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1 Einleitung

1 Einleitung

Zellen kommunizieren zur Abstimmung der Funktionen von Organen und Organismus Uber
spezielle Zellverbindungen, elektrische Signale oder Botenstoffe miteinander. Solche
Botenstoffe binden an Rezeptoren in der Plasmamembran oder im Zellkern und beeinflussen
so nachgeschaltete Signaltransduktionskaskaden (Klinke et al. 2009). Ein wichtiges Prinzip
der Signaltransduktion zur Regulierung physiologischer und auch pathologischer Antworten
auf extrazellulare und intrazellulare Stimuli ist die reversible Phosphorylierung von Proteinen
durch Proteinkinasen (Graves & Krebs 1999; Manning et al. 2002; Tarrant & Cole 2009; Tan
2011). Deren prézise Regulation durch regulatorische Proteine ist essentiell fur die
Homd@ostase des Organismus. Ein wichtiges Regulatorprotein einer Reihe von Proteinkinasen
ist das in dieser Arbeit n&her untersuchte Raf Kinase Inhibitor Protein (RKIP). Dieses ist
unter anderem an der Regulation der Signaltransduktionskaskaden von G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (GPCR) und Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) beteiligt (Zeng et al.
2008), die im Folgenden hier kurz vorgestellt werden. Ein Schwerpunkt liegt dabei auf der
Signaltransduktion von GPCR und ihrer Regulation durch die Interaktion von RKIP mit der
G-Protein-gekoppelten Rezeptorkinase (GRK) 2.

1.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR)

Die Familie der GPCR ist mit Gber 800 Mitgliedern die grofite Familie der Membran-
rezeptoren. Sie kontrollieren essentielle physiologische Prozesse wie zum Beispiel
Neurotransmission, Hormonausschiittung, Entziindungsprozesse und Blutdruckregulation.
Mehr als die Halfte aller Arzneistoffe in klinischer Anwendung vermitteln ihre Wirkung tber
GPCR (Lymperopoulos & Bathgate 2012). Diese Rezeptoren besitzen einen extrazelluldren
N-Terminus und einen intrazellularen C-Terminus, welche durch sieben transmembrandre
a-Helices mit drei alternierenden intra- und extrazelluldren Schleifenregionen verbunden
sind. Die sieben charakteristischen a-Helices bilden die Ligandenbindungstasche und gaben
den Rezeptoren den Beinamen heptahelikale GPCR. Die Bezeichnung G-Protein-gekoppelter
Rezeptor verweist auf den ersten Schritt der nachfolgenden Signaltransduktion, der allen
GPCR gemeinsam ist: Diese Rezeptoren setzen nach Aktivierung durch extrazellulare Stimuli
wie zum Beispiel Hormone, Neurotransmitter oder lonen intrazellulére Signalkaskaden in
Gang, indem sie zundchst heterotrimere GDP/GTP-bindende Proteine (G-Proteine) aktivieren
(Oldham & Hamm 2008). Diese Proteine bestehen aus einer GDP/GTP-bindenden

o-Untereinheit sowie jeweils einer B- und einer y-Untereinheit (Abb. 1). Ein aktivierter
1



1 Einleitung

GPCR induziert als Liganden-aktivierter Nukleotid-Austauschfaktor den GDP-GTP-
Austausch und damit die Aktivierung der a-Untereinheit. Die GTP-gebundene a-Untereinheit
und das PBy-Dimer dissoziieren und interagieren daraufhin jeweils mit spezifischen
Effektorproteinen, welche sekundére Botenstoffe wie zum Beispiel cAMP,
Inositoltriphosphat, Diacylglycerol oder Calcium generieren oder freisetzen. Diese
Botenstoffe wiederum aktivieren weitere Effektorproteine — zumeist Serin-/Threoninkinasen
oder Phosphatasen — welche eine Vielfalt von weiteren Enzymen und damit zellulédren
Funktionen beeinflussen. Durch Hydrolyse des gebundenen GTP wird die a-Untereinheit
inaktiviert und assoziiert wieder mit dem By-Komplex, womit der Aktivierungszyklus endet
(s. Abb. 1) (Pierce et al. 2002; Hill 2006; Oldham & Hamm 2008; Rosenbaum et al. 2009).
GPCR-vermittelte Signalwege bewirken somit nicht nur die Weiterleitung eines
extrazelluldren Signals ins Zellinnere, sondern bewirken auch eine Amplifizierung des
Signals, da jeder Rezeptor wahrend eines Aktivierungszyklus mehrere G-Proteine aktivieren
kann. Eine weitere massive Signalamplifikation erfolgt dadurch, dass jedes durch ein
G-Protein aktiviertes Effektorprotein tausende Molekile eines sekundéren Botenstoffes
generieren kann (Aktories et al. 2009).
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Abb. 1: Die G-Protein-Aktivierung durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren.

A, GPCR koppeln an der Innenseite der Membran an heterotrimere (afy) G-Proteine. Deren a-Untereinheit ist
im inaktiven Zustand an GDP gebunden. Der By-Komplex ist durch Lipidreste in der Membran verankert. B,
Nach Liganden-vermittelter Rezeptoraktivierung erfolgt eine Konformationsdnderung des Rezeptors (nicht
gezeigt), die den Austausch von GDP durch GTP der a-Untereinheit des G-Proteins katalysiert. Der By-
Komplex und die a-Untereinheit dissoziieren. C, Die a-Untereinheit und der By-Komplex aktivieren
membransténdige oder zytosolische Effektorproteine. D, Die intrinsische GTPase-Aktivitat der a-Untereinheit
hydrolysiert GTP zu GDP, das G-Protein reassoziiert und die Signaltransduktion wird beendet.

D

Auf Grund ihrer Interaktion mit spezifischen Effektorproteinen werden vier Subfamilien von
G-Protein o-Untereinheiten unterschieden: Gos-Proteine stimulieren die Adenylylcyclase,
Gog-Proteine aktivieren Phospholipase C, Goi-Proteine hemmen die Adenylylcyclase und
aktivieren GIRK (G-Protein-gekoppelte einwartsgleichrichtende Kalium)-Kanéle und Gouz-
Proteine aktivieren Rho-GEF (Guanin-Nukleotid Austauschfaktoren). Die B- und die
v-Untereinheiten bilden stabile Komplexe und interagieren ebenfalls mit verschiedenen
Effektoren wie z.B. GIRK-Kanalen, Adenylylcyclasen, Phospholipasen und Phosphoinositid-
3-Kinasen. Des Weiteren fuhrt die Interaktion des aktivierten By-Komplex mit G-Protein-
gekoppelten Rezeptorkinasen (GRK) zu deren Membrantranslokation und Aktivierung. Die
Phosphorylierung des GPCR durch GRK leitet die Beendigung der G-Protein-vermittelten
Signaltransduktion ein (Pierce et al. 2002; Hill 2006; Oldham & Hamm 2008; Rosenbaum
et al. 2009).
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1.1.1  Desensibilisierung von GPCR durch GRK-vermittelte Phosphorylierung

G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen erkennen aktivierte, Liganden-gebundene GPCR und
phosphorylieren Serin- und Threoninreste am zytoplasmatischen C-Terminus oder in der
dritten intrazelluldren Schleife der aktivierten Rezeptoren (Palczewski & Benovic 1991).
Diese Phosphorylierungen vermindern die Affinitdt des Rezeptors zum G-Protein und
erhdhen die Affinitdt des Rezeptors zum Adaptorprotein B-Arrestin, welches sterisch die
Interaktion des Rezeptors mit dem G-Protein und dessen Aktivierung verhindert; der Rezeptor
ist desensibilisiert (Lohse etal. 1990; Wilden 1995; Krupnick etal. 1997). B-Arrestin-
gebundene Rezeptoren werden in der Folge internalisiert. Eine unmittelbar darauffolgende
Rezeptorstimulation flhrt auf Grund der desensibilisierten und internalisierten Rezeptoren zu
einer verminderten Rezeptorantwort. Diese GRK-induzierte sogenannte homologe
Desensibilisierung ist der wichtigste Mechanismus zur schnellen Beendigung von GPCR-
Signalen. Dieses Phdnomen ist liganden- und rezeptorspezifisch und wird unterschieden von
der heterologen Desensibilisierung, welche definiert wird als eine verminderte
Rezeptorantwort eines Rezeptors nach Bindung eines Agonisten an einen anderen Rezeptor
(Pierce etal. 2002). Diese nicht-Agonisten-abhdngige Desensibilisierung erfolgt durch die
Proteinkinasen A (PKA) und C (PKC), welche durch sekundére Botenstoffe aktiviert werden.
Diese Kinasen phosphorylieren anders als GRK sowohl Liganden-gebundene als auch
inaktive Rezeptoren, so dass ein Rezeptor als Folge der Aktivierung eines anderen Rezeptors
phosphoryliert werden kann. Diese Art der Desensibilisierung erfolgt auch bei niedrigeren
Agonistkonzentrationen und ist langsamer als die homologe Desensibilisierung (Thompson
et al. 2008).

Internalisierte Rezeptoren erfahren entweder eine Dephosphorylierung (Resensitivierung) und
Reinsertion des Rezeptors in die Plasmamembran (recycyling) oder werden proteolytisch in
Lysosomen abgebaut, so dass die Menge an funktionellen Rezeptoren in der Plasmamembran
abnimmt (downregulation) (Abb. 2). Ferner wird die Rezeptorexpression durch Regulation
der Rezeptorgentranskription und -translation beeinflusst. Diese Mechanismen bendtigen im
Gegensatz zu den oben Dbeschriebenen, akuten Regulationsmechanismen der
Desensibilisierung, welche innerhalb von Sekunden und Minuten ablaufen, einen Zeitraum
von Stunden (Claing et al. 2002; Pierce et al. 2002).
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Konformationsanderung des
Rezeptors, G-protein Aktivierung,
Aktivierung von nachgeschalteten
Signaltransduktionskaskaden Rezeptor-Desensitivierung,
-Internalisierung,
-Dephosphorylierung und
-recycling oder -Abbau

Abb. 2:  Modell der GPCR-Regulation durch GRK und B-Arrestin.

A, Der Rezeptor wird durch einen Liganden aktiviert und initiiert Gber die zwischengeschalteten
heterotrimeren G-Proteine die Signaltransduktion (s. Abb. 1). B, GRK2 wird durch Liganden-gebundene
Rezeptoren aktiviert und phosphoryliert Serin- und Threoninreste am zytoplasmatischen C-Terminus und in
der dritten intrazelluldren Schleife des Rezeptors. C, Die Phosphorylierung senkt die Affinitat des Rezeptors
flir G-Proteine und erh6ht die Affinitdt zu dem Adaptorprotein B-Arrestin. Durch Bindung von B-Arrestin wird
die Interaktion mit den G-Proteinen sterisch gehindert (Desensibilisierung) und der Rezeptor internalisiert.
Anschliefend wird der Rezeptor dephosphoryliert und wieder zuriick an die Membran gebracht (recycyling)
oder proteolytisch degradiert (downregulation).

1.1.2 Die Familie der GRK

GRK sind Serin-/Threoninkinasen und gehéren zur Familie der AGC-Kinasen (Familie der
Proteinkinasen A, G und C), deren Aktivierung normalerweise durch Phosphorylierung
erfolgt; GRK hingegen werden, wie bereits erldutert, durch die Bindung an aktivierte
Rezeptoren in ihrer katalytisch aktiven Konformation stabilisiert (Palczewski et al. 1991) und

werden so als atypische Mitglieder dieser Familie bezeichnet.

Basierend auf Unterschieden im Aufbau ihrer C-Termini und dem Mechanismus ihrer
Membrantranslokation werden GRK in drei Subfamilien unterteilt (Gurevich et al. 2012):
(i) Die Rhodopsinkinasen GRK1 und GRK7 werden fast ausschlieflich in Stdbchen und
Zapfen des Auges exprimiert. Sie werden am C-Terminus prenyliert und so in der Membran
verankert. Durch Diffusion in der Membran translozieren sie zu aktivierten GPCR. (ii) Die
B-adrenergen Rezeptorkinasen GKR2 und GRK3 werden ubiquitar exprimiert, wobei GRK2
neben GRK3 und GRKS5 die im Herzen héufigste Isoform ist (Rockman et al. 2002; Rengo
etal. 2012). Diese Subfamilie verfligt als einzige Uber einen C-Terminus mit einer

PH (pleckstrin homology)-Doméne, die mit PIP, (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat) und
)
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freien GPy-Untereinheiten in der Membran interagiert und so die Agonist-abhéngige
Membrantranslokation von GRK2 und GRK3 zu aktivierten GPCR reguliert (Evron et al.
2012). (iit) Die GRK4 Subfamilie besteht aus der im Hoden exprimierten GRK4 und aus den
ubiquitar exprimierten Isoformen GRK5 und GRK6. GRK4 und GRK6 werden palmitoyliert,
wahrend GRKS5 (iber eine C-terminale Anhdufung positiv geladener Aminosauren mit Lipiden

der Membran interagiert (Gurevich et al. 2012).

Hinsichtlich der Substratspezifitdt sind GRK2 und GRK5 die variabelsten GRK. Sie
phosphorylieren fast alle der bisher untersuchten GPCR, darunter die physiologisch besonders
wichtigen [B-adrenergen Rezeptoren, op-adrenergen Rezeptoren, Angiotensin 1l Typl-
Rezeptoren, Dopamin-Rezeptoren und viele andere (Pitcher et al. 1998a; Reiter & Lefkowitz
2006). Da Saugetiere nur uber finf nicht-visuelle GRK aber tber mehr als 800 GPCR
verfiigen, musste eine GRK-Isoform mehrere hundert verschiedene GPCR regulieren. Es ist
nicht genau bekannt, wie die Spezifitdt von GRK fiir bestimmte GPCR vermittelt wird, aber
es wird vermutet, dass biologisch relevante Rezeptorspezifitdt durch Co-Expression und Co-
Lokalisation von GRK und ihren GPCR und zusétzliche regulatorische Mechanismen erreicht
wird (Gurevich et al. 2012).

1.1.3  Regulation der GRK-Aktivitat und die Expression von GRK unter
pathophysiologischen Bedingungen

Wie bei den meisten Enzymen ist die Aktivitat und Expression von GRK stark reguliert. Die
Aktivitat wird zusétzlich zu den bereits beschriebenen Mechanismen (der Aktivierung durch
Interaktion mit Phospholipiden und GBy-Untereinheiten (1.1.2)) auch durch Phosphorylierung
reguliert: Autophosphorylierung von GRK1 wie auch PKA-vermittelte Phosphorylierung von
GRK1 und GRK7, ERK-vermittelte Phosphorylierung von GRK2 und PKC-vermittelte
Phosphorylierung von GRKS5 vermindert ihre Aktivitat. Autophosphorylierung von GRKS5,
PKA-, PKC- und Src-vermittelte Phosphorylierung von GRK2 hingegen steigert ihre
Aktivitat (Gurevich et al. 2012).

Der genaue Mechanismus der Regulation der Expression von GRK ist nicht gekléart und
Gegenstand intensiver Forschung, da bei einer Vielzahl von Erkrankungen die Expression
von GRK — meist GRK2 — verandert ist (Gurevich et al. 2012). Am besten untersucht ist die
Expression von GRK2. Bei Patienten mit Herzinsuffizienz, Hypertrophie, Myokardinfarkt
und Hypertonie wurde eine signifikante Erhdhung der GRK2 auf mRNA- und Proteinebene
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gezeigt (Ungerer et al. 1993, 1994, 1996; Choi et al. 1997; Gros et al. 1997). Ebenfalls erhéht
ist die Expression bei Alzheimer-Patienten und bei depressiven Patienten. Auf’erdem scheint
GRK2 eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der Insulinresistenz zu spielen. Bei
Autoimmunerkrankungen wie Multipler Sklerose und Rheumatoider Arthritis sowie bei
Patienten mit chronischen Schmerzen wurde eine verringerte GRK2-Expression
nachgewiesen (Penela etal. 2010; Rengo etal. 2011, 2012; Gurevich etal. 2012).
Hinsichtlich der Regulation der Expression von GRK2 wurde gezeigt, dass die
Promotoraktivitat von GRK2 durch Stimulation des os-adrenergen Rezeptors und Goayg
gesteigert wird (Ramos-Ruiz et al. 2000). Der Abbau von GRK2 durch das Proteasom wird
durch Src- und ERK-vermittelte Phosphorylierung begunstigt (Penela et al. 2001; Elorza
et al. 2003).

1.1.4  Weitere Funktionen von GRK

GRK konnen auch eine Vielzahl von nicht-GPCR-Proteinen phosphorylieren. Hierzu z&hlen
Rezeptortyrosin- und Serin-/Threoninkinasen, Transkriptionsfaktoren und Proteine des
Zytoskeletts (Gurevich et al. 2012). Das zuerst entdeckte nicht-GPCR Substrat war Tubulin,
dessen GRK2-vermittelte Phosphorylierung die Mikrotubuluspolymerisierung reguliert
(Carman etal. 1998; Haga etal. 1998; Pitcher etal. 1998). Ein weiteres Beispiel ist
Phosducin, dessen Interaktion mit GBy-Untereinheiten des retinalen G-Proteins Transducin
durch GRK2-vermittelte Phosphorylierung von Phosducin gehemmt wird (Ruiz-Gémez et al.
2000). Es ist nicht ganz klar, ob hierfir die basale Aktivitat der GRK verantwortlich ist, ob
durch GPCR aktivierte GRK fahig sind, auch andere Proteine in der Ndhe des aktivierten
Rezeptors zu phosphorylieren oder ob auch andere Proteine als GPCR GRK aktivieren.
Letzteres scheint der Fall zu sein bei der Interaktion von GRK2 und Tubulin (Carman et al.
1998; Haga et al. 1998; Pitcher et al. 1998b).

