2
Immunprazipitation 300 mM NacCl
phosphorylierter Proteine 50 mM NaF

10 mM lodoacetamid
5 mM Na,P,0O,

5 mM EDTA-Na,

1 mM PMSF

0,1 mM NazvoO,
0,01% NaN,

1% Triton-X100

hypotoner Zelllysepuffer 50 mM Tris-base, pH 10,5
1% Triton-X100
1 mM PMSF

Puffer fur Koprazipitation 20 mM Tris-CI, pH 7,5
150 mM NacCl
0,1 % Nonidet P-40
1 mM PMSF
10 mM B-Mercaptoethanol

Medien fir die Kultur von HEK-Zellen

Kulturmedium DMEM (1g/l Glukose)
10% (v/v) FCS
Penicillin/Streptomycin-Losung 1:100

2x BBS zur Transfektion 50 mM BES, pH 6,95 @ 21°C
280 mM NacCl
1,5 mM Na,HPO, x 2H,0
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Zellinkubationspuffer

Medium fur [*H]-Inositol-
Beladung

Medium fr [**P]-Phoshor-
Beladung

Patch Clamp-Puffer,

extern

Patch Clamp-Puffer
intern (Pipette)

20 mM Na,-HEPES, pH 7,4
138 mM NaCl

5 mM KCI

1 mM MgCl

1 mM CacCl,

1 g/l Glucose

(10 mM LiClI)

RPMI ohne i-Inositol (1g/I Glukose)
0,2% (v/iv) FCS
0,1% (v/v) Myo-[2-*H]-Inositol (2 uCi/ml)

DMEM ohne Phosphat
20 mM Na'-HEPES, pH 7,4
200 uCi/ml [**P]Orthophosphorsaure

10 mM Hepes-NaOH, 10, pH 7,3
120 mM NacCl

20 mM KCI

2 mM CaCl,;

1 mM MgCl,,

10 mM Hepes-KOH, pH 7.3
100 mM Kaliumaspartat;
40 mM KClI

5 mM MgATP

5 mM NacCl

2 mM EGTA

1 mM MgCl,

0,01 mM GTP
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2.2. Molekularbiologische Methoden

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Amplifikation von DNA

Durch die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain reaction, PCR) ist es
maoglich, mit strangspezifischen Oligonukleotiden (sogenannten Primern), deren
Sequenzen komplementar zu den flankierenden Bereichen des gewlnschten DNA-
Abschnitts sind, DNA in vitro zu amplifizieren. In einem programmierbaren
Thermocycler wird dabei ein dreiphasiger Reaktionszyklus durchlaufen (1.
Denaturierung, 2. Hybridisierung und 3. Polymerisation). Primer kénnen an ihren 5-
Enden nicht-komplementare Abschnitte enthalten. Typischerweise werden hier
Schnittstellen fir Restriktionsenzyme eingebaut, die eine spétere Insertion in
Vektorsysteme erlauben (Subklonierungsprimer). An ihren 3"-Enden mussen Primer
komlementar zur DNA sein. Zur Subklonierung von cDNA in Vektoren bedarf es in
der Regel eines Vorwarts-Primers (forward oder fwd), der ein Teil des Plusstranges
(also des proteinkodierenden Stranges) ist, und eines Ruckwarts-Primers, der ein
Teil des Minusstranges (des Gegenstranges, keine Proteinsequenz) ist. Durch die
Erhitzung auf 94°C liegt die DNA nur noch als Einzelstrang vor (Denaturierung), so
dass in der Hybridisierungsphase der Primer an seinem komlementéren Bereich
binden kann. Thermostabile Polymerasen (Taq oder Pfu) verlangern dann in der
Polymerisationsphase den Primer in 3"-Richtung. Jeder Zyklus verdoppelt so den
entsprechenden DNA-Abschnitt. Template-DNA (der zu amplifizierende DNA-
Abschnitt) kann genomischen Ursprungs sein (enthalt dann méglicherweise nicht-
kodierende Regionen) oder aus umgeschriebener mRNA bestehen (sogenannte
cDNA). Stammt die cDNA nicht aus einem Vektorsystem, sondern aus einer
aktuellen mRNA-Préaparation, so spricht man von RT-PCR (reverse transcription-
PCR). Sollen quantitative Untersuchungen durchgefiihrt werden bedient man sich

der sogenannten Real-Time-PCR (s.u.).

Die Zusammensetzung der Reaktionsansatze und das Temperaturprofil kénnen in
Abhangigkeit von den DNA-Sequenzen leicht variieren. In der Regel wurden die
Reaktionen in 40-100 pl Polymerasepuffer (vom Hersteller) und in 25 - 35 Zyklen
durchgefuhrt.
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PCR-Reaktionsansatz

100 puM Desoxynucleosidtriphosphate (ANTPS)

1 uM 5°- bzw. 3°- Primer (angeldst in 100 uM Tris-Cl, pH 8,3)
2,5 Units DNA-Polymerase (Taq oder Pfu)

geringe Menge Template-DNA

Ein typischer Reaktionszyklus sah folgendermal3en aus:

Denaturierung 94°C 1 min
Hybridisierung 50°C 1 min
Polymerisation 72°C 1-2 min

Einfiuhren von Punktmutationen und Deletionen mittels PCR

Um Punktmutationen in eine wildtypische cDNA einzubringen, missen
Mutationsprimer so entworfen werden, dass sie einerseits den gewlnschten
Basenaustausch enthalten, und andererseits dieser von mindestens 9 Basen in 3’-
und 5’-Richtung flankiert wird. Ein Primer muss als Vorwarts-Primer (fwd), ein zweiter
als Ruckwarts-Primer (rev) vorliegen. Beide sind tUberwiegend komplementar zu
einander. In einem ersten Schritt wurden zwei parallele PCR-Reaktionen an der
Ausgangs-DNA durchgefihrt: a) Subklonierungsprimer fwd und Mutationsprimer rev
und b) Mutationsprimer fwd und Subklonierungsprimer rev. Die PCR-Produkte
wurden im Agarosegel aufgetrennt, gereinigt und dienten zusammen als Template
fur eine weitere PCR-Reaktion. Da die beiden Produkte im Bereich der
Mutationsprimer tberlappten, konnte an beiden Strangen eine Elongation durch die
Polymerase stattfinden. Die weitere Amplifikation erfolgte durch die

Subklonierungsprimer (fwd und rev).

Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode, um Desoxyribonukleinsdure (DNA)-
Strange nach ihrer Grof3e aufzutrennen und um dann ihre Grof3e durch Vergleich mit
Strangen bekannter GrofRe zu bestimmen. Lange Faden aus Agarosepolymeren

werden zu einem Gel vernetzt. Je héher die Agarose konzentriert ist, desto kleiner
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sind die Poren, die sich in dem Gel befinden. Die Gelelektrophorese funktioniert wie
ein Sieb fir Molekile; ein elektrisches Feld wird verwendet, um die negativ
geladenen DNA-Molekile durch die Gelmatrix zu ziehen, wobei die kleineren DNA-
Molekile sich schneller durch das Gel bewegen koénnen. Somit wird eine

Auftrennung der Strange nach ihrer Grél3e erméglicht.

Die Auftrennung der DNA-Fragmente (aus PCR oder Restriktionsenzymverdau)
erfolgte in dieser Arbeit in 1-1,5 %igen Agarosegelen. Dabei wurde Agarose in TAE-
Laufpuffer erhitzt, geschmolzen und mit Ethidiumbromid-Ldsung (Endkonzentration
1 ug/ml) in eine Flachbettkammer aus Plexiglas gegossen und ausgehértet.
Probentaschen wurden mit einem Teflonkamm erzeugt. Vor dem Auftragen wurden
die Proben mit der entsprechenden Menge 10x DNA-Probenpuffer versetzt, und das
Gel in TAE-Puffer in die Elektrophorese-Kammer gelegt. In einer Laufzeit von 30 bis
45 Minuten bei 5 Volt / cm Elektrodenabstand wurde dann die DNA aufgetrennt. Die
Verbindung Ethidiumbromid zeigt im Gel kaum Fluoreszenz (weil sie in Losung ihre
Konformation frei &ndern kann). Durch Bindung an DNA wird die Fluoreszenz jedoch
stark erhoht und so kénnen DNA-Banden im UV-Licht leicht identifiziert werden.
DNA, die weiterverwertet wurde, konnte am UV-Tisch ausgeschnitten und mittels
Qiagen Gel Extraktion-Kit entsprechend der Angaben des Herstellers gereinigt

werden.

Klonierung von PCR-Produkten in Expressionsvektoren

Spaltung von DNA mittels Restriktionsenzymen

Um DNA-Produkte zielgerichtet in Vektorsysteme einbringen zu kénnen, sollten
sowohl das entsprechende Expressionsplasmid, als auch die Insertions-DNA (zum
Beispiel ein PCR-Produkt) mit Restriktionsenzymen behandelt werden.
Restriktionsenzyme zerschneiden Doppelstrang-DNA an sehr spezifischen
Sequenzabschnitten (sites). In kommerziellen Vektoren (wie pcDNA3) befindet sich
eine Multiple Cloning Site, in der mehrere Restriktionsschnittstellen hintereinander

zur Verfugung stehen. Die meisten PCR-Produkte in dieser Arbeit wurden uber
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BamH | und EcoR | in pcDNAS3 inseriert. Der Enzymverdau erfolgte in dem vom
Hersteller gelieferten Puffersystem und nach dessen Vorgaben. Eine Auftrennung im

Agarosegel entfernt die abgeschnittenen Basenpaare.

Ligation von DNA-Insert und Vektor-DNA

Sind zwei DNA-Enden mit demselben Enzym verdaut worden, passen sie zueinander
wie ein Schlissel zu einem Schloss ("sticky ends"). Um sie wieder dauerhaft zu
verbinden, missen sie durch einen energieverbrauchenden Prozess ligiert werden.
Zur Ligation mittels T4-Ligase wurden DNA-Fragmente mit Vektor-DNA im Verhaltnis
1-5:1 in einem Endvolumen von 10 pl zusammengefuhrt (Gesamt-DNA-Menge 20-
50 ng). In diesem Ansatz befand sich 0,1 Volumen des vom Hersteller mitgelieferten
10x-Ligasepuffers und eine Enzymeinheit T4-DNA-Ligase. Die Ligation wurde
entweder bei 21°C fur 3h oder bei 16°C Uber Nacht durchgefihrt.

Transformation kompetenter Bakterien und Plasmidpraparation

Transformation von E. coli-Bakterien

Um die neu ligierten Vektoren tberprifen und vermehren zu kénnen, mussen diese
in spezielle Bakterienstdimme eingebracht werden (Transformation). In der sich
anschlieBenden Selektion mit einem Antibiotikum Uberleben nur Bakterien, die ein
intaktes Plasmid aufgenommen haben (Produktion des Resistenzfaktors, zum
Beispiel Penicillinase [Amp']). Die Stammhaltung kompetenter (aufnahmebereiter)
E. coli-Bakterien (XL1-Blue) erfolgte in LB-Medium mit 10 % (w/v) PEG 3000, 5 %
DMSO und 20 mM MgSO, bei -80°C. Ein Aliquot wurden vor der Transformation auf
Eis aufgetaut. 100 pl dieser Bakterien wurden zu einem Transformationsansatz
bestehend aus 100 pl KCM-Puffer und 10 pl Ligationsansatz gegeben. Die Ansatze
wurden 20 Minuten auf Eis und anschlielend 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurde 1ml LB-Medium hinzugefuigt und der Ansatz bei 37°C fir 50
Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien pelletiert (3000g fir
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3 Minuten) und in 50-100 pl LB-Medium resuspendiert, bevor diese auf einer LB-
Agarplatte (in der Regel mit Ampicillin 1 pg/ml zur Selektion) ausplattiert und im
Brutschrank tber Nacht inkubiert wurden. Die erzielte Transformationseffizienz
betrug etwa 1-5 x 10%/ ug pcDNAS3.

5x KCM-Puffer: 100mM KCI
30mM CacCl,
50mM MgCl,

Plasmidpréaparation mit dem Qiagen-MaxiKit

E. coli-Kulturen wurden von je einer Einzelkolonie der Agarplatte angeimpft und in
5 ml (Vorkultur) bzw. 200-500 ml (Hauptkultur) LB-Medium (mit Ampicillin 1 pg/ml)
bei 37°C auf einem Rotationsschuttler bei 180 rpm in 8 bis 16 Stunden hochgezogen.
Zur Gewinnung von groReren Mengen Plasmid-DNA (sogenannte Maxi-Praparation)
wurden in der Regel 200ml LB/Ampicillin vermehrt. Es folgte ein
Zentrifugationsschritt im JA 14 Rotor bei 7000 rpm fur 5 Minuten. Das Bakterienpellet
wurde nach Herstellervorgaben in Puffer P1 (10 ml) aus dem Qiagen Maxi-Kit
resuspendiert. Die Bakterienlyse und Denaturierung der DNA erfolgte durch Zugabe
von Puffer P2 (10 ml) fir 5 Minuten bei Raumtemperatur. Durch Zugabe von Puffer
P3 und 20-minutiger Inkubation auf Eis fielen Proteine, Membranbestandteile und
genomische Bakterien-DNA aus. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt im JA-
17-Rotor bei 17.000 rpm fir 30 Minuten erfolgte die Isolierung der Plasmid-DNA aus
dem Uberstand mittels Bindung an die Qiagen Maxi-Kit Anionenaustauschersaule,
anschlieBendem Waschen (2x 30 ml Puffer QC) und Eluieren (15 ml Puffer QF). Das
Eluat wurde nacheinander mit Isopropanol und Ethanol geféllt und schlieflich in
sterilem, destiliertem Wasser (200-500 pl) aufgenommen. Die DNA-Konzentration
wurde photometrisch durch Messung der Extinktion bei 260 nm Wellenlange
bestimmt (Optische Dichte von 1,0 entspricht 50 ug DNA). Der Reinheitsgrad einer
Praparation wurde durch die Extinktion bei 280 nm definiert (Proteinmaximum).

Hierbei sollte der Quotient aus beiden Messungen um die 1,8 betragen.
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Puffer P 1:  100pg/ml RNAse A Puffer P 2:  200mM NaOH

10mM EDTA 1% SDS
50mM Tris/HCI; pH 8.0
Puffer P 3:  3,0M KAc, pH 5,5 Puffer QC: 1M NaCl

50 mM MOPS, pH 7,0
15% (v/v) Isopropanol
Puffer QF: 1,25 M NaCl
50 mM MOPS, pH 8,5
15% (v/v) Isopropanol

Isolation von RNA und Reverse Transkription mit PCR-Analyse

RNA-Préaparation aus Zellen

Veréanderungen in der Proteinausstattung einer Zelle kdnnen auf unterschiedlichen
Ebenen stattfinden. Ein wichtiger Regulationsmechanismus fur Zellen und
Organismen sind hierbei Veranderungen in der Transkription von mRNA. Erh6hung
oder Drosselung der Transkription korreliert h&ufig mit der entsprechenden
Veranderung in den betroffenen Proteinen. Daher wurden HEK 293-Zellen in dieser
Arbeit im Hinblick auf quantitative Veranderung der mRNA untersucht. Hierfar
wurden konfluente Zellen eines Wells einer 6-Wellplatte mit 350 pl Puffer RLT aus
dem RNeasy-Kit von Qiagen lysiert. Das Lysat wurde mit einer Pipette in 1,5 ml-
Reaktionsgefal3e Uberfihrt und zur Homogenisierung fir eine Minute gevortext.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 350 pl Ethanol (70%) mit vorsichtiger
Durchmischung. Der gesamte Ansatz wurde dann auf eine RNeasy-Kit Minisaule
pipettiert und bei 8000 x g durch die Minisaule zentrifugiert. Der Durchlauf wurde
verworfen, die Minisdulen einmal mit Puffer RW1 (350 ul) gewaschen. Um auch
geringste Mengen an madglicher genomischer DNA zu eliminieren, wurde ein DNase-
Verdau auf der Saule durchgefuhrt. Hierfir wurden nun 10 pul RNase-freie DNase (3
Kunitz-Einheiten / pl) mit 80 pl Puffer RDD vorsichtig vermischt (nicht gevortext) und
auf die Saule pipettiert. Nach 15 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Minisaule
nochmals mit 350 pl RW1 und zweimal mit Puffer RPE (je 500 pl) gewaschen. Die

Elution erfolgte mit 50 ul RNAse-freiem Wasser. Die RNA-Konzentration wurde
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photometrisch durch Messung der Extinktion bei 260 nm Wellenlange bestimmt
(Optische Dichte von 1,0 entspricht 40 pg RNA). Die genannten Puffer waren

Bestandteil des RNeasy-Kits von Qiagen.

RNA-Gelelektrophorese mit Formhaldehyd-Agarosegel (FA)

Die routinemaRige Uberprifung der RNA-Qualitat und Quantitat erfolgte mit
Formaldehydagarose-Gelelektrophorese (siehe auch unter DNA-Gelelektrophorese).
Fomaldehyd denaturiert hierbei potentiell kontaminierende RNasen. Es wurde ein
1,2 %iges Agarose-Gel in FA-Laufpuffer in eine Plexiglasflachbettkammer gegossen
(mit Zugabe von Ethidiumbromid 1 pg/ml Gel). Nach der Aushértung des Gels und
anschlie3ender Befullung der Kammer mit FA-Laufpuffer wurden die RNA-Proben in
RNA-Probenpuffer aufgenommen und in die durch einen Kamm geformten Taschen
pipettiert. Nach zirka 30 Minuten bei 5 Volt / cm Gelstrecke konnten die typischen
RNA-Banden auf dem UV-Leuchttisch sichtbar gemacht werden. Qualitativ
hochwertige RNA-Praparationen enthielten hierbei deultich erkennbar die 18 S- und
die 28 S-ribosomale RNA-Bande in gleicher Fluoreszenzstarke. Verschmierte
Banden und GroRenunterschiede zwischen den Banden waren Zeichen einer RNA-
Degradation mit Qualitatsverlusten fur die nachfogende Untersuchung. Bei der

Pufferbereitung wurde ausschliel3lich RNase-freies, destiliertes Wasser verwendet.

Reverse Transkription der RNA-Praparation mit folgender PCR

Der Vorgang der Reversen Transkription (RT) dient eigentlich einigen RNA-Viren, ihr
RNA-Genom in DNA umzuschreiben, um entweder den Proteinbiosynthese-Apparat
der Wirtszelle zu missbrauchen oder ihr Genom in die wirtseigene DNA zu
integrieren. In der Molekularbiologie macht man sich diesen Mechanismus zu Nutze,
um mRNA in sogenannte komplementare DNA (cDNA) umzuschreiben. Diese cDNA
enthalt ausschliel3lich die proteinkodierenden Sequenzen (im Gegensatz zur
genomischen DNA) und ist zudem wesentlich stabiler als die mRNA. In dieser Arbeit
wurden die RNA-Praperationen mit Hilfe des Superscript Il Reverse Transkriptase®-
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Kits von Invitrogen umgeschrieben. Hierfir wurden 1 pg RNA in 50 pul RT-
Reaktionspuffer mit 200 Einheiten Reverser Transkriptase fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Fur die folgende PCR-Analyse wurde nun 1 pl dieses
Ansatzes in einem 100 pl-PCR-Standard-Ansatz weiterverwendet. Die DNA-
Oligonukleotid-Primer fur die Detektion von humanem G[3; wurden so gewahlt, dass
die Produkte der cDNA von denen potentiell kontaminierender genomischer DNA
unterschieden werden konnten (Produktgrof3e bei cDNA: 95 bp, bei genomischer
DNA 324 bp).

Quantitative PCR-Analyse

Die quantitative PCR-Untersuchung wurde als sogenannte Real Time PCR
durchgefuhrt (verwendet wurde das ABI Prism Sequenz Detektion System von
Applied Biosystems). Die Quantifizierung erfolgt hiebei mit Hilfe von Fluoreszenz-
Messungen wahrend eines PCR-Zykluses (daher der Name "Real Time") und
unterscheidet sich somit von anderen quantitativen PCR-Methoden (qPCR), die erst
nach Ablauf der PCR quantitativ ausgewertet werden (z.B. kompetitive PCR). Die
Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu, was eine
Quantifizierung maoglich macht. Jede RNA-Probe (1 pl) wurde dreifach mit einem
Primer-Paar in jeweils 25 pl-Ansatzen in einer 96-Wellplatte untersucht. Als
Polymerase fand das Enzym Hot-Tag von Eppendorf Verwendung. Als
Fluoreszenzfarbstoff diente Sybr Green, als Referenzfarbstoff 6-Carboxy-X-
Rhodamin. Zur Erstellung einer Standardkurve wurde die cDNA aus Kontrollzellen in
mehreren Schritten verdinnt. Die relativen cDNA-Mengen von Gf3, und PhLP wurden
dann berechnet unter Annahme einer 100 %igen PCR-Effizienz. Als Positivkontrolle
und ReferenzgrofRe fur die Gesamt-cDNA-Menge wurden von jeder Praparation
PCR-Anséatze mit Standard-Primern fir B-Actin und Glyceraldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (beides sind sogenannte "housekeeping” Gene) auf derselben
Versuchsplatte mitgemessen. Die Mengen dieser Standards waren zwischen den

Kontrollen und der Versuchsgruppe nicht unterschiedlich.
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2.3. Proteinchemische Methoden

Herstellung und Reinigung rekombinanter Proteine in E. coli

Die Expression von PhLP , PhLPg und Phosducin erfolgte in E. coli Kulturen des
Stammes BL21(DE3)pLysS. Es wurden die IPTG-induzierbaren Vektorsysteme
pPET3c und 3d verwendet, in die die rekombinanten Proteine als PCR-Produkt mit
einem C-terminalen Hexahistidin-Tag (Hiss) subkloniert worden waren. Nach
Transformation der Bakterienkultur wurde zunéchst eine 5 mil-Vorkultur aus einer
Kolonie angeimpft und Gber Nacht gezogen. AnschlieRend wurde die Vorkultur in
500 ml LB-Medium uberimpft und bei 37°C im Rotationsschittler bis zu einer
optischen Dichte von 0,8 bei 600 nm Wellenlange herangezogen. Dann wurde die
Proteinexpression mit 1 mM IPTG induziert, und die Kultur fur weitere vier Stunden
bei 37°C inkubiert. Anschliel3end wurden die Bakterien bei 7000 x g im JA-14-Rotor
(Beckmann) pelletiert und in 10 ml Ni-NTA-Agarose-Lysis-und Waschpuffer unter der
Zugabe von 0,1 mM PMSF resuspendiert. Um die intrazellularen Proteine aus den
Bakterien freizusetzten und die genomische DNA, die bei der Weiterverarbeitung
stort, zu destruieren, wurde die Bakteriensuspension einer Ultraschallbehandlung
unterzogen (mit Soniplus HD 200, Brandlin, fir 2 x 1 Minute in kurzen Pulsen auf
Eis). Da die Uberexpremierten Proteine in Losung vorlagen, wurde das Bakterienlysat
durch Ultrazentrifugation bei 100 000 xg (70Ti-Rotor, Beckmann) fur 40 Minuten bei
4°C von festen Bestandteilen befreit. Hexahistidin-markierte Proteine lassen sich
unter Komplexbildung mit Ni** Gber NTA-tragendes Agarosematerial von anderen
Proteinen reinigen. Daher wurde nun der Uberstand aus der Ultrazentrifugation in
eine 15 ml-S&aule (Bio-Rad) uberfuhrt, die vorher mit 1 ml Ni-NTA-Agarose (Qiagen)
beladen und mit Lyse- und Waschpuffer aquilibriert worden war. Nach Durchlaufen
des Uberstandes wurde die Saule mit 3 x 10 ml Waschpuffer beschickt und der
jeweilige Durchlauf verworfen. Zur Elution der gebundenen Proteine wurden 2 x
0,5 ml Elutionspuffer verwendet. Anschlielend erfolgte die Umpufferung (2 x
imidazolfreier Puffer ad 2,0 ml) und Konzentrierung in zentrifugierbaren
Konzentratoren (Amicon) mit einer Cut-Off Porengrof3e von 10 000 Da. Nach

Proteinbestimmung und Aliquotierung erfolgte die Lagerung bei -80°C.
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Herstellung von Lysaten aus Kulturzellen und Gewebe

Fur die Herstellung von Proteinlysaten fiir die Western-Analyse wurden Kulturzellen
in der Regel aus einem Well einer 6-Wellplatte (im Monolayer gewachsen)
verwendet. Das Kulturmedium wurde zunachst abgesaugt, anschlielRend wurden die
Zellen mit hypotonem Lysepuffer (200 pl/Well) fur 5 Minuten auf Eis inkubiert.
AnschlieRend wurden die Proben in 1,5 ml-Eppendorfgefal3e tberfuhrt und bei
20 000 x g in der Tischzentrifuge bei 4°C fur 10 Minuten zentrifugiert. Durch diesen
Schritt wurden Triton X-unlosliche Bestandteile (Zellkerne, DNA, Zytoskelettproteine)
entfernt. Der Uberstand wurde nun in SDS-Probenpuffer aufgenommen und bei 95°C
fur 10 Minuten denaturiert und reduziert. Im Fall der Aufarbeitung von Gewebe (zum
Beispiel Herz der Maus), wurde das gefrorene Gewebestlck zunédchst gewogen und
anschlieend mit dem 10-fachen Volumen an hypotonem Lysepuffer in einem
Glaspotter homogenisiert. Das Homogenat wurde nun wie oben zentrifugiert und der
Uberstand nach einer Proteinbestimmung nach (Bradford, 1976) zur weiteren

Analyse bei —80°C aufbewahrt.

Phosphatasebehandlung von Lysaten

In einigen Experimenten wurden die Lysatproteine durch Phosphatase
dephosphoryliert. Hierfur wurden 50 pg Gesamtprotein von Lysat aus HEK 293-
Zellen oder 100 pg von Lysat aus Maushirn in 50 pl Phosphatasepuffer mit 1000
Einheiten Lambdaproteinphosphatase (APPase) bei 37°C fir 20 Minuten inkubiert.
Kontrollproben wurden analog behandelt (ohne APPase). Die Reaktion wurde

gestoppt durch SDS-Probenpuffer und Denaturierung bei 95°C (siehe unten).
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SDS-Gelelektrophorese und Western-Blotting

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Als Trennmedium bei dieser Art der Elektrophorese dient ein Gel auf
Polyacrylamidbasis. Zuséatzlich kommt SDS (engl. sodium dodecylsulfate, deutsch:
Natriumdodecylsulfat) zum Einsatz. Dieses anionische Detergens Uberdeckt
weitestgehend die Eigenladungen von Proteinen, so dass die Proteine eine
konstante Ladungsverteilung aufweisen. Zur Auftrennung werden die denaturierten
Proben auf ein Gel aus Polyacrylamid geladen, welches in einer geeigneten
Elektrolytldsung eingelegt ist. Danach wird eine elektrische Spannung angelegt, die
eine Migration der negativ geladenen Proben durch das Gel bewirkt. Das Gel wirkt
dabei wie ein Sieb. Kleine Proteine wandern relativ leicht durch die Maschen des
Gels, wahrend grol3e Proteine eher zurickgehalten werden und dadurch langsamer
durch das Gel wandern. Am Ende des Vorganges sind alle Proteine in den einzelnen
Proben nach GroR3e sortiert und kdnnen einer weiteren Analyse zugefihrt werden

(Farbung mit Coomassie, Immunologische Nachweise mit Western Blot).

Als Elektrolytlosungen wurde in dieser Arbeit einerseits das Tris-Glycin-Puffersystem
(ursprunglich von Laemmli entwickelt) fur die Analyse von Proteinen zwischen 15
und etwa 150 kDa verwendet, andererseits wurde das Tris-Tricin-Puffersystem (von
Schéagger und von Jagow entwickelt) fur Proteine zwischen 1 und 50 kDa Groél3e
eingesetzt. In dieser Arbeit wurde das Elektrophoresesystem der Firma Hoefer mit
dem Gelmallen 14 cm x 8 cm bei 1,5 mm Dicke und in der Regel 15 Taschen
verwendet. Der Gebrauch eines Sammelgels Uber der eigentlichen Trennstrecke
dient der Konzentration der Proteine. Dies fuhrt in der Regel zur Auftrennung mit
scharfen Proteinbanden. Die Proteinproben wurden mit SDS-Probenpuffer versetzt,
bei 95°C fur 10 Minuten denaturiert auf das vertikale Gelsystem aufgetragen. Bei
konstanter Stromstarke (70 mA/Gel) wurden die Proteine in etwa 60 bis 90 Minuten

aufgetrennt.
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Sammelgel (4%): 125 mM Tris-Cl, pH 6,8
0,1 % SDS
3,75 % Acrylamid / 0,1 % Bisacrylamid (Rotiphorese®-Gel 30)
1 pl/ ml TEMED, 10 pl/ ml Ammoniumperoxodisulfat (10 % wi/v)

Trenngel (12%): 375 mM Tris-Cl, pH 8,8
0,1 % SDS
12 % Acrylamid / 0,32 % Bisacrylamid (Rotiphorese®-Gel 30)
0,5 W/ ml TEMED, 6,5 pl/ ml Ammoniumperoxodisulfat (10% wi/v)

Bei dem Tris-Glycin Puffersystem wurden fur die Anode und die Kathode derselbe
Puffer verwendet (SDS-Laufpuffer fir Standard-Gele). Fir die Tris-Tricin-Gele
muften jeweils ein Anoden- und ein Kathoden-Puffer verwendet werden. Nach dem
Lauf des Gels wird das Sammelgel abgetrennt und verworfen und das Trenngel
entweder einem Western Transfer zugefuhrt (siehe unten) oder fixiert und gefarbt.
Standard-Verfahren war hier die Farbung mit Coomassie R (0,375 % w/v in Methanol
45 % vlv, 10 % v/v Eisessig).

Transfer von Proteinen auf PVYDF-Membranen

In der SDS-Gelelektrophorese aufgetrennte Proteine werden bei diesem Verfahren
durch elektrischen Strom aus dem Gel auf eine Tragermembran (Polyvinyldifluorid
(PVDF) als Immobilon P von Millipore) transferiert. Verwendet wurde die Semidry-
Blotting-Apparatur von Bio-Rad. Folgende Lagen wurden hierflr von unten nach
oben auf der Flachbett-Anode aufgeschichtet: 6 Lagen 3MM-Whatman-Papier,
getrankt in Transfer-Puffer; eine PVDF-Membran, mit Methanol aktiviert und in
Transferpuffer aquilibriert; das SDS-Trenngel; nochmals 6 Lagen getranktes 3MM-
Whatman-Papier. Mit der Kathode wurde das Sandwich von oben abgedeckt und
leicht komprimiert. Bei einer Spannung von 15 V erfolgte der Proteintransfer in 90

Minuten.
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Immundetektion der immobilisierten Proteine

Nach dem Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran wurden die Membranen
zunéchst entweder 1 Stunde bei Raumtemperatur oder bei 4°C Uber Nacht in
Blockpuffer inkubiert. Dies diente der Abséattigung von hydrophoben Bindungsstellen
auf der Membran. Dann wurde ein primarer Antikdrper in geeigneter Verdinnung (in
der Regel zwischen 1:1000 und 1:20 000) in 10 ml Blockpuffer oder in 10 ml
TBS/ BSA (2 % w/v) fur eine weitere Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Es
folgten 5 Waschschritte (je etwa 30 ml TBS/ 0,1 % Tween 20) dber 30 Minuten
verteilt, bevor der sekundare Antikorper in geeigneter Verdinnung (1:5000 bis 1:
20 00 in 10 ml Blockpuffer oder TBS/ BSA) fir eine weitere Stunde zugegeben
wurde. Zum Abschluf3 wurde die Membran nochmals wie beschrieben gewaschen.
Der Nachweis des gebundenen ersten Antikorpers - und damit auch des
entsprechenden Antigens - erfolgte mit Hilfe der Meerrettichperoxidase, die an den
sekundaren Antikoérper gekoppelt vorlag. Verschiedene Fertigldsungen, die in dieser
Arbeit benutzt wurden (Supersignal von Pierce, Uptilight von Interchim, ECL von
Amersham), basieren auf dem Prinzip, dass ein Chemolumineszenzfarbstoff durch
Wasserstoffperoxid in Anwesenheit von Peroxidase oxidiert wird und dadurch Licht
emittiert. Die Detektion des Lichtes erfolgte hier bei der Western Blot-Immunanalyse
in der Regel durch Belichtung von Biomax-ML-Filmen (Kodak). Die spezifischen

Proteine stellten sich als geschwérzte Banden dar.

Quantitative Analyse von Western Blot-Banden

Es wurden von jedem Blot mehrere Belichtungen durchgefiihrt (zum Beispiel fur 10
Sekunden, 1 Minute, 3 Minuten), denn nicht alle Einflisse auf die Bandenintensivitéat
lassen sich immer exakt im Vorfeld steuern. Eine quantitative Auswertung eines
Western Blots bedurfte deshalb einer relativen Bezugsgro3e (Kontrollbande), die
sich auch zwischen einzelnen Experimenten als relatv gleichférmig in Schwéarzung
und Bandendicke darstellen liel3 (das heisst, sie war normal verteilt). Fur die
quantitative Analyse wurde der Blot dann zunachst hochauflésend (600 x 600 dpi)

gescannt, die einzelnen Banden im Programm Photoshop (Adobe) markiert, und die
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relativen Schwarzungsanteile der Banden bestimmt. Die relativen Werte von mehren
unabhangigen Experimenten wurden anschlieRend statistisch ausgewertet
(Mittelwert, Standardfehler, ANOVA mit post-hoc Analyse bei einem

Signifikanzniveau von p < 0,05).

Préazipitation und Koprazipitation von Proteinen

Prazipitation von Proteinen

Um Uberexprimierte Proteine aus Zelllysaten isoliert untersuchen zu kénnen, wurden
einzelne Proteine mittels spezifischer Antikdrper gebunden und von den Ubrigen
zellularen Proteinen getrennt. Hierfir wurden pro Probe 20 pl Protein G-Sepharose
(Amersham) mit 1 pg primarem Antikorper (zum Beispiel anti-PhLP-CT) in PBS
(0,01 % Triton X-100) Uber Nacht bei 4°C in einem Rotator (mit 10 rpm) beladen.
AnschlieBend wurden die Sepharose-Beads zentrifugiert (20 000 x g, 1 Minute,
Raumtemperatur), gewaschen (2 x 1 ml PBS) und mit BSA (1 mg/ Probe) versetzt.
Dann wurde die Sepharose in gut resuspendiertem Zustand mit abgeschnittener
Pipettenspitze aliquotiert und mit dem zu untersuchenden Lysat inkubiert (in der
Regel fur 2 Stunden bei 4°C auf einem Rotator mit 10 rpm). Schlief3lich wurde der
Uberstand nach Zentrifugation (Tischzentrifuge bei 20 000 x g/ 1 Minute/ 4°C)
abgesaugt und die Sepharose mehrfach gewaschen (4 x 1 ml Lysepuffer und 1 x
1 ml PBS). Die Elution erfolgte in den meisten Fallen mit SDS-Probenpuffer bei 95°C
fur 10 Minuten und die weitere Analyse mit SDS-PAGE.

Koprazipitation von Proteinen

Um Proteininteraktionen beziehungsweise -bindungen zielgerichtet zu untersuchen,
wurden verschiedene Techniken verwendet, den allen gemein ist, dass ein
Bindungspartner im Laufe der Prozedur an Saulenmatrix (Agarose) gebunden wird.

Durch Waschschritte werden alle unspezischen Proteine anschlielend entfernt.

44



Durch gezielte Elution und Analyse (zum Beispiel Western Blot gegen den zweiten
Bindungspartner) I&sst sich eine Aussage Uber die Protein-Proteinwechselwirkung

generieren.

Koprazipitation mit Hisc-markierten Proteinen

Es wurden Hisg-markierte Proteine verwendet, die entweder rekombinant in E. coli
hergestellt und Uber Ni-NTA-Agarose gereinigt worden waren (wie PhLP-Hisg; siehe
oben) oder aber in eukaryoten Kulturzellen Gberexprimiert wurden (wie der G3,/ His,-
Gy,-Komplex). Fur die Proteinbindungsstudie wurde 1 ml Koprézipitationspuffer (KP,
mit zuséatzlichen 20 mM Imidazol) zur Zelllyse Uber die Zellen eines Wells einer 6-
Wellplatte gegeben und wie oben beschrieben vorbereitet (Uberstand wurde in
1,5 ml-Eppendorfreaktionsgefal3e tberfiihrt). In dieses Lysat wurde dann in einigen
Experimenten 400 nM rekombinantes Hisg-markiertes Protein zugegeben (bait) und
fur 20 Minuten auf Eis inkubiert. Bei anderen Experimenten waren die
Bindungspartner in derselben Transfektion vorhanden, bei wieder anderen wurden
zwei unterschiedlich transfizierte Lysate zu gleichen Teilen gemischt und inkubiert.
AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 50 pl aufgeschlammter Ni-NTA-Agarose und
eine weitere Inkubation fur 20 Minuten bei 4°C in einem Rotator (10 rpm). Dann
wurden die Proben in der Tischzentrifuge (bei 20 000 x g/ 1 Minute/ 4°C) pelletiert
und der Uberstand abgesaugt. Die Agarose wurde gewaschen (3 x 1 ml KP, 1 x 1 ml
PBS) und in SDS-Probenpufffer bei 95°C in 10 Minuten eluiert. Die weitere Analyse
erfolgte mit SDS-PAGE und Western Blot.

Koprazipitation mit Antikdrpern

Bei der Koprazipitation von Proteinen mittels AntikGrpern koénnen in der
nachfolgenden Immundetektion im Western Blot h&ufig stark stérende Artefakte
durch die Ko-Elution der Antikorper selbst auftreten. Daher gibt es die Moglichkeit
der kovalenten Kopplung eines Antikorpers an die Gelmatrix. Hierfir wurde das Affi-

Gel 10-System (Bio-Rad) verwendet. Eine N-Hydroxysuccimid-Estergruppe
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gebunden an Agarose bildet mit primaren Aminogruppen stabile Amidbindungen.
Nach dreimaligem Waschen von 1 ml Affi-Gel in einer 15 ml-Saule (Bio-Rad) mittels
einfachem Durchflielen mit je 10 ml H,O, wurden 100 pl anti-GB-Antikorper (Santa
Cruz) in 20 mM Hepes (pH 7,5), 50 mM NaCl zugegeben und die Saule dicht
verschlossen fir 4 Stunden bei 4°C in einem Rotator inkubiert. Nach weiteren
Waschschritten mit Hepes/NaCl wurde die Gelmatrix mit 50 mM Tris-ClI (pH 7,5) Uber
Nacht inkubiert. Dies diente der Abséattigung von noch verbliebenen reaktiven
Bindungsstellen im Affi-Gel. Verwendet wurden im Anschluss 50 pl-Aliquots einer
50%igen Gel-Suspension. Proteinbindung an den Antikérper, Wasch- und
Zentrifugationsschritte erfolgten in Analogie zur obigen Beschreibung. Die Elution
wurde grundsétzlich mit 200 mM Na-Citrat (pH 3,0) durchgefiihrt. Die Beads wurden
zentrifugiert und der Uberstand abgenommen und neutralisiert (1M NaOH). Dieses
Verfahren Ioste keine Immunglobuline von der Gelmatrix, die Western Analyse bliebt

frei von Antikorper-Artefakten.

Radioaktive Phosphorylierung rekombinanter Proteine

Phosphorylierungen sind posttranslationale Modifizierungen an Proteinen, die durch
die eingebrachte zusatzliche Ladung vielfach ihre chemischen und biologischen
Eigenschaften verdndern (zum Beispiel Laufverhalten in SDS-PAGE, Funktions-
hemmung oder -aktivierung). Phosphorylierungen finden an bestimmten Amino-
sauren statt (in der Regel Serin, Threonin und Tyrosin) und werden durch eine
Vielzahl unterschiedlicher Enzyme, sogenannter Kinasen, ausgefihrt. Diese Kinasen
erkennen meistens spezifische Sequenzabschnitte (sites) in einem Protein als
Zielsequenz (target). Um Phosphorylierungen leichter detektierbar und quantifizierbar
zu machen, bedient man sich des Einbaus radioaktiver Phosphatreste. In dieser
Arbeit wurde das Nuklid **P, ein hochenergetischer B-Strahler, verwendet. Als Donor

in in vitro-Experimenten diente ATP.

Die rekombinanten Proteine (PhLP -His,, PhLP¢-His; und Phosducin-Hisg) wurden in

einer Konzentration von 400 nM in 50 pl Phosphorylierungspuffer bei 30°C oder 37°C
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mit 0,04 bis 0,3 Millieinheiten an Casein Kinase 2 (CK2, human, rekombinant,
Roche) oder mit 5 Einheiten Protein Kinase A (PKA, katalytische Untereinheit
gereinigt aus Schweineherz, Cornelius Krasel) inkubiert. Nach unterschiedlichen
Reaktionszeiten (meistens nach 30 Minuten) wurde der Prozess auf Eis gestoppt, mit
SDS-Probenpuffer versetzt und die Proteine fir 10 Minuten bei 95°C denaturiert. Die
Auftrennung der Proben in der SDS-PAGE entfernte die unverbrauchte Radioaktivitat
([**P]ATP in der Lauffront). Die Trenngele wurden anschlieBend fixiert / gefarbt und
bei 80°C fur 90 Minuten auf 3MM-Whatman-Papier getrocknet (da Feuchtigkeit die (3-
Strahlung absorbiert und streut). Die Gele wurden dann auf Phosphorimager-
Speicherplatten gelegt, und diese fir 1 bis 3 Tage exponiert. Die Visualisierung und
Quantifizierung der radioaktiven Banden erfolgte dann am FLA-3000-
Phosphorimager (Fuji). Die hohe dynamische Breite der Speicherfolien macht eine
lineare Beziehung zwischen der eingebauten Menge an Radioaktivitat und den
ermittelten freien Einheiten (arbitrary units) maoglich. Alternativ wurde statt der

Speichermedien ein sensitiver Film exponiert (Biomax-MS, Kodak) und entwickelt.

In einigen Experimenten musste die Phosphorylierung mit Zelllysaten durchgefihrt
werden. Dies machte es noétig, die rekombinanten Proteine nach der
Phosphorylierung zu préazipitieren (Ni-NTA-Agarose) und zu reinigen (analog zur
Beschreibung Kopréazipitation mit Hiss-markierten Proteinen). SDS-PAGE und

Signaldetektion erfolgten wie beschrieben.

ADP-Ribosylierung von G-Protein a-Untereinheiten

ADP-Ribosylierung ist der enzymatische Transfer einer ADP-Ribose von einem
Donor (NAD") auf ein Protein. Ahnlich wie die Phosphorylierung werden Proteine so
in ihren biologischen Funktionen modifiziert. Die G-Protein a-Untereinheiten vom G-
Typ werden zum Beispiel durch Pertussistoxin (PTX) irreversibel durch ADP-
Ribosylierung gehemmt. Eine Voraussetzung fir diese Reaktion ist die Anwesenheit
von Gy-Untereinheiten. Dies macht man sich zu Nutze, um eine funktionelle

Hemmung der Gpy-Untereinheiten durch andere Proteine quantitativ darzustellen,
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indem man die Menge des in die a-Untereinheit eingebauten radioaktiven [**P]JADP

bestimmt .

G,-Protein a- und By-Untereinheiten wurden nach den Beschreibungen von (Neer et
al., 1984, Sternweis und Robishaw, 1984) von Christian Dees, Wuirzburg, aus
Rinderhirnmembranen gereinigt und fir diese Arbeit zur Verfigung gestellt. Fir die
ADP-Ribosylierung wurden 4 nM Ga,, 6 nM GBy und 100 ng PTX in 50 yl ADP-
Ribosylierungspuffer fir 30 Minuten bei 30°C inkubiert. Radioaktives [**P]NAD
Ubertragt hierbei [**PJADP auf Ga,. Zur Hemmung dieser Reaktion wurden PhLP,
und Phospho-PhLP, (nach CK2-Phosphorylierung, siehe oben) in aufsteigenden
Konzentrationen von 10 - 1000 nM und PhLP4 in Konzentrationen von 300 - 1000 nM
zugegeben. Nach der Inkubationszeit wurde die Reaktion auf Eis gestoppt und die
Probe mit SDS-Probenpuffer bei 95°C fur 10 Minuten denaturiert und reduziert. Es
folgten SDS-PAGE, Farbung und Detektion plus Quantifizierung wie bei der

Phosphorylierung rekombinanter Proteine beschrieben.
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2.4. Zellkulturmethoden

Ziehen und Vermehren von HEK 293-Zellen

HEK 293-Zellen wurden als Monolayer in DMEM-Kulturmedium bei 5 bis 7% CO, und
37°C gezogen und alle zwei bis drei Tage (je nach Dichte und Wachstum)
passagiert. Hierfir wurden die Zellen gewaschen (PBS), mit Trypsin/EDTA abgelost,
in Kulturmedium resuspendiert und im Verhéltnis 1:2 bis 1:10 auf neue Kulturplatten
ausgesat. Kulturplatten mit zirka 10 cm Durchmesser (Bodenflache 60 cm?) wurden
mit 10 ml Kulturmedium und die Wells einer 6-Wellplatte (10 cm?®) mit 2 ml
Kulturmedium beschickt. Bei der Passagierung der stabilen Zelllinie HEK 293-GIRK-
1/4 wurde das Kulturmedium zusétzlich mit dem Selektionsantibiotikum G418

(200 mg/ I) supplementiert.

Transfektion von HEK 293-Zellen mit der Kalziumphosphatmethode

Die transiente Transfektion von HEK 293-Zellen erfolgte in der Regel mit der
Kalziumphosphat-Methode nach Chen und Okaymama (1987). Die Zellen wurden 6
Stunden vor der Transfektion so ausgesat, dass sie mit etwa 70 %iger Konfluenz
adharierten. Folgende sterile Losungen wurden fir die Transfektion benétigt:

0,25 M CacCl,

2x BBS

Folgende Transfektionsansatze wurden verwendet:

pro Well pro
einer 6-Wellplatte 10 cm-Kulturschale
(10 cm?) (60 cm?)
Plasmid-DNA 1-5ug 10-20 ug
CacCl, 100 pl 500
2x BBS 100 pl 500 ul
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Die Ansatze wurden gut durchmischt, 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieRend gleichmaRig auf die Zellen pipettiert. Diese wurden dann Uber Nacht
bei 5% CO,-Atmosphére inkubiert. Der gebildete Kalziumphosphatniederschlag wird
mit der absorbierten DNA von den Zellen phagozytiert. Am folgenden Tag wurden die
Zellen mit PBS gewaschen und nach Mediumwechsel entweder weiter gezogen oder
auf andere Platten gesplittet. Versuche und Expressionskontrollen erfolgten 40 bis 42

Stunden nach Transfektion.

Transfektion von HEK 293-Zellen mit der Effectene®Methode

Die transiente Transfektion von HEK 293-GIRK-1/4-Zellen, die der Messung von
Kaliumstomen zugefiihrt werden sollten, wurden mit Effectene® von Quiagen im
Wesentlichen nach den Vorgaben des Herstelllers durchgefiihrt. Kulturschalen
(10 cm?) mit Zellen in etwa 50 %iger Konfluenz und 2 ml Kulturmedium wurden
folgendermal3en transfiziert:

1 pg cDNA ad 150 pl Puffer EC (DNA-Kondensationpuffer)

Zugabe von 16 pl Enhancer, vortexen und fur 5 Minuten inkubieren,

Zugabe von 20 pul Effectene®, vortexen und 10 Minuten inkubieren,

Zugabe von 500 pl Medium, mischen und Utber die Zellen pipettieren.
Die weitere Inkubation der Zellen erfogte wie Ublich, die Versuchsdurchfiihrung fand

nach 48 Stunden statt.

siRNA-Transfektion von HEK-293-Zellen

Urspringlich stellen sogenannte small interfering RNAs (SiRNAs) kurze RNA-
Doppelstrange (21-28 Nukleotide) dar, die von einer RNase Il (auch Dicer genannt)
aus langen endogenen RNAs herausgeschnitten werden. Diese kleinen RNAs
werden anschlie3end in den Proteinkomplex RISC (RNA-induced silencing complex)
eingebaut. Mithilfe der inkorporierten RNA-Fragmente bindet RISC komplementér an

MRNA. Dies dient einerseits dem Abbau von Fremd-RNA - zum Beispiel der von
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Viren - andererseits der zellinternen Proteinegulation. Die Molekularbiologie setzt
synthetisch hergestellte siRNAs ein, um durch RNA Interferenz (RNAIi) die
Expression von spezifischen Zielgenen zu verringern. Die siRNA wird in
eukaryotische Zellen eingebracht (transfiziert), um die mRNA des Zielgens zu
verringern oder abzuschalten (Gen-Knockdown). 2001 wurde diese Technik im Max-
Planck-Institut fur biophysikalische Chemie in Goéttingen in der Arbeitsgruppe um
Thomas Tuschl erstmals an Saugerzellen erfolgreich durchgefuhrt (Elbashir et al.,
2001).

In dieser Arbeit wurden HEK 293-Zellen in 1 ml Kulturmedium (ohne Penicillin/
Streptomycin-Lésung) mit einer Konfluenz von 30 bis 50% in die Wells einer 12-
Wellplatte ausgesat. Nach 4 bis 6 Stunden Adharenzzeit wurde die Transfektion mit
Lipofectamin® (Invitrogen) nach den Vorgaben des Herstellers ausgefiihrt: zunachst
Vermischen von 2 pul Lipofectamin und 40 bis 80 pmol siRNA (dies entspricht 0,5 bis
1,0 ug / 4 cm?-Loch) in 100 pl Kulturmedium, nach 30-minitiger Inkubation bei
Raumtemperatur Gberschichten der Zellen und Inkubation bei 7% CO, und 37°C. Die
Analyse der Expression des Zielproteins und weiterer Kontrollproteine erfolgte nach
42 Stunden mit Hilfe von Western-Immunoblots. Die Transfektionseffizienz,
kontrolliert anhand der Transfektion von GFP-cDNA in pcDNA3, lag mit dieser
Methode bei tber 90%.
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2.5. Methoden zur Charakterisierung der Zellphysiologie

Messung der Inositolphosphat-Generierung in HEK 293-Zellen

Inositolphosphate entstehen als ein sogenannter Second-Messanger bei der
Aktivierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (siehe Einleitung). Neben der
direkten Aktivierung von endogenen oder transfizierten Rezeptoren kann man sich
eine direkte Uberexpression von PLCPB, und G-Protein-By-Untereinheiten fir die
Generierung eines robusten Inositolphosphat-Signals zu Nutze machen (Xu, et al.,
1995). Eine Hemmung von Gpy-Untereinheiten in Zellen fuhrt dann zu einer

Hemmung der Inositolphosphat-Bildung.

HEK 293-Zellen wurden transient mit jeweils 3 pg cDNA fir PLC[,, GB; und Gy,
sowie jeweils bis zu 8 pg cDNA fir die in dieser Arbeit untersuchten PhLP-Isoformen
oder die der entsprechenden Kontrollen transfiziert (bei konstanter Gesamt-DNA-
Menge auf 60 cm?-Kulturschalen nach der Kalziumphosphat-Methode). Nach
Inkubation tber Nacht (5% CO,, 37°C) wurden die transfizierten Zellen auf 6-Well-
Platten ausgsat (nach Ablésung der Zellen mit 0,5 ml Trypsin/EDTA erfolgte die
Resuspension in 10 ml Kulturmedium; dann wurden jede Transfektion in je 3 Wells
fur die Inositolphosphat-Messung und in 1 Well fur die Western Blot-
Expressionsanalyse in je 2 ml Medium ausgeséat, der Rest verworfen). Nach 6
Stunden Inkubation (5% CO,, 37°C) wurden die Zellen mit 2ml PBS pro Well
gewaschen und anschlieend in 2ml inositolfreiem RPMI 1640-Medium mit 0,2%
(viv) FCS und 0,1% (v/v) Myo-[2-*H]-Inositol (2 pCi/ml) bei 37°C und 5% CO,-
Atmosphéare inkubiert. Nach weiteren 16 Stunden wurden die Zellen dann mit
Zellinkubationspuffer gewaschen und bei 37°C in 1 ml von diesem Puffer inklusive
10 mM Lithiumchlorid fir weitere 30 Minuten inkubiert. Lithiumchlorid hemmt den
Abbau der Inositolphosphate. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 pl 20%iger
Perchlorsaure (HCIO,) auf Eis gestoppt (Denaturierung der Zellen). Der Uberstand
wurde in Eppendorfgefal3e tberfihrt und mit 400 pl 1M KOH neutralisiert. 1 ml dieser
Losung wurde nach Zentrifugation in 2 ml 50mM Tris-CI, pH 7,4, gepuffert. Die
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gesamte Probe wurde zur Bindung der negativ geladenen Inositolphosphate auf eine
Anionenaustauschersaule (von Dowex, Mesh 100-200, CI-Form, 0,5 ml einer
50%igen Suspension) aufgetragen. Zur Entfernung der freien Inositole wurde
zweimal mit 4 ml H,O gewaschen. Die Inositolphosphate wurden mit 3 ml 1M HCI
eluiert. Nach Zugabe von 12 ml Szintillator (Lumac LSC) wurden die radioaktiv
markierten Inositolphosphate im 3-Counter LS 1801 (Beckman) gemessen. Von den
drei Messwerten einer Dreifachbestimmung wurde der Median fur die weitere
statistische Auswertung herangezogen. Aus mehreren unabhangigen Experimenten
wurden Mittelwerte und Standardfehler ermittelt und als Saulendiagramme
dargestellt. Eine ANOVA der zu vergleichenden Werte mit einem Signifikanzniveau
von p < 0,05 wurde durchgefiihrt. In einer post-hoc-Analyse nach Bonferroni wurden
die Unterschiede zwischen den einzelnen Mittelwerten als signifikant (p < 0,05), als
hoch signifikant (p <0,01) oder nicht signifikant (p > 0,05) eingestuft und

entsprechend gekennzeichnet.

Phosphorylierung von Proteinen in HEK 293-Zellen

Die Phosphorylierung von Proteinen in intakten Zellen setzt voraus, dass
radioaktives **Phosphor die Zellmembran permiiert. Dies muss mit [**P]Phosphat im
Zellkulturmedium durch entsprechende Vorinkubation geschehen. In den Zellen wird
[**P]Phosphat in [**P]ATP umgewandelt, welches dann unter anderem als Substrat

endogener Kinasen in der Proteinphosphorylierung genutzt wird.

Die in vivo-Phosphorylierung von PhLP und Phosducin erfolgte im Wesentlichen
nach dem Protokoll von Malecz, et al. (1998). 42 Stunden nach der transienten
Transfektion und 26 Stunden nach der Aussat auf 6-Wellplatten wurden die HEK
293-Zellen mit serum- und phosphatfreiem Medium (supplementiert mit 20 mM
HEPES, pH 7,4) gewaschen und darin fur 30 Minuten inkubiert. Die Markierung des
intrazellularen ATP-Pools efolgte dann in diesem Medium mit einer [**P]Phosphat-
supplementierung (200 pCi/ ml Aktivitat) bei 30°C fur weitere 2 Stunden. Wie
gekennzeichnet wurde in einigen Experimenten eine Stimulation des kotransfizierten
muscarinergen M;-Rezeptors mit 1 mM Carbachol fur 5 Minuten durchgefiihrt. Um
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die endogenen Reaktionen zu stoppen, wurden die 6-Wellplatten auf Eis plaziert, das
radioaktive Medium abgesaugt, und die Zellen mit eiskaltem PBS (1 x 1 ml pro Well)
gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit je 1 ml Lysepuffer fur die
Immunprazipitation phosphorylierter Proteine lysiert. Dieser Puffer enthélt neben
Detergenzien und Proteaseinhibitoren auch Phosphatase-Hemmstoffe. Nach 20-
mindtiger Inkubation auf Eis wurden die Lysate in 1,5 ml ReaktionsgefafRe mit
Drehverschluf Gberfuhrt und durch Zentrifugation (20 000 x g fur 15 Minuten bei 4°C)
von der Triton X-100-unléslichen Fraktion getrennt. Es folgte die Immunprazipitation
mit Hilfe der entsprechenden Antikdrper, gekoppelt an Protein G-Sepharose, wie
unter ,Prazipitation von Proteinen” beschrieben. Die weitere Analyse (SDS-PAGE,
Farben / Fixieren, Detektion / Quantifizierung) erfolgte wie unter ,Radioaktive

Phosphorylierung rekombinanter Proteine" beschrieben.

Messung von G-Protein gesteuerten Kaliumstrémen in Zellen

Die Messung der zellularen Kaliumstrome wurde mit Hilfe der Patch Clamp Technik
durchgefuhrt, die 1976 von Erwin Neher und Bert Sakmann als eine Verfeinerung der
Spannungsklemme (Voltage Clamp) entwickelt worden war, um Strom in einzelnen
lonenkanalen zu messen. Fur diese Entwicklung wurde ihnen 1991 der Nobelpreis

fur Physiologie und Medizin verliehen.

