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1  Einleitung

1.1  Aufbau der Herzmuskulatur

Die Herzmuskulatur ist ein flr Dauerleistungen konzipiertes, quergestreiftes Muskelgewebe. Die
einzelnen Herzmuskelzellen, mit einer Lange von 40-100um, sind untereinander sowohl
mechanisch als auch elektrisch durch spezielle Interzellularkontakte, die Glanzstreifen,
verbunden. Die Zellen sind verzweigt, so dass ein dreidimensionales, muskuldres Netzwerk
entsteht.

Die einzelne Herzmuskelzelle, Kardiomyozyt, enthalt zahlreiche Myofibrillen, die fir die
Kontraktilitat verantwortlich sind (Drenckhahn,1994). Sie bestehen aus mehreren hintereinander
angeordneten Bausteinen, den Sarkomeren. Diese stehen durch die Zwischenscheiben, (Z-
Scheiben), miteinander in Verbindung. Das Sarkomer ist Bestandteil einer fir die Herz-, aber
auch fir die Skelettmuskulatur charakteristischen Querstreifung, die im Langsschnitt sichtbar
wird. Sie besteht aus 1.5um breiten, mit den meisten Farbstoffen stark anfarbbaren Banden, die
doppelbrechend (anisotrop) sind und deshalb als A-Banden bezeichnet werden. Sie enthalten
als Hauptkomponente Myosinfilamente. Ein im Zentrum der A-Banden sichtbarer Querstreifen
wird als Mittelzone (M-Zone) bezeichnet. In diesem Bereich, der die Proteine Myomesin, das M-
Linien-Protein und die muskulare Kreatinkinase enthalt, sind die Myosinfilamente miteinander
quervernetzt. Umgeben werden die A-Banden von den hellen, nicht doppelbrechenden
(isotropen) |-Banden, deren Hauptbestandteil Aktinfilamente sind, welche sich in die A-Bande
hinein zwischen die Myosinfilamente erstrecken (Uberlappungszone). Die Breite der |-Bande
und der Uberlappungszone ist abhéngig vom Kontraktionszustand des Muskels. Die I-Bande
selbst ist durch die Z-Scheibe in zwei Halften geteilt. In der Z-Scheibe sind die Enden der
Aktinfilamente durch das Protein a-Actinin miteinander quervernetzt. Weitere Z-Scheiben
assoziierte Proteine sind u.a. CapZ-Protein (Casella et al.,1986), Synemin, Paranemin (Price et
al.,1991) sowie das Intermediarfilament Desmin. Das Sarkomer besteht demnach aus einer A-
Bande und zwei ihr benachbarten halben I-Banden. Extrahiert man Aktin- und Myosinfilamente
mit Hilfe hoher Salzkonzentrationen (z.B. Kaliumjodid als chaotropes Agens), behalt man
Komponenten der Z-Scheibe und ein zartes, drittes Filamentsystem zuriick. Diese Filamente,
mit einem Durchmesser von 2-4nm, durchspannen das halbe Sarkomer von der Z-Scheibe bis
zur M-Linie und bestehen aus einem einzigen Molekil, dem Titin. Titinfilamente bilden ein
elastisches System, das die Sarkomere vor Uberdehnung des Muskels schiitzt und nach
Beendigung der Dehnung ein automatisches Zuriickgleiten der Aktinfilamente zwischen die

Myosinfilamente ermdglicht.



Titin Myosin Aktin

Abb. 1: Vereinfachtes Modell der wichtigsten Filamentsysteme eines Sarkomers der
quergestreiften Muskulatur. Der rote Abschnitt des Titinmolekiils zeigt die Lage der besonders
dehnbaren PEVK-Zone an.

1.1.1 Proteine der Z-Scheibe und der benachbarten I-Bande

Aktin:

Filamentéres Aktin (F-Aktin) ist ein Homopolymer variabler Ldnge mit einem Durchmesser von
8nm und einem Monomeren-Molekulargewicht von ~42000. Die Aktinmonomere, globulare
Untereinheiten mit einem Durchmesser von 4-5nm (G-Aktin), ordnen sich zu einer filamentaren
a-Doppelhelix an (Hanson et al.,1963). Aktinflamente zeigen eine Bipolaritat, ihr Plusende, an
dem die schnelle Polymerisation stattfindet, liegt im Bereich der Z-Scheibe. In diesem Bereich
Uberlappen die Aktinfilamente benachbarter Sarkomere und werden durch das Protein a-Actinin
miteinander quervernetzt. Die Polymerisation wird durch das Protein CapZ blockiert. Das
Minusende wird durch Tropomodulin vor der Depolymerisation bewahrt. Stabilisiert werden die
Aktinfilamente durch das Protein Tropomyosin, ein fadenférmiges Molekiil, das sich dem Rand
des gewundenen Aktinfilamentes anlegt. Es existieren verschiedene Aktinisoformen, die sich in
weniger als 7% ihrer Aminosauren voneinander unterscheiden (Alberts et al.,1989). Aufgrund
von Unterschieden in der elektrischen Ladung werden sie als a-, -und y-Isoformen bezeichnet,
Herz-, Skelett- sowie glatte Muskulatur besitzen unterschiedliche a-Isoformen, in

nichtmuskularen Zellen findet man hauptsachlich die f-und y-Formen.

a-Actinin:
a-Actinin ist ein Hauptprotein der Z-Scheibe mit der Aufgabe, Aktinfilamente querzuvernetzen.
Es liegt als ein antiparallel angeordnetes 95kD-Homodimer vor mit einem Durchmesser von

4nm und einer Lange von 14nm. An beiden Enden sind die Aktinbindungsstellen lokalisiert



(Mimura et al.,1987). Die Bindung von o-Actinin an Aktin ist unter physiologischen
Temperaturen (37°C) beschrankt auf den Bereich der Z-Scheiben-Region und erfolgt Kalzium-
unabhangig. Niedrigere Temperaturen erlauben eine Bindung entlang des gesamten
Aktinfilaments, unter diesen Bedingungen wird a-Actinin dort nicht durch Tropomyosin

verdrangt (Stromer et al.,1972).

Desmin:

Das  53kD-Protein Desmin ist den Intermediarfilamentproteinen  zuzuordnen.
Intermediarfilamente liegen mit einem Durchmesser von 8-10nm zwischen Mikrotubuli (25nm)
und Aktinfilamenten (7nm), woraus ihr Name resultiert. Sie sind bevorzugt in Bindeln
angeordnet und erfillen eine passive mechanische Funktion im Sinne eines zelluldren
Stltzgerlstes, das Zellorganellen und den Zellkern in Position halt. Man unterscheidet 32
Intermediarfilamentproteine, die sechs Verwandtschaftsgruppen zugeordnet sind und fir
unterschiedliche Gewebe typisch sind. Desmin kommt vor allem in adulten Herz- und
Skelettmuskelzellen vor (Wallace et al.,1983; Price et al.,1984). In adulten Kardiomyozyten ist
Desmin in Form eines dreidimensionalen Netzwerkes organisiert (Ip et al.,1983; Pierobon-
Bormioli,1981). Besonders auffallig sind Blndel von Desminfilamenten, die ringférmig um die
Myofibrillen im Bereich der Z-Scheibe angeordnet sind und die benachbarten Z-Scheiben
miteinander verbinden (Tokuyasu et al.,1983a). So gewahrleistet Desmin eine exakt parallele
Ausrichtung der Myofibrillen. Von diesen Desminbiindeln ausgehend verlaufen longitudinale
Filamente parallel zu den Myofibrillen, gehen Verbindungen ein mit der Kernmembran sowie mit
den Mitochondrien und enden in Desmosomen der kardialen Glanzstreifen (Lazarides et
al.,1981; Tokoyasu et al.,1983b; Tidball et al.,1992). Geblindelt werden die Intermediarfilamente
durch gewebsspezifische, Intermediarfilament-assoziierte Proteine (IFAP) wie z.B. Plectin (Price
etal.,1991).

Titin:

Neben Aktin- und Myosinfilamenten existiert noch ein drittes Filamentsystem, bestehend aus
dem Protein Titin, friiher als Connectin bezeichnet. Titin durchspannt in Form eines monomeren
Filamentes das halbe Sarkomer von der Z-Scheibe bis zur M-Linie (Wang et al.,1979;
Maryuama et al.,1977). In der Z- und M-Scheibe Uberlappen sich Titinfilamente benachbarter
Sarkomerhalften. Nach Aktin und Myosin ist es das dritthdufigste Muskelprotein: 10% des
gesamten muskuldren Proteingehaltes entfallen auf Titin (Wang et al.,1979; Trinick et al.,1984).
Es konnte das Vorkommen mehrerer Titinisoformen in unterschiedlichen Muskelgeweben
gezeigt werden, die sich hinsichtlich ihrer Lange und damit auch ihres Molekulargewichtes
voneinander unterscheiden (Labeit et al.,1995,1997). Humanes kardiales Titin hat ein
Molekulargewicht von 3 Millionen und eine Lange von ungefahr 1um und ist damit bedeutend
kleiner als das Titin der Skelettmuskulatur (Molekulargewicht ca. 4 Millionen).

Elektronenmikroskopisch beobachtete man eine perlschnurartige Struktur der Titinmolekdle.



Der Abstand zwischen den aufeinanderfolgenden ,Perlen® wird mit 4nm angegeben (Trinick et
al.,1984). Als daflir verantwortlich ist die Primarstruktur des Titinmoleklls anzusehen. Es
besteht hauptsachlich (90% der Gesamtmasse Titins) aus repetitiven Immunglobulin- bzw.
Fibronektin-Typ3-ahnlichen Domanen, die jeweils eine globulare Konformation besitzen (Labeit
et al.,1992,1995). In der A-Bande sind diese repetitiven Ig-Domanen in streng regelhafter Weise
angeordnet, und sie weisen in regelmafigen Abstanden Bindungsstellen fir Myosin und
myosinassoziierte Proteine wie z.B. das C-Protein auf (Labeit et al.,1992). Sie scheinen daher
mitverantwortlich fur die Organisation der Myosinfilamente zu sein. Eine ahnliche Funktion wie
die des carboxyterminalen Endes wird auch fir das in der Z-Scheibe liegende aminoterminale
Ende vermutet, namlich die Organisation sowie die Aufrechterhaltung der Struktur der Z-
Scheibe.

Der in der I-Bande lokalisierte Anteil des Titinmolekiils besitzt elastische Eigenschaften, die die
Ruhespannung des Muskels bestimmen (First et al.,1988). Ein wichtiges strukturelles Element
der Elastizitat ist die in der [-Bande gelegene PEVK-Doméane. lhr Name erklart sich durch ihre
Aminosauresequenz, die sich zu 70% aus den Aminosauren Prolin, Glutaminsaure, Valin und
Lysin zusammensetzt (Labeit et al.,1995). Wird eine quergestreifte Muskelfaser passiv in
physiologischen Grenzen gedehnt, erfolgt zunachst eine Entfaltung der PEVK-Domane,
verbunden mit einem Anstieg der Muskelspannung. Sie ist nach Beendigung der Einwirkung
spontan voll reversibel. Erreicht die PEVK-Domane ihre Elastizitatsgrenze (im Herzmuskel ab
einer Sarkomerlange von ungefahr 2.4um) (Linke et al.,1996) kommt es nacheinander zur
Entfaltung der ebenfalls in der |-Bande gelegenen Ig-Domanen (Trombitas et al.,1995;
Erickson,1994). Diese besitzen jedoch keine elastischen Eigenschaften und kénnen sich
spontan nur schwer in ihre Ausgangskonformation zuriickfalten. Auf diese Weise besitzt die
quergestreifte Muskulatur einen zweifachen, hintereinander geschalteten Schutz gegeniiber
Uberdehnung. Neueren Untersuchungen zur Folge existiert noch eine dritte Komponente, die
Einflul auf die elastischen Eigenschaften des Titin-Molekiils haben soll: die N2A bzw. N2B-
Sequenz, die zwischen PEVK-Domane und dem proximalen Ig-Segment lokalisiert sein soll
(Labeit et al.,1995). Die Expression verschiedener Titinisoformen 1aRt auch den Unterschied in
der Ruhespannung der einzelnen Muskelgewebe erklaren. Die bei der Herzmuskulatur
festzustellende erhdhte Ruhespannung ist zurlickzufihren auf das Vorkommen einer kirzeren
Titinvariante, die insbesondere den |-Banden Abschnitt von Titin betrifft. Sowohl die PEVK-
Domane ist kiirzer als im Skelettmuskel, als auch die Ig-Domanen sind anzahimafig reduziert
(Labeit et al.,1995; Linke et al.,1996). Desweiteren liegt im Herzmuskeltitin eine kirzere,
Herzmuskel-spezifische N2B-Sequenz vor, von der gezeigt wurde, dass sie im Vergleich zu der
langeren N2A-Isoform, die sowohl im Skelett-, als auch im Herzmuskel vorkommt, einen sehr
groRen Anteil an den elastischen Eigenschaften des Titins und damit auch der Ruhespannung
des Muskels besitzt (Trombitas et al.,1999).

Zusatzlich zu der PEVK- sowie den repetitiven Ig-Domanen und Fibronektin-Domanen enthalt

das Titinmolekll 19 einzelne Sequenzen. Letztere machen etwa 8-10% der Gesamtmasse aus



(Labeit et al.,1995). Darunter befinden sich 2 Phosphorylierungsstellen (Gautel et al.,1993),
eine Domane kodiert eine Serin/Threonin-Kinase (Labeit et al.,1992), sowie Bindungsstellen fiir

eine Calpain-Protease (p94) (Sorimachi et al.,1995).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der verschiedenen Domanen des Titin-Molekils im

Sarkomer

1.2 Reaktion des Herzens auf mangelnde Blutversorgung (Ischamie)

Die Blutversorgung des Herzmuskels erfolgt durch die Koronararterien. Diese sind, trotz des
Vorhandenseins kleiner Anastomosen, funktionelle Endarterien. Das bedeutet, dass im Falle
ihrer Verlegung das zugehoérige Myokard minderdurchblutet wird, woraus ein Herzinfarkt
resultieren kann.

Die einzelnen Herzmuskelzellen reagieren auf solche Ischédmieperioden mit dem Verbrauch
ihrer Glykogenvorrate, der Produktion von Laktat sowie mit dem kontinuierlichen Abfall des
zytosolischen ATP-Spiegels. Die Erschopfung der ATP-Vorrate hat eine Erniedrigung der
Aktivitat von lonenpumpen (Na‘-K'-ATPase, Ca®-ATPase) zur Folge mit einem daraus
resultierenden Abfall des Membranpotentials und intrazellularem Anstieg von Ca®". Es kommt
zu Zellschadigungen und schlieBlich zum Funktionsverlust des betroffenen Myokardareals. Alle
diese Veranderungen sind im Falle einer frihzeitigen Reperfusion reversibel, andernfalls fuhrt

die Reperfusion der nun irreversibel geschadigten Zellen zu deren Anschwellen, der Ruptur der



Zellmembran und letztendlich dem Zelltod. Die Desorganisation und Zerstérung des kontraktilen
und plasmalemmalen Zytoskeletts tragt zu diesem Prozel® maRgeblich bei (Ganote et al.,1993).
Es existieren jedoch verschiedene endogene Schutzmechanismen, mit Hilfe derer
Kardiomyozyten dem durch Ischamie bedingten Stress begegnen kénnen. Hierzu zahlen unter
anderem sogenannte Stressproteine oder auch Hitzeschockproteine genannt. Stressproteine
sind in der Lage, konformationsdefekte Proteine zu erkennen und diese zu stabilisieren.
Stressproteine kdnnen so durch Stabilisierung anderer Proteine zytoprotektiv wirken und auch
die Folgen eines Herzinfarktes mildern. Verschiedene Stressproteine kdnnen sehr
unterschiedliche Aufgaben erfiillen: sie unterbinden das Bestreben von Polypeptidketten, vor
Beendigung der Synthese eine endgiiltige Konformation einzunehmen, ebenso bewahren sie
sie in einer fur den transmembranaren Transport in andere Zellorganellen geeigneten
Konformation. Im weiteren verhindern sie intra- und intermolekulare Aggregationen und helfen
beim Abbau toxischer Metaboliten bzw. denaturierter Proteine durch Férderung der Proteolyse
(Benjamin et al.,1998).

Ein wichtiger Aspekt ist auch die Induzierbarkeit der Synthese von Stressproteinen:
Stressituationen (wie z.B. Ischdmie oder Hyperthermie) fihren zur gesteigerten Synthese der
meisten Stressproteine, zu vermehrter Transkriptionsaktivitat sowie bevorzugter Translation der
Stressproteine  (innerhalb von Minuten kénnen sie 15-25% des intrazelluldren
Gesamtproteingehaltes ausmachen) (Lindquist et al.,1988; Theodorakis et al.,1987; Benjamin
et al.,1998). Dies wird reguliert durch Hitzeschock-Transkriptionsfaktoren (HSF1-4). Ihre DNA-
Bindungsaktivitdt ist u.a. in entscheidenem MaRe abhangig von dem Absinken der
zytoplasmatischen ATP-Konzentration infolge der Ischamie (Benjamin et al.,1990,1992).