Des Weiteren regulieren GRK scheinbar durch direkte Interaktion eine Reihe von Proteinen
phosphorylierungsunabhangig. Durch die Interaktion mit Gag konnen GRK2 und GRK3
GPCR auch phosphorylierungsunabhangig desensitivieren, indem sie die GTPase Aktivitat
von Gag stimulieren und die Gog-vermittelte PLC-Aktivierung hemmen (Carman et al.
1999b). Die Interaktion von GRK2 und GRK3 mit GBy-Untereinheiten hat nicht nur die
Membrantranslokation dieser Kinasen zur Folge sondern hemmt auch die GPy-vermittelte
Aktivierung von GIRK-Kanélen (Raveh et al. 2010). Ferner hemmt GRK2 die Kinase Akt

und damit die Phosphorylierung und Aktivierung der endothelialen NO-Synthase (Liu et al.
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2005). Die physiologische Bedeutung dieser GRK-Funktionen muss noch in weiteren Studien
gezeigt werden (Ferguson 2007; Gurevich et al. 2012).

1.2 Die Raf/MEK/ERK-Signalkaskade

Die Raf/MEK/ERK-Kaskade ist ein evolutiondr hochkonservierter Signalweg. Er gehért zu
den ersten beschriebenen Signalwegen, die extrazellulare Stimuli in das Zellinnere leiten und
dort Signale generieren, welche die Genexpression regulieren und so essentielle zellulére
Prozesse wie Proliferation, Uberleben, Apoptose, Differenzierung, Motilitit und
Metabolismus kontrollieren (Kolch 2000, 2005; Antico Arciuch etal. 2009). Die
Raf/MEK/ERK-Kaskade gehort zur Familie der dreistufigen Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPK), die unter anderem durch Substanzen aktiviert werden, welche die
Zellteilung stimulieren (Mitogene). Die Signaltransduktion der MAPK-Kaskaden zeichnet
sich durch die sequentielle Phosphorylierung und damit Aktivierung dreier
hintereinandergeschalteter Kinasen aus. Diese werden als MAP3K, MAP2K und MAPK
bezeichnet und gehdren zu den Serin-/Threoninkinasen. Wie in Abb.3 fur die
Raf/MEK/ERK-Kaskade gezeigt, aktivieren extrazelluldare Stimuli Uber verschiedene Zell-
oberflachenrezeptoren die GTPase Ras, welche in der aktiven GTP-gebundenen Form
daraufhin die MAP3K Raf an die Membran rekrutiert und Uber einen noch nicht genau
verstandenen Mechanismus aktiviert. Dieser Mechanismus beinhaltet vor allem die
Aufhebung der Autoinhibition des regulatorischen N-Terminus von Raf und die Phospho-
rylierung oder Dephosphorylierung von regulatorischen Aminosauren (Maurer et al. 2011).
Zur Raf-Familie gehtren A-Raf, B-Raf und Raf1/C-Raf, welche durch dhnliche Mechanismen
aktiviert werden. Raf phosphoryliert und aktiviert die MAP2K MEK1/2 (MAPK/ERK-
Kinase), welche wiederum die nachgeschaltete MAPK ERKZ1/2 durch Phosphorylierung
aktiviert. Dies fuhrt schlielflich zur Phosphorylierung von Substraten im Zellkern, im Zytosol
und in der Membran. Hierzu zéhlen Transkriptionsfaktoren, Rezeptoren, Signal- und Struktur-
proteine. Ebenso wie GRK (1.1.4) haben auch MAPK phosphorylierungsunabhéngige
Funktionen. So konnte gezeigt werden, dass Rafl Proteine von pro-apoptotischen
Signalwegen unabh&ngig von seiner Kinaseaktivitdt zu hemmen vermag (Kolch 2005).
Obwonhl die Signaltransduktion von MAPK zur Vereinfachung meist als linearer Signalweg
dargestellt wird, ist er in Wirklichkeit stark verzweigt und weist Interaktionen mit einer
Vielzahl von weiteren Signalwegen auf (Kolch 2000, 2005; Roskoski 2010).



1 Einleitung

Extrazellulire Stimuli

!

Rezeptoren (GPCR, RTK)

!

' Raf1, A/B-Raf

!

P

p MEK12
P
p  ERK12

>70 Substate in Zellkern, Membran,
Zytosol und Zytoskelett

l

Proliferation, Differenzierung,
Uberleben, Motilitidt von Zellen

Abb. 3: Die Aktivierung der Raf/MEK/ERK-Kaskade.

Vereinfachte Darstellung der Aktivierung der Extrazelluldr-regulierten Kinase (ERK) durch extrazellulére
Stimuli. Diese aktivieren membrandre Rezeptoren wie Rezeptortyrosinkinasen (RTK) oder G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren (GPCR). Durch die Aktivierung von GTP-gebundenem Ras wird Raf an die Membran
rekrutiert (nicht gezeigt) und dort durch verschiedene Proteinkinasen (nicht gezeigt) phosphoryliert
(dargestellt durch P). Dies fihrt zur sequentiellen Aktivierung durch Phosphorylierung der MAPK/ERK
Kinase (MEK) und von ERK, welches nukledre oder zytosolische Effektoren an Serin- und Threoninresten

phosphoryliert und so beispielsweise Proliferation, Differenzierung, Uberleben und Motilitit von Zellen
beeinflusst.

Die Regulation der Raf/MEK/ERK-Kaskade ist komplex und erfolgt durch Kinasen,
Phosphatasen und andere regulatorische Proteine (Kolch 2000, 2005; Roskoski 2010). Eine
Deregulation von Kinasen oder assoziierten Proteinen dieser Kaskade fiihrt zur onkogenen

Transformation von Zellen (Pylayeva-Gupta et al. 2011). So gehdren die Mitglieder der Ras-
9
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Familie zu den Protoonkogenen und weisen in etwa 20 % von humanen Tumoren onkogene
Mutationen auf (Montagut & Settleman 2009), die die GTP-Hydrolyse verhindern und zu
einer chronischen Aktivierung der Raf/MEK/ERK-Kaskade fiihren (Maurer et al. 2011). Des
Weiteren werden in etwa 7% von humanen Tumoren aktivierende B-Raf-Mutationen
gefunden (Montagut & Settleman 2009). Waéhrend selektive Inhibitoren von
Rezeptortyrosinkinasen wie der Bcr-Abl-Inhibitor Imatinib und der EGFR-Inhibitor Erlotinib
bereits erfolgreich zur Therapie einer Reihe von malignen Erkrankungen eingesetzt werden,
sind selektive Inhibitoren des kleinen G-Proteins Ras oder der Serin-/Threoninkinasen Raf,
MEK und ERK noch nicht verfugbar fir die klinische Anwendung. B-Raf- und MEK-
Inhibitoren werden zurzeit in klinischen Studien getestet (Kolch 2005; Montagut & Settleman
2009, Maurer etal. 2011). Eines der wenigen bekannten endogenen Inhibitoren der
Raf/MEK/ERK-Kaskade ist RKIP.

1.3 Das Raf Kinase Inhibitor Protein

RKIP ist ein multifunktionelles Regulatorprotein von Proteinkinasen und beeinflusst wichtige
zelluldre Prozesse wie Zellzyklus, Wachstum, Differenzierung, Migration und Apoptose
sowie die Kontraktilitdit von Kardiomyozyten. Dies erfolgt scheinbar durch Regulation
verschiedener  Signaltransduktionswege, wie die von MAPK, von GPCR, des
Transkriptionsfaktors nuclear factor ‘kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells
(NFxB) und der Glykogensynthasekinase 3 beta (GSK3p) (Zeng et al. 2008). Allerdings sind
die genauen physiologischen Funktionen und die molekularen Regulationsmechanismen von
RKIP bisher nur unvollstandig verstanden ( Zeng et al. 2008; Escara-Wilke et al. 2012).

1.3.1 RKIP ist ein endogener Inhibitor der RaffMEK/ERK-Kaskade

RKIP wurde mittels Hefe-zwei-Hybrid-Technik als Interaktionspartner und in weiteren
Versuchen als Inhibitor von Rafl charakterisiert (Yeung et al. 1999). In vitro interagiert RKIP
nicht nur mit Rafl, sondern auch mit dessen Effektorkinasen MEK und ERK, wobei RKIP
aber nur die Rafl-vermittelte Phosphorylierung von MEK hemmt und nicht die MEK-
vermittelte Phosphorylierung von ERK (Yeung et al. 1999). RKIP inhibiert Rafl-vermittelte
Effekte, indem es zum einen dessen Interaktion mit der Effektorkinase MEK kompetitiv
hemmt (Yeung et al. 2000), zum anderen aber auch die Phosphorylierung und Aktivierung
von Rafl durch die p21l-aktivierte Kinase und Src-Kinasen zu verhindern scheint (Trakul
etal. 2005). Allerdings wurde auch gezeigt, dass die Phosphorylierung von Rafl die
10
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Interaktion mit RKIP verstarkt (Park etal. 2006; Rath etal. 2008; Tavel etal. 2012).
Zukinftige Studien missen daher die Rolle der Phosphorylierung von Rafl fiir seine
Interaktion mit RKIP noch klaren. Auch die Frage, ob RKIP nicht nur Rafl sondern auch
B-Raf reguliert ist nicht geklart: Wahrend Trakul et al. zeigten, dass RKIP zwar mit B-Raf
assoziiert aber nicht seine Aktivitdt hemmt (Trakul et al. 2005), konnten Park etal. eine
antagonistische Aktivitat von RKIP gegeniiber B-Raf feststellen (Park et al. 2005).

Ein etablierter Regulationsmechanismus der Interaktion von RKIP mit Rafl ist hingegen die
Phosphorylierung von RKIP. So konnte gezeigt werden, dass RKIP und Rafl dissoziieren,
sobald RKIP durch Protein Kinase C (PKC) an S153 phosphoryliert wird (Corbit et al. 2003;
Lorenz et al. 2003). Dies wurde sowohl nach direkter Aktivierung von PKC durch Phorbol-
ester als auch nach Aktivierung von PKC durch Rezeptortyrosinkinasen (RTK) und durch
GPCR beobachtet (Corbit et al. 2003; Lorenz et al. 2003). Zusammenfassend lasst sich sagen,
dass RKIP die Aktivierung der RaffMEK/ERK-Kaskade durch direkte Interaktion mit Rafl
inhibiert. Diese Hemmung wird durch PKC-vermittelte Phosphorylierung von RKIP
aufgehoben.

Die Bedeutung der RKIP-vermittelten Raf-Hemmung zeigt sich in Tumoren mit verringerter
RKIP-Expression. Die damit einhergehende erhohte ERK-Aktivitdt scheint zu einer
verstarkten Metastasierung, Hemmung des apoptotischen Zelltodes und Chemo- und Radio-
resistenz zu fihren (Fu etal. 2003; Chatterjee et al. 2004; Schuierer et al. 2004; Woods
Ignatoski et al. 2008, Ruan etal. 2010; Jia etal. 2012). Des Weiteren scheint die RKIP-
Expression invers mit der Tumorprogression zu korrelieren (Fu et al. 2006; Martinho et al.
2012a, b). Der genaue molekulare Mechanismus dieser Effekte von RKIP ist unklar (Escara-
Wilke et al. 2012) und beinhaltet vermutlich auch weitere Interaktionspartner von RKIP wie
die Kinase GSK3B. GSK3B kann durch Inaktivierung von onkogenen Signalwegen die
Tumorprogression verhindern (Wu & Pan 2010). Kurzlich wurde gezeigt, dass RKIP nicht
nur Raf sondern auch p38 MAPK hemmt. Da diese ein Inhibitor von GSK3p ist, verstarkt
RKIP so deren Aktivitdt (Al-Mulla etal. 2011). In einigen Krebszelllinien wurden die
antimetastatischen Eigenschaften von RKIP auch auf die Hemmung von Kinasen
zurtickgefuhrt, welche die Aktivitat des Transkriptionsfaktors NF«kB regulieren (Hagan et al.
2005; Beshir et al. 2010).

11
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1.3.2 RKIP hemmt die Aktivierung von NFxB

Da die Expression von RKIP in verschiedenen Zelllinien wesentlich hoher ist als die von
Rafl (Yeung etal. 1999), wurde nach weiteren moglichen Interaktionspartnern von RKIP
gesucht. Tats&chlich konnte gezeigt werden, dass RKIP auch mit Kinasen interagiert, welche
die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB regulieren (Yeung et al. 2001; Tang et al.
2010). NFxB ist in einer Vielzahl von Zellen exprimiert und steuert die transkriptionelle
Antwort auf inflammatorische oder Stress-Stimuli, die zum Beispiel durch die Zytokine IL13
(Interleukin 1 beta) oder TNFa (Tumor Nekrose Faktor alpha) vermittelt werden (Gilmore &
Wolenski 2012). Diese aktivieren Kinasen der MAPK-Familie wie NIK (NFxB induzierende
Kinase), MEKK1 (Mitogen-aktivierte Kinase Kinase) und TAK1 (Transforming growth
factor p-activated kinase 1) oder der MAPK-Familie strukturell verwandte Kinasen wie IKK
(Yeung et al. 2001). Dadurch wird Uber eine nicht genau bekannte, komplexe Sequenz von
kombinatorischen Phosphorylierungs- und Ubiquitinylierungsereignissen der IKK (IxB-
Kinase)-Komplex aktiviert (Weber et al. 2010). Der IKK-Komplex phosphoryliert daraufhin
IxB (Inhibitor von NFxB), welcher in unstimulierten Zellen NFkB bindet und an der
Translokation vom Zytosol zum Zellkern hindert. Diese Phosphorylierung induziert die
Ubiquitinylierung und den Abbau von IkB, so dass NFkB in den Zellkern translozieren und

dort spezifische Gene mit Bindungsstellen fiir NFkB anschalten kann (Abb. 4).

12
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Abb. 4: RKIP hemmt die Aktivierung von NFkB durch Hemmung des IKK-Komplexes.

Im inaktiven Zustand bindet der Transkriptionsfaktor NFkB als Dimer an den Inhibitor 1xB und wird so im
Zytoplasma zurlickgehalten. Inflammatorische und Stress-Signale beispielsweise durch die Zytokine IL1f3
oder TNFa aktivieren verschiedene membranstindige Rezeptoren. Uber zwischengeschaltete Kinasen wird der
IKK-Komplex aktiviert und phosphoryliert I1kB. Die Phosphorylierung von IxB induziert dessen
Ubiquitinylierung und Abbau durch das Proteasom, so dass NFkB in den Zellkern translozieren und NFkB-
regulierte Gene aktivieren kann. RKIP hemmt die Aktivierung des IKK-Komplexes und somit die Aktivierung
von NFkB.

Die Aktivierung von NFxB wird unter anderem durch RKIP gehemmt. RKIP hemmt die
TNFa- und IL1B-stimulierte Aktivierung des IKK-Komplexes, indem es mit den
vorgeschalteten Aktivatoren TRAF6 (TNFa Rezeptor-assoziierter Faktor), NIK und TAK1
interagiert. Des Weiteren interagiert RKIP mit IKKa und IKKB und hemmt deren Auto-
phosphorylierung (Yeung etal. 2001; Tang etal. 2010). Hierdurch werden die Phospho-
rylierung und der Abbau des NFkB-Inhibitors 1kB gehemmt (Abb. 4), so dass RKIP ein
negativer Modulator von NFkB ist. Es ist allerdings nicht bekannt, ob die beschriebenen
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Interaktionen direkt sind und durch welche Mechanismen die RKIP-vermittelte Hemmung

des NFkB-Signalweges reguliert wird.

1.3.3  RKIP ist ein endogener Inhibitor von GRK2

RKIP ist ein multifunktioneller Kinaseregulator, es reguliert nicht nur die Aktivierung von
MAPK und von NFkB, sondern auch die Aktivitdt von GRK2. Diese Kinase ist einer der
wichtigsten negativen Regulatoren der B-adrenergen Rezeptoren und damit der kardialen
Kontraktilitdt (Rockman et al. 2002). Eine erhohte Aktivitdt von GRK2 scheint eine wichtige
Rolle in der Pathophysiologie der Herzinsuffizienz und anderen kardiovaskuldren
Erkrankungen zu spielen, so dass die Hemmung von GRK2 als eine vielversprechende
Strategie in der Therapie der Herzinsuffizienz diskutiert wird (Lohse et al. 2003; Rengo et al.
2012). Bisher sind trotz betrachtlicher Anstrengungen keine selektiven GRK2-Inhibitoren fur
die klinische Anwendung verfligbar (Palczewski et al. 1990; Setyawan et al. 1999; Kassack
et al. 2000; lino et al. 2002; Winstel et al. 2005; Tesmer et al. 2010; Thal et al. 2011).

Endogene Inhibitoren von GRK2 sind beispielsweise Calmodulin (Chuang et al. 1996),
Caveolin-1 (Carman et al. 1999a), Aktin (Freeman et al. 1998) und a-Aktinin (Freeman et al.
2000). Diese besitzen jedoch keine Spezifitat fir eine bestimmte GRK-Isoform. RKIP
hingegen ist ein potenter und spezifischer Inhibitor von GRK2, welche es mit einer 1Cs von
450 nM hemmt (Lorenz et al. 2003). Die RKIP/GRK2-Interaktion ist (i) spezifisch, da RKIP
andere Kinasen wie GRKS5, PKA und PKC nicht hemmt, (ii) direkt, da gereinigtes RKIP auch
gereinigte GRK2 bindet und hemmt und (iii) existiert unter physiologischen Bedingungen, da
sie mit endogenen Proteinen in nativen Geweben gezeigt werden konnte. Herabregulierung
von RKIP in Kardiomyozyten fiihrt zu verminderter 3-adrenerger Signaltransduktion und
einer erniedrigten Kontraktilitdt von Kardiomyozyten, was die physiologische Bedeutung der
RKIP-vermittelten GRK2-Hemmung verdeutlicht.

Es wurde gezeigt, dass die Interaktion von RKIP und GRK2 durch PKC-vermittelte
Phosphorylierung von RKIP induziert wird (Yeung etal. 1999; Lorenz et al. 2003). Diese
Phosphorylierung stellt somit einen molekularen Schalter dar, der nicht nur die RKIP/Raf1-
Interaktion aufhebt, sondern auch die RKIP/GRK2-Interaktion ermdglicht. Ferner wurde
gezeigt, dass RKIP an den N-Terminus von GRK2 bindet (Lorenz et al. 2003), der an der
Interaktion von GRK2 mit aktivierten Rezeptoren beteiligt ist (Huang & Tesmer 2011). Ein
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genaueres Verstandnis der RKIP-vermittelten GRK2-Hemmung konnte der Entwicklung von
spezifischen GRK2-Inhibitoren hilfreich sein.

PKC *

Abb. 5: RKIP hemmt Rafl oder GRK2 abhéangig von seinem Phosphorylierungsstatus.

Unter basalen Bedingungen hemmt RKIP Rafl und damit die Aktivierung der Raf/MEK/ERK-Kaskade. Nach
Phosphorylierung von RKIP durch Protein Kinase C (PKC) dissoziieren RKIP und Rafl. RKIP vermag nun
GRK2 zu hemmen und folglich die Desensibilisierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren.

1.3.4  Weitere Funktionen von RKIP

Vom N-Terminus von RKIP kann ein Undecapeptid abgespalten werden, welches unter der
Bezeichnung HCNP (hippocampal cholinergic neurostimulating peptide) bekannt ist, da es
die Acetylcholin-Transferase stimuliert und so die Differenzierung von cholinergen Neuronen
im Hippocampus fordert (Ojika et al. 2000). Bei Alzheimer-Patienten ist die Expression von
RKIP signifikant vermindert und korreliert negativ mit der Akkumulation von B-Amyloid
(Maki etal. 2002; George etal. 2006). Es wurde deshalb vermutet, dass dies zu der
cholinergen Dysfunktion und Pathogenese von Alzheimer-Patienten beitragt (Zeng et al.
2008). Ferner wurde gezeigt, dass RKIP und HCNP in chromaffinen Zellen der Nebenniere

vorhanden sind und zusammen mit Catecholaminen unter Stress in die Blutbahn sezerniert
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werden (Goumon et al. 2004). In isolierten perfundierten Rattenherzen zeigte HCNP einen
negativ inotropen Effekt (Angelone et al. 2006). Weder das Enzym, welches HCNP abspaltet,
noch der Mechanismus, der die Stimulation der Acetylcholin-Transferase vermittelt, sind
bisher bekannt. Weiterhin ist beschrieben worden, dass RKIP in vitro verschiedene
Serinproteasen wie Thrombin, Neuropsin und Chymotrypsin hemmt, wahrend Trypsin,
gewebespezifischer Plasminogenaktivator und Elastase nicht gehemmt werden. Der
molekulare Mechanismus und die physiologische Bedeutung dieser Funktionen missen in

weiteren Studien gezeigt werden (Hengst et al. 2001).

1.4 RKIP ist ein Mitglied der PEBP-Familie

RKIP gehdrt zur Familie der Phosphatidylethanolamin-bindenden Proteine (PEBP-Familie),
die Uber 400 Mitglieder mit einer evolutionér konservierten Sequenz und Struktur hat (Zeng
et al. 2008). Homologe Proteine existieren bei Menschen, bei héheren S&ugetieren wie Affe,
Kuh, Ratte und Maus, bei Vogeln, Insekten, Wirmern, Bakterien, Pilzen, Hefen und bei
Pflanzen. Menschen exprimieren RKIP sowie das Homolog PEBP4, welches sowohl ahnliche
als auch von RKIP verschiedene biologische Funktionen besitzt und in den meisten
menschlichen Geweben exprimiert wird. So ist PEBP4 wie RKIP ein Inhibitor von MAPK
(Yeung et al. 1999; Wang et al. 2004). Wahrend die Uberexpression von RKIP in Tumoren
jedoch eine antimetastatische (Fu et al. 2003) und pro-apoptotische (Chatterjee et al. 2004)
Wirkung hat, scheint PEBP4 Apoptose zu hemmen (Wang et al. 2004, 2005; Li et al. 2007).
Am besten untersucht ist die Funktion von RKIP, welches im menschlichen Organismus
ubiquitdr exprimiert wird (Zeng et al. 2008). Zwar sind die genauen zelluldren Funktionen
und die molekularen Regulationsmechanismen von RKIP bisher nicht bekannt, jedoch wurde
RKIP inzwischen wie bereits erldutert als Regulatorprotein von mehreren wichtigen
Signaltransduktionskaskaden identifiziert. Umso erstaunlicher erscheint es, dass homozygote
RKIP knock-out Méuse keinen auffalligen Phénotyp besitzen (Moffit et al. 2007; Theroux
etal. 2007; Zeng et al. 2008). Da Mause jedoch ebenfalls die RKIP-homologen Proteine
PEBP2 (Hickox et al. 2002) und vermutlich PEBP4 exprimieren (Theroux et al. 2007; Zhang
et al. 2007), welche ebenfalls Inhibitoren von MAPK sind (Hickox et al. 2002; Wang et al.
2004), konnte der unauffallige Phanotyp der RKIP knock-out Mause auf eine genetische

Kompensierung zuriickzufiihren sein.
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1.5 Strukturelle und biochemische Eigenschaften von RKIP

RKIP von Sdugetieren ist ein l6sliches Protein aus einer einzigen Polypeptidkette mit einer
Lange von 187 Aminosduren und einem Molekulargewicht von ~21kDa. Die
dreidimensionale Struktur von RKIP sowie von einer Reihe homologer Proteine
verschiedener Spezies wurde mittels Kristallstrukturanalyse bestimmt (Banfield et al. 1998;
Serre et al. 1998; Banfield & Brady 2000; Serre et al. 2001; Simister et al. 2002; Mima et al.
2005; Granovsky et al. 2009). Diese Mitglieder der PEBP-Familie besitzen eine kompakte
globulére Struktur, welche sich durch ein zentrales (-Faltblatt umgeben von variableren
a-Helices und [-Faltblattern auszeichnet (Abb.6). Die verschiedenen Sekundar-
strukturelemente sind durch lange, flexible Schleifenstrukturen (loops) verbunden (Zeng et al.
2008).

In drei der fiinf bekannten Kristallstrukturen von RKIP aus Sdugetieren (Banfield et al. 1998;
Serre et al. 1998; Granovsky et al. 2009) und auch in einem bakteriellen Homolog (Serre
et al. 2001) wurde eine kleine taschenartige Region identifiziert, die einen niedermolekularen
ionischen Liganden binden kann (Abb. 6). Diese putative Bindungstasche ist klein und
befindet sich an der Proteinoberflache. Sie ist umgeben von basischen und hydrophoben
Aminosduren, die in PEBP von Sédugetieren stark konserviert sind (Serre et al. 1998). Die
Eigenschaft dieser Tasche, in vitro an Phosphatidylethanolamin oder andere Lipide zu binden,
préagte den Namen der PEBP-Familie (Bernier & Jolles 1984; Bernier et al. 1986). Ferner
werden phosphomimetisches Cacodylat (Banfield etal. 1998), Morphin und Morphin-
Glucuronide (Grandy et al. 1990; Goumon et al. 2006), Nukleotide (Schoentgen et al. 1992)
und andere organische anionische Liganden (Bernier & Jolles 1984; Serre etal. 1998;
Shemon et al. 2010) gebunden. Ob diese Interaktionen fur die Funktion von RKIP von
physiologischer Relevanz sind, wird kontrovers diskutiert, da die Interaktionen in den meisten
Fallen von niedriger Affinitdt sind und nicht unter physiologischen Bedingungen
nachgewiesen werden konnten (Atmanene et al. 2009; Granovsky et al. 2009; Shemon et al.
2010; Beshir et al. 2011). Es wurde daher vermutet, dass die Ligandenbindungstasche von
RKIP eher an der Erkennung und Bindung phosphorylierte Proteine beteiligt ist (Banfield &
Brady 2000; Hagan et al. 2006). Natirlich vorkommende Mutationen in RKIP-Homologen
von Pflanzen und Hefen haben die physiologische Relevanz der Bindungstasche zumindest
fir diese Homologe bestatigt. So induziert eine Punktmutation in der Bindungstasche eines
pflanzlichen RKIP-Homologs die vorzeitige Beendigung des vegetativen Wachstums zu

Gunsten der Effloreszenz (Granovsky & Rosner 2008). Fiir Rafl wurde gezeigt, dass es mit
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1 Einleitung

der Ligandenbindungstasche von RKIP interagiert. Flr viele weitere Interaktionspartner ist
dagegen nicht bekannt, mit welchen Bereichen von RKIP sie interagieren. Es wird vermutet,
dass RKIP mit anderen Proteinen auch unabhdngig von der Ligandenbindungstasche zu

interagieren vermag (Beshir et al. 2011).

Abb. 6:  Struktur von humanem RKIP.

A, Die dreidimensionale Struktur von humanem RKP besteht aus einem zentralen sechsstréngigem
B-Faltblatt (c, j, i, f, g, h) und einem weiteren kleineren B-Faltblatt bestehend aus drei B-Strangen (b, a, e),
sowie vier a-Helices (A, B, C, D). Diese Sekundarstrukturelemente werden durch Schleifenstrukturen
verbunden, zwei besonders lange Schleifen verbinden B-Strang h mit B-Strang i und B-Strang i mit a-Helix
C. RKIP besitzt eine putative Bindungstasche, in der ein Molekul des phosphomimetischen Cacodylats,
dargestellt im Kalottenmodell, gebunden ist. B, Schematisches Diagramm der Anordnung der Sekundar-
strukturelemente. B-Strénge sind in blau mit kleinen Buchstaben, a-Helices in rot mit groRen Buchstaben
dargestellt. Die Abbildung ist ein Nachdruck aus Structure, Vol 6, MJ Banfield, JJ Barker, ACF Perry, RL
Brady, Function from structure? The crystal structure of human phosphatidylethanolamine-binding protein
suggests a role in membrane signal transduction, Pages 1245-1254, Copyright (1998), with permission
from Elsevier.

Interessanterweise kristallisieren sowohl humanes RKIP (Banfield et al. 1998), als auch ein
pflanzliches (Banfield et al. 2000) und ein bakterielles Homolog (Serre et al. 2001) als Dimer.
Auch Bollengier et al. detektierten bereits 1989 Dimere und Oligomere in Lysaten von
bovinem Gehirn (Bollengier etal. 1989). Bisher wurde jedoch weder die Existenz von
Dimeren oder Oligomeren unter physiologischen Bedingungen nachgewiesen noch eine
maogliche Bedeutung fir die Bindung der verschiedenen Interaktionspartner untersucht.
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1 Einleitung

1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

RKIP reguliert durch Interaktion mit verschiedenen Proteinkinasen eine Reihe essentieller
Signalkaskaden. Als Interaktionspartner wurden so unterschiedliche Kinasen wie Rafl, MEK,
ERK, GRK2, IKKa/B, NIK, TAK und GSK3B charakterisiert. Wie die spezifische
Interaktion dieses kleinen Proteins (21 kDa) mit seinen Interaktionspartnern koordiniert und
reguliert wird, ist bislang nicht genau verstanden und sollte in dieser Arbeit naher untersucht
werden. Eine direkte Interaktion der erwéhnten Kinasen mit RKIP konnte fir GRK2 und Rafl
gezeigt werden. Deswegen sollte am Beispiel der Interaktion von RKIP mit diesen Kinasen
der zugrundeliegende Interaktionsmechanismus naher untersucht werden, um allgemeine

Einblicke in die Regulation von Kinasen und ihren nachgeschalteten Signalwegen zu erhalten.
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2 Material

2.1 Substanzen

Es wurden verwendet:

Bisindolylmaleimid |

2 Material

(GFX; Merck), Sulfo-ethylenglycol-bis-

(succinimidylsuccinat) (SEGS; AppliChem), Isoprenalinhydrochlorid (Iso; Tocris/Biozol),
Paraformaldehyd (PFA, AppliChem), Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA; AppliChem),

Parathormon (PTH, Bachem). Alle weiteren Substanzen waren von AppliChem, Roth oder

SigmaAldrich wenn nicht anders angegeben.

2.2 Kits

Anwendung Bezeichnung Hersteller Katalognummer

Proteinbestimmung von BCA Protein Assay  Pierce 23225

Herzlysaten Kit®

cAMP-Messung in Zelllysaten  cAMP RIA Kit® Immunotech IM1117

Detektion von Westernblots ECL Plus Detection =~ GE Healthcare RPN 2132
Reagents®

DNA-Extraktion aus Gel Extraction Kit® Quiagen 28704

Agarosegelen

Transfektion von ROS-Zellen  Lipofectamine LTX  Invitrogen 15338100
Plus Reagent®

Plasmidisolierung Plasmid Plus Midi Quiagen 12943
Kit®

RNA-Isolierung SV Total RNA Promega Z3101
Isolation System®

2.3 Molekulare GroRenstandards

Anwendung Bezeichnung Hersteller

DNA-Gele 100 Basenpaar/1 Kilobasenpaar DNA NEB

Grolienstandard

Proteingele (bis 120 kDa) peqGold Protein Marker 111® Peqlab

Proteingele (bis 200 kDa) Kaleidoscope Prestained Standards® Biorad

Proteingele (bis 10 kDa) Polypeptide SDS-PAGE Molecular Biorad

Weight Standards®
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2.4  Proteingel-Auftragspuffer

2 Material

Anwendung Bezeichnung Hersteller
Glycin-SDS-Gele Rotiloads® Roth
Tricin-SDS-Gele Tricine Sample Buffer® Biorad
2.5 Isotop markierte Substanzen

Anwendung Bezeichnung Hersteller
GRK2-Aktivitatsassay [y-*P] ATP Hartmann

2.6 Medien und Loésungen fir die Kultur eukaryotischer Zellen

Bezeichnung

Hersteller

Dulbecco‘s modified eagle‘s medium (DMEM), mit 0,45 % (w/v) Glukose PAN

DMEM/Ham’ s F12 (1:1), mit 0,45 % (w/v) Glukose
Fetales Kalberserum (FCS)

Penicillin (10.000 U/ml)

Streptomycin (10 mg/ml)

Glutamin (200 mM)

OptiMEM®

2.7 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

PAN
PAN
PAN
PAN
PAN

Invitrogen

Bezugsquelle

Amicon® Ultra Zentrifugenfiltereinheiten
Autoradiographiefilme

Chromatographiepapier

Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran
Entwicklungslésungen fir Autoradiographiefilme
Nickel-Nitrilotriessigsaure (Ni-NTA)-Agarose
Protein-A-Sepharose

Chromatographieséulen

Zellkulturschalen
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Millipore

Fuji Film

Hartenstein

GE Healthcare/Hartenstein
Sigma-Aldrich

Quiagen

GE Healthcare

Biorad

Nunc



2.8 Antikorper

2 Material

2.8.1 Priméare Antikdrper
Epitop Spezies Verdinnung Bezugsquelle  Katalognr.
c-Myc Kaninchen  1:1000-1:2000 Santa Cruz sc-789
ERK Kaninchen  1:1000 Cell Signaling 9102
Flag Maus 1:10000 Sigma-Aldrich  F3165
GFP Maus 1:3000 Sigma-Aldrich  G1544
GRK2 Kaninchen  1:2000 (Zelllysate), Santa Cruz sc-13143
1:10000 (gereinigte
Proteine)
HA Maus 1:4000 Covance MMS-101R
Hisg Maus 1:3000 Cell Signaling 2366
Phospho-f,- Kaninchen  1:5000 Santa Cruz sc-22191
AR (S355/356)
Phospho-ERK  Kaninchen  1:1000 Cell Signaling 9101
Phospho-RKIP  Kaninchen  1:2000 Epitomics 2445-1
(S153)
Phospho-RKIP  Kaninchen  1:2000 Santa Cruz SC-32622
(S153)
Rafl Maus 1:10000 BD 610152
Biosciences
RKIP Ziege 1:500 (Herzen), Santa Cruz sc-5423, sc-
1:2000 (HEK293-Zellen) 33184
2.8.2  Sekundare Antikorper
Epitop Spezies Verdinnung Bezugsquelle Katalognr.
Maus 1gG Ziege 1:7500 Dianova 115035003
Ratten 1gG Ziege 1:7500 Dianova 111035144
Ziegen IgG Esel 1:5000 Santa Cruz sc-2020

Alle sekundaren Antikorper waren mit dem Enzym Peroxidase gekoppelt. Der ERK-

Antikdrper, alle phosphospezifischen Antikorper sowie die sekunddren Antikérper wurden in

BSA-haltigem Waschpuffer, alle Gbrigen Antikérper wurden in Blockmilch angesetzt

(s. 3.3.8).
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2.9 Plasmidvektoren

2 Material

Bezeichnung Bemerkung Spezies Referenz
Myc-RKIP Myc-tag N-terminal Ratte diese Arbeit
Flag-RKIP Flag-tag N-terminal Ratte diese Arbeit
GRK?2 Rind K. Lorenz
HA-Rafl HA-tag N-terminal Mensch K. Lorenz
HA-RKIP HA-tag N-terminal Ratte K. Lorenz
Hisg-RKIP Hise-tag N-terminal Ratte diese Arbeit
Hisg-RKIP Hise-tag N-terminal Maus K. Lorenz

Die Sequenzen der verwendeten Affinitatssequenzen (tags) lauteten:

tag DNA-Sequenz

Aminosauresequenz

Flag  gactacaaggacgacgacgacaag

HA tacccatacgatgttccagattacgct

Hisg catcatcatcatcatcat

Myc  gagcagaagctcatcagcgaggaggacctc

2.10 Klonierte RKIP-Mutanten und RKIP-Fragmente

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys

Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala
His His His His His His

Glu GIn Lys Leu lle Ser Glu Glu Asp Leu

Zur Generierung von Deletions- und Punktmutanten wurde das Prinzip der Primer-

gerichteten Mutagenese angewendet. Hierfur wurden je zwei Rand-Primer und zwei

mismatch-Primer verwendet (s. 3.1.1). Die Nummerierung der Aminosauren beginnt jeweils

am N-Terminus bei der ersten Aminoséure der Aminosauresequenz von Ratten-RKIP (nicht

an der N-terminalen Affinitatssequenz). Soweit nicht anders angegeben, wurde HA-Wildtyp-

RKIP als Ausgangs-DNA fur alle Klonierungen verwendet.

5” Rand-Primer

3’ Rand-Primer

Flag-RKIP  tggtggaataagcttatggactacaaggacgacgac

gacaaggccgccgacatcagecagtgg

Myc-RKIP  tggtggaataagcttatggagcagaagctcatcagce

gaggaggacctcgcegecgacatcagecagtgg

His-RKIP tcectctagcatatgcatcaccatcaccatcacgcecg

ccgacatcagecagtgggec

tgcag
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tgctgaatttctagactacttcccagecagcetgate

tgctgaatttctagactacttcccagecagcetgate

tgcctcccaggatccctacttcccagecagcetgatca



Deletionsmutanten

Affinitatssequenz

5’ mismatch-Primer

2 Material

3’ mismatch-Primer

RKI PA127-130

RKI PA127-146

RKI PA129-132

RKI PA128—131

RKI PA129—134

RKI PA131-134

RKI PA135—138

RKI PA135—14O

RKI PA139-142

RKI PA141—146

RKI PA143—144

RKI PA143-146

RKI PA145—146

Myc-tag

Myc-tag

Myc-tag

Myc-tag

Flag- und Myc-tag

Flag- und Myc-tag

Flag- und Myc-tag

Flag- und Myc-tag

Flag- und Myc-tag

Flag- und Myc-tag

Myc-tag

Flag- und Myc-tag

Myc-tag

tggctggtgtatgagetgaact
gtgacgag
cgctacgtctggetggtgtatg
agcaggagggcaagttcaag
gtggagtccttcegeaag

gtgtatgagcaggagtgtgac
gagcccatc

ctggtgtatgagcagaactgtg
acgagccc

gttgtctccagacttgtcacagtt
cagagg
gagcaggagcagcctgagec
catcctcagc

cctctgaactgtgacagcaaca
agtctgga

cctetgaactgtgacaagtctg
gagacaac

gacgagcccatcctcggagac
aaccgeggc

cccatcctcagcaacggceaagt
tcaaggty

agcaacaagtctaaccgeggc
aag

ctcagcaacaagtctggcaagt
tcaaggtg

aacaagtctggacgcggcaag
ttc

ctcgtcacagttcagctcata
caccagcca

cttgcggaaggactccacct
tgaacttgccctectgetcat
acaccagccagacgtagcg

gatgggctcgtcacactcct
gctcatacac

gggctcgtcacagttctgct
catacaccag

gctgaggatgggctectect
gctcatacac

gctgaggatgggetcagge
tgctce gete

tccagacttgttgctgtcaca
gttcagagg
gttgtctccagacttgtcaca
gttcagagg

gccgeggttgtetecgagy
atgggctcgtc

caccttgaacttgccgttgct
gaggatggg

cttgccgeggttagacttgtt
get
caccttgaacttgccagactt
gttgctgag

gaacttgccgegtccagact
tgtt

Punktmutanten Affinitatssequenz 5’ mismatch-Primer 3’ mismatch-Primer
RKIPPt Flag- und Myc-tag gaccccgatgetctcagcagg — gtecttectgetgagagceate
aaggac ggggtc
RKIPS%% Myc-tag aacgacattagcgaaggcact — gaggacagtgccttcgctaa
gtccte tgtcgtt
RKIPT0E Myc-tag agcagtggcgaagtcctctcc  ggagaggacttcgecactg
ct
RKIPELOR Myc-tag gtcctctccagatacgtggge  geccacgtatctggagagg
ac
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Punktmutanten

Affinitatssequenz

5’ mismatch-Primer

2 Material

3’ mismatch-Primer

RKIPTE101/105ER
RKI PDNl44/145$S
RKI PGDNR143—146AAAA

RKIP KDRK141/476/8AAAA

RKIPSlSSA
RKIP5153D

RKIPSlSSE
RKIPSF153/4EE

RKI PSF153/4EEE
RKIPSF153/4EEEE

RKIPSK153/7EE

(Vorlage: RKIPS>%)

Kombinierte Punkt-
und
Deletionsmutanten

Myc-tag
Myc-tag
Myc-tag
Myc-tag
Flag- und Myc-tag
Myc-tag

Myc-tag
Flag- und Myc-tag

Flag- und Myc-tag

Myc-tag

Flag- und Myc-tag

Affinitatssequenz

agcagtggcgaagtcctctcca
gatacgtgggc

aacaagtctggaagcagccge
ggcaagttc

agcaacaagtctgcagccgec
gccggcaagttcaag

atcctcagcaacgcgtctggag
ccaacgccggcegcegttcaagy

tggag
K. Lorenz
K. Lorenz

K. Lorenz

ttcaaggtggaggaagagege
aagaagtac

aagttcaaggtggaggaagag
gagcgcaagaagtaccac

aagttcaaggtggaggaagag
gaggaacgcaagaagtacca
c

gaattccgcaaggagtaccac
ctggga

5’-mismatch Primer

gcccacgtatctggagagg
acttcgccactgct

gaacttgccgeggetgctte
cagacttgtt

cttgaacttgccggeggceg
gctgcagacttgttgct

ctccaccttgaacgcgcecg
gcgttggctccagacgcegtt
gctgaggat
K. Lorenz
K. Lorenz
K. Lorenz

gtacttcttgcgctcttectee
accttgaa

gtggtacttcttgegcetectet
tcctccaccttgaactt

gtggtacttcttgegttectee
tcttcctccaccttgaactt

tcccaggtggtactecttge
ggaattc

3’-mismatch Primer

A143-146/S153A
RKIP

(Vorlage: RKIPS1%%4)
RKI PA143—146/5153E

(Vorlage: RKIPS>%)
RKI PA143—146/5153D

(Vorlage: RKIP®1%3P)

Myc-tag

Myc-tag

Myc-tag

ctcagcaacaagtctggcaagtt
caaggtg

ctcagcaacaagtctggcaagtt
caaggtg

ctcagcaacaagtctggcaagtt
caaggtg
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caccttgaacttgccagact
tgttgctgag

caccttgaacttgccagact
tgttgctgag

caccttgaacttgccagact
tgttgctgag



2 Material

Fur die Klonierung von RKIP-Fragmenten wurden zwei Rand-Primer verwendet:

RKIP-Fragmente

Affinitatssequenz

5’-Rand-Primer

3’-Rand-Primer

RKI P13-187

RKIP}?0

RKIP}34

RKIPY®7

RK|pY12¢

RK P10

RK|p17®

RKI P84-103

RKI P84-15O

RKI P84—187

RKI P127—146

Myc-tag

Myc-tag

Myc-tag

Myc-tag

Myc-tag

Myc-tag

Myc-tag

Myc-tag

Myc-tag

Myc-tag

Myc-tag

tggtggaataagcttatggagea
gaagctcatcagcgaggagga

cctcttacaggaggtggatgag

ccy

tggtggaataagcettatggagcea
gaagctcatcagcgaggagga
cctegecgecgacatcagecag
tgg

tggtggaataagcttatggagcea
gaagctcatcagcgaggagga
cctcgecgecgacatcagecag
tgg

tggtggaataagcttatggagea
gaagctcatcagcgaggagga
cctegecgecgacatcagecag
tgg

tggtggaataagcttatggagea
gaagctcatcagcgaggagga
cctegecgecgacatcagecag
tgg

tggtggaataagcttatggagea
gaagctcatcagcgaggagga
cctcgecgecgacatcagecag
tgg

tggtggaataagcttatggagcea
gaagctcatcagcgaggagga
cctcgecgecegacatcagecag
tgg

tggtggaataagcttatggagcea
gaagctcatcagcgaggagga
cctetggeaccacttectggtg

tggtggaataagcttatggagea
gaagctcatcagcgaggagga
cctetggeaccacttectggtg

tggtggaataagcttatggagcea
gaagctcatcagcgaggagga
cctetggeaccacttectggtg

tggtggaataagcttatggagea
gaagctcatcagcgaggagga
cctccaggageagcctctgaac
tgt
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tgctgaatttctagactactt
cccagecagctgatc

tgctgaatttctagactagg
gcggcteatccaccte

tgctgaatttctagactacac
cgttactccgeegta

tgctgaatttctagactagac
cagggtgtagagctt

tgctgaatttctagactactc
atacaccagccagac

tgctgaatttctagactactt
gaacttgccgeggtt

tgctgaatttctagactagtc
atcccactctgectg

tgctgaatttctagactaga
ggacagtgccactget

tgctgaatttctagactactt
gaacttgccgeggtt

tgctgaatttctagactactt
cccagcecagctgate

tgctgaatttctagactage
ggttgtctccagactt



RKIP-Fragmente Affinitatssequenz  5’-Rand-Primer

2 Material

3’-Rand-Primer

RK P71 Flag-tag, tggtggaataagcttatggacta
caaggacgacgacgacaagca
ggagcagcctctgaactgt

RK P74 FlagMyc-tag tggtggaataagcttatggacta
caaggacgacgacgacaagga
gcagaagctcatcagcgag

RK P74 FlagFlag-tag tggtggaataagcttatggattat
aaagatgacgacgataaagact
acaaggacgacgacgac

RK P74 FlagFlagFlag-tag,  tggtggaataagcttatggactat

(Vorlage: aaggatgatgatgacaaagatta

FlagF| agRKIP127'146) taaagatgacgacgat

RK[P'27146 MycMycMyc-tag  tggtggaataagcttatggaaca

aaaactaattagtgaagaagatc
tagaacaaaaactaattagtgaa
gaagatctagagcagaagctca

tgctgaatttctagactage
ggttgtctccagactt

tgctgaatttctagactage
gottgtctccagactt

tgctgaatttctagactage
ggttgtctccagactt

tgctgaatttctagactage
ggttgtctccagactt

tgctgaatttctagactage
gottgtctccagactt

tcagcgaggaggacctc
RK|p?7-160 Myc-tag tggtggaataagcttatggagea  tgctgaatttctagactacag
gaagctcatcagcgaggagga  gtggtacttcttgeg
cctccaggagcagcectctgaac
tot
2.11 Enzyme
Name Hersteller
Protein Phosphatase 1 NEB
PKCé Merck
Restriktionsenzyme New England Biolabs
SuperScript Reverse Transkriptase® Invitrogen
T4-DNA-Ligase New England Biolabs
Thermus aquaticus -DNA-Polymerase (Taq) Invitrogen
Thermococcus litoralis -DNA-Polymerase (Vent) New England Biolabs
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2.12 Gereinigte Proteine

Bezeichnung

Gewonnen aus

2 Material

Aufgereinigt von

GRK2 Sf9-Zellen C. Dees

Hisg-RKIP E. coli K. Deiss

Rhodopsin Bovine Retina C. Dees

2.13 Biologisches Material

2.13.1 Prokaryotische Zellen

Bezeichnung Herkunft Verwendung

E. coli XL1-blue Stratagene Praparative DNA-Aufreinigung
E. coli BL21 pLysS Novagen Préparative Proteinaufreinigung
2.13.2 Eukaryotische Zellen

Bezeichnung Herkunft Verwendung

HEK293-Zellen (humane embryonale
Nierenzellen) transformiert mit
Adenovirus Typ 5 (Ad 5)

ROS 17/2.8 Zellen
(Osteosarkomzellen der Ratte)

GFP-B,AR HEK?293

2.13.3 Mauslinien

Bezeichnung

(Graham et al.
1977)

F. Dicker,
Pharmakologie

C. Krasel,
Pharmakologie

Herkunft

Immunprazipitation, chemische
Vernetzung von Proteinen, RNA-
Isolierung

CAMP-Messungen

B.AR- und ERK-Phosphorylierung

Verwendung

Wildtyp-Mé&use mit C57BL/6
Hintergrund

Pharmakologie
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Chemische Vernetzung von
Proteinen, Dephosphorylierung
von RKIP in Herzlysaten






3 Methoden

3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion wurde 1987 wvon K.B. Mullis zur enzymatischen
Vervielfaltigung von Nukleotidsequenzen in vitro entwickelt (Saiki etal. 1988). Eine
Weiterentwicklung diese Methode wurde zur Einfiihrung von Punktmutationen, Deletionen
und Affinitatssequenzen mittels Oligonukleotid (Primer)-gerichteter Mutagenese verwendet.
Hierzu werden vier verschiedene Primer benétigt: Ein 5° Ende-Primer komplementar zum
Anfang der Ausgangs-DNA (5° Ende-Rand-Primer) sowie ein 3’ Ende-Primer komplementar
zum Ende der Ausgangs-DNA (3’ Ende-Rand-Primer). Des Weiteren werden je ein 5’ Ende-
und ein 3’ Ende-Primer verwendet, welche teilweise komplementar zur Ausgangs-DNA sind
und inmitten dieser komplementdren Sequenz die gewiinschte Mutation tragen (mismatch-
Primer). Durch die partielle Komplementaritat zur Ausgangs-DNA konnen diese Primer mit
der Ausgangs-DNA hybridisieren. Elongiert die DNA-Polymerase diese Primer, entsteht ein
Gegenstrang mit der gewiinschten Mutation, welcher in weiteren PCR-Zyklen vervielféltigt
wird. Fir die Einfugung einer Mutation mittels Primer-gerichteter Mutagenese sind drei
PCR-Ansétze erforderlich (Abb. 7): Im ersten Ansatz wird die Ausgangs-DNA mit einem
5” Ende-Rand-Primer und einem 3’ Ende-mismatch-Primer amplifiziert und so nach
mehreren PCR-Zyklen ein DNA-Fragment angereichert, welches sich vom 5’ Ende der
Ausgangs-DNA bis zum 3’ Ende des mismatch-Primers erstreckt (PCR1). In einem zweiten
Ansatz wird mit Hilfe des 5’ Ende-mismatch-Primers und des 3’ Ende-Rand-Primers ein
DNA-Fragment generiert und amplifiziert, welches vom 5’ Ende des mismatch-Primers bis
zum 3’ Ende der Ausgangs-DNA reicht (PCR2). In einem dritten Schritt kann nun mit PCR1
und PCR2 als Ausgangs-DNA und den beiden Rand-Primern die gesamte DNA mit der
gewunschten Mutation synthetisiert und amplifiziert werden, da PCR1 und PCR2 durch ihre
partielle Komplementaritat hybridisieren, so dass die Polymerase sich anlagern und den

DNA-Strang elongieren kann.

31



Komplementare Sequenz zur Ausgangs-DNA

Rand-Primer 5§

3

Ausgangs-DNA

Rand-Primer

Mismatch-Primer

PCR1

PCR 2

PCR3

Abb. 7:

Das Prinzip der Primer-gerichteten Mutagenese.

3 Methoden

Position der gewlinschten Mutation

ewlnschte Mutation

w

|

Primer-gerichtete Mutagenese unter Verwendung von zwei Rand-Primern und zwei mismatch-Primern.
Hierbei wird die gewiinschte Mutation durch eine Abfolge von drei verschiedenen PCR eingefiihrt (ndhere

Erlduterungen s. Text).

Beispiel fir einen PCR-Ansatz (100 pl)

PCR-Schema

DNA-Vorlage 1ug
5" Ende-Primer 1uM
3’ Ende-Primer 1uM
Desoxyribonukleosidtriphosphat
(dNTP) 200 pM
10x Vent-Polymerase-Puffer 10 pul
Vent 1ul(2V)
H.O ad 100 pl
T[°C] t[min]
Denaturierung 95 3
Denaturierung 95 1
Anlagern der Primer 60 1 30x
Elongation 72 2
Elongation 72 7
Kihlung 4
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3.1.2  Agarosegelelektrophorese von DNA

Die Standardmethode zur Auftrennung von DNA-Fragmenten ist die horizontale
Agarosegelelektrophorese. Je nach DNA-Kettenldnge wird die Agarosekonzentration so
gewahlt, dass eine geeignete PorengrélRe zur Separierung der synthetisierten DNA-Fragmente
resultiert (Sambrook 1989). Die cDNA von RKIP weist eine Lange von etwa

600 Basenpaaren auf, so dass 1 %ige Agarosegele verwendet wurden.

Der PCR-Ansatz wurde mit DNA-Ladepuffer versetzt und eine konstante Spannung (100 V)
an das Gel angelegt.

3.1.3  Darstellung von DNA in Agarosegelen

Das Anféarben der aufgetrennten DNA-Fragmente erfolgte mit Ethidiumbromid, das dem Gel
zugesetzt (0,5 pg/ml) wurde. Es interkaliert in die Basen der DNA und ist unter UV-Licht als
rote Bande zu erkennen, so dass die gewiinschten Fragmente ausgeschnitten werden kénnen
(Jansohn 2011).

50x Gel-und Laufpuffer (TAE-Puffer)

TRIS-HCI 2M
Essigséure, konz. 6 % (m/v)
EDTA 50 mM

5x DNA-Ladepuffer

EDTA 100 mM
Glycerin 50 % (v/v)
Bromphenolblau 0,1 % (m/v)

Die Extraktion der DNA aus dem Gel erfolgte mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kits®.
Es ermdglicht eine schnelle DNA-Aufreinigung aus Agarosegelen und auch Abtrennung von
Enzymen und DNA Fragmenten kleiner als 70 Basenpaare nach enzymatischen Reaktionen.
Nach Aufreinigung wurde die DNA mit 50 pl des im Kit enthaltenen Puffers eluiert.

3.1.4 Restriktionsverdau von DNA

Um die erhaltene DNA mit dem gewinschten Vektor kovalent zu verknipfen, wurde
zunachst ein Verdau mit Restriktionsenzymen durchgefuhrt. Diese bakteriellen Enzyme

schneiden DNA an bestimmten Stellen, den spezifischen Erkennungssequenzen. Ilhre
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Entdeckung und Anwendung in der Molekularbiologie erfolgte durch W. Arber, H. Smith und
D. Nathans (Arber 1978). Die hier verwendeten Enzyme schneiden den DNA-Doppelstrang
dabei versetzt, so dass sogenannte klebrige Enden entstehen, die leichter in der nachfolgenden
Ligation mit dem ebenfalls verdauten Vektor rekombiniert werden kénnen. Die Schnittstellen
fiir geeignete Restriktionsenzyme waren dafiir durch die PCR mit den Primern an das 5’- und
3’-Ende der DNA angefugt worden. Es wurden Restriktionsenzyme gewdhlt, fir die
Erkennungssequenzen nur am Ende der zu insertierenden DNA und einmal im Vektor
vorlagen. Es wurden der pcDNA3 Vektor (Invitrogen) und die Restriktionsenzyme HindllI
und Xbal verwendet. Der Puffer wurde entsprechend den Herstellerangaben der
Restriktionsenzyme gewahlt.

Beispiel fir einen Restriktionsverdauansatz (60 pl)

DNA oder Vektor 20 pl oder 2 ug
BSA (10 mg/ml) 1yl

10x Restriktionspuffer 6 ul
Restriktionsenzyme jeweils 1 ul (20 U)
H.O ad 60 pl

Der Ansatz wurde 2h bei 37°C inkubiert. Verdaute Vektor-DNA wurde durch
Gelelektrophorese, die zu insertierende DNA (insert) mit dem QIAquick Gel Extraction Kit®

aufgereinigt. Fir die Elution wurden 30 pl des Elutionspuffers verwendet.

3.1.5 Ligation von DNA

DNA-Ligasen katalysieren die Verknlpfung von DNA-Strdngen durch eine Phosphor-
Diesterbindung und kénnen so das insert mit dem Vektor kovalent verbinden (Sgaramella
et al. 1970).

Beispiel fir einen Ligationsansatz (10 pl)

Vektor 0,5 ul

Insert 3ul

1x Ligasepuffer 1yl

T4 DNA-Ligase 1 ul (400 V)
H,0 ad 10 pl

Der Ansatz wurde fir 30 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und anschlieBend zur

Transformation verwendet.
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3.1.6  Transformation kompetenter E. coli

Transformation bezeichnet das Einbringen von DNA in kompetente Bakterien. Dies kann
unter anderem durch einen kurzen sogenannten Hitzeschock (Huff et al. 1990) oder durch

Inkubation mit einem geeigneten Puffer erfolgen (Hanahan 1983).
3.1.6.1 Transformation durch Hitzeschock

100 pl kompetente Bakterien wurden hierzu mit 2 pg DNA gemischt und fiir 50 sec bei 42 °C
in einem Thermocycler (Eppendorf) inkubiert. Dabei entstehen Poren in der Membran, durch
die DNA in die Zelle gelangt und so ins Genom integriert werden kann. Anschliefend wurde
der Ansatz kurz auf Eis gekihlt, mit 900 pl lysogeny broth (LB)-Medium versetzt und fir
50 min bei 37 °C inkubiert. 50 ul der Bakteriensuspension wurden auf Agarplatten mit
entsprechendem Selektionsantibiotikum (Ampicillin 100 pug/ml) ausplattiert und diese weitere
15 h bei 37 °C inkubiert.

LB-Medium
Pepton aus Casein 1,6 % (w/v)
Hefe 1 % (wiv)
NaCl 0,5 % (w/v)

Fur die Herstellung von Agarplatten wurden dem Medium 1,5 % (w/v) Agar zugesetzt und
unter Erwdrmen gelost. Vor dem GieBen der Platte wurde das gewinschte

Selektionsantibiotikum zugegeben.
3.1.6.2 Chemische Transformation

Hierbei wird ein Puffer mit einer hohen Konzentration an positiven lonen verwendet. Diese
vermindern die AbstolRung der negativ geladenen DNA und der ebenfalls negativ geladenen
bakteriellen Zellwand.

Transformationspuffer (KCM-Puffer)

KCl 500 mM
CaCl, 150 mM
MgCl, 250 mM

Diese Methode wurde verwendet um den Ligationsansatz in Bakterien einzubringen.
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Der Transformationsansatz wurde wie folgt hergestellt und inkubiert:

t [min] T[°C]

90 pl KCM- Puffer + 10 pl Ligationsansatz +100 pl Bakterien 20 0
10 23
+ 900 pl LB-Medium 50 37

AnschlieBend wurden die Bakterien in einer Tischzentrifuge (Eppendorf) pelletiert (2300 g,
3 min, RT), der Uberstand verworfen und das Pellet nach Resuspendierung in einem Rest
Uberstand auf einer Agarplatte mit geeigneter Antibiotikaresistenz ausplattiert. Es folgte eine
weitere Inkubation bei 37 °C fiir 15 h.

3.1.7  Uberpriifung der transformierten Kulturen

Da der Vektor bei der Ligation auch ohne das insert ligiert werden kann, wurden 10 Kolonien
far 5 h in 3 ml LB-Medium angeimpft und diese Kultur mittels PCR auf das Vorhandensein

der zu insertierenden DNA Uberprift.

Beispiel fiir einen Kontroll-PCR-Ansatz (50 ul)

Bakterienkultur 5ul
5’-Primer 0,5 uM
3’-Primer 0,5 uM
dNTP 100 uM
10x Tag-Polymerase-Puffer 5ul
Tag-DNA-Polymerase 1ul(1U)
PCR-Schema

T[°C] t [min]
Denaturierung 95 3
Denaturierung 95 0,5
Anlagern der Primer 60 1 30x
Elongation 72 1
Elongation 72 7
Kihlung 4

Die einzelnen Ansatze wurden mittels Agarosegelelektrophorese analysiert (s. 3.1.2).
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3.1.8  Préaparative Aufreinigung von DNA

LB-Medium wurde wie unter 3.2.1 beschrieben mit einer transformierten Einzelkolonie
angeimpft und nach 15 h Inkubation geerntet. Die DNA-Aufreinigung erfolgte mit Hilfe des
Plasmid Plus Midi Kits® (Quiagen) nach Anweisung des Herstellers. AnschlieRend wurde die
erhaltene DNA-Konzentration bei 260 nm photometrisch am Nanodrop (Thermo Scientific)
bestimmt. Das Verhaltnis Aso/Azgo gibt eine Aussage Uber die Reinheit der DNA und sollte
uber 1,6 liegen. Werte unter 1,6 deuten auf eine zu starke Verschmutzung mit Proteinen hin
(Jansohn 2011). Mittels PCR eingefiihrte Mutationen wurden stets durch Sequenzierung
(Eurofins MWG Operon) Uberpruft.

3.2 Zellkulturtechniken

3.21  Kultivierung von E. coli

Hierzu wurde eine transformierte Einzelkolonie von einer Agarplatte (s. 3.1.6) oder 1 ml einer
Vorkultur in 100 ml LB-Medium unter Zusatz eines geeigneten Selektionsantibiotikums fir
15 h bei 37 °C in einem Rotationsschittler inkubiert. Die Zellen wurden anschlielend durch

Zentrifugation in einer Beckmann Avanti Zentrifuge (3400 g, 7 min, 4 °C) geerntet.

3.2.2  Herstellung von transformationskompetenten E. coli

Kompetente Bakterien sind in der Lage Plasmid-DNA aufzunehmen. Da E. coli keine Gene
zur Erkennung und Aufnahme von DNA besitzen, sind sie nicht natlrlicherweise kompetent.
Durch Behandlung mit z. B. MgCl, in Kombination mit einem Hitzeschock bei der spéteren
Transformation koénnen einige E. coli Stdimme allerdings durch einen noch nicht genau

verstandenen Mechanismus kompetent gemacht werden (Hanahan 1983).

Hierzu wurden E. coli XL1-Blue oder BL21 Bakterien auf einer Agarplatte ohne
Selektionsantibiotikum ausgestrichen und 15 h bei 37 °C inkubiert. 5 ml LB-Medium wurden
mit einer Einzelkolonie angeimpft und im Rotationsschttler erneut 15 h bei 37 °C inkubiert.
1 ml dieser Vorkultur wurde in 250 ml LB-Medium bis zu einer Zelldichte von 10° /ml
(entspricht einer optischen Dichte von 0,4-0,5 Esp) angezogen. Die Kultur wurde
anschlieflend pelletiert (5000 g, 10 min, 4 °C, Hettich Rotina 48R) und das Pellet in kaltem
Transformationspuffer resuspendiert.
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Transformationspuffer, steril gefiltert

PEG 3350 oder 3000 10 % (m/v)
DMSO 5% (m/v)
MgCl, 20 mM

in LB-Medium, pH 6,1-6,5

Die resuspendierten Bakterien wurden in Portionen zu 500 pl in MikroreaktionsgeféalRe

uberfuhrt, in Stickstoff schockgefrostet und bei -80 °C gelagert.

Zur Uberprifung der Transformationseffizienz wurde eine Transformation nach der
Hitzeschock-Methode wie oben beschrieben mit 100/500 (XL1-Blue/BL21) pg DNA
durchgefihrt. AnschlieRend wurde die Transformationseffizienz ermittelt
(Transformationseffizienz=Anzahl von Kolonien/ug transformierter DNA). Eine

Negativkontrolle onne DNA wurde mitgefuhrt um eine Kontamination auszuschlief3en.

3.2.3  Eukaryotische Zellkultur von permanenten Zelllinien
3.2.3.1 Kryokonservierung von Zellen

Zur Langzeitlagerung von Zellen werden diese eingefroren und kénnen dann in flissigem
Stickstoff bei -196 °C fir Jahre aufbewahrt werden. Hierzu wird ein Einfriermedium
verwendet, dem spezielle Kryoprotektiva, wie z.B. Glycerin oder DMSO, zugesetzt werden.
Diese Substanzen vermindern Gefrierschdaden auf Grund von Eiskristallen und Losungs-
effekten wobei der genaue Schutzmechanismus nicht bekannt ist (Schmitz 2009). Ein weiterer
protektiver Effekt wird durch die Verwendung einer héheren Konzentration an fetalem
Kélberserum (FCS) erreicht.

Einfriermedium

Medium 70 % (viv)
DMSO 10 % (v/v)
FCS 20 % (viv)

Zum Einfrieren wurden die Zellen trypsiniert, in etwas Medium resuspendiert und die
Zellsuspension in einem Falkon zentrifugiert (110 g, 3 min, RT, Hettich Rotina 48R). Der
Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in 3 ml kaltem Einfriermedium resuspendiert.
Die Zellzahl betrug etwa 10° Zellen pro ml. Je 1 ml der Zellsuspension wurde in ein
vorgekihltes Kryoréhrchen tberfuhrt und dieses fir etwa 2 h bei -20 °C und tber Nacht

bei -80°C gelagert. Anschliellend wurden die Kryoréhrchen in Stickstofftanks tberfiihrt.
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3.2.3.2 Auftauen von Zellen

Die in Kryorohrchen in Stickstoff gelagerten Zellen wurden durch Erwérmen der Kryo-
rohrchen unter flieBendem Wasser schnell aufgetaut, resuspendiert und in 10 ml des
jeweiligen Zuchtmediums Uberfiihrt. Die Zellsuspension wurde in einem Falkon zentrifugiert
(110 g, 3 min, RT, Hettich Rotina 48R) und der Uberstand abgesaugt, da das im Einfrier-
medium enthaltene DMSO fir die Zellen toxisch ist (Schmitz 2009). AnschlieBend wurde das

Zellpellet in frischem Medium resuspendiert und in eine Petrischale tberfiihrt.
3.2.3.3  Kultur von Zellen

Die Zelllinien HEK293 wurden in Petrischalen bei 37 °C und 7 % CO, in DMEM mit 0,45 %
(m/v) Glukose gezogen, unter gleichen Bedingungen mit Zusatz von Selektionsantibiotikum
wurden die stabilen GFP-,AR-HEK293-Zellen kultiviert. ROS-Zellen wurden bei 37 °C und
5% CO,in DMEM/F12 gezogen. Allen Medien wurden zugesetzt:

Bezeichnung  Konzentration Zweck

FCS 10 % (v/iv) Enthélt wachstumsférdernde Komponenten wie Amino-
séuren, Wachstumsfaktoren, Hormone, Zytokine, Vitamine.

Glutamin 2mM Aminosdure mit dem hochsten Stickstoffanteil, wird von
schnell wachsenden Zellen zur Deckung des Energiebedarfs
benétigt.

Penicillin / 10.000 U/ Vermeidung von bakteriellen Kontaminationen.

Streptomycin 10 mg/ml

Zur Passagierung konfluent gewachsener Zellen wurde das Medium abgesaugt und der
Zellrasen vorsichtig mit PBS-Puffer gewaschen. Um die adhdrent wachsenden Zellen
abzulésen, kann eine Protease wie Trypsin verwendet werden, da Zelladh&sion durch
Proteoglykane vermittelt wird. Um das Trypsinieren zu beschleunigen, wurde eine Trypsin-
EDTA (0,05/0,02 % in PBS-Puffer)-Losung verwendet. EDTA komplexiert zweiwertige
lonen wie Calcium und Magnesium, die Adhésionproteine stabilisieren und beschleunigt so
das Ablosen der Zellen (Schmitz 2009). Nach einer Einwirkzeit von etwa 30 sec wurde die
Reaktion mit dem dreifachen Volumen frischen serumhaltigen Mediums abgestoppt, die

Zellen resuspendiert und im Verhaltnis 1:5 Gber zwei Tage passagiert.
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3.2.3.4 Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer

Die Neubauer-Zahlkammer besteht aus einer Glasplatte mit einem eingeétzten Liniennetz
definierter Tiefe. Durch Auflegen eines Deckglaschens entsteht eine Kammer mit einem
definierten Volumen. Eine Suspension der zu zahlenden Zellen wird seitlich an das
Deckglaschen pipettiert, so dass sie durch Kapillarkréfte in die Kammer gesaugt wird. Unter
dem Mikroskop konnen dann mit Hilfe des Gitters die Zellen gezahlt werden. Durch
Multiplikation mit einem Kammer-spezifischen Faktor erhdlt man die Zellzahl pro ml der

Zellsuspension.

3.2.4  Transfektionsmethoden
3.2.4.1 Chemische Transfektion

Die chemischen Transfektionsmethoden fur Plasmid-DNA sind eine Weiterentwicklung einer
bereits 1958 angewandten Technik zur Steigerung der Infektiositat viraler DNA (Alexander
et al. 1958). Eine der bekanntesten Methoden ist die Calciumphosphat-Transfektion (Chen &
Okayama 1987). Hierbei wird die DNA zuerst mit einer Calciumchlorid-Lésung gemischt
und sodann unter Schitteln Phosphat-Puffer dazugegeben. Es wird vermutet, dass die
entstehenden DNA-Calciumphosphat-Co-Prézipitate Phagozytose induzieren und dadurch in
die Zelle aufgenommen werden (Loyter et al. 1982). Diese Methode wurde angewandt zur
Transfektion von HEK293-Zellen.

Beispiel fir einen Transfektionsansatz (9 cm Petrischale)

H,0 450 pl
2,5 M CaCl, 50 ul
DNA 5-10 ug
2x BBS-Puffer 500 pl

2x BBS-Puffer (pH 6,95)
N,N-Bis-(2-hydroxyethyl)-2-

aminoethansulfonsaure 50 mM
NaCl 280 mM
Na,HPO, 1,5mM

3.2.4.2 Lipofektion

Um ROS-Zellen zu transfizieren, wurde die Methode der Lipofektion angewendet (Felgner
et al. 1987). Dabei werden kationische Lipide benutzt. Diese binden negativ geladene DNA,
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wobei DNA und Liposomen so eingesetzt werden missen, dass eine positive Nettoladung
verbleibt. Vermutlich binden diese Komplexe an negativ geladene Sialinséurereste auf der

Zelloberflache, wobei der genaue Aufnahme-Mechanismus nicht bekannt ist (Jansohn 2011).

Fiir die Transfektion mit Lipofektamin LTX® (Invitrogen) wurden ROS-Zellen auf 9 cm
Petrischalen kultiviert. Pro Schale wurden 2,5 ml OptiMEM® (Invitrogen) mit 12,5 pg DNA
und 12,5pl PlusTM® vermischt und fiir 5min inkubiert. Daraufhin wurden 37,5 pl
Lipofektamin LTX® dazugegeben, erneut gemischt und fiir 30 min inkubiert. Das Gemisch

wurde unter Schwenken der Platte auf die Zellen pipettiert.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1  Herstellung von Zelllysaten

Die Zellen wurden entweder mit Hilfe von detergenzhaltigen Puffern oder durch mechanische

Zerkleinerung aufgebrochen.
3.3.1.1  Zelllyse mit detergenzhaltigen Puffern

Das Medium wurde abgesaugt und der Zellrasen vorsichtig mit PBS-Puffer gewaschen. Pro
3,5/9 cm Petrischale wurden 400/1000 pl eiskalter Lyse- oder RIPA (Radioimmuno-
precipitation assay)-Puffer mit Zusatz von Phosphatase- und Proteaseinhibitoren verwendet.

Dies resultierte jeweils in einer Proteinkonzentration von etwa 2 mg/ml.
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Lysepuffer

1x TSE-Puffer (pH 7,4)
Triton X

2x TSE-Puffer, pH 7,4

RIPA-Puffer

TRIS-HCI
NaCl
EDTA
NaN3

TRIS-HCI, pH 7,4
NaCl

Nonidet P-40
Natriumdeoxycholat
SDS

EDTA

Als Proteaseinhibitoren wurden zugesetzt:

100x Proteaseinhibitormix

100x PMSF

Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor
Benzamidin
TRIS, pH 7,4

Phenylmethylsulfonylfluorid
in 99% Ethanol

Als Phosphataseinhibitoren wurden zugesetzt:

10x Phosphataseinhibitormix

NaF

NasP>0;

NazsVO,

NaN3
-Glycerolphosphat

3 Methoden

1% (v/v)

100 mM
600 mM
10 mM
3mM

50 mM

150 mM
1% (viv)
0,5 % (m/v)
0,1 % (m/v)
1mM

0,1 % (w/v)
25 mM
50 mM

100 mM

500 mM

50 mM

10 mM

3 mM

50 mM (frisch dazugeben)

Die Zellen wurden 10 min auf Eis lysiert, abgeschabt und in ein Reaktionsgefal tberfihrt.

Unlosliche Bestandteile wurden durch Zentrifugation pelletiert (14000 g, 10 min, 4 °C). Der

Uberstand wurde fiir die Analyse mittels Westernblot verwendet.
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3.3.1.2  Zelllyse mittels mechanischer Zerkleinerung

Eukaryotische Zellen

Zur Analyse von Protein-Protein-Interaktionen mittels Co-Immunprazipitation (Co-IP) wurde
Detergenz-freier Puffer verwendet und die Zellen mechanisch aufgebrochen. Hierzu wurden
konfluent gewachsene Zellen in 9 cm Petrischalen nach Absaugen des Mediums in 1 ml
eiskaltem PBS-Puffer (versetzt mit Protease- und Phosphatase-Inhibitoren) abgeschabt und in
ein Reaktionsgefal uberfuhrt. AnschlieBend wurden die Zellen durch Ultraschall (Bandelin
Sono Puls HD 200; 3 StoRe bei Cycle 30, Power MS72/D) aufgebrochen und unlésliche
Bestandteile abzentrifugiert (14000 g, 15 min, 4 °C). Der Uberstand wurde fir die Co-

Immunprazipitation verwendet.

10x PBS-Puffer

NaCl 1,37 M
KCI 27 mM
KH2PO4 15mM
Na;HPO, 101 mM

Endogene Proteine in Mausherzen

Mausherzen wurden in 500 pl des jeweiligen Versuchspuffers mit einem Ultrathorax-Stab
(Janke & Kunkel) fir 25 sec zerkleinert. Unl6sliche Bestandteile wurden abzentrifugiert

(14000 x g, 15 min, 4 °C) und der Uberstand wurde fiir weitere Versuche verwendet.

3.3.2  Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Menge an Gesamtprotein wurde mit dem BCA Protein Assay Kit® (Pierce) bestimmt.
Grundprinzip der BCA-Reaktion ist die Entstehung einer Komplexverbindung violetter Farbe
durch die Reaktion von 2,2'-Bichinolin-4,4'-dicarbonsdaure (Bicinchoninsaure (BCA)) mit
zweiwertigen Kupferionen und dem Protein. Dieser Komplex kann dann photometrisch zur
quantitativen Proteinbestimmung bei 562 nm genutzt werden. Die Reagenzien wurden in
einer 96-Mikrolochplatte gemischt und mit einem Plattenlesegerdt (Molecular Devices)

ausgewertet.
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3.3.3  Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

SDS-PAGE

Das negativ geladene Detergenz SDS denaturiert und bindet Proteine in einem konstanten
Verhaltnis (1 Molekil SDS pro 3 Aminosduren) so dass SDS-Proteinkomplexe mit einem
konstanten Ladungs- zu Masse-Verhaltnis entstehen. Diese Komplexe wandern im
elektrischen Feld und werden durch den Molekularsiebeffekt eines Polyacrylamid-Gels nach
ihrem Molekulradius aufgetrennt. Je nach GrolRe der zu separierenden Proteine bieten sich

unterschiedliche Gelsysteme an (Jansohn 2011).

TRIS-Glycin-SDS-PAGE

Diese Gele sind auch als Laemmli-Gele bekannt (Laemmli 1970) und eignen sich je nach
Acrylamid-Gehalt des Trenngels fir Proteine von 10-200 kDa. Haufig wird eine
diskontinuierliche Gelelektrophorese durchgefiihrt. Dies bedeutet, dass unterschiedliche
Puffer fur die Herstellung des Gels und fir die Elektrophorese verwendet werden und dass
Trenn- und Sammelgel eine unterschiedliche Porengrofie aufweisen. Dabei wird ein langeres

Trenngel mit einem kurzen Sammelgel zur Konzentrierung der Probe uberschichtet.

Ansatz fir zwei 12 %ige Acrylamid-Gele der Mal3e 16 x 18 cm:

Sammelgel (4 % Acrylamid)

Rotiphorese 30

(Acrylamid/Bisacrylamid 30 %/0,8 % (m/v)) 3ml
4x Sammelgelpuffer

(0,5 M TRIS (pH 6,8) 0,4 % SDS (m/v)) 6 ml
H,O 15 ml
Ammoniumperoxodisulfat (APS)-Ldsung (10 % (m/v)) 240 pl
Tetramethylethylendiamin (TEMED) 24 ul

Trenngel (12 % Acrylamid)

Rotiphorese 30 24 ml
4x Trenngelpuffer 15 ml
(1,5 M TRIS (pH 8,8), 0,4 % SDS (m/v))

H,O 21 mi
APS-L06sung (10 % (m/v)) 400 pl
TEMED 30 pl

Zur Denaturierung der Proteine wurden die Proben mit 4x Auftragspuffer versetzt fiir 20 min
auf 42 °C erhitzt.
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4x Auftragspuffer
TRIS-HCI 200 mM (pH 6,8)
Glycerin 40 % (m/v)
[B-Mercaptoethanol 20 % (v/v)
SDS 8 % (Mm/v)
Bromphenolblau 0,05 % (m/v)

AnschlieRend wurde die obere und die untere Gelkammer mit Gelelektrophoresepuffer gefullt
und die Gele bei konstantem Strom (70 mA/Gel) etwa 2 h laufen gelassen. Es wurde das
vertikale Gelelektrophorese-System von Hoefer verwendet.

10x SDS-Gelelektrophoresepuffer

TRIS-HCI 250 mM
Glycin 1,92 M
SDS 1% (m/v)

TRIS-Tricin-SDS-PAGE

Bei Verwendung eines TRIS-Tricin- anstelle eines TRIS-Glycin-Puffers kdnnen Proteine
unter 10 kDa (Schagger & von Jagow 1987) aufgetrennt werden. Das im Laemmli-System
verwendete Glycin wandert im sauren Trenngel so langsam, dass kleine Proteine in der
Lauffront zuriickgehalten (Stapeln oder stacking von Proteinen) und daher nicht aufgetrennt
werden. Tricin hat einen niedrigeren pk,-Wert als Glycin, so dass ein grofierer Anteil geladen
vorliegt und damit schneller wandert. Dies vermindert das stacking von kleinen Proteinen und

ermoglicht eine Auftrennung von Proteinen bis 1 kDa.
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Ansatz fir zwei 16 %ige Acrylamid-Gele der Mal3e 16 x 18 cm:

Sammelgel (4 % Acrylamid)

Rotiphorese 30

Puffer (3 M TRIS-HCI (pH 8,45), 0.3 % (m/v) SDS)
H,O

APS-L06sung (10 % (m/v))

TEMED

Trenngel (16 % Acrylamid)

Rotiphorese 30

Puffer (3 M TRIS-HCI (pH 8,45), 0.3% (m/v) SDS)
Glycerin

APS-L06sung (10 % (m/v))

TEMED

3,3ml
6,2 ml
13 ml
240 pl
24 ul

33 ml
20 ml
89
300
25 pul

3 Methoden

Bei diesem Gelsystem wurden unterschiedliche Kathoden- und Anodenpuffer verwendet:

10x Kathodenpuffer (pH 8.3)

TRIS-HCI 1M
Tricin 1M
SDS 1% (m/v)

10x Anodenpuffer (pH 8,9)
TRIS-HCI 2M

3.3.4  Farbung von Proteinen im Gel

Zum Anfarben von Proteingelen kann der Farbstoff Coomassie Brilliant Blau R-250 benutzt

werden. Dieser bindet unspezifisch an fast alle Proteine, die Nachweisgrenze liegt bei 400 ng

pro Bande (Neuhoff etal. 1988). Dazu wurden die Gele fir 15 min in der Farbeldsung

geschwenkt und anschlielend fur 2 h entfarbt.
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Férbeldsung

Methanol 40 % (v/v)
Essigséaure 10 % (v/iv)
Coomassie Brilliant Blau R-250 0,1 % (m/v)

Entfarbungsldsung

Methanol 40 % (v/v)
Essigséaure 10 % (v/v)

3.3.5 Elektrophoretischer Transfer von Proteinen auf Membranen (Westernblot)

Durch erneute Elektrophorese kdnnen die negativ geladenen SDS-Proteinkomplexe nach
Beendigung des Laufs von dem Gel auf eine proteinbindende Membran transferiert werden.
Dieses Verfahren bezeichnet man als Westernblot (Burnette 1981). Dabei werden die Proteine
durch nicht-kovalente Bindung auf der Membran immobilisiert und konnen in der
nachfolgenden Immundetektion mit Hilfe von Antikorpern nachgewiesen werden. In der
vorliegenden Arbeit wurden Methanol-aktivierbare PVDF-Membranen (Gultekin &
Heermann 1988) verwendet und die horizontale Halbtrockenzelle von Biorad. Hierzu wurde
die Anoden-Elektrode mit Transferpuffer befeuchtet. AnschlieBend wurden Gbereinander drei
Lagen in Transferpuffer getranktes Filterpapier, die aktivierte Membran, das Gel und erneut
drei Lagen getranktes Filterpapier geschichtet. Die Kathoden-Elektrode wurde ebenfalls
angefeuchtet und die Anordnung unter Spannung gesetzt (75 min, 15 V).

Transferpuffer

TRIS-HCI 20 mM
Glycin 150 mM
Methanol 20 % (vIv)

3.3.6  Tupfelblot (Dotblot)

Diese Variante ermdglicht eine schnelle Expressionskontrolle von Proteinen ohne vorherige
Gelelektrophorese (Hawkes etal. 1982). Eine ihrer Hauptanwendungsgebiete ist der
Nachweis kleinster Proteinmengen (< 10 fmol). Ferner kdnnen sehr kleine Proteine, die beim
Transfer die Membran durchdringen oder auch sehr grofRe schwer transferierbare Proteine
detektiert werden. Hierzu wurden Zelllysate punktférmig mehrmals hintereinander direkt auf
die aktivierte Membran pipettiert. Zwischen den einzelnen Applikationen wurde gewartet bis

das Lysat angetrocknet war.
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3.3.7  Blocken unspezifischer Membranbindungsstellen

Bevor die Membran mit den gewinschten Antikorpern zur Darstellung der gebundenen
Proteine inkubiert wurde, wurden unspezifische Bindungsstellen der Membran fiir 1 h bei RT
mit proteinhaltigen Puffern abgeséttigt (Hauri & Bucher 1986). Dies erfolgte bei gegen
phosphorylierte Epitope gerichteten Antikérpern mit albuminhaltigem Puffer (Waschpuffer),
bei allen anderen Antikdrpern mit magermilchhaltigem Blockpuffer (Blockmilch). Obwohl in
herkdmmlichen Protokollen meist Albuminkonzentrationen von 1-5 % verwendet werden,

zeigte sich, dass auch 0,25 % ausreichend sind.

Waschpuffer

Albumin Fraktion V 0,25 % (m/v)

NaCl 150 mM

TRIS-HCI 50 mM (pH 7,4)

Nonidet P40 0,2 % (viv)
Blockmilch

Milchpulver 5 % (m/v)

NaCl 100 mM

TRIS-HCI 10 mM (pH 7,4)

Tween 20 0,1 % (v/v)

3.3.8 Immundetektion immobilisierter Proteine

Auf der Membran immobilisierte Antigene kénnen mit Antikdrpern visualisiert werden, dies
bezeichnet man als Immundetektion. Dazu wurde die geblockte Membran in einer Losung
eines anti-Antigen-Antikorpers (primarer Antikorpers, 1. Antikorper) geschwenkt und
anschlieBend nicht gebundener Antikdrper nach einer Inkubation von 2 h weggewaschen.
AnschlieBend wurde die Membran mit einem zweiten Meerrettichperoxidase-gekoppelten
Antikorper (sekundarer Antikorper, 2. Antikorper) inkubiert, der gegen das 1gG der Spezies
des 1. Antikorpers gerichtet war. Die Membran wurde erneut gewaschen und durch Zugabe
einer luminolhaltigen Losung entwickelt. Die an den 2. Antikorper gebundene Peroxidase
katalysiert die Reaktion von Luminol mit Oxidationsmitteln wie H,O,. Hierbei wird Uber
Chemilumineszenz Licht abgegeben, so dass die Position des Antigens schlieflich durch
Auflegen von Rontgenfilmen sichtbar gemacht werden kann (Ogata etal. 1983). Die
Verwendung von zwei Antikorpern bietet den Vorteil, dass mehrere 2. Antikérper an den

1. Antikorper binden kénnen und es so zu einer Signalverstarkung kommt. AuBerdem kann
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der gegen eine Spezies gerichtete 2. Antikorper fur alle 1. AntikOrper einer Spezies eingesetzt

werden.

Verwendete Puffer bei der Immundetektion

Phospho-Antikérper | Alle Gbrigen Antikorper t [min] (RT)
Blocken in Waschpuffer Blockmilch 120
1. Antikorper in | Waschpuffer Blockmilch 120

+ NaN3 (7 mM)
Waschen mit Waschpuffer PBS+0,1 % (v/v) Tween 20 5x je 10
2. Antikdrper in | Waschpuffer Waschpuffer 120
Waschen mit Waschpuffer PBS 5x je 10

Herstellung der Entwicklungsldsung

Losung la

Ldsung 1b

55 ul p-Cumarséure (90 mM in DMSO)
125 pl Luminol (250 mM in DMSO)

Aliquots kdnnen bei

-20 °C aufbewahrt werden.

Losung la+1lb

in 12,5 ml TRIS-HCI (100 mM, pH 8,3) l6sen

Frisch herstellen

Ldsung 2

7.5 ul H,05 (30 % (v/v)) in 12,5 ml TRIS-HCI
(100 mM pH 8,3)

Frisch herstellen

Kurz vor Verwendung Losung la+1b mit Losung 2 mischen und die Membran darin 30 sec

inkubieren.

3.3.9  Abldsen der gebundenen Antikdrper (Strippen)

Um eine Membran nach der Entwicklung mit einem weiteren Antikdrper zu analysieren, kann

der vorherige Antikorper durch Verwendung eines sauren, SDS-haltigen Puffers (Stripping-

Puffer) entfernt werden (Jansohn 2011). Hierzu wurde die Membran 2 h bei RT in Stripping-

Puffer geschwenkt, dreimal mit Wasser gewaschen und anschlieBend wurden freie

Proteinbindungsstellen wieder mit Blockpuffer blockiert.
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Stripping-Puffer (pH 2.,5)

Glycin 100 mM
SDS 0.1 % (m/v)

3.3.10 Nachweis von Proteinkomplexen durch Co-Immunpréazipitation

Zum Nachweis von Proteinkomplexen wurde Protein-A-Sepharose verwendet, welche
Antikorper bindet und so nach Kopplung an einen geeigneten Antikdrper zur Isolierung von
Proteinen aus Zelllysaten verwendet werden kann. Bildet das immunprazipitierte Protein
Komplexe mit anderen Proteinen, werden diese zusammen mit dem prazipitierten Protein
isoliert (Co-Immunprazipitation, (Firestone & Winguth 1990)). Co-prézipitierte Proteine
kdnnen nach Auftrennung mittels Gelelektrophorese im Westernblot detektiert werden. Diese
Methode wurde zum Nachweis von RKIP-Komplexen angewandt. Uber Nacht wurden dazu
pro Probe 8 pl Protein-A-Sepharose mit 0,6 pl (3 pg) anti-Flag-Antikorper in PBS-Puffer
gekoppelt. Mit Flag- und Myc-RKIP transfizierte HEK293-Zellen von konfluenten 9 cm
Petrischalen wurden wie oben beschrieben durch Ultraschall aufgebrochen und unlésliche
Bestandteile abzentrifugiert. 700 pul dieses Zelllysates (entsprechend etwa 1,5mg
Gesamtprotein) wurden mit 50 pl gekoppelter Protein-A-Sepharose in PBS-Puffer fir 2 h bei
4 °C inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand nach Zentrifugation verworfen und das
Prézipitat funfmal mit PBS-Puffer gewaschen. Die gebundenen Proteine wurden mit
Laemmli-Puffer unter Erwarmen (42 °C fir 15 min) eluiert und durch Gelelektrophorese
aufgetrennt. Im Westernblot wurden RKIP-Komplexe nun mit Hilfe von anti-Myc-

Antikdrpern nachgewiesen.

3.3.11 Nachweis von Proteinkomplexen durch chemisches Vernetzen (Cross-linking)
3.3.11.1 Epitop markierte Proteine in transfizierten HEK293-Zellen

Proteininteraktionen koénnen auch durch Vernetzung der Proteine und Isolierung der
entstandenen Komplexe nachgewiesen werden. Dabei werden Lésungen von nucleophilen
Reagenzien wie Formaldehyd oder Imidoester eingesetzt, die mit der primaren Aminogruppe
der Aminosaure Lysin oder dem N-Terminus des Proteins eine kovalente Bindung bilden.
Formaldehyd bietet dabei die Vorteile, dass es nur nah benachbarte Proteine zu vernetzen
vermag, gut in Zellen diffundiert, schnell reagiert und preiswert ist (Klockenbusch & Kast
2010).
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Konfluente transfizierte Zellen in 9 cm Petrischalen wurden vorsichtig abgeschabt und in
500 pul PBS-Puffer (entsprechend 2 mg Gesamtprotein) aufgenommen. Formaldehyd in PBS-
Puffer wurde in einer Endkonzentration von 0,7 % (m/v) zugegeben und die Zellsuspension
7 min bei Raumtemperatur leicht geschwenkt. Die Zellen wurden pelletiert (1700 x g, 3 min,
RT) und der Uberstand verworfen. Um die Reaktion zu stoppen, wurde 1 ml Glycin (1,25 M
in PBS-Puffer) dazugegeben und der Uberstand nach Zentrifugation erneut verworfen. Durch
Zugabe von 1 ml RIPA-Puffer wurden die Zellen 30 min bei 4 °C lysiert. Zusatzlich wurde
das Lysat mit Ultraschall behandelt um unspezifische Produkte zu minimieren. Unldsliche
Bestandteile wurden abzentrifugiert (14000 x g, 30 min, 4 °C). und der Uberstand zur
Westernblot-Analyse verwendet.

Herstellung von PFA (Paraformaldehyd)-Ldsung (4 % (m/v))

-8 % (m/v) PFA in PBS-Puffer langsam unter Rihren auf 65 °C erwarmen.

—Wenige Tropfen 0,5 M NaOH dazugeben bis die Losung klar wird und der
pH etwa bei 7,4 liegt.

—L6sung unter Ruhren abkihlen.

—Mit PBS-Puffer auf 4 % (m/v) PFA verdlnnen.

3.3.11.2 Gereinigte Proteine

15 uM gereinigtes RKIP und 2,5 uM gereinigte GRK2 wurden in einen nicht-nucleophilen
Reaktionspuffer gegeben und mit 300 uM Sulfo-ethylenglycol-bis-(succinimidylsuccinat)
(SEGS) 15 min bei RT inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von TRIS-Puffer
(Endkonzentration 50 mM, pH 7,4) abgestoppt und mittels Westernblot analysiert.

Reaktionspuffer (pH 7.,4)

HEPES 20 mM
EDTA 2 mM

3.3.11.3 Mausherzen

Herzen von Wildtyp-Mausen mit C57BL/6 Hintergrund wurden fir 3 min mit PBS-Puffer mit
oder ohne GFX (1,5 uM) und anschlieend mit PFA-LAsung (4 % (m/v) in PBS-Puffer)
perfundiert. Das verwendete Volumen betrug jeweils etwa 20 ml. Nach einer Einwirkzeit von
8 min (gemessen ab Beginn der Perfusion mit PFA) wurden die linken Ventrikel dieser
Herzen in 3 ml TRIS-Puffer (600 mM in PBS-Puffer (pH 7,4)) und nach weiteren 10 min in
500 ul  Lysepuffer (s.3.3.1.1) dberfihrt. Die Behandlung der Herzen mit einem
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Ultrathoraxstab, wie oben beschrieben, erfolgte in Lysepuffer. Fur die Westernblot-Analyse
wurden etwa 100-200 pg Gesamtprotein auf das Gel aufgetragen.

3.3.12 Analyse der RKIP-Phosphorylierung in Mausherzen

Um zu tberprifen ob RKIP bereits in unstimulierten Herzen phosphoryliert ist, wurden zwei

unterschiedliche Ansétze verfolgt.

Behandlung von Mausherzen mit PKC-Inhibitor

Herzen von Wildtyp-Mausen mit C57BL/6 Hintergrund wurden fir 3 min mit PBS-Puffer mit
oder ohne PKC-Inhibitor GFX (1,5 uM) perfundiert. Das verwendete VVolumen betrug jeweils
etwa 20 ml. Die linken Ventrikel dieser Herzen wurden in 500 ul Lysepuffer tberfihrt und
wie oben beschrieben mittel einem Ultrathoraxstab homogenisiert. Fur die Westernblot-

Analyse wurden etwa 150 pg Gesamtprotein auf das Gel aufgetragen.

Behandlung von Mausherzlysaten mit Protein Phosphatase 1

Linke Ventrikel von Wildtyp-Mausen mit C57BL/6 Hintergrund wurden in Dephospho-
rylierungspuffer (berfihrt und mit einem Ultrathoraxstab homogenisiert. Unlésliche
Bestandteile wurden durch Zentrifugation abgetrennt (14000 g, 15 min, 4 °C). 100 pg Lysat
wurde mit Protein Phosphatase 1 (20 U, 30 min, 30 °C) inkubiert und die Reaktion schliellich

mit Laemmli-Puffer abgestoppt.

Dephosphorylierungspuffer (pH 7.5)

HEPES 50 mM
NaCl 100 mM
DTT 2mM
MnCl, 1mM
OO0 35 0,01 %
Aprotinin 50 pg/ml
Leupeptin 50 pg/mi
PMSF 0,5mM
Benzamidin 1mM

3.4 Reinigung von Hisg-RKIP

Um Hisg-RKIP (His-RKIP) in Bakterien zu exprimieren und anschlieend aufzureinigen,
wurde das pET Expressionssystem verwendet. Dazu wurde mit Hilfe der Restriktionsenzyme
Ndel und BamHI die cDNA von Ratten His-RKIP in den pET-3c Vektor (Agilent

Technologies) hinter den T7 Promotor Kloniert.
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Mit diesem Plasmid wurde der E. coli Stamm BL21 (Novagen) wie oben beschrieben
transformiert. Dieser Bakterien-Stamm tragt das lacl gene und die lacUV5 Promotor
kontrollierte T7 RNA Polymerase Expressionskassette. Das lacl Gen kodiert fur einen
Repressor, der die Aktivierung des lacUV5 Promotors verhindert. Wird nun das der Laktose
ahnliche PTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid) zum Né&hrmedium der Bakterien
zugegeben, bindet es an den Repressor und der lacUV5 Promotor wird de-reprimiert. Folglich
wird T7 RNA-Polymerase exprimiert und damit auch His-RKIP. Proteine mit einer His-
Affinitatsgruppe  kénnen  nach  dem  Prinzip  der  immobilisierten  Metall
Affinitatschromatographie (Hochuli etal. 1987) unter Verwendung einer Nickel-Nitrilo-
triessigsaure (Ni-NTA)-Agarose-Séaule (Qiagen) aufgereinigt werden. Agarose ist hier als
Sdaulenmatrix an Nitrilotriessigsdure gekoppelt, welche Nickelionen cheliert. Das Nickelion
interagiert mit dem Hisg-Protein tber die Seitenketten des Histidins und bindet so das Protein
reversibel an die S&ule. Nach mehreren Waschschritten kann das Protein mit Imidazol eluiert

werden, da dieses mit den Histidinresten um die Nickel-Bindungsstellen konkurriert.

Fur die praparative Proteinreinigung wurde eine transformierte Einzelkolonie in 10 ml LB-
Medium unter Zusatz eines geeigneten Selektionsantibiotikums fir 15 h bei 37 °C in einem
Rotationsschdttler inkubiert. Aus dieser Vorkultur wurden 4 ml in 400 ml LB-Medium mit
Selektionsantibiotikum bis zu einer Zelldichte von 10® /ml (entsprechend einer optischen
Dichte von 0,4-0,5 Egoo) angezogen. Dann erfolgte die Induktion der Proteinexpression durch
Zugabe von IPTG (Endkonzentration 200 uM). Nach 6 h wurden die Bakterien geerntet
(Beckman Avanti J-25; 3400 g, 10 min, 4 °C), das Pellet in Stickstoff schockgefrostet und bei
-80 °C gelagert. Am folgenden Tag wurde das Pellet auf Eis aufgetaut und mit 15 ml Puffer 1
resuspendiert. Die Bakterien wurden mit Ultraschall aufgebrochen (Bandelin Sono Puls HD
200; 3x10 StoRe bei Cycle 30, Power MS72/D) und unlésliche Bestandteile abzentrifugiert
(Beckman Le-70; 1 h, 165000 g, 4 °C). In der Zwischenzeit wurden leere Chromatographie-
séulen (Biorad) mit 1,5 ml Nickel-NTA-Agarose beladen und das Sdulenmaterial mehrmals
mit Puffer 1 gewaschen. Der Uberstand des Bakterienlysats wurde auf die Saule gegeben und
das gebundene Protein funfmal mit 10 ml Puffer 2 und finfmal mit 10 ml Puffer 3
gewaschen. Anschlieend wurde das Protein mit 3 ml Puffer 4 eluiert und das Eluat auf eine
mit Puffer 5 dquilibrierte Zentrifugationseinheit (Millipore) gegeben. Durch sechsmaliges
Waschen mit Puffer 5 wurde die Imidazolkonzentration von 150 mM auf 150 nM verdinnt.
Das gereinigte Protein wurde resuspendiert und die Konzentration photometrisch mit Hilfe

des spezifischen Absorptionskoeffizienten von Ratten-RKIP (e= 36565 I/Mol*cm) und des
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Molekulargewichtes von RKIP (21 kg/Mol) am Nanodrop bestimmt. Nach Aliquotierung und
Schockfrostung in Stickstoff erfolgte die Lagerung bei -80 °C.

Alle verwendeten Puffer beinhalteten 20 mM TRIS (pH 7,4), 7 mM B-Mercaptoethanol. Die

Imidazol- und NaCl-Konzentration wurde folgendermalien variiert:

NaCl [mM] | Imidazol [mM]
Puffer 1 300 10
Puffer 2 500 20
Puffer 3 300 20
Puffer 4 300 150
Puffer 5 300 -

3.5 Invitro Phosphorylierung von gereinigtem RKIP mit PKC#é

His-RKIP (50 uM) wurde bei 30 °C mit rekombinanter PKC3 (3 nM; Merck) in PKC-Puffer
inkubiert. Die Reaktion wurde gestartet durch Zugabe von PMA (25 uM) und nach 30 min

wurden die Proteine wie unter 3.3.11.2 beschrieben vernetzt.

PKC-Puffer (pH 7,2)

HEPES 20 mM
MgCl, 10 mM
CaCl, 0,1 mM
-Mercaptoethanol 3 mM

3.6 Bestimmung der Raf-Aktivitat

Um die RKIP-vermittelte Raf-Hemmung zu untersuchen, wurde die Phosphorylierung der
Effektorkinasen ERK1/2 bestimmt, da eine Aktivierung von Raf zu einer sequentiellen
Phosphorylierung der Kinasen MEK und ERK flihrt (1.2). Es existieren phosphospezifische
Antikorper gegen das phosphorylierte TEY-Motiv von ERK1/2, welches fir die Aktivierung
dieser Kinasen essentiell ist (Canagarajah et al. 1997). Fir diese Analyse wurden mit dem
B2AR stabil transfizierte HEK293-Zellen verwendet, die auch zur Bestimmung der GRK2-
Aktivitdt in Zellen verwendet worden waren (3.7.1). Die Zellen wurden auf 3,5cm
Petrischalen kultiviert und unter Verwendung der Calciumphosphat-Methode (s. 3.2.4.1)
transient mit Myc-RKIP-Konstrukten oder leerem Vektor transfiziert. 24 h nach der
Transfektion wurde das Medium durch serumfreies Medium ersetzt, um eine FCS-vermittelte
RKIP-Phosphorylierung zu verringern. 36 h nach der Transfektion wurde das Medium

abgesaugt und die Zellen wie unter 3.3.1.1 beschrieben mit RIPA-Puffer lysiert. Die Lysate
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wurden unter Verwendung eines anti-phospho-ERK1/2- und eines anti-ERK1/2-Antikdpers

mittels Westernblot analysiert.

3.7 Methoden zur Bestimmung der GRK2-Aktivitat

3.7.1  Bestimmung der B,AR-Phosphorylierung in Zellen

Nach Aktivierung des ,ARs wird dieser durch GRK2 phosphoryliert (Benovic et al. 1986),
so dass aus dem Ausmal} der Phosphorylierung GRK2-spezifischer Phosphorylierungsstellen
direkt auf die GRK2-Aktivitat rickgeschlossen werden kann. Hierzu wurde ein phospho-
spezifischer Antikorper verwendet, der gegen ein Peptid des B,ARs gerichtet ist, das die
GRK2-Phosphorylierungsstelle S355/S356 einschliel3t (phospho-f,AR (S355/356)).

Um eine gleichmaRige Rezeptorexpression in allen Zellen zu gewéhrleisten, wurden mit GFP-
B.AR stabil transfizierte HEK293-Zellen verwendet. Diese Zellen wurden auf 3,5cm
Petrischalen kultiviert und unter Verwendung der Calciumphosphat-Methode transient mit
GRK2 und entweder RKIP-Konstrukten oder leerem Vektor co-transfiziert um so das
Ausmall der RKIP-vermittelten GRK2-Hemmung bestimmen zu koénnen. 24 h nach der
Transfektion wurde das Medium durch serumfreies Medium ersetzt, um eine bessere
Stimulierbarkeit der Rezeptoren zu erreichen. 36 h nach der Transfektion wurden die Zellen
mit Isoprenalin (1 uM, 5 min) stimuliert, das Medium abgesaugt und die Zellen wie unter
3.3.1.1 beschrieben mit RIPA-Puffer lysiert. Die Lysate wurden unter Verwendung des anti-
phospho-f,AR (S355/356)-Antikdrpers und eines anti-GFP-Antikdrpers mittels Westernblot
analysiert. Dabei diente der GFP-Antikdrper der Kontrolle einer gleichen Rezeptormenge in
den Proben, da keine spezifischen Antikorper fur die Detektion des B.AR bekannt sind
(Hamdani & van der Velden 2009).

3.7.2  Bestimmung der Rhodopsin-Phosphorylierung mit gereinigten Proteinen

Der Rhodopsin-Rezeptor ist ein GPCR, der durch Licht aktiviert wird. Er wird unter
physiologischen Bedingungen von GRK1 phosphoryliert (Weller et al. 1975) und in vitro
ebenfalls von GRK2 (Benovic etal. 1986). Da sich Membranen mit einem sehr hohen
Rhodopsingehalt in ausreichender Menge und Reinheit praparieren lassen (Wilden & Kuhn
1982), wird dieser Rezeptor traditionell zur in vitro Bestimmung der GRK2-Aktivitét
eingesetzt.
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Membranen mit Rhodopsin wurden von C. Dees aus Kuhaugen prapariert. Bovine GRK2
wurde in mit Baculoviren-transfizierten Insektenzellen exprimiert und von C. Dees durch SP-
und Heparin-Sepharose-Chromatographie gereinigt (Kim et al. 1993). His-RKIP wurde wie
unter 3.4 beschrieben aufgereinigt. In insgesamt 50 ul GRK2-Puffer wurden im
abgedunkelten Raum unter Rotlicht GRK2 (5nM), Rhodopsin (400 nM), [y-**P] ATP
(50 uM) und His-RKIP (3 uM) vorsichtig gemischt. Anschlielend wurde der Rezeptor mit
WeiBlicht aktiviert und somit die GRK2-vermittelte Rezeptorphosphorylierung induziert. Die
Reaktion wurde nach 10 min durch Zugabe von Laemmli-Puffer gestoppt. Die in Rhodopsin
inkorporierte  Radioaktivitdt wurde nach Gelelektrophorese der Proben durch

Autoradiographie bestimmt.

GRK2-Puffer (pH 7,2)

HEPES 20 mM
EDTA 2 mM

3.7.3  Messung von cCAMP nach Aktivierung des Parathormon-Rezeptors

Der Parathormon-Rezeptor (PTHR) ist ein GPCR, der sowohl Gs als auch G aktiviert. Die
Bestimmung der sekundaren Botenstoffe cCAMP oder IP3 nach Stimulation mit PTH liefert
indirekt eine Aussage uber die Aktivitdt von GRK2, da diese auch die Signaltransduktion des
PTHR durch Phosphorylierung beendet (Dicker et al. 1999).

CAMP wurde in Zelllysaten durch Radioimmunoassay (RIA) bestimmt (Steiner et al. 1972).
Dabei werden immobilisierte CAMP-Antikdrper in Réhrchen mit dem Lysat in Gegenwart
von einer bekannten Menge radioaktiv markierten cAMP inkubiert. Nach Absaugen des
Ansatzes kann tber Messung der gebundenen Radioaktivitat auf die CAMP-Konzentration der
Probe geschlossen werden. In dieser Arbeit wurde das cAMP-RIA-Kit von Immunotech
verwendet. Es beinhaltet anti-cAMP-Antikdérper beschichtete Rohrchen, einen Dilutions-
puffer, CAMP-Standards und **°I-markiertes cCAMP.

Zur Durchfiihrung des Versuchs wurden transfizierte ROS-Zellen auf 6-Lochplatten
kultiviert. Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen pro Loch in 1 ml RIA-Puffer
inkubiert. Die Halfte der Locher wurde mit PTH (30 nM, 5min, 37 °C) stimuliert.
AnschlieBend wurden die Zellen auf Eis mit 100 pl HCLO4 (20 % (v/v)) lysiert und nach
15 min in Reaktionsgeféal3e tberfuhrt. Durch Zugabe eines vorher ermittelten Volumens KOH

(1 M, etwa 470 ul) wurde ein pH-Wert von 7 eingestellt. Unl6sliche Bestandteile wurden
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abzentrifugiert (14000 x g, 5 min, RT) und das geklérte Lysat 1:11 mit dem mitgelieferten
Dilutionspuffer verdinnt. 100 pl dieser Verdinnung wurden in die beschichteten Rohrchen
uberfuhrt und mit 500 pl der radioaktiven cAMP-L&sung vermischt. Nach Inkubation (18 h,
4 °C) wurde das Gemisch abgesaugt und die gebundene Radioaktivitdt im Gamma-Zéhler
gemessen. Durch Mitfihrung von cAMP-Standards wurde mit Hilfe eines semi-
logarithmischen Kurvenanpassungsprogramms eine Standardkurve erstellt und die cAMP-

Konzentration der Probe ermittelt.

RIA-Puffer (pH 7,3)

NaCl 137 mM
MgCl, 1mM
CaCl, 1 mM
KCI 5mM
HEPES 15 mM

3.8 Weitere Methoden

3.8.1  Nachweis von RNA mittels Reverser Transkriptase (RT) PCR

Mit Hilfe des SV Total RNA lIsolation System® (Promega) wurde aus transfizierten HEK293-
Zellen RNA nach Anweisung des Herstellers RNA isoliert. Diese wurde anschlieend mit
dem Superscript First-Strand Synthesis System® (Invitrogen) in cDNA umgeschrieben und
mittels PCR amplifiziert. PCR-Produkte wurden mit Ethidiumbromid in Agarosegelen unter
UV-Licht dargestellt. Myc-getaggte RKIP-Fragmente wurden durch Verwendung folgender
Primer-Paare detektiert:

5’-Ende-Primer fir Myc-RKIP**" % und Myc-RKIP*?°: gagcagaagctcatcagcgaggaggacctc;
3’-Ende-Primer fir Myc-RKIP**": tgctgaatttctagactagcggttgtctecagactt;
3’-Ende-Primer fiir Myc-RKIP*?: tgctgaatttctagactagggcggetcatccacctc.

Die Primer-Anlagerungstemperatur betrug 65 °C, alle anderen Parameter waren wie unter
3.1.1 beschrieben.
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4 Ergebnisse

4.1 PKC-vermittelte Phosphorylierung von RKIP an S153 induziert
RKIP/RKIP-Dimerisierung

Als ein moglicher regulatorischer Mechanismus der Interaktion von RKIP mit Rafl und
GRK2 wurde eine phosphorylierungsregulierte Oligomerisierung von RKIP in Betracht
gezogen. Diese Hypothese wurde mit Hilfe einer Co-Immunprézipitation untersucht. Hierzu
wurden HEK293-Zellen mit Flag- und Myc-Epitop-markiertem RKIP transfiziert (im
Folgenden als Flag- und Myc-RKIP bezeichnet; wenn nichts anderes angegeben ist, ist
hierunter Wildtyp-RKIP zu verstehen). Bei einer mdglichen Komplexbildung von RKIP
wirden, neben anderen Kombinationsmdéglichkeiten, Komplexe zwischen Flag- und Myc-
RKIP entstehen. Durch Immunprézipitation der Komplexe mit anti-Flag-Antikérpern und
nachfolgende Westernblot-Analyse von co-préazipitiertem Myc-RKIP lielen sich mogliche

Komplexe nachweisen.

Um die Phosphorylierung von RKIP durch PKC zu induzieren und so eine mdgliche phospho-
rylierungsabhéngige Oligomerisierung zu untersuchen, wurden die Zellen vor der
Immunprazipitation mit dem PKC-Aktivator Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) fur 5 min
stimuliert. Als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen. AnschlieBend wurde das Zelllysat mit
Protein-A-Sepharose inkubiert, an die anti-Flag-Antikorper gebunden war. Um eine
unspezifische Interaktion von Myc-RKIP mit der Protein-A-Sepharose auszuschlielen,
wurden Zelllysate mit Protein-A-Sepharose (ohne anti-Flag-Antikdrper) inkubiert (Kontrolle).
Nach mehreren Waschschritten wurden die gebundenen Proteine mittels Gelelektrophorese
aufgetrennt und im Westernblot detektiert. Unter Basalbedingungen war nur eine duf3erst
schwache immunreaktive Myc-Bande zu erkennen, deren Intensitdt nach PKC-Stimulation
deutlich zunahm (Abb. 8). Dies lasst darauf schlieRen, dass RKIP nur nach PKC-Aktivierung
einen ausreichend stabilen Komplex bildet.
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IP: anti-Flag (RKIP)

anti-Myc (RKIP) -

anti-Flag (RKIP) —
PMA - - +
Myc-RKIPwt + + +
Flag-RKIPwt + + +
Kontrolle + - -

Flag-Sepharose

|
+
+

Abb. 8: RKIP oligomerisiert nach PKC-Stimulation.

Flag-RKIP wurde von HEK293-Zelllysaten immunprazipitiert (IP) und co-prazipitiertes Myc-RKIP mit anti-
Myc-Antikérpern im Immunoblot detektiert. Transfizierte RKIP-Konstrukte und Phorbol-12-myristat-13-
acetat-Stimulation (PMA; 1 uM, 5 min) sind angegeben. Zelllysate wurden entweder mit ungekoppelter
Sepharose (Kontrolle) oder mit an anti-Flag-Antikdrper gekoppelter Sepharose (Flag-Sepharose) inkubiert.
(Alle in dieser Arbeit abgebildeten Immunoblots zeigen, sofern nicht anders angegeben, ein représentatives
Ergebnis von n>3 Versuchen.)

Um sicherzustellen, dass tatséchlich die PKC-vermittelte Phosphorylierung von RKIP fiir die
beobachtete Komplexbildung verantwortlich ist, wurde eine phosphorylierungsdefiziente
Mutante von RKIP, RKIP***# verwendet. Bei dieser Mutante war die PKC-Phospho-
rylierungsstelle S153 zu Alanin mutiert, so dass diese kein Substrat mehr fir PKC darstellt
(Corbit etal. 2003; Lorenz etal. 2003). Mit dieser Mutante wurde weder unter basalen

Bedingungen noch nach PKC-Stimulation eine Oligomerisierung beobachtet (Abb. 9).

Wenn die Zellen zuséatzlich zu Flag- und Myc-RKIP mit Rafl und GRK2 transfiziert wurden,
zeigte sich, dass die Oligomerisierung von RKIP nach Stimulation von PKC gleichzeitig mit
der bereits bekannten Dissoziation von RKIP und Rafl und der Assoziation von RKIP mit
GRK2 erfolgte (Abb.9, Corbit etal. 2003; Lorenz etal. 2003). Dies war nach PKC-
Stimulation und Prazipitation von Flag-RKIP an einer geringeren Menge an co-prazipitiertem
Rafl und einer grofieren Menge an co-prézipitiertem Myc-RKIP und GRK2 im Vergleich zu

Basalbedingungen zu erkennen.

60



4 Ergebnisse

IP: anti-Flag (RKIP)
anti-Myc (RKIP) = s

anti-Raf1 —
anti-GRK2 -—

anti-Flag (RKIP) s s s s

PMA - + - +
Myc-RKIPwt + + - -
Flag-RKIPwt + + - -

Myc-RKIPSS3A = =+ +
Flag-RKIPS™A = =+ 4+

Abb. 9: Die PKC-vermittelte RKIP-Oligomerisierung geht einher mit der Dissoziation von RKIP und
Rafl und der Assoziation von RKIP und GRK2.

Flag-RKIP wt oder Flag-RKIPS'®*A wurde von HEK293-Zelllysaten immunprazipitiert (IP) und co-
prazipitiertes Myc-RKIP wt oder Myc-RKIPS***A Rafl und GRK2 im Immunoblot detektiert. Die
verwendeten transfizierten RKIP-Konstrukte und Phorbol-12-myristat-13-acetat-Stimulation (PMA; 1 pM,
5 min) sind angegeben (Abbildung aus Deiss et al. 2012).

Um zu verifizieren, dass PMA tatséchlich die Phosphorylierung von RKIP an S153 induziert,
wurden die Zelllysate mit einem phosphospezifischen anti-RKIP-Antikdrper (pRKIP(S153))
im Westernblot analysiert. Dabei ergaben nur die Lysate der Zellen, welche mit PMA
stimuliert und mit Wildtyp-RKIP (im Folgenden als RKIP wt bezeichnet) transfiziert worden
waren, ein starkes pRKIP(S153)-immunreaktives Signal (Abb. 10).
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anti-pRKIP (S153)  wet

anti-RKIP = s s s

PMA - + - +
Myc-RKIPwt + + - -
Flag-RKIPwt + + - -

Myc-RKIPS®SA = — & 4
Flag-RIKPS'®A - - 4+ 4+

Abb. 10: PMA-Behandlung fihrt zur Phosphorylierung von RKIP an S153.

Gezeigt ist eine Immunoblotanalyse der in Abb. 9 verwendeten Zelllysate mit anti-pRKIP(S153)- bzw. anti-
RKIP-Antikdérpern. Transfizierte RKIP-Konstrukte und Phorbol-12-myristat-13-acetat-Stimulation (PMA;
1 uM, 5 min) sind angegeben (Abbildung aus Deiss et al. 2012).

Da Oligomerisierung von Proteinen durch hohe Proteinkonzentrationen begunstigt werden
kann (Marianayagam et al. 2004), wurde das Expressionsniveau dieser RKIP-Konstrukte im
Vergleich zum endogenen RKIP Uberpruft (Abb. 11).

IB: RKIP
Exogenes

S < RKIP
" S s -« Endogenes

N
<& Q.‘{‘

Abb. 11: Die Expression von exogenem Wildtyp-RKIP, RKIPS®* und endogenem RKIP st
vergleichbar.

Die Abbildung zeigt eine Immunoblotanalyse der Expression von exogenem und endogenem RKIP unter
Verwendung von anti-RKIP-Antikdrpern. Als Kontrolle (Kon) wurden mit leerem Vektor transfizierte Zellen
verwendet. Pfeile markieren die jeweiligen Banden von exogenem und endogenem RKIP. Deren Zuordnung
ist méglich, da das exogene RKIP durch eine Antikdrperaffinitdtssequenz von 8 bzw. 10 Aminosduren (Flag-
bzw. Myc-tag) ein hdoheres Molekulargewicht besitzt als endogenes RKIP und deswegen im Gel langsamer
wandert (Abbildung aus Deiss et al. 2012).

Es zeigte sich, dass die Expression des exogenen RKIP in etwa der des endogenen RKIP
entsprach und die RKIP-Expression somit physiologischen Bedingungen nahe kam. Ein
Artefakt durch Uberexpression konnte deshalb weitestgehend ausgeschlossen werden.

Zusammenfassend zeigen diese Experimente, dass PKC-vermittelte Phosphorylierung von
RKIP an S153 zur Oligomerisierung von RKIP fuhrt, zur Dissoziation von RKIP und Rafl

und zur Assoziation von RKIP mit GRK2.
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Die fir die Detektion der RKIP/RKIP-Komplexe gewéhlte Methode der Co-Immun-
prazipitation erlaubt keine Aussage Uber die GroRe der beobachteten Komplexe. Deswegen
wurden Versuche mit Protein-vernetzenden Substanzen (Cross-linker) durchgefuhrt. Nach
Auftrennung der erhaltenen Komplexe mittels Gelelektrophorese und anschlieBendem
Westernblot kénnen anhand ihrer molekularen GroRe beispielsweise Dimere von Oligomeren
héherer Ordnung unterschieden werden. Hierzu wurden HEK293-Zellen mit Myc-RKIP
transfiziert und mit PMA stimuliert oder unbehandelt belassen, um das AusmafRl der
phosphorylierungsinduzierten Oligomerisierung von RKIP zu untersuchen. Die Zellen
wurden dann fir einige Minuten mit einer Losung des Cross-linkers Formaldehyd inkubiert
und anschlieBend lysiert. Formaldehyd ist zellpermeabel und kann so Proteinkomplexe in
intakten Zellen vernetzen. Nach PKC-Stimulation zeigte sich fur Wildtyp-RKIP ein starker
Anstieg einer immunreaktiven Bande von etwa 42 kDa. Dies entspricht der molekularen
Masse von RKIP-Dimeren (Abb. 12). Oligomere hoherer Ordnung wurden weder nach
Inkubation mit Formaldehyd, welches nur nah benachbarte Proteine vernetzt, noch nach
Verwendung von Cross-linkern mit einem langeren Abstand der reaktiven Gruppen
beobachtet (Daten nicht gezeigt und Abb. 12).

IB: anti-Myc (RKIP)

118 kDa —
90 kDa —
50 kDa —
RKIP
W~ Dimer
PMA - +
RKIP wt

Abb. 12: RKIP-Komplexe bestehen aus Dimeren und nicht aus Oligomeren héherer Ordnung.
Cross-linking-Versuche in HEK293-Zellen, die mit Myc-RKIP transfiziert worden waren. Die Zellen wurden
mit Phorbol-12-myristat-13-acetat stimuliert (PMA; 1 uM, 5 min) wie angegeben und mit Formaldehyd-
Loésung inkubiert (PFA; 0.75 % (w/v), 7 min). Die Zelllysate wurden mittels Immunoblot unter Verwendung
eines anti-Myc-Antikdrpers auf RKIP-Komplexe untersucht. Molekulare GréBRenstandards und die Bande von
dimerem RKIP sind angegeben (Abbildung aus Deiss et al. 2012).

Unphosphoryliertes RKIP und RKIP***# hingegen zeigte nur eine geringe Tendenz zur
Dimerisierung, was auf eine schwache RKIP/RKIP-Interaktion unter Basalbedingungen
schlielen lasst (Abb. 12 und Abb. 13). In diesen Versuchen zeigte sich eine — verglichen zu
der Dimerbande (21 kDa) —sehr prominente Monomerbande (21 kDa) (Abb. 13). Dies kénnte
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zwar darauf hindeuten, dass nur ein kleiner Anteil von RKIP als Dimer vorliegt. Allerdings ist
das Ergebnis von Vernetzungsversuchen stark von den gewahlten Vernetzungsbedingungen
wie zum Beispiel Proteinkonzentration, Konzentration des Vernetzers, Inkubationszeit
und -temperatur abhédngig (Klockenbusch & Kast 2010) und das tatséchliche
Monomer/Dimer-Verhaltnis ist schwer zu bestimmen (Nooren et al. 2003). Da in Zellen das
Verhdltnis von RKIP zu GRK2 als groRer als 10:1 bestimmt wurde, konnte auch eine
unvolistandige RKIP-Dimerisierung von funktioneller Bedeutung flr die Interaktion mit
GRK2 sein.

IB: anti-Myc (RKIP)

50 kDa —
RKIP
- ~ Dimer

26 kDa —

RKIP
w"'Monomer
PMA - + - +
RKIP wt RKIPS5A

Abb. 13: Phosphoryliertes RKIP dimerisiert stdrker als unphosphoryliertes oder phosphorylierungs-
defizientes RKIP.

Cross-linking-Versuche in HEK293-Zellen, die mit Myc-RKIP wt oder der phosphorylierungsdefizienten
RKIP-Mutante RKIPS'®3A transfiziert worden waren. Die Zellen wurden wie angegeben mit Phorbol-12-
myristat-13-acetat stimuliert (PMA; 1 uM, 5 min) und anschlieBend mit Formaldehyd-L&sung vernetzt (PFA;
0.75 % (w/v), 7 min). Zelllysate wurden mittels Immunoblot unter Verwendung eines anti-Myc-Antikdrpers
auf RKIP-Komplexe untersucht. Molekulare GréRenstandards und die jeweiligen Banden von monomerem
und dimerem RKIP sind angegeben (Abbildung aus Deiss et al. 2012).

Da die RKIP/RKIP-Interaktion bisher nur im zelluldaren Kontext gezeigt worden war, war
nicht klar, ob es sich um eine direkte Interaktion handelt. Um dies zu untersuchen, wurde
gereinigtes Hisg-RKIP (im Folgenden als His-RKIP bezeichnet) unter Verwendung von
rekombinanter PKCS in vitro phosphoryliert und anschlielend mit Formaldehyd-Ldsung
vernetzt. Auch unter diesen Bedingungen zeigte sich eine deutliche Zunahme der
Dimerisierung nach PKC-Stimulation (Abb. 14). Dies weist darauf hin, dass die RKIP/RKIP-
Interaktion direkt ist und durch PKC&-Phosphorylