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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Einfithrung

Das Kalziumion (Ca”") spielt als sekundirer Botenstoff (second messenger) eine wich-
tige Rolle bei der intra- und extrazelluldren Signaliibermittlung im Organismus von
Saugetieren. Beispielsweise wurde bereits vor langer Zeit die Kalziumvermittelte Steue-
rung der (Herz-) Muskelkontraktion (siehe auch Kapitel 1.2.), der Freisetzung von Neu-
rotransmittern, von Sekretionsvorgdngen und unterschiedlichen Wachstums-, Prolifera-
tions- und Differenzierungsvorgingen entdeckt werden''?’. Dabei geht man davon aus,
dass viele Signalwege iiber eine feine Regulation der ortlichen (d.h. subzelluldren) Kal-
ziumkonzentration gesteuert werden®'%!'!-!12,

Wihrend die Konzentration an freiem, ionisiertem Kalzium (Ca*") des Extrazellular-
raum ([Ca’*],) mit 1,12-1,23 mmol/l angegeben wird, liegt die intrazellulire Konzen-
tration ([Ca®'];) einer Zelle im Ruhezustand mit 10-100 nmol/l bis zu 10.000-fach nied-
riger (siche Lehrbiicher der Physiologie'*’). Um sowohl diesen hohen Konzentrations-
gradienten aufrecht zu erhalten, als auch die zur Signaltransduktion erforderlichen Ca*"
-lonenstrome zu ermdglichen, bedarf die Zelle eines leistungsfahigen Instrumentariums
an lonenkanélen, Transportern, ATPasen und Ca”*"-bindenden Proteinen. Die wichtigs-
ten dieser Strukturen sind im Uberblick in Abbildung 1 am Beispiel einer Herzmuskel-

zelle zusammengefasst.
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L-Typ-Kanal

Abbildung 1: Kalziumhoméostase der Zelle. Dargestellt sind die Ca” -transportieren-
den Systeme einer Herzmuskelzelle und ihre intrazelluldre Lokalisation. PMCA: Plas-
mamembran Ca>"-ATPase (siehe Kapitel 1.3.); Na*-Ca**-X: Na'-Ca®"-Austauscher der

Plasmamembran33’121; SERCA: Ca’’-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulumsl%;

RyR: Ryanodin-Rezeptor’™; L-Typ-Kanal: Spannungs-abhingiger Ca*"-Kanal der

Plasmamembran'®’; Mi-Na*-Ca**-X: mitochondrialer Na'-Ca?’-Austauscher’**’; Mi-
Ca**-U: mitochondrialer C212+-Unip0rter24’25 ; SR: sarkoplasmatisches Retikulum; TZ:
terminale Zisterne des SR; TT: T-Tubulus; Cav: Caveola; CaM: Calmodulin67’109;
Ca’**-CaM: Ca’"-Calmodulin-Komplex; Ca$S: Calsequestrin®’; [Ca®*];: intrazellulire
Ca”*"-Konzentration; [Ca®"]o: extrazellulidre Ca**-Konzentration.

1.2. Rolle des Kalziums im Myokard

Die Basis der Herzaktion besteht in der kontrollierten, dosierten und koordinierten
Kontraktion aller Kardiomyozyten. Der vom Sinusknoten ausgehende Impuls wird iiber
ein spezielles Erregungsleitungssystem zu den durch gap junctions zu synzytialen Ver-
banden zusammengeschlossenen Herzmuskelzellen iibertragen. Wie im Skelettmuskel
kommt es im Rahmen der elektromechanischen Koppelung durch das {iber die Plasma-
membran laufende Aktionspotential zur Offnung der spannungsabhingigen Ca’*-Ka-
ndle. Die einstromenden Kalziumionen fiihren durch Bindung an den Ryanodin-Rezep-
tor zur zusétzlichen Kalziumfreisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (CIRC
= calcium induced release of calcium)'***>*°. Der Anstieg der [Ca®>']; im Bereich der

kontraktilen Filamente ermoglicht letztlich tiber eine Konformationsdnderung des Tro-
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ponin-Tropomyosin-Komplexes die Aktin-Myosin-Interaktion und somit die Muskel-
kontraktion.

Beendet wird die Kontraktion durch einen Abfall der [Ca®']; bis auf einen niedrigen dia-
stolischen Wert. Grundsitzlich kommen fiir diese Absenkung die in Abbildung 1 darge-
stellten Transportsysteme (PMCA, SERCA, Na'-Ca’"-Austauscher der Plasma-
membran) und Ca?*-bindende Proteine in Frage (Ubersicht in Riiegg 1992'?).

Anders als im Skelettmuskel, erfolgt im Herzmuskel die Steuerung der Kraftentfaltung
nicht neuronal (d.h. durch Ansteuern verschieden vieler motorischer Einheiten), sondern
durch eine Anpassung der [Ca®'];, so z.B. iiber einen B-adrenergen Signalweg, der G-
Protein/Proteinkinase A (PKA) vermittelt zur Phosphorylierung des L-Typ-Ca*"-Kanals
(mit erhéhter Offnungswahrscheinlichkeit) fiihrt'®%.

Unter pathologischen Umstidnden, wie z.B. chronisch hypoxischen Zustinden bei Herz-
hypertrophie oder koronarer Herzkrankheit, kann die Kalziumhomdostase verdndert
sein, wobei Verdnderungen in der Expression der [Ca®"];-regulierenden Strukturen ge-
funden wurden (Ubersicht in Swynghedauw'® und Dhalla*).

Neben der elektromechanischen Kopplung wird Kalzium auch mit anderen Funktionen
im Herzen in Verbindung gebracht. So gibt es Hinweise, dass Ca>" eine Rolle bei

Wachstums- und Differenzierungsvorgéngen von Kardiomyozyten eine Rolle spielt™®.

1.3. Die Plasmamembran-Ca**-ATPase (PMCA)

1.3.1. Allgemeine Eigenschaften

Die PMCA wurde erstmals 1966 von Schatzmann'’ in Erythrozyten beschrieben. Nach
bisherigem Wissen wird sie in praktisch allen eukaryontischen Zellen exprimiert, auch
in solchen, wie z.B. Myozyten und Neuronen, fiir die friiher der Na'-Ca®"-Austauscher
als das alleinige Ca’"-extrudierende System postuliert wurde'?’. In vielen Zellarten ist
sie jedoch das einzig bekannte Enzym fiir den Auswartstransport von Kalzium.

Die PMCA bildet nur einen geringen Bruchteil aller Membranproteine. In Erythrozyten,
die als besonders reich an dieser Pumpe gelten, wird ihr ein Anteil von ca. 0,01% -
0,1% an der Gesamtmenge an Membranproteinen zugeschrieben®*. Das entspricht etwa

700 PMCA-Molekiilen pro Erythrozyt.
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Wie alle P-Typ-ATPasen lisst sich die PMCA durch Orthovanadat und La** hemmen
und bildet wiahrend der ATP-Hydrolyse ein intermedidres Aspartylphosphat (im Gegen-
satz zu den anderen Pumpen steigt bei der Hemmung mit La’" jedoch der Anteil an
Phosphoenzym an, was oft zur Identifikation des Enzyms benutzt wurde). Obwohl dabei
eine Stochiometrie von 2 transportierten Ca**-Ionen pro hydrolysiertem ATP thermody-
namisch moglich wére, geht man heute davon aus, dass dieser Quotient in vivo 1,0 be-

138,122

tragt . Die Frage, ob dieser Transport elektroneutral vonstatten geht ist noch nicht

eindeutig geklart. Akzeptiert ist jedoch die Erkenntnis, dass Protonen (H') antiportiert
werden, wobei der Ca®" : H" Quotient zwischen 0,5 - 1,0 liegen diirfte'**'*%.

Weitere charakteristische Eigenschaften der PMCA sind ihre mannigfaltigen Regulati-
onsmechanismen in vivo und in vitro. Schon in den 70er Jahren konnte eine Aktivierung
der Pumpe durch direkte Interaktion mit Calmodulin (CaM) festgestellt werden’”’, wo-
bei es sich um einen kombinierten K,,- und V,.x-Effekt handelt. So konnte gezeigt wer-
den, dass der K, (Ca’") der Pumpe in Anwesenheit optimaler CaM-Konzentrationen
(ca. 1 nM) von etwa 20uM auf ungefihr 0,5 uM abfillt' >,

In Abwesenheit von CaM kann die Pumpe noch durch verschiedene andere Mechanis-
men aktiviert werden (vorzugsweise durch Verminderung des K,), so z.B. durch Anwe-
senheit saurer Phospholipide oder mehrfach ungesittigter Fettsduren'>*'****?, durch pro-
teolytische Behandlung'®, durch Phosphorylierung durch die Proteinkinasen A
(PKA)''® oder C (PKC)"* oder durch Bildung von Oligomeren®®.

Am Ende dieses Absatzes sind die allgemeinen Eigenschaften der PMCA noch einmal

in einer Tabelle zusammengefasst.
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Vorkommen alle eukaryontischen Zellen

Masse ca. 130 - 140 kDa

Transportmechanismus | Bildung eines intermedidren Aspartylphosphats

Ladungsbalance Ca’"-H'-Austausch, Ca”":H -Stéchiometrie 0,5 - 1
ATP-Affinitit (K;,) Zwei Stellen unterschiedlicher Affinitét:

Stelle mit hoher Affinitét ca. 1-2,5 uM
Stelle mit niedriger Affinitdt ca. 145-180 uM

Ca”*-Affinitit (K,,) >10 uM im nicht aktivierten Zustand

>0,5 uM in maximal aktiviertem Zustand (+ Calmodulin)
Inhibitoren Orthovanadat (K, ca. 3 uM)

La* (Ky, ca. 1 uM)

Carboxyeosin
Aktivatoren Calmodulin (K4 ca. 1 nM)

mehrfach ungesattigte Fettsduren
saure Phospholipide
Phosphorylierung durch PKA oder PKC

Oligomerisation

Tabelle 1: Allgemeine Eigenschaften der PMCA.

1.3.2. Struktur und Topographie

172
1.V

1988 gelang es Verma et al.” **, eine der humanen PMCA Isoformen zu klonieren, wéh-

rend im selben Jahr Shull und Greeb zwei der vier bekannten Isoformen der Ratte aus

Hirngewebe klonieren konnten'*’

. Anhand dieser Ergebnisse konnte auch zum ersten
Mal die Primérstruktur des Enzyms abgeleitet werden. Die Pumpe selbst besteht aus ei-
nem einzigen Polypeptid mit, je nach Isoform und Splicing-Variante, zwischen 1169
und 1258 Aminosiuren und einer berechneten Masse zwischen 130 und 140 kDa.

Aus Analogiestudien anderer P-Typ-ATPasen und unter Zuhilfenahme computerge-
stiitzter Berechnungen wurde eine Sekundéarstruktur vorgeschlagen, wie sie in Abbil-

dung 2 dargestellt ist>’.
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P ATP
(b) I (©) C
A A
% PKA
N PKC
Zytoplasma
Extrazellularraum

Abbildung 2: Topographie der PMCA (Zeichnung adaptiert aus Carafoli, 1992°%)
Das Modell wird im Text besprochen. Pfeile stellen Regionen aus (-Faltblittern dar,
Zylinder reprisentieren o-Helices; N: N-terminales Ende; C: C-terminales Ende; TM 1-
10: Transmembrandoménen 1-10; (a), (b), (¢), (d): Hauptdominen a-d; P: Aspartylrest
mit Phosphorylierungsstelle; ATP: ATP-Bindungsstelle; Sch: “Scharnier“-Region;
CaM: Calmodulin-Bindungsstelle; PKA und PKC: Phosphorylierungsstellen durch
Proteinkinasen A und C.

Zehn Transmembrandominen (TM 1-10), die nur durch kurze extrazytoplasmatische
Peptid-Stiicke verbunden sind, verankern das Polypeptid in der Plasmamembran, wih-
rend ca. 80% der Masse (darunter sowohl das C-, als auch das N-terminale Ende) ins
Zytoplasma ragen. Dieser Hauptteil formt vier Hauptdoménen (a, b, ¢, d, siche Abb. 2),
die sich vom N-Terminus bis TM 1 , zwischen TM 2 und TM 3, zwischen TM 4 und
TM 5 und von TM 10 bis zum C-Terminus erspannen.

Die erste Domine (a) enthdlt zum Teil a-Helices und variiert je nach Isoform zwischen
90 und 100 Aminosdureresten. Die zweite (b) besteht sowohl aus o-helicalen als auch
aus B-Faltblatt-Strukturen. Sie enthdlt mindestens eine der Stellen, die fiir die Aktivie-
rung durch saure Phospholipide verantwortlich sind'”® und wird in Analogie zu anderen
P-Typ-ATPasen als die sog. "transducing unit" angesehen, welche die ATP-Hydrolyse
an den Transport von Ca*"-Ionen koppelt'®. Fiir die dritte Domine (c), welche die
meisten Aminosdurereste enthélt, wird eine Struktur aus P-Faltbldttern, die jeweils

durch o-Helices unterbrochen werden, vorausgesagt. In ihr befinden sich der Aspartyl-
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rest, welcher wéahrend des Transports phosphoryliert wird (P) und, weiter C-terminal,
die Bindungsstelle des ATP (ATP)">**. Des weiteren konnte in dieser Doméne, analog
zu anderen Transportern, eine "Scharnierstelle" (Sch) identifiziert werden, die durch
eine Bewegung die Phosphorylierungsstelle in ortliche Ndhe zum gebundenen ATP
bringen soll’. Die letzte Domine (d) enthilt wichtige Regulationsstellen. So konnte

man dort die CaM-Bindungsstelle’®’*'%

und Phosphorylierungsstellen der PKA und
PKC identifizieren'””. Als moglicher Mechanismus fiir die Aktivierung/Inaktivierung
der Pumpe durch diese Doméne wurde vorgeschlagen, dass sie sich in Abwesenheit von
CaM wie ein Deckel iiber das aktive Zentrum auf Doméne 3 (c) legt und somit direkt
die Interaktion von ATP bzw. Ca’* mit der Pumpe unterbindet. Durch Bindung von
CaM oder Phosphorylierung durch PKC schwingt die C-terminale Domine zur Seite

und gibt die Interaktionsstellen wieder frei****’.

1.3.3. Lokalisation

Die genaue subzelluldre Lokalisation der PMCA ist noch Gegenstand intensiver For-
schung. Nach den bisherigen Ergebnissen muss man davon ausgehen, dass die ultra-
strukturelle Verteilung in verschiedenen Zelltypen (unter Umstdnden auch fiir die ein-
zelnen Isoformen und Subtypen, s. 1.3.4.) ein anderes Muster zeigt. So wurde z.B. fiir
die quergestreifte Muskulatur sowohl eine homogene Verteilung des Enzyms iiber die
Plasmamembran'> als auch eine teilweise Lokalisation im T-tubuldren System'®® be-
schrieben. Fiir exokrine Zellen konnten Unterschiede in der Verteilung des Enzyms und
seiner Isoformen am basalen und apikalen Pol entdeckt werden'”, und Fujimoto er-
brachte 1993 Hinweise auf eine Lokalisation der PMCA in Caveolae™.

In derselben Arbeit wurde die Kolokalisation der Pumpe mit einem IP3-Rezeptor-arti-
gen Protein postuliert, was sich, dhnlich wie die Berichte zur Kolokalisation mit dem
Dihydropyridin-Rezeptor'*, bei der Untersuchung der funktionellen Bedeutung des En-
zyms als richtungsweisend herausstellen konnte. Aus diesem Grund wurden auch in
dieser Arbeit Ansidtze zur subzelluldren Lokalisation und Aufdeckung eventueller Inter-

aktionspartner verfolgt.

1.3.4. PMCA-Isoformen und Splicing-Varianten

Wie bereits weiter oben erwdhnt, wurden nach und nach verschiedene Isoformen der

Plasmamembran-Ca® -ATPase entdeckt . Inzwischen steht fest, dass das Enzym zu einer
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Multigen-Familie aus mindestens vier’® méglicherweise finf® Genen gehért, die auf die
Chromosomen 12, 3, X und 1 lokalisiert werden konnten®. Die Isoformen, deren kom-
plette cDNA fiir verschiedene Spezies bereits bestimmt wurde, sind in Tabelle 2 mit den
relevanten Literaturstellen aufgelistet. Auf Aminoséureebene besteht zwischen den ein-
zelnen Isoformen jeweils eine Ubereinstimmung von 75-85%'®!, wobei die grofiten Se-

quenzunterschiede in den C- und N-terminalen Regionen gefunden werden.

Isoform Spezies Literatur
PMCA 1 Mensch Verma et al.1988'"
Ratte Shull und Greeb 1988'*’
PMCA 2 Mensch Heim et al. 1992%
Ratte Shull und Greeb 1988'*
PMCA 3 Mensch Brown et al. 1996
Ratte Greeb und Shull 1989°®
PMCA 4 Mensch Strehler et al. 1990
Ratte Keeton und Shull 1995%

Tabelle 2: PMCA-Isoformen deren komplette cDNA bekannt ist, mit den jeweiligen
Originaltexten

Durch alternatives mRNA-Splicing an insgesamt vier moglichen Splicingstellen (A-D)
wird die Diversitét dieser vier Genprodukte betridchtlich erhoht (liber 25 bekannte Spli-
cingvarianten). Dabei geht man heute davon aus, dass dies hauptsdchlich an den zwei
Stellen A (in Nachbarschaft zur Phopospholipid-Regulationsstelle) und C (innerhalb der
CaM-Bindungsstelle) des Enzyms stattfindet, an welchen, je nach Isoform, bis zu drei
Exons von unterschiedlicher Lange oder aber kein Exon inkludiert werden konnen. Die
anderen beiden Splicingstellen B und D werden hier bewusst auller Acht gelassen, da B
offensichtlich nur in sehr wenigen, auerordentlich spezialisierten Geweben und Zell-
arten vorkommt®, und D wahrscheinlich aufgrund von Klonierungsartefakten identifi-

1*° eine Nomenklatur

ziert worden war'®. Carafoli schlug 1994 in einem Ubersichtsartike
zur Bezeichnung der unterschiedlichen Isoformen/Splicingvarianten vor, an die sich im
Folgenden gehalten werden soll. Dabei steht ein erster kleiner Buchstabe fiir die ent-

sprechende Spezies (z.B. r fiir Ratte, h fiir das humane Enzym), gefolgt von der Be-
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zeichnung der Isoform (PMCALI - 4), einem Grossbuchstaben (A oder C) fiir die Spli-
cingstelle und einer rémischen Ziffer, welche die Kombination der eingeschlossenen
Exons angibt (I - keine Insertion, II - alle Exons, III, IV usw.). Somit stellt die, fiir diese
Arbeit besonders wichtige, hPMCAA4CI (da sie das in den unten beschriebenen transge-
nen Ratten iiberexprimierte Gen ist) die humane Isoform 4 der PMCA dar, die an der
Splicingstelle C kein Exon enthilt.

Zusiétzlich sei hier noch die offizielle Gen-Nomenklatur erwédhnt, die von der Human
Genome Organisation (HUGO) im Rahmen des Human Genome Project erstellt

wurde!”

und eine umfassende Klassifizierung der bekannten menschlichen Gene dar-
stellt. Die Richtlinien dieser Nomenklatur und auch speziellere Informationen zu den
einzelnen Genen (Nukleinsdure- und Proteinsequenzen, Chromosomenlokalisationen,
Literaturverweise, u.v.m.) konnen online im Internet abgerufen werden'®*'®’. In Tabelle
3 ist die in dieser Arbeit verwendete und die offizielle HUGO-Nomenklatur mit Angabe

des jeweiligen Genortes zusammengefasst.

Isoform HUGO-Nomenklatur Genort
PMCA 1 ATP2B1 12921 — 12923
PMCA 2 ATP2B2 3p26 — 3p25
PMCA 3 ATP2B3 Xq28 — Xq28
PMCA 4 ATP2B4 125 —-1qg32

Tabelle 3: PMCA-Isoformen und offizielle Gen-Nomenklatur der Human Genome Or-
ganisation (HUGO). Zusitzlich sind die genauen Genorte der einzelnen Isoformen an-
gegeben.

Biochemisch unterscheiden sich die einzelnen Varianten hauptsédchlich in ihrer Affinitét
fiir Calmodulin (am stérksten PMCAZ2), jedoch liegen auch Unterschiede beziiglich der
Bindung von ATP oder der Degradation durch Proteasen vor.

Nicht unerwartet stellte sich heraus, dass die einzelnen Isoformen typischerweise in be-
stimmten Geweben exprimiert werden'>®'>71°%13#% Generell scheinen die Isoformen 1
und 4 in praktisch allen Geweben vorzukommen, wéhrend 2 und 3 nur im Gehirn (auf
mRNA- und Proteinebene) und in Herz- und Skelettmuskel (auf mRNA-Ebene®)
gefunden wurden. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass die beiden erstgenannten
Isoformen eher eine allgemeine Funktion in der Regulation der zelluldren Kalziumho-
moostase ausiiben, wiahrend letztere mit spezifischen Funktionen elektrisch erregbarer

Zellen assoziiert sind.
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1.3.5. Bisher bekannte Funktionen der PMCA

1.3.5.1. Kalziumhomoostase

Da die PMCA in einer breiten Palette von Zellen immer noch das einzig bekannte Ca*'-
transportierende Enzym darstellt*®, wird ihre Funktion in diesen Zellen als das fiir die
Ca”*"-Homédostase verantwortliche "housekeeping enzyme" vermutet. Anders verhilt es
sich jedoch in den (elektrisch erregbaren) Zelltypen, wie Neuronen, Herz- und Skelett-
muskelzellen, welche neben der PMCA noch weitere Ca®*-Transporter exprimieren. So
spielt die PMCA in den eben genannten Zelltypen gegeniiber dem Na'/Ca®*-Antiporter
und der SERCA wohl eher eine untergeordnete Rolle beim Abtransport des, im Rahmen
der Muskelkontraktion® oder der Neurotransmitterfreisetzung, in die Zelle gelangten
Kalziums. Aufgrund ihrer geringen Kapazitit, jedoch hohen Kalziumaffinitit scheint sie
hier eher fiir die Erhaltung und Feinregulation einer sehr niedrigen [Ca®']; im Bereich
unter 1 pM verantwortlich zu sein'®'-°.

Diese Feinregulation darf jedoch nicht nur in Bezug auf die gesamtzytosolische Ca*'-
Konzentration gesehen werden, zumal es Hinweise dafiir gibt, dass ortlich begrenzte
Zellregionen wie z.B. der subsarkolemmale Raum groferen Schwankungen hinsichtlich
der lokalen Kalziumkonzentration ([Ca2+]spm) unterliegen als das restliche Zytoplasma.
Die Notwendigkeit einer solchen subzelluliren Ca*‘-Feineinstellung wird durch For-
schungsergebnisse unterstrichen, welche eine ganze Reihe von (z. T. Kalzium-sensiti-
ven) Rezeptor- und Signaltransduktionsmolekiilen in begrenzten, eng umschriebenen

Zellkompartimenten lokalisieren konnten (siehe 1.5. Caveolae).

1.3.5.2. Wachstum und Differenzierung

Ein weiterer wichtiger Schritt zur Charakterisierung der Funktion der PMCA war die
Erkenntnis, dass im Verlauf der Differenzierung verschiedener Zelllinien unterschiedli-
che Splicingvarianten gebildet werden, und dass eine Uberexpression des Enzyms die
Differenzierungs- und Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen beeinflussen kann. So
konnten z.B. Hammes et al.® nicht nur die Verteilung unterschiedlich “gesplicter
PMCA-mRNAs in einer breiten Palette verschiedener Zellarten zeigen, sondern auch
das Auftreten neuer PMCAT1 und 4 Splicingvarianten wahrend der Differenzierung von

L6 Myoblasten zu L6 Myotuben entdecken. Ahnliches gilt auch fiir die Entwicklung
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von undifferenzierten zu differenzierten PC12 Phdochromozytomzellen (dabei treten je-
doch zusitzlich PMCA?2 Isoformen auf).

In einer weiteren Arbeit unserer Arbeitsgruppe® wurden Untersuchungen an stabil
hPMCA4Cl-iiberexprimierenden myogenen Zelllinien (L6-Myoblasten) durchgefiihrt,
die zeigen konnten, dass die Differenzierung von Myoblasten zu Myotuben unter Sti-
mulation mit Pferdeserum stark beschleunigt war. So wurde die Differenzierungszeit zu
voll ausgebildeten Myotuben, die im Falle der nicht {iberexprimierenden Kontrollzellen
10-12 Tage dauerte, auf 6-8 Tage bei den iiberexprimierenden Zellen verkiirzt. Dabei
konnte in den iiberexprimierenden Zellen eine, im Vergleich zu den Kontrollzellen, 20-
30% niedrigere zytosolische Ruhe-Ca®*-Konzentration gemessen werden. Diese Ergeb-
nisse stellen den funktionellen Bezug zwischen PMCA und muskuldrer Differenzierung
bzw. Wachstum her und bilden somit die wichtigste Grundlage fiir die Hypertrophiever-
suche an neonatalen Kardiomyozyten dieser Arbeit.