Diese erhdhte Konzentration von Stressprotein fuhrt zu einer nachfolgenden
Toleranzsteigerung gegeniiber weiteren Stressereignissen. Mildem ischamischen Stress
ausgesetzte Zellen entwickeln eine gesteigerte Resistenz gegeniiber nachfolgenden starkeren
ischamischen Ereignissen.

Neben diesem  verzogerten, Uberwiegend  durch Stressproteine  vermittelten,
Protektionsmechanismus, auch als ,second window of protection“ bezeichnet, verfligen die
Kardiomyozyten Uber andere Mechanismen zur sofortigen, syntheseunabhangigen Protektion
gegeniber Stressereignissen, welche ebenfalls induzierbar sind. Dazu zahlen ein Anstieg der
Katalase-Aktivitat (Karmazyn et al.,1990), eine Aktivierung der Proteinkinase C, eine Erhdhung
extrazelluldren Adenosins (Downey et al.,1994), Inhibiton des Na'-H'-Austauschers,
Aktivierung ATP-regulierter K'-Kanile sowie Effekte von Stressproteinen, die konstitutiv in
hohen Konzentrationen verfligbar sind (Walker et al.,1992). Bezogen auf die Herzmuskulatur
wird dieses Phanomen auch als ,ischamische Prakonditionierung“ bezeichnet (Murry et
al.,1986).

Im Herzen ist eine Schutzfunktion von verschiedenen Stressproteinen nachgewiesen,
insbesondere von HSP-70i. Seine kardioprotektive Funktion konnte anhand einer Anzahl von

Experimenten belegt werden: Sowohl durch Hyperthermie (15 min, 42°C) als auch durch



mehrere kurze Ischamieperioden lassen sich innerhalb von 24h ein signifikanter Anstieg der
intrazellularen HSP-70i-Konzentration erzielen, was zu einer Reduktion der GréRe eines zu
diesem Zeitpunkt initiierten Infarktes flhrt (Marber et al.,1993). Ebenso zeigen sich mit einem
HSP-70i exprimierenden-Adenovirus infizierte neonatale Kardiomyozyten gegeniber
ischamischen Ereignissen geschitzt (Mestril et al.,1996). Eine geringere InfarktgroRe sowie
eine schnellere Erholung der ventrikularen Kontraktilitdt nach Ischdmie im Vergleich zu den
Kontrolltieren konnte auch bei HSP-70i Uberexprimierenden transgenen Mausen festgestellt
werden (Marber et al,1995).

Ein weiteres, erst kirzlich im Herzen nachgewiesenes Stressprotein, aB-Crystallin, kénnte
ebenfalls eine wichtige Rolle im Rahmen der ischamischen Zytoprotektion spielen. aB-Crystallin
zeichnet sich durch folgende Eigenschaften besonders aus: 1. aB-Crystallin ist in
Kardiomyozyten bereits konstitutiv in loslicher Form in auflerordentlich hoher Konzentration
vorhanden (1-2% des gesamten l6slichen Proteingehaltes) (Golenhofen et al.,1998). 2.
Ischamie bewirkt eine rasche Translokation des Proteins vom Zytosol an die Myofibrillen (Chiesi
et al.,1990; Barbato et al.,1996; Golenhofen et al.,1998). 3. Ischdmie bewirkt eine partielle
Phosphorylierung von aB-Crystallin (Golenhofen et al.,1998). Diese Beobachtung war
Ausgangspunkt dieser Arbeit mit dem Ziel, die Bindung von aB-Crystallin an die Myofibrillen

naher zu charakterisieren und potentielle Bindungspartner von aB-Crystallin zu identifizieren.

1.3 aB-Crystallin

1.3.1  «a-Crystalline in der Augenlinse

a-Crystalline sind als Massenproteine der Augenlinse bekannt (sie machen bis zu 50% ihres
Trockengewichtes aus) (Harding et al.,1984). a-Crystalline haben ein Molekulargewicht von
21000 und werden im allgemeinen in Form von léslichen Homo- und Heterooligomeren mit
einer durchschnittlichen Masse von 800 kDa isoliert (Wistow et al.,1988). Diese Aggregate
bestehen aus zwei stark homologen Unterformen, oA- und aB-Crystallin, die eine 58%ige
Sequenzhomologie besitzen. Zunachst galten die a-Crystalline als linsenspezifische Proteine,
bis 1989 ihr Vorkommen auch in anderen Geweben gezeigt werden konnte, so z.B. im Herzen,
der quergestreiften Skelettmuskulatur, der Niere sowie in vielen weiteren Geweben (Bhat et
al.,1989,1991; Dubin et al.,1989; Iwaki et al.,1989; Nanginemi et al.,1989; Kato et al.,1991).

In der Linse wurden die a-Crystalline aufgrund ihrer dort so hohen Konzentration erst als reine
Strukturproteine angesehen. Die hohe Proteinkonzentration ist essentiell fur die Ausbildung der
refraktiven Eigenschaften, und ihre Fahigkeit zur regelmaRigen Anordnung macht die

Crystalline mitverantwortlich fir die Linsentransparenz (Delaye et al.,1983).



Neben dieser rein strukturellen Funktion konnten die a-Crystalline spater auch als ,molecular
chaperone® identifiziert werden (Horwitz et al.,1992). Sie besitzen die Eigenschaft, andere
Proteine vor Aggregation und Denaturierung zu schitzen bzw. bei Faltungsprozessen zu
unterstitzen.

In der Linse wirken sie der hitzeinduzierten Aggregation anderer Massenproteine beispielsweise
der B- und y-Crystalline - und damit einem Katarakt- entgegen bzw. bewirken den Ubergang von
denaturiertem y-Crystallin in die native Konformation. Neben der Aggregation dieser
Strukturproteine kann auch die Aggregation verschiedener Enzyme, wie z.B. der
Alkoholdehydrogenase oder der a-Glukosidase in vitro verhindert werden, nicht jedoch ihre
Inaktivierung (Horwitz et al.,1992). Es konnte gezeigt werden, dal} diese Protektion unter dem
Einflu von Metaboliten wie Glutathion sowie Pantethin noch gesteigert wird (Clark et al.,1996).
Dieser Protektion unterliegt auch die hitzelabile Katalase, die ihrerseits ebenfalls zytoprotektiv
wirksam ist (Hook et al.,1997).

1.3.2 aB-Crystallin als Hitzeschockprotein

a-Crystalline weisen eine gro3e Homologie zu den kleinen Hitzeschockproteinen (sHSPs) auf
(Ingolia et al.,1982). Die Homologie der Sequenz und der Sekundarstruktur zwischen den a-
Crystallinen und anderen sHSPs wie z.B. HSP25/HSP27 ist so grof3, dass sie untereinander
Komplexe ausbilden kdnnen (Merck et al.,1993; Kato et al.,1992,1993).

Die fur Hitzeschock-Proteine typischen Eigenschaften der o-Crystalline, z.B. Steigerung der
Proteinsynthese infolge eines Stressereignisses, bestatigen ihre Einordnung in diese
Proteinfamilie. Diese Induktion der a-Crystallinsynthese kann durch Temperaturerh6hung,
durch Zugabe von Chemikalien (Cd**, Na-Arsenid) (Klemenz et al.,1991a) oder durch
Dexamethason vermittelte Expression von v-mos- und Ha-ras-Onkogenen erfolgen (Klemenz et
al.,1991b). Als Grundlage fiir diese Reaktionsmoglichkeit hat sich ein in der Promoterregion des
a-Crystallingens gelegenes Hitzeschockelement erwiesen (Dubin et al.,1989). Neben der
Steigerung der Transkriptionsaktivitdt erfolgt stressreguliert auch eine Translokation der o-
Crystalline vom léslichen in das unldsliche Kompartiment der Zelle. Im Anschlu an das
Stressereignis erweist sich diese Umverteilung als reversibel (Klemenz et al.,1991a; Barbato et
al.,1996). Die Translokation in die Zytoskelett/Kern-Fraktion erfolgt unter Bildung groRerer
Aggregate mit ahnlichen Sedimentationseigenschaften wie die anderer Hitzeschockproteine
(Arrigo et al.,1985,1987; Nover et al.,1983).

Es wurde beobachtet, dass die stressinduzierte Translokation der o-Crystalline in das
unlésliche Kompartiment mit der Interaktion von a-Crystallinen mit Zytoskelettkomponenten
einhergeht. aB-Crystallin kann in vitro mit Aktin sowie mit Intermediarfilamenten (IF) vom Typ 3

-wie Vimentin, Desmin und GFAP (glial fibrillary acidic protein)- interagieren. Auch in vivo



konnte eine Bindung von aB-Crystallin an Vimentin bestatigt werden. Die Bindungsaffinitat von
aB-Crystallin zeigte sich dabei sowohl Temperatur- als auch pH-abhangig. Leicht saures Milieu
(pH 6,5) und Hitzeschock (45°C) fuhrten zu einem Anstieg der Bindungsaffinitadt (Chiesi et
al.,1990; Bennardini et al.,1992; Nicholl et al.,1994; Djabali et al.,1997). Diese Bindung ist
resistent gegenuber der Behandlung mit nichtionischen Detergenzien wie z.B. TritonX-100, die
zur Isolierung von Intermediarfilamenten verwendet werden (Djabali et al.,1997). Entscheidende
Bedeutung fir die Bindung scheint der aminoterminale Bereich von aB-Crystallin zu besitzen:
synthetisierte Peptide, die diesen Bereich umfassen, sind ebenfalls zur Interaktion mit den IF
befahigt (Djabali et al.,1997).

Die protektiven Eigenschaften von aB-Crystallin zeigen sich in diesem Zusammenhang darin,
dass aB-Crystallin z.B. die Aggregation von Aktin-Filamenten in saurem Milieu, wie es auch
unter ischamischen Bedingungen vorkommt, verhindert (Bennardini et al.,1992). In der Linse
kann oB-Crystallin die Polymerisation von Intermediarfilamentproteinen (Vimentin, GFAP) zu
den eigentlichen Filamenten inhibieren bzw. polymerisierte Filamente depolymerisieren (Nicholl
et al.,1994). Eine vermehrtes Vorkommen bzw. die Persistenz von Vimentinfilamenten in
differenzierten Linsenzellen wird als kausal fur die Kataraktentstehung angesehen (Bloemendal
et al.,1991). Die Assoziation von aB-Crystallin mit Intermediarfilamenten beobachtet man auch
im Rahmen degenerativer Erkrankungen des menschlichen Gehirns, wo oB-Crystallin als
Komponente sogenannter Einschlulkérperchen oder in Verbindung mit Neurofibrillen, z.B. bei
M. Alzheimer, gefunden wurde (Lowe et al.,1992; Tomokane et al.,1991; Renkawek et
al.,1994).

1.3.3 aB-Crystallin im Herzen

aB-Crystallin ist im Herzen konstitutiv in hoher Konzentration vorhanden (1-2% der I6slichen
Proteine) (Golenhofen et.al.,1998). Damit ware aB-Crystallin ein geeigneter Kandidat fur einen
sofortigen, proteinsyntheseunabhangigen Protektionsmechanismus. Kardiale Ischamie bewirkt
in vitro sowie in vivo innerhalb von 5-30 min eine vollstandige Translokation von aB-Crystallin
vom Zytosol an die Myofibrillen (Golenhofen et al.,1998). Innerhalb der Myofibrillen wurde das
Proteins im Bereich der Z-/I-Region der Sarkomere identifiziert (Golenhofen et al.,1998). Die Z-
Scheiben sind als die wichtigsten Verankerungspunkte der Aktinfilamente unter Ischamie von
besonderer Bedeutung. Die Ruptur der Myofibrillen infolge langerer Ischamie erfolgt
hauptsachlich an diesen Zellstrukturen. Daraus resultieren kardiale Insuffizienz und letztlich der
Zelltod (Ganote et al.,1987). Eine Stabilisierung dieser Region durch aB-Crystallin kdnnte also
entscheidenden Einflu auf die Uberlebenszeit der Kardiomyozyten unter ischdmischen
Bedingungen haben.



Die Umverteilung von oB-Crystallin in die unldsliche Zytoskelett/Kern-Fraktion geht zeitlich
einher mit dem Auftreten einer sauren Form des aB-Crystallins. Diese entspricht der
phosphorylierten Form von aB-Crystallin (Golenhofen et al.,1998) und macht 15-20% des oB-
Crystallins aus. Eine Phosphorylierung von aB-Crystallin ist auch in der Linse gezeigt worden.
Das phosphorylierte aB-Crystallin (B1-Form) liegt hier neben der unphosphorylierten B2-Form
schon unter physiologischen Bedingungen vor. Die Phosphorylierungsstellen von Linsen- oB-
Crystallin konnten identifiziert werden. Es handelt sich dabei um die drei Serinreste Ser 19, Ser
45 und Ser 59. In vivo wird aB-Crystallin meistens in einer biphosphorylierten Form isoliert
(Chiesa et al.,1987; Voorter et al.,1989). Inwieweit die Phosphorylierung fiir die Eigenschaft des
oaB-Crystallins als molecular chaperone eine Rolle spielt bzw. seine Bindungsaffinitat zu

Zytoskelettkomponenten beeinflusst, ist noch ungeklart.

@ aB-Crystallin

Physiol. Situation

Glanzstreifen

Ischaemie

Abb. 3: Schematische Darstellung der Lokalisation von oB-Crystallin im Herzen unter

physiologischen Bedingungen sowie unter Ischdmie
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1.4 Fragestellung

Diese Arbeit basiert auf Beobachtungen, die an Herz-lschamiemodellen von Ratte und Schwein
gemacht wurden.

Unter Ischamie kommt es zu einer Translokation des konstitutiv in hoher Konzentration
vorkommenden Stressproteins aB-Crystallin vom Zytosol an die Myofibrillen. Nach kurzer
Ischamie mit reversiblem Zellschaden konnte oB-Crystallin im Z-Scheiben-Bereich lokalisiert
werden. Nach langer andauernder Ischamie, die mit starker Uberdehnung der Myofibrillen
einherging, wurde oB-Crystallin auch beidseits der Z-Scheiben in den |-Banden gefunden
(Golenhofen et al.,1998). Durch diese ischamie-bedingte Bindung von aB-Crystallin an
Strukturproteine im Z-/I-Bereich kdnnte aB-Crystallin eine zytoprotektive Wirkung ausuben. Ziel
der Arbeit war daher, diese Bindung naher zu untersuchen und potentielle myofibrillare
Bindungspartner zu identifizieren.

Es wurde zunachst versucht, aB-Crystallin im ischamischen Herzen ultrastrukturell zu
lokalisieren. Durch Immunogoldmarkierung von oB-Crystallin in Ultradinnschnitten vom
ischamischen Herzen stellte sich eine Linie parallel zur Z-Scheibe in der Mitte der halben I-
Bande dar, eine Zone, die auch als N-Linie bezeichnet wird. Aus dieser Beobachtung einer
Lokalisation von aB-Crystallin unter Ischdmie in der I-Bande liel} sich ableiten, dass primar
Komponenten der |-Bande, d.h. Aktin und Titin, als Bindungspartner fiir aB-Crystallin unter
Ischamie in Frage kommen.

Im weiteren wurde die Bindungsaffinitait von aB-Crystallin an die Myofibrillen naher
charakterisiert. Dazu wurden Extraktionsversuche mit unterschiedlichen Salzen bzw.
Salzkonzentrationen an Kryostatschnitten des ischamischen Rattenherzens unternommen. Die
dabei gewonnenen Ergebnisse wurden mit Hilfe quantitativer biochemischer Analyse (Western-
Blot) verifiziert. Aufgrund der Lokalisation von aB-Crystallin im Z-/I-Bereich konzentrierte ich
mich dabei auf die dort lokalisierten Proteine, ndmlich Desmin, o-Actinin, Aktin und Titin. Dabei
konnte gezeigt werden, dass die Bindung von aB-Crystallin an Myofibrillen sehr stark ist und
Aktin als Bindungspartner unbedeutend ist.

Im weiteren wurde naher auf eine mdgliche Interaktion zwischen aB-Crystallin und Titin
eingegangen. Titin wurde aus ischamischer Herzmuskulatur gereinigt und auf gebundenes oB-
Crystallin untersucht. Dabei konnte eine Kopurifikation von aB-Crystallin und Titin gezeigt
werden, was einen ersten Hinweis auf eine Interaktion von oB-Crystallin mit Titin gibt.
Anschlielfend wurden Bindungsstudien zwischen aB-Crystallin  und verschiedenen
Titindoméanen durchgefuhrt. Dazu wurde natives aB-Crystallin sowie an der Grenze zur |-Bande
gelegene Z-Scheiben-, Ig- und die PEVK-Domanen Titins mit Hilfe von in-vitro-Transkription und

-Translation hergestellt und in Bindungsstudien mit aB-Crystallin eingesetzt.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

21.1 oaB-Crystallin-cDNA im Plasmidvektor pRC/CMV

Die 489nt lange cDNA-Sequenz von aB-Crystallin vom Schwein liegt im Plasmidvektor
pRC/CMV  (Invitrogen, Groningen, Niederlande) vor, in den sie mit den
Restriktionsendonukleasen Hind3 und Xba1 kloniert worden war. Flr die in-vitro-Transkription

einer sense-RNA ist ein flankierender T7-RNA-Promoter vorhanden.

T7-Promater - Hind 111

cOM A abB-Crystallin

*ha |

pRCICMV

5989 bp

Ampicillin

Abb. 4: Schematische Darstellung des rekombinierten Plasmidvektors pRC/CMV

2.1.2 Titin-cDNA im Plasmidvektor pET6h

Mehrere Teilstlicke der Titin-cDNA waren 5° Uber Xho1 und 3‘ Gber Mlu1 bzw. BamH1 in einen
modifizierten pET8c/3d-Plasmidvektor kloniert worden (erhalten von M. Gautel, EMBL,
Heidelberg; Vektor: Novagen Inc., USA). Die zwischen 750 und 1050 nt langen Sequenzen
entstammen zum einen der Z-Scheiben Region des Titins und zum anderen dem Bereich der I-
Bande. Letztere kodieren entweder nur Abschnitte der Ig-Doménen Titins, oder sie enthalten

diese Ig-Abschnitte in Verbindung mit der auch in der I-Bande lokalisierten PEVK-Domane.
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Folgende Titin-Domanen (humanes kardiales Titin) wurden verwendet: Z4Z25 (246 AS), Z6Z7
(273 AS), 2879 (256 AS), 29210 (243 AS), Z1011 (342 AS), S54-56 (292 AS), 118-120 (466 AS)

(Domanen-Nomenklatur sowie DNA-Sequenzen der einzelnen Domanen: Labeit et al.,1995)

Wha |l

aOMA, varsvendeter
Titin-Doménean

—— MLU |

T7-Promoter

oET-6h

{mod. pET-3d)

Ampicillin

Abb. 5: Schematische Darstellung des rekombinierten Plasmidvektors pET-6h

21.3 Detergenzien

Nichtionisch:

Tween 20 Poly(oxyethylenglykol-(20)9- Fluka, Buchs, Schweiz
Sorbitolmonolaurat

Anionisch:

SDS (Natriumdodecylsulfat) Serva, Heidelberg

21.4 DNA- und Protein-Molekulargewichtsstandards

DNA Molecular Weight Marker 6 Boehringer Mannheim
A-DNA Eco91I MBI Fermentas
Superladder 100 MBI Fermentas
Eichproteine fir die SDS-Gelelektrophorese Boehringer Mannheim
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21.5 Enzyme

Restriktionsendonukleasen
Ribonuklease A
T7 RNA-Polymerase

21.6 Farbstoffe/Reagenzien fiir die Proteinbestimmung

Coomassie Brilliant Blau G-250
Amidoschwarz
Ponceau S

BioRad-Reagenz

2.1.7 Immunelektronenmikroskopie

anti-aB-Crystallin-IgG (Kaninchen)
anti-Kaninchen-IgG (Ziege) adsorbiert
an kolloidale Goldpartikel (0,8nm)
LR-White-Kunstharz (Methylmethacrylat)
Nickel-Netzchen (3,05mm)

21.8 Immunreagenzien/Antikorper
NHS-LC-Biotin
Peroxidase-Streptavidin-Komplex
Rhodamin-markiertes Phalloidin (TRITC-
Phalloidin)

anti-Kaninchen-IgG (Peroxidase-gekoppelt)(Ziege)

anti-Maus-IgM (Peroxidase-gekoppelt)(Ziege)

anti-Kaninchen-IgG (Cy2-;Cy3-markiert) (Ziege)

anti-Aktin-lgM von der Maus (monoklonal)
anti-o-Actinin-IgG (Huhn) vom Kaninchen
(polyklonal)

anti-Desmin-IgG vom Kaninchen (polyklonal)

anti-aB-Crystallin-IgG (Rind) vom Kaninchen
(polyklonal)

anti-a.B-Crystallin-IlgG vom Kaninchen
(polyklonal)

anti-Titin-IgG (T12) von der Maus

(monoklonal)
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MBI Fermentas
Boehringer Mannheim

MBI Fermentas

Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Sigma, St. Louis, USA
BioRad, Richmond, USA

StressGen, Victoria, Kanada
Aurion, Wageningen, Nieder-
lande

London Resin, England

Plano, Wetzlar

Pierce, Rockford, USA

Jackson ImmunoResearch Lab.

Sigma, St. Louis, USA

Jackson ImmunoResearch Lab.
Jackson ImmunoResearch Lab.

Jackson ImmunoResearch Lab.

Amersham, UK

AG Drenckhahn (Drenckhahn
etal.,1983)

AG Drenckhahn (Nehls
al.,1992)

AG Drenckhahn (Golenhofen
et al.,1998)

StressGen Biotechnologies

Corp., Victoria, Kanada

AG Furst, MPI, Gottingen (Furst

et al.,1988)



2.1.9 Proteaseinhibitoren

Serinproteaseinhibitoren:

Aprotinin

Serin- und Thiolproteaseinhibitoren:
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)
Leupeptin

Saure Proteaseinhibitoren:
Pepstatin A
Metallproteaseinhibitoren:

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure Dinatriumsalz)

2.1.10 Proteine

aB-Crystallin vom Rind (Linse) (MW 21kD)
F-Aktin vom Rinderherz (MW 42kD)

BSA (Bovine Serum Albumin)

Desmin vom Hamster (MW 53kD)
Magermilchpulver

Titin vom Schweineherz (MW 3000kD)

2.1.11 Puffer/Medien

Harnstoffpuffer:

Hochsalzpuffer:
LB-Medium (Luria Bertani):

PBS (Phosphatgepufferte Kochsalzlésung) (pH: 7,4):

Phosphatpuffer (11mM) (pH: 7,4):

SOB-Medium:

TBE (pH: 8,3):
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Boehringer Mannheim

Serva, Heidelberg

Boehringer Mannheim

Sigma, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt

AG Drenckhahn

AG Drenckhahn
Serva, Heidelberg
AG Traub, Ladenburg
Molkerei Feldental
AG Drenckhahn

2 M Harnstoff
100 mM Glycin
1 % TritonX-100
1 M NaCl in PBS
10 g/l NaCl
5 g/l Baktohefeextrakt
10 g/ Baktotrypton
0,137 M NaCl
2,7 mM KCI
8,1 mM Na,HPO,
1,5 mM KH,PO,
9,5 mM Na,HPO,
1,5 mM NaH,PO,
0,5 g/l NaCl
10 g/l Baktohefeextrakt
16 g/l Baktotrypton
89 mM Tris



TE-Puffer (Tris-EDTA) (pH: 8,0)

2.1.12 Reagenzien fiir Immunreplik und Autoradiographie

Amplify

Nitrozellulosepapier 0,45

Perhydrol (30% H,0,)

Rontgenfilm X-OMAT AR 13x18 cm
Roéntgen-Entwicklerkonzentrat

Roéntgen-Fixierkonzentrat

89 mM Borsaure
2 mM EDTA
10 mM Tris

0,1 mM EDTA

Amersham, UK
Schleicher&Schiill
Merck, Darmstadt
Kodak, Rochester, USA
Adefo-Chemie, Nirnberg
Adefo-Chemie, Nirnberg

2.1.13 Reagenzien fiir Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Acrylamid

N,N‘Methylenbisacrylamid

Temed (N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin)
APS (Ammoniumperoxodisulfat)

SDS (Sodiumdodecylsulfat)

2.1.14 Reaktionskits

ECL Random Prime Labelling and Detection Systems
m’G(5')ppp(5')G (Capping-Reagenz)

Quiagen Plasmid-Maxi-Kit

Quiaprep-spin Plasmid-Kit

SP6/T7 Transcription-Kit

Translation-Kit, Retikulozyten Typ1

2.1.15 Sulfhydryl-Reagenzien

Mercaptoethanol
DTE (Dithioerythritol)
DTT (Dithiothreitol)

2.1.16 Sonstiges

Ampicillin
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BioRad, Richmond, USA
BioRad, Richmond, USA
BioRad, Richmond,USA
BioRad, Richmond, USA

Serva, Heidelberg

Amersham, UK
Boehringer Mannheim
Quiagen, Hilden
Quiagen, Hilden
Boehringer Mannheim

Boehringer Mannheim

Merck, Darmstadt
Sigma, St. Louis, USA
Sigma, St. Louis, USA

Boehringer Mannheim



DEPC (Diethylpyrocarbonat) Sigma, St. Louis, USA

Dialyseschlauche verschiedener Breite Spectrum Medical Industries,
Houston, USA
Di-methyl-di-Chlor-Silan-Lésung Sigma, St. Louis, USA
NGS (normal goat serum) Sigma, St. Louis, USA
Nickel-Netzchen (3,05mm;100mesh) Athene, Plano, Wetzlar
N-Propyl-Gallat Fluka, Buchs, Schweiz
Poly-L-Lysin Sigma, St. Louis, USA
RotiSzintEcoPlus Roth GMBH, Karlsruhe

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.21 Herstellung kompetenter Bakterien

Von einer Glycerinstammlésung gewonnenes Bakterienmaterial wurde auf einer LB- oder M9-
Agarplatte ausgestrichen. Aufgrund der Tetracyclinresistenz von E.coli XL1-Blue wurde dem
Agar Tetracyclin in einer Endkonzentration von 15pg/ml zugesetzt. Nach 24 h Bebritung wurde
aus einer Einzelkolonie eine Ubernachtschittelkultur in LB-Medium angeimpft. 0,5ml der daraus
hervorgehenden Bakteriensuspension wurde benutzt zum Animpfen einer 100ml Schiittelkultur
in SOB-Medium. Dazu wurde ein 2| Kolben verwendet, dessen groRes Volumen ein rasches
Wachstum der Bakterien ermoglicht. SOB-Medium wurde dem LB-Medium hier vorgezogen, da
es reichhaltiger ist und das Wachstum der Bakterien férdert. Mit Hilfe der Dichtebestimmung der
Bakterien im Photometer (Extinktion bei A=578nm) wurde der optimale Zeitpunkt zur
Weiterverarbeitung abgewartet (OD=0,3-0,4). Dieser liegt noch in der logarithmischen
Wachstumsphase, in der — trotz bereits relativ hoher Bakteriendichte - die Zellwande noch dinn
sind, was fur die Transformation von Vorteil ist.

Die Bakterien wurden in 2 sterile 50ml Zentrifugenréhrchen gegeben, 15min auf Eis inkubiert
und 15min bei 750-1000g und 4°C abzentrifugiert. Das Bakteriensediment wurde in 33,5ml
Lsg.1 resuspendiert, 15min auf Eis inkubiert und unter den gleichen Bedingungen erneut
abzentrifugiert. Das Sediment wurde nun in 8ml Lsg.2 resuspendiert und in gekihlte
Eppendorfgefale zu je 100-200ul portioniert. Die Caps wurden in flissigem Stickstoff
tiefgefroren und bei —80°C gelagert.

Die Ausbeute nach einer Transformation mit nach diesem Protokoll hergestellten kompetenten

Bakterien betrug bis zu 10" Kolonien/ug transformierter Plasmid-DNA.
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Lsg.1:  100,00mM RbCI,
30,00mM MnCl,
50,00mM K'-Acetat, pH7
15%(w/v) Glycerin

Lsg.2: 10,00mM MOPS
10,00mM RbCI
75mM CaCl,x2H,0
15%(w/v) Glycerin

2.2.2 Transformation kompetenter E.coli-Bakterien

(Sambrook et al.,1989; Kapitel 1.74-1.84)

Die kompetenten Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und nach Zugabe von ca. 1ng DNA fir 30-
60min auf Eis inkubiert. Damit die DNA, die sich in dieser Zeit an die Zellwande angelagert
hatte, in die Zellen gelangen konnte, wurden die Zellwande mittels Hitzeschock (90sec, 42°C)
geschadigt. Im 37°C-Bad vorgewarmtes LB-Medium ohne Ampicillin wurde zugesetzt, und die
Bakterien wurden 30min im 37°C-Raum geschiittelt. Anschliefiend wurden sie auf einer mit

Ampicillin versetzten (50ug/ml) Agar-Platte ausplattiert.

2.2.3 Schnelle Plasmidpraparation (Miniprep/Ammoniumacetatmethode)

(Sambrook et al.,1989; Kapitel 1.25-1.28)

GTE-L6sung: 50 mM Glukose
25 mM Tris-HCI (pH8)
10 mM EDTA (pH8)

Alkali-Lésung: 0,2N NaOH
1% SDS

3ml ampicillinhaltiges (50ug/ml) LB-Medium wurde aus einer Bakterienkolonie angeimpft und
Uber Nacht bei 37°C inkubiert. 1,5ml der Bakteriensuspension wurden in einem Eppendorfgefal}
bei 12000g (20sec) abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Sediment in 200l
GTE-Puffer resuspendiert. Dann erfolgte die Lyse der Bakterien durch Zugabe von 400ul Alkali-
Losung. Es ist zu beachten, dass die genomische DNA hierbei nicht so grofen Scherkraften

ausgesetzt wird, dass sie zerbricht und die Plasmid-DNA kontaminiert.
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Die Reaktion wurde nach 5min Inkubation durch Zugabe von 300ul kaltem Ammoniumacetat
gestoppt. Nach grindlichem Durchmischen wurde sie 10min bei 12000g abzentrifugiert. Der
gewonnene Uberstand wurde abgenommmen, mit dem gleichen Volumen an 100%igem
Isopropanol Uberschichtet und anschlieBend 10min bei 12000g abzentrifugiert. Der Uberstand
nun wurde verworfen, das Sediment mit 70%igem Ethanol gewaschen und in 50yl TE
aufgenommen.

Es wurden mit dieser Praparation bis zu 5ug DNA/1,5ml Ubernachtkultur erreicht.

2.2.4 Schnelle Plasmidpraparation 2 (Mini-Prep)

Dieses Protokoll der Plasmid-DNA-Praparation folgte der Vorschrift fir den ,Quiaprep-spin
Plasmid Kit“. Mit Hilfe dieses Ansatzes erreichte man bis zu 20ug Plasmid-DNA pro 1,5ml
Ubernachtkultur.

2.2.5 Phenolextraktion
(Sambrook et al.,1989; Kapitel 8.58)

Die Phenolextraktion dient der Entfernung von Proteinverunreinigungen aus der DNA-
Praparation. Zunachst verdinnte man konzentrierte DNA-Proben, um den DNA-Verlust
mdglichst gering zu halten.

100yl  der DNA-Lésung wurden mit 50yl Phenol (TE gesattigt) und 50ul
Chloroform/Isoamylalkohol 1:24 (TE gesattigt) grindlich vermischt und 5min bei 12000g
zentrifugiert. Man erhielt zwei getrennte Phasen, von denen die obere abgenommen und erneut
mit Chloroform/Isoamylalkohol versetzt wurde, was die Extraktion noch verbliebenen Phenols
zur Folge hatte.

2.2.6 Quantifizierung der DNA

Bei der DNA-Mengenbestimmung machte man sich deren Extinktionsmaxima bei A=260nm und
280nm zu Nutze. Da auch Proteine ein Extinktionsmaximum bei A=280nm haben, verwendete
man die Messung bei dieser Wellenlange, um den Grad der Proteinverunreinigung zu
bestimmen. Die Quantifizierung der DNA erfolgte bei 260nm.

Die Messung erfolgte in einer Quarzklvette bei einer Verdinnung von 1:40 mit einem

Endvolumen von 400pl.

Referenzwerte:

1 OD (optische Dichte): dsDNA = 50ug/mi
RNA = 40ug/ml
Oligonukleotide = 20ug/mi
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DNA-Mengen, die fur die Photometermessung zu gering waren, wurden anhand ihrer Banden
im Agarosegel abgeschatzt, wobei der Langenstandard mit definierter DNA-Menge (1ug dsDNA

pro Spur) als Referenzwert hinzugezogen wurde.