Die Messung der Membranstrome wurde hier an HEK 293-Zellen durchgefuhrt, die
den Kaliumkanal GIRK mit seinen Untereinheiten 1 und 4 stabil Gberexprimierten
(HEK 293-GIRK1/4). Dieser Kanal wird Uber G-Protein y-Untereinheiten aktiviert
(siehe Einleitung). Die Zellen wurden zunachst zuséatzlich transient mit cDNA fir den
adrenergen a,,-Rezeptor (0,2 pg) und fur PhLPg (0,6 ng), beziehungsweise Kontroll-
Plasmid, nach der Effectene®-Methode transfiziert. Kotransfektion von 0,2 ug CD8-
cDNA diente als Transfektionsreporter-System (Jurman, et al., 1994). Hierbei
exprimieren transfizierte Zellen das lymphozytare Oberflachenantigen CD8. Nach
Zugabe von Antikérper-beschichteten Polystyren-Mikrospharen (Dynabeads, Dynal;
4,5 um Durchmesser) bleiben diese an transfizierten Zellen kleben und machen sie

unter dem Mikroskop leicht detektierbar. Die Messung der Kaliumstrome wurde als
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konventionelle Whole-Cell Patch Clamp-Konfiguration durchgefihrt und orientierte
sich an den Beschreibungen von Hamill et al. (1981) und Hommers et al. (2003):

Zunachst wurden Borosilikat-Glaskapillaren (GF-150-10, Warner Instrument Corp.),
die an einem horizontalen Glas-Puller (P-95, Fleming & Poulsen) an einer Seite
ausgezogen worden waren, mit internem Patch Clamp-Puffer befullt und mit der
Spitze auf eine transfizierte Zelle (in externem Patch Clamp-Puffer) gesetzt (On-Cell
Konfiguration). Durch kurzen Unterdruck in der Kapillare kam es unter der Kapillaren-
spitze zu einem Loch in der Plasmamembran und es entstand die Whole-Cell
Konfiguration. Der Abdichtungswiderstand der Kapillare rangierte hierbei zwischen 3-
6 MQ. Der Kaliumstrom I, wurde als Einwértsstrom bei einem Haltepotential von
—90 mV im Basalzustand und nach Stimulation mit 1 pM Noradrenalin gemessen. Die
abschlieRende Bariumblockade macht die GIRK-Strdme unterscheidbar von anderen
Stromen im Hintergrund. Die Strome wurden verstarkt (Axopatch 200, Axon
Instruments) und digital aufgezeichnet. Die Steuerung erfolgte mit dem
Hardware/Software-Packet 1ISO2 (MFK). Um das Strom-Spannungsverhaltnis zu
determinieren, wurden sogenannte Spannungsrampen von —-120 bis +60 mV
innerhalb von 500 ms durchgefiihrt und alle 10 Sekunden wiederholt. Alle Versuche
wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt, die zusammengefassten Daten als
Mittelwerte + Standardfehler dargestellt, und Unterschiede mittels Student's t-Test

auf Signifikanz getestet.
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3. Ergebnisse

3.1. Molekulare Klonierung und initiale Charakterisierung

der Splice-Varianten von Phosducin-like Protein (PhLP)

Um die Funktion der beiden Splice-Varianten von PhLP in intakten Zellen
untersuchen zu kénnen, wurde die cDNA mit Hilfe der Primer BamHIPhLP fwd,
BamHIPhLPsfwd und EcoRIPhLPrev vermehrt (PCR) und in pcDNAS3 (Invitrogene) in
die entsprechende Klonierungsstelle eingebracht. Die cDNA wurde urspriinglich aus
dem reversen Transkriptat von Rattehirn-RNA gewonnen (beschrieben von Schroéder
und Lohse, 1996, SwissProt-Zugangsnummer: Q63737). Mit Hilfe des
eukaryotischen Expressionssystems konnten nun Kulturzellen transfiziert und
untersucht werden. Folgendes Assay-System wurde hierzu etabliert: Gleichzeitig mit
der cDNA fur PhLP, und PhLPg oder entsprechenden Kontrollproteinen wurde cDNA
von humanem Gf3;, von bovinem Gy, und von humaner PLC[, (jeweils auch in
pcDNA3) in Humane Embryonale Kidney 293 (HEK 293)-Zellen mit der
Kalziumphosphat-Methode transfiziert. Nach Beladung der Zellen mit *H-markiertem
Inositol, konnte die Bildung von Inositolphosphaten durch die aktivierte PLC[],
bestimmt werden (die Methode folgt der Beschreibung nach Xu, et al., 1995, und
Quitterer und Lohse, 1999). Hierbei zeigte sich, dass ohne die Kotransfektion eines
Gpy-regulierenden Proteins, (nur leeres Plasmid, um die Gesamtmenge transfizierter
DNA konstant zu halten), die basale Inositolphosphat-Produktion um etwa das
funffache stimuliert werden konnte (im Vergleich zu vollstandig scheintransfizierten
Zellen, siehe hierzu auch Abb. 18B). Transfizierte man allerdings die cDNA von
PhLP, hinzu, konnte die Generierung von Inositolphosphaten signifikant gehemmt
werden (Abb. 6A). Unerwarteter Weise hemmte die kurze Splice-Variante PhLPg die
Inositolphosphat-Produktion in den Zellen effektiver als die lange Isoform PhLP,.
Dies steht im Widerspruch mit den bisher vero6ffentlichten Daten aus in vitro-
Systemen (Schroder und Lohse, 2000): Untersuchungen an gereinigten
Komponenten hatten gezeigten, dass PhLPg eine etwa 15-fach geringere Affinitat zur

GpBy-Untereinheit im Vergleich zu PhLP, aufweist. Unter den hier durchgefihrten
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Abb. 6: Hemmung der GBy-stimulierten Inositolphosphatproduktion in HEK
293-Zellen. A: HEK 293-Zellen wurden mit je 8 ug cDNA von PhLP., PhLPs, GRK2-
K220R oder leerer Plasmid-DNA (Kontrolle) zusammen mit jeweils 3 pg cDNA von
Gp1, Gy2 und PLC[; transient in einer 10 cm-Schale transfiziert. Inositolphosphat-
Spiegel wurden 42 h spater analysiert (***, p < 0,001 und **, p < 0.01 versus
Kontrolle; ##, p < 0.01 und #, p < 0.05 versus PhLP.). B: Western Blot dreier
unabhéangiger Inositolphosphat-Experimente, die die Proteinexpression von PhLP.
und PhLPs nach der Transfektion vergleicht.
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Bedingungen war die Hemmung durch PhLPg nahezu vollstandig, bericksichtigt man
die Tatsache, dass etwa 20% des Signals bereits als Hintergrund vorhanden war. Als
Positiv-Kontrolle wurde die Kinase-defiziente Mutante der GRK2 (GRK2-K220R)
eingesetzt, ein Protein mit bekannten starken GBy-bindenden Eigenschaften (Dicker
et al., 1999). Wahrend die Messung keine Unterschiede zwischen PhLPg und GRK2-
K220R aufzeigte, war die Differenz zwischen PhLP, einerseits und PhLPg bzw.
GRK2-K220R andererseits signifikant (Abb. 6A).

Um auszuschliel3en, dass die funktionellen Unterschiede zwischen PhLP, und PhLPq
auf Unterschiede in der Protein-Expression zurlckzufuhren sind, wurde die PhLP-
Expression jeder Transfektion in parallel zur funktionellen Messung ausgeséaten
Zellen mittels Western Blot bestimmt. Hierzu machte man sich zu Nutze, dass der
Antikérper PhLP-CT gegen die C-terminalen 11 Aminosauren von PhLP gerichtet ist.
Anders als bei einer Proteinfarbung spielt daher die unterschiedliche Grol3e der
Proteine (n&mlich 34 kDa bzw. 25 kDa) bei der Signalstarke keine Rolle. Abb. 6B
zeigt einen Blot mit drei unabh&ngigen Experimenten (Transfektionen). Innerhalb
eines Experiments und ebenso innerhalb der Versuchsserie war die Expression von
PhLP, und PhLPq stets vergleichbar (die Intra-Assay- und Inter-Assay-Variation war
gering). Die funktionellen Unterschiede lassen sich nicht durch eine hohere

Expression von PhLPg erklaren. Tab. 4 fasst die Ergebnisse zusammen.

Inositolphosphat-

Produktion PhLP, PhLPg GRK2-K220R
Hemmung um 32,2 % 78,3 % 75,0 %
Standardfehler +84% +3,8% +4,0%

n 13 7 3

[ 13,3 ug 0,64 pg n.b.

Tab. 4: Hemmung der Inositolphosphat-Produktion

Um die Hemmung der Inositolphosphate durch PhLP, und PhLPg genauer zu
charakterisieren, wurden Dosis-Wirkungs-Experimente durchgefuihrt. Hierzu wurde
die cDNA der beiden Proteine schrittweise mit leerer Plasmid-DNA verdunnt
(konstante Gesamt-DNA-Menge). Wie in Abb. 7A und Tab. 4 zu sehen, liegt der
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ICso-Wert flr PhLPL etwa 20-fach hoher als der fir PhLPs. Abb. 7B und C zeigen,

dass die Protein-Expression bei beiden Proteinen direkt mit der Menge an transient

transfizierter DNA korreliert.
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Abb. 7: Dosis-Wirkungskurve der Inositolphosphat-Hemmung von PhLP_ und
PhLPS. A: HEK 293-Zellen wurden mit den angegebenen Dosen an PhLP|- bzw.
PhLPs-cDNA transfiziert. Der ICso-Wert von PhLPL liegt hierbei etwa 20-fach Uber
dem Wert von PhLPg (siehe Tabelle 4). B und C:. Western Blot-Analyse der
Proteinexpression von PhLP_ und PhLPs bei aufsteigenden Konzentrationen an
cDNA. Um die ganze Breite der Expression auf Film darzustellen, wurden
unterschiedliche Expositionszeiten herangezogen (lang: 5 Minuten; kurz: 1 Minute).
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3.2. PhLP, wird in Zellen durch Casein Kinase 2

phosphoryliert und reguliert

Phosphorylierung von PhLP, und PhLPq in intakten HEK 293-Zellen

Wie eingangs erwahnt, wird die Affinitdt des homologen Proteins Phosducin zu Gy
durch Phosphorylierung signifikant vermindert. Es wurde daher angenommen, dass
maoglicherweise die in intakten Zellen deutlich reduzierte GByHemmung bei PhLP,
ebenso durch Phosphorylierung beeinflusst sein konnte. HEK 293 Zellen wurden
daher nach der transienten Transfektion mit [**P]Orthophosphat beladen. Um den
Einfluss eines Rezeptor-Signals auf den Phosphorylierungsgrad der Proteine zu
untersuchen wurde cDNA des Mj;-muskarinergen Acetylcholin-Rezeptors (M;-Rz)
kotransfiziert. Dieser Rezeptor vermittelt nach Stimulierung mit Carbachol (ein
Muskarin-Rezeptor-Agonist) ein prominentes Inositolphosphat-Signal in HEK 293
Zellen (siehe Abb. 16B). Achtundvierzig Stunden nach Transfektion und zwei
Stunden nach radioaktiver Beladung wurden die Zellen fur finf Minuten mit
Carbachol stimuliert, dann auf Eis lysiert. PhLP, und PhLPg bzw. in Kontroll-
experimenten Phosducin wurden mit Hilfe der entsprechenden Antikorper prazipitiert
und gewaschen. Nach Auftrennung durch SDS-PAGE konnte die spezifisch
eingebaute Radioaktivitat durch die Phophor-Imager-Einheit visualisiert und
guantifiziert werden (Abb. 8 und 9). Das Ergebnis dieses Versuchs war: PhLP, zeigt
einen signifikant hoheren Einbau (8-fach) an **P-Phosphat als PhLPg im nicht
stimulierten Zustand. Dabei zeigte sich auch, dass sich der Grad der
Phosphorylierung beider Proteine durch die Stimulierung des M;-Rezeptors nicht
signifikant steigern liel3 (Abb. 8A und B). Bei dem homologen Protein Phosducin
hingegen ist der Einbau an **P-Phosphat deutlich abhangig von der Aktivitat des M,-
Rezeptors (Abb. 9A und B). Diese Befunde sind im Einklang mit der Beobachtung,
dass die Phosducin-Phosphorylierung von Kalzium-abhangigen Signalwegen
stimuliert werden kann (Thulin et al., 2001). Die Unterschiede in der
Phosphorylierbarkeit von PhLP, und PhLPg, ebenso wie von Phosducin selbst zeigt,
dass die drei Proteine dieser Subfamilie (G-Protein-Regulatoren) durchaus

unterschiedliche funktionelle Aufgaben erfillen. PhLP, wird also in intakten HEK 293-
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Zellen konstitutiv phosphoryliert. Dies kdnnte erklaren, warum bei der Inhibition der
Gpy-abhangigen Inositolphosphat-Produktion PhLP_ deutlich schlechter war als

PhLPs, welches in Zellen nicht bzw. kaum phosphoryliert zu sein scheint.
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Abb. 8: PhLP_ wird in intakten HEK 293-Zellen konstitutiv phosphoryliert.
Transient transfizierte HEK 293-Zellen (2 pg M3-muskarinischer Acetylcholinrezeptor
und 8 ug PhLP bzw. PhLPs) wurden mit [32P]Orthophosphat beladen. Ein Teil der
Zellen wurde mit dem M-Rezeptoragonisten Carbachol (ImM) fur 5 Min. stimuliert.
AnschlieRend wurden die PhLP-Isoformen mit einem Antikérper prazipitiert und im
Gel aufgetrennt. A, linker Teil, zeigt die Visualisierung des 32P-Einbaus in die
prazipitierten PhLP-Isoformen vor und nach Stimulierung mit Carbachol (1mM), und
A, rechter Teil, zeigt die Expression der Isoformen in den korrespondierenden
Zelllysaten. B: quantitative Auswertung des 32P-Einbaus in PhLP_ und PhLPs (mit
und ohne Carbachol-Stimulierung) von drei bis finf unabhéngigen Experimenten
(Mittelwert £ Standardfehler). Wahrend Rezeptorstimulation keine signifikante
Anderung der Phosphorylierung bewirkte, fiel die 8-fach hohere Phosphorylierung
von PhLP_ gegenuber der von PhLPs auf (***, p < 0,001 versus PhLP_, nicht
stimuliert).
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Abb. 9: Die Phosducin-Phosphorylierung wird durch den Mz-muskarinischen
Rezeptor stimuliert. Das homologe Protein Phosducin wurde zum Vergleich wie
PhLP in Abb. 8 in HEK 293-Zellen transfiziert, und diese mit [32P]Orthophosphat
beladen und mit Carbachol stimuliert. A, linker Teil, zeigt die Visualisierung des 32P-
Einbaus in das prazipitierte Phosducin (Phd) und A, rechter Teil, zeigt die
prazipitierte Menge an Phosducin im Immunoblot. B: Quantifizierung des 32P-
Einbaus in Phosducin vor und nach Stimulation mit Carbachol (100 puM). Phosducin
liegt zum Teil basal phosphoryliert vor, die Stimulation fuhrt zur 3,5-fachen Zunahme
des 32P-Einbaus in Phosducin (***, p < 0,001 versus nicht-stimuliert).
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Casein Kinase 2 (CK2) ist die verantwortliche Kinase der PhLP,-

Phosphorylierung in HEK 293-Zellen

Um die verantwortliche Kinase fir die PhLP -Phosphorylierung zu identifizieren,
wurde eine Computer-gestitzte Analyse (Uber ScanProsite) der N-terminalen 83
Aminosauren von PhLP, durchgefuhrt. Hierbei wurden sieben potentielle CK2-
Phophorylierungsstellen vorgeschlagen. Diese lagen jeweils innerhalb eines
klassischen CK2-PhophorylierungsMotivs [S/T]-X-X-[D/E] (siehe auch Abb. 11A).
CK2 ist eine konstitutiv aktive Serin/Threonin-Kinase, die ubiquitar in S&ugern
exprimiert wird (Allende und Allende, 1995, Pinna und Meggio, 1997). Zunachst
wurde nun getestet, ob PhLP, tatsédchlich Substrat von CK2 sein konnte. Hierzu
wurden rekombinante, aus E. coli gereinigte Proteine durch humane rekombinante
CK2 (Roche) phosphoryliert (Abb. 10A). Hierbei zeigte sich, dass PhLP, tatsachlich
ein Substrat von CK2 war, dass aber PhLPg deutlich schwéacher und Phosducin gar
nicht durch CK2 phosphoryliert werden konnte. Weiterhin wurde der Einfluss des
potenten, aber unspezifischen Kinaseinhibitors Staurosporin' (Ruegg und Burgess,
1989), und des intrazellularen Kalzium-Chelators BAPTA-AM (Billman, 1993, Jiang et
al., 1994) auf die Funktion der rekombinanten CK2 untersucht. Hier zeigten sich
keine Effekte auf die PhLP -Phosphorylierung (Abb. 10A). Weiterhin wurden zwei
Substanzen getestet, von denen bekannt war, das sie CK2 inhibieren konnten: a)
das Gycosaminoglycan Heparin (IC;, ~ 3 nM nach Allende und Allende, 1995, Block
et al.,, 2001), und b) das Nukleosid-Derivat 5,6-Dichloro-1-3-D-Ribofuranyl-
Benzimidazol ( DRB, IC;, ~ 7 uM nach Zandomeni, 1989, Kim und Kahn, 1997). Im in
vitro-Assay konnten 3 uM Heparin die Phosphorylierung von PhLP, durch CK2
vollstandig, und 100 uM DRB die Phosphorylierung deutlich (ca. um 50 %) inhibieren
(Abb. 10A). Um zu demonstrieren, dass CK2 auch in HEK 293 Zellen die
verantwortliche Kinase war, wurde die Phosphorylierung von rekombinanten PhLP,
nun mit Lysaten aus untransfizierten HEK 293-Zellen durchgefuhrt (Abb. 10B). Aus
der Literatur ist bekannt, dass sich in Zelllysaten von S&ugerzellen grof3e Mengen an
CK2-Aktivitat finden lassen (Lin et al., 1992, Allende und Allende, 1995). Da sowohl

Heparin, als auch DRB nicht in ausreichenden Malie in intakte Zellen gelangt,

! Der Calbiochem Katalog 2002/2003 nennt folgende IC,-Werte: CaM-Kinase (20 nM), Myosin Light
Chain Kinase (1,3 nM), PKA (7 nM), PKC (0,7 nM) und PKG (8,5 nM).
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musste der Versuch an lysierten Zellen durchgefihrt werden. Unter diesen
Bedingungen konnte gezeigt werden, dass vor allem PhLP_, nicht aber PhLPg oder
Phosducin durch die Kinasen des Zelllysates phosphoryliert wurden. Diese ,Lysat-
Kinasen“ lieBen sich in derselben Weise inhibieren wie auch rekombinante CK2:
Staurosporin und BAPTA-AM hatten keinen Einfluss, Heparin (3 uM) und DRB
(100 uM) inhibierten deutlich die PhLP -Phosphorylierung (Abb. 10B). Diese Daten
sind ein deutlicher Hinweis darauf, dass tatséchlich CK2 die dominante Kinase war,
die in HEK 293-Zellen fur die konstitutive Phosphorylierung von PhLP, verantwortlich

gemacht werden kann.

PhLP, und PhLPg sind kein Substrat von PKA

Das homologe Protein Phosducin wird an Serin 73 durch Protein Kinase A (PKA)
phosphoryliert und reguliert (siehe hierzu Lee et al., 1990, Bauer et al., 1992, Gaudet
et al., 1999). Es stellte sich die Frage, ob auch die PhLP-Isoformen tatséchlich ein
Substrat der PKA sein konnten, da eine PKA-Konsensus-Stelle in beiden Isoformen
prinzipiell vorhanden ist (Aminoséure 117 bis 121 in PhLP,: GKMT*L). Hierzu wurden
PKA Kinase-Assays sowohl mit rekombinantem PhLP, und PhLPg, als auch mit dem
bekannten Substrat Phosducin durchgefiihrt, jeweils in der gleichen Konzentration
von 400 nM (Abb. 10C). Wie erwartet, war Phosducin ein exzellentes Substrat fr
PKA, wéhrend sowohl PhLP,, als auch PhLPg nur sehr geringe Mengen an
radioaktivem Phosphat inkorporierten (ungefahr 10 bis 20-fach geringer). Es wurde
daher der Schluss gezogen, dass beide PhLP-Isoformen keine physiologischen

Substrate fir die cAMP-regulierte PKA darstellen.

Identifizierung einer kleinen regulatorischen Region im N-Terminus

von PhLP,

In einem n&chsten Schritt sollte die Frage beantwortet werden, ob sich eine

bestimmte Region, die sowohl fur die konstitutive Phosphorylierung, als auch fur die
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Abb. 10: Phosphorylierung von Phosducin und PhLP durch rekombinante
Casein Kinase 2, durch HEK-Zelllysate und durch PKA. Aquimolare
Konzentrationen (400 nM) an rekombinantem C-terminal Hiss-getaggtem PhLP,
(14,04 pg/ml), PhLPg (10,3 pg/mg) und Phosducin (11,62 pg/ml) wurden entweder
mit Casein Kinase 2, HEK Zelllysaten oder der katalytischen Untereinheit von PKA
inkubiert. A: Mit rekombinanter humaner CK2 (0,04 Units/Reaktionansatz) wurden
PhLP,, PhLPg und Phosducin bei 30°C fur 30 Min. phosphoryliert. Nach Auftrennung
durch SDS-PAGE und Coomassie Blaufarbung (Coomassie), wurde das Gel durch
die Phosphorimaging-Einheit visualisiert (**P). Wahrend PhLP, durch CK2 effizient
phosphoryliert werden konnte, wurde PhLPg nur schwach (21% von PhLP,) und
Phosducin gar nicht (2% von PhLP,) phosphoryliert. Folgende Konzentrationen fur
die Kinaseinhibitoren wurden verwendet: 1 uM Staurosporin (Stauro), 100 uM
BAPTA-AM (BAPTA), 3 uM Heparin und 100 uM DRB. DMSO (1% V/V) diente als
Losungsmittelkontrolle. B: HEK-Zelllysate (hergestellt wie unter Material und
Methoden beschrieben) wurden zum Phosphorylieren von rekombinanten PhLP,,
PhLPg und Phosducin herangezogen. Bei der Phosphorylierung durch PhLP, wurden
dieselben Inhibitoren benutzt wie unter A. Anschlie3end wurden die rekombinanten
Proteine mittels Ni-NTA-Agarose prazipitiert, gewaschen und im SDS-PAGE
aufgetrennt. Gefabtes Gel (Coomassie) und **P-Einbau (**P) sind gegeniibergestellt.
In der Kontrolle ist kein rekombinantes Protein zugesetzt und stellt die
Hintergrundphosphorylierung dar. PhLP, wurde durch HEK-Zelllysate deutlich
phosphoryliert. Diese Phosphorylierung konnte durch die CK 2-Inhibitoren Heparin
und DRB gehemmt werden, aber nicht durch den Breitspektruminhibitor Staurosporin
oder den Ca**-Chelator BAPTA. C: Rekombinantes Phosducin, PhLP, und PhLPq
wurden durch die katalytische Untereinheit von PKA (100 Einheiten) bei 30°C fur
15 Min phosphoryliert. Die Reaktionen wurden mit Laemmli-Puffer gestoppt und im
Gel aufgetrennt (Coomassie). Die radioaktive Phosphorylierung wurde auf einem
Film visualisiert (**P). PhLP, und PhLPg sind im Gegensatz zu Phosducin keine
suffizienten Substrate von PKA .

verminderte Hemmfunktion von PhLP, verantwortlich ist, ndher eingrenzen lasst. Wie
in Abb. 11 A (oberer Teil) dargestellt, befinden sich in den 83 N-terminalen
Aminosauren von PhLP, mehrere Cluster von Serinen und Threoninen. Darunter sind
sieben CK2-Konsensus-Stellen, die potentiell alle wichtig sein konnten. Der N-
Terminus von PhLP, wurde deshalb schrittweise verkiirzt, so dass Konstrukte

entstanden, die jeweils ein Serin/Threonin-Cluster weniger beinhalteten. Diese
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Konstrukte wurden folgendermaf3en bezeichnet: L5 (Aminoséauren 5-301 in PhLP,),
L29 (Aminosauren 29-301), L36 (Aminosauren 36-301), L46 (Aminosauren 46-301)
und L58 (Aminosauren 58-301). Die Ergebnisse der Inositolphosphat-Bestimmung in
HEK 293-Zellen zeigten, dass der entscheidende Schritt in der Zunahme der GBy-
hemmenden Funktion durch den Verlust der Region zwischen Aminosaure 5 und 28
verursacht wurde (Abb 11A, unterer Teil). Die Western-Analyse demonstrierte, dass
alle Kontrukte (mit Ausnahme von L5) stabil und die Expressionsstarken vergleichbar
waren (Abb. 11B).

Effekt der gezielten Mutation von Serin 18, Threonin 19 und Serin 20

Als nachster Schritt sollte untersucht werden, ob die vier putativen CK2-
Phosphorylierungsstellen in der Region von Aminoséure 5 bis 28 (S18, T19, S20,
S25) die entscheidende funktionelle Rolle spielten, und welche der Kandidaten
hierfur verantwortlich sein kénnten. Es wurden daher zwei Mutanten mit Hilfe PCR-
basierter Mutagenese konstruiert: PhLP A25, bei der Serin 25 durch Alanin
ausgetauscht wurde, und PhLP A18-20, in der Serin 18, Threonin 19 und Serin 20
jeweils durch Alanine ersetzt wurden (siehe auch Abb.11A). Diese Mutanten wurden
dann wiederum daraufhin getestet, ob sie die zellulare Gpy-abhangige
Inositolphosphat-Generierung inhibieren konnten. Hier zeigte sich, das PhLP A18-20
die gleiche inhibitorische Fahigkeit wie PhLPg oder das Konstrukt L29 besal’ (Abb.
12A). Die Mutante PhLP A25 allerdings konnte nur eine eingeschrankte Hemmung
vermitteln, vergleichbar mit der von wildtypischem PhLP,. Die Unterschiede zwischen
PhLP, und PhLP, A25 auf der einen Seite und PhLPg, PhLP A18-20 und L29 auf der
anderen Seite waren in dieser Versuchsserie signifikant. Die Expression aller
Konstrukte war wiederum vergleichbar (Abb. 12B). Diese Daten lieRen vermuten,
dass das Cluster S18, T19, S20 die entscheidenden Phophorylierungsstellen
beinhaltete, die fur die verminderte Funktion von PhLP, in HEK 293 Zellen

verantwortlich waren.
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Abb. 11: Schrittweise Trunkierung des PhLP -N-Terminus zur Eingrenzung der
regulatorischen Region. A: Der verlangerte N-Terminus in PhLP, besitzt mehrere
Cluster mdglicher Phosphorylierungsstellen (oberer Teil der Abbildung; S, Serine,
und T, Threonine). Pfeile markieren die méglichen CK2-spezifischen Angriffspunkte,
Pfeilkdpfe und Zahlen diejenigen Aminoséauren, die sich C-terminal der Schnittstellen
in PhLP, befinden. Die Deletion der ersten 28 Aminosauren war ausreichend, um in
der Inositolphosphat-Messung fur PhLP, den vollen GBy-inhibierenden Effekt wie bei
PhLPg zu erzielen (Konstrukte L29, L36, L46, L58 im unteren Teil der Abbildung).
Hingegen war die Entfernung der ersten vier Aminos&auren mit ihrer potentiellen CK2-
Phosphorylierungsstelle (Konstrukt L5) nicht ausreichend, um die Aktivitat von PhLP,
zu modifizieren (**, p < 0,01 und ***, p < 0,0001 versus PhLP)).

B: Expressionkontrolle der fuinf N-terminal trunkierten PhLP, -Konstrukte im Vergleich
zur Expression von wildtypischem PhLP, und PhLPg. Gezeigt ist einer von zwei
Western Blots mit identischen Ergebnissen unter Verwendung des PhLP-CT
Antikorpers.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass PhLP, in Zellen konstitutiv
phosphoryliert wird, diese Phosphorylierung fur die funktionelle Einschrankung von
PhLP_ in Zellen verantwortlich ist, und dass die Phosphorylierung mit hoher
Wahrscheinlichkeit durch CK2 ausgefiihrt wird. Die Evidenz hierfur war: a) alle drei
Aminoséauren des Clusters S18, T19, S20 liegen in einer CK2-Konsensus-Sequenz,
b) PhLP, liegt in Zellen konstitutiv phosphoryliert vor, und CK2 ist eine konstitutiv
aktive Kinase, c) rekombinante CK2 konnte PhLP, signifikant phosphorylieren (im
Gegensatz zu PhLPg oder Phosducin), und d) die Phosphorylierung von PhLP, durch
Zelllysate konnte durch spezifische CK2-Inhibitoren blockiert werden, wéahrend

andere Kinaseinhibitoren keine Effekte zeigten.
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Abb. 12: Effekt der gezielte Mutation von Ser-18, Thr-19 und Ser-20 in PhLP_
auf die GBy-abhangige Inositolphosphat-Produktion. A: HEK 293-Zellen wurden
wie bisher transient transfiziert, anschlieend die Inositolphosphate analysiert.
Austausch der Aminosauren Ser-18, Thr-19 und Ser-20 gegen Alanine (PhLP A18-
20) fuhrte zur vollstandigen Hemmung der GPy-abhéngigen Inositolphosphat-
Generierung, nicht jedoch die Mutation von Ser-25 nach Alanin (PhLPLA25) (**, p <
0,01 versus PhLPL; #, p < 0,05 versus PhLP_ A25; Vergleich PhLP_ und PhLP A25
ist p > 0,05). B: Expressionskontrolle der verschiedenen Mutanten zeigt
vergleichbare Proteinexpression fur alle Konstrukte im Western Blot (IB: PhLP-CT).
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3.3. In nativen Mausgeweben finden sich PhLP,

phosphoryliertes und nicht-phosphoryliertes PhLP,

Nun sollte die Frage geklart werden, ob das beobachtete Phanomen der N-
terminalen Regulation von PhLP auch in naturlichen Geweben gefunden werden
kann. Hierzu wurde Gewebe verglichen, von dem bekannt war, dass es PhLP, in
ausreichender Menge enthielt (wie zum Beispiel Herz oder Gehirn, nach Thibault et
al., 1999, Schroder und Lohse, 2000) oder von dem man annehmen konnte, dass es
PhLPg enthielt. Gewebe, das ontogenetisch den enterochromaffinen Zellen (die
PhLPg enthalten (Gensse et al., 2000) nahe steht, ist das Mark der Nebenniere
(Adrenalin-produzierende Zellen). Gewebe, das den embryonalen Nierenzellen (HEK
293) vom Entwicklungsstand her vergleichbar ist, kam von M&useembryonen.
Weiterhin war bekannt, dass die CK2 in der Embryonalentwicklung, bei Zellteilung
und Zellzyklus eine herausragende Rolle spielt (Pinna und Meggio, 1997). Hier

sollten deshalb auch hohe Mengen an Phospho-PhLP, gefunden werden kdnnen.

PhLP, wurde in allen drei Mauseorganen und in Mauseembryonen (Entwicklungstag
10,5) mit Western Blot nachgewiesen (Abb. 13A). Weiterhin fand sich PhLP, in
untransfizierten (bzw. mit Kontrollvektor transfizierten) HEK 293 Zellen. PhLPq
dagegen konnte nur in der Nebenniere und in HEK 293 Zellen nach Transfektion mit
PhLPgs cDNA in ausreichender Signalstarke detektiert werden. Nach verlangerter
Exposition des Films schienen geringe Mengen an PhLPg auch in Herz und Gehirn
vorhanden zu sein, aber nicht in HEK 293 Zellen oder embryonalem Gewebe (Daten
nicht gezeigt). In den meisten Fallen verlief die Auftrennung von PhLP, in einer
Doppelbande. Dabei hatte die kleinere Bande die Laufhdhe von rekombinanten, aus
E. coli gereinigte PhLP, (Abb. 13A, links, und 13B, untere Pfeilspitze) und die
groRere Bande die Laufhohe von PhLP, aus HEK 293 Zellen (Abb. 13A, und B,
obere Pfeilspitze). Da das Vorhandensein von Phosphatgruppen in einem Protein die
Wandereigenschaften in der SDS-Gelelektrophorese auf diese Weise verandern
kann, liegt die Vermutung nahe, dass die konstitutive Phosphorylierung von PhLP, in

Gewebe und Zellen hierfir verantwortlich war. Die Frage war nun, ob die Mutante
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Abb. 13: Differentielle Expression von PhLP, und PhLPg und von
phosphoryliertem und nicht-phosphoryliertem PhLP, im Gewebe der Maus. A:
Western Blot mit Antikorper gegen PhLPg (IB: PhLP) mit folgenden Spuren:
rekombinantes PhLP, und PhLPg (jeweils 0,1 pmol aus E. coli), neben Laufspuren
von transient transfizierten HEK 293-Zellen (jeweils 20 pg Gesamtprotein in
Kontrolle, PhLPg und PhLP,) und Spuren von Organen und Geweben der Maus
(jeweils 200 ug Gesamtprotein aus Herz, Gehirn, Nebenniere und Embryo). Die
Nebenniere zeigt eine deutliche Bande auf der Hohe von PhLPg. Gehirn und
Nebenniere zeigen weiterhin eine Doppelbande: die obere Bande korrespondiert mit
der Laufhéhe von PhLP, aus HEK 293 Zellen (endogen und nach Transfektion), die
untere mit der Laufhohe von PhLP, aus E. coli. Der PhLP4-Antikoérper zeigt
Kreuzreaktivitdt mit dem Protein Phosducin (bei einer apparenten Grof3e im SDS-
PAGE von 33 kDa). B: Western Blot-Analyse von jeweils 100 pg Gesamtprotein aus
murinem Gehirn, Nebenniere und Embryo und 10 pg Gesamtprotein aus HEK 293
Zellen nach der Transfektion mit Wildtyp-PhLP, und der phosphorylierungs-
defizienten Mutante PhLP A18-20. Zum Vergleich wiederum 0,1 pmol rekombinantes
PhLP, aus E. coli. Die Mutation in Ser-18,Thr-19 und Ser-20 fuhrt zur Veranderung
des Laufverhaltens von PhLP, in der Gelelektrophorese. Die Laufhthe von
PhLP A18-20 korrespondiert mit der Ho6he von rekombinanten nicht-
phosphoryliertem PhLP, und der unteren Doppelbande von PhLP, aus Mausgehirn
und Nebenniere. C: Jeweils 50 pg Protein aus HEK 293 Zellen und 100 pg Protein
aus Mausgehirn wurden einer Dephosphorylierung mittel A-Phosphatase (APPase,
1000 Einheiten fur 20 Min. bei 37°C) unterzogen und anschlieend im Western Blot
analysiert. Durch Dephosphorylierung verédnderte sich das Laufverhalten des
endogenen PhLP, in HEK 293-Zellen und Mausgehirn. D: Gereinigtes,
rekombinantes PhLP, (400nM) wurde durch CK2 (0,3 Millieinheiten) bei 37°C fur 120
Min. phosphoryliert. Als Kontrolle wurde zum einen CK2 weggelassen oder zum
anderen durch Heparin (30 uM) blockiert. Nach Auftrennung in einem 15% SDS-Gel
wurde PhLP, angefarbt (Coomassie). Spuren von [**P]ATP dienten zur Kontrolle der
Phosphorylierungsreaktion (**P). CK2-Phosphorylierung von PhLP, fiihrte zu
Veranderung in der Gel-Mobilitat des rekombinanten PhLP,.

PhLP A18-20, von der ja bereits gezeigt wurde, dass sie funktionell aktiver war als
der Wildtyp, ebenso eine Veranderung im SDS-PAGE Laufverhalten zeigte. Wie in
Abb.13B zu erkennen, lief die Mutante PhLP A18-20 tatsachlich auf H6he von
rekombinanten, nicht-phosphoryliertem PhLP,. Dies kann als weiterer Hinweis darauf

gesehen werden, dass mit dem Austausch der Phosphorylierungsstellen an dieser
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Position die entscheidende Verédnderung in das Protein eingefuhrt wurde. Das
bedeutet, dass nach Mutation dieser CK2-Phosphorylierungsstellen keine weitere
signifikante Phosphorylierung von PhLP, in Zellen in Erscheinung trat. Weiterhin
korresepondierte die Laufhohe von PhLP A18-20 mit der Hb6he der unteren
Doppelbande insbesondere in Hirngewebe und Nebenniere (Abb 13B). Um nun
endgultig den Phosphorylierungzustand fir die Doppelung der PhLP -Bande
verantwortlich machen zu kénnen, wurden HEK 293 Zelllysate (mit endogenen
PhLP,) ebenso wie Gehirnlysate mit Lambda Protein Phosphatase (APPase)
behandelt. Diese Phosphatase entfernt effizient Phosphatreste von Serinen,
Threoninen und Tyrosinen (Zhuo, et al., 1993). Die Behandlung der Lysate mit
APPase hatte zur Folge, dass die hoher laufende Bande in HEK 293 Zellen
verschwand, wahrend die kleinere Bande auftauchte. Bei Gehirn I6ste sich die
Doppelbande auf zu Gunsten einer einzigen kleiner laufenden Bande (Abb. 13C).
Weiterhin konnte die Annahme, die grol3ere Bande repréasentiere Phospho-PhLP,,
dadurch gestitzt werden, dass nach stochiometrischer Phosphorylierung von PhLP,
durch die CK2 in vitro ein Gelshift des gleichen Ausmal3es induziert werden konnte
(Abb. 13D). PhLP, liegt also in verschiedenen nativen Geweben der Maus sowohl
phosphoryliert, als auch nicht-phosphoryliert vor. Die kurze Isoform PhLPg konnte

aul3erdem in der Nebenniere mit Western Blot deutlich nachgewiesen werden.

3.4. Bestimmung der Bindungsaffinitat von PhLP, zu Gy
nach Phosphorylierung durch CK2

In der Vergangenheit konnte durch mehrer Gruppen gezeigt werden, dass die N-
terminale Phosphorylierung des homologen Proteins Phosducin durch
unterschiedliche Kinasen (zum Beispiel PKA oder CamK II) zu einem Verlust an Gy-
Bindungsaffinitat fuhrte (Lee et al., 1990, Bauer et al., 1992, Yoshida et al., 1994,
Ruiz-Gomez et al., 2000, Savage et al., 2000, Thulin et al., 2001). Was nun PhLP_
bertrifft, wurden bis heute keine analogen Untersuchungen durchgefihrt. Diese
kénnten allerdings klaren, warum das PhLP, in Zellen ein gegentber PhLPg und der

phosphorylierungsdefizienten Mutante PhLP A18-20 reduzierte Gpyhemmende
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Aktivitat aufweist. Um die Affinitat von Phospho-PhLP, nun zu bestimmen, wurden
zwei verschiedene Versuche herangezogen. Zunachst wurde rekombinantes C-
terminal Hiss-getaggtes PhLP, (gereinigt aus E. coli) mit rekombinanter CK2 bis zur
Sattigung der Reaktion phosphoryliert (Sattigungskurve nicht gezeigt). Eine
komplette, gesattigte Phosphorylierung fiihrte zu einem vollstdndigem Shift der
PhLP -Bande in der SDS-Gelelektrophorese (siehe auch Abb.13D und 14A).
Anschlie3end wurden &quimolare Konzentrationen (400 nM) an unbehandeltem und
phosphoryliertem PhLP,, an PhLPg und als Kontrollprotein an Glutathion-S-
Transferase-Hisg (GST-Hisg) mit Zelllysaten aus HEK 293-Zellen inkubiert, die zuvor
durch transiente Transfektion GBy Uberexpremierten. Die Hiss-getaggten Proteine
wurden dann mit Hilfe von Ni-NTA-Agarose prazipitiert. Die Menge an
koprazipitierten GBy-Untereinheiten wurden dann mit Hilfe eines G[-spezifischen
Anikorpers im Western Blot detektiert (Abb. 14A). Dieses Experiment konnte keine
Unterschiede in der Bindung von Gy an PhLP, aufdecken, ob nun phosphoryliert
oder kontrollbehandelt. Andererseits war die Menge an gebundenen Gy an PhLPg
nur aul3erst gering. An GST-Hisg; wurden keine GBy-Untereinheiten gebunden. Diese
Beobachtung konnte durch einen funktionellen GBy-Assay untermauert werden:
Hemmung der Pertussis-Toxin-vermittelten ADP-Ribosylierung von Ga,-
Untereinheiten. Die ADP-Ribosylierung wird hierbei stimuliert durch die Anwesenheit
von GRy-Untereinheiten (Schréder und Lohse, 2000). Wie in Abb 14B zu erkennen,
wurde die Gpy-stimulierte ADP-Ribosylierung in gleichen Mal3e von PhLP, und
Phospho-PhLP, gehemmt. Wiederum ist die Hemmung durch PhLPg deutlich
schwécher (Tab. 5). Die IC5,-Werte fur PhLP, und PhLPg lagen innerhalb des bereits
publizierten Bereichs (Schréder und Lohse, 2000).

ADP-Ribosylierung PhLP, Phospho-PhLP, | PhLP4
Hemmung um 90,2 % 98,6 % 22,6 %
Standardfehler +1,8% +0,3% +52%

n 7 6 4

IC,, = Standardfehler 18,7+ 4,5 nM 16,5+ 5,2 nM 160 = 44,6 nM

Tab. 5: Hemmung der GBy-stimulierten ADP-Ribosylierung durch PhLP in vitro.
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Die Schlussfolgerung aus diesen beiden Experimenten lautet: Die N-terminale
Phosphorylierung von PhLP_ verandert nicht die Bindungsaffinitat zur Gpy-
Untereinheit (im Gegensatz zu den Verhdaltnissen bei Phosducin). Die direkte
Interaktion von PhLP| und Gy oder von PhLPs und Gy kann nicht als Erklarung fur
das Phanomen der besseren GBy-Hemmung durch PhLPs in intakten HEK 293
Zellen herangezogen werde.
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Abb. 14: Die Affinitat der PhLP-Isoformen zu Gpy.

A: Bindung an GRy-Untereinheiten. Aquimolare Konzentrationen (400 nM) an
rekombinanten C-terminal Hisg-getaggtem PhLP, (14,04 pg/ml), phosphoryliertem
PhLP, (14,04 pug/ml), PhLPg (10,3 pg/ml) und Glutathion-S-Transferase (GST,
9,59 pg/ml) wurden mit Zelllysaten aus HEK 293 Zellen inkubiert, die G, und Gy,
Uberexprimierten. Nach 30 Min. bei 37°C wurden die rekombinanten Protein mit Ni-
NTA-Agarose prazipitiert, gewaschen und im SDS-PAGE aufgetrennt. Nach Transfer
der Proteine auf PVDF-Membran wurde die Detektion mit einem G(-spezifischen
Antikoérper durchgefuhrt (IB: GB). Die vollstandige Phosphorylierung von PhLP,
wurde durch dessen Veréanderung in der Gel-Mobilitdt kontrolliert (Coomassie). B:
Hemmung der Gpy-stimulierten ADP-Ribosylierung von Ga, durch PhLP. Nach
Phosphorylierung von PhLP, (wie unter A), wurde der Effekt aufsteigender
Konzentrationen an PhLP,, Phospho-PhLP, und PhLPg auf den Pertussistoxin-
(100 ng) and Gpy- (6 nM) stimulierten ADP-Ribose-Transfer auf Ga, untersucht. Als
Kontrolle diente CK2. Gezeigt ist das Ergebnis aus drei bis sieben unabhangigen
Experimenten.

Charakterisierung eines konservierten GBy-Bindungsmotivs in

PhLP,

Um die Frage nach den zellularen Mechanismen der PhLPg-vermittelten Gpy-
Signalnemmung weiter aufzuklaren, wurde zunachst der N-Terminus von PhLP,
genauer untersucht. Der Bereich, in dem sich die lange und die kurze Form von
PhLP unterscheiden, sollte Informationen Uber den Mechanismus der Gpy-
Regulation beinhalten. Von dem homologen Protein Phosducin wusste man, dass
der Austausch einer Aminosaure (namlich Tryptophan 29 gegen Valin) in einem
konservierten Sequenzabschnitt die direkte GBy-Bindung drastisch reduzieren konnte
(Tab. 3 und Abb. 15A, Xu et al., 1995). Die L6ésung der Rontgenkristallstruktur des
Phosducin-Gpy-Komplexes hatte gezeigt, dass dieser Sequenzabschnitt die erste a-
Helix des Phosducin-N-Terminus bildete (Abb. 15A, Gaudet et al., 1996). Nun sollte
die Rolle dieser homologen Region in PhLP, untersucht werden. Hierzu wurden zwei
Mutanten generiert: a) die erste mit einem Austausch von Tryptophan gegen Valin in
der Position 66 in der wildtypischen Form von PhLP, (PhLP,W66V) und b) die zweite
mit der gleichen Mutation in der phosphorylierungsdefizienten Form PhLP A18-20
(PhLP,AV). Um nun zu zeigen, dass auch bei PhLP, die Bindung an Gy von diesem
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Abb. 15: Direkte GBy-Bindung von PhLP, ist abhangig von Tryptophan-66 im N-
Terminus.

A: Sequenzvergleich des konservierten GBy-Bindungsmotivs aus PhLP, der Ratte
(ratPhLP,), Phosducin der Ratte (ratPhd) und aus PhLP der Fruchtfliege (droPhLP).
Diese Region formt die a-Helix 1 dieser Proteine (Gaudet et al., 1996). Die fur die
GBy-Bindung essentielle Aminosdure Tryptophan steht in PhLP, der Ratte an
Position 66 (W, in Fettdruck). B: Representativer Western Blot einer Versuchsserie,
bei der verschiedene PhLP-Mutanten zunachst in HEK 293-Zellen exprimiert und
anschliel3end mittels G3,*Hiss-Gy,-Komplexen prazipitiert wurden. Die G3,°Hiss-Gy,-
Komplexe wurden mit Ni-NTA-Agarose gefallt, gewaschen und eluiert (Eluate). Im
anschlieBenden Western Blot wurde die Menge an komplexierten PhLP (IB: PhLP-
CT) und zur Kontrolle an Hiss-Gy, (IB: Gy,) detektiert. Zum Vergleich der
Expressionsstarke der einzelnen PhLP-Mutanten wurden funf Prozent des jeweiligen
Lysates ebenfalls untersucht (Beladung). Dass die PhLP-Isoformen unter den
gewéahlten Bedingungen nicht ohne Gy prazipitiert werden kdnnen, zeigen die
Kontrollbedingenen rechts (Ktr). C: HEK 293 Zellen wurden transient mit cDNA fir
PhLP_, PhLP, W66V und Kontroll-Vektor (jeweils 8 ug / 10 cm-Schale) zusammen mit
cDNA fur GB,, Gy, und PLCp, transfiziert. Inositolphosphat-Spiegel wurden 42 h
spater analysiert (Mittelwerte + Standardfehler von finf unabhangigen Experimenten;
*** p <0,001 versus Kontrolle; ¢¢, p <0,01 versus PhLP,W66V). Direkte GBy-
Bindung und Gpy-Funktionsassay unterstreichen die essentielle Bedeutung von
Tryptophan 66 in PhLP,.

konservierten Motiv abhéngig ist, wurden nun die zelluldr exprimierten PhLP-
Isoformen mit GBy-Untereinheiten koprazipitiert. Hierfur wurde zunéchst eine Hisg-
Markierung N-terminal an die Gy,-Untereinheit in pcDNA 3 kloniert (Hisg-Gy,), um
GBy-Komplexe mit Hilfe von Ni-NTA-Agarose aus Zelllysaten prézipitieren zu kdnnen.
Diese G[,°His,-Gy,-Komplexe waren in der Lage, die Inositol-Phosphat-Produktion
durch PLCp, genauso zu stimulieren wie wildtypische GBy-Komplexe und lie3en sich
durch die Kotransfektion von PhLP, und PhLPg auf identische Weise funktionell
inhibieren (Daten nicht gezeigt). Nun wurden einmal Zellen mit cDNA von Gf3; und
Hise-Gy,, und einmal Zellen mit den verschiedenen PhLP-Kontrukten transfiziert.
Jede Transfektion wurde in Detergenzien-haltigen Puffer lysiert. Dann wurden
gleiche Mengen von PhLP-exprimierenden Lysaten mit Gf,*Hiss-Gy,-haltigen

Lysaten inkubiert. AnschlieRend wurde Ni-NTA-Agarose zugegeben, prazipitiert und
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gewaschen. Dann wurde die Menge der koprézipitierten PhLP-Konstrukte mittels
Western Blot im Eluat determiniert (Abb. 15B, oben). Zur Kontrolle wurde die Menge
des gebundenen Gf,°Hiss-Gy,-Komplexes mit Hilfe eines Gy,-spezifischen
Antikdrpers kontrolliert (Abb. 15B, Mitte). Die gleichmalRige Beladung der
Versuchsansatze mit den PhLP-Konstrukten wurde ebenso kontrolliert (Abb. 15C,
unten) sowie die Bindung von PhLP, und PhLPg4 an Ni-NTA-Agarose in Abwesenheit
des GpB,*Hiss-Gy,-Komplexes (Abb. 16A, rechts). Das Ergebnis war: Zellular
exprimiertes PhLP, mit intakter Bindedomé&ne konnte an zellular exprimierten Gy
Komplexen binden. PhLP¢ (das vollstandig ohne die N-terminale Gpy-Bindungsregion
ist) wurde unter diesen Bedingungen gar nicht an GBy-Komplexe gebunden, wéhrend
PhLP W66V und PhLP, AV (diejenigen, die defiziente GBy-Bindungsregion besalien)

nur deutlich abgeschwécht binden konnten.

Anschlielend wurde die Fahigkeit der PhLP,W66V-Mutante getestet, die Gpy-
vermittelte Inositolphosphat-Produktion in HEK 293 Zellen zu inhibieren. Wie
erwartet, wurde diese von wildtypischem PhLP, signifikant gehemmt (mit einer
Transfektionsdosis von 8 pug/10 cm-Schale). Die Mutante PhLP, W66V allerdings
konnte keine Inhibition vermitteln (Abb. 15C und Tab. 6). Daher konnte gefolgert
werden, dass die Fahigkeit von PhLP, sowohl fur die GBy-Bindung als auch fur die
funktionelle GBy-Hemmung in Zellen von der intakten Funktion des konservierten

Gpy-BindungsMotivs abhangig war.

Inositolphosphat- PhLP, PhLP, W66V
Hemmung (8 Hg) (8 Hg)
Hemmung um 57,2 % 10,3 %
Standardfehler +4,0% +13,1%

n 5 7

Tab. 6: Hemmung der GBy-vermittelten Inositolphosphat-Produktion
bei hoher cDNA-Dosis.
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Abb. 16: Die ersten 83 Aminosauren von PhLP_ vermitteln dessen GPy-
hemmenden Effekt in Zellen. A: Darstellung der N-terminalen Konstrukte von
PhLP.. Die Konstrukte sind benannt nach der Position der Aminosauren im nativen
PhLP_. Im N-Terminus befinden sich drei a-Helices (H1, H2 und H3), die in
Analogie zur Kristallstruktur des Phosducine GBy-Komplexes dargestellt sind und mit
Gpyin Kontakt treten (schwarze Linie). B: HEK 293-Zellen wurden wie unter Abb. 15
beschrieben transfiziert und analysiert (Mittelwerte £ Standardfehler von drei bis
sechs unabhangigen Experimenten, ANOVA: p < 0,0001; Bonferroni: p < 0,001 fur
alle versus Kontrolle). C: Reprasentativer Western Blot zur Kontrolle der Expression
der N-terminalen Mutanten von PhLP_ mittels M2 FLAG-Antikdrper (IB: Flag).
PhLP_ und sein N-Terminus zeigen gleiche funktionellen GBy-Hemmung in HEK
293-Zellen.
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Der PhLP, N-Terminus und PhLP_ vermitteln &hnliche Effekte in

Zellen.

Aufgrund des deutlichen Effektes der W66V-Mutation auf die Funktion von PhLP_
stellten wir die Hypothese auf, dass der N-Terminus von PhLP, (also die ersten 83
Aminosauren) ebenso wie das vollstandige Protein ausreichend sein sollte, eine
gleichartige Hemmung der Inositolphosphatproduktion auszutben. Wir konstruierten
daher einige C-terminal deletierte Mutanten aus PhLP, (Abb. 16A) und testeten
deren Fahigkeit die GBy-stimulierte Inositolphosphat-Generierung zu hemmen (Abb.
16B). Die Expression der Konstrukte wurde mittels einer Flag-Markierung im Western
Blot untersucht und war unter diesen Bedingungen vergleichbar (Abb. 16C). Wir
konnten zeigen, dass alle N-terminalen Konstrukte, die mindestens die ersten 83
Aminoséuren von PhLP, enthielten, eine dem PhLP,_ vergleichbare Hemmung in

diesem Zellassay vermitteln konnten.
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3.5. PhLPg fuhrt zu Missfaltung und Down-Regulation von

G-Protein By-Untereinheiten — ein neuer Mechanismus der

G-Protein-Regulation

Da die IC.,-Werte von PhLPg in der zellularen Inositolphosphat-Hemmung gegenuber
PhLP, um den Faktor 20 nach links verschoben sind (Abb. 7A und Tab. 4), stellte
sich die Frage, ob, wie nach bisherigen Befunden vermutet, die phosphorylierungs-
defizienten Mutanten PhLP A18-20 und PhLP AV ebenso potenter als PhLP, die
zellulare GBy-Funktion hemmen konnten. Zur Uberpriifung wurden deshalb niedrige
Konzentrationen an spezifischer cDNA verwendet (0,5 pg/ 10 cm-Schale, bei
konstanter Gesamt-DNA). Es ergab sich folgendes Bild (Abb. 17A): Wahrend
wildtypisches PhLP, (welches in Zellen konstitutiv phosphoryliert vorliegt) bei diesem
Expressionsniveau keine funktionelle Inhibition mehr vermitteln konnte, waren die
beiden phosphorylierungsdefizienten Mutanten PhLP, A18-20 und PhLP AV in der
Lage, wie PhLPg, eine maximale Hemmung der Inositolphosphate herbeizufiihren
und zwar mit hoherer Potenz als PhLP, (Tab. 7). Die Expression aller Konstrukte war
vergleichbar, wenn dieselbe Dosis an cDNA pro Transfektion verwendet wurde
(0,5 pg/10 cm Schale). Die Schlussfolgerung aus diesem Versuch war daher, dass
es zwei unterschiedliche Formen der GBy-Regulation durch PhLP geben sollte: eine
Regulation durch direkte Bindung von (konstitutiv phophoryliertem) PhLP_ an Gpy,
vermittelt durch das konservierte Bindemotiv der ersten a-Helix (Abb. 15A), und eine
zweite indirekte Form der Regulation durch PhLPg und durch nicht-phosphoryliertes
PhLP, . Die indirekte Form der Regulation sollte von der hochaffinen Gpy-

Bindungstelle unabhangig sein.

Inositolphosphat- | PhLP, PhLP,A18-20 | PhLP AV | PhLPg
Hemmung (0,5 po) (0,5 po) (0,5 Hg) (0,5 Hg)
Hemmung um 6,7 % 49,7 % 75,3 % 72,8 %
Standardfehler +7,4% +7.2% +1,0% +1,9%
n 3 3 3 3

Tab. 7: Hemmung der Gpy-vermittelten Inositolphosphat-Produktion bei niedriger

cDNA-Dosis.
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Abb. 17: PhLPg, PhLP A18-20 und PhLP AV vermitteln eine Down-Regulation
von GB und Gy.A: Hemmung der Inositolphosphat-Generierung. Wahrend der
Gehalt an cDNA fur die PhLP-Mutanten auf 0,5 ug/ 10 cm-Schale erniedrigt wurde,
blieb die cDNA-Menge fiur GB,, Gy, und PLC[, konstant. Unter diesen Bedingungen
ist natives PhLP, nicht mehr in der Lage GBy-Funktion in Zellen zu hemmen. Dies
unterstreicht die hohe Potenz der GBy-Hemmung von PhLP,A18-20, PhLP AV und
PhLPg (***, p < 0,001 und *, p < 0,05 versus Kontrolle; ##, p < 0,01 versus PhLP,). B:
Western Blot, reprasentativ fur finf bis sieben unabhangige Experimente, der zeigt,
dass G (IB: GB) und Gy (IB: Gy,) in Anwesenheit der genannten PhLP-Konstrukte
signifkant herabreguliert sind. Die Menge anderer Proteine blieb hingegen
unbeeintrachtigt (hier zur Kontrolle PLCJB,). C: Effekt des Proteasom-Inhibitors
Lactazystin (in einer Konzentration von 4 puM fur 4 Stunden bei 37°C) auf die
Proteinmenge von Gy, bei Kontrollen (Ktr) und PhLPs-transfizierten Zellen (PhLPy).
Die Analyse wurde an drei unabhéngigen Experimenten durchgefuhrt (***, p < 0,001
versus unbehandelter Kontrolle (-); #, p < 0,05 versus PhLPg, unbehandelt (-)). Ein
reprasentativer Western Blot ist abgebildet.

In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese fanden wir, dass der Proteingehalt an Gp,
und Gy, in HEK 293-Zellen bei Kotransfektion von PhLPg, PhLP,A18-20 und
PhLP AV drastisch reduziert war, nicht aber bei Kotransfektion von PhLP, (Abb.
17B). Dieser Effekt war spezifisch fur GBy-Untereinheiten, da der Gehalt an PLC[3,
sich hierbei nicht veranderte (Abb. 17B, unten). Der Verlust an Gy, konnte teilweise
durch eine 4-stindige Inkubation mit dem spezifischen Proteasom-Inhibitor
Lactacystin aufgehoben werden (Abb. 17C). Dies spricht fir eine Beteiligung

proteasomaler Abbauwege an der Down-Regulation der GBy-Untereinheiten.

Um nun zu untersuchen, ob der PhLPs-mediierte GBy-Abbau auch urséchlich fur die
hochpotente Hemmung des Gy-stimulierten Inositolphosphatweges war, versuchten
wir den Abbau der GBy-Untereinheiten durch Stabilisierung zu verhindern. Kirzlich
wurde in einer Arbeit gezeigt, dass die Gy,-Untereinheit in bovinem Gehirn einer
Ubiquitinylierung nach der sogenannten ,N-end rule* unterworfen ist (Hamilton et al.,
2003). Dies bedeutet, dass eine posttranslationale Modifikation des N-Terminus das
entsprechende Protein empfindlich fir den proteasomalen Abbau macht. In dieser

Arbeit konnte ebenso gezeigt werden, dass durch Mutationen im N-Terminus die Gy,-
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Abb. 18: Die N-terminale Modifikation von GB- und Gy-Untereinheiten
stabilisiert deren Expression, bewahrt aber nicht ihre Funktion. A: Quantitative
Analyse der Effekte von PhLP_ (hier: L) und PhLPs (S) auf den Proteingehalt von
GB1, AGT-GB1, Gy2 und AGT-Gy». Vier bis funf Immunoblots (IB des angefiihrten
Proteins) wurden nach densitometrischer Auswertung quantifiziert und normalisiert
auf die entsprechende Kontrollbande (Ktr). Wahrend PhLPs den Gehalt an
wildtypischen GB1 und Gy, signifikant reduzierte (***, p < 0,001 versus Kitr),
verhinderte die N-terminale Modifikation mit AGT die Herabregulation der
modifizierten Untereinheit vollstandig (konnte aber die Herabregulation des
unmodifizierten Partners in denselben Zellen nicht verhindern). B: Inositolphosphat-
Assays, die mit unterschiedlichen Kombinationen aus wildtypischen und N-terminal
modifizierten G-Proteinuntereinheiten durchgefihrt wurden.
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Im Vergleich zur alleinigen PLCp,-Transfektion (basal) konnte jede Kombination aus
GB, und Gy, (und deren jeweilige AGT-Fusion) die Produktion von
Inositolphosphaten stimulieren (Ktr). Genauso wie bei Wildtyp-G3 und -Gy, zeigten
alle Kombinationen dasselbe Muster bei der Hemmung durch PhLP,_ (L) und PhLPg
(S). Abgebildet sind reprasentative Experimente (von jeweils drei bis funf
unabhéangigen), die in Dreifachbestimmung durchgefiihrt wurden. C: Der Effekt von
PhLP auf die Assoziation von AGT-G3; mit AGT-Gy,. Beide Konstrukte wurden mit
leerem Vektor (Ktr), beziehungsweise mit cDNA fur PhLP, oder PhLP4 kotransfiziert
(wie unter B, rechtes Diagramm). Die Prézipitation wurde durchgefihrt mittels eines
GB-Antikorpers (IP: GB). Die Menge des koprazipitierten AGT-Gy, wurde mit Hilfe
eines anti-Gy,-Antikorpers im Immunoblot nach Westerntransfer bestimmt (1B: Gy,).
In Anwesenheit von PhLPg scheinen G und Gy nicht mehr zu assoziieren.
Abgebildet ist ein repéasentativer Blot von vier unabhangigen Versuchen.

Untereinheit geschitzt war vor Ubiquitinylierung und proteasomalen Abbau. Hier
sollten nun die GBy-Untereinheiten durch N-terminale Fusion mit einem Protein
stabilisiert werden, das fur zellulare Farbetechniken entwickelt wurde (AGT, Keppler
et al., 2003). Diese Fusion stabilisierte tatsachlich sowohl die Gf3;-, als auch die Gy,-
Untereinheit in Anwesenheit von PhLPg (Abb. 18A), wahrend der jeweils wildtypische
Partner gleichzeitig aber nicht vor Abbau geschuitzt wurde. Untersuchten wir nun die
Funktion dieser Fusionsproteine, so fanden wir allerdings keine Unterschiede in der
Hemmbarkeit der Gpy-stimulierten Inositolphosphat-Generierung durch die PhLP-
Splicevarianten (Abb. 18B, vergleiche den Graphen links, Wildtyp-Gpy, mit den
Kombinationen rechts). PhLPg vermittelt in allen Fallen die starkste Hemmung.
(Diese Experimente zeigen auch das die AGT-G-Proteinfusionen funktionell aktiv
waren, hierfur vergleiche jeweils die Werte fur basal und Kontrolle in Abb. 18B
miteinander). Zusammenfassend kann man sagen, dass PhLPg zu einer Down-
Regulation der GBy-Untereinheit in Zellen fuhrte (am wahrscheinlichsten unter
Beteiligung der ,N-end rule* and des Proteasoms), aber diese GByDown-Regulation
scheint nicht die Ursache fur die Hemmung der GBy-Funktion durch PhLPg gewesen
zu sein (sondern maoglicherweise die Folge). Um nun dem Mechanismus der GBy-
Dysfunktion n&her zu kommen, untersuchten wir die Interaktion zwischen G und Gy
mittels Koprézipitation der beiden stabilisierten AGT-Fusionsproteine. In diesem

Experiment fuhrte die Koexpression von PhLPg, nicht aber die von PhLP,, zu einer
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stark verminderten Interaktion zwischen Gf3; und Gy, (Abb. 18C). Die stabilisierte
Untereinheit AGT-G[3; konnte in Anwesenheit von PhLPg die Untereinheit AGT-Gy,
nicht mehr prazipitieren. Da die effektive Interaktion der G und Gy-Untereinheit
einen Indikator fir korrekte Proteinfaltung darstellt, kénnte die Stérung der Interaktion
ein Hinweis auf Missfaltung einer der beiden oder beider Partner sein. Missfaltungen
der Gp-Untereinheit, induziert durch gezielte Mutationen, fihrten in friheren

Untersuchungen zum Verlust der G3-Gy-Assoziation (Garcia-Higuera, et al., 1998).

Die strukturellen Determinanten des PhLP4-Effektes und seine
Bindung an TCP-1a

Um den Effekt von PhLPg auf die GBy-Untereinheit nach strukturellen Gesichts-
punkten zu untersuchen, wurde PhLPg nun ebenfalls schrittweise N-terminal verkirzt
und die Konstrukte funktionell untersucht (Abb. 19A). Hier fanden wir, dass die C-
terminalen Konstrukte PhLP119-301 und PhLP132-301 ebenso in der Lage waren
wie PhLPg die GPy-stimulierte Inositolphosphat-Generierung zu inhibieren. Eine
weitere N-terminale Verkirzung des Proteins (wie in PhLP145-301) fuhrte zu einer
drastischen Abnahme der Hemmfunktion (Abb. 19A). Strukturell befindet sich in
dieser Region die a-Helix 3, die nach Kristallstrukturdaten ebenfalls ein Gy
Kontaktregion darstellt (siehe auch Abb. 5 und Gaudet et al., 1996). Ohne a-Helix 3
kann also eine PhLPg-typische Regulation nicht vermittelt werden. Eine Expression
nur von a-Helix 3 oder a-Helices 2 mit 3 konnte in HEK 293 Zellen nicht erreicht
werden (Protein fur eukaryotische Expression zu kurz?). Daher konnte die Frage, ob
diese kleine Region fiur funktionelle Effekte ausreichend gewesen wére, nicht restlos
beantwortet werden. Im Zusammenhang mit dem N-Terminus von PhLP, (Konstrukt
PhLP1-155, Abb.17A), konnte die a-Helix 3 allerdings keine PhLPg-typische
Hemmung hervorrufen. Das heif3t, a-Helix 3 und hochst wahrscheinlich weitere C-
terminale Strukturen in PhLP sind notwendig, um die Effekte von PhLPg zu

vermitteln.
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Abb. 19: Kartierung der PhLPs-Domaéanen, die sowohl fir die GBy-Hemmung als
auch die TCP-1a-Bindung verantwortlich sind. A: Design der C-terminalen PhLP-
Konstrukte und Alignment mit PhLPs (die Ziffern beziehen sich auf die Position der
Aminosauren in PhLP_, siehe auch Abb. 5): schrittweise Deletion der N-terminalen
Schleifenregion (in PhLP 119-301), der a-Helix 2 (H2, Konstrukt PhLP 132-301) und
a-Helix 3 (H3, Konstrukt PhLP 145-301). B: Transiente Transfektion von HEK 293-
Zellen mit den angegebenen Konstrukten und Bestimmung der Inositolphosphate
(wie beschrieben). Abgebildet sind Mittelwerte + Standardfehler von drei bis sechs
unabhangigen Versuchen (ANOVA: p < 0,0001; Bonferoni-Test: ***, p < 0,001
versus PhLP 145-301). C: Ko-Immunprazipitation von endogenem TCP-1a mit
PhLPS und seinen Konstrukten. HEK 293-Zellen wurden mit den angegebenen
cDNAs transfiziert und 42 Stunden spater lysiert. PhLP wurde mit dem PhLP-CT-
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Antikoper prazipitiert (IP: PhLP-CT). Nach Auftrennung der Proben in der SDS-
Gelelektrophorese wurde die Menge an ko-prazipitiertem TCP-la mit dem
entsprechendem Antikorper dargestellt (IB: TCP-1a). Ein und zwei Prozent des
Kontrolllysates wurde als Beladungskontrolle mitgefiihrt (1% und 2% Beladung, IgG-
HC bedeutet "Schwere Kette" von IgG). Die Expression der verschiedenen PhLP-
Konstrukte wurde mit dem PhLP-CT-Antikorper im Western Blot kontrolliert (IB:
PhLP-CT).

Kirzlich wurde demonstriert, dass PhLP, an einen Komplex binden kann, der fir die
Faltung von bestimmten Proteinen verantwortlich ist, den sogenannten Cytosolischen
Chaperonin-Komplex CCT (McLaughlin et al., 2002). In jener Arbeit konnte gezeigt
werden, dass in bestimmten Assaysystemen (unter Verwendung von Hasen-
retikulozyten-Lysaten) die Faltung von Luciferase und G-Protein a-Untereinheiten
(beides bekannte Substrate von CCT) durch rekombinantes PhLP gehemmt werden
konnte. Eine Rolle bei der Faltung von GBy-Untereinheiten wurde bisher allerdings
nicht beschrieben, obwohl die G(-Untereinheit zur Proteinfamilie der WD40-Repeat-
proteine gehoért (Garcia-Higuera et al., 1998). Mitglieder dieser Proteinstrukturfamilie
werden hauptséchlich Gber CCT endgultig gefaltet. Daher war eine Rolle bei der
Faltung von G3 von anderen Autoren bereits postuliert worden (Hartl und Hayer-
Hartl, 2002, Valpuesta et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit sollte nun zunachst
untersucht werden, ob sich die Domé&nen in PhLP naher eingrenzen lassen, die fur
die Bindung an TCP-1a verantwortlich sind. TCP-1a ist eine Untereinheit des CCT-
Komplexes und zeigte die starkste Interaktion mit rekombinantem PhLP, (McLaughlin
et al.,, 2002). Die Frage war, ob auch PhLPg oder eines seiner Fragmente eine
Bindung mit TCP-1a unter den Bedingungen einer lebenden Zelle eingehen konnten.
Folgendes Ergebnis wurde mit Hilfe einer Ko-Immunprazipitation gefunden (Abb.
19C): Nach Transfektion von PhLPg oder seiner N-terminal deletierten Konstrukte
PhLP119-301 und PhLP132-301 konnte endogenes TCP-1a zusammen mit den
PhLP-Formen koprazipitiert werden. Unter Kontrollbedingungen (Transfektion mit
leerem Plasmid) oder nach Transfektion des Konstruktes PhLP145-301 wurde unter
diesen Bedingungen kein endogenes TCP-la koprazipitiert. Zusammenfassend
bedeutet dieser Befund: Funktionelle Aktivitat von PhLPg (maximale und hochpotente

Hemmung zellularer GBy-Funktion) und Bindung an den CCT-Komplex sind von
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denselben strukturellen Determinanten in PhLP abhangig. Im Zusammenhang mit
dem Mechanismus der GBy-Hemmung durch PhLPg (Entstehung dysfunktioneller G3
und Gy-Untereinheiten, Abb. 18C) und der postulierten Bedeutung des CCT-
Komplexes bei der Faltung von Gf3, liegt der Schluss nahe, dass PhLPg die Gy
Faltung durch den CCT-Komplex effektiv stéren kdnnte. Nicht korrekt gefaltete Gpy-
Untereinheiten wirden anschlielend durch proteasomale Abbauwege aus der Zelle
entfernt, der Gehalt an nachweisbaren G(- und Gy-Untereinheiten fallt daher
dramatisch ab. Weitere Unterstutzung fir diese Hypothese kommt von der
Uberlegung, dass bei einer Hemmung des CCT-Komplexes durch eine andere
Methode schlie3lich dasselbe Resultat zu erzielen sein misste. Da gegenwartig
keine niedermolukularen und zellgangigen Inhibitoren des CCT-Komplexes zur
Verfigung stehen, entschieden wir uns fir die Hemmung des CCT-Komplexes
mittels spezifisch hergestellter sSiRNA. Die Interferenz zwischen kurzen und leicht zu
transfizierenden RNA-Molekilen mit endogener RNA hatte sich in den letzten Jahren
zu einer sehr starken Methode der gezielten Proteinregulation (man spricht hier von
Knock-Down) erwiesen (Elbashir et al., 2001, Hannon und Rossi, 2004).
Kommerzielle Anbieter offerieren im Internet verschiedene Design-Werkzeuge fur
diese siRNA-Konstrukte, die nach publizierten Algorithmen eine hohe
Wabhrscheinlichkeit fir ein Knock-Down-Ereigniss bieten. In diese Arbeit wurden zwei
siRNA-Molekile gegen TCP-1a getestet. Als Kontrolle fir unspezifische siRNA-
Effekte diente eine Sequenz, die sich gegen GFP richtet und publiziert war (Lewis et
al., 2002). Der Vorteil dieser Art von Kontrolle liegt darin, dass diese Konstrukte
auch, im Gegensatz zu Nonsense-Kontrollen, in den sogenannten RISC-Komplex
eintreten (siehe auch Hannon und Rossi, 2004). In Pilotstudien konnte zunachst
gezeigt werden, dass beide siRNA-Konstrukte gegen TCP-1la die Menge an
detektierbaren Protein (bestimmt mittels Western Blot) um etwa 50-70% reduzieren
konnte (Daten nicht gezeigt). In der eigentlichen Untersuchung wurde nun eine
Mischung zu gleichen Teilen von beiden anti-TCP-1a-RNAs verwendet, da dieses
Vorgehen unspezifische siRNA-Toxizitat weiter reduzieren, spezifische Effekte aber
addieren kann (Hannon und Rossi, 2004). Wie in Abbildung 20 gezeigt fuhrte nun die
spezifische Unterdriickung von TCP-1a ebenso zur Unterdriickung von G(- und Gy-
Untereinheiten, und zwar sowohl von transfizierten, als auch von endogenen (gezeigt
sind die Daten fur transfiziertes Gy, und endogenes Gf3,). Kontrollproteine, transfiziert
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oder endogen, wurden hiedurch nicht beeinflusst. Wir zogen daraus den Schluss,
dass die Hemmung des CCT-Komplexes (beziehungsweise einer seiner
Untereinheiten) entweder durch PhLPs oder durch siRNA sehr &hnliche funktionelle

Effekte auf GBy-Komplexe ausubt.
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Abb. 20: Knock-Down von TCP-1a fuhrt zur Herabregulation von transfizierten
und endogenen GB- und Gy-Untereinheiten. A: Die RNA-Interferenz mit
endogenem TCP-1a fuhrte zur Reduktion der Proteinmenge an transfizierten Gy,-
Untereinheiten. HEK 293-Zellen wurden in einer 12-Well-Platte (bei 50% Konfluenz)
simultan mit cDNA fur GB1, Gy. und PLC[3, (jeweils 0,3 pg) transfiziert und weiterhin
entweder mit leerem Vektor (Kontrolle, 1ug), PhLPs-cDNA (1ug) oder siRNA gegen
TCP-1a beziehungsweise GFP (jeweils 1ug entsprechend 80 pmol). Zweiundvierzig
Stunden spater wurden die Zellen in Laemmli-Puffer lysiert, einer SDS-
Gelelektrophorese auf einem Tris/Tricin-Gel (10%) unterzogen und auf PVDF-
Membrane geblottet. Abgebildet sind die Immunoblots aus einem reprasentativen
Experiment (von flnf unabhéngigen Experimenten). Sie zeigen, dass - wie bisher-
Kotransfektion von PhLPg aber auch der Knock-Down von TCP-1a die transfizierte
Gyq-Untereinheit herabreguliert. Andere transfizierte (hier: PLCB2) oder endogene
(hier: B-Actin) Proteine sind hiervon nicht betroffen. Kontroll-siRNA (siGFP) hat
keinen Einfluss auf die hier getesteten endogenen und transfizierten Proteine. B:
Effekt von siTCP-1a und Kontroll-siRNA (siGFP) auf die Proteinmenge von
endogenem Gf1. HEK 293-Zellen wurden hier nur mit siRNA transfiziert (jeweils 80
pmol/ Well einer 12-Well-Platte) und 42 Stunden spéater aufgearbeitet wie unter A
beschrieben. Die Immunoblots eines reprasentativen Experiments (von sechs
unabhangigen Versuchen) sind gezeigt und demonstrieren, dass Hemmung von
TCP-1a zur Reduktion auch von endogenem G[31 fuhrt.
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PhLPg reguliert endogene GRy-Signalwege

AbschlieRend sollte demonstriert werden, dass die Effekte von PhLPg auch auf
endogene Gy-Signalwege wirken kénnen. Um zuné&chst eine mégliche Interaktion
von PhLPg auf die mRNA-Produktion von G3 auszuschliel3en, wurde die gesamte
RNA aus HEK 293-Zellen nach der Transfektion mit PhLPg (und entsprechender
Kontrolle) prapariert. Die Bedingungen waren identisch mit denen fir die Messung
von Inositolphosphaten. Zellen jeder Transfektion wurden parallel funktionell
Uberprift (siehe unten). Die mRNA wurde dann mittels oligo-dT-Primern revers
transkribiert, und die Menge an G[3,-cDNA durch quantitative PCR bestimmt. Es
konnten keine Unterschiede in der mRNA-Expression von Gf3, nach Transfektion von
PhLPg im Vergleich zur Kontrolle detektiert werden (Abb. 21A). Dieser Befund
unterstreicht nochmals, dass eine Down-Regulation der GBy-Untereinheiten durch
PhLPg auf posttranslationaler Ebene stattfindet (proteasomaler Abbau, siehe auch
Abb 17C). Im Anschluss wurde die Funktion endogener GBy im Inositolphosphat-
Assay Uberprift. Die endogen stimulierte Aktivitat von PLC[, lasst sich durch PhLPg
signifikant hemmen (Abb. 21B). In parallel durchgefuhrten Western Blots liel3 sich
auch endogen eine deutliche Abnahme des Gehaltes an G3 nachweisen (Abb. 21C).
Um nun zu zeigen, dass auch Rezeptor-stimulierte Signalwege durch diese
Regulation betroffen sind, wurden die Kaliumstrome des GIRK-Kanals (siehe auch
Einleitung) nach Kotransfektion mit PhLP5 gemessen. Diese Experimente wurden an
HEK 293-Zellen durchgefuhrt, die die GIRK-Kanaluntereinheiten 1 und 4 stabil
exprimierten. Nach transienter Transfektion des a,,-adrenerge Rezeptors konnte die
Aktivitat des Kanals vor und nach Agonist-Stimulation in der Patch-Clamp-Technik
bestimmt werden. Sowohl basale, als auch Agonist-induzierte Kaliumstrome sind am
GIRK von Gpy-Untereinheiten abhangig (Ito et al., 1994, Chan et al., 1996,
Binemann und Hosey, 1998). Das Ergebnis zeigte auch hier, dass durch PhLPg
sowohl basale als auch durch den Agonisten Noradrenalin (1 pM) stimulierte
Kaliumstrome des GIRK-Kanals gehemmt werden konnten (Abb. 21D). PhLPg ist
also mit seinem neuartigen Mechanismus in der Lage unterschiedliche endogene

Gpy-abhangige Signaltransduktionswege zu hemmen.
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Abb. 21: Der Effekt von PhLPg auf Expression und Funktion endogener Gy
Untereinheiten. A: Quantitative Analyse der mRNA-Expression von humanem Gf3,
nach Transfektion von HEK 293-TSA-Zellen mit cDNA von PhLPg, analog
durchgefuhrt wie zur Messung von Inositolphosphaten. Links: durchgefuhrt wurde
eine PCR reverser Transkriptionen (RT-PCR) von humanem Gf3; (hGp,, endogen)
und transfiziertem PhLP der Ratte (rPhLP) nach RNA-Pré&peration. Jeweils drei
unabhangige Transfektionen (wie angegeben) sind in einem DNA-Gel nach
Ethidiumbromidfarbung dargestellt (— bedeutet links PCR einer RNA-Probe ohne
vorherige reverse Transkription, und rechts PCR ohne DNA-Muster, + bedeutet PCR
von G(3,cDNA). Rechts: Ergebnisse einer quantitativen RT-PCR nach Normalisierung
durch einen Verdinnungsstandard. B: Hemmung der Inositolphosphat-Produktion.
HEK 293-TSA-Zellen wurden mit cDNA fur PLC[3, und entweder cDNA fir PhLPg
odere leerem Vektor (Ktr) transient transfiziert und Inositolphosphate bestimmit.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler von acht unabh&ngigen
Experimenten (jeweils in Dreifachbestimmung; p < 0,001 versus Kitr). C:
Herabregulation von endogenem Gp. Parallel zur Inositolphosphat-Messung in B
wurde eine Western Blot-Analyse durchgefihrt. D: Hemmung von GBy-abhéngigen
GIRK-Stromen. HEK 293-Zellen, die den G-Protein-aktivierten einwéartsgleich-
richtenden Kaliumkanal 1 und 4 (GIRK) stabil exprimierten, wurden transient mit
cDNA fur den adrenergen a,-Rezeptor und parallel mit leerem Vektor (Ktr)
beziehungsweise PhLP4s-cDNA transfiziert. Im Patch-Clamping bestimmte
Basalstrome und Agonist-induzierte Strome (1 uM Noradrenalin) wurden durch Ba*-
Kanalblockade determiniert. Basale GIRK-Stréme wurden durch PhLPg um 50,1 +
9,1% (n=15) und Agonist-induzierte GIRK-Strome um 34,9 + 11,3% (n=15) reduziert
(Mittelwerte = Standardfehler; *, p < 0,05 versus Kontrolle).
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4. Diskussion

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Regulator Phosducin-like Protein G-
Protein By-Untereinheiten auf zwei vollkommen verschiedene Weisen regulieren
kann: Zum einen durch direkte Bindung uber eine hochaffine Bindungsstelle im N-
Terminus der langen Splice-Variante PhLP,. Zum zweiten indirekt durch Regulation
der G-Protein By-Faltung (mit anschlieRender GBy-Downregulation) durch die kurze
Splice-Variante PhLPg, die die N-Terminale Gpy-Bindungsstelle nicht besitzt.
Proteinfaltung und Downregulation kénnen hierbei nicht nur durch den Splice-
Prozess von PhLP reguliert werden (vermutlich eher langfristige Signalregulation),
sondern auch durch Phosphorylierung im N-Terminus der langen Splice-Variante.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass Casein-Kinase 2 fir die Phosphorylierung in
intakten Zellen verantwortlich ist. Im Gegensatz zu den Verhéaltnissen beim
homologen Protein Phosducin, welches durch die Phosphorylierung im N-Terminus
(durch PKA und CamK) die Affinitdt zur GPy-Untereinheit verliert, beeinflusst die
konstitutive Phosphorylierung des N-Terminus von PhLP, die Affinitat zur
GpBy-Untereinheit nicht. Das heil3t, dass PhLP , welches in intakten HEK 293 Zellen,
ebenso wie in einigen Gewebetypen (Herz, Gehirn, embryonales Gewebe) konstitutiv
phosphoryliert vorliegt, Gbpy-abhangigen Signalwege durch direkte Gpy-Bindung
regulieren und hemmen kann. Zusatzlich scheint auch PhLP_ im nicht-
phosphorylierten Zustand dieselbe Fahigkeit zur Regulation der Gpy-Faltung zu
besitzen wie PhLPg. Als Indikator fir die Missfaltung von GpBy-Untereinheiten diente
zunéchst die Downregulation der Proteinmenge von G3 und Gy im Western Blot, die
mit hoher Wahrscheinlichkeit von einer Degradation durch das Proteasom abh&ngig
war. In Zellen existiert eine Art Qualitatskontrollmechanismus, der irreversibel
missgefaltete oder denaturierte Proteine einer Ubiquitin-abh&ngigen Degradierung
zufuhrt (Hartl und Hayer-Hartl, 2002). Beispielsweise bindet das Protein Bag-1
sowohl an Hsc70 (ein konstitutiv exprimiertes eukaryotisches Mitglied der Hsp70-
Chaperon-Familie) als auch an proteasomale Proteine und stellt somit eine direkte
Verbindung zwischen missgefalteten Proteinen und ihren Abbau dar (Luders et al.,
2000).
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In der vorliegenden Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass G-Protein By-
Untereinheiten nicht nur degradiert werden, sondern dass sie tatsachlich in einem
unfunktionellen Zustand in der Zelle vorliegen, wenn der Regulator PhLPg anwesend
ist: verhindert man den proteasomalen Abbau von G und Gy durch N-terminale
Fusion mit einem stabilisierenden Konstrukt, bleiben die beiden Untereinheiten
dennoch unfunktionell. Dies zeigte sich in der ausbleibenden Fahigkeit der Gf3- und
Gy-Untereinheit, in Anwesenheit von PhLPg, die Inositolphosphat-Produktion zu
stimulieren und sich zu vollstdndigen heterodimeren Gp y-Untereinheiten
zusammenzuschlieen. Gerade der Verlust der Dimerisierungsfahigkeit wurde bisher
als wesentliches Kennzeichen einer missgefalteten GB-Untereinheit herangezogen

(Garcia-Higuera et al., 1998).

Vor kurzen wurde berichtet, dass rekombinantes PhLP, an Untereinheiten des
zytolsolischen Chaperonin-Komplexes CCT (chaperonine containing TCP-1) binden
kann und diesen zu hemmen scheint (McLaughlin et al., 2002). CCT gehohrt zu den
sogenannten Gruppe Il Chaperonen, die fur die endgultige Faltung von ca. 15% der
Proteine einer Zelle verantwortlich sind (Abb. 22). Diese Chaperone sind im Zytosol
von eukaryotischen Zellen angesiedelt und besitzen eine fassformige Struktur,
bestehend aus zwei Ringen von je acht verschiedenen, aber homologen
Untereinheiten (TCP-Untereinheiten). Chaperone erkennen ihre ungefalteten
Substrate an hydrophoben Polypeptiden am Eingang ihrer Kavitat. Die Faltung
erfolgt dann unter Verbrauch von ATP im Inneren der Hohle und unter zu Hilfenahme
von Ko-Chaperon-Proteinen. Zu den am besten untersuchten CCT-Subtraten z&hlen
die Zytoskelett-Proteine Aktin und Tubulin, aber auch einige Vertreter aus der
Gruppe der sogenannten WD40-Repeatproteine (Hartl und Hayer-Hartl, 2002,
Valpuesta et al., 2002). WD40-Repeatproteine sind gekennzeichnet durch eine 7-
blattrigen Propellerstruktur und die GB-Untereinheit ist ein prominenter Vertreter
dieser Gruppe (Garcia-Higuera et al., 1998, Valpuesta et al., 2002). Die Arbeit von
McLaughlin et al. lie3 in diesem Zusammenhang die wichtige Frage unbeantwortet,
ob auch Gpy-Untereinheiten tGber CCT gefaltet und dies durch PhLP gehemmt
werden konnte. In der vorliegenden Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass genau
jene Abschnitte von PhLPg, die fir Funktionshemmung und Downregulation von Gy
in intakten Zellen verantwortlich sind, auch die Bindung an TCP-1a (einer
97



vorgefaltete Proteine

\ Hsp 90
l System

15% fertig
10% CCT

Aufsicht Seitenansicht

98



Abb. 22: Die Faltungsmaschinerie im Zytosol. Gereifte Messenger-RNA wird an
Ribosomen in eine Aminoséaurekette Ubersetzt. Damit ein funktionierendes Protein
entstehen kann, muss die Aminosaurekette zunéchst sofort nach "Geburt" von
schiutzenden Proteinen in Empfang genommen werden (hier NAC: nascent chain
associated complex), um ein unkontrolliertes "Verkleben" zu verhindern. Die voll-
standige Polypeptidkette wird dann mit Hilfe sogenannter Chaperon-Proteine zu
einem dreidimensionalen Protein gefaltet. Typischerweise hieran beteiligt sind
zunachst die Hitzeschockproteine HSP 40 und HSP 70. Weitere Hilfsmolekile mit
Adapterfuntion wie zum Beispiel Prefoldin (PFD) unterstlitzen den Faltungsprozess.
Etwa 15% der zytosolischen Proteine sind danach funktionsbereit, wahrend die
grol3e Mehrheit der Polypeptide ihre endgultige Faltung im sogenannten HSP 90-
System erfahrt. Allerdings werden schéatzungsweise zirka 10% der zytosolischen
Proteine zur endgiltigen Faltung dem CCT-Komplex zugefuhrt (chaperonine
containing TCP). Viele der bisher identifizierten CCT-Substrate sind Proteine mit
einer WD40 Repeatstruktur. Ein prototypischer Vertreter dieser Proteinfamilie und ein
bisher postuliertes Substrat von CCT ist die GB-Untereinheit (hier in die Struktur des
CCT einmodelliert, (nach Hartl und Hayer-Hartl, 2002 und Valpuesta et al., 2002).

Untereinheit des CCT-Komplexes) vermittelten (Abb. 19). Ferner wird diese
Hypothese gestitzt durch den Befund, dass die direkte Hemmung des CCT-
Komplexes (in diese Arbeit durch Knock-Down von TCP-1a durch siRNA) ebenfalls
zur Herabregulation von Gpy-Untereinheiten fihrte (Abb. 20). Diese Korrelation
zwischen den funktionellen Daten zur GBy-Missfaltung und den Daten zur CCT-
Bindung und Hemmung lassen den Schluss zu, dass PhLPgin der Lage ist, Uber
Interaktion mit dem CCT-Chaperonin-Komplex eine neuartige Regulation von
GpBy-Untereinheiten auszutiben. Unterstitzung erfahrt unsere Hypothese durch zwei
kurzlich erschienen Arbeiten: 1) Die dreidimensionale Rekonstruktion des
CCT:PhLP-Komplexes, gewonnen aus kryoelektronenmikroskopischen Studien,
konnte zeigen, dass PhLP auf dem Deckel zum Eingang der Chaperonhdhle bindet,
selbst also nicht wie ein Substrat in die HOhle eindringt. Hierbei scheint PhLP mit
jeweils mehreren CCT-Untereinheiten zu interagieren (unter anderem auch TCP-1q,
Abb. 23). Ferner bestatigten Bindungsstudien zwischen verschiednen
PhLP/Phosducin-Chiméaren und TCP-1a die von uns charakterisierten funktionellen
Domanen in PhLPg (Martin-Benito et al., 2004). 2) Eine weitere Arbeit bestatigt nun
den dominant negativen Effekt von PhLPg und PhLP, A18-20 auf die Bildung
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Abb. 23:
Kryoelektronen-
mikroskopische
dreidimensionale
Rekonstruktion des
CCT:PhLP-Komplexes.
Die atomare PhLP-
Struktur ist auf das Modell
aus der kryoelektronen-
mikroskopischen
Untersuchung projeziert.
A) Seitenansicht und B)
vergrofRerte Aufsicht auf
den PhLP:CCT-Komplex.
Der rote Pfeil kenn-
zeichnet die N-terminalen
50 Aminosauren von
PhLP_, die in der
atomaren Struktur nicht
abgebildet sind (nach
Martin-Benito et al.,
2004).

funktioneller GBy-Dimere in Zellen. Die Autoren zeigen aber ebenso, dass CK2-
phosphoryliertes PhLP_ notwendig zu sein scheint, um eine korrekte Faltung von
Gy uberhaupt initileren zu kénnen. Die Autoren um Barry Willardson postulieren,
dass wildtypisches phosphoryliertes PhLP_ zun&chst Gf3 in einem unreifen Zustand
bindet, und anschlie3end die Dimerisierung mit Gy stattfindet (Lukov et al., 2005).
Diese These wird gestutzt durch die frihere Beobachtung, dass in Dictyostelium
discoidum der Knock-Out eines PhLP-Gens zur Bildung unfunktioneller Gpy-
Untereinheiten fuhrte (Blaauw et al., 2003). Ist PhLP also ein Chaperon oder ein

Inhibitor fur die GBy-Faltung ? Diese Frage muss nun zukunftig geklart werden.
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Dartiberhinaus beschreibt die vorliegende Arbeit eine Art Schalter-Mechanismus,
der zwischen unterschiedlichen Arten der G-Protein-Regulation wechseln kann
(zusammenfassend dargestellt in Abb. 24). Herauszufinden, welche Bedingungen in
Zellen und Organismen diesen Schalter bedienen, und ob es mdglicherweise
niedermolekulare Stoffe gibt, die diesen Mechanismus beeinflussen und somit
Grundlage neuartiger Medikamente bilden koénnen, wird eine weitere

Herausforderung in der Zukunft sein.
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Abb. 24: GBy-Regulation durch PhLP: zwei Mechanismen eines Regulators.
Die konstitutiv phosphorylierte Isoform PhLP_ bindet GBy-Untereinheiten und hemmt
so die Aktivierung GRy-abhéngiger Signalwege wie zum Beispiel PLCB2 (1). Ein
vollig neuartiger Mechanismus der GRy-Regulation fihrt hingegen zur Bildung von
unfunktionellen Untereinheiten, die dann in der Folge durch das Proteasom
degradiert werden. Dieser Mechanismus entsteht durch die Interaktion von PhLP
mit CCT oder einer seiner Untereinheiten wie TCP-1a (2). Ein Umschalten zwischen
beiden Mechanismen der Regulation kann entweder durch alternatives Splicen
erfolgen (da PhLPs nur schwach an Gy bindet, aber effektiv die Faltung inhibiert)
oder durch Casein Kinase 2-Phosphorylierung von PhLP_ (da Phospho-PhLP| nicht
die CCT-Funktion zu behindern scheint).
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5. Zusammenfassung

Phosducin-like Protein exisitiert in zwei Splicevarianten: PhLP oy (PhLP,) und
PhLPg,orr (PhLPg). Sie unterscheiden sich in der Lange ihres N-Terminus und in
ihrem Expressionsmusters: Die lange Form (PhLP,) wird ubiquitdr exprimiert und
bindet G-Protein-By-Untereinheiten (GBy), was zur Hemmung von Gpy-abh&angigen
Funktionen fuhrt. Der um 83 Aminosauren verlangerte N-Terminus besitzt ein hoch
konserviertes Motiv, welches fur die GpRy-Bindung und Regulation von
entscheidender Bedeutung ist. Im Gegensatz hierzu besitzt die kurzen Spliceform
PhLPg, deren Expression in verschiedenen Gewebetypen deutlich geringer ist, diese
hoch konservierte Region nicht. Daher schien - getestet an verschiedenen in vitro-
Systemen - PhLPg keine herausragende Rolle bei der Regulation von G-Protein-By-
Untereinheiten zu spielen. In der vorliegenden Arbeit wurde nun erstmals die Rolle
von PhLP, und PhLPg bei der GBy-Regulation in intakten Zellen untersucht. Hierbei
konnte Uberraschenderweise gefunden werden, dass PhLPg der potentere und
effizientere Regulator fur Gfy-abhéangige Signale war. PhLP, hingegen schien in
seiner Gpy-regulierenden Fahigkeit limitiert zu werden. Die Ursache dieser
Limitierung von PhLP_ in intakten Zellen wurde auf eine konstitutive Phos-
phorylierung seines verlangerten N-Terminus durch die ubiquitare Casein Kinase 2
(CK2) zurtckgefuhrt. Die verantwortlichen Phosphorylierungsstellen (S18, T19, S20)
wurde identifiziert und die Mutation der CK2-Phosphorylierungsstellen (PhLP A18-
20) fuhrte zu einer Verbesserung der hemmenden Funktion von PhLP_ in Zellen.
Regulierte also die CK2-Phosphorylierung die Affinitat von PhLP, zur Gy
Untereinheit? In vitro-Assays zur Bindungsfahigkeit von rekombinantem PhLP, (vor
und nach CK2-Phosphorylierung) konnten diese Hypothese allerdings nicht
bestatigen: die Phosphorylierung beeinflusste die Affinitdt nicht. Eine genaue
Analyse der N-terminalen Strukuren von PhLP, zeigte indes, dass die
Regulationsfahigkeit von PhLP, in intakten Zellen vor allem in dem konservierten
GpBy-Bindungsmotiv zu suchen war. Die Mutation einer einzigen Aminoséaure (W66V)
war ausreichend, um sowohl die GBy-Bindungsfahigkeit, als auch die Fahigkeit zur
funktionellen Hemmung in intakten Zellen zu verlieren. Was war also der

Mechanismus der Hemmung von Gy durch PhLPg und die phophorylierungs-
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defiziente Mutante von PhLP,? Ein erster Hinweis hierauf kam von der Beobachtung,
dass die GB- und Gy-Untereinheiten in Anwesenheit von PhLPg in ihrem
Proteingehalt deutlich reduziert vorlagen (wie in Western Blots gezeigt). Dieser
Mechanismus schien von proteasomalen Abbauwegen abzuhangen (gezeigt durch
Effekte des spezifischen Proteasominhibitors Lactazystin). Allerdings schien eine
Stabilisierung der G(- und Gy-Untereinheiten (durch N-terminale Fusion mit einem
Protein zur vitalen Proteinfarbung) nicht die Funktionsfahigkeit von Gy in
Anwesenheit von PhLP¢ bewahren zu kdnnen. Ganz im Gegenteil, es wurde gezeigt,
dass G und Gy hierbei nicht mehr zu einem funktionellen Dimer assoziierten. Dies
war ein Hinweis darauf, dass moglicherweise Proteinfaltungsmechanismen bei der
Regulation essentiell sein konnten. Eine postulierte Rolle bei der Faltung von WD40-
Repeatproteinen wie der Gp-Untereinheit wurde dem Chaperonin-Komplex CCT
(chaperonin containing TCP) zugedacht. Folgerichtig konnte PhLPg mit seinen
funktionell aktiven Domanen an endogenes TCP-1a (einer Untereinheit von CCT)
binden. Ferner konnte gezeigt werden, dass die Hemmung des CCT-Komplexes
durch RNA-Interferenz mit TCP-1a ebenso wie PhLPg zur spezifischen Reduktion
von Gy fuhrte. In dieser Arbeit wurde also ein neuartiger Mechanismus der G-
Protein-Regulation durch Hemmung der Proteinfaltung von Gy beschrieben. Ein
Schaltmechanismus zwischen direkter GByBindung (induziert durch CK2-
Phosphorylierung von PhLP,) und Hemmung der Proteinfaltung von Gy (induziert

durch alternatives Splicen oder durch Dephosphorylierung von PhLP) wird postuliert.
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6. Zusammenfassung in Englisch

Phosducin-like protein (PhLP) exists in two splice variants PhLP, o\ (PhLP,) and
PhLPg,orr (PhLPg): They differ in the length of their N-termini and their expression
pattern: The long form (PhLP,) is a ubiquitously expressed protein and binds G-
protein By-subunits (GBy) and thereby inhibits GBy-mediated function. The extended
N-terminus of PhLP, (83 amino acids) contains a highly conserved Gpy-binding
motif, which plays the crucial role in binding and regulating GBy-subunits. In contrast,
the short splice variant PhLPg, which has a more restricted expression, lacks this
motif and did not seem to exert a major GBy-inhibition, when tested with purified
proteins. In the present work, for the first time, we investigated the Gpy-inhibiting
properties of PhLP, and PhLPg in intact cells. Surprisingly, PhLPg was the more
potent and effective Gy inhibitor, while PhLP, was limited in this respect. The reason
for the limited ability to inhibit Gy in intact cells was found in a constitutive
phosphorylation by the ubiquitious kinase casein kinase 2 (CK2). The responsible
phosphorylation sites could be identified (S18, T19, S20) and mutation of those sites
into alanines could ameliorate the function of PhLP,. We therefore hypothesised that
CK2 dependent phosphorylation of PhLP, should reduce binding affinity towards Gy
subunits. But instead, direct phosphorylation of recombinant PhLP, by CK2 did not
reduce its binding affinites. A thorough analysis of the N terminus of PhLP, revealed
that a single mutation of the conserved N terminal binding motif (W66V) was
sufficient to ablate GBy binding and Gy inhibition in intact cells. A first hint to an
alternative mechanism came from the observation that - in the presence of PhLPg -
the protein content of G and Gy subunits was dramatically reduced (as determined
by Western blotting). This phenomenon seemed to be dependent on a proteasomal
pathway (which was shown by effects of the specific proteasome inhibitor
lactacystine). But a stabilization of the G3 and Gy subunits through N terminal fusion
of a dye-labeling protein could not restore the function of GBy in the presence of
PhLP.. Instead, it could be demonstrated that under these conditions G3 and Gy did
not form functional dimers any more. This finding led to the conclusion that a protein
folding mechanism was possibly involved. A postulated role in the folding of WD40

repeat proteins (like the G subunit) was assumed for the cytosolic chaperonin

104



complex CCT in the literature. PhLPg was able to bind to TCP-1a, a subunit of CCT,
as were the functionally active domains of PhLPg. We further demonstrated that the
inhibition of CCT by RNA interference with TCP-1a also led to down-regulation of Gf3
and Gy subunits. So, in this thesis, a novel mechanism of G-protein regulation
through inhibition of GPy protein folding was described. Further, a switch mechanism
between direct GBy binding (induced by phosphorylation of PhLP,) and inhibition of
Gpy folding (induced by alternative splicing or dephosphorylation of PhLP) is

postulated.
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