Dartiber hinaus gibt es noch weitere Arbeiten, welche die PMCA in Verbindung mit der
Modulation von Wachstum und Differenzierung auch in anderen Zelltypen wie z.B. En-

dothelzellen, glatten Muskelzellen und neuralen Zellen bringen konnten'®*%1,

1.3.6. PMCA-transgene Ratten

Zwar konnten in den letzten Jahren die Struktur, diverse Isoformen und Subtypen der
PMCA und viele ihrer biochemischen Eigenschaften aufgedeckt werden, trotzdem be-
steht noch immer Unklarheit beziiglich ihrer speziellen Funktionen gerade in erregbaren
Zellen, wie z.B. Kardiomyozyten, die ja zusdtzlich zur PMCA mit weiteren (wesentlich
"transportstirkeren") Kalziumpumpen ausgestattet sind'”. Eine anerkannte Methode zur
Untersuchung solcher unbekannter Funktionen ist die Generierung von transgenen Tie-
ren, welche das zu untersuchende Enzym unter der Kontrolle eines definierten Promo-
tors organspezifisch iiberexprimieren (Methodik siche Mullins 1990''%). In diesem gain
of function model konnen sowohl Auswirkungen der Uberexpression am Gesamtorga-
nismus beobachtet als auch Experimente mit isolierten Zellen durchgefiihrt werden.

Zu diesem Zweck wurden von A. Hammes vier transgene Rattenlinien etabliert®, wel-
che die cDNA der hPMCAA4CI unter der Kontrolle des Ventrikel-spezifischen Ratten-
Myosin-Leichtketten-2 (MLC-2v)-Promotors trugen und zwei weitere Linien mit der-
selben cDNA, jedoch unter der Kontrolle des Ratten-o-Myosin-Schwerketten (o-
MHC)-Promotors.
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Die anschlieBende Charakterisierung beziiglich des Transgens im Herzmuskel zeigte
eine hohe hPMCA4CI-mRNA-Expression vor allem in den 3 bis 14 Tage alten Tieren,
wihrend auf Proteinebene im quantitativen Immunoblot eine 2,5- (in neonatalen Kar-
diomyozyten) bis 1,6-fache (in adulten Kardiomyozyten) PMCA-Uberexpression ge-
geniiber den Kontrollen nachgewiesen wurde. Zusitzlich konnte in hochgereinigten
Plasmamembran-Prédparationen eine erhohte PMCA-Aktivitit gemessen werden, welche
gut mit der Uberexpression korrelierte. Insofern konnte davon ausgegangen werden,
dass ein voll funktionstiichtiges und aktives Enzym synthetisiert wurde. Kompensatori-
sche Verinderungen in der Expression anderer Ca’*-transportierender Enzyme (Na'-
Ca*"-Exchanger, SERCA, rPMCA) wurden ausgeschlossen.

Parallel zu den Versuchen dieser Arbeit wurden mit den transgenen Tieren hdmodyna-
mische Experimente in vivo, sowie elektrophysiologische Untersuchungen und Fura-2-
Kalzium-Messungen an isolierten adulten Kardiomyozyten im Vergleich zu nicht trans-
genen Tieren durchgefiihrt. Dabei zeigten sich jedoch keine signifikanten Unterschiede
beziiglich der gemessenen Parameter, wie z.B. linksventrikuldrem systolischen Druck,
arteriellem Mitteldruck, linksventrikulirem enddiastolischem Druck, rechtsatrialem
Druck oder Herzfrequenz. Messungen der L-Typ-Kalzium-Strome mit der Patch-
Clamp-Methode zeigten beziiglich Spannungsabhdngigkeit, Aktivierung und Inaktivie-
rung ebenfalls keine signifikanten Unterschiede. Auch die Aufzeichnung des Zeitver-

laufs des schnellen [Ca2+]i

Transienten, der in Anwesenheit von Thapsigargin und Rya-
nodin (Blockierung des sarkoplasmatischen Retikulums) durch den Einstrom von Ca*"
durch L-Typ-Kanéle induziert wurde, zeigte ein gleichartiges Verhalten von transgenen
und Kontrollzellen.

Diese und weitere Eigenschaften sind in einer Verdffentlichung beschrieben, in welche
auch ein groBer Anteil der Resultate der vorliegenden Arbeit eingegangen ist®*.

Fiir die vorliegende Arbeit fanden MLC-2v-hPMCA4CL homozygot transgene Ratten
(TG-Ratten) Verwendung, die mit normalen (Wildtyp) Sprague-Dawley-Ratten (SD-

Ratten) verglichen wurden.
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1.4. Myokardhypertrophie

1.4.1. Definition

Im klinischen Sprachgebrauch wird als Herzhypertrophie eine Gewichtszunahme des
Organs, die alters- geschlechts- und korpergewichtsspezifische Normwerte iiberschrei-
tet, bezeichnet. Diese Definition weicht von der strengen pathologisch-anatomischen
Definition der Hypertrophie (=Volumenvermehrung der Zelle ohne Zellteilung) ab, da
diese Gewichtszunahme sowohl auf der Gréfenzunahme der Kardiomyozyten (welche
nicht mehr teilungsfahig sind) als auch auf einer zahlenméfBigen Vermehrung
(=Hyperplasie) von Bindegewebszellen und extrazellulirer Matrix beruht. Im folgenden
soll der Begriff "Hypertrophie" im engeren Sinn, d.h. in Bezug auf den einzelnen Kar-
diomyozyt gebraucht werden, da die Untersuchungen dieser Arbeit an isolierten Zellen

durchgefiihrt wurden.

1.4.2. Auslosende Mechanismen

Die Mechanismen, die zur Entwicklung der Myokardhypertrophie fiihren sind noch
nicht vollstandig aufgeklirt. Jedoch konnten in den letzten Jahren in vivo und in vitro
zahlreiche Stimuli identifiziert werden, auf welche Kardiomyozyten in relativ gleicher
Art und Weise durch hypertrophes Wachstum antworten. Lange Zeit bekannt ist der
Einfluss von mechanischen Faktoren wie z.B. Erhohung der Vor- und/oder Nach-

1
1ast85’86’ 07

(meist durch Steigerung des systemischen Blutdrucks) mit Dehnung der
Muskelzellen. Trotzdem besteht zum Teil noch immer Uneinigkeit dartiber, ob dies den
direkten Auslésemechanismus darstellt, oder ob mechanischer Stress zur sekundiren
Freisetzung von Wachstumsfaktoren fiihrt. Fiir letzteres sprechen Resultate, die eine,
durch dauernde Dehnung hervorgerufene, Angiotensin-II (ATII)-Sekretion nachweisen
konnten. Dieses fiihrte dann auto- und parakrin zu muskuldrem Wachstum'**. Eine noch
starkere Induktion nukledrer Hypertrophiesignale (siehe 1.4.3.) konnte durch repetitive
Kontraktionen hervorgerufen werden®.

Abgesehen von ATII konnten viele weitere Faktoren identifiziert werden, die das Ge-
samtkonzept der para- bzw. neuroendokrinen Steuerung kardialen Wachstums stiitzen:

178,73,158

Schilddriisenhormone®', oi1- und B-Adrenozeptoragonisten , saure und basische

Fibroblastenwachstumsfaktoren174, Endothelinm’m’”, Insulin und insulin-like growth
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factor (IGF)"* und der platelet-derived growth factor BB (PDGF-BB)''®. Abbildung 3
zeigt noch einmal eine schematische Aufstellung der bekannten und moglichen Fakto-

ren, die an der Myokardhypertrophie beteiligt sind.

Fibroblasten
Endothel
Wachstumsfaktoren Neuronen Extrazelluldre Matrix

Zytoskelett v

v Signalkaskade
\4

Dehnung/
mechan. Stress

A/

C a2+

Transkriptionsfaktoren
Hormone (Steroide)

Lipide

Abbildung 3: Zusammenstellung intra- und extrazellulidrer Faktoren, welche mit der
Myokardhypertrophie in Verbindung gebracht werden (nach Neyses und Pelzer 1995'%%)

1.4.3. Signaltransduktion und Genexpression

Neben der Identifizierung Hypertrophie-induzierender Stimuli ist es Ziel der Forschung,
die Signaltransduktionswege aufzudecken, welche das Wachstumssignal vom Rezeptor
der Plasmamembran (oder eines intrazytoplasmatischen Rezeptors) in den Zellkern
weiterleiten und somit zu einer verdnderten Genexpression fithren. In groben Ziigen
konnte dies etwa folgendermaBlen aussehen: Ein Wachstumsstimulus (z.B. ATII) fiihrt
durch Bindung an seinen spezifischen Rezeptor zur Induktion einer zytoplasmatischen
oder membranassoziierten Kinase. Dadurch werden in einer kaskadenartigen Reaktion
verschiedene Proteine des Zytosols phosphoryliert, deren Endpunkt die MAP-Kinase (=
Mitogen Activated Protein Kinase, MAPK) darstellt. Diese wird in den Kern transloziert

und phosphoryliert dort spezifische Transkriptionsfaktoren, welche an Promotorsequen-

-14 -



1. Einleitung

zen der genomischen DNA binden und so die mRNA-Transkription kodierender Gene
regulieren '*%.

Die Abldufe im Kern selbst sind nur zu einem geringen Teil aufgedeckt. Im Herzen
scheinen jeweils mehrere Transkriptionsfaktoren zusammen fiir die Expression spezifi-
scher Gene verantwortlich zu sein. Dies steht im Kontrast zum Skelettmuskel, wo ein-
zelne "Meistergene" wie MyoD, Myogenin, Myf6 und Myf5 die muskuldre Differenzie-
rung steuern. Einer dieser Transkriptionsfaktoren ist das Produkt des Early-Growth-
Response-1 (Egr-1) Gens, welches bereits 30-60 Minuten nach Einwirken eines hyper-
trophen Stimulus exprimiert wird. Fiir Egr-1 wurde gezeigt, dass unter Verwendung von
Egr-1-Antisense-Oligonukleotiden die hypertrophe Antwort des Myokards auf Endo-

thelin-1 unterdriickt werden kann'!’

. Weitere Beispiele fiir solche Transkriptionsfakto-
ren sind NFAT3 (durch einen Calcineurin-abhiingigen Signalweg induziert') und
MEF2 (gesteuert iiber die Ca**/Calmodulin abhiingigen Proteinkinasen (CAM-Kinasen)
[und IV'?).

All dies fiihrt letztendlich zur Expression eines verdnderten Genprogramms' .
Interessanterweise resultiert daraus beziiglich der Genexpression ein fetaler Phinotyp
der Kardiomyozyten. So wurde z.B. bei den kontraktilen Proteinen ein Wechsel vom
adulten Isoenzym o-Myosin-Heavy-Chain (0-MHC) zum fetalen B-MHC'®''* und ein
Wiederauftreten des fetalen o-skelettalen Aktins'* beschrieben. In dieses Bild passt
auch die Reexpression des fetalen Markers Atrialer Natriuretischer Faktor (ANF) im

hypertrophen Myokard®>".

1.4.4. Klinische Bedeutung

Basierend auf der Framingham-Studie wurde zum ersten Mal die Bedeutung der links-
ventrikuldren Hypertrophie (LVH) als eigenstindiger Risikofaktor fiir den plotzlichen
Herztod und andere kardiovaskulire Erkrankungen beschrieben’''!. Aufgrund ihrer ho-
hen Préavalenz (3-7% der unter 50-Jdhrigen und 12-40% der 50 bis 80-Jdhrigen in der
Framingham-Population) ldsst sich ihre grof3e epidemiologische und volkswirtschaftli-

che Bedeutung abschitzen.
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1.5. Caveolae

1.5.1. Morphologie und Definition

Caveolae sind einheitlich aufgebaute, ca. 50 - 100 nm grof3e, plasmalemmale Invagina-
tionen, welche nicht von einer (Clathrin-) Hiille ummantelt sind und meist durch ein
kurzes Halsstiick mit dem Extrazellularraum kommunizieren. Sie wurden erstmals in

1'7® und spiter in Endothelzellen® beschrieben.

den 50er-Jahren im Gallenblasenepithe
Auch in Adipozyten, Fibroblasten, Skelett- und Herzmuskelzellen®*'**!*> konnten
zahlreiche Caveolae entdeckt werden und man geht davon aus, dass sie in fast allen
Zelltypen vorkommen”.

Lange Zeit wurden nur die oben genannten, rein morphologischen Merkmale zur Identi-
fizierung von Caveolae angewandt. Erst mit der Etablierung eines umfassenden bio-
chemischen Instrumentariums und der Entdeckung der Caveoline (als caveolire "Mar-
ker-Proteine", sieche 1.5.2.) konnten hértere Kriterien zur Identifizierung und Isolierung
caveoldrer Membranen erstellt werden, wie sie in einer Ubersichtsarbeit von Richard
Anderson® zusammengefasst sind: (a) Unloslichkeit gegeniiber Triton X-100 bei 4°C,

(b) eine relativ geringe Dichte und (c) Reichtum an Glycosphingolipiden, Cholesterin

und Lipid-verankerten Membranproteinen.
1.5.2. Molekulare Zusammensetzung von Caveolae

1.5.2.1. Caveolin

Die Arbeitsgruppe um Anderson konnte 1992 das Caveolin, ein 22 kDa Marker-Protein
fir Caveolae, identifizieren'®', welches fast gleichzeitig auch unter dem Namen VIP21

4
3435 und

als Transformations-abhéngiges v-Src-Substrat in transformierten Fibroblasten
als Bestandteil von Transportvesikeln des Golgi-Komplexes™ beschrieben wurde.
Mittlerweile sind mindestens drei Gene mit vier Genprodukte des Caveolins bekannt:
Caveolin-1a., -15140, 214 ynd -3164 (eventuell noch zwei weitere im Nematoden Caeno-

19%). Dabei entstehen Caveolin-lo. und -1 aus einem einzigen Gen

rhabditis elegans
durch alternative Initiation bei der Translation, wihrend die anderen beiden Isoformen
durch eigene Gene kodiert werden.

Unterschiede zwischen den Isoformen bestehen in der Anzahl der Aminosdurereste

(Cav-lo: 178 AS = 22 kDa; Cav-13: 147 AS; Cav-2: 149 AS; Cav-3: 151 AS = 18
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kDa), ihrer Sequenz (jedoch groBe Ahnlichkeit zwischen Cav-1 und -3: ca. 65% iden-
tisch und 85% hnlich, basierend auf konservativer Aminosdure-Substitution'®*) und ih-
rer gewebsspezifischen Expression. Cav-1 und -2 werden in den meisten Zelltypen
exprimiert (Cav-2 besonders in Adipozyten), auler in Skelett- und Herzmuskelzellen,
die nur Cav-3 enthalten. Glatte Muskelzellen exprimieren sowohl Cav-1 als auch Cav-
3164

Die nun beschriebene Ultrastruktur des Cav-1 ist bisher am besten charakterisiert. Auf-
grund der groBen Ahnlichkeit zwischen Cav-1 und Cav-3 konnen die folgenden Ausfiih-
rungen als allgemeiner Bauplan der Caveolin-Multigen-Familie angesehen werden.

Eine hydrophobe 33-AS-Sequenz verankert das Protein in der Plasmamembran, so dass
sowohl der N- als auch der C-Terminus frei ins Zytoplasma ragen. Dadurch ergibt sich
eine haarnadelartige Sekundirstruktur’. Von der intramembrandsen Doméne ein Stiick
in Richtung aminoterminalem Ende (AS-Reste 61-101 des Cav-1) befindet sich die so-
genannte Caveolin-Homooligomerisations-Doméne (CHD). An dieser Stelle lagern sich
bis zu ca. 16 Caveolin-Monomere unter Mitwirkung bestimmter Lipide zu groBen
Komplexen zusammen, welchen man grofle Bedeutung fiir die Strukturgebung der Ca-
veolae beimisst'*®. Innerhalb der CHD befindet sich eine Subdomine (AS-Reste 82-
101 des Cav-1), die als Bindungsstelle fiir heterotrimere G-Proteine und fiir Tyrosinki-

.1:92.94.95,164
nasen der Src-Familie”™" "

identifiziert wurde. Man geht inzwischen davon aus,
dass diese Sequenz als allgemeine, multivalente Bindungs- und Interaktionsstelle fiir
caveoldre Proteine dient. Li et al.”® schlugen deswegen den Namen "Caveolin Scaffol-

ding Domain" (CSD = Caveolin Geriistdoméne) vor.

1.5.2.2. Membraneigenschaften und Lipide

Wie schon weiter oben erwihnt, besitzen caveolire Membranen eine spezifische Zu-
sammensetzung beziiglich ihrer Lipide. Im Vergleich zur "normalen" Plasmamembran,
haben sie einen hohen Gehalt an Cholesterin, Sphingomyelin, Ceramiden und Ganglio-
siden*"'""1% Diese sind zum einen fiir die Dichteeigenschaften und die Resistenz
gegeniiber Detergenzien bei niedrigen Temperaturen verantwortlich, wie Versuche an
Cholesterin- und Sphingomyelin-reichen Liposomen gezeigt haben'**'. Zum anderen
sind sie auch am Aufbau der typischen Form von Caveolae beteiligt. So fiihrt z.B. die
kiinstliche Verminderung des zelluldren Cholesterins zum Verschwinden invaginierter

94
Caveolae™".
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1.5.2.3. Caveolare und Caveolae-assoziierte Proteine

Die Forschung der letzten Jahre hat gezeigt, dass in Caveolae eine grole Anzahl zellula-

rer Proteine mit verschiedensten Funktionen konzentriert sind. Tabelle 4 gibt eine nach

Eigenschaften/Funktionen geordnete Ubersicht iiber bisher in Caveolae lokalisierte

Proteine, unabhéngig davon, ob dies mit biochemischen und/oder morphologischen

Methoden erfolgte oder in welchem Zelltyp oder welcher Spezies der Nachweis er-

bracht wurde.

Art der Molekiile

Name

Acylierte Proteine

Heterotrimeres G-Protein G, und Gg
Tyrosinkinasen Src, Fyn, Hck, Lck
Endotheliale NO-Synthase (eNOS)
CD-36

Caveolin

Glycosylphosphatidylinositol
(GPI) verankerte Proteine

Folat-Rezeptor
T-Zell-Markerprotein Thy 1
Alkalische Phosphatase
Urokinase Rezeptor
5'-Nucleotidase

CD-14

Prion Protein

Prenylierte Proteine

RaplA
Ras

Membran Rezeptoren

Rezeptoren fiir:

Platelet Derived Growth Factor (PDGF)

Insulin

Epidermal Growth Factor (EGF)

Receptor for Advanced Glycation End Product (RAGE)
Cholecystokinin (CCK)

Azetylcholin (M2-ACh-Rezeptor)

Katecholamine (j3,-Rezeptor)

Bradykinin (BK B2 Rezeptor)

Endothelin (Subtyp A und B Rezeptor)

Atrialer Natriuretischer Faktor (ANF — Typ B Rezep-
tor)

SR-B1
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Art der Molekiile Name

Signaltransduktionsmolekiile | Proteinkinase C,, (PKC,,)

SH2-containing protein (SHC)

Son of sevenless protein (SOS)

GRB2

Mitogen aktivierte Proteinkinase (MAPK)
Adenylate Cyclase

SH2-containing proteintyrosinphosphatase (SYP)
Phosphatidylinositol 3 (PI3) Kinase

Rafl

Calmodulin

Membrantransporter Porin

IP; sensitiver Ca’’-Kanal
Plasmamembran Ca>"-ATPase (PMCA)
Aquaporin-1

H'-ATPase

Strukturmolekiile Annexin II

Ezerin

Myosin

Vesicle associated membrane protein (VAMP)
N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein (NSF)
Aktin

Dystrophin

Gelsolin

Spectrin

Verschiedene Flotillin
Cholera Toxin Untereinheit A

Tabelle 4: Proteine, die mit biochemischen und/oder morphologischen Methoden in
Caveolae lokalisiert wurden (zusammengestellt aus Anderson 1998* und Couet et al.
1997°%).

Als Mechanismen fiir diese zielgerichtete Akkumulation werden molekulare Interaktio-
nen der oben genannten Proteine mit caveoldren Lipiden (z.B. Cholesterin mit Caveo-

1in®*), mit Caveolin (z.B. G, Src-Tyrosinkinasen, eN(QS?3:93:164.46

) oder Acylierung (z.B.
Src-Tyrosinkinasen'”’” oder eNOS'*®) verantwortlich gemacht. Interessanterweise
scheint die Interaktion mit Caveolin vom Aktivierungszustand der jeweiligen Molekiile

abzuhingen, wobei in der Regel die inaktiven Formen interagieren.

1.5.3. Bisher bekannte Funktionen von Caveolae

Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurden vier Hauptfunktionen fiir Caveolae vorgeschlagen

(nach Travis 1993'""). Im einzelnen sind diese: (a) der Transport von Molekiilen durch
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Endothelzellen, im Sinne von Transportvesikeln, (b) die zelluldre Authahme von klei-
nen Molekiilen, wie z.B. Folat (ein Prozess, der Potozytose genannt wird), (c) die Bil-
dung einer Ortlich distinkten Plattform fiir Signaltransduktionsmolekiile und (d) die
Vermittlung des Effluxes von de novo synthetisiertem und aus LDL stammendem Cho-
lesterin’’. Es muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass diese Funktionen aus Un-
tersuchungen an verschiedenen Zelltypen und Spezies abgeleitet wurden. Insofern ist
von einer unterschiedlichen Auspragung je nach Zelltyp und Gewebe auszugehen.

Aufgrund des Umfangs der hierzu vorliegenden Forschungsergebnisse muss beziiglich
der oben unter (a), (b) und (d) genannten Funktionen auf die entsprechenden Uber-

sichtsartikel' "8

verwiesen werden. Nur auf die caveoldre Signaltransduktion soll im
Folgenden noch eingegangen werden, da die Erkenntnisse auf diesem Gebiet eine wich-
tige Grundlage fiir die Arbeit darstellen.

Wie aus Tabelle 4 (s.0.) zu entnehmen, konnte eine grole Anzahl von Signaltransduk-
tionsmolekiilen dem caveoldren System zugeordnet werden, welche die unterschied-
lichsten zelluldren und systemischen Funktionen beeinflussen kdnnen: Stoffwechsel
(z.B. Insulinrezeptor, B-Adrenozeptor), Sekretion (Cholecystokinin), Wachstum und
Differenzierung (z.B. PDGF- und EGF-Rezeptor, MAPK, Ras, Raf 1), cardiovaskulére
Funktionen (z.B. B-Adrenozeptor, M2-ACh-Rezeptor, eNOS) und viele mehr. Caveolae
bilden somit eine Plattform, welche auf engstem Raum die Aufnahme, Modulation und
Transduktion intra- und extrazelluldrer Signale ermoglicht.

Dabei war fiir diese Arbeit richtungsweisend, dass sich an diesen "Brennpunkten" nicht
nur unterschiedliche Signalwege kreuzen, die wichtige Rollen bei der Entwicklung der
Myokardhypertrophie spielen (PDGF, BAR, eNOS, MAPK usw., siche 1.4.3.), sondern
auch, dass erste Hinweise dafiir vorlagen, dass die PMCA durch ihre Lokalisation in
Caveolae™ zusammen mit anderen Ca®’-gesteuerten Molekiilen (eNOS'*®, IP3-sensiti-

+ . . . .
ver Ca’*-Kanal**”") in diese Wege eingreifen kann.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Obwohl bereits umfangreiche Ergebnisse liber die biochemischen Eigenschaften der
Plasmamembran Ca*"-ATPase, ihre Regulation durch Calmodulin und Proteinkinasen
und die gewebespezifische Isoform-Verteilung vorliegen, bleibt ihre Funktion in vivo
weiterhin unklar. Dies gilt insbesondere fiir elektrisch erregbare Gewebe, wie den
Herzmuskel, der noch iiber andere Ca**-Transportsyteme verfiigt. Erste Ergebnisse aus
dem eigenen Labor konnten den Einfluss der PMCA auf muskuldres Wachstum und
Differenzierung zeigen. Um diesen Ansatz weiter zu verfolgen und auf den Bereich des
kardialen Wachstums bzw. der Myokardhypertrophie auszuweiten, wurden von A.
Hammes transgene Ratten etabliert, welche eine humane Isoform der Kalziumpumpe
myokardspezifisch iiberexprimierten und nun zur weiteren Charakterisierung zur Verfii-
gung standen.

Zusitzlich lagen erste Hinweise dafiir vor, dass die PMCA durch eine Lokalisation in
Caveolae in engster rdumlicher Beziehung zu Strukturen wachstums- und differenzie-
rungssteuernder Signalwege stehen konnte.

Basierend auf oben Genanntem, wurde folgende Arbeitshypothese aufgestellt:

Auch in Kardiomyozyten nimmt die Plasmamembran-Ca’*-ATPase Einfluss auf
die Steuerung von Wachstums- und Differenzierungsvorgingen, wie sie im Rah-
men der Herzhypertrophie auftreten. Diese Einflussnahme geschieht an einem ge-
nau definierten Ort, den Caveolae, die eine Art Schaltzentrale zellulirer

Signaltransduktion darstellen.

Um diese Hypothese zu testen wurde eine zweigleisige Vorgehensweise gewéhlt:

1) Unter Verwendung anerkannter Methoden (Detergenzextraktion, Caveolae-
Priparation, Doppel-Immunfluoreszenz, Co-Immunprizipitation) sollte die cave-
oldre Lokalisation der PMCA in Kardiomyozyten untersucht und eine mogliche
Interaktion mit Caveolin-3 oder anderen caveoldren Proteinen dargestellt werden.

2) Unterschiede im Wachstumsverhalten im Vergleich von normalen zu PMCA-
transgenen Ratten sollten am Model von Kulturen neonataler Kardiomyozyten
iiberpriift werden, welche zu hypertrophem Wachstum stimuliert wurden. Mess-

parameter sollten Gesamtprotein, Proteinsynthese und Morphologie sein.
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Alle Losungen und Puffer, Chemikalien, Materialien und Fertig-Kits und die verwen-

deten Gerite sind in jeweils eigenen Abschnitten unter 8. Anhang aufgelistet.