2.2.7 Agarose-Gelelektrophorese

2.2.71 DNA-Agarosegel
(Sambrook et al.,1989; Kapitel 6.11-6.12)

Probenpuffer (6x): 1 mM EDTA
50,00% Glycerol
0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylenxyanolblau

Zur Auftrennung der DNA-Proben wurden Agarosegele verwandt. Die Agarosekonzentration
betrug 1% in TBE, als Laufpuffer diente TBE. Die Proben wurden, mit Probenpuffer im
Verhaltnis 1:2 versetzt, aufgetragen. Der DNA-Marker wurde vor dem Auftragen 5min bei 68°C

erhitzt. Es wurde eine Spannung von 80V angelegt.

2.2.7.2 RNA-Agarosegel

Probenpuffer (6x): 1 mM EDTA
50,00% Glycerol
0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol

Laufpuffer (5x): 0,2 M MOPS (Morpholinoethansulfonsaure)
50 mM Natriumacetat
5 mM EDTA (pH8,0)

0,2g Agarose wurden in 12,5ml sterilem H,O aufgekocht. Das H,O wurde zuvor mit DEPC in
einer Konzentration von 0,05% versetzt, um RNAsen zu inhibieren. Der Lésung wurden 4ml
Laufpuffer (5x) und 3,5ml 37%iges Formalin hinzugefligt. Anschlielend wurde sie in einen
Schlitten gegossen.

Nach Zentrifugation der RNA-Probe wurde das Sediment in 2,3yl DEPC-behandeltem H,O

gelost. Dann wurden 1ul Laufpuffer (5x), 4l deionisiertes Formamid und 1ul Formaldehyd
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hinzugefugt. Nach einer Inkubationszeit von 10min bei 65°C wurden die Proben mit 1pl
0,1%igem Ethidiumbromid und 2pl Probenpuffer fiir RNA versetzt und anschlieBend auf das Gel
aufgetragen. Die angelegte Spannung betrug 40V.

2.2.8 Farben der Agarosegele mit Ethidiumbromid

(Sambrook et al.,1989; Kapitel 6.15)

Ethidiumbromid absorbiert UV-Licht der Wellenlange A=302nm und A=366nm, es reflektiert rot-
oranges Licht bei A=590nm. Uber eine planare Gruppe besitzt es die Mdglichkeit mit den Basen
der DNA zu interkalieren. Nach der elektrophoretischen Auftrennung der DNA wurden die Gele
30min bei Raumtemperatur in 0,5% Ethidiumbromidlésung inkubiert und danach bei UV-Licht

der Wellenlange A=302nm betrachtet bzw. photographiert.

2.29 Elution von DNA aus Agarosegelen

(Sambrook et al.,1989; Kapitel 6.30)

Ein 500yl Eppendorfgefal3, in dessen Boden ein Loch gebohrt worden war, wurde mit
silanisierter Glaswolle geflllt. Das darauf gegebene Gelstlick sollte auf diese Weise am
Passieren des Loches gehindert werden, nicht dagegen die darin enthaltene DNA. Das Gefal
wurde in ein 1,5ml Eppendorfgefal® gestellt und 30min bei 6000rpm zentrifugiert. Die DNA
wurde so in das untere Eppendorfcap gesaugt, im Anschluf® daran gefallt und in 10ul H,O
aufgenommen. Ein auf ein Agarosegel aufgetragenes Aliquot diente der Quantifizierung der
erhaltenen DNA-Menge.

2.2.10 DNA-Féllung

Fligt man Salze zu geléster DNA hinzu, so fallt diese aus, da die Salze der DNA das
Lésungswasser entziehen.

Als Salzlésung verwendet wurden einerseits (-fir das Fallen von DNA-) Ammoniumchlorid in
einer Endkonzentration von 2,5M (Stammlésung: 7,5M) und andererseits (—fur die RNA-
Fallung-) Natriumacetat in einer Endkonzentration von 0,3M (Stammldsung: 3M).

Neben der Salzlésung wurde dann ca. das dreifache Volumen 100%igen Ethanols zu der
geldsten DNA hinzugegeben, gemischt und bei —20°C 1h inkubiert.

Danach erfolgte die Zentrifugation bei 15000rpm fir 10min in der Eppendorfzentrifuge. Der
Uberstand wurde verworfen, das Sediment mit 70%igem Ethanol von mitgefallten Salzen
gereinigt. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Alkohol abgesaugt. Das Sediment wurde in
TE oder H,O aufgenommen.
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2.2.11 Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen
(Sambrook et al.,1989; Kapitel 5.3)

Bei den eingesetzten Restriktionsendonukleasen handelte es sich um Enzyme, die spezifische
palindromische Basensequenzen einer Doppelstrang-DNA erkennen und die DNA an dieser
Stelle schneiden, wobei Uberlappende Enden entstehen. Diese Sequenzen haben im
allgemeinen eine Lange von 4-6 Basenpaaren.

Verwendet wurden diese Enzyme in einer Konzentration von 1-5 Einheiten pro ug DNA in den

zugehorigen Puffern. Der Verdau erfolgte bei 37°C flir mindestens 1h.

2.2.12 DEPC-Behandlung zur Inhibition von RNAsen

(Sambrook et al.,1989; Kapitel 7.30)

DEPC (Diethylpyrocarbonat) wurde als potenter, aber auch sehr giftiger RNAse-Inhibitor zur
Behandlung aller, in Experimente mit RNA involvierter, Gegenstande und Lésungen eingesetzt.
Diese wurden dazu fir mindestens 2h bei Raumtemperatur in einer 0,05%igen DEPC-L&sung
eingeweicht bzw. mit derselben versetzt. AnschlieBend wurden sie autoklaviert, wobei auch das
DEPC selbst zerstort wird.

2.2.13 In-vitro-Transkription

Um Transkripte definierter L&nge zu erhalten, mull die Template-DNA vor der
Transkriptionsreaktion mit einem geeigneten Restriktionsenzym linearisiert werden. Ansonsten
erhdlt man heterogene Transkripte bis zu mehrfacher Plasmidlange. Die verwendeten
rekombinierten Plasmide wurden mit Hilfe der Enzyme MLU1, BamH1 und Pst1 verdaut. 1ug
der linearisierten DNA wurden mit 20 Einheiten T7-RNA-Polymerase, 10nmol ATP, CTP, UTP,
2nmol GTP, 5 Einheiten M7G(5')ppp(5°)G (Capping-Reagenz), 12,5 Einheiten RNAse-Inhibitor
und 2ul Transkriptionspuffer (Boehringer Mannheim) versetzt. Der Reaktionsansatz mit einem
Gesamtvolumen von 20ul wurde fir 1h bei 37°C inkubiert. Durch Behandlung (15min Inkubation
bei 37°C) des Ansatzes mit 5 Einheiten DNAse1, RNAse frei wurde die Matritzen-DNA entfernt.
Die Reaktion lie3 sich durch Erhitzen auf 65°C stoppen.

Das Cap, mit dem die synthetisierte RNA versehen wurde, diente dazu, das Andocken der RNA
an die Ribosomen des Retikulozytenlysats im nachfolgenden Translationsschritt zu erleichtern.

Die Transkripte wurden anhand der Gelelektrophorese auf ihre GréRe hin untersucht.
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2.2.14 In-vitro-Translation

(Krawetz et al.,1983)

Die Translation der mRNA erfolgte mit Hilfe eines zellfreien Protein-synthetisierenden Systems,
dem Retikulozytenlysat vom Kaninchen (Boehringer Mannheim). Hierbei wird mRNA in

Gegenwart einer radioaktiv-markierten Aminosaure in Protein Ubersetzt.

Translations-Reaktionsgemisch: 312,5 uM aller 19 Aminosauren (auf3er Methionin)
37,5 mM Fruktose-1,6-biphosphat
30 M cAMP
125 mM GTP

100 mM Creatinphosphat
6,25 mM Spermidin

25 mM Dithiothreitol
250 mM HEPES (pH7,6)

Die Markierung erfolgte durch [*°S]-Methionin (10uCi/Ansatz). Als optimal fiir den Einbau der
radioaktiv markierten Aminosaure wurde eine Endkonzentration von 50mM Kaliumacetat und
1mM Magnesiumacetat ermittelt. Dazu wurden 2ul des oben beschriebenen Translations-
Reaktionsgemisches sowie 2ul des Transkriptionsansatzes pipettiert, was fiir eine wirksame
Stimulation der Translation ausreichend war. Steigende Mengen an Transkriptionsansatz
fuhrten zur Reduktion der Translationsaktivitdt, was auf das im Uberschufl vorhandene
m7G(5‘)ppp(5‘)G und Magnesium zurickzufiihren war. Dem Translationsgemisch mit einem
Gesamtvolumen von 15ul wurden 10ul des frisch aufgetauten Retikulozytenlysates hinzugefugt.
Die Inkubation erfolgte bei 30°C Uber 90min.

Das Translatat wurde Uberprift durch das Auftragen eines Aliquots auf ein SDS-Gel. Nach der
Elektrophorese wurde das Gel zunachst in einer Losung aus Ethanol, Wasser und Essigsaure
im Verhaltnis 25:65:10 fir 30min fixiert. Danach erfolgte die Behandlung mit Amplify, einem die
Radiolumineszenz verstarkenden und konservierenden Reagenz, flr weitere 20min. Das Gel
wurde daraufhin getrocknet und einem Réntgenfilm gegentliber exponiert.

Uber die mittels der Autoradiographie jetzt auf dem Gel lokalisierbaren Banden konnte dann

das Translationsergebnis im Szintillationszahler quantifiziert werden.

-23-



2.2.15 Quantifizierung der radioaktiven Zerfalle im Szintillationszahler

Der fur das Auszahlen der radioaktiven Zerfélle benutzte Szintillationsz&hler stammte von der
Firma BECKMANN Typ LS 7000.

Die Banden der translatierten Proteine, die mit Hilfe der Autoradiographie im SDS-Gel lokalisiert
werden konnten, wurden ausgeschnitten und in ein 20ml Szintillationsgefal® gegeben. 10ml
einer Szintillationsflissigkeit (RotiSzint Eco Plus, Firma Roth), die aus einem Lésungsmittel wie
z.B. PPO (2,5-Diphenyloxazol) und einem fluoreszierenden Molekul wie POPOP (1,4-bis(5-
phenyloxazol-2yl)benzene) zusammengesetzt ist, wurden hinzugefiigt. Diese beiden Stoffe
werden durch die p-Strahlung des Translatats angeregt, woraufhin die angeregten
fluoreszierenden Molekile Licht emittieren. Dieses Licht wird in einem Photonenverstarker
(PMT=Photomultiplier-Tube) verstarkt und danach in elektrische Energie umgewandelt.

In Abhangigkeit von Verunreinigungen oder Farbstoffen in den einzelnen Proben ist die
Ubertragung der kinetischen Energie der [*°S]-Strahlung auf die fluoreszierenden Molekiile
unterschiedlich grol3. Die Zahltechnik beruht aber auf eben dieser Energielibertragung, deren
Effizienz gemessen wird. Dazu wird von dem Zahler fir jede Probe mittels eines eingebauten
Radioaktivitatsstandards der sogenannte H-Wert ermittelt, ein Maly fir den Unterschied
zwischen gemessener und tatsachlicher Radioaktivitat. Jedem H-Wert entspricht dann ein mit
Hilfe einer ,Quenchkurve® ermittelter Wert, der angibt, wieviel Prozent der tatsachlichen
Zerfallsmenge gemessen worden ist.

Um die Hintergrundaktivitdt des Zahlgerates, vor allem im Bereich des Photonenverstarkers,
quantifizieren und mit den Melwerten in Einklang bringen zu kdénnen, wurden auflerdem fir

jede Messung drei Leerwerte bestimmt.

2.3 Biochemische Methoden

2.3.1 Proteinextraktionsversuche am Herz mit Hilfe unterschiedlicher Salzlésungen

Mannliche Wistar-Ratten (2-3 Monate alt) wurden durch zervikale Dislokation getotet, die
Herzen wurden entnommen und bei 37°C fur 30min in PBS inkubiert. Mehrere
Herzmuskelstickchen mit einem Durchmesser von etwa 3mm wurden dem Ventrikel
entnommen und unter fortwdhrender Kihlung in 5ml PBS homogenisiert (Braun
Homogenisator). Zum Schutz vor Degradierung der Proteine wurden der Ldsung
Proteaseinhibitoren zugesetzt (Aprotinin 1ug/ml; Leupeptin 0,5ug/ml; Pepstatin 0,7ug/ml; PMSF
1mM). Gleiche Aliquots (200ul) des Homogenats wurden bei 3000g fiir 10min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das Sediment in jeweils 1ml unterschiedlicher Salzlésungen
resuspendiert. Folgende Salzlésungen in 10mM Phosphatpuffer (pH 7,4) wurden eingesetzt:

140mM NaCl als Kontrollexperiment, eine 1M KCI-Lésung, eine Lésung von NaSCN in den
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Konzentrationen 1M, 2M und 4M und 1-, 2- und 4-molare Harnstofflésungen. Anschliel3end
wurden die Homogenate fir 15min bei 37°C im Wasserbad inkubiert und 10min bei 3000g
abzentrifugiert. Dieser Extraktionsvorgang wurde einmal wiederholt. Das Sediment wurde mit
SDS-haltigem Probenpuffer (s.u.) versetzt und so die Proteine durch SDS denaturiert.
Anschlielend wurden Aliquots von den Sedimenten auf ein SDS-Gel aufgetragen. Mittels
Immunreplikanalyse wurden nun die Mengen ausgewahlter Proteine, namlich Aktin, a-Actinin,
aB-Crystallin und Desmin in den einzelnen Sedimenten bestimmt. Daraus ergab sich der Grad
der Extrahierbarkeit der einzelnen Proteine durch die verschiedenen Salze bzw. deren

unterschiedliche Konzentrationen.

2.3.2 Bestimmung der Gesamtproteinmenge nach Bradford

Eine Mdglichkeit der Bestimmung der Konzentration einer Proteinldsung ist die Methode nach
Bradford (1976). Es wurden dazu 20ul der Proteinlésung in eine Plastikklvette pipettiert und
1ml Bradfordreagenz hinzugefligt. Dieses bildet mit Proteingruppen einen blauen Komplex, der
mit Hilfe des Photometers bei A=595nm quantifiziert wurde. Standardisierte BSA-Proben

wurden fir die Erstellung einer Eichkurve verwendet.

2.3.3 Amidoschwarz-Proteinbestimmung

Diese Methode der Bestimmung der Proteinkonzentration beruht auf der Bindung von
Amidoschwarz an freie N-terminale Proteingruppen. Auf diese Weise kann auch die
Konzentration von denaturiertem Protein bestimmt werden, so z.B. bei Proben mit hohem
Salzgehalt oder in Anwesenheit von Detergenzien und SDS. Auch auf Tragermaterialien wie
Nitrozellulose immobilisierte Proteine sowie Proteinagglomerate werden mit dieser Methode
erfalit.

2.3.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

(Anderson und Peterson,1981)
Mittels der Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden geldste

Proteine ihrer GroRe nach aufgetrennt.

Probenpuffer (3x): 125,000 mM  Tris-HCI (pH®6,8)
10,000 % Glycerin
2,000 % SDS
0,001 % Bromphenolblau
0,500 % Dithiothreit
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Gelelektrophoresepuffer (5x): 70,0 mM SDS
125,0 mM Tris
72 % Glycerin (w/v)

Durch Bindung an SDS werden die Proteine negativ geladen und denaturiert, so dass sie in
gestrecktem Zustand das Gel durchwandern.

Die Proteinldsungen wurden vorher im Verhaltnis 2:1 mit Probenpuffer (3x) versetzt und 5min
bei 95°C erhitzt.

Ein Minigel der GroRe 6x8cm setzte sich zusammen aus dem Trenngel, fir das eine
Polyacrylamidkonzentration von 10 bzw. 13% gewahlt wurde, und dem ca. 1,5cm breiten
Sammelgel mit einer Polyacrylamidkonzentration von 5%, das sich dem Trenngel nach oben hin
anschlof3.

Das Sammelgel wurde mit einer Spannung von 80V durchlaufen, das Durchlaufen des

Trenngels erfolgte bei 200V.

2.3.5 Gesamtproteinfiarbung der Polyacrylamidgele

(Anderson und Peterson,1981)
Im Anschluf® an die Gelelektrophorese wurden die Proteingele bei Raumtemperatur fir 30min
mit einer Coomassie Blau enthaltenden Farbelésung gefarbt. Der Hintergrund wurde

anschlieBend mit einer Entfarbeldsung entfarbt.

Farbeldsung: 0,25 % Coomassie Blau G-250
45,00 % 2-Propanol
10,00 % Essigséaure

Entfarbelésung: 10,00 % Essigséaure
750 % 2-Propanol

2.3.6 Immunreplikanalyse

(Towbin,1979; Burnette,1981)
Bei diesem Verfahren werden die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf Nitrozellulose
Uberfihrt.

Anodenpuffer1: 30,00 mM Tris
20,00 % Ethanol
Anodenpuffer2: 25,00 mM Tris

20,00 % Ethanol
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Kathodenpuffer: 25,00 mM Tris
55,30 mM Aminocapronsaure
20,00 % Ethanol

Es wurde ein Semi-dry-Verfahren angewendet. Fir den Proteintransfer wurde ein
Elektrotransferapparat (BioRad, Miinchen) benutzt sowie mehrere Lagen Whatman-Papier, das
in den oben beschriebenen Puffern getrankt wurde. Die Stromstarke belief sich auf 0,78mA pro
cm? Nitrozellulose bei einer Transferzeit von 90-180 min abhangig von der GréRe der zu
transferierenden Proteine. Die Proteinbanden wurden mittels PonceauS-Farbung auf der
Nitrozellulose sichtbar gemacht, die einzelnen Spuren konnten nun ausgeschnitten werden. Die
Ponceau-Farbung lie® sich durch PBS entfernen, die Nitrozellulosestreifen wurden dann bei
Raumtemperatur fir 3h mit 5% Magermilch abgesattigt.

AnschlieRend erfolgte die Inkubation der Nitrozellulose jeweils mit den verschiedenen
Erstantikdrpern bei 4°C Uber Nacht. Die einzelnen Erstantikbrper wurden dabei wie folgt
eingesetzt (die Verdiinnung erfolgte mit 5%iger Magermilch in PBS-Tween 0,1%):
Anti-a-Actinin-Antikérper vom Kaninchen (polyklonal): 1:1500

Anti-aB-Crystallin-Antikdrper vom Kaninchen (polyklonal): 1:1500

Anti-pan-Aktin-Antikérper von der Maus (monoklonal): 1:1000

Anti-Desmin-Antikérper vom Kaninchen (polyklonal): 1:1500

Die Nitrozellulose wurde dreimal fur 5min mit PBS-Tween 0,05% gewaschen und im Anschluf}
daran 1h bei Raumtemperatur mit einem Zweitantikdrper inkubiert. Diese Zweitantikérper von
der Ziege, die gegen das Fc-Fragment des jeweiligen Erstantikbrpers gerichtet waren, wurden
in einer Verdiunnung von 1:3000 in 5%iger Magermilch eingesetzt. Nach dieser zweiten
Inkubation wurde die Nitrozellulose erneut nach dem obigen Schema gewaschen. Die
verwendeten Zweitantikorper sind gekoppelt an eine Peroxidase, durch die Luminol mit Hilfe
eines bestimmten Katalysators (ECL-Detection-Kit, Amersham, Braunschweig) oxidiert und
H.O, reduziert wird. Die dabei freigesetzten Lichtquanten kénnen Réntgenfilme schwarzen.
Unspezifische Bindungsereignisse konnten durch eine Behandlung der Nitrozellulose mit
Hochsalzpuffer und Harnstoffpuffer fiir jeweils 5min reduziert werden.

Als Referenzwerte wurden Proteinstandards fir die SDS-Gelelektrophorese der Firma
Boehringer Mannheim verwendet. Diese Proteine sind biotinyliert und wurden, wie unten
beschrieben, Uber die Bindung an Streptavidin-Peroxidase-Komplex und die damit verbundene

Moglichkeit, Luminol unter Emission von Licht zu spalten, nachgewiesen.
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2.3.7 Gradienten-Gelelektrophorese

Proteine mit einem sehr hohen Molekulargewicht wie z.B. Titin mit einem Molekulargewicht von
3 Millionen kdénnen mit herkdmmlichen SDS-Gelen aufgrund ihrer GréRe nicht aufgetrennt
werden. Die Porengrdfe ist so klein, dass das Protein nicht in das Gel hineinlaufen kann. In
diesem Fall verwendeten wir lineare Gradientengele (2-13% Acrylamid, 0,5%
N,N‘Methylenbisacrylamid). Die geringe N,N‘Methylenbisacrylamidkonzentration bzw. die
dadurch bedingte geringere Quervernetzung der Acrylamidmolekile ermdglicht es, dass auch
Molekiile von der Grolke Titins die Poren passieren und damit im Gel elektrophoretisch
aufgetrennt werden kénnen.

Der Gradient (2-13%) wurde hergestellt unter Verwendung einer Pumpe der Firma Gieson, die
die beiden verwendeten 2 und 13%igen Polyacrylamidldsungen unter Ausbildung eines nach

oben hin abnehmenden Gradienten in die Gelkammer pumpte.

2.3.8 Biotinylierung von Proteinen

Biotin-N-hydroxysuccimidester (Biotin-NHS) ist ein aktivierter Ester, der mit Aminogruppen
Peptidbindungen eingeht. Proteine weisen insbesondere am N-Terminus und an den basischen
Aminosauren Lysin und Arginin Aminogruppen auf. Die Aminogruppen bedingen, dass diese
Aminosauren bei neutralem pH gréRtenteils protoniert vorliegen. Fiir den nukleophilen Angriff
der Amine an dem Ester ist jedoch eine hohe negative Ladungsdichte am Stickstoffatom
notwendig, das bedeutet, dass die Aminogruppen in der deprotonierten Form vorliegen missen,
was in leicht basischem Milieu der Fall ist.

1ml der jeweiligen Proteinldsung wurde gegen 25mM Boratpuffer (pH8,5) dialysiert.
AnschlieRend wurde sie mit einem zehnfachen UberschuR an Biotin-NHS versetzt und fiir 2h
bei Raumtemperatur unter kontinuierlicher Durchmischung inkubiert. Dieser Vorgang wurde
einmal wiederholt. Die Reaktion wurde mit 10yl gesattigter Glycinlésung oder 50ul 1M

Ammoniumchlorid abgestoppt. Es folgte die Dialyse der Proteinlésung gegen PBS.

2.3.9 Herstellung von Dot-Blots fiir Bindungsassays

Dot Blots entsprechen auf Nitrozellulose aufgetropften Proteinen. Fir das Auftropfen der
Proteine wurde ein Auftropfdosiergerat der Firma Keutz (Reiskirchen, Deutschland) verwendet,
das die entsprechenden Proteine mittels leichten Wasserstrahlvakuums in die Nitrozellulose
saugte. Farbung der Nitrozellulose mit PonceauS diente zur Erfolgskontrolle. Nach Entfarben
der Nitrozellulose mit PBS wurde sie fur 3h bei Raumtemperatur mit 5%iger Magermilch
abgesattigt.

Fir die Proteinbindungsstudien zwischen aB-Crystallin und den in vitro translatierten

Titinsequenzabschnitten wurden aB-Crystallin sowie BSA (als Negativkontrolle) in einer Menge
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von jeweils 2ug auf der Nitrozellulose vorgelegt. Die Inkubation mit den in vitro translatierten,
radioaktiv. markierten Titin-Domanen sowie mit dem translatierten oB-Crystallin (als
Positivkontrolle) erfolgte bei 37°C fir 15min, dabei wurden identische Mengen (Quantifizierung
der Zerfélle im Szinitillationszahler) an translatiertem Protein eingesetzt. Fur die in-vitro-
Bindungsassays zwischen biotinyliertem aB-Crystallin und den zytoskeletalen Proteinen Aktin,
Desmin, Titin sowie oB-Crystallin und BSA (als Negativkontrolle) wurde jeweils eine
Proteinmenge von 2,5ug auf der Nitrozellulose immobilisiert. Die Dot Blots wurden 15min lang
bei 37°C mit biotinyliertem aB-Crystallin in einer Konzentration von 5ug/ml inkubiert.

Im Anschluf® daran wurden die Dot Blots dreimal 20min mit PBS gewaschen, um unspezifische
Bindungsereignisse zu reduzieren. Bei den Proteinen, mit denen die Inkubation vorgenommen
wurde, handelte es sich zum einen um Proteine, die durch in-vitro-Translation hergestellt und
dabei radioaktiv markiert worden waren. Zum anderen wurden gereinigte Proteine eingesetzt,
die zuvor biotinyliert worden waren. Damit war die Maoglichkeit gegeben, stattgefundene
Bindungsereignisse durch eine durch radioaktiven Zerfall bedingte Schwarzung des
Rontgenfilms zu detektieren. Die Bindung biotinylierter Proteine wurden nach 1h Inkubation der
Dot Blots mit einem Streptavidin-Peroxidase-Komplex in einer Verdinnung von 1:1000 bei
Raumtemperatur mit Hilfe des ECL-Detection-Kit (Amersham,UK) nachgewiesen.

Dabei reagiert Biotin mit Streptavidin eines Streptavidin-Peroxidase-Komplexes, so dass uber
diesen Komplex biotinylierte Proteine gebunden werden kénnen. Die Peroxidase kann aufgrund
ihrer Fahigkeit, Luminol in 3-Aminophthalat umzuwandeln - eine Reaktion, bei der Lichtquanten
freigesetzt werden - nachgewiesen werden. Katalysiert wurde diese Reaktion durch 30l

30%igen Wasserstoffperoxids.

2.4 Immunzytochemie

241 Charakterisierung der Bindungsaffinitat verschiedener Proteine anhand von

Kroystatschnitten

Mannliche Wistar-Ratten (2-3 Monate alt) wurden durch zervikale Dislokation getotet, die
Herzen wurden entnommen und zur Simulation einer Ischamie fir 30min bei 37°C in PBS
inkubiert. Aus der Ventrikelregion wurden Gewebebléckchen mit einem Durchmesser von ca.
5mm entnommen, die in flissigem Stickstoff eingefroren wurden. Bei einem Teil der Herzen
wurde die Gewebeentnahme direkt nach dem Tod der Ratten vorgenommen. Diese
Gewebeproben dienten Kontrollzwecken. Bei dem Rest der Tiere war vor die Gewinnung der
Blockchen eine 30min Ischamieperiode vorgeschaltet.

Am Kryostat vom Typ2800, Frigocut E der Firma Reichert-Jung, NuRloch wurden bei —20°C
5um dicke Schnitte der Herzmuskulatur angefertigt und auf Objekttrager aufgebracht. Im

direkten Anschlul daran, ohne dass die Kryostatschnitte bereits zu sehr angetrocknet waren,

-29.-



wurden diese der Behandlung mit verschiedenen Salzlésungen unterzogen, welche die
Extraktion der Herzmuskelproteine zum Ziel hatte. Auf diese Weise sollte die Bindungsstarke
von aB-Crystallin an den Myofibrillen naher charakterisiert werden.

Folgende Salzlésungen wurden dazu verwendet: 140mM NaCl als physiologische Kontrolle, 1M
KCl, 0,5, 1 und 2M NaSCN und 1 und 2M Harnstoff jeweils in 11mM Phosphatpuffer (pH 7,4)
gelost.

Die Kryostatschnitte wurden bei 37°C dreimal fiir je 20min mit der jeweiligen Salzlésung (je 1ml)
inkubiert. Danach wurden sie bei Raumtemperatur fur 30min mit BSA in NGS 1% abgesattigt,
um unspezifischen Bindungsereignissen der Antikorper vorzubeugen. Anschlief3end erfolgte die
Inkubation mit dem Erstantikbrper Uber Nacht bei 4°C (10ul/Schnitt). Die verwendeten
Erstantikdrper waren gegen die im Bereich der Z/I-Region vorkommenden Proteine oB-
Crystallin, a-Actinin, Aktin, Desmin und Titin (T12-Epitop) gerichtet. Dabei wurden sowohl
Einzel- als auch Doppelinkubationen vorgenommen.

Die einzelnen Antikdrper in den eingesetzten Konzentrationen sind im Folgenden dargestellt:
aB-Crystallin-Antikdrper (Kaninchen) (affinitatsgereinigt): konzentriert bis 1:2
a~Actinin-Antikérper (Kaninchen): 1:30

Desmin-Antikérper (Kaninchen): 1:75

Titin-Antikdrper (Maus): 1:150

Aktin wurde Uber die Bindung an Rhodamin-Phalloidin nachgewiesen, das in einer Verdinnung
von 1:10 eingesetzt wurde. Nach dreimaligem Waschen der Kryostatschnitte fur jeweils Smin
mit PBS, wurde der Zweitantikérper von der Ziege bei Raumtemperatur fir 45min hinzugefiigt.
Dieser Zweitantikorper war gegen das Fc-Fragment des Erstantikorpers gerichtet und an
verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt.

Die gegen die Erstantikdrper von Kaninchen und Maus gerichteten Antikbrper wurden in einer
Verdinnung von 1:300 (in PBS) verwendet. Wiederum wurden die Schnitte dreimal 5min lang
mit PBS gespllt und anschlieRend unter Verwendung von 60% Glycerol/40% PBS und Zusatz
von 1,5% N-Propyl-Gallat (Ausbleichschutz) eingedeckt. Das zur Beurteilung benutzte

Fluoreszenzmikroskop war vom Typ Olympus BHS 2.

2.4.2 Affinitatsreinigung von Antikorpern

Mit Hilfe dieser Methode wurden gegen aB-Crystallin gerichtete Immunglobuline aus
Immunseren vom Kaninchen gereinigt.

Dazu wurde aB-Crystallin mittels eines Auftropfdosiergerates auf Nitrozellulose aufgetropft. Die
so auf Nitrozellulose eingetrockneten oB-Crystallin-Tropfen wurden ausgeschnitten und in
EppendorfgefaBen mit 1ml des Antikdrperserums bei 4°C Uber mehrere Tage unter

fortwahrender Durchmischung inkubiert. Die gebundenen Immunglobuline wurden dann in 56°C
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warmen PBS fir ca. 30min von der Nitrozellulose abgeldst (Drenckhahn et al.,1993). Dieses

Vorgehen wurde mehrmals wiederholt.

2.4.3 Immunelektronenmikroskopie

Biopsien von ischamischem Schweineherz (Ischdmie durch Koronararterienastligatur;
Golenhofen et al.,1999) wurden in einer Mischung aus 2% (v/v) Formaldehyd (frisch hergestellt
aus Paraformaldehyd) und 0,1% (v/v) Glutaraldehyd in PBS (pH:7,4) fur 2h fixiert. Nach
dreimaligem Waschen in PBS fir jeweils 15min wurden die Gewebestiickchen in einer
aufsteigenden Ethanolreihe entwassert: jeweils 5min in 30%, 50%, 70%, 90% und 96% Ethanol
sowie im Anschluf® daran dreimal 10min in absolutem Ethanol.

Das Gewebe wurde in Gelatinekapseln in LR-White-Kunstharz eingebettet. Die Polymerisation
erfolgte bei 4°C unter UV-Licht (360nm) fur 2-3 Tage.

Von dem in LR-White-Kunstharz eingebetteten Gewebe wurden mit einem Mikrotom
Ultradiinnschnitte von 70nm Dicke angefertigt und auf Nickelnetze (3,05mm) aufgebracht. Von
dem Fixationsvorgang stammende freie Aldehydgruppen wurden durch Inkubation mit einer
0,05 molaren Glycinlésung (in PBS) fir 15min inaktiviert. Unspezifische Proteinbindungsstellen
wurden bei Raumtemperatur fir 30min mit einem Puffer bestehend aus 5% BSA, 0,1% Fisch-
Gelatine, 5% NGS in PBS abgesattigt.

Die Inkubation mit dem Erstantikdrper (anti-aB-Crystallin vom Kaninchen der Firma StressGen,
Kanada) erfolgte iber Nacht bei 4°C, bei einer Verdiinnung von 1:100 in Inkubationspuffer. Vor
der Inkubation mit dem Zweitantikbrper wurde das Gewebe sechsmal fiir jeweils 5min in
Inkubationspuffer gewaschen.

Als Zweitantikdrper wurden Ziege-anti-Kaninchen-lImmunglobuline verwendet, die an
Goldpartikel mit einem Durchmesser von 0,8nm adsorbiert waren. Die Inkubation erfolgte fur
zwei Stunden bei Raumtemperatur, der Zweitantikdrper wurde mit Inkubationspuffer 1:40
verdiinnt. Wieder wurde das Gewebe sechsmal 5min in Inkubationspuffer gewaschen, danach
dreimal 5min in PBS und anschlieBend 5min mit 2% Glutaraldehyd in PBS nachfixiert. Im
Anschlu} daran wurde eine Silberverstarkung nach Danscher durchgefiihrt (Danscher et
al.,1981). Dazu wurde das Gewebe 30min bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt mit einer Lésung
inkubiert, die sich wie folgt zusammensetzt: 3g Gummi Arabicum in 6ml H,O, 0,255¢g
Zitronensaure(H,0) und 0,235g Natriumzitrat (2xH,O) in 1ml H,O und 0,085g Hydrochinon in
1,5ml H,O wurden gemischt und anschlielend wurden 1,5ml einer Silbersalzlésung zugegeben
(0,01095g Silberlaktat in 1,5ml H,0).

Die Doppelkontrastierung erfolgte mittels 20min Inkubation in 2% Uranylazetat in H,O und

anschlieender Inkubation fir 10min in 0,2% Bleizitrat in H,O.
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3  Ergebnisse

3.1 Ultrastrukturelle Lokalisation von aB-Crystallin im ischdmischen Herzen mit Hilfe

der Elektronenmikroskopie

Unter physiologischen Bedingungen liegt aB-Crystallin in Kardiomyozyten zytosolisch vor,
wohingegen aB-Crystallin unter Ischamie an die Myofibrillen bindet. Um den exakten
Bindungsort zu identifizieren, wurden Ultradinnschnitte von ischamischem Schweineherz
angefertigt, die mit einem polyklonalen aB-Crystallin-Antikérper inkubiert und anschlie3end
Immunogold-markiert wurden. Die Goldmarkierung wurde nach Danscher (Danscher et
al.,1981) silberverstarkt.

Abbildung 6 zeigt eine Lokalisation der Goldkdrner in der I-Bande der Myofibrillen. Die aB-
Crystallin-lmmunmarkierung ist jedoch nicht gleichmafRig Uber die ganze I|-Bande verteilt,
sondern auf eine Zone parallel zur Z-Scheibe etwa in der Mitte der halben |-Bande begrenzt.
Diese Zone entspricht dem Bereich, der als N-Linie bezeichnet wird.

Als myofibrillare Bindungspartner von aB-Crystallin kommen somit in erster Linie |1-Banden
Proteine wie Aktin oder Titin in Betracht. Z-Scheiben-Proteine, wie z.B. a-Actinin, treten damit in
der Frage nach dem Hauptbindungspartner von aB-Crystallin in den Hintergrund bzw. kénnen
als solche ausgeschlossen werden.

Neben der Markierung der I|-Banden durch oB-Crystallin-Antikérper erscheinen auch die

Desminfilamente immunmarkiert.
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Abb. 6: Immunogold-Markierung fir aB-Crystallin eines Ultradlinnschnittes vom ischamischen
Schweineherz. Das aB-Crystallin-immunsignal ist in einer Zone parallel zur Z-Scheibe in der I-

Bande der Myofibrillen lokalisiert. Balken=0,5um.

3.2 Charakterisierung der Bindung von aB-Crystallin an ischamische Myofibrillen

mittels histochemischer Methoden

Um Anhaltspunkte Uber die Bindungsstirke des Stressproteins aB-Crystallin an kardiale
Myofibrillen unter Ischamie zu erhalten, wurden Gefrierschnitte vom Rattenherzen nach globaler
Ischamie mit hochmolaren Salzlésungen und chaotropen Substanzen (1M KCI, 0,5M NaSCN,
1M NaSCN, 2M NaSCN, 1M Harnstoff, 2M Harnstoff und 4M Harnstoff) behandelt.

oaB-Crystallin und die Zytoskelettproteine o-Actinin, Desmin, Aktin und Titin wurden
anschlieend immunhistochemisch dargestellt.

Abbildung 7a zeigt eine Immunmarkierung fir aB-Crystallin in einem mit Kontrollésung (140mM
NaCl) behandelten Gefrierschnitt. Man sieht das fir aB-Crystallin unter Ischamie typisch
quergestreifte Muster (Markierung der I-Bande). Nach Behandlung der Schnitte mit 1M KCI,
0,5M NaSCN, 1M und 2M Harnstoff (Abb. 7b,c,f,g) ist keine Veranderung des Farbemusters
erkennbar. 1M NaSCN (Abb. 7d) flhrt zu einem unregelmafiger quergestreiften Muster, 2M
NaSCN und 4M Harnstoff (Abb. 7e,h) zu einer diffusen bis fehlenden Immunmarkierung von
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aB-Crystallin. Die Bindung von aB-Crystallin (bzw. die Proteine, an die aB-Crystallin gebunden

ist) wurde unter diesen Bedingungen offensichtlich zerstort.

Abb. 7: Immunfluoreszenzfarbungen fiir aB-Crystallin an 5um dicken Kryostatschnitten des
ischamischen Rattenherzens nach Behandlung mit verschiedenen hochmolaren Salzlsungen
und chaotropen Substanzen. Behandlung der Schnitte mit 11mM Phosphatpuffer plus (a)
140mM NaCl, (b) 1M KCI, (c) 0,5M NaSCN, (d) 1M NaSCN, (e) 2M NaSCN, (f) 1M Harnstoff,
(g9) 2M Harnstoff, (h) 4M Harnstoff, Inkubation mit Antikérpern gegen aB-Crystallin. Die
myofibrillare Bindung von aB-Crystallin zeigt sich resistent gegentuber Behandlung mit 1M KClI,
1M NaSCN und 2M Harnstoff-Lésung. Durch 2M NaSCN- und 4M Harnstoff-Lésung kann die
Bindung zerstort werden. Balken=10um.
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a~Actinin, Desmin und Titin verhielten sich ahnlich wie aB-Crystallin. Aktin hingegen war nach
Behandlung mit 0,5M und 1M NaSCN nicht mehr nachweisbar.
Die Ergebnisse der Immunmarkierung fir die zytoskeletalen Proteine a-Actinin, Desmin, Aktin

und Titin sind in Tabelle 1 zusammengefalit.

11mM aB-Crystallin | a-Actinin Desmin Aktin Titin
Phosphatpuffer

+140mM NaCl ++ ++ ++ ++ ++
+1M KClI ++ ++ ++ ++ ++
+0,5M NaSCN ++ + + - ++
+1M NaSCN + (+) + - +
+2M NaSCN - - - — _
+1M Harnstoff ++ + + (+) ++
+2M Harnstoff + +) +) +) +
+4M Harnstoff - - - — —

Tab. 1: Tabellarische Auswertung der Immunfarbung von aB-Crystallin und verschiedener
Zytoskelettproteine nach Behandlung von Gefrierschnitten ischamischer Rattenherzen mit
hochmolaren Salzlésungen und chaotropen Substanzen. aB-Crystallin, a-Actinin, Desmin und
Titin verhalten sich ahnlich: sie zeigen sich resistent gegeniber Behandlung mit 1M KCI, 1M
NaSCN, und 2M Harnstoff. Erst bei Behandlung mit 2M NaSCN sowie 4M Harnstoff erhalt man
keine regulare Immunmarkierung mehr fur die genannten Proteine. Aktin wird bereits durch
0,5M NaSCN-Lésung vollstdndig aus den Myofibrillen extrahiert, es kommt als in vivo-
Bindungspartner fur aB-Crystallin nicht in Betracht, da aB-Crystallin unter diesen Bedingungen

myofibrillar gebunden bleibt.

Die myofibrillare Bindung von aB-Crystallin ist somit resistent gegentiber 1M KCI, 1M NaSCN
und 2M Harnstoff. Erst 2M NaSCN oder 4M Harnstoff fuhren zum Verschwinden von aB-
Crystallin. Unter diesen Bedingungen erhalt man aber auch keine regulare Immunmarkierung
fr a-Actinin, Desmin und Titin, d.h. es kommt hier offensichtlich zu einer Strukturschadigung
der Myofibrillen. Aktin wird bereits bei 0,5M NaSCN vollstédndig extrahiert.

Der Erhalt der myofibrillaren Bindung von oB-Crystallin unter Bedingungen (0,5M und 1M
NaSCN), die zu einer kompletten Extraktion von Aktin aus den Myofibrillen flihren, zeigt, dass
Aktin als in vivo-Bindungspartner flir aB-Crystallin nicht in Betracht kommt.

Parallel zu diesen Untersuchungen wurden Gefrierschnitte von Biopsien nach experimentell
induziertem Myokardinfarkt am Schwein mit 0,5 M NaSCN und 2M Harnstoff behandelt. Die

behandelten Schnitte wurden dann fir aB-Crystallin und die I-Banden-Proteine Aktin bzw. Titin
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doppelimmunmarkiert. Abb. 8a,b zeigt dabei eine regelrechte I-Banden-Immunmarkierung far
aB-Crystallin sowie fur Aktin nach Behandlung der Schnitte mit physiologischer Kontrolldsung.
0,5M NaSCN-Lo6sung fihrt zu keiner erkennbaren Veranderung der aB-Crystallin-Farbung, die
Aktin-Immunmarkierung ist jedoch unter diesen Bedingungen nicht mehr nachweisbar (Abb.
8c,d). Die Immunmarkierung fir Titin wurde durch diese Behandlung nicht beeintrachtigt. Sogar
Behandlung der Schnitte mit 2M Harnstoff flihrte zu keiner Veranderung der Titindarstellung
und nur zu leichten UnregelmaRigkeiten des Farbemusters fiir aB-Crystallin (Abb. 8e,f). Die
Ergebnisse, die bei Versuchen am ischdmischen Rattenherz (30min globale Ischamie)
gewonnen wurden, konnten so auch am in-vivo-Infarktmodell sowie am Gewebe einer anderen
Spezies bestéatigt werden. Die Bindung von aB-Crystallin, Desmin, a-Actinin und Titin zeigte
sich resistent gegen Extraktion mittels 1M NaSCN und 2M Harnstoff. Aktin hingegen lie3 sich
durch 0,5M und 1M NaSCN von den Myofibrillen extrahieren.
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Abb. 8: Doppelimmunfluoreszenzfarbungen fiir aB-Crystallin und Aktin bzw. fiir aB-Crystallin
und Titin in 5um dicken Kryostatschnitten des ischamischen Schweineherzens nach
Behandlung mit veschiedenen hochmolaren Salzlésungen und chaotropen Substanzen. (a),(b),
(c),(d) Doppelimmunmarkierung fir aB-Crystallin und Aktin, (e),(f) fir Titin und aB-Crystallin.
Behandlung der Schnitte mit 11mM Phosphatpuffer plus (a),(b) 140mM NacCl, (c),(d) 0,5M
NaSCN, (e),(f) 2M Harnstoff. aB-Crystallin und Titin zeigen sich resistent gegenuber
Behandlung mit 0,5M NaSCN- und 2M Harnstoff-Lésung. Aktin wird bereits durch 0,5M NaSCN-

Losung vollstandig extrahiert. Balken=10um.
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3.3 Biochemische Charakterisierung der Bindung von aB-Crystallin an ischamische

Myofibrillen

Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden durch eine zweite, biochemische
Methode, die Immunreplikanalyse, erganzt. Myofibrillare Fraktionen von ischamischem
Herzmuskelgewebe der Ratte wurden mit den oben aufgeflihrten hochmolaren Salzlésungen
bzw. chaotropen Substanzen behandelt. Die extrahierten Myofibrillen-Fraktionen wurden mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und die entsprechenden
Zytoskelettproteine durch Inkubation mit dem jeweiligen Antikérper dargestellt. Dabei lie3 sich
der Grad der Extrahierbarkeit der einzelnen Proteine durch die verwendeten Lésungen anhand
der Intensitat der erhaltenen immunreaktiven Banden abschatzen. Diese Experimente wurden
sowohl bei Raumtemperatur als auch bei einer Temperatur von 37°C durchgefiihrt. Die in den
beiden Versuchsansatzen erzielten Resultate waren vergleichbar.

Abbildung 9d zeigt eine Immunreplikanalyse fir aB-Crystallin von den verschiedenen
extrahierten Myofibrillen-Fraktionen. Man erkennt immunreaktive Banden in der Héhe von
21kD. Dabei unterscheidet sich die Intensitat der einzelnen immunreaktiven Banden nach
Behandlung mit 1M KCI, 0,5M und 1M NaSCN sowie 1M Harnstoff nicht von der Intensitat der
Bande des Kontrollversuchs (PBS-Inkubation). Erst nach Behandlung mit 4M Harnstoff Ia[3t sich
eine deutliche Reduktion der aB-Crystallin-Bande erkennen. In Abb. 9a und b sind die
immunreaktiven Banden nach Inkubation mit a-Actinin- bzw. Desmin-Antikdrpern dargestellt.
Die Banden erschienen auf einer Héhe von 95kD sowie 53kD, welche den molekularen Massen
von a-Actinin bzw. Desmin entsprechen. Die Intensitat der immunreaktiven Banden verhielt sich
dabei in Bezug auf die jeweils eingesetzten Extraktionsldsungen ahnlich wie bei der
Immunmarkierung fir aB-Crystallin: Die Intensitat der Banden flr a-Actinin und Desmin nach
Behandlung mit sowohl 1M KCI, als auch 0,5M und 1M NaSCN sowie 1M Harnstoff war
vergleichbar mit der Intensitat der Bande unter Kontrollbedingungen. Nur nach Behandlung mit
0,5M NaSCN zeigte a-Actinin eine etwas starkere Extrahierbarkeit, d.h. eine leichte
Abschwachung der immunreaktiven Bande im Vergleich zu dem Kontrollversuch. Der
Extraktionsversuch mit 4M Harnstoff fihrte sowohl bei a-Actinin, als auch bei Desmin zu einer
deutlichen Reduzierung der Immunmarkierung. Abb. 9c zeigt die Immunmarkierung mittels
polyklonalem Antikdrper flr Aktin (Banden bei 42kD). Die Behandlung mit 1M KCI fihrt bei
Betrachtung der Aktin-Immunmarkierung nur zu einer geringen Reduktion der Starke der
immunreaktiven Bande, der Einsatz 1M-Harnstofflosung fuhrt zu keiner Intensitadtsdnderung im
Vergleich zu der Bande aus dem Kontrollversuch. Nach Einsatz von 0,5M und 1M NaSCN-
sowie 4M-Harnstofflésungen war eine Aktinimmunmarkierung nicht mehr nachweisbar.

Diese biochemischen Untersuchungen bestatigen die immunhistochemischen Experimente. Die
myofibrillare Bindung von aB-Crystallin ist ebenso wie die von a-Actinin und Desmin resistent
gegeniber 1M KCI, 1M NaSCN und 2M Harnstoff. Aktin jedoch ist durch NaSCN von den

Myofibrillen extrahierbar und scheidet somit als in vivo Bindungspartner fiir aB-Crystallin aus.
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Abb. 9: Immunreplikanalysen myofibrillarer Fraktionen von ischamischem Herzmuskelgewebe
der Ratte nach Behandlung mit verschiedenen hochmolaren Salzlésungen und chaotropen
Substanzen. Behandlung des Gewebes mit 11mM Phosphatpuffer plus (Spur 1) 140mM NaCl,
(Spur 2) 1M KCI, (Spur 3) 0,5M NaSCN, (Spur 4) 1M NaSCN, (Spur 5) 1M Harnstoff, (Spur 6)
4M Harnstoff. Inkubation der Immunreplikanalysen mit Antikbrpern gegen (a) o-Actinin, (b)
Desmin, (c) Aktin, (d) aB-Crystallin. aB-Crystallin, a-Actinin und Desmin sind resistent
gegeniber Behandlung mit 1M KCI, 1M NaSCN und 2M Harnstoff. Sie werden nur durch 4M
Harnstoff extrahiert. Aktin hingegen ist bereits durch 0,5M NaSCN-L6ésung vollstandig

extrahierbar.
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3.4 Assoziation von oB-Crystallin mit nativem, aus dem Schweineherz praparierten
Titin
Um eine Assoziation von aB-Crystallin mit Titin unter kardialer Ischamie zu untersuchen, wurde
Titin in nativer Form aus ischamischen Schweineherzen prapariert (Arbeitsgruppe Golenhofen,
Wiirzburg) und auf enthaltenes aB-Crystallin hin untersucht. Die Titinpraparation wurde mittels
Gradientengelelektrophorese aufgetrennt. In dem anschlieBend mit Coomassieblau G-250
gefarbten Gel wird das extrahierte Titin in einer deutlichen Bande mit einer Lauthdhe von etwa
3000kD dargestellt (Abb. 10a). Im Vergleich dazu wurde auch das Myofibrillen-Homogenat vor
Extraktion elektrophoretisch aufgetrennt und mit Coomassieblau gefarbt. Neben der Titinfraktion
(Bande bei 3000kD) werden in diesem Gel auch andere myofibrillare Proteinkomponenten
sichtbar, hauptsachlich Myosin (Bande bei 200kD) und Aktin (Bande bei 42kD) (Abb.10a).
Anschlielend wurde die praparierte Titinfraktion mittels Immunreplikanalyse auf gebundenes
aB-Crystallin hin untersucht. Dazu wurde die Titinfraktion erneut elektrophoretisch aufgetrennt,
die enthaltenen Proteine wurden auf Nitrozellulose transferiert und mit polyklonalem oB-
Crystallin-Antikérper inkubiert. Als Kontrolle wurde natives, aus der Rinderlinse extrahiertes aB-
Crystallin aufgetragen. Abbildung 10b zeigt den Immunoblot, auf dem zwei auf gleicher Hohe,
namlich bei 21kD, laufende Banden dargestellt sind. Die 21kD-Bande auf der linken Spur
entspricht dabei dem gereinigten aB-Crystallin, das als Kontrolle aufgetragen wurde. Die in
gleicher Hohe lokalisierte immunreaktive Bande auf der rechten Spur entspricht dem oB-
Crystallin, das bei der Titinpraparation zusammen mit Titin extrahiert wurde und erst unter den
Gelelektrophoresebedingungen von Titin geldst wurde. Das Ergebnis dieser Immunreplik deutet
auf eine Bindung von aB-Crystallin an Titin hin, die bei den milden Extraktionsbedingungen der

Titinpraparation erhalten bleibt.
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Abb. 10: Assoziation von aB-Crystallin mit gereinigten Titinfraktionen. (A) Coomassie-gefarbtes
Gradientengel (2-13%) des Myofibrilenhomogenats vor Titinextraktion (Spur 1) sowie der
extrahierten Titinfraktion (Spur 2). Das extrahierte Titin erscheint in einer deutlichen Bande mit
einer Laufhdhe von 3000kD. (B) Immunreplikanalyse (15% Acrylamid-Gel) der Titinpraparation
(Spur 2) sowie von aB-Crystallin als Kontrolle (Spur 1) inkubiert mit anti-aB-Crystallin-
Antikorper. Die Immunreplikanalyse der Titinfraktion zeigt eine immunreaktive Bande in Hohe

von 21kD, die dem aB-Crystallin entspricht, das zusammen mit Titin extrahiert wurde.

3.5 Proteinbindungsstudien zwischen aB-Crystallin und verschiedenen zytoskeletalen
Proteinen

Das in nativer Form aus ischamischem Schweineherzen praparierte Titin wurde desweiteren fir

Bindungsstudien zwischen Titin und aB-Crystallin verwendet. Dazu wurde die Titinfraktion in

einer Menge von 2,5ug auf Nitrozellulose immobilisiert. Vergleichend wurden die zytoskeletalen

Proteine Aktin und Desmin sowie BSA (als Negativkontrolle) ebenfalls mit 2,5ug auf

Nitrozellulose vorgelegt. Gereinigtes aB-Crystallin aus der Linse diente als Positivkontrolle, da
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die a-Crystalline Homo- und Heterooligomere ausbilden. Fir den Bindungsassay wurde die
Nitrozellulose 15min bei 37°C mit biotinyliertem aB-Crystallin in einer Konzentration von 5ug/ml
inkubiert und gebundenes biotinyliertes oB-Crystallin erfolgte Uber einen Streptavidin-
Peroxidase-Komplex mit Hilfe eines ECL-Detection-Kits nachgewiesen (Abb. 12).

Es zeigt sich eine deutliche Bindung des biotinylierten aB-Crystallins an das aufgereinigte Titin
sowie an Desmin. Das biotinylierte aB-Crystallin bildet mit dem immobilisierten a.B-Crystallin
aus der Rinderlinse Oligomere aus. Die Bindung ist als deutliche Reaktion erkennbar. Eine
Bindung von aB-Crystallin an das BSA 141t sich nicht nachweisen.

aB-Crystallin kann somit in vitro an Titin (gereinigt aus ischamischem Herzen) binden. oB-

Crystallin bindet in diesem in-vitro-Assay auch an Desmin.

BSA
aB-Crystallin
Titin

g Desmin

Abb. 11: In-vitro-Bindungsstudien zwischen biotinyliertem oB-Crystallin und verschiedenen
zytoskeletalen Proteinen. Biotinyliertes aB-Crystallin zeigt eine Bindung an das aufgereinigte,
native Titin. Ebenso bindet es an Desmin sowie an lentikulares oB-Crystallin

(Oligomerenbildung). Eine Bindung an das Protein BSA kann nicht nachgewiesen werden.

3.6 In-vitro-Translation verschiedener Domanen des Titin-Molekiils sowie von aB-

Crystallin

Die I-Banden-Lokalisation von aB-Crystallin im ischamischen Herzen, der Nachweis von aB-
Crystallin in gereinigten Titinfraktionen aus ischamischen Herzen sowie der Ausschluf® von
Aktin als myofibrillaren Bindungspartner fuhren zu der Arbeitshypothese, dass Titin als

Bindungspartner fur oB-Crystallin anzusehen ist. Bestimmte Sequenzabschnitte des
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Titinmoleklls im |-Banden-Bereich sowie einige Z-Scheiben-Doméanen von Titin stellen
mogliche Angriffspunkte fur aB-Crystallin in seiner Funktion als chaperone dar.

Diese Domanen wurden fir Bindungsstudien mit aB-Crystallin eingesetzt. Dazu wurden die
cDNAs der verschiedenen Titinsequenzabschnitte von humanem Titin sowie die cDNA von
kardialem oB-Crystallin vom Schwein amplifiziert und mit Hilfe eines Retikulozytenlysats vom
Kaninchen in vitro translatiert sowie durch Einbau von [35S]-Methionin radioaktiv markiert. Ein
Aliquot wurde durch SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Autoradiographie weiter analysiert. Die
eingebaute Radioaktivitdt wurde anschlieBend im Szintillationszahler quantifiziert, um die
Menge des synthetisierten Proteins zu messen. Das war Voraussetzung fiir die folgenden
Versuche, bei denen identische Mengen (Zerfalle) der Translatate eingesetzt wurden.

In Abb. 12 sind die in vitro translatierten und mittels SDS-PAGE aufgetrennten Titindomanen
bzw. das aB-Crystallin autoradiographisch dargestellit.

Auf der ersten Spur ist eine deutliche autoradiographische Bande auf der Héhe von 21kD zu
erkennen. Sie entspricht dem in vitro translatierten aB-Crystallin. Auf den Spuren zwei bis vier
wurden verschiedene in vitro translatierte Z-Scheiben-Doméanen von Titin aufgetragen. Die
Domaéanen Z6/Z27 (Spur2; 273 AS lang) zeigen eine autoradiographische Bande bei 30kD. Die
auf der Hohe von 28kD laufende Bande auf Spur drei stellt die Doméanen Z8/29 (256 AS) dar.
Die Doméanen Z10/I1 (342 AS) sind auf der Spur vier zu erkennen. Sie lauft in der Hoéhe von
37,6kD. Spur funf zeigt die autoradiographische Bande einer der beiden untersuchten I-
Banden-Abschnitte S54/S56 (292 AS) auf der Hohe von 32,1kD. Die letzte Spur stellt die
Autoradiographie der I-Banden-Domanen 118/120 (466 AS) dar, mit einer Laufhéhe von 51,2kD.

I s

aB-Cry 26/Z7 Z8/79 Z10/11 S54/S56 118/120

Abb. 12: Autoradiographie der in vitro translatierten Titin-Domanen und des in vitro
translatierten aB-Crystallins. Die autoradiographischen Banden sind jeweils auf der Laufhdhe

der translatierten Proteine zu erkennen (Spur 1) aB-Crystallin (21kD), (Spur 2) Titin-Domanen
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Z6Z7 (30kD), (Spur 3) Titin-Domanen Z8Z9 (28kD), (Spur 4) Titin-Domanen Z10I1 (37,6kD),
(Spur 5) Titin-Domanen S54-56 (32,1kD), (Spur 6) Titin-Domanen 118-120 (51,2kD).

3.7 Proteinbindungsstudien zwischen oB-Crystallin und in vitro translatierten
Titinsequenzabschnitten

Die Bindung der verschiedenen in vitro translatierten Titindomanen aus dem Z-Scheiben-
Bereich und aus der I-Bande wurde an immobilisiertem aB-Crystallin (Linse, Rind) untersucht.
Fir die Bindungsassays wurde aB-Crystallin mit einer Menge von 2ug auf der Nitrozellulose
vorgelegt. Die Inkubation mit den radioaktiv markierten, in vitro translatierten Titindomanen
erfolgte bei 37°C fur 15min. Die biologische Aktivitdt des Translationsproduktes wurde durch
Bindung von in vitro translatiertem, kardialen aB-Crystallin an immobilisiertes, gereinigtes aB-
Crystallin aus der Linse Uberpruft (aB-Crystallin bildet Oligomere). Als Negativkontrolle fur die
Bindungsstudie diente BSA.

Die Autoradiogramme der mit dem radioaktiv markierten oB-Crystallin bzw. den radioaktiv
markierten Titindomanen inkubierten Dot Blots sind in Abb.13 dargestellt.

Auf dem ersten Dot Blot-Streifen, der mit radioaktivem aB-Crystallin Uberschichtet wurde, ist
eine deutliche Bindung des radioaktiven aB-Crystallins an das immobilisierte aB-Crystallin zu
erkennen. Das als Negativkontrolle verwendete BSA bindet hingegen das hinzugegebene oB-
Crystallin nicht: der Dot Blot bleibt autoradiographisch negativ. Die Autoradiogramme der Dot
Blot-Streifen zwei bis sechs zeigen das Ergebnis der Bindungsstudien zwischen oB-Crystallin
und den einzelnen Titindoméanen: weder fiir die Z-Scheiben-Doméanen des Titin Z6/27, Z8/Z9
und Z10/11 (Dot Blots 2-4), noch fiir die in der I-Bande gelegenen Sequenzabschnitte des Titin
S54/S56 und 118/120 (Dot Blots 5+6) kann eine Bindung an immobilisiertes aB-Crystallin

nachgewiesen werden; alle Dot Blots sind autoradiographisch negativ.
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oB-Cry

aB-Cry

BSA

oB-Cry Z6/Z7 2Z8/Z9 Z10/11 S54/S56 118/120

Abb. 13: Bindungsstudien zwischen verschiedenen in vitro translatierten Titin-Domé&nen und
aB-Crystallin (Autoradiogramm). Dot-Blot-Streifen (aB-Crystallin und BSA) Uberschichtet mit
(Spur 1) aB-Crystallin, (Spur 2) Titin Z6Z7, (Spur 3) Titin Z829, (Spur 4) Titin Z10I11, (Spur 5)
Titin S54-56, (Spur 6) Titin 118-120. Das Autoradiogramm zeigt eine aB-Crystallin-aB-Crystallin-
Oligomerbildung, eine Bindung des radioaktiven aB-Crystallins an die verschiedenen

translatierten Titin-Domanen konnte nicht nachgewiesen werden.

Der Nachweis einer Bindung von oB-Crystallin an isolierte Titindoménen war durch diese
Bindungsstudien somit nicht mdglich. Diese Negativergebnisse schlielen jedoch eine
Assoziation von Titin und aB-Crystallin in vivo unter Ischamie nicht aus. Es ware denkbar, dass
die translatierten Domanen nicht die korrekte 3D-Konfiguration aufweisen, dass Kofaktoren (wie
sie unter Ischamie vorliegen) benétigt werden oder dass die Bindung an an dieser Stelle nicht
untersuchten Domanen stattfindet, die fiir die Bindungsstudien nicht ausgewahlt worden waren
(siehe Diskussion).
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4 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, die durch Ischdmie ausgeléste Bindung des
Stressproteins aB-Crystallin an kardiale Myofibrillen naher zu charakterisieren.

Stressproteine kdnnen unter Ischamie zytoprotektive Funktionen ibernehmen, so z.B. auch im
Herzen ischamischen Schadigungen entgegenwirken (Marber et al.,1993). aB-Crystallin wird zu
der Gruppe der kleinen Stressproteine gerechnet und kommt im Herzen konstitutiv in sehr
hoher Konzentration vor (1-2% der loslichen Proteine) (Golenhofen et al.,1998). Diese
Eigenschaft macht oB-Crystallin zu einem geeigneten Kandidaten fir einen sofortigen,
syntheseunabhangigen Protektionsmechanismus. Ein Hinweis auf eine Kkardioprotektive
Funktion von oB-Crystallin wurde durch Uberexpression von oB-Crystallin in kultivierten
Kardiomyozyten erhalten. Unter simulierter Ischamie zeigten aB-Crystallin-Uberexprimierende
Kardiomyozyten eine geringere Laktatdehydrogenase-(LDH)-Abgabe als  Kontroll-
Kardiomyozyten (Martin et al.,1997).

Unter kardialer Ischdmie kommt es zu einer Phosphorylierung des aB-Crystallins sowie zu einer
vollstandigen Translokation des aB-Crystallins vom Zytosol an die Myofibrillen, insbesondere in
den Bereich der Z-/I-Region des Sarkomers (Golenhofen et al.,1998). Im Rahmen dieser Arbeit
lokalisierten wir aB-Crystallin durch immunelektronenmikroskopische Untersuchungen unter
Ischamie in der I-Bande der Myofibrillen in Hohe der N-Linien und zeigten, dass aB-Crystallin in

der I-Bande hdchstwahrscheinlich mit Titin interagiert.

Lokalisation von aB-Crystallin im Sarkomer

Ultrastrukturell konnte aB-Crystallin im ischamischen Herzen durch Immunogoldmarkierung in
einer Linie parallel zur Z-Scheibe in der Mitte der halben |-Bande lokalisiert werden. Eine Zone,
die auch als N-Linie bezeichnet wird.

Immunfluoreszenz-Untersuchungen beschrieben eine Lokalisation von oB-Crystallin in der Z-
Scheiben-Region sowohl im Skelettmuskel (Atomi et al.,1991), als auch in Kkultivierten
Kardiomyozyten (Longoni et al.,1990a,b) und im ischamischen Herz (Kolokalisation mit o-
Actinin, Golenhofen et al.,1998). Diese Beobachtungen fiihrten zunachst zu der Hypothese
einer Assoziation von aB-Crystallin mit Proteinen der Z-Scheibe.

Bei Untersuchungen an ischamischer Herzmuskulatur vom Schwein mit stark gedehnten
Myofibrillen (Golenhofen et al.,1999) zeigte sich jedoch eine Lokalisation von aB-Crystallin zu
beiden Seiten der o-Actinin-lmmunmarkierung. Die hier durchgefiuhrten
elektronenmikroskopischen Untersuchungen ergaben eindeutig, dass der Bereich der Z-
Scheibe frei von aB-Crystallin ist.

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen am ischamischen Herzen, die fir

eine Z-Scheiben-Lokalisation von aB-Crystallin im Sarkomer sprechen, sind mdoglicherweise
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darauf zurtickzufuhren, dass durch die Ischamie Kontrakturen im Muskelgewebe entstehen, die
eine eindeutige Unterscheidung zwischen Z-Scheiben und I[-Banden-Region nicht mehr
zulassen.

Die Beobachtung der Untersuchungen von Longoni et al. (Longoni et al.,1990a,b), dass eine
aB-Crystallin-lmmunmarkierung an  kultivierten Kardiomyozyten auch schon unter
Kontrollbedingungen, d.h. ohne eine definierte Ischdmieperiode bzw. ohne Einwirkung
anderweitiger Stressfaktoren, auftritt, kdnnte dadurch erklart werden, dass eine oB-Crystallin-
Translokation (zumindest teilweise) schon nach sehr kurzer Ischdmiedauer zu finden ist. Somit
kénnte der bei der Praparation und weiteren Behandlung der Zellen auftretende und nicht zu
vermeidende Stress fir eine Translokation von oB-Crystallin ausreichend und damit fir die
Immunmarkierung von aB-Crystallin unter Kontrollbedingungen verantwortlich sein. Es ist auch
denkbar, dass Zellkulturbedingungen insgesamt Stressbedingungen schaffen, die zu einer

Translokation von aB-Crystallin an die Myofibrillen fuhren.

Mogliche myofibrillare Bindungspartner

Aus der Beobachtung, dass aB-Crystallin unter Ischamie eindeutig in der I-Bande zu beiden
Seiten der Z-Scheibe lokalisiert ist, a3t sich ableiten, dass in erster Linie die Komponenten der
I-Bande, d.h. Aktin und Titin, als Bindungspartner fir aB-Crystallin unter Ischdmie in Frage
kommen. Fir Aktin wurde gezeigt, dass es in vitro mit aB-Crystallin interagiert (Wang et
al.,1996). In den hier durchgefiihrten Experimenten zeigte sich Aktin weniger resistent
gegeniber der Behandlung mit chaotropen Substanzen (0,5M und 1M NaSCN) als oB-
Crystallin. Wahrend Aktin durch 0,5M und 1M NaSCN vollstandig aus den Myofibrillen extrahiert
wurde, blieb die Bindung von aB-Crystallin an die Myofibrillen unverandert erhalten. Aufgrund
dieses Ergebnisses ist Aktin als in vivo-Bindungspartner von aB-Crystallin auszuschlief3en.
Desweiteren konnte beobachtet werden, dass oB-Crystallin sehr stark an ischamische
Myofibrillen gebunden ist (die Bindung ist resistent gegenliber 1M KCI, 1M NaSCN und 2M
Harnstoff) und erst durch Substanzen, die mit der Zerstérung der myofibrillaren Integritat
einhergehen (4M Harnstoff), extrahierbar wird. Die ebenfalls untersuchten, zytoskeletalen
Proteine o-Actinin, Desmin und Titin wiesen hinsichtlich der Extrahierbarkeit durch die
verschiedenen verwendeten Substanzen mit aB-Crystallin vergleichbare Ergebnisse auf.

Da Aktin als in vivo-Bindungspartner von oB-Crystallin ausgeschlossen werden konnte, wurde
die Arbeitshypothese aufgestellt, dass der myofibrillare Bindungspartner von aB-Crystallin das
Protein Titin ist. Titin liegt als ein monomeres Filament vor, dass das halbe Sarkomer von der Z-
Scheibe bis zur M-Linie durchspannt. Funktionell werden ihm wichtige elastische Eigenschaften
zugeschrieben, die u.a. fir die Ruhespannung des Muskels verantwortlich sind (Erickson et
al.,1997). Um eine mogliche Bindung von aB-Crystallin an Titin naher zu untersuchen, wurde
Titin unter milden Reinigungsbedingungen aus ischamischen Herzen prapariert (Trinick et

al.,1984), welche eine Assoziation von Titin mit aB-Crystallin nicht beeintrachtigen sollte. Es
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stellte sich heraus, dass die angereicherte Titinfraktion aB-Crystallin als Kontamination enthielt,
so dass zumindest eine Assoziation von gereinigtem Titin aus ischamischen Herzen und oB-
Crystallin angenommen werden muf}. Diese Hypothese einer Assoziation von aB-Crystallin und
Titin wird unterstitzt durch die Ergebnisse weiterer Versuche, in denen eine Bindung von
gereinigtem oaB-Crystallin an das aufgereinigte Titin unter in vitro-Bedingungen gezeigt werden
konnte. Hierzu muf® angemerkt werden, dass die angereicherte Titinfraktion neben der
Kontamination mit aB-Crystallin auch Verunreinigungen mit Aktin, Desmin und Myosin aufwies.
Diese Proteinverunreinigungen waren jedoch so gering, dass nicht davon auszugehen ist, dass
sie fur die Bindung von aB-Crystallin verantwortlich sind.

Bindungsstudien zwischen verschiedenen, in vitro translatierten Titindomanen und aB-Crystallin
waren jedoch negativ. Trotzdem ist dadurch keine Interaktion von aB-Crystallin mit Titin in vivo
ausgeschlossen. Es gibt mehrere Griinde, die fur dieses Negativergebnis in der Bindungsstudie
verantwortlich sein kdnnten: Zum einen wurden nur einige der bekannten und klonierten
Titindomanen der Z-/I-Region fir die Bindungsversuche verwendet. Neben Domanen des
Ubergangs der Z-Scheibe zur |-Bande waren das sowohl die in der I-Bande gelegene PEVK-
Domane als auch repetitive Immunglobulin-Domanen (Gautel et al.,1996a,b; Labeit et al.,1995).
So kann eine Bindungsstelle fir aB-Crystallin auch in anderen Sequenzabschnitten des
Titinmoleklls vermutet werden, die z.T. heute noch nicht kloniert sind. Es existieren z.B.
verschiedene Spleilvarianten von Titin in verschiedenen Typen der Muskulatur, die sich in der
Léange der PEVK-Domaéane, der Anzahl der Ig-Doménen oder durch das Auftreten bestimmter,
spezifischer Sequenzen, der N2A und N2B-Domanen, voneinander unterscheiden (Labeit et
al.,1995). Die N2A-Domane kommt sowohl im Skelettmuskel, als auch in der Herzmuskulatur
vor, die N2B-Domane hingegen ist Herzmuskel-spezifisch. Neueren Untersuchungen zur Folge
soll die N2B-Domane an den elastischen Eigenschaften des Titin-Molekils beteiligt sein
(Trombitas et al.,1999). Beide Sequenzabschnitte, sowohl die N2A-, als auch die N2B-Sequenz,
waren als mdéglicher Bindungspartner fir aB-Crystallin denkbar. Eine zweite Moéglichkeit dafiir,
dass in vitro keine Proteininteraktionen nachweisbar sind, besteht darin, dass die
dreidimensionale Struktur der translatierten Domanen nicht mit ihrer dreidimensionalen Struktur
in vivo Ubereinstimmt. Und drittens mull bei der Interpretation der Ergebnisse der
Bindungsstudien in Betracht gezogen werden, dass aB-Crystallin in vivo erst unter Ischdmie an
die Myofibrillen transloziert und dort bindet. Die Signalwege und mdglichen posttranslationalen
Modifikationen, die die Translokation und Bindung von aB-Crystallin an die |-Banden der
Myofibrillen steuern, sind noch unbekannt. Aullerdem kdnnten auch bestimmte, bisher nicht
bekannte Adapterproteine fiir die Bindung von aB-Crystallin an die Myofibrillen notwendig sein.
Es wurde beschrieben, dass die Bindungsaffinitat von aB-Crystallin in vitro zu Aktin und
Myofibrillen sowohl von der Temperatur als auch von dem pH abhéangig ist. Leicht saures Milieu
(pH 6,5) und Hitzeschock (45°C) flhren zu einem Anstieg der Bindungsaffinitat (Chiesi et
al.,1990; Bennardini et al.,1992; Nicholl et al.,1994). In den hier durchgefiihrten Versuchen liel3
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sich eine derartige Abhangigkeit der Bindungsaffinitat von aB-Crystallin von den physikalischen
Bedingungen jedoch nicht nachweisen. Ebenso ist zu diskutieren, inwieweit die unter Ischamie
auftretende Phosphorylierung von oB-Crystallin fir seine Eigenschaft als ,molecular chaperone*
von Bedeutung ist bzw. seine Bindungsaffinitdt zu Zytoskelettkomponenten beeinflussen
vermag. Das in den Bindungsstudien verwendete lentikuldre a.B-Crystallin weist jedoch ahnliche
posttranslationale Modifikationen auf wie kardiales aB-Crystallin unter Ischamie.

Diese Erodrterung macht deutlich, dass die Mechanismen, die zur myofibrillaren Translokation
unter Ischamie fihren, zum gréRten Teil noch unbekannt sind und auch in dieser Untersuchung
nicht naher charakterisiert werden konnten. Das hier verwendete in vitro-System scheint somit
fur die Untersuchung der in vivo-Bindungspartner von aB-Crystallin nicht geeignet zu sein. Auch
im Hefe-2-Hybrid-System konnten lediglich Interaktionen von aB-Crystallin mit aB-Crystallin
(Oligomerisierung), mit aA-Crystallin und Hsp27 beobachtet werden (Boelens et al.,1998).
Interaktionen von aB-Crystallin mit Desmin und Vimentin konnten nicht gezeigt werden, obwohl
eine Assoziation von oB-Crystallin mit Intermediarfilamenten in vivo nachgewiesen werden
konnte (Djabali et al.,1997). Das Hefe-2-Hybrid-System und die hier durchgefihrten in vitro-
Bindungsstudien stellen somit moglicherweise die physiologische Situation dar, in der aB-
Crystallin zytosolisch vorliegt und keine Bindung mit myofibrillaren Proteinen eingeht.

Es wird also deutlich, dass zunachst der genaue Mechanismus der oB-Crystallin Bindung
Gegenstand der weiteren Forschung sein muf}, um erfolgreich in vitro-Bindungsstudien
zwischen oB-Crystallin  und seinen myofibrilldren Bindungspartnern unter Ischamie

durchzuflihren.

Die in anderen Studien vermutete Bindung von aB-Crystallin an Desmin im Herzen konnte in
dieser Untersuchung bestatigt werden und steht nicht im Widerspruch zu einer Interaktion von
aB-Crystallin mit Titin. Wie bereits oben ausgefuhrt war eine Assoziation von aB-Crystallin in
vitro mit Aktin, Desmin, Vimentin und GFAP (Nicholl et al.,1994; Bennardini et al.,1992) sowie in
vivo unter Stressbedingungen eine Bindung an Vimentin und Peripherin (Djabali et.al.,1997)
nachgewiesen worden. Die genaue Funktion dieser Intermediarfilamente ist unbekannt,
insgesamt wird ihnen jedoch eine passive mechanische Funktion im Sinne eines zellularen
Stltzgerlstes zugeschrieben, das u.a. im Herzen die Myofibrillen und andere Zellbestandteile in
Position halt und um die Z-Scheibe herum lokalisiert ist. Es existieren anscheinend mehrere
Bindungsstellen fir oB-Crystallin im Sarkomer, eine im Bereich der Z-Scheibe
(Intermediarfilamente) und eine im Bereich der |-Bande. Eine wichtige funktionelle Bedeutung
von aB-Crystallin fur die regelrechte Anordnung von Intermediarfilamenten leitet sich aus der
Tatsache ab, dass eine Mutation des aB-Crystallin-Gens zur Aggregation von Desmin fihrt
(Perng et al.,1999). Desweiteren wird beim Menschen eine Mutation des aB-Crystallin-Gens flr
eine Myopathie und Kardiomyopathie, die mit einer Koaggregation von oB-Crystallin und

Desmin einhergeht, verantwortlich gemacht (Vicart et al.,1998).
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Neben Titin als Interaktionspartner fir aB-Crystallin im Bereich der I-Bande muf} auch noch ein
anderes Protein als moglicher Bindungspartner fiir aB-Crystallin in Betracht gezogen werden:
Nebulette. Nebulette ist eine fir das Herz spezifische, verklirzte Form des Nebulin, die von der
der Z-Scheibe bis in die I-Bande hineinreicht (Moncman et al.,1995). Da keine gegen das
Protein Nebulette gerichteten Antikorper verfligbar waren, konnte eine mogliche Bindung von

aB-Crystallin an Nebulette nicht weiter untersucht werden.

Zusammenfassend haben die durchgefiihrten Untersuchungen gezeigt, dass eine Interaktion
von oB-Crystallin mit dem myofibrillaren Protein Titin unter Ischamie als sehr wahrscheinlich
anzunehmen ist. Der endglltige Beweis fiir eine Bindung von aB-Crystallin an Titin in vivo steht
jedoch noch aus, was in der Hauptsache darauf zuriickzufiihren ist, dass der genaue
Mechanismus der myofibrillaren Bindung von a.B-Crystallin noch nicht bekannt ist.

Der I-Banden Bereich von Titin wéare ein sehr interessanter Angriffspunkt fir aB-Crystallin als
»,molecular chaperone®, da die verschiedenen Protein-Doméanen der [-Bande (Immunglobulin-,
PEVK-, N2B-Domanen) fur die elastischen Eigenschaften des Molekuls verantwortlich sind.
Unter pathophysiologischen Bedingungen koénnte oB-Crystallin hier seine Funktion als
chaperone erfiillen, indem es sowohl bei der Riickfaltung als auch bei der Stabilisierung der
Titin-Domanen beteiligt ist, und auf diese Weise einer myofibrillaren Schadigung

entgegenwirken.
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5 Zusammenfassung

Prolongierte Ischdmieperioden des Herzens fihren zu struktureller Schadigung der
Kardiomyozyten, d.h. einer Desorganisation und Zerstdrung des Kkontraktilen und
plasmalemmalen Zytoskeletts, welche sich final durch Verlust an Kontraktilitdét und Ruptur der
Plasmamembran manifestieren. Stressproteine kdnnen an die Komponenten des Zytoskelettes
binden und durch Konformationsschutz der ischamischen Schadigung entgegenwirken. In
vorangegangenen Untersuchungen wurde gezeigt, dass es unter Ischamie zu einer
Translokation des konstitutiv in hoher Konzentration vorkommenden kardialen Stressproteins
aB-Crystallin vom Zytosol an die Myofibrillen kommt. Dabei fiihren bereits kurzdauernde
Ischdmieperioden zu einer kompletten Umverteilung von oB-Crystallin in die Z/I-Region des
Sarkomers. Es war das Ziel dieser Arbeit, diese Bindung von aB-Crystallin an Strukturproteine
im Z/I-Banden Bereich naher zu charakterisieren und oB-Crystallin ultrastrukturell zu
lokalisieren.

Durch Immunogoldmarkierung konnte aB-Crystallin ultrastrukturell im Herzen unter globaler
Ischdmie in einer Linie parallel zur Z-Scheibe etwa in der Mitte der halben |-Bande lokalisiert
werden. Diese Zone entspricht dem Bereich, der als N-Linie bezeichnet wird. In der Frage der in
vivo-Bindungspartner von aB-Crystallin waren daher in erster Linie Komponenten der |-Bande,
d.h. Aktin und Titin in Betracht zu ziehen. Z-Scheiben Proteine wie a-Actinin treten dagegen in
den Hintergrund. Um Anhaltspunkte Uber die Bindungsstérke des Stressproteins aB-Crystallin
an kardiale Myofibrillen unter Ischamie zu erhalten, wurden ischamische Myofibrillen aus dem
Rattenherz mit hochmolaren Salzlésungen und chaotropen Substanzen behandelt. Dabei
konnte eine sehr hohe Bindungsaffinitdt von oB-Crystallin an die Myofibrillen festgestellt
werden. Die myofibrillare Bindung zeigte sich resistent gegeniiber 1M KCI, 1M NaSCN und 2M
Harnstoff, erst 2M NaSCN und 4M Harnstoff, die eine Zerstérung der myofibrillaren Integritat
bewirken, vermégen die aB-Crystallin-Bindung zu I6sen. Aktin dagegen lie} sich bereits durch
0,5M NaSCN-L8sung von den Myofibrillen extrahieren, Bedingungen, unter denen oB-Crystallin
noch fest an die Myofibrillen gebunden blieb. Aktin scheidet somit als in vivo-Bindungspartner
von aB-Crystallin aus. Dieses Ergebnis immunhistochemischer Untersuchungen konnte auch
mit biochemischer Methodik (Immunreplikanalyse) verifiziert werden. Titin zeigte sich wie aB-
Crystallin resistent gegenliber den meisten der oben aufgefiihrten Salzlosungen. Eine deutliche
Extraktion von Titin aus den Myofibrillen konnte erst durch Behandlung mit 2M NaSCN sowie
4M Harnstofflosung beobachtet werden, das Extraktionsverhalten entsprach somit dem von a.B-
Crystallin. Einen Hinweis auf eine Assoziation von oB-Crystallin mit Titin lieferte der Nachweis
von aB-Crystallin in isolierten Titinfraktionen aus ischamischen Herzen. Der direkte Beweis flr
eine aB-Crystallin-Titin-Interaktion konnte im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht erbracht

werden. Bindungsstudien, die zwischen ausgewahlien nativen, in vitro translatierten
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Titindomanen und aus der Linse isoliertem aB-Crystallin durchgefiihrt wurden, waren negativ.
Dies ist moglicherweise dadurch bedingt, dass aB-Crystallin erst unter Ischamie mit Titin
interagiert und in vitro Kofaktoren benétigt werden. Durch eine Bindung an I-Banden Abschnitte
des Titinmolekils kdnnte aB-Crystallin eine kardioprotektive Funktion erflillen, indem es unter
Ischamie stabilisierend auf das Filamentsystem einwirkt.
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7 Benutzte Abkiirzungen

Abb.
ATP
BamH1
BSA
cDNA
cpm
DEPC
DNA
E. coli
EcoR1
EDTA
EtOH

Hind3
HSP

kb
kD

MLU
mM
mRNA
MW
nt
PAGE
PBS
PEVK
RNA
rem
SDS
wiv
Xba1
Xho1

Abbildung
Adenosin-5'-triphosphat
Bacillus amyloliquefaciens H1
Bovines Serum-Albumin
copy Desoxyribonucleic Acid
counts per minute
Diethylpyrocarbonat

Desoxyribonucleic Acid (Desoxyribonukleinsaure)

Escherichia coli
Escherichia coli RY13

Ethylendiamin-N,N,N‘,N‘-tetraessigsaure

Ethanol

Gravitation (Erdbeschleunigung)
Hamophilus influenca RD3

Heat Shock Protein

Immunglobulin

kilo Basen

kilo Dalton

molar

Micrococcus luteus

millimolar

messenger RNA (Boten-RNA)
molecular weight (Molekulargewicht)
Nukleotid
Polyacrylamidgelelektrophorese
Phosphatgepufferte Kochsalzldsung
Prolin, Glutaminsaure, Valin, Lysin
Ribonucleic Acid (Ribonukleinsaure)
rounds per minute

Sodiumdodecylsulfat

weight per volume (Gewicht pro Volumen)

Xanthomonas badrii

Xanthomonas holcicola
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