3.1 Zellkultur

3.1.1 Priparation von Kardiomyozyten aus neonatalen Rattenherzen

(Methode nach Simpson und Savion'*")

Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen unter einer Sterilbank durchgefiihrt.
Samtliche Materialien und Losungen wurden entweder vom Hersteller keim- und pyro-
genfrei geliefert oder waren durch vorangehendes Autoklavieren (mindestens 20 min
bei 120 °C und 1,6 bar) in einem Sterilisator, bzw. durch Filtration durch einen sterilen
Filter mit einer Porengrofle von < 0,2 um von bakterieller Kontamination befreit wor-
den.

Zwei Tage alten Sprague-Dawley-Ratten (SD-Ratten), bzw. hPMCA4ClI-transgenen
Ratten (TG-Ratten) wurden die Herzen entnommen. Nach Spiilen in Calcium and Bi-
carbonate Free Hanks with Hepes (CBFHH) mit 1,5 IE/ml Heparin-Natrium, um die
Blutgerinnung zu unterbinden, wurden die Herzen mittels Skalpellen zerteilt und in 20
ml einer Fermentierlosung fiir die Kardiomyozytenpréparation iiberfiihrt. Es folgten 2
Verdauungsschritte, wéhrend derer die Suspensionen aus Herzen und Fermentierlésung
20 Minuten bei niedriger Geschwindigkeit auf einem Magnetriihrer und abschlieend
mit einer 10 ml Pipette gemischt wurden. Nach zweiminiitigem Absetzen wurde der
Uberstand der Suspensionen, welcher herausgeldste Zellen enthielt, abgenommen, ver-
worfen (da am Anfang des Verdaus iiberméBig viele Nicht-Kardiomyozyten enthalten
waren) und durch frische Fermentierlosung ersetzt.

Weitere 8-12 Verdauungsschritte von nur 5-miniitiger Dauer wurden durchgefiihrt, bei
welchen der Uberstand, der nun iiberwiegend Kardiomyozyten enthielt, in 50 ml Pro-
benrdhrchen gesammelt wurde, in welchen zur Inaktivierung der Verdauungsenzyme
jeweils 7,5 ml fetales Kélberserum (FCS) vorgelegt waren.

Nach Beendigung des Verdaus wurden die Zellen in einer Zentrifuge mit

Ausschwingrotor 10 Minuten bei 150 x g pelletiert und der Uberstand verworfen. Das
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Pellet wurde in ca. 28 ml MEM/5 Medium resuspendiert und durch einen Zellstrainer
hindurch auf zwei 10 cm Petrischalen verteilt.

Das sog. Preplating wurde 1 Stunde im Inkubator bei 37°C, 5% CO, durchgefiihrt. Da-
bei wurde ausgenutzt, dass sich die in der Suspension enthaltenen Nicht-Kardiomyozy-
ten (hauptsidchlich Fibroblasten) wesentlich schneller absetzten und am Boden der
Schale hafteten. Der Uberstand mit den Kardiomyozyten wurde anschlieBend abge-
nommen, homogen gemischt und die enthaltenen vitalen Zellen unter Verwendung von
Trypan-Blau in der Fuchs-Rosenthal-Kammer ausgezahlt.

Jeweils 1,5 Millionen Zellen in 6 ml MEM/5 pro 6 cm Petrischale wurden fiir die
Wachstumsversuche mit Bestimmung des Gesamtproteins, 700000 Zellen in 3 ml
MEMY/5 pro 6-Well fiir die Wachstumsversuche mit Bestimmung des *H-Leuzin-Ein-
baus und 70000 Zellen in 750 pl MEM/5 pro 24-Well auf Glas-Objekttrager fiir Inmun-

fluoreszenz-Farbungen ausgesetzt.

3.1.2 Kultur der Kardiomyozyten aus neonatalen Rattenherzen

Nach der Priparation (s. 3.1.1.) folgte eine 24 stliindige Absetz- und Anwachsphase,
wéhrend derer die Kardiomyozyten in MEM/5 verblieben. Danach wurde das MEM/5
entfernt, die Schalen zweimal mit PBS gewaschen und das ,,Hungermedium*“ MEM/TI
zugegeben. Nach 48 Stunden, in welchen der Zellstoffwechsel in Abwesenheit wachs-
tumsfordernder Stimuli auf ein basales Niveau abgesunken und geschédigte Zellen ab-
gestorben waren, konnten man durch mikroskopische Auszdhlung die Dichte der Kar-
diomyozyten mit 150-200 Zellen/mm?” bestimmen und die Zellkulturen fiir Wachstums-

versuche und Immunfluoreszenz-Farbungen verwenden.

3.2. Stimuliertes Wachstum

3.2.1. Bestimmung der Zunahme des Gesamtproteins als Maf} fiir das Zellwachs-

tum

Am 3. Tag nach Préparation der Kardiomyozyten-Kulturen wurde das ,,Hungermedium*
MEM/TI (s.0.) abgenommen und, nach Waschen mit PBS, gegen frisches MEM/TTI er-
setzt, welches zusétzlich entweder 2 Vol% FCS, 2 umol/l Norepinephrin (NE), 50 ng/ml
Platelet Derived Growth Factor BB (PDGFBB) oder keinen Wachstumsstimulus ent-
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hielt. Dazu wurden fiir jeden Stimulus (bzw. auch fiir die unstimulierten Kontrollzellen)
fiir jede der festgelegten Inkubationszeiten 15h, 24h, 39h und 48h je zwei 6 cm Petri-
schalen von transgenen (TG-) Kardiomyozyten und Wildtyp (Sparague Dawley = SD) -
Kardiomyozyten verwendet.

Nach Ablauf der Inkubationszeiten wurde das Medium entfernt, die Zellen mit PBS ge-
waschen, mittels eines Latex Zell-Scrapers in 700 ul PBS von den Petrischalen abge-
nommen und in 1,5 ml Eppendorf-Caps iiberfiihrt. Durch kurzes (ca. 10 s) Zentrifugie-
ren (Eppendorf-Zentrifuge, max. 14000 x g) wurden die Zellen pelletiert und nach Ent-
fernen des Uberstandes durch Zufiigen von 700 ul eines Lysis-Puffers fiir Gesamtpro-
tein von Zellkulturen lysiert.

Die Proteinkonzentrationen der Lysate wurden photometrisch als Doppelwerte mit dem
Bio-Rad DC Protein Assay bestimmt, welcher auf dem Prinzip der Lowry-Methode'”
die Messung SDS-haltiger Proben ermdglicht (s. 3.4.5.2.).

Zusitzlich wurde die DNA-Konzentration der Proben fluoreszenzphotometrisch, eben-
falls als Doppelwert, mit dem Hoechst 33258 Fluorochrom (siehe 3.5.) gemessen. Als
Standards dienten dabei Proben von Lachs-Sperma-DNA bekannter Konzentration. Die
DNA-Konzentration wurde als MaB fiir die Zahl der in den Proben enthaltenen Zellen
angesehen, da durch das im Medium stets enthaltenen Bromodesoxyuridin (BrdU) eine
DNA-Vermehrung bzw. eine Proliferation von Zellen (und Bakterien) unterbunden
worden war.

Zur Auswertung wurde der Quotient aus den gemittelten Protein- und DNA-Konzentra-
tionen (Protein/DNA) jeder Probe berechnet. Dieser stellte eine von der eingegangenen
Zellzahl unabhingige Proteinkonzentration jeder Probe dar. Das Wachstum der Zellen
wurde in Prozent als Quotient der Protein/DNA-Verhéltnisse von stimulierten zu nicht
stimulierten Zellen fiir jede Inkubationsdauer berechnet. In der Tabellenkalkulation
Microsoft Excel wurde das Wachstum von TG- im Vergleich zu SD-Kardiomyozyten

tabellarisch dargestellt.

3.2.2. Bestimmung des Einbaus von *H-Leuzin als MaB fiir Proteinsynthese

Am 3. Tag nach Priparation der Kardiomyozyten-Kulturen wurde das ,,Hungermedium*
MEM/TI (s.0.) abgenommen und, nach Waschen mit PBS, gegen frisches MEM/TT er-
setzt, welches zusitzlich entweder 2 Vol% FCS, 2 pmol/L Norepinephrin (NE), 50
ng/ml Platelet Derived Growth Factor BB (PDGFBB) oder keinen Wachstumsstimulus
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enthielt. Dazu wurden fiir jeden Stimulus und fiir die unstimulierten Kontrollzellen fiir
jede der festgelegten Inkubationszeiten 24h und 36h je zwei Schilchen auf einem 6-
Well von transgenen (TG-) Kardiomyozyten und Wildtyp (Sparague Dawley = SD) -
Kardiomyozyten verwendet.

Vier Stunden vor Ablauf der jeweiligen Inkubationszeit wurde das Medium wieder ent-
fernt und nach erneutem Waschen mit PBS gegen ein gleichartiges Medium ersetzt,
welchem zuvor Tritium-markiertes Leuzin in einer Endaktivitit von 2,5 pCi/ml Medium
zugesetzt worden war. Fiir die restlichen vier Stunden der Wachstumsstimulation
verblieben die Zellen in diesem Medium.

Danach wurde das Medium entfernt, die Schilchen zwei Mal mit PBS gewaschen, die
Zellen mit 750 pl 1% w/v (Gewicht/Volumen = 1g/100ml) SDS lysiert und in 2 ml Ep-
pendorf-Caps {iberfiihrt. Sodann wurden die DNA-Konzentrationen der Proben als
Doppelwerte mit dem Hoechst 33258 Fluorochrom (siehe 3.5.) bestimmt.

Zum Rest der Proben (ca. 730 pl) wurden 500 pl 10% Trichloressigsdure (TCA) zuge-
fiigt und die enthaltenen Proteine fiir 30 min bei Raumtemperatur gefillt, welche an-
schlieend durch 10-miniitiges Zentrifugieren (Eppendorf-Zentrifuge, 14000 x g) pelle-
tiert wurden. Die Uberstinde, welche das nicht in Protein eingebaute *H-Leuzin ent-
hielten, wurden verworfen, wihrend die Pellets nach zweimaligem Waschen mit 10%
TCA in jeweils 750 ul 1% w/v SDS wieder aufgeldst wurden. Nach Uberfithrung der
Losungen in Counter-Rohrchen und Zusetzen von jeweils 5 ml Szintillationsfliissigkeit
konnte die enthaltene Radioaktivitdt in einem [-Counter quantitativ in counts per mi-
nute (CPM) gemessen werden (Zdhlzeit: 10 min/Probe an drei verschiedenen MeB-
punkten).

Zur Auswertung wurde der Quotient aus den gemessenen CPM und gemittelten DNA-
Konzentrationen (CPM/DNA) jeder Probe berechnet. Dieser stellte ein von der einge-
gangenen Zellzahl unabhingiges MaB fiir die Proteinsynthese der Kardiomyozyten jeder
Probe dar. Die Synthesesteigerung der Zellen wurde in Prozent als Quotient der
CPM/DNA-Verhiltnisse von stimulierten zu nicht stimulierten Zellen fiir jede Inkuba-
tionsdauer berechnet. In der Tabellenkalkulation Microsoft Excel wurde die Zunahme
der Proteinsynthese von TG- im Vergleich zu SD-Kardiomyozyten graphisch als Séu-

lendiagramme dargestellt.
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3.3. Immunfluoreszenz

Die hier verwendeten Antikorper wurden alle von den im Anhang angegebenen Her-
stellern bezogen. Lediglich die beiden polyklonalen Anti-PMCA-Antikorper (2A und
4N) wurden unserem Labor freundlicherweise von Dr. D. Guerini (ETH Ziirich,

Schweiz) iiberlassen.

3.3.1. Dreifachimmunfluoreszenz mit Firbung von Troponin, Aktin und Kernen

Kulturen von TG- und SD-Kardiomyozyten, welche zu diesem Zweck auf Glas-Objekt-
tragern in 24-Well-Kulturschalen ausgesdt worden waren, wurden ab dem 3. Tag nach
der Praparation fiir weitere 24 h in MEM/TI inkubiert, welches entweder 2 Vol% FCS,
20 uM NE oder keinen Wachstumsstimulus enthielt. Danach wurden die Zellen mit
PBS gewaschen und bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten in 2% w/v Paraformaldehyd
(PFA) fixiert.

Nach erneutem Waschen mit PBS wurde fiir weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur
Blockierlosung fiir Immunfluoreszenz auf die Zellen gegeben, um unspezifische Bin-
dungen zu unterdriicken. Absaugen der Blockierlosung und Waschen mit PBS folgten,
bevor ein monoklonaler Maus-Anti-Troponin-T-Antikorper in einer Verdiinnung von
1:400 in PBS zugegeben wurde. Auf jeweils 2 Wells von TG- und SD-Kardiomyozyten
wurde als Negativ- und Spezifitdtskontrolle nur PBS (ohne Antikérper) gegeben. Die
Inkubation mit dem Primirantikérper wurde bei 4°C iiber Nacht durchgefiihrt. Am
ndchsten Tag wurde der Primdrantikorper entfernt, erneut mit PBS gewaschen und die
Zellen bei Raumtemperatur, im Dunkeln (zur Vermeidung des Ausbleichens der Farb-
stoffe) flir eine Stunde in PBS mit 1:2000 4,6-Diamidino-2-Phenylindol-Lésung (DAPI;
Kernfirbung), 166 nmol/I Phalloidin (Aktinfilamentfirbung) und 1:500 Cy*-markiertem
Ziegen-Anti-Maus-Antikorper inkubiert. Die Wells fiir die Negativkontrollen wurden
dabei zum einen nur mit dem markierten Anti-Maus-Antikorper (in PBS) und zum an-
deren mit PBS ohne jegliche fluoreszierende Substanz inkubiert.

Nach Entfernung der Fluoreszenzfarbstoffe und 5-maligem Waschen der Zellen mit
PBS wurden die Glas-Slides in Mowiol auf Glasobjekttragern eingedeckt und die Rén-
der der Slides mit klarem Nagellack versiegelt um die Austrocknung zu verhindern.
AnschlieBend konnten die Préparate unter einem Zeiss-Fluoreszenz-Mikroskop ausge-

wertet werden. Dabei wurden folgende Anregungswellenlédngen fiir die einzelnen Fluo-
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reszenzfarbstoffe verwendet: DAPI — 350 nm; Phalloidin — 596 nm; Cyzz 490 nm. Aus-
wertungskriterien waren Form und Grofle der Zellen im Vergleich von stimulierten zu
nicht stimulierten Zellen und im Vergleich von SD- zu TG-Kardiomyozyten. AuB3erdem
konnte die Kontamination der Kardiomyozyten-Kulturen durch Nicht-Kardiomyozyten
anhand der Troponin-T-Farbung iiberpriift werden. Die Ergebnisse wurden durch bei-

spielhafte Fotoaufnahmen dokumentiert.

3.3.2. Doppelimmunfluoreszenz mit Fiarbung von Caveolin-3 und PMCA

Die Vorbereitung der Zellen wurde bis zur Entfernung der Blockierlésung wie unter
3.3.1. beschrieben durchgefiihrt. Ebenfalls tiber Nacht bei 4°C erfolgte die gleichzeitige
Inkubation mit den beiden Primirantikérpern: monoklonaler Maus-Anti-Caveolin-3-
Antikorper (1:500) und polyklonaler Kaninchen-Anti-PMCA-Antikorper (1:500) in
PBS. Als Negativkontrollen wurden jeweils 4 Wells von TG- und SD-Kardiomyozyten
verwendet, von denen je 1 Well nur mit dem Anti-Caveolin-3-Antikorper, je 1 Well nur
mit dem Anti-PMCA-Antikérper und je 2 Wells nur mit PBS inkubiert wurden. Nach
Entfernung der Primirantikoérper-Losung und Waschen mit PBS erfolgte die gemein-
same Inkubation mit den fluoreszenzmarkierten Sekundirantikorpern Cy*-konjugierter
Ziegen-Anti-Maus-Antikdrper (1:250) und Texas-Red-konjugierter Maus-Anti-Kanin-
chen-Antikorper (1:500) in PBS. Nach Art einer Kreuzprobe wurden die Wells fiir die
Negativkontrolle, die mit einem Maus-Primérantikdrper inkubiert worden waren, nun
mit dem Anti-Kaninchen-Sekundéirantikorper, die mit dem Kaninchen-Primérantikdrper
mit dem Anti-Maus-Sekundérantikorper inkubiert. Die beiden Wells ohne Priméranti-
korper wurden jeweils mit einem der beiden Sekundérantikorper versehen. Nach einer
Stunde bei Dunkelheit und 4°C wurden die Antikorper wieder entfernt, mit PBS gewa-
schen und die Priaparate wie unter 3.3.2. beschrieben eingedeckt und versiegelt.

Die Auswertung erfolgte an einem Bio-Rad-Zeiss-Konfokal-Mikroskop. Dabei wurden
Bilder mit den Anregungswellenldngen 490 nm fiir Cy* und 596 nm fiir Texas-Red auf-
genommen, welche mit der zugehdrigen “Laser-Sharp-Software* der Fa. Bio-Rad addi-
tiv iiberlagert wurden. Die Orte der Kolokalisation von Caveolin-3 und PMCA konnten
so durch die Entstehung einer gelben Farbung identifiziert werden. Zur Dokumentation

wurden beispielhafte Ausschnitte ausgedruckt.
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3.4. Protein

3.4.1. Priparation gereinigter Plasmamembranen aus Herzen 5 Tage alter Ratten

(Sarkolemma-Praparation, SL-Préparation)

Alle Arbeitsschritte dieser Préparation wurden auf Eis durchgefiihrt. Sdmtliche Puffer
und Losungen wurden vor Gebrauch im Eiswasser gekiihlt.

Die Herzen von 5 Tage alten Sprague-Dawley-Ratten (SD-Ratten), bzw. hPMCA4CI-
transgenen Ratten® wurden durch Dekapitation und Thorakotomie entfernt, kurz in
physiologischer Kochsalzlosung ausgespiilt und in fliissigem Stickstoff tiefgefroren.
Jeweils ca. 40 dieser Herzen wurden mit dem etwa fiinffachen Volumen Puffer 1 fiir
SL-Préparation {iberschichtet, in einem Ultra-Turrax-Tissue-Grinder zerkleinert und an-
schlieend in einem Glashomogenisator zerrieben. Nach 5-miniitigem Zentrifugieren
(Festwinkelrotor, 500 x g, 4°C) wurde der Uberstand abgenommen und fiir 30 Minuten
bei 12000 x g, 4°C zentrifugiert, wihrend das Pellet verworfen wurde. Der Uberstand
der Zentrifugation wurde abgenommen und mit Puffer 2 fiir SL-Préparation auf das 2,5-
fache Volumen aufgefiillt. Zu diesem Gemisch wurde anschlieBend das 3-fache Volu-
men Puffer 3 fiir SL-Préparation zugegeben. Die so entstandene Losung enthielt neben
den Zellproteinen 247,5 mmol/l Sucrose, 1 mmol/l Imidazole, 114 mmol/l NaCl, 28,5
mmol/l MOPS, 81,25 umol/l PMSF und jeweils 1 mg/ml Leupeptin, Aprotinin und
Pepstatin. Daraufthin wurde die Losung auf die Rohrchen einer Ultrazentrifuge verteilt
und 90 Minuten bei 160000 x g in einem Ausschwingrotor zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die Pellets (welche nun die gereinigten Plasmamembranen ent-
hielten) wurden in einer moglichst geringen Menge Puffer 4 fiir SL-Priparation re-
suspendiert. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration mit dem Bio-Rad Protein As-

say wurden die Proben bis zur Verwendung bei —80°C gelagert.

3.4.2. Detergenzextraktion von Proteinen aus gereinigten Plasmamembranen
(Methode nach Schnitzer et al. 1995'*)

Gereinigte Plasmamembranen (s. 3.4.1.) von 5 Tage alten SD-Ratten (ca. 100 pg Pro-
tein pro Probe) wurden nach Zusetzen eines Lysis-Puffers fiir Detergenzextraktion, wel-
cher entweder 1% w/v SDS, 60 mmol/l B-D-Glucopyranosid (BOG), 2 Vol% Triton X-
100 oder 1,5% w/v Digitonin enthielt, fiir 1 Stunde bei 4°C unter leichtem Schiitteln ly-

siert. Durch einstiindige Zentrifugation bei 14000 x g und 4°C wurden die gelosten und

-28 -



3. Methoden

ungeldsten Bestandteile der Membranen separiert. Uberstiinde und Pellets wurden von-
einander getrennt und die Uberstinde in SDS-haltigem Lysis-Puffer fiir Detergenzex-
traktion aufgeldst. Nach Bestimmung der Proteinkonzentrationen der Proben mit dem
Bio-Rad-DC-Proteinessay (s. 3.4.5.2.) wurden gleiche Mengen Protein im Western-Blot
(s. 3.4.6.) auf das Vorhandensein von PMCA und Caveolin-3 iiberpriift.

3.4.3. Priparation Caveolae-reicher Membranen aus sarkolemmalen Membranen

(Methode nach Song et al. 1996'%)

Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis und unter Verwendung eiskalter Puffer und Lésun-
gen durchgefiihrt.

Gereinigte Plasmamembranen (s. 3.4.1.) von 5 Tage alten SD-Ratten (ca. 1,2 mg Pro-
tein) wurden mit 500 mmol/l Natriumcarbonat, pH 11, auf 2 ml Gesamtvolumen aufge-
fiillt. Durch Ultraschallbehandlung mit einem Ultraschallstab (5 St6e a 20 Sekunden,
25 kJ) wurden die Membranen zerkleinert und anschlieBend mit 2 ml Sucrose 90 fiir
Caveolae-Priparation auf eine Gesamtkonzentration von 45% w/v Sucrose, 25mmol/l
MES, 150 mmol/l NaCl gebracht. Das Gemisch wurde am Boden eines 12 ml Rohr-
chens fiir die Ultrazentrifuge platziert und durch Uberschichtung mit je 4 ml Sucrose 35
und Sucrose 5 fiir Caveolae-Praparation ein diskontinuierlicher 5-35-45% Sucrosegra-
dient erstellt. AnschlieBend wurden die Membranstiicke durch 20-stlindiges Zentrifugie-
ren im Ausschwingrotor bei 160000 x g, 4°C aufgetrennt. 12 Fraktionen a 1 ml wurden
von oben beginnend abgenommen und deren Proteinkonzentration mit dem Bio-Rad
Proteinessay (s. 3.4.5.1.) bestimmt. Daraus wurde der prozentuale Anteil jeder Fraktion
an der Gesamtmenge des eingesetzten Proteins berechnet. Sodann wurde eine konstante
Menge Protein aus jeder Fraktion im Western-Blot (s. 3.4.6.) auf das Vorliegen von

PMCA und Caveolin-3 untersucht und dem Anteil am Gesamtprotein gegeniibergestellt.

3.4.4. Immunprizipitation von Caveolin, PMCA und Dystrophin

(Methode nach Lisanti et al. 1996')

Die hier verwendeten Antikorper wurden alle von den im Anhang angegebenen Her-
stellern bezogen. Lediglich die beiden polyklonalen Anti-PMCA-Antikérper (2A und
4N) wurden unserem Labor freundlicherweise von Dr. D. Guerini (ETH Ziirich,

Schweiz) iiberlassen.
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Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis und unter Verwendung eiskalter Puffer und Lésun-
gen durchgefiihrt. Pre-Clearing, Immunkomplexbildung und Bindung an Protein A fan-
den im Kiihlraum bei 4°C statt.

1,5 mg Protein aus gereinigten sarkolemmalen Membranen (s. 3.4.1.) von SD- und TG-
Ratten wurden im 6,5-fachen Volumen Immunprizipitationspuffer (IP), welcher als
Detergenz entweder 1 Vol% Triton X-100 und 60 mmol/l 3-D-Glucopyranosid, 2% w/v
CHAPS oder 2,5 % w/v Digitonin enthielt, fiir 15 Minuten im Ultraschallbad lysiert.
AnschlieBend wurde durch Zugeben von 50 pl einer 1:1 ProteinA/Sepharose : PBS Sus-
pension (ProtA/S) und 1-stiindiges Mischen der Proben bei langsamer Umdrehung auf
einem Rotary-Mixer ein Pre-Clearing durchgefiihrt, bei welchem unspezifisch an
ProtA/S bindende Proteine aus der Losung entfernt wurden. In einem Zentrifugations-
schritt (1 Stunde, 4°C, 14000 x g, Zentrifuge mit Festwinkelrotor) wurde das Lysat von
ungeldstem Material und ProtA/S getrennt. Der Uberstand wurde abgenommen und
durch Bestimmung der Proteinkonzentration und Berechnung des Zielvolumens daraus,
zur Standardisierung mit IP auf 1 mg Protein/ml verdiinnt. Sodann wurde die Probe
gleichméBig auf 6 Ansitze verteilt.

Zu diesen wurden 6 verschiedene Antikdrper jeweils in einer Verdiinnung von 1:125
(=2png Antikorper pro 1000 pg Protein) zugegeben: monoklonaler Maus-Anti-Caveolin-
3-Antikorper, polyklonaler Maus-Anti-Caveolin-3-Antikorper, monoklonaler Maus-
Anti-PMCA-Antikorper (“5F10%), polyklonaler Kaninchen-Anti-PMCA-Antikérper
(2A-AK), monoklonaler Maus-Anti-Dystrophin-Antikoérper und monoklonaler Maus-
Anti-Ostrogenrezeptor-Antikdrper (als unspezifischer Antikdrper). Als zusétzliche Ne-
gativkontrolle wurde ein 7. Ansatz hergestellt, welcher den 5F10-Ak und anstelle des
Lysats nur IP enthielt. Zur Immunkomplexbildung wurden die 7 Proben bei langsamer
Umdrehung 7 Stunden auf dem Rotary-Mixer gemischt. AnschlieBend wurde jeder
Probe das 0,5-fache Volumen ProteinA/S zugesetzt und {iber Nacht erneut bei langsa-
mer Umdrehung auf dem Rotary-Mixer gemischt. Wahrend dieses Schrittes sollten die
Immunkomplexe an den F.-Rezeptor des Protein A binden. Durch Puls-Zentrifugation
(5 Sekunden, 14000 U/min) wurden die ProtA/S-Kiigelchen pelletiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet 3 Mal mit PBS gewaschen.

Durch Resuspendieren der Pellets in 40 ul Puffer 4 fiir SL-Priparation (s. 3.4.1.) und 40
ul 3-fach Sample-Puffer fiir Western-Blot (s. 3.4.6.) und anschlieBendem Erhitzen der

-30 -



3. Methoden

Proben (10 min, 95°C) wurden die Antikérper-Protein-A- und Immunkomplex-Bindun-
gen wieder gelost. Nach erneuter Puls-Zentrifugation wurden die Uberstinde abge-
nommen und direkt im Western-Blot auf Vorhandensein von Caveolin-3 und PMCA

iiberpriift. Dabei wurde pro Spur etwa die Hilfte eines Uberstandes verwendet.

3.4.5. Messung der Proteinkonzentration

Beide genannten Methoden basieren auf der Methode nach Lowy'®, welche auf der
photometrischen Bestimmung der Farbreaktion zwischen dem Folin-Ciocalteu Phenol
Reagenz mit Tyrosyl-Resten des zu bestimmenden Proteins basiert. Der Einfachheit und
leichteren Standardisierung wegen, wurden zwei Fertig-Kits von Bio-Rad verwendet, je

nachdem welche Art von Proben gemessen werden sollte.

3.4.5.1. Bio-Rad Protein Assay

Die Proteinkonzentration der Proben, welche kein Detergenz enthielten (3.4.1. SL-Pra-
paration und 3.4.3. Caveolae-Priparation) wurden mit diesem Assay bestimmt. Die
Proben wurden nach den Angaben des Herstellers (Bio-Rad) verarbeitet und bei 595 nm
gegen einen Leer-Ansatz im Photometer gemessen. Dabei verwendete das Gerit eine
vorher erstellte und gespeicherte Eichgerade mit BSA als Standard zur automatischen
Berechnung der Konzentration aus der Extinktion nach dem Lambert-Beer-Gesetz (E =

geced).

3.4.5.2. Bio-Rad DC Protein Assay

Diese Methode wurde fiir die Proben, welche SDS (bzw. Detergenzien) enthielten
durchgefiihrt (3.2.1. Gesamtprotein aus Zellkultur, 3.4.2. Detergenzextraktion), da der
,einfache* Protein Assay nicht mit SDS kompatibel ist. Zur Messung solcher Proben
stellt Bio-Rad einen Assay zur Verfiigung, bei welchem durch ein zusétzliches Reagenz
der storende Einfluss des SDS auf die Farbreaktion unterbunden wird. Die Proben wur-
den nach den Angaben des Herstellers verarbeitet und bei 750 nm gegen einen Leer-An-
satz im Photometer gemessen. Wiederum diente eine vorher erstellte und gespeicherte

Eichgerade mit BSA als Standard zur automatischen Konzentrationsberechnung.
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3.4.6. Western-Blot-Analyse
(Methode nach Laemmli 1970°")

Die Western-Blot-Analyse wurde zur semiquantitativen Auswertung der Versuche der
Detergenzextraktion (3.4.2.), der Préparation Caveolae-reicher Membranen (3.4.3.) und
zur qualitativen Auswertung der Immunprézipitations-Versuche (3.4.4.) verwendet. Ziel
war jeweils der gleichzeitige Nachweis von Caveolin-3 und PMCA in den untersuchten
Proben.

Bei der semiquantitativen Auswertung wurden jeweils gleiche Mengen Protein aus jeder
Probe entnommen, mit Puffer 4 fiir SL-Priaparation auf gleiche Volumina aufgefiillt und
3-fach Sample-Puffer fiir Western-Blot im Verhéltnis 3:1 zugegeben. Bei der qualitati-
ven Auswertung wurden jeweils gleiche Volumina aus den Immunprézipitations-Proben
direkt eingesetzt. In jedem Fall wurden die Proben vor der Elektrophorese fiir 5 Minu-
ten bei 95°C und anschlieBend fiir 20 Minuten bei 25°C vorinkubiert, um etwaige Pro-
tein-Protein-Interaktionen zu 16sen.

Die so vorbereiteten Proben wurden auf 4-20% SDS-Polyacrylamid-Gele (Fertiggele
der Fa. Bio-Rad) mit linearem Gradienten aufgetragen. Zusétzlich wurde auf jedem Gel
jeweils 1 Bahn mit einem farbigen Protein-GroBenstandard (prestained Kaleidoskop-
Marker) und einer Positivkontrolle (ca. 10-20 pg SL-Protein mit 3-fach Sample-Puffer
im Verhiltnis 3:1) beladen. Es folgte die SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-
PAGE) mit einer ca. 10-minutigen Einlaufphase bei 70V und einer individuell langen
Trennphase bei 120V. Anhand der Laufdistanz des Markers und der Bromophenolblau-
Front wurde die Elektrophorese zu dem Zeitpunkt unterbrochen (nach ca. 90 Minuten),
zu welchem eine optimale Auftrennung erreicht war. AnschlieBend wurden die Gele fiir
30 Minuten in Transferpuffer fiir Western-Blot dquilibriert.

Der Proteintransfer erfolgte auf eine PVDF-Membran, welche entsprechend den Her-
stelleranweisungen vorbereitet worden war (jeweils kurze Aquilibrierung in Methanol,
Aqua dest. und Transferpuffer). Dazu wurden Sandwichs aus Whatman Filtern, Gelen,
Membranen und wiederum Whatman Filtern geschichtet und in der Blotting-Kammer in
Transferpuffer 18 Stunden bei einer konstanten Stromstérke von 100 mA geblottet. Zur
Vermeidung einer Uberhitzung wurde in die Kammer zusitzlich ein Kiihlakku einge-

setzt.
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Danach wurden die PVDF-Membranen 30 Minuten in 50% Methanol dquilibriert und
zur groben Uberpriifung des gelungenen Transfers fiir 2 Minuten in Ponceaurot-Losung
angefarbt. Nach einigen Waschvorgéingen mit Aqua dest. konnten die unspezifisch ge-
farbten Proteinbanden und die GleichméBigkeit der Beladung der einzelnen Bahnen be-
urteilt werden.

Um eine unspezifische Bindung der spiter eingesetzten Antikdrper zu unterdriicken,
wurden die Membranen anschlieend 1 Stunde bei Raumtemperatur in Blockierlosung
fiir Western-Blot auf einem Kipp-Shaker inkubiert. Danach wurden die Membranen
unter Orientierung an den Markerbanden mit einem Skalpell ungefahr in einer Hohe von
70-72 kDa geschnitten.

Es folgte die 1-stiindige Inkubation in der Primédrantikorper Losung, wobei bei den obe-
ren Anteilen der Membranen (Markerbanden 200-70 kDa) der monoklonale Anti-
PMCA-Antikorper, bei den unteren Anteilen (Markerbanden 70-7 kDa) der monoklo-
nale Anti-Caveolin-3-Antikérper (Verdiinnung jeweils 1:1000) eingesetzt wurde. Auch
dieser Schritt (wie auch die folgenden Schritte) wurde zur gleichméBigen Inkubation auf
einem Kipp-Shaker durchgefiihrt. Zur Entfernung nicht gebundener Antikorper schloss
sich eine ca. 35-miniitige Waschphase in Waschlosung 1 an, wobei die Waschlosung 5
Mal gewechselt wurde. Wiederum fiir 1 Stunde erfolgte die Inkubation mit den Meer-
rettichperoxidase konjugierten Sekundirantikérpern. Auch hiernach erfolgten 2 jeweils
15-miniitige Waschphasen, zuerst mit Waschlosung 2, dann mit Waschlosung 1 fiir
Western-Blot, wiederum mit 5-fachem Austauschen der Losungen.

Zum Schluss wurde mit den Membranen eine Chemilumineszenz-Reaktion durchge-
fiihrt. Dazu wurde ein Fertig-Kit (ECL-Kit) nach den Anweisungen des Herstellers be-
nutzt. Den so behandelten Membranen wurden in einer Film-Kassette fiir verschiedene
Zeiten Filme exponiert und anschlieend maschinell entwickelt. Die sichtbaren Banden
wurden anhand ihrer Stirke und in Bezug auf den Grofenstandard und die Positiv- bzw.
Negativkontrollen beurteilt.

Um die Membranen erneut verwenden zu konnen (z.B. zur Inkubation mit anderen An-
tikorpern, Spezifititskontrolle mit Sekundirantikorper, s.u., usw. ...) mussten sie ge-
strippt werden, ein Vorgang, bei welchem die gebundenen Antikorper entfernt werden,
wihrend die zu untersuchenden Proteine an den Membranen fixiert bleiben. Dazu wur-

den die Membranen 30 min bei 55°C in einem Hybridisierungs-Ofen bei langsamer
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Umdrehung in Striplosung fiir Western-Blot inkubiert. AnschlieBend wurde die Striplo-
sung durch 30-miniitiges Waschen in PBS (5-facher Austausch) fiir Western-Blot ent-
fernt. Zur Uberpriifung des Strip-Erfolges wurden die Membranen der Chemilumines-
zenz-Reaktion (ECL-Kit) unterzogen. Ein Ausbleiben der Filmschwérzung wurde als
vollstdndige Entfernung der Antikorper angesehen.

Danach konnten die Membranen entweder mit anderen Primér- und Sekundérantikor-
pern oder als zusitzliche Spezifititskontrolle nur mit dem zuvor verwendeten Sekundér-
antikorper inkubiert werden. Damit sollte eine unspezifische Bindung des Sekunddran-
tikorpers an die zu untersuchenden Proteine ausgeschlossen werden. Das Vorgehen war
dabei wie bereits weiter oben beschrieben, mit der Ausnahme, dass die Inkubation mit
dem Primérantikorper und die nachfolgenden Waschschritte in Waschlosung 1 iiber-
sprungen wurden. Ausreichende Spezifitdt wurde angenommen, wenn bei gleicher Ex-
positionsdauer der Membranen gegeniiber dem Film bei der Spezifitidtskontrolle keine

Schwirzung der zuvor nachgewiesenen Proteinbanden auftrat.

3.5. Konzentrationsbestimmung von DNA

(Methode nach Cesarone et al. 1979°%)

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration in den Proben der Wachstumsversuche (s.
3.2.) als MabB fiir die eingegangene Zellzahl wurde eine Methode verwendet, welche auf
der fluoreszenzphotometrischen Bestimmung der Bindung des Hoechst 33258 Fluoro-
chroms an DNA basiert. Dazu wurden jeweils 20 pl der Proben 1:100 mit SSC verdiinnt
und 1 ml Hoechst 33258 Fluorochrom in einer Konzentration von 1,5 pmol/l (in SSC)
zugesetzt. Nach 15-miniitiger Reaktionszeit wurde die 450 nm Emission in einem Fluo-
reszenzphotometer bei einer Exzitationswellenldnge von 360 nm gemessen. Zur Leer-
wertbestimmung wurde eine Probe ohne Zell-Lysat eingesetzt. Die Berechnung der
Konzentration erfolgte automatisch durch das Gerét anhand einer vorher erstellten und

gespeicherten Eichgerade aus bekannten Konzentrationen von Lachs-Sperma-DNA.

3.6. Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der Wachstumsversuche (siehe 3.2.) wurden zusammengefasst, indem

aus den prozentualen Wachstumssteigerungen fiir jede Inkubationsdauer der Mittelwert
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gebildet und der dazu gehorige Standardfehler des Mittelwerts (SEM) berechnet wurde.
Die Unterschiede zwischen den Ergebnissen fiir SD- und TG-Ratten wurden mit dem
Student-T-Test (zweiseitig, eindimensional) auf Signifikanz tberpriift. Dabei wurde
eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 als signifikant angesehen.

Sédmtliche Berechnungen wurden mit der Tabellenkalkulation Microsoft Excel durchge-
fiihrt.
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4. Resultate

4.1. Stimuliertes Wachstum

Wie bereits in Kapitel 2 dargelegt, sollten im Rahmen dieser Arbeit Unterschiede zwi-
schen normalen Sprague-Dawley-Ratten (SD-Ratten) und transgenen (TG) Ratten, wel-
che die hPMCA4CI myokardspezifisch iiberexprimierten, aufgedeckt werden. Als Basis
dafiir diente ein Analogieschluss zu den Ergebnissen, die zuvor in unserem Labor bei
Differenzierungsversuchen an normalen und hPMCA4ClI-transgenen L6-Myoblasten
erzielt worden waren®.

Die Versuche stellten prinzipiell die Ubertragung der Experimente an L6-Zellen auf ein
Modell mit Kardiomyozyten dar. Dabei wurde jedoch nicht die Aktivitit der Kreatin-
phosphokinase (als Differenzierungsmarker) gemessen, da dieses Enzym keinen geeig-
neten Differenzierungsparameter im Myokard darstellt und diese Zellen bereits diffe-
renziert sind. Statt dessen wurden zwei Wachstumsparameter gemessen (Einbaurate von
radioaktiv markiertem Leuzin als MaB fiir die Proteinsynthese und Zunahme des Ge-
samtproteins), welche als Mal} fiir Zellwachstum und —hypertrophie angesehen wurden.
Dabei wurde erwartet, mit der Methode des 3H-Leuzin-Einbaus, groflere Unterschiede
beobachten zu kdnnen, da hierbei nicht ein kumulativer Effekt vor dem groflen Hinter-
grund des Gesamtzellproteins (wie in 4.1.2.), sondern ein dynamischer Prozess be-
stimmt wurde, der aus mathematischer Sicht etwa der Steigung (1. Ableitung) der
»Wachstumskurve* aus Tabelle 5 (sieche 4.1.2.) entsprechen sollte. Die Resultate, wel-
che mit der Methode der Gesamtproteinmessung erzielt wurden, sollten somit als Be-
statigung der Phianomene dienen, die bei der Messung der Proteinsynthese gesehen
wurden.

Da sowohl der *H-Leuzin-Einbau als auch die Gesamtproteinkonzentration jeweils auch
von der Zellzahl abhéngig waren, musste noch ein zweiter Parameter bestimmt werden,
welcher die Zellzahl erfasste. Hierzu wurde der DNA-Gehalt der Proben bestimmt, da
durch das stets im Medium enthaltene Basenanalogon Bromodesoxyuridin (BrdU) eine
DNA-Vermehrung und Zellteilung (v.a. der Nicht-Kardiomyozyten) ausgeschlossen
wurde und die DNA-Menge somit proportional zur Zellzahl sein sollte. Als

Wachstumsstimulanzien dienten “klassische* hypertrophe Stimuli, wie sie in der Lite-
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ratur beschrieben worden waren. Dabei wurde sowohl ein pluripontenter Stimulus (2
Vol% fetales Kélberserum, FCS), als auch andere Stimuli (2 pmol/l Noradrenalin, NE
und 50 ng/ml Platelet Derived Growth Factor BB, PDGFBB) ausgewihlt (siche Kapitel
1.4.), deren Signaltransduktion zumindest teilweise aufgeklirt ist'”’, bzw. fiir welche
bereits Vorstellungen iiber die zelluldre Lokalisation ihres Rezeptor-Molekiils existie-

ren' .

4.1.1. Bestimmung des Einbaus von *H-Leuzin als Ma# fiir Proteinsynthese

Insgesamt wurden 5 unabhingige Versuche mit FCS, 1 Versuch mit PDGFBB und 2
unabhéngige Versuche mit NE (Noradrenalin) durchgefiihrt.
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Abbildung 5 A-C: Zunahme des *H-Leuzin-Einbaus von normalen (SD) und transge-
nen (TG) Kardiomyozyten unter Stimulation mit 2 Vol% FCS (A, n=5), 50 ng/ml
PDGFBB (B, n=1) und 2pumol/l NE (C, n=2) in Bezug auf unstimulierte Kontrollzellen
nach den zwei Zeitpunkten 24h und 36h. Die einzelnen Balken stellen jeweils das Ver-
hiltnis des *H-Leuzin-Einbau/DNA-Quotienten der stimulierten Zellen im Bezug zum
*H-Leuzin-Einbau/DNA-Quotienten der unstimulierten Kontrollzellen in Prozent dar
(Prozent von Kontrolle). Die eingezeichneten Fehlerindikatoren reprédsentieren den
Standardfehler des Mittelwertes (SEM), der aus den Prozentwerten der Einzelversuche
fiir jeden Zeitpunkt berechnet wurde. Der Student-T-Test ergab bei Stimulation mit FCS
nach 36h einen signifikanten (* p<0,05) Unterschied zwischen SD- und TG-Kardio-
myozyten.
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Es zeigte sich, dass alle drei Stimuli den Einbau von *H-Leuzin steigern konnten (siche
Abbildung 5). Dabei wurde eine Erhdhung um bis zu 299% (TG nach 36 h mit FCS)
gegeniiber den Kontrollen erreicht. Demgegeniiber zeigte NE eine maximale Steigerung
um 141% (TG nach 36 h) und PDGFBB ,,nur* um 117% (SD nach 24 h).

Wichtigste Beobachtung war jedoch, dass die TG-Kardiomyozyten im Vergleich zu SD-
Kardiomyozyten wesentlich stirker auf mindestens zwei der drei Stimuli reagierten
(siche Abbildung 5). So war die Zunahme der Proteinsynthese der TG bei Stimulation
mit FCS nach 24 h um den Faktor 4,6 (TG: 114£57%; SD: 25+15%), nach 36 h um den
Faktor 4,7 (TG: 2991£82%; SD: 64122%) groBer, als die der SD-Kardiomyozyten. Mit
NE war der Zuwachs bei TG nach 24 h 2,3-fach (TG: 9£3%; SD: 4+17%), nach 36 h
8,8-fach (TG: 141+82%; SD: 16+41%) groBer als bei SD. Die Stimulation mit
PDGFBB zeigte kein eindeutiges Ergebnis: nach 24 h war die Proteinsynthese der SD-
deutlich gegeniiber den TG-Kardiomyozyten erhoht (TG: 25%; SD: 117%), nach 36 h
herrschten umgekehrte Verhéltnisse (TG: 42%; SD: -7%).

Die statistische Auswertung mit dem Student-T-Test ergab bei der Stimulation mit FCS
nach 36 h einen signifikanten (p<0,05) Unterschied zwischen TG und SD.

4.1.2. Bestimmung der Zunahme des Gesamtproteins als Maf fiir Zellwachstum

Insgesamt wurden 3 unabhdngige Versuche mit FCS, 2 unabhédngige Versuche mit
PDGFBB und 1 Versuch mit NE durchgefiihrt.

Es zeigte sich sowohl bei TG- als auch SD-Kardiomyozyten bei allen drei verwendeten
Stimuli eine Zunahme des (Gesamt-)Protein/DNA-Verhéltnisses, bezogen auf die un-
stimulierten Kontrollzellen (ab hier kurz als ,,Wachstum® bezeichnet). Dabei verur-
sachte FCS den stirksten, PDGFBB einen mittleren und NE den geringsten Anstieg:
maximal +54% mit FCS, maximal +47% mit PDGFBB, maximal + 30% mit NE, je-
weils nach 39 h bei TG-Kardiomyozyten. Im zeitlichen Verlauf konnte bei FCS und
PDGFBB sowohl mit TG- als auch mit SD-Kardiomyozyten ein Maximum des
,,»Wachstums® nach 39 h beobachtet werden, wihrend die Werte nach 48 h wieder ab-
fielen. Ein gleichartiger Verlauf konnte auch bei TG-Kardiomyozyten beobachtet wer-
den, welche mit NE stimuliert worden waren, wahrend in diesem Fall die SD-Kardio-

myozyten erst nach 48 h ithr Maximum erreicht hatten (siche Tabelle 5).
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Die auffilligste und moglicherweise wichtigste Beobachtung war jedoch auch hier, dass
die TG-Kardiomyozyten bei allen drei Stimuli eine groBBere Bereitschaft zum ,,Wachs-
tum® zeigten, als SD-Kardiomyozyten. So lag das ,,Wachstum* mit FCS bis 39 h von
TG um den Faktor 1,5 hoher als bei SD (TG: 54+16% Zunahme von Protein/DNA ge-
geniiber unstimuliert; SD: 36+19% Zunahme), bis zu den Zeitpunkten 15 h und 24 h so-
gar um den Faktor 2,25 (TG: 27+4%; SD: 12+5%) und 1,6 (TG: 24+3%; SD: 15£16%).
PDGFBB vermochte das ,,Wachstum* von TG bis 39 h um den Faktor 2,14 (TG:
4716%; SD: 22+17%), NE um den Faktor 3,0 (TG: 10%; SD: 30%) gegeniiber SD zu
steigern (sieche Tabelle 5).
A FCS (n=3)

Zeit [h]  SD [%] |+ SEM TG [%] + SEM|
15

p

39
48

+ + + H+

B PDGFBB (n = 2)
Zeit[h]  SD [%]/+ SEM TG [%]
15
24

+
+
+
+

Zeit [h] . TG [%]
15

24
39
48

Tabelle 5: Zunahme des Protein/DNA-Quotienten von normalen (SD) und transgenen
(TG) Kardiomyozyten unter Stimulation mit 2 Vol% FCS (A, n=3), 50 ng/ml
PDGFBB (B, n=2) und 2 pmol/l NE (C, n=1) in Bezug auf unstimulierte Kontrollzel-
len nach den vier Zeitpunkten 15h, 24h, 39h und 48h. Die einzelnen Werte stellen je-
weils das Verhiltnis des Protein/DNA-Quotienten der stimulierten Zellen im Bezug
zum Protein/DNA-Quotienten der unstimulierten Kontrollzellen in Prozent dar (Pro-
zent von Kontrolle). Der angegebene Standardfehler des Mittelwertes (SEM) wurde
aus den Prozentwerten der Einzelversuche fiir jeden Zeitpunkt berechnet.
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4.2. Dreifachimmunfluoreszenz mit Firbung von Troponin, Aktin und
Kernen

Die Ergebnisse aus 4.1.1. und 4.1.2. zeigten das Phinomen einer erh6hten Wachstums-
bereitschaft bei TG-Kardiomyozyten. Als nichstes sollte untersucht werden, ob dieses
mit auffalligen morphologischen Unterschieden zwischen den transgenen und normalen
Zellen einherging. Dazu wurde eine relativ einfache fluoreszenzmikroskopische Me-
thode herangezogen, bei welcher Troponin T, Aktin und Kerne angefirbt wurden. Zur
Darstellung der Verdanderungen durch Wachstumsstimulation wurde ein Teil der Zellen
fiir 24 h, wie in 4.1.1 und 4.1.2., mit 2 Vol% FCS oder 2 pmol/l NE inkubiert. Bei der
Auswertung wurde vor allem auf GroBe, Form und Querstreifung der Zellen geachtet.
Hiermit sollten auffdllige qualitative Unterschiede erfasst werden. Zusétzlich wurde die
Kontamination der Zellkulturen durch Nicht-Kardiomyozyten (v.a. Fibroblasten) an-
hand der Abwesenheit von Troponin T in Nicht-Kardiomyozyten beurteilt.

Generell zeigte sich eine VergroBerung der Zellen nach 24-stiindiger Stimulation, wel-
che auch mit einer Zunahme der Querstreifung einherging. Grobe qualitative Unter-
schiede in der Morphologie von TG- und SD-Kardiomyozyten wurden mit dieser Me-
thode nicht festgestellt. Der Anteil an Nicht-Kardiomyozyten in den Kulturen betrug in
der Regel <10%. Dieses Ergebnis wurde vor allem beziiglich der Wachstumsversuche
(sieche 4.1.) als wichtige Kontrolle gewertet, da dadurch bestitigt wurde, dass die ge-
messenen Wachstumsphénomene tatsichlich auf eine Reaktion der Kardiomyozyten zu-
riick zu fiilhren waren und nicht auf einer Vermehrung, bzw. Vergroferung der
Fibroblasten. Die Negativkontrollen zeigten keine Farbung.

In den Abbildungen 6.1. bis 6.3. sind beispielhafte Aufnahmen nach Stimulation mit
FCS, NE oder ohne Stimulation dargestellt.
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Abbildung 6.1a: Aufnahmen von
transgenen (TG) Kardiomyozyten,
welche 24 h lang ohne Wachstums-
stimulus in Kultur gewachsen waren.
Abgebildet sind jeweils Farbungen fiir
Troponin T (griin = Cy*-Farbstoff —
links oben), Aktin (rot = Phalloidin —
rechts oben) und fiir Kerne (hellblau =
DAPI — links unten). Urspriingliche
VergroBerung 630x.
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Abbildung 6.1b: Aufnahmen von
normalen (SD) Kardiomyozyten, wel-
che 24 h lang ohne Wachstumssti-
mulus in Kultur gewachsen waren.
Abgebildet sind jeweils Farbungen fiir
Troponin T (griin = Cy’-Farbstoff —
links oben), Aktin (rot = Phalloidin —
rechts oben) und fiir Kerne (hellblau =
DAPI — links unten). Urspriingliche
VergroBerung 630x.
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Abbildung 6.2.: Aufnahmen von transgenen (TG - oberes Bild) und normalen (SD -
unteres Bild) Kardiomyozyten, welche 24 h lang mit 2 Vol% FCS stimuliert worden
waren. Abgebildet ist jeweils eine Firbungen fiir Troponin T (Cy’-Farbstoff)
Urspriingliche VergroBerung 630x.
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Abbildung 6.3.: Aufnahmen von transgenen (TG - oberes Bild) und normalen (SD -
unteres Bild) Kardiomyozyten, welche 24 h lang mit 2 pmol/l NE stimuliert worden
waren. Abgebildet ist jeweils eine Firbungen fiir Troponin T (Cy’-Farbstoff)
Urspriingliche VergroBerung 630x.
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4.3. Versuche zur Lokalisation der PMCA in Caveolae

Die Ergebnisse aus den Wachstumsversuchen wiesen darauf hin, dass die PMCA weni-
ger bei der Kontraktion/Relaxation der Muskelzellen beteiligt ist, sondern eher in die
Signaltransduktion wachstumsfordernder/hypertropher Stimuli integriert sein kdnnte.

Da die subzelluldre Lokalisation eines Molekiils oftmals Hinweise auf seine Funktion
gibt, sollte die genaue Lokalisation der PMCA in Kardiomyozyten untersucht werden.
Aufgrund einer Verdffentlichung von Fujimoto®’, in welcher die PMCA mit der Me-
thode der Immunogoldfarbung in Caveolae lokalisiert wurde, sollte zunéchst dieses
Kompartiment untersucht werden.

Als Markerprotein fiir Caveolae wurde fiir Endothelzellen und die meisten anderen
Zelltypen das Caveolin-1, fiir den Herz- und Skelettmuskel das Caveolin-3 beschrie-
ben®. Die folgenden Resultate zeigen mit verschiedenen Methoden die Kolokalisation

von PMCA mit Caveolin-3.

4.3.1. Detergenzextraktion von Proteinen aus gereinigten Plasmamembranen

In zahlreichen Veroffentlichungen wurden Caveolae aufgrund ihrer besonderen Eigen-
schaften bei der Solubilisierung von Membranen mit verschiedenen Detergenzien defi-
niert (Zusammenfassung in Anderson 1998%). So gilt z.B. die Resistenz der caveoliren
Membran gegeniiber Triton X-100 bei 4°C als eine besonders charakteristische Eigen-

3 benutzt wurde,

schaft, welche auch schon in fritheren Arbeiten (Schnitzer et al. 1995)
um untersuchte Strukturen in Caveolae zu lokalisieren. Mit der Methode der Detergenz-
extraktion (sieche 3.4.2.), welche anhand obiger Veroffentlichung in diesem Labor etab-
liert und auf die gegebene Problemstellung adaptiert wurde, sollte auf einfache Weise
tiberpriift werden, ob die PMCA dhnliche Losungseigenschaften wie Caveolin-3 besitzt.
Als Detergenzien wurden 1% w/v (Gewicht/Volumen, 1% = 1g/100ml) SDS, 60 mmol/l
B-Octylglucopyranosid (BOG), 1,5 Vol% Triton X-100 (TX100) und 1,25% w/v Digi-
tonin (Dig) benutzt. Gleiche Mengen Protein von, durch die Detergenzien aufgeldstem
(Uberstand/Supernatant — S) und nicht aufgeldstem (Pellet — P), SL-Material wurden im
Western Blot auf Vorhandensein von PMCA und Caveolin-3 tiberpriift.

Wihrend durch Solubilisierung mit SDS die gesamten Membranen aufgeldst wurden, so
dass bei der Trennung durch Zentrifugation kein Pellet auftauchte, zeigte sich, dass

durch Verwendung der anderen drei Detergenzien unterschiedliche Mengen von Cave-
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olin-3 und PMCA in Losung gebracht werden konnten. Im Vergleich der Banden fiir
Caveolin-3 (jeweils zwischen Pellet und Uberstand) fiir jedes Detergenz zeigte sich,
dass TX100 die geringste, BOG eine mittlere und Digitonin die grofite Menge dieses
Strukturproteins in Lésung bringen konnte. Der Vergleich der Banden fiir die PMCA
zeigte ein qualitativ gleiches Ergebnis, so dass dhnliche oder gleiche Losungseigen-
schaften fiir die Membranabschnitte in welchen Caveolin-3 oder PMCA enthalten waren
angenommen werden konnten. Insbesondere die weitgehende Unloslichkeit gegentiber
TX100 spricht somit fiir eine caveoldre Lokalisation der Pumpe. Dieser Versuch konnte

insgesamt drei Mal mit gleichen Ergebnissen reproduziert werden.

@
%

18 kDa—> i S a9 4 s aiwsss «— Caveolin 3

Abbildung 7: Western-Blot von SL-Material aus neonatalen Herzen von SD-Ratten,
welches der Solubilisierung durch die vier Detergenzien SDS, B-Octylglucopyranosid
(BOG), Triton X-100 (TX100) und Digitonin (Dig) ausgesetzt worden war. Aufgetra-
gen sind gleiche Mengen (beziiglich Protein) der nach Solubilisierung und Zentrifuga-
tion entstehenden Pellets (P) und Uberstinde (S), mit Ausnahme von SDS, welches kein
Pellet zurticklieB3. Gesucht wurde nach PMCA (140 kDa) und Caveolin-3 (18 kDa).

4.3.2. Doppelimmunfluoreszenz mit Firbung von Caveolin-3 und PMCA

Da die Resultate aus der Detergenzextraktion nur hinweisend und nicht beweisend fiir
eine Lokalisation der PMCA in Caveolae des Herzmuskels waren, sollte noch mit min-
destens zwei weiteren unabhingigen Methoden dieser Nachweis gefiihrt werden. Zu-
nichst wurde dazu eine optische Methode, dhnlich der von Chun et al. 1994°°, etabliert:

Caveolin-3 und PMCA wurden in Kardiomyozyten mittels Immunfluoreszenz gleich-
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zeitig in zwei verschiedenen Farben (rot und griin) angefarbt. Von identischen Bildaus-
schnitten wurden jeweils Aufnahmen mit beiden Anregungswellenldngen fiir die Fluo-
reszenzfarbstoffe angefertigt und anschlieBend elektronisch additiv tiberlagert. Orte der
Kolokalisation von PMCA und Caveolin-3 erschienen dann gelb. Um eine moglichst
genaue Aufldsung zu erreichen und um Uberlagerungseffekte zu unterbinden, wurde ein
Konfokal-Mikroskop verwendet, mit welchem Aufnahmen angefertigt werden konnen,
die nur eine sehr diinne horizontale Schnittebene scharf abbilden. Zusétzlicher Vorteil
des verwendeten Konfokal-Mikroskop war, dass die entstehenden Bilder nicht durch
konventionelle Fotografie festgehalten, sondern direkt digitalisiert und in einen ange-
schlossenen Rechner eingespeist werden konnten. So kam es zu keinen Qualitédtsver-
lusten durch sekundéres Scannen der Bilder.

In den nicht {iberlagerten Einzelaufnahmen (sieche Abbildung 8 A) zeigte sich bei der
Darstellung von Caveolin-3 eine feinkornige Anfarbung der Kardiomyozyten
(Fibroblasten zeigten erwartungsgemal} keine Farbung). Die leichte perinukledre Beto-
nung der Farbung deckt sich mit der Annahme, dass Caveolae zwischen Golgi-Komplex
und Plasmamembran “shutteln* kénnen””’. Die Darstellung der PMCA (Abbildung 8
B) wies ebenfalls eine feinkornige Struktur mit perinukledrer Betonung auf. Im Overlay
(Abbildung 8 C) konnte man anhand der Gelbfarbung viele Orte identifizieren, an denen
PMCA und Caveolin-3 kolokalisiert waren. Die Negativkontrollen, welche zur Uber-
priifung der Spezifitit der Farbung und der Kreuzreaktion der verwendeten Sekundir-
antikOrper angesetzt worden waren (siehe 3.3.2.), zeigten keine Farbung (in Abbildung
8 nicht dargestellt). Diese Ergebnisse wurden in 2 unabhéngigen Versuchen in gleicher

Weise reproduziert.
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C

Abbildung 8: Doppelimmunfluoreszenzfirbung von normalen SD-Kardiomyozyten fiir
Caveolin-3 (A — griin / Cy*-Farbstoff) und PMCA (B — rot / Texas-Red). Im Overlay
(C) werden Orte der Kolokalisation gelb sichtbar. VergroBerung 800x.
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4.3.3. Biochemische Priparation Caveolae-reicher Membranen aus sarkolemmalen

Membranen

Neben der optischen, sollte nun auch eine biochemische Methode angewandt werden,
um die PMCA in Caveolae zu lokalisieren. Zu diesem Zweck wurde das Prinzip der
Priparation von Caveolae-reichen Membranen iiber einen Dichtegradienten gewéhlt,
welches als anerkannte Methode schon von einigen Labors aus der Caveolae-Forschung
benutzt worden war, um Proteine in Caveolae zu lokalisieren: SL-Membranen werden
nach mechanischer Zerkleinerung durch Ultraschall auf einem diskontinuierlichen 5%-
35%-45%-Sucrose-Gradienten in der Ultrazentrifuge aufgetrennt. AnschlieBend wird
der Gradient in 12 gleich groBe (je 1 ml) Fraktionen aufgeteilt und gleiche Mengen
Protein aus jeder Fraktion im Western-Blot auf Caveolin-3 und PMCA iiberpriift. Nach
den Angaben aus der Literatur'> sollten sich die caveoldren Membranen iiberwiegend
in Fraktion 5 finden.

Im Western-Blot zeigte sich eine Anreicherung von Caveolin-3 in den Fraktionen 5 bis
9, mit einem Maximum in Fraktion 5. Die PMCA war ebenfalls in Fraktion 5 stark an-
gereichert, wiahrend sie in den anderen Fraktionen nicht nachgewiesen werden konnte.
Die Berechnung der prozentualen Anteile jeder Fraktion an der gesamten Proteinmenge
ergab, dass in Fraktion 5 nur 3,4% des eingesetzten Proteins enthalten waren, was zu-
satzlich fiir eine starke und selektive Anreicherung caveoldrer Membranen sprach, in
welchen die PMCA ebenfalls lokalisiert war. Diese Resultate konnten in qualitativ glei-

cher Weise drei Mal reproduziert werden.
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1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 SL
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Fraktion Nr.| 1 2 134156 |7 819 [10]11]12
% Gesamtprotein|10.3| 2.7 [ 0.7 | 2.1 | 3.4 [11.0| 4.1 | 5.5 |29.5| 7.5 |12.3|11.0

Abbildung 9: Western-Blot gleicher Mengen von Protein aus den 12 Fraktionen des
Dichtegradienten mit Darstellung von PMCA (140 kDa) und Caveolin-3 (18 kDa). Als
Positivkontrolle wurde eine zusitzliche Bahn mit Sarkolemma-Material (SL) beladen.
Die darunter angeordnete Tabelle zeigt die Anteile jeder Fraktion am Gesamtprotein,
welches auf dem Gradienten aufgetrennt wurde.

4.3.4. Koimmunpriizipitation von Caveolin, PMCA und Dystrophin

Neben der Kenntnis der zelluldren Lokalisation der PMCA ist das Wissen von Interak-
tionspartnern des Enzyms fiir die Aufkldrung von Funktion und Wirkmechanismen be-
deutsam. Eine Methode, welche sowohl Lokalisation als auch zumindest teilweise die
Interaktion von Proteinen aufkldren kann, ist die Koimmunprézipitation. Die Koim-
munpréazipitation ist ein hdufig angewandtes Verfahren bei der Aufklarung von Interak-
tionspartnern von 16slichen zytosolischen Proteinen. Die Ubertragung der Methode auf
ein Transmembranprotein, wie die PMCA, warf einige Probleme auf. Zum einen muss-
ten Detergenzien eingesetzt werden, um die PMCA iiberhaupt in Losung zu bringen, die
aber auch die Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen der PMCA und mdglichen
Interaktionspartnern zerstoren konnten. Es war auch unklar, ob der Einsatz eines Deter-
genz nicht vielleicht die Konformation der Epitope fiir die Antikdrperbindung veréndert
und ob die zur Verfiigung stehenden Antikorper liberhaupt fiir die (Ko-) Immunprézi-
pitation geeignet waren. In umfangreichen Versuchsreihen wurden alle kritischen Para-
meter, wie Art und Konzentration des Detergenz, verschiedene Antikdrper und deren
Konzentrationen und verschieden lange Prizipitationszeiten bei unterschiedlichen Tem-
peraturen getestet, um die Methode so zu optimieren, wie sie in 3.4.4. beschrieben ist.

Digitonin in einer Konzentration von 2,5% w/v kristallisierte sich als bestes Detergenz
heraus, da es einen relativ hohen Anteil der PMCA in Losung bringen konnte (siche

auch 4.3.1. und Abbildung 7). Als prazipitierende Antikdrper wurden zuletzt verwendet:
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3 unterschiedliche Anti-PMCA-Antikérper (ein monoklonaler: Klon 5F10 und zwei
polyklonale: Klone 2A und 4N), 2 unterschiedliche Anti-Caveolin-3-Antikérper (je ein
monoklonaler und ein polyklonaler) und ein monoklonaler Anti-Dystrophin-Antikdrper,
da die Lokalisation von Dystrophin in Caveolae des Skelettmuskels in der Literatur be-

155 Als Negativ- und Spezifititskontrollen wurden ein Prézipitati-

schrieben worden war
onsansatz mit einem Anti-Ostrogen-Rezeptor-Antikdrper (als unspezifischer Antikor-
per) und ein Ansatz mit dem 5F10-Antikdrper aber ohne Zusatz von lysierten Membra-
nen verwendet. Als Positivkontrolle wurde eine Bahn im Western-Blot mit reinem SL-
Material beladen. Gesucht wurde dabei wieder nach PMCA und Caveolin-3.

Caveolin-3 konnte ausschlieBlich in der Positivkontrolle und in den beiden Proben
nachgewiesen werden, bei welchen Anti-Caveolin-3-Antikorper zur Prizipitation ver-
wendet worden waren. Mit anderen Antikdrpern und auch erwartungsgemal in den bei-
den Negativkontrollen wurde kein Caveolin-3 nachgewiesen. Die PMCA tauchte nur in
der Positivkontrolle und den Proben mit dem S5F10-Antikorper und dem Anti-
Dystrophin-Antikorper auf. Es zeigte sich somit, dass 1. sowohl Caveolin-3 als auch die
PMCA unter den gewéhlten Bedingungen mit jeweils spezifischen Antikdrpern (5F10,
poly- und monoklonaler Anti-Caveolin-3-Antikdrper) prazipitierbar sind, dass 2. diese
Prézipitation aufgrund der eindeutig negativen Negativkontrollen spezifisch ist, und
dass 3. bei der Prizipitation von Dystrophin die PMCA kopréazipitiert wird, was eine di-
rekte Interaktion zwischen beiden Proteinen vermuten ldsst. Zusammen mit der Tatsa-
che, dass andere Arbeitsgruppen Dystrophin in Caveolae des Skelett-/Herzmuskels lo-
kalisiert hatten, unterstiitzt dieses Ergebnis ebenfalls die Hypothese der Lokalisation der
PMCA in Caveolae. Diese Ergebnisse konnten 2 Mal in unabhingigen Experimenten

reproduziert werden.
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Abbildung 10: Immunprézipitation von Digitonin-lysierten SL-Membranen aus
PMCA-transgenen Herzen: Die Prézipitation erfolgte mit den in der obersten Zeile an-
gegebenen Antikorpern. AnschlieBend wurde das prézipitierte Material im Western-Blot
auf das Vorhandensein von PMCA (mit dem monoklonalen Anti-PMCA-Ak “5F10,
Bande bei 140 kDa) und Caveolin-3 (mit dem monoklonalen Anti-Caveolin-3-Ak,
Bande bei 18 kDa) getestet. Im einzelnen sind folgende Bahnen von links nach rechts
aufgetragen: Positivkontrolle mit gereinigten Membranproteinen (SL), Bahn fiir Gro-
Benstandard, 3 Bahnen von Prézipitationen mit Anti-PMCA-Aks (5F10, 2A und 4N),
Prézipitation mit Anti-Dystrophin-Ak (Anti-Dystrophin), 2 Prizipitationen mit mono-
und polyklonalem Anti-Caveolin-3-Ak und 2 Bahnen mit Negativkontrollen (Prazipi-
tation mit Anti-Ostrogen-(E2)-Rezeptor-Ak und Prizipitation mit 5F10 ohne Lysat)

4.4. Zusammenfassung der Ergebnisse

Im Uberblick konnten folgende Resultate erzielt werden:

Wachstumsexperimente an Primérzellkulturen von hPMCA4ClI-transgenen und norma-
len Kardiomyozyten zeigten eine erhohte Wachstumsbereitschaft der PMCA-iiberex-
primierenden Zellen, welche auf einen starken Anstieg der Proteinsynthese in diesen
Zellen zuriickzufiihren ist. Die Hypothese, dass die PMCA in den Caveolae der Mem-
branen des Herzmuskels lokalisiert sei, konnte durch vier unabhidngige optische und
biochemische Methoden erhirtet werden. Zusétzlich konnte eine Interaktion der PMCA

mit Dystrophin, einem Caveolae-assoziierten Protein, entdeckt werden.

-5



5. Diskussion

5. Diskussion

5.1. Experimente an hPMCA4ClI-transgenen Ratten

Ziel der Experimente an Kardiomyozyten-Kulturen war die Beantwortung der Frage, ob
in Analogie zu den Ergebnissen an myogenen L6-Zellen aus dem eigenen Labor™ eine
PMCA-Uberexpression ebenfalls die Wachstumsgeschwindigkeit zu beeinflussen ver-
mag. Zusitzlich sollte ein morphologischer Vergleich zwischen transgenen und Wild-
typ-Kardiomyozyten durchgefiihrt werden.

Die angewandten Methoden waren zum Teil schon in der eigenen Arbeitsgruppe eta-
bliert und orientierten sich an allgemein anerkannten und mit fritheren Veroffentlichun-
gen vergleichbaren Protokollen. So wurde z.B. die Methode der Primérkultur neonataler
Kardiomyozyten mit anschlieBender Wachstumsstimulierung aus dem Labor von P.
Simpson iibernommen, der diese iiber einen langen Zeitraum entwickelt, evaluiert und
mit ihr diverse Aspekte des hypertrophen Wachstums von Herzmuskelzellen unter dem
Einfluss von Katecholaminen untersucht hatte'*""'**!>*_ Auch die anderen in diesem Zu-
sammenhang verwendeten Methoden, wie die Messung von Gesamtprotein, DNA, Ein-
baurate von *H-Leuzin und die Fluoreszenzfirbung der Zellen, werden allgemein ange-

wandt und basieren zum Teil auf kommerziellen Fertig-Kits.

Die morphologische Untersuchung der Zellen zeigte keine wesentlichen Unterschiede
im Vergleich zwischen normalen und transgenen Kardiomyozyten. Dabei muss jedoch
bedacht werden, dass die Fluoreszenzmikroskopie nur bedingt geeignet ist, solche Un-
terschiede aufzudecken. Dies liegt zum einen daran, dass bei der mikroskopischen Dar-
stellung nur eine zweidimensionale Betrachtung moglich ist und somit gerade bei der
Abschétzung der Zellgro3e ein wichtiger Messparameter verloren geht, zum anderen an
der Schwierigkeit, einfache, objektive, mess- und standardisierbare Kriterien zu etablie-
ren, anhand derer die Morphologie von Zellen wissenschaftlich beurteilbar ist. Aus die-
sen Griinden wurde auf eine extensive Ausarbeitung der Immunfluoreszenzstudien mit

entsprechendem zeitlichen und materiellen Aufwand verzichtet.
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Die Resultate der Wachstumsversuche demonstrierten eine erhohte Wachstumsbereit-
schaft der PMCA-iiberexprimierenden Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen, ge-
messen an der Einbaurate radioaktiv markierten Leuzins und bestétigt durch die Zu-

nahme des Gesamtproteins. FCS erwies sich dabei als starkster Stimulus.

Im Folgenden sollen nun die erzielten Resultate aus den Wachstumsexperimenten in ei-
nen Zusammenhang mit bereits verdffentlichten Arbeiten gesetzt werden, welche eben-
falls die Funktion der PMCA durch Uberexpression in verschiedenen Zelltypen im Hin-
blick auf eine Modulation zelluldren Wachstums und Differenzierung untersucht hatten.
So fiihrt z. B. die Uberexpression der PMCA-1CII in Endothelzellen aus Rattenaorta zu
einer Verzogerung im Ubergang der Gl- zur S-Phase des Zellzyklus'®, wihrend die
Uberexpression derselben PMCA-Isoform in vaskuliren glatten Muskelzellen deren
signifikant verlangsamte Wachstumsrate® bewirkte. Ein dhnliches Phinomen trat bei
hPMCA-4Cl-transfizierten CHO-Zellen (chinese hamster ovary cells) auf, bei denen
ebenfalls eine Reduktion der Wachstumsgeschwindigkeit zu beobachten war®.

Im Gegensatz zu den eben genannten Ergebnissen, welche den Zielparameter Wachs-
tum beobachteten, steht die bereits in der Einleitung beschriebene Arbeit aus dem eige-
nen Labor, in welcher die Uberexpression der hPMCA4CI mit der beschleunigten Dif-
ferenzierung von Skelettmuskel-Myoblasten in Verbindung gebracht werden konnte®.
In diesen Kontext passen auch die Resultate der Arbeitsgruppe um Brandt'®, die einen
anderen Weg, als den des "gain of function" Models beschritten hatte: Durch stabile
Transfektion einer Phdochromozytom-Zelllinie mit einem PMCA-1 Antisense Kon-
strukt konnte die Expression des Enzyms verringert werden. Dabei wurde gezeigt, dass
das NGF-induzierte Auswachsen von Neuriten, ein Phinomen, welches als Differenzie-
rungsmerkmal angesehen wird, in den transfizierten Zellen unterdriickt wurde. Dieser
Ansatz war notig, da es im Moment noch keine Substanz gibt, die in der Lage ist, die
PMCA spezifisch zu hemmen, ohne dass davon auch andere Enzyme beeintrachtigt
wiirden.

Die Beeinflussung unterschiedlicher Phdanomene, d.h. Differenzierung im Falle der
Myoblasten und Phdochromozytomzellen einerseits und Wachstum am Beispiel der En-
dothelzellen der Rattenaorta und der Kardiomyozyten in der vorliegenden Arbeit ande-

rerseits, ldsst sich durch die unterschiedlichen Zelltypen, aber auch durch die verschie-
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denen verwendeten PMCA-Isoformen erkldren, die sich nicht nur hinsichtlich ihrer Ex-
pression in den einzelnen Geweben, sondern auch in Bezug auf ihre regulatorischen Ei-

1.1 verwendete Isoform

genschaften unterscheiden. So enthélt z.B. die von Liu et a
rPMCA-1CII das gesamte alternative Exon im C-terminalen Bereich, welches fiir einen
Teil der Calmodulin-Bindungsregion kodiert. Dieses Exon fehlt in der Isoform 4CI, was
sich in einer hoheren Calmodulin-Bindungsaffinitit zeigt. Auch in anderen Eigenschaf-
ten unterscheiden sich die einzelnen Isoformen, wie z.B. die cAMP-abhingige Phospho-

rylierung, die nur fiir die hPMCA-4CI gezeigt werden konnte'®**.

Die zugrunde liegende Mechanismen, {iber welche die PMCA in die wachstumsregulie-
renden Signalkaskaden eingreift, sind weiterhin unklar. Ausgehend von der Funktion
des Kalziumtransports konnte dies iiber eine Regulation der intrazelluldren Kalzium-
konzentration ([Ca’']) erfolgen. Die bisher hierzu vorliegenden Ergebnisse sind jedoch
nicht ganz eindeutig. Zwar konnte in einigen der oben angefiihrten Arbeiten, wie z.B.
bei der Uberexpression der PMCA in vaskuliren glatten Muskelzellen®, genauso wie in
den Arbeiten aus dem eigenen Labor an L6-Myoblasten®, eine (geringe) signifikante
Absenkung der [Ca’']; nachgewiesen werden, im Fall der PMCA-transgenen Ratten
konnte dieser Nachweis in Kardiomyozyten nicht erbracht werden®®. Dabei stellt sich je-
doch die Frage, ob die dazu benutzte Fura-2-Methode sensitiv genug ist, um auch gerin-
gere und subzelluldr (d.h. auf einige Nanometer) begrenzte Verdnderungen der Kalzi-
umkonzentrationen zu erfassen.

Erfolgversprechender als Kalziummessungen erscheinen zur Aufdeckung der invol-
vierten Signaltransduktionswege somit Untersuchungen beziiglich der subzelluldren
Lokalisation der Pumpe und moglicher Interaktionspartner. Ersteres wurde beispiels-
weise von der Arbeitsgruppe um Fujimoto™ und auch in der eigenen Arbeit untersucht,
wobei eine caveoldre Lokalisation der PMCA gezeigt werden konnte. Auch im Hinblick
auf die Interaktionspartner konnten neue Erkenntnisse gewonnen werden. So zeigten
weiterfilhrende Arbeiten aus dem eigenen Labor, dass die PMCA4CI im Bereich des C-
Terminus mit einer definierten Doméne (PDZ-Domine) der NO-Synthase I (NOS-I)
interagiert und die NO-Produktion beeinflusst (personliche Mitteilung von Dr. K.

Schuh). Auf diese Ergebnisse wird in Kapitel 5.3. noch genauer eingegangen werden.
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Zusammenfassend konnten die in den vorhergehenden Abschnitten zitierten Arbeiten
zeigen, dass eine verdnderte Expression der PMCA Wachstum und Differenzierung un-
terschiedlicher Zelltypen zu beeinflussen vermag. Die in dieser Arbeit erbrachten Er-
gebnisse zeigen dieses Phanomen zum ersten Mal auch an Kardiomyozyten und passen
insofern gut in ein Gesamtkonzept, welches die PMCA nicht nur als reine Kalzium-
pumpe interpretiert, sondern dem Enzym eine definierte Funktion in der Steuerung zel-

luldrer Wachstums- und Differenzierungsprozesse zugesteht.

5.2. Subzellulire Lokalisation der PMCA

Basierend auf dem Wissen um die Wichtigkeit der genauen subzelluldren Lokalisation
vieler Molekiile und auf Ergebnissen, die zeigen konnten, dass die PMCA im Myokard
nur eine untergeordnete Rolle bei der Regulation des Kontraktions-/Relaxationszyklus
spielt® und auch deren Uberexpression zu keinen messbaren Verinderungen der [Ca®];
fiihrt®, wurde folgende Arbeitshypothese aufgestellt: Die PMCA besitzt eine genau
definierte subzelluldre Lokalisation in Kardiomyozyten und nimmt dort iiber die Steue-

rung der lokalen Kalziumkonzentration Einfluss auf die zelluldre Signaltransduktion.

Als Kandidat fiir das zu untersuchende Zellkompartiment wurden die Caveolae ausge-
wiihlt. MaBgeblich hierfiir war, dass von der Arbeitsgruppe um Fujimoto®® bereits Hin-
weise fur die Lokalisation der PMCA in Caveolae erbracht worden waren. Allerdings
enthilt die dabei angewandte Methode der Immunogoldfiarbung und elektronenmikro-
skopischen Darstellung vor allem durch die notwendige Fixation des Gewebes Arte-
faktmoglichkeiten, welche es sinnvoll erscheinen lieBen, den Nachweis der caveoldren
Lokalisation der PMCA noch durch andere Methoden zu bestdtigen.

Ein weiterer Grund fiir die Auswahl der Caveolae als aussichtsreiches Zellkompartiment
war, dass dort bereits eine grole Anzahl von (z. T. Kalzium-sensitiven) Rezeptoren und
Signaltransduktionsmolekiilen lokalisiert worden waren, die Einfluss auf Wachstum und

Differenzierung nehmen (siehe 1.5. und Tabelle 4).
Da die biochemische Charakterisierung von Caveolae und assoziierter Proteine einen

relativ neuen Zweig der Forschung darstellt, musste bei der Auswahl der Methoden

grofler Wert darauf gelegt werden, dass diese schon allgemein anerkannt und gut eta-
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bliert waren. Insofern erfolgte die Orientierung, wie auch im Fall der oben genannten
Wachstumsversuche, an bereits veroffentlichten Arbeiten aus anerkannten Arbeitsgrup-
pen auf diesem Gebiet. So wurde z. B. die Methode der Reinigung caveoldrer Membra-
nen auf einem diskontinuierlichen Sucrose-Gradienten anhand der in zahlreichen Verof-
fentlichungen’'?*1492% peschriebenen Protokolle aus der Arbeitsgruppe von P. Li-
santi (der als erster Caveolin-3 klonierte) im eigenen Labor etabliert und die Resultate
an den vorbekannten Ergebnissen validiert. Auch die Detergenzextraktion'*, Im-
munprézipitation’’ und Doppelimmunfluoreszenzfirbung®® waren vorbeschrieben und
konnten fiir das eigene Projekt angepasst werden.

Mit allen eben genannten morphologischen und biochemischen Methoden konnten
starke Hinweise dafiir erbracht werden, dass die PMCA in Kardiomyozyten zumindest
zu einem groflen Anteil in Caveolae lokalisiert ist.

Diese Ergebnisse passen gut zu den z.T. schon erwihnten Arbeiten von Fujimoto®® und

Schnitzer'*?, die in Kardiomyozyten und anderen Zelltypen ebenfalls Caveolae als Ziel-

ort der PMCA identifizien konnten.

Die Frage inwieweit diese Ergebnisse den Schluss zulassen, dass die PMCA generell in
Caveolae lokalisiert ist, muss kritisch beurteilt werden. Es ist wahrscheinlich, dass die
Caveolae in den Zellen der unterschiedlichen Gewebe entsprechend deren spezieller
Funktionen unterschiedlich aufgebaut sind. Dies konnte sich dabei nicht nur in der Ex-
pression verschiedener Caveolin-Isoformen (z.B. Caveolin-1 in Endothelzellen, Caveo-
lin-3 in Muskelzellen), sondern auch in der An- bzw. Abwesenheit anderer Molekiile
wie der PMCA zeigen. Auch wurde in keiner der Arbeiten eine Differenzierung beziig-
lich der einzelnen Isoformen und Splicingvarianten der Kalziumpumpe durchgefiihrt, so
dass offen bleiben muss, ob sich die zelltyp- und differenzierungsspezifischen Unter-
schiede in der Expression der einzelnen Varianten des Enzyms nicht auch auf die Loka-
lisation innerhalb der Zelle auswirken. Diese Frage kann letztlich erst dann geklért wer-
den, wenn flir die einzelnen Isoformen ausreichend spezifische Antikorper zur Verfii-
gung stehen.

Ebenfalls unklar bleibt, ob sich die PMCA statisch oder nur temporir in den caveoldren
Membranabschnitten aufhilt. Es wire durchaus denkbar, dass die Pumpe durch Lateral-

diffusion in der Plasmamembran die Caveolae auch verlassen kann. Analog zu anderen
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Molekiilen wie z.B. G, %, Src” oder eNOS™, fiir die gezeigt werden konnte, dass vor al-
lem die inaktiven Formen mit Caveolin interagieren, konnte dies auch auf die PMCA
zutreffen.

Insofern bilden die Ergebnisse der Lokalistionsversuche eine Ausgangsbasis fiir weiter-

fithrenden Untersuchungen beziiglich der Funktion der PMCA im Myokard.

Ein unerwartetes Ergebnis dieser Arbeit war der Nachweis der Koimmunprézipitation
der PMCA zusammen mit Dystrophin, der eine Interaktion der beiden Molekiile nahe
legt. Diese Tatsache wurde zum einen als weiterer Hinweis fiir die caveoldre Lokalisa-
tion der PMCA gewertet, da Dystrophin in der Literatur als Caveolae-assoziiertes Pro-

tein beschrieben ist'>>*!

, zum anderen werden dadurch neue Perspektiven fiir mogliche
Funktionen der PMCA er6ffnet.

Das Dystrophin-Gen liegt auf dem X-Chromosom, enthélt mehrere Promotoren und ko-
diert so fiir verschiedene Isoformen die in unterschiedlichen Geweben wie Muskel, Pur-
kinje-Zellen, periphere Nerven und anderen spezifisch exprimiert werden'*'®.
Dystrophin bildet in seiner Tertidrstruktur eine stabartige Form und steht mit einer Viel-
zahl membranassoziierter Proteine in Verbindung, die in ihrer Gesamtheit als
Dystrophin-assoziierte (Glyco-)Proteine (DAG bzw. DAP) bezeichnet werden. Darunter
befinden sich Dystroglycane, Syntrophine, Utrophine und viele mehr (Zusammenfas-

sung in Tinsley 1994'%

). Zusitzlich wurden auch andere Molekiile identifiziert, die mit
Dystrophin und den DAP interagieren, wie z.B. die neuronale NO-Synthase (nNOS)".
Funktionell wird dem Dystrophin-DAP-Komplex eine Bedeutung bei der mechanischen
Kopplung des Zytoskeletts an die Plasmamembran zugesprochen. Es wird jedoch auch
zunehmend dariiber diskutiert, ob nicht auch ein Einfluss der DAG auf die membran-
standigen Tonenkanile und Signaltransduktionsmolekiile bestehen konnte®”.

Medizinische Bedeutung erlangte das Dystrophin durch die Erkenntnis, dass eine, durch
verschiedene Mutationen hervorgerufene, verminderte oder fehlende Expression zu
dystrophischen Erkrankungen des Skelettmuskels fiihrt, deren bekannteste die Duchen-
nesche Muskeldystrophie (DMD) ist. Neben dem Skelettmuskel manifestieren sich die
DMD und andere Muskeldystrophien auch hdufig durch Kardiomyopathien. Letzteres

ist insofern besonders interessant, da inzwischen Hinweise dafiir vorliegen, dass das

Dystrophin bzw. die DAG/DAP auch eine entscheidende Rolle bei der Entstehung vi-
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raler®” (durch direkte Spaltung des Dystrophins durch eine Virus-Protease) aber auch
anderer Herzmuskelerkrankungen, wie z.B. der dilatativen Kardiomyopathie'>'**!1%
spielen.

Diese gerade dargestellte, bei weitem nicht erschopfliche Zusammenfassung konnte
ausschlaggebend fiir eine neue Richtung der Erforschung der Funktion der PMCA sein.
Der iiber die Interaktion mit Dystrophin zumindest wahrscheinlich gemachte Zusam-
menhang der Pumpe mit dystrophinopathischen Kardiomyopathien kann als Grundlage
fiir die Hypothese dienen, dass eine Fehlfunktion des Dystrophin-PMCA-Komplexes an
der Pathogenese von Kardiomyopathien beteiligt ist.

Eine weitere interessante Tatsache an der Kolokalisation der PMCA mit Dystrophin ist,
dass die Pumpe dadurch in enge oOrtliche Néhe zur ebenfalls Dystrophin-assoziierten
(siche oben) NO-Synthase geriickt wird. Somit befinden sich ein Kalzium-regulieren-
des (PMCA) und ein Kalzium-reguliertes Enzym (NOS, Zusammenfassung in Arnal
1999°) in direkter Nachbarschaft. Eine Beeinflussung der NO-Produktion durch die
PMCA wire eine mogliche Schlussfolgerung. Zieht man neuere Ergebnisse hinzu, die
zeigen konnten, dass durch chronische Behandlung von Ratten mit dem NOS-Inhibitor
N®-Nitro-L-Arginin-Methyl-Ester (L-NAME) eine Myokardhypotrophie hervorgerufen
werden konnte™, so ldsst sich erneut ein Bogen zur oben beschriebenen Wachstumsmo-
dulation durch die PMCA spannen.

Zusitzliches Gewicht erhélt diese Hypothese durch neue Resultate aus dem eigenen La-
bor (Personliche Mittelung von Dr. K. Schuh, die im Folgenden dargestellten Ergeb-
nisse stehen kurz vor der Veroffentlichung). Dabei konnten gezeigt werden, dass so-
wohl die PMCAA4CI, als auch die NO-Synthase I (NOS-I) durch einen Anti-Dystrophin-
Antikorper aus Herzgewebehomogenaten prazipitiert wurden, was eine direkte (physi-
kalische) Interaktion dieser drei Molekiile nahe legt. Die Interaktionsstelle der PMCA
fiir diesen Komplex konnte durch Prizipitation von Dystrophin durch ein an Sepharose
gebundenes Polipeptid aufgedeckt werden, welches den 15 C-terminalen Aminoséduren
der PMCA entsprach (eine Sequenz, welche an sogenannte PDZ-Dominen, z. B. der
NOS-I bindet****"). Wihrend die Interaktionsstelle fiir diesen Komplex im Falle der
NOS-I somit die PDZ-Doméne sein diirfte, fehlt diese im Dystrophin, so dass die Inter-

aktion hierbei entweder liber eine andere, noch unbekannte Doméne im gleichen Pro-
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tein, oder aber {iiber ein Adapter-Protein (z.B. aus dem Komplex der Dystrophin-asso-
ziierten Proteine, wie die Syntrophine) vermittelt wird.

Zusitzlich konnte in der selben Arbeit in Transfektionsversuchen gezeigt werden, dass
die Uberexpression der normalen PMCA (jedoch nicht einer PMCA-Mutante, die nicht
an PDZ-Dominen binden konnte) die NO-Synthese durch eine normale NOS-I vermin-
derte, wihrend eine NOS-I-Mutante ohne PDZ-Domine nicht durch PMCA-Uberex-
pression beeinflusst wurde. Die Bedeutung dieser Regulation am isolierten Herz wurde
durch Ischdmie-Reperfusions-Versuche untersucht. Dabei zeigte sich ein vollstindiger
Verlust der myokardialen Regenerationsfihigkeit durch PMCA4CI-Uberexpression, die
durch die Gabe des NO-Donors S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin (SNAP) wieder
hergestellt werden konnte.

Insgesamt stellen die oben aufgezeigten Resultate einen wichtigen Schritt dar, bei der
Aufklarung der Signalwege, iiber welche die PMCA in die zelluldre Signaltransduktion

eingreift.

5.3. Perspektiven

Im Folgenden sollen nun zwei Hypothesen aufgezeigt werden, wie die PMCA unter Be-
riicksichtigung der Ergebnisse dieser Arbeit und der im vorhergehenden Kapitel darge-
stellten weiterfiihrenden Resultate in die wachstumssteuernden Signalkaskaden einer
Herzmuskelzelle eingreifen konnte. Dabei ist die erste Hypothese allgemeiner gehalten
und versucht die Wachstumsbeeinflussung iiber eine Anpassung der ortlichen Kalzium-
konzentration in Caveolae zu erkldren, wihrend die zweite speziell auf die oben be-
schriebene Interaktion und Regulation zwischen Dystrophin, PMCA und NOS-I ein-
geht.

1. Caveolae bilden durch ihre flaschenartig in die Plasmamembran eingestiilpte
Form ein eigenes Zellkompartiment, das gut dafiir geeignet ist, im Inneren eine
unterschiedliche Konzentration verschiedener lonen und anderer Substanzen
aufzubauen, als dies im iibrigen Extrazellularraum der Fall ist. Die PMCA
konnte durch zielgerichteten Transport von Ca®" in das Lumen dieser Strukturen

dort eine zur extrazelluliren Kalziumkonzentration ([Ca*'],) vergleichsweise
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hohe caveolire Ca*"-Konzentration ([Ca® Jcay) aufbauen. Im Falle einer PMCA-
Uberexpression wire diese Anreicherung noch stirker und wiirde zu einem noch
groBeren Konzentrationsunterschied zwischen [Ca®cay und [Ca®’]; fithren. Ein
hypertropher Stimulus, welcher iiber einen caveoldren Rezeptor iibermittelt
wird, konnte nun Ionenkanéle 6ffnen, so dass es zu einem Einstrom von Kalzi-
umionen aus dem Caveolae-Lumen in das Zellinnere kommt. Je héher der Kon-
zentrationsgradient, umso grofer ist der Einstrom und umso stirker féllt die
Amplifizierung des Signals durch Kalzium als second messenger aus, was sich
letztlich dann in beschleunigtem Wachstum dufert. Zur Verdeutlichung dieser

Vorgédnge wurde der Ablauf nochmals in Abbildung 11 zusammengefasst.

2+ R ) )
[Ca™], . Signalmolekil  extrazelular

, intrazellular
[Ca™];
Plasmamembran

lonenkanal

Transducer

Rezeptor Effektormolekdl
(NOS ?, PKC ?)

Abbildung 11: Modulation von hypertrophen Signaltransduktionswegen durch die
PMCA, iiber Regulation der intracaveoldren Kalziumkonzentration. Schematisch darge-
stellt ist ein Ausschnitt der Plasmamembran mit einer Caveola. Die Kalziumpumpe
schafft gegeniiber dem "normalen" Extrazellularraum eine hohere lokale Kalziumkon-
zentration [Ca2+](;av. Bindet ein Signalmolekiil an seinen intracaveoldren Rezeptor, so
kommt es (eventuell iiber Vermittlung eines Transducers) zur Offnung von Ionenkani-
len. Die einstromenden Ca®*-Ionen kénnen so als second messenger benachbarte Ef-
fektormolekiile steuern. [Ca*'],: Extrazellulire Kalziumkonzentration; [Ca*'];: intra-
zellulire Kalziumkonzentration; [Ca**]cay: caveoldre Kalziumkonzentration; NOS:
NO-Synthase; PKC: Proteinkinase C
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2. Die drei caveoldren Proteine PMCA, Dystrophin und nNOS bilden durch di-
rekte, physikalische Interaktion iiber spezielle Bindungsdoménen (C-Terminus
der PMCA, PDZ-Doméne der Nos-I) einen Komplex im Bereich der (caveolé-
ren) Plasmamembran. Durch eine Anpassung der lokalen Kalziumkonzentration
vermag die PMCA die NO-Produktion der direkt benachbarten NOS-I zu steu-
ern, die selbst ebenfalls durch Kalzium und Calmodulin reguliert wird. NO kann
dann als second bzw. third messenger in weitere Signalwege eingreifen und
letztlich zu einer Verdnderung myokardialen Wachstums fiihren, wie zumindest

1.>? in Versuchen an adulten Ratten, die

ansatzweise bereits von deOliveira et a
mit dem NOS-Inhibitor L-NAME behandelt wurden, gezeigt werden konnte.
Abbildung 12 zeigt schematisch den beschriebenen Komplex aus Dystrophin,

PMCA und NOS-I.

Adapter-
Molekiil
Syntrophin ?

L-Arginin , ,
@ + L-Citrullin

Abbildung 12: Komplex aus PMCA, NO-Synthase I (NOS-I) und Dystrophin, wel-
cher durch eine Interaktion der drei Molekiihle an spezifischen Bindungsstellen (PDZ-
Doménen; im Falle des Dystrophin, welches keine PDZ-Doméne besitzt, evtl. {iber ein
Adapter-Molekiil) koordiniert wird. Durch Regulation der lokalen Kalziumkonzentra-
tion kann die durch Calmodulin (CaM) gesteuerte PMCA die Aktivitit der ebenfalls
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Calmodulin und Kalzium-abhédngigen NOS-I beeinflussen und so die Produktion von
NO (unter Bildung von L-Citrullin) aus L-Arginin regulieren. Die Abbildung wurde
freundlicherweise von Dr. K. Schu und Prof. Dr. Neyses zur Verfiigung gestellt und
stammt aus der bereits zitierten und zur Veroffentlichung eingereichten Arbeit aus dem
eigenen Labor tiber Interaktion und Regulation von PMCA, NOS-I und Dystrophin.

Die kiinftigen Arbeiten zur Erforschung der Funktion der PMCA miissen nun darauf
ausgerichtet sein, den Signalweg genau zu charakterisieren, iiber welchen die PMCA in
die Wachstumssteuerung der Herzmuskelzelle eingreift. Dabei kénnen die eben aufge-
zeigten Theorien als Ausgangspunkte dienen, um die Signalkaskade sowohl aufwirts als
auch abwirts zu verfolgen.

Beziiglich der Frage welche Signalereignisse vor einer Aktivierung/Inaktivierung der
PMCA (zur Steuerung tiefer gelegener Signalmolekiile) liegen, wére ein Versuchsansatz
dhnlich der Wachstumsexperimente dieser Arbeit denkbar. So konnten z.B. durch Akti-
vitdtsmessung der PMCA und Messung der NO-Synthese in Kulturen von "normalen"
und hPMCA-transgenen neonatalen Kardiomyozyten unter Einsatz verschiedener hy-
pertropher Stimuli die Signale gefunden werden, welche die PMCA, bzw. den PMCA-
NOS-Komplex beeinflussen. Zusétzlich konnte unter Einsatz des NOS-Inhibitors L-
NAME die Nivellierbarkeit dieses Einflusses iiberpriift werden.

Fiir das Verstindnis der Weiterverarbeitung der PMCA-induzierten Signale wire die
Kenntnis weiterer Interaktionspartner des PMCA-NOS-I-Dystrophin-Komplexes hilf-

reich. Hierzu konnten zusétzliche Koprézipitationsversuche durchgefiihrt werden.

Insgesamt kann davon ausgegangen werden, dass bisher nur ein kleiner Teil des kom-
plexen Netzwerks bekannt ist, in welches die PMCA eingewoben ist. Insofern miissen
noch viele weiterfiihrende Untersuchungen durchgefiihrt werden, bis alle Einzelheiten

aufgeklart sind.
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6. Zusammenfassung

Die Plasmamembran Ca’"-ATPase (PMCA) ist ein in den meisten eukaryontischen
Zellen exprimiertes Enzym. Sie katalysiert den Transport von Kalziumionen aus der
Zelle und besitzt gegeniiber Kalzium eine hohe Affinitit jedoch geringe Transportkapa-
zitdt. Trotz der guten biochemischen Charakterisierung der Pumpe ist ihre Funktion in
Zellen wie Kardiomyozyten, die zusitzlich iiber andere Ca**-Transportsysteme wie den
Na'/Ca?*-Austauscher verfiigen, weiterhin unklar.

Erste Ergebnisse aus dem eigenen Labor an PMCA-iiberexprimierenden L6-Myoblasten
zeigten einen Einfluss des Enzyms auf deren Wachstum und Differenzierung. Um diese
Erkenntnisse auf den Herzmuskel zu iibertragen war im Vorfeld ein transgenes Ratten-
model generiert worden, welches die hPMCA4CI unter einem myokardspezifischen
Promotor iiberexprimierte. Dieses Modell stand fiir die vorliegende Arbeit zur weiteren
Charakterisierung zur Verfiigung.

Untersucht wurde zunidchst das Wachstumsverhalten von Primérkulturen neonataler
Kardiomyozyten unter Stimulation mit fetalem Kailberserum, Noradrenalin und dem
Platelet Derived Growth Factor BB, jeweils im Vergleich zwischen transgenen und
Wildtyp-Kardiomyozyten. Dabei zeigte sich ein beschleunigtes Wachstum der PMCA-
iiberexprimierenden Zellen.

In einem zweiten Ansatz wurden Untersuchungen angestellt, um die subzelluldre Loka-
lisation der PMCA innerhalb der Herzmuskelzelle aufzudecken. Dabei wurden im Spe-
ziellen die Caveolae als Ort der moglichen Lokalisation untersucht, kleine, ca. 50-100
nm grofle Einstlilpungen der Plasmamembran, mit charakteristischer Lipid- und Prote-
inzusammensetzung, darunter auch viele Rezeptoren und Signaltransduktionsmolekiile.
Insgesamt konnte mit den Methoden der Detergenzextraktion, Doppelimmunfluores-
zenz, Priparation Caveolae-reicher Membranen und Immunprézipitation gezeigt wer-
den, dass die PMCA zu einem groBen Teil in Caveolae lokalisiert ist. Zusitzlich konnte
in der Immunpréazipitation eine Interaktion der PMCA mit dem Caveolae-assoziierten
Zytoskelettprotein Dystrophin dargestellt werden.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die PMCA iiber eine Steue-
rung der lokalen Kalziumkonzentration im Bereich der Caveolae modulierend in

wachstumsregulierende Signaltransduktionswege von Kardiomyozyten eingreifen kann.

- 64 -



7. Literaturverzeichnis

10.
11.

12.

13.

14.

15.

7. Literaturverzeichnis

Ahmed SN, Brown DA, London E: On the origin of sphingolipid/cholesterol-rich
detergent- insoluble cell membranes: physiological concentrations of cholesterol and
sphingolipid induce formation of a detergent- insoluble, liquid-ordered lipid phase in
model membranes. Biochemistry 1997;36:10944-10953

Alkon DL, Rasmussen H: A spatial-temporal model of cell activation. Science
1988; 239:998-1005

Anderson RG: Plasmalemmal caveolae and GPI-anchored membrane proteins.
Curr.Opin.Cell Biol. 1993;5:647-652

Anderson RG: The caveolaec membrane system. Annu.Rev.Biochem. 1998;67:199-
225

Arnal JF, Dinh-Xuan AT, Pueyo M, Darblade B, Rami J: Endothelium-derived nitric
oxide and vascular physiology and pathology. Cell Mol.Life Sci. 1999;55:1078-
1087

Badorff C, Berkely N, Mehrotra S, Talhouk JW, Rhoads RE, Knowlton KU:
Enteroviral protease 2A directly cleaves dystrophin and is inhibited by a dystrophin-
based substrate analogue. J.Biol. Chem.2000;275:11191-11197

Badorff C, Lee GH, Knowlton KU: Enteroviral cardiomyopathy: bad news for the
dystrophin-glycoprotein complex. Herz 2000;25:227-232

Bassani JW, Bassani RA, Bers DM: Relaxation in rabbit and rat cardiac cells: spe-
cies-dependent differences in cellular mechanisms. J.Physiol.(Lond.) 1994;476:279-
293

Bennett DL, Cheek TR, Berridge MJ, De Smedt H, Parys JB, Missiaen L, Bootman
MD: Expression and function of ryanodine receptors in nonexcitable cells.
J.Biol.Chem. 1996;271:6356-6362

Berridge MJ: Calcium signaling and cell proliferation. Bioessays 1995;17:491-500

Berridge MJ: Elementary and global aspects of calcium signaling. J Exp.Biol. 1997,
200:315-319

Bers DM, Bassani JW, Bassani RA: Competition and redistribution among calcium
transport systems in rabbit cardiac myocytes. Cardiovasc.Res. 1993;27:1772-1777

Bies RD, Maeda M, Roberds SL, Holder E, Bohlmeyer T, Young JB, Campbell KP:
A 5' dystrophin duplication mutation causes membrane deficiency of alpha-dystro-
glycan in a family with X-linked cardiomyopathy. J.Mol.Cell Cardiol. 1997;29:
3175-3188

Blake DJ, Kroger S: The neurobiology of Duchenne muscular dystrophy: learning
lessons from muscle? Trends Neurosci. 2000;23:92-99

Brandt P, Neve RL, Kammesheidt A, Rhoads RE, Vanaman TC: Analysis of the tis-
sue-specific distribution of mRNAs encoding the plasma membrane calcium-pump-
ing ATPases and characterization of an alternately spliced form of PMCA4 at the
c¢DNA and genomic levels. J.Biol. Chem. 1992;267:4376-4385

- 65 -



7. Literaturverzeichnis

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Brandt P, Ibrahim E, Bruns GA, Neve RL: Determination of the nucleotide sequence
and chromosomal localization of the ATP2B2 gene encoding human Ca”*-pumping
ATPase isoform PMCA2. Genomics 1992;14:484-487

Brandt PC, Vanaman TC: The plasma membrane calcium pump: not just another
pretty ion translocase. Glycobiology. 1996;6:665-668

Brandt PC, Sisken JE, Neve RL, Vanaman TC: Blockade of plasma membrane cal-
cium pumping ATPase isoform I impairs nerve growth factor-induced neurite exten-
sion in pheochromocytoma cells. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 1996;93:13843-13848

Brenman JE, Chao DS, Xia H, Aldape K, Bredt DS: Nitric oxide synthase com-
plexed with dystrophin and absent from skeletal muscle sarcolemma in Duchenne
muscular dystrophy. Cell 1995;82:743-752

Brown BIJ, Hilfiker H, DeMarco SJ, Zacharias DA, Greenwood TM, Guerini D,
Strehler EE: Primary structure of human plasma membrane Ca**-ATPase isoform 3.
Biochim.Biophys.Acta 1996;1283:10-13

Brown DA, Rose JK: Sorting of GPI-anchored proteins to glycolipid-enriched mem-
brane subdomains during transport to the apical cell surface. Cell 1992;68:533-544

Bruns RR, Palade GE: Studies on blood capillaries. I. General organization of blood
capillaries in muscle. J.Cell Biol. 1968;37:244-276

Cannell MB, Cheng H, Lederer WJ: The control of calcium release in heart muscle.
Science 1995;268:1045-1049

Carafoli E, Tiozzo R, Rossi C.S., Lugli G.: Mitochondrial Ca2+-uptake and heart re-
laxation, in Bolis E, Keynes RD, Wilbrandt W (eds): Role of membranes in secre-
tory processes. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, 1972, pp 175-181

Carafoli E: The transport of calcium across the inner membrane of mitochondria., in
Carafoli E (ed): Membrane transport of calcium. Academic Press, London, 1982, pp
109-139

Carafoli E: The calcium pumping ATPase of the plasma membrane.
Annu.Rev.Physiol 1991;53:531-547

Carafoli E, Kessler F, Falchetto R, Heim R, Quadroni M, Krebs J, Strehler EE, Vor-
herr T: The molecular basis of the modulation of the plasma membrane calcium
pump by calmodulin. 4Ann.N.Y.Acad.Sci. 1992;671:58-68

Carafoli E: The Ca*" pump of the plasma membrane. J Biol. Chem. 1992;267:2115-
2118

Carafoli E, Guerini D: Molecular and cellular biology of plasma membrane Ca*'-
ATPase. Trends in Cardiovasc.Med. 1993;3:177-184

Carafoli E: Biogenesis: plasma membrane calcium ATPase: 15 years of work on the
purified enzyme. FASEB J 1994;8:993-1002

Carafoli E: Plasma membrane calcium pump: structure, function and relationships.
Basic.Res.Cardiol. 1997;92 Suppl 1:59-61

Carlson CG: The dystrophinopathies: an alternative to the structural hypothesis.
Neurobiol Dis. 1998;5:3-15

- 66 -



7. Literaturverzeichnis

33.

34.

35.

36.

37.
38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

Caroni P, Reinlib L, Carafoli E: Charge movements during the Na™-Ca®" exchange
in heart sarcolemmal vesicles. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.4. 1980;77:6354-6358

Cesarone CF, Bolognesi C, Santi L: Improved Microfluorometric DNA Determina-
tion in Biological Material Using 33258 Hoechst. Analytical Biochemistry 1979;
100:188-197

Chien KR, Knowlton KU, Zhu H, Chien S: Regulation of cardiac gene expression
during myocardial growth and hypertrophy: molecular studies of an adaptive physi-
ologic response. FASEB J. 1991;5:3037-3046

Chun M, Liyanage UK, Lisanti MP, Lodish HF: Signal transduction of a G protein-
coupled receptor in caveolae: colocalization of endothelin and its receptor with
caveolin. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 1994;91:11728-11732

Clapham DE: Calcium signaling. Cell 1995;80:259-268

Couet J, Li S, Okamoto T, Scherer PE, Lisanti MP: Molecular and Cellular Biology
of Caveolae; Paradoxes and Plasticities. Trends in Cardiovasc.Med. 1997;7:103-
110

de Oliveira CF, Cintra KA, Teixeira SA, De Luca IM, Antunes E, De Nucci G:
Development of cardiomyocyte hypotrophy in rats under prolonged treatment with a
low dose of a nitric oxide synthesis inhibitor. Eur.J.Pharmacol 2000;391:121-126

Dhalla NS, Wang X, Beamish RE: Intracellular calcium handling in normal and fail-
ing hearts. Exp.Clin.Cardio. 1996;1:7-20

Doyle DD, Goings G, Upshaw-Earley J, Ambler SK, Mondul A, Palfrey HC, Page
E: Dystrophin associates with caveolae of rat cardiac myocytes: relationship to dys-
troglycan. Circ Res 2000. Sep.15.;87.(6.):480-488

Enyedi A, Flura M, Sarkadi B, Gardos G, Carafoli E: The maximal velocity and the
calcium affinity of the red cell calcium pump may be regulated independently.
J.Biol. Chem. 1987;262:6425-6430

Enyedi A, Filoteo AG, Gardos G, Penniston JT: Calmodulin-binding domains from
isozymes of the plasma membrane Ca*” pump have different regulatory properties.
J.Biol. Chem. 1991;266:8952-8956

Falchetto R, Vorherr T, Brunner J, Carafoli E: The plasma membrane Ca*" pump
contains a site that interacts with its calmodulin-binding domain. J.Biol.Chem.
1991;266:2930-2936

Falchetto R, Vorherr T, Carafoli E: The calmodulin-binding site of the plasma mem-
brane Ca*" pump interacts with the transduction domain of the enzyme. Protein Sci.
1992;1:1613-1621

Feron O, Belhassen L, Kobzik L, Smith TW, Kelly RA, Michel T: Endothelial nitric
oxide synthase targeting to caveolae. Specific interactions with caveolin isoforms in
cardiac myocytes and endothelial cells. J.Biol.Chem. 1996;271:22810-22814

Fielding PE, Fielding CJ: Plasma membrane caveolae mediate the efflux of cellular
free cholesterol. Biochemistry 1995;34:14288-14292

-67 -



7. Literaturverzeichnis

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Filoteo AG, Gorski JP, Penniston JT: The ATP-binding site of the erythrocyte mem-
brane Ca’" pump. Amino acid sequence of the fluorescein isothiocyanate-reactive
region. J.Biol.Chem. 1987;262:6526-6530

Fujimoto T, Nakade S, Miyawaki A, Mikoshiba K, Ogawa K: Localization of inosi-
tol 1,4,5-trisphosphate receptor-like protein in plasmalemmal caveolae. J.Cell Biol.
1992;119:1507-1513

Fujimoto T: Calcium pump of the plasma membrane is localized in caveolae. J.Cell
Biol. 1993;120:1147-1157

Fujimoto T, Miyawaki A, Mikoshiba K: Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor-like
protein in plasmalemmal caveolae is linked to actin filaments. J.Cell Sci. 1995;
108:7-15

Gabella G, Blundell D: Effect of stretch and contraction on caveolae of smooth mus-
cle cells. Cell Tissue Res 1978;190:255-271

Giannini G, Sorrentino V: Molecular structure and tissue distribution of ryanodine
receptors calcium channels. Med.Res Rev. 1995;15:313-323

Glenney JRJ: Tyrosine phosphorylation of a 22-kDa protein is correlated with trans-
formation by Rous sarcoma virus. J.Biol. Chem. 1989;264:20163-20166

Glenney JRJ, Soppet D: Sequence and expression of caveolin, a protein component
of caveolae plasma membrane domains phosphorylated on tyrosine in Rous sarcoma
virus-transformed fibroblasts. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 1992;89:10517-10521

Goldspink PH, Russell B: The cAMP response element binding protein is expressed
and phosphorylated in cardiac myocytes. Circ.Res. 1994;74:1042-1049

Gopinath RM, Vincenzi FF: Phosphodiesterase protein activator mimics red blood
cell cytoplasmic activator of (Ca>’-Mg”")ATPase. Biochem.Biophys.Res.Commun.
1977;77:1203-1209

Greeb J, Shull GE: Molecular cloning of a third isoform of the calmodulin-sensitive
plasma membrane Ca”-transporting ATPase that is expressed predominantly in
brain and skeletal muscle. J.Biol.Chem. 1989;264:18569-18576

Green NM: ATP-driven cation pumps: alignment of sequences. Biochem.Soc.Trans.
1989;17:972

Guerini D, Schroder S, Foletti D, Carafoli E: Isolation and characterization of a sta-
ble Chinese hamster ovary cell line overexpressing the plasma membrane Ca”'-
ATPase. J.Biol. Chem. 1995;270:14643-14650

Gustafson TA, Markham BE, Morkin E: Effects of thyroid hormone on alpha-actin
and myosin heavy chain gene expression in cardiac and skeletal muscles of the rat:

measurement of mRNA content using synthetic oligonucleotide probes. Circ.Res.
1986;59:194-201

Hammes A, Oberdorf S, Strehler EE, Stauffer T, Carafoli E, Vetter H, Neyses L:
Differentiation-specific isoform mRNA expression of the calmodulin- dependent
plasma membrane Ca*"-ATPase. FASEB J 1994;8:428-435

- 68 -



7. Literaturverzeichnis

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Hammes A, Oberdorf MS, Jenatschke S, Pelzer T, Maass A, Gollnick F, Meyer R,
Afflerbach J, Neyses L: Expression of the plasma membrane Ca*"-ATPase in myo-
genic cells. J.Biol. Chem. 1996;271:30816-30822

Hammes A, Oberdorf MS, Rother T, Nething K, Gollnick F, Linz KW, Meyer R, Hu
K, Han H, Gaudron P, Ertl G, Hoffmann S, Ganten U, Vetter R, Schuh K, Benkwitz
C, Zimmer HG, Neyses L: Overexpression of the sarcolemmal calcium pump in the
myocardium of transgenic rats. Circ.Res. 1998;83:877-888

Heim R, Hug M, Iwata T, Strehler EE, Carafoli E: Microdiversity of human-plasma-
membrane calcium-pump isoform 2 generated by alternative RNA splicing in the N-
terminal coding region. Eur.J.Biochem. 1992;205:333-340

Heiss NS, Rogner UC, Kioschis P, Korn B, Poustka A: Transcription mapping in a
700-kb region around the DXS52 locus in Xq28: isolation of six novel transcripts
and a novel ATPase isoform (hPMCAS). Genome Res. 1996;6:478-491

Heizmann CW, Hunziker W: Intracellular calcium-binding proteins: more sites than
insights. Trends.Biochem.Sci. 1991;16:98-103

Howard A, Legon S, Walters JR: Human and rat intestinal plasma membrane cal-
cium pump isoforms. Am.J.Physiol. 1993;265:G917-G925

Husain M, Jiang L, See V, Bein K, Simons M, Alper SL, Rosenberg RD: Regulation
of vascular smooth muscle cell proliferation by plasma membrane Ca’"-ATPase.
Am.J.Physiol. 1997;272:C1947-C1959

Ikura M, Clore GM, Gronenborn AM, Zhu G, Klee CB, Bax A: Solution structure of
a calmodulin-target peptide complex by multidimensional NMR. Science 1992;256:
632-638

Ito H, Hirata Y, Hiroe M, Tsujino M, Adachi S, Takamoto T, Nitta M, Taniguchi K,
Marumo F: Endothelin-1 induces hypertrophy with enhanced expression of muscle-
specific genes in cultured neonatal rat cardiomyocytes. Circ.Res. 1991;69:209-215

Ito H, Hiroe M, Hirata Y, Tsujino M, Adachi S, Shichiri M, Koike A, Nogami A,
Marumo F: Insulin-like growth factor-I induces hypertrophy with enhanced expres-

sion of muscle specific genes in cultured rat cardiomyocytes. Circulation 1993;
87:1715-1721

Iwaki K, Sukhatme VP, Shubeita HE, Chien KR: Alpha- and beta-adrenergic
stimulation induces distinct patterns of immediate early gene expression in neonatal
rat myocardial cells. fos/jun expression is associated with sarcomere assembly; Egr-
1 induction is primarily an alpha 1-mediated response. J.Biol.Chem. 1990;265:
13809-13817

Izumo S, Nadal GB, Mahdavi V: Protooncogene induction and reprogramming of
cardiac gene expression produced by pressure overload. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.
1988;85:339-343

James P, Zvaritch EI, Shakhparonov MI, Penniston JT, Carafoli E: The amino acid
sequence of the phosphorylation domain of the erythrocyte Ca*” ATPase. Bio-
chem.Biophys.Res.Commun. 1987;149:7-12

- 69 -



7. Literaturverzeichnis

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

&4.

85.

86.

87.

88.

9.

James P, Maeda M, Fischer R, Verma AK, Krebs J, Penniston JT, Carafoli E:
Identification and primary structure of a calmodulin binding domain of the Ca*"
pump of human erythrocytes. J.Biol.Chem. 1988;263:2905-2910

Jarrett HW, Penniston JT: Partial purification of the Ca*"-Mg®" ATPase activator
from human erythrocytes: its similarity to the activator of 3":5' - cyclic nucleotide
phosphodiesterase. Biochem.Biophys.Res.Commun. 1977;77:1210-1216

Kannel WB, Gordon T, Offutt D: Left ventricular hypertrophy by electrocardiogram.
Prevalence, incidence, and mortality in the Framingham study. Ann.Intern.Med.
1969;71:89-105

Kargacin GJ: Calcium signaling in restricted diffusion spaces. Biophys.J. 1994;
67:262-272

Keeton TP, Burk SE, Shull GE: Alternative splicing of exons encoding the
calmodulin-binding domains and C termini of plasma membrane Ca*"-ATPase iso-
forms 1, 2, 3, and 4. J.Biol. Chem. 1993;268:2740-2748

Keeton TP, Shull GE: Primary structure of rat plasma membrane Ca**-ATPase iso-
form 4 and analysis of alternative splicing patterns at splice site A. Biochem.J.
1995;306:779-785

Kim E, DeMarco SJ, Marfatia SM, Chishti AH, Sheng M, Strehler EE: Plasma
membrane Ca2+ ATPase isoform 4b binds to membrane-associated guanylate kinase
(MAGUK) proteins via their PDZ (PSD-95/Dlg/Z0O-1) domains. J.Biol.Chem.
1998;273:1591-159

Kim E, Niethammer M, Rothschild A, Jan YN, Sheng M: Clustering of Shaker-type
K+ channels by interaction with a family of membrane-associated guanylate kinases.
Nature 1995;378:85-88

Knauf PA, Proverbio F, Hoffman JF: Electrophoretic separation of different
phosphoproteins associated with Ca-ATPase and Na, K-ATPase in human red cell
ghosts. J.Gen.Physiol. 1974;63:324-336

Komuro I, Kaida T, Shibazaki Y, Kurabayashi M, Katoh Y, Hoh E, Takaku F, Ya-
zaki Y: Stretching cardiac myocytes stimulates protooncogene expression.
J.Biol.Chem. 1990;265:3595-3598

Komuro I, Katoh Y, Kaida T, Shibazaki Y, Kurabayashi M, Hoh E, Takaku F, Ya-
zaki Y: Mechanical loading stimulates cell hypertrophy and specific gene expression
in cultured rat cardiac myocytes. Possible role of protein kinase C activation.
J.Biol.Chem. 1991;266:1265-1268

Kornau HC, Schenker LT, Kennedy MB, Seeburg PH: Domain interaction between
NMDA receptor subunits and the postsynaptic density protein PSD-95. Science
1995;269:1737-1740

Kosk KD, Bzdega T: Activation of the erythrocyte Ca**-ATPase by either self- asso-
ciation or interaction with calmodulin. J.Biol.Chem. 1988;263:18184-18189

Kubisch C, Wollnik B, Maass A, Meyer R, Vetter H, Neyses L: Immediate-early
gene induction by repetitive mechanical but not electrical activity in adult rat car-
diomyocytes. FEBS Lett. 1993;335:37-40

-70 -



7. Literaturverzeichnis

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

Kurzchalia TV, Dupree P, Monier S: VIP21-Caveolin, a protein of the trans-Golgi
network and caveolae. FEBS Lett. 1994;346:88-91

Laemmli UK: Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature 1970;227:680-685

Li S, Okamoto T, Chun M, Sargiacomo M, Casanova JE, Hansen SH, Nishimoto I,
Lisanti MP: Evidence for a regulated interaction between heterotrimeric G proteins
and caveolin. J.Biol.Chem. 1995;270:15693-15701

Li S, Couet J, Lisanti MP: Src tyrosine kinases, Galpha subunits, and H-Ras share a
common membrane-anchored scaffolding protein, caveolin. Caveolin binding nega-
tively regulates the auto-activation of Src tyrosine kinases. J.Biol.Chem. 1996;
271:29182-29190

Li S, Song KS, Lisanti MP: Expression and characterization of recombinant caveo-
lin. Purification by polyhistidine tagging and cholesterol-dependent incorporation
into defined lipid membranes. J.Biol.Chem. 1996;271:568-573

Li S, Seitz R, Lisanti MP: Phosphorylation of caveolin by src tyrosine kinases. The
alpha-isoform of caveolin is selectively phosphorylated by v-Src in vivo.
J.Biol.Chem. 1996;271:3863-3868

Lipp P, Niggli E: Submicroscopic calcium signals as fundamental events of excita-
tion--contraction coupling in guinea-pig cardiac myocytes. J.Physiol.(Lond.) 1996;
492:31-38

Lisanti MP, Tang ZL, Sargiacomo M: Caveolin forms a hetero-oligomeric protein
complex that interacts with an apical GPI-linked protein: implications for the bio-
genesis of caveolae. J.Cell Biol. 1993;123:595-604

Lisanti MP, Scherer PE, Vidugiriene J, Tang Z, Hermanowski VA, Tu YH, Cook
RF, Sargiacomo M: Characterization of caveolin-rich membrane domains isolated
from an endothelial-rich source: implications for human disease. J.Cell Biol. 1994;
126:111-126

Lisanti MP, Tang Z, Scherer PE, Sargiacomo M: Caveolae purification and
glycosylphosphatidylinositol-linked protein sorting in polarized epithelia. Methods
Enzymol. 1995;250:655-668

Liu BF, Guangmao C, Kuo TH: Suppresion of rat aortic endothelial cell growth by
overexpression of plasma membrane calcium pump. Mol Biol.Cell 1995;6:

Liu P, Anderson RG: Compartmentalized production of ceramide at the cell surface.
J.Biol.Chem. 1995;270:27179-27185

Liu P, Ying Y, Ko YG, Anderson RG: Localization of platelet-derived growth fac-
tor-stimulated phosphorylation cascade to caveolae. J.Biol.Chem. 1996;271:10299-
10303

Lompre AM, Schwartz K, dAlbis A, Lacombe G, Van Thiem N, Swynghedauw B:
Myosin isoenzyme redistribution in chronic heart overload. Nature 1979;282:105-
107

-71 -



7. Literaturverzeichnis

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.
113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

Lopez LJ, Shacklock PS, Balke CW, Wier WG: Local, stochastic release of Ca’’ in
voltage-clamped rat heart cells: visualization with confocal microscopy.
J.Physiol.(Lond.) 1994;480:21-29

Lowy OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall RJ: Protein Measurement with the
Folin Phenol Reagent. J Biol. Chem. 1951;193:265-275

MacLennan DH, Brandl CJ, Korczak B, Green NM: Amino-acid sequence of a Ca*
+ Mg*"-dependent ATPase from rabbit muscle sarcoplasmic reticulum, deduced
from its complementary DNA sequence. Nature 1985;316:696-700

Mann DL, Kent RL, Cooper G: Load regulation of the properties of adult feline
cardiocytes: growth induction by cellular deformation. Circ.Res. 1989;64:1079-
1090

Marshall CJ: Specificity of receptor tyrosine kinase signaling: transient versus sus-
tained extracellular signal-regulated kinase activation. Cell 1995;80:179-185

Meador WE, Means AR, Quiocho FA: Target enzyme recognition by calmodulin:
2.4 A structure of a calmodulin-peptide complex. Science 1992;257:1251-1255

Mercadier JJ, Lompré AM, Wisnewsky C, Samuel JL, Bercovici J, Swynghedauw
B, Schwartz K: Myosin isoenzyme changes in several models of rat cardiac hyper-
trophy. Circ.Res. 1981;49:525-532

Messerli FH: Left ventricular hypertrophy, arterial hypertension and sudden death.
J.Hypertens.Suppl. 1990;8:S181-S186

Meyer T: Cell signaling by second messenger waves. Cell 1991;64:675-678

Molkentin JD, Lu JR, Antos CL, Markham B, Richardson J, Robbins J, Grant SR,
Olson EN: A calcineurin-dependent transcriptional pathway for cardiac hypertrophy.
Cell 1998;93:215-228

Mullins JJ, Ganten D: Transgenic animals: new approaches to hypertension re-
search. J.Hypertens.Suppl. 1990;8:S35-S37

Nadal GB, Mahdavi V: Molecular basis of cardiac performance. Plasticity of the
myocardium generated through protein isoform switches. J Clin.Invest. 1989;
84:1693-1700

Neyses L, Reinlib L, Carafoli E: Phosphorylation of the Ca* pumping ATPase of
heart sarcolemma and erythrocyte plasma membrane by the cAMP-dependent pro-
tein kinase. J.Biol. Chem. 1985;260:10283-10287

Neyses L, Nouskas J, Vetter H: Inhibition of endothelin-1 induced myocardial pro-
tein synthesis by an antisense oligonucleotide against the early growth response
gene-1. Biochem.Biophys.Res.Commun. 1991;181:22-27

Neyses L, Nouskas J, Oberdorf S, Vetter H: Induction of the early growth response
gene-1 and protein synthesis by platelet derived growth factor BB and insulin in rat
cardiomyocytes. Circulation 1991;11-396

Neyses L, Pelzer T: The biological cascade leading to cardiac hypertrophy.
Eur.Heart J 1995;16 Suppl N:8-11

-72 -



7. Literaturverzeichnis

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.
133.

134.

135.

Neyses L, Pelzer T: [Molecular adaptation of the heart to hypertension]
Molekulare Adaption des Herzens an Hypertonie. Z.Kardiol. 1995;84 Suppl 4:71-
76

Nicoll DA, Longoni S, Philipson KD: Molecular cloning and functional expression
of the cardiac sarcolemmal Na'-Ca”" exchanger. Science 1990;250:562-565

Niggli V, Adunyah ES, Penniston JT, Carafoli E: Purified (Ca**-Mg*")-ATPase of
the erythrocyte membrane. Reconstitution and effect of calmodulin and phospho-
lipids. J.Biol.Chem. 1981;256:395-401

Niggli V, Adunyah ES, Carafoli E: Acidic phospholipids, unsaturated fatty acids,
and limited proteolysis mimic the effect of calmodulin on the purified erythrocyte
Ca®" - ATPase. J.Biol.Chem. 1981;256:8588-8592

Nigro V, Okazaki Y, Belsito A, Piluso G, Matsuda Y, Politano L, Nigro G, Ventura
C, Abbondanza C, Molinari AM, Acampora D, Nishimura M, Hayashizaki Y, Puca
GA: Identification of the Syrian hamster cardiomyopathy gene. Hum.Mol. Genet.
1997;6:601-607

Oldfors A, Eriksson BO, Kyllerman M, Martinsson T, Wahlstrom J: Dilated cardio-
myopathy and the dystrophin gene: an illustrated review. Br.Heart J. 1994;72:344-
348

Parton RG: Ultrastructural localization of gangliosides; GMI1 is concentrated in
caveolae. J Histochem.Cytochem. 1994;42:155-166

Passier R, Zeng H, Frey N, Naya FJ, Nicol RL, McKinsey TA, Overbeek P,
Richardson JA, Grant SR, Olson EN: CaM kinase signaling induces cardiac hyper-

trophy and activates the MEF2 transcription factor in vivo. J.Clin.Invest.2000.
2000;105:1395-1406

Rayns DG, Simpson FO, Bertaud WS: Surface features of striated muscle. Guinea-
pig cardiac muscle. J.Cell Sci. 1968;3:467-482

Reuter H, Seitz N: The dependence of calcium efflux from cardiac muscle on tem-
perature and external ion composition. J.Physiol.(Lond.) 1968;195:451-470

Ronner P, Gazzotti P, Carafoli E: A lipid requirement for the (Ca*" + Mg”")-acti-
vated ATPase of erythrocyte membranes. Arch.Biochem.Biophys. 1977;179:578-
583

Rothberg KG, Heuser JE, Donzell WC, Ying YS, Glenney JR, Anderson RG:
Caveolin, a protein component of caveolae membrane coats. Cell 1992;68:673-682

Riiegg JC: Calcium in muscle contraction. Springer Verlag, 1992, pp 56-58

Sacchetto R, Margreth A, Pelosi M, Carafoli E: Colocalization of the dihydropyri-
dine receptor, the plasma-membrane calcium ATPase isoform 1 and the so-

dium/calcium exchanger to the junctional-membrane domain of transverse tubules of
rabbit skeletal muscle. Eur.J Biochem. 1996;237:483-488

Sadoshima J, Xu Y, Slayter HS, Izumo S: Autocrine release of angiotensin II medi-
ates stretch-induced hypertrophy of cardiac myocytes in vitro. Cell 1993;75:977-
984

Sadoulet PH, Kunkel LM: Dystrophin and its isoforms. Brain Pathol. 1996;6:25-35

-73 -



7. Literaturverzeichnis

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

Sargiacomo M, Scherer PE, Tang Z, Kubler E, Song KS, Sanders MC, Lisanti MP:
Oligomeric structure of caveolin: implications for caveolae membrane organization.
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 1995;92:9407-9411

Schatzmann HJ: ATP-dependent Ca®" extrusion from human red cells. Experientia
1966;22:364-365

Schatzmann HJ: Carafoli E (ed): Membrane Transport of Calcium. Academic Press,
London, 1982, pp 41-108

Scherer PE, Lisanti MP, Baldini G, Sargiacomo M, Mastick CC, Lodish HF: Induc-
tion of caveolin during adipogenesis and association of GLUT4 with caveolin-rich
vesicles. J.Cell Biol. 1994;127:1233-1243

Scherer PE, Tang Z, Chun M, Sargiacomo M, Lodish HF, Lisanti MP: Caveolin
isoforms differ in their N-terminal protein sequence and subcellular distribution.
Identification and epitope mapping of an isoform-specific monoclonal antibody
probe. J.Biol.Chem. 1995;270:16395-16401

Scherer PE, Okamoto T, Chun M, Nishimoto I, Lodish HF, Lisanti MP: Identifica-
tion, sequence, and expression of caveolin-2 defines a caveolin gene family.
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 1996;93:131-135

Schnitzer JE, Oh P, Jacobson BS, Dvorak AM: Caveolae from luminal plas-
malemma of rat lung endothelium: microdomains enriched in caveolin, Ca®'-
ATPase, and inositol trisphosphate receptor. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 1995;92:
1759-1763

Schnitzer JE, McIntosh DP, Dvorak AM, Liu J, Oh P: Separation of caveolae from
associated microdomains of GPI-anchored proteins. Science 1995;269:1435-1439

Schroeder R, London E, Brown D: Interactions between saturated acyl chains confer
detergent resistance on lipids and glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored pro-
teins: GPI-anchored proteins in liposomes and cells show similar behavior.
Proc.Natl. Acad.Sci.U.S.A. 1994;91:12130-12134

Schwartz K, de la Bastie D, Bouveret P, Oliviéro P, Alonso S, Buckingham M: Al-
pha-skeletal muscle actin mRNA's accumulate in hypertrophied adult rat hearts.
Circ.Res. 1986;59:551-555

Shaul PW, Smart EJ, Robinson LJ, German Z, Yuhanna IS, Ying Y, Anderson RG,
Michel T: Acylation targets endothelial nitric-oxide synthase to plasmalemmal
caveolae. J.Biol.Chem. 1996;271:6518-6522

Shenoy SA, Dietzen DJ, Kwong J, Link DC, Lublin DM: Cysteine3 of Src family
protein tyrosine kinase determines palmitoylation and localization in caveolae.
J.Cell Biol. 1994;126:353-363

Shubeita HE, McDonough PM, Harris AN, Knowlton KU, Glembotski CC, Brown
JH, Chien KR: Endothelin induction of inositol phospholipid hydrolysis, sarcomere
assembly, and cardiac gene expression in ventricular myocytes. A paracrine mecha-
nism for myocardial cell hypertrophy. J.Biol. Chem. 1990;265:20555-20562

Shull GE, Greeb J: Molecular cloning of two isoforms of the plasma membrane
Ca*-transporting ATPase from rat brain. Structural and functional domains exhibit

-74 -



7. Literaturverzeichnis

150.

I51.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

similarity to Na",K'- and other cation transport ATPases. J.Biol.Chem. 1988;263:
8646-8657

Silbernagl S, Despopoulos A: Grundlagen, Zellphysiologie, in Silbernagl S, Despo-
poulos A (eds): Taschenatlas der Physiologie. 3™ ed., Georg Thieme Verlag Stutt-
gart - New York, 1991, pp 15-17

Simpson P, McGrath A, Savion S: Myocyte hypertrophy in neonatal rat heart cul-
tures and its regulation by serum and by catecholamines. Circ.Res. 1982;51:787-
801

Simpson P: Norepinephrine-stimulated hypertrophy of cultured rat myocardial cells
is an alpha 1 adrenergic response. J Clin.Invest. 1983;72:732-738

Simpson P: Stimulation of hypertrophy of cultured neonatal rat heart cells through
an alpha 1-adrenergic receptor and induction of beating through an alpha 1- and beta
1-adrenergic receptor interaction. Evidence for independent regulation of growth
and beating. Circ.Res. 1985;56:884-894

Smallwood JI, Giigi B, Rasmussen H: Regulation of erythrocyte Ca®" pump activity
by protein kinase C. J.Biol. Chem. 1988;263:2195-2202

Song KS, Scherer PE, Tang Z, Okamoto T, Li S, Chafel M, Chu C, Kohtz DS, Li-
santi MP: Expression of caveolin-3 in skeletal, cardiac, and smooth muscle cells.
Caveolin-3 is a component of the sarcolemma and co-fractionates with dystrophin
and dystrophin-associated glycoproteins. J.Biol. Chem. 1996;271:15160-15165

Stahl WL, Eakin TJ, Owens JWJ, Breininger JF, Filuk PE, Anderson WR: Plasma
membrane Ca’"-ATPase isoforms: distribution of mRNAs in rat brain by in situ hy-
bridization. Brain Res.Mol.Brain Res. 1992;16:223-231

Stahl WL, Keeton TP, Eakin TJ: The plasma membrane Ca’'-ATPase mRNA iso-
form PMCA 4 is expressed at high levels in neurons of rat piriform cortex and neo-
cortex. Neurosci.Lett. 1994;178:267-270

Starksen NF, Simpson PC, Bishopric N, Coughlin SR, Lee WM, Escobedo JA, Wil-
liams LT: Cardiac myocyte hypertrophy is associated with c-myc protooncogene
expression. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 1986;83:8348-8350

Stauffer TP, Guerini D, Carafoli E: Tissue distribution of the four gene products of
the plasma membrane Ca*” pump. A study using specific antibodies. J.Biol.Chem.
1995;270:12184-12190

Strehler EE, Strehler PM, Vogel G, Carafoli E: mRNAs for plasma membrane cal-
cium pump isoforms differing in their regulatory domain are generated by alterna-
tive splicing that involves two internal donor sites in a single exon.
Proc.Natl. Acad.Sci.U.S.A. 1989;86:6908-6912

Strehler EE: Plasma membrane Ca®" pumps and Na/Ca®" exchangers. Semin.Cell
Biol. 1990;1:283-295

Striessnig J: Pharmacology, structure and function of cardiac L-type Ca(2+) chan-
nels. Cell Physiol. Biochem. 1999;9:242-269

Swynghedauw B: Heart failure: A disease of adaptation. Heart Failure 1990;6:57-
62

-75 -



7. Literaturverzeichnis

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.
172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

Tang Z, Scherer PE, Okamoto T, Song K, Chu C, Kohtz DS, Nishimoto I, Lodish
HF, Lisanti MP: Molecular cloning of caveolin-3, a novel member of the caveolin
gene family expressed predominantly in muscle. J.Biol.Chem. 1996;271:2255-2261

Tang Z, Okamoto T, Boontrakulpoontawee P, Katada T, Otsuka AJ, Lisanti MP:
Identification, sequence, and expression of an invertebrate caveolin gene family

from the nematode Caenorhabditis elegans. Implications for the molecular evolution
of mammalian caveolin genes. J.Biol.Chem. 1997;272:2437-2445

Taverna RD, Hanahan DJ: Modulation of human erythrocyte Ca’"/Mg”" ATPase
activity by phospholipase A2 and proteases. A comparison with calmodulin. Bio-
chem.Biophys.Res.Commun. 1980;94:652-659

The Genome Database. http://www.gdb.org/gdb/. 23-2-2001. Internet Communica-
tion

The Human Genome Organisation (HUGO). http.//www.gene.ucl.ac.uk/hugo/. 11-1-
2001. Internet Communication

Tinsley JM, Blake DJ, Zuellig RA, Davies KE: Increasing complexity of the dystro-
phin-associated protein complex. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 1994;91:8307-8313

Toescu EC, Petersen OH: Region-specific activity of the plasma membrane Ca®"
pump and delayed activation of Ca®" entry characterize the polarized, agonist-
evoked Ca”" signals in exocrine cells. J.Biol. Chem. 1995;270:8528-8535

Travis J: Cell biologists explore 'tiny caves'. Science 1993;262:1208-1209

Verma AK, Filoteo AG, Stanford DR, Wieben ED, Penniston JT, Strehler EE,
Fischer R, Heim R, Vogel G, Mathews S: Complete primary structure of a human
plasma membrane Ca®" pump. J.Biol. Chem. 1988;263:14152-14159

Wang KK, Wright LC, Machan CL, Allen BG, Conigrave AD, Roufogalis BD: Pro-
tein kinase C phosphorylates the carboxyl terminus of the plasma membrane Ca*'-
ATPase from human erythrocytes. J.Biol. Chem. 1991;266:9078-9085

Weiner HL, Swain JL: Acidic fibroblast growth factor mRNA is expressed by car-
diac myocytes in culture and the protein is localized to the extracellular matrix.
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 1989;86:2683-2687

White JA, McAlpine PJ, Antonarakis S, Cann H, Eppig JT, Frazer K, Frezal J, Lan-
cet D, Nahmias J, Pearson P, Peters J, Scott A, Scott H, Spurr N, Talbot C, Povey S:
Guidelines for human gene nomenclature (1997). HUGO Nomenclature Committee.
Genomics 1997;45:468-471

Yamada E: The fine structure of the gall bladder epithelium of the mouse. J Biophys
Biochem Cytol 1955;1:445-458

Yamazaki T, Yazaki Y: Molecular basis of cardiac hypertrophy. Z.Kardiol 2000
Jan.; 89.(1.):1.-6. 2000;89:1-6

Zierhut W, Zimmer HG: Significance of myocardial alpha- and beta-adrenoceptors
in catecholamine-induced cardiac hypertrophy. Circ.Res. 1989;65:1417-1425

Zvaritch E, James P, Vorherr T, Falchetto R, Modyanov N, Carafoli E: Mapping of
functional domains in the plasma membrane Ca’" pump using trypsin proteolysis.
Biochemistry 1990;29:8070-8076

-76 -



8. Anhang - Abkiirzungen

8. Anhang

Abkiirzungen

BOG:
BrdU:
CaM.:
cAMP:
CHO:
Ci:
CPM:
DAP:
Dig:
DNA:
ECL:
FCS:
h:
HEPES:
1P3:

kD:

M:
MHC:
MLC:
NaCa-X:
NE:
NGF:
NO:
NOS:
PBS:
PDGFBB:
PMCA:
ProtA/S
RNA:
rpm:
RyR:

S:

SD:
SEM:
SERCA:
SL:

SR:

TG:
TX100:
V:

Vol:

W:

w/v:

B-Octyl-Gluco-Pyranosid
Bromodesoxyuridine
Calmodulin

cyclic Adenosinmonophosphat
chinese hamster ovary cells
Curie

counts per minute

Dystrophin assoziierte Proteine
Digitonin

desoxyribonucleic acid
enhanced chemiluminescence
fetal calf serum

Stunde
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-ethansulfonat
Inositol-(1,4,5)-trisphosphat
Kilo Dalton

Molar

myosin heavy chain

myosin light chain
Na*/Ca®"-Austauscher
Norepinephrin (Noradrenalin)
nerve growth factor

nitric oxide

NO-Synthase
phosphat-buffered saline
platelet derived growth factor BB
Plasmamembran-Ca*"-ATPase
Protein A/Sepharose
ribonucleic acid

Rotationen pro Minute
Ryanodin-Rezeptor

Sekunde

Sprague-Dawley Tiere
Standardfehler des Mittelwerts
sarko/endoplasmatische Retikulum Ca**-ATPase
Sarkolemma
sarkoplasmatisches Retikulum
hPMCAA4CI transgene Ratten
Triton X 100

Volt

Volumen

Watt

Gewicht/Volumen (1% = 1g/ 100ml Fliissigkeit)
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Losungen

Name im Text (Abkiirzung):
Zellkultur

calcium and bicarbonate free Hanks with Hepes
(CBFHH)

Fermentierlosung fiir die Kardiomyozytenprépa-
ration

MEM/5

Phosphate Buffered Saline fiir Zellkultur (PBS)

MEM/TI

Lysis-Puffer fiir Gesamtprotein von Zellkulturen

Zusammensetzung:

137 mmol/l NaCl,

5,36 mmol/l KClI,

0,81 mmol/l MgSO, x 7 H,0,
5,55 mmol/l Dextrose,

0,44 mmol/l KH,POy,,

0,34 mmol/l Na,HPOy,

20,06 mmol/l Hepes, pH 7,4
in Aqua dest.

CBFHH, pH 7,4,
1,5 mg/ml Trypsin
0,025 ng/ml DNAse

Minimal Essential Medium Eagle,
50 U/ml Penicillin G,

50 pg/ml Streptomycin,

15,37 ng/ml Bromo-Deoxy-Uridin
(BrdU),

2 ug/ml Vitamin By,

5 Vol% FCS

137 mmol/1 NaCl,

2,7 mmol/1 KCl,

8,1 mmol/l Na,HPO, x 2 H,O,
1,5 mmol/l KH,POy,,

pH 7,4

in Aqua dest.

Minimal Essential Medium Eagle
50 U/ml Penicillin G,

50 pg/ml Streptomycin,

15,37 ug/ml BrdU,

2 ug/ml Vitamin By,

10pg/ml Transferrin,

10ug/ml Zn-Insulin

10 mmol/l TRIS-HCI, pH 7,0,
40 mmol/l NaCl,

10 mmol/l EDTA,

1% w/v SDS

in Aqua dest.
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Immunfluoreszenz
Paraformaldehyd 2% w/v

Blockierldsung flir Inmunfluoreszenz

Membranproteine
Puffer 1 fiir SL-Priparation

Puffer 2 fiir SL-Préparation

Puffer 3 fiir SL-Priparation

20 g/l Paraformaldehyd in PBS fiir
Zellkultur,

pH 7,4

in Aqua dest.

PBS fiir Zellkultur, pH 7,4,

1% w/v Bovines Serumalbumin
(BSA),

0,5 Vol% Triton X100,

0,15 Vol% Tween 20

0,6 mol/l Sucrose,

10 mmol/l Imidazole,
0,1 mmol/l PMSF,

1 mg/ml Leupeptin,

1 mg/ml Aprotinin,

1 mg/ml Pepstatin,
pH 7,0

in Aqua dest.

160 mmol/l NacCl,
40 mmol/l MOPS,
0,1 mmol/l PMSF,
1 mg/ml Leupeptin,
1 mg/ml Aprotinin,
1 mg/ml Pepstatin,
pH 7.4

in Aqua dest.

120 mmol/l1 NaCl,
30 mmol/l MOPS,
250 mmol/l Sucrose,
75 umol/l PMSF,

1 mg/ml Leupeptin,
1 mg/ml Aprotinin,
1 mg/ml Pepstatin,
pH 7,4

in Aqua dest.
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Puffer 4 fiir SL-Préparation

Detergenzextraktion
Lysispuffer fiir Detergenzextraktion

100 mmol/I NaCl,
54 mmol/1 LiCl,

6 mmol/l KCI,

20 mmol/1 MOPS,
0,1 mmol/l PMSF,
1 mg/ml Leupeptin,
1 mg/ml Aprotinin,
1 mg/ml Pepstatin,
in Aqua dest.

25 umol/l TRIS HCI, pH 7,0,
10 mmol/l EDTA,

1 mmol/l Natriumorthovanadat,
0,1 mmol/l PMSF,

0,5 mmol/l Dithiotreitol (DTT),
Detergenz:

1% w/v SDS

oder 60 mmol/l B-D-Glucopyranosid,
oder 2 Vol% Triton X-100,
oder 1,5% w/v Digitonin

in Aqua dest.

Praparation Caveolae-reicher Membranen

Sucrose 90 fiir Caveolae-Préaparation

Sucrose 35 fiir Caveolae-Préiparation

Sucrose 5 fiir Caveolae-Préaparation

90% w/v Sucrose,

50 mmol/l MES, pH 6,5,
300 mmol/l NaCl

in Aqua dest.

35% w/v Sucrose,

250 mmol/l MES, pH 6,5,

150 mmol/l1 NaCl,

250 mmol/l Natriumcarbonat, pH 11
in Aqua dest.

5% w/v Sucrose,

250 mmol/l MES, pH 6,5,

150 mmol/l1 NaCl,

250 mmol/l Natriumcarbonat, pH 11
in Aqua dest.
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Immunprazipitation
Immunpréazipitationspuffer (IP)

Western-Blot
3-fach Sample-Puffer fiir Western-Blot

Elektrophorese-Puffer fiir Western-Blot

Transferpuffer fiir Western-Blot

Phosphate Buffered Saline fiir Western
(Western-PBS)

Ponceaurot-Losung fiir reversible Proteinfar-
bung im Western-Blot

10 mmol/l TRIS Base, pH 8,0,
0,15 mol/l NaCl,

1 mmol/l EDTA,

1 mmol/l EGTD,

0,2 mmol/l Natriumorthovanadat,
1 mmol/l PMSF,

1 mg/ml Leupeptin,

1 mg/ml Aprotinin,

1 mg/ml Pepstatin,

Detergenz:

1 Vol% Triton X-100

und 60 mmol/l B-D-Glucopyranosid,
oder 2% w/v CHAPS,

oder 2,5 % w/v Digitonin

in Aqua dest.

187,5 mmol/l TRIS HCI, pH 6,8,
30 Vol% Glyzerin,

6% w/v SDS,

15 Vol% 2-b-Mercaptoethanol,
0,5 % w/v Bromophenolblau,

in Aqua dest.

25 mmol/l TRIS Base,
192 mmol/l Glycin,
0,1 % w/v SDS,

pH 8,3,

in Aqua dest.

25 mmol/l TRIS Base,
192 mmol/l Glycin,
20 Vol% Methanol,
pH 8,3,

in Aqua dest.

58 mmol/l Na,HPOy,,

17 mmol/l NaH,PO,4 x H,0,
68 mmol/l NaCl,

pH 7,4,

in Aqua dest.

2 % Trichloressigsdure (TCA),
0,2 % w/v Ponceaurot,
in Aqua dest.
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Blockierlosung fiir Western-Blot

Priméarantikorper-Losung fiir Western-Blot

Waschlosung 1 fiir Western-Blot

Sekundérantikorper Losung fiir Western-Blot

Waschlosung 2 fiir Western-Blot

Striplosung fiir Western-Blot

5 % w/v Milchpulver (fettfrei),
0,1 Vol% Tween 20,

in Western-PBS,

pH 7,16

1 % w/v Milchpulver (fettfrei),

in Western-PBS,

pH 7,45,

Primérantikdrper:

Monoklonaler Anti-PMCA-AK
1:1000

oder

Monoklonaler Anti-Caveolin-3-AK
1:1000

1 % w/v Milchpulver (fettfrei),
0,1 Vol% Tween 20,

in Western-PBS,

pH 7,45

1 % w/v Milchpulver (fettfrei),

0,1 Vol% Tween 20,

in Western-PBS,

pH 7,45,

Sekundérantikdrper:
Kaninchen-Anti-Maus-AK, Meerret-
tichperoxidase konjugiert, 1:1000

1 % w/v Milchpulver (fettfrei),
0,3 Vol% Tween 20,

in Western-PBS,

pH 7,45

2,5 % w/v SDS,

62,5 mmol/l TRIS HCI,

0,7 Vol% 2-b-Mercaptoethanol,
pH 6,7,

in Aqua dest.
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8. Anhang — Chemikalien, Materialien und Fertig-Kits

Chemikalien, Materialien und Fertig-Kits

Alle nicht im Folgenden erwidhnten Chemikalien wurden von der Firma Merck, Darm-
stadt, bezogen. Der Reinheitsgrad war mindestens "pro analysi".

Chemikalie/Material:

Acrylamid

Antikorper:
Kaninchen-Anti-PMCA-Ak (2A) polyklonal
Kaninchen-Anti-PMCA-Ak (4N) polyklonal
Maus-Anti-Caveolin-3-Ak, monoklonal
Maus-Anti-Caveolin-3-Ak, polyklonal
Maus-Anti-Dystrophin-Ak, monoklonal
Maus-Anti-Kaninchen-Ak (Texas-Red-

konjugiert)
Maus-Anti-PMCA-Ak (5F10), monoklonal
Maus-Anti-Ostrogen-Rezeptor-Ak, monokl.
Maus-Anti-Troponin-T-Ak, monoklonal
Ziegen-Anti-Maus-Ak (Cy*-Konjugiert)
Ziegen-Anti-Maus-Ak (Meerrettich-
Peroxidase-Konjugiert)

Aprotinin

BIS (N, N'-Methylen-bis-Acrylamid)

Bromphenolblau

BSA

BrdU

CHAPS

DAPI (4,6-Diamidino-2-Phenylindol)

Digitonin

DNAse

DTT (Dithiotreitol)

ECL-Kit

Ethanol

FCS

Fertiggele SDS-PAGE 4-20%

Filme fiir Western-Blot

Glasslides

Heparin

HEPES

Hoechst 33258 Fluorochrom

Insulin

Kodan Spray

Lachs-Sperma-DNA

Leuzin (H’-markiert)

Leupeptin

Magermilchpulver

Minimal essential medium (MEM)

Firma:
Bio-Rad

Dr. Danilo Guerini, Biochemie III,
ETH Ziirich (Schweiz)

Transduction Laboratories
Transduction Laboratories

Dianova

Dianova

Dianova
Dianova
Sigma
Dianova
Amersham

Boehringer Mannheim
Bio-Rad

Sigma

Boehringer Mannheim
Sigma

Dojindo Laboratories
Sigma

Boehringer Mannheim
Boehringer

Serva

Biomol

Sigma

Biochrom, S 0115

Bio Rad

AGFA

Fa. Noras

Liquemin, Roche
Serva, Heidelberg
Hoechst

Serva

Hans Rosemann GmbH
Sigma

Amersham
Boehringer Mannheim
Freema

Sigma
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Chemikalie/Material:

MES (2-N-Morpholinoethansulfonséure)
Mercaptoethanol

MOPS

Mowiol

NaCl (0,9%ige isotonische Losung)
Natrium-Dodecyl-Sulphat (SDS)
Norepinephrin

Objekttrager
(B-)Octyl-Glucopyranosid

PDGF-BB

Pepstatin

Petrischalen (24-Wells, 6-Wells, 6 cm)
Phalloidin

PMSF (Phenylmethansulfonsdurefluorid)
Ponceaurot

Protein A/Sepharose
Proteinbestimmungs Kit
Proteinbestimmungs Kit DC
Proteinstandard (Kaleidoskop Marker)
PVDF-Membran

Skalpell

Sprague-Dawley-Ratten

Sterilfilter 0,22 um, Millex
Szintillationsfliissigkeit

TEMED (N, N, N', N'-Tetramethylendiamin)

Triton X-100

Tubes/Caps (1,5 ml; 2 ml; 10 ml; 50 ml)
Tween 20

Whatman 3MM Papier

Zell-Scraper

Firma:

Serva

Serva

Sigma

Hoechst

Braun Melsungen AG
Sigma

Hoechst

Menzel

Sigma

Sigma

Boehringer Mannheim
Greiner

Sigma

Sigma

Sigma

Upstate Biotechnologies
Bio-Rad

Bio-Rad

Bio Rad

Millipore

Medicon

Tierstall Medizinische Klinik
Millipore

Amersham

Bio-Rad

Bio Rad

Eppendorf / Falcon
Sigma

Whatman

Sarstedt
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Geriate

Gerit:

B-Counter

Entwicklermaschine

Elekrophorese- und Blottingkammer

Filmkassette mit Verstirkerfolien

Fluoreszenzphotometer

Folien-Schwei3gerit

Fotodrucker

Fotokamera

Glashomogenisator

Hybridisierungs-Ofen und -r6hren

Inkubator Zellkultur

Kipp-Shaker

Kiivetten

Magnetriihrer

Mikroskope:
Fluoreszenzmikroskop
invers (Zellkulturen)
Konfokal-Mikroskop

Photometer

Pipetten

Pipettus (10 ml Elektropipette)

Power Supply Gerit fiir Elektrophorese/Blot

Rotary-Mixer

Stabhomogenisator

Sterilbank

Sterilisator

Thermocycler

Tissue Grinder (Ultra Turrax)

Ultraschallbad

Ultraschallstab

Zahlkammer (Fuchs-Rosenthal-Kammer)

Zellstrainer

Zentrifugen:
Fiir 1,5/2 ml Caps, Festwinkelrotor
Fiir 10 ml Tubes, Festwinkelrotor
Fiir 50 ml Tubes, Ausschwingrotor
Ultrazentrifuge, Ausschwingrotor SW-TI41

Firma:

Packard

Agfa

Bio Rad

Agfa

Perkin Elmer
Blauring, FS 500
Fuji

Pentax

Biomed B. Braun
Pharmacia
Labotect, Steri-Cult 200
Von Keutz
Hellma

Ikamag ret

Zeiss, Axiovert
Leitz, Labovert
Zeiss/Bio Rad
Shimadzu
Eppendorf
Hirschmann
Biometra

Rotary

Braun Melsungen
Bio-Flow
Fedegari

Biomed B. Braun
Janke und Kunkel
Julabo

Julabo

Fa. Brand

Fa. Noras

Eppendorf
Sigma-2K15
Beckmann
Beckmann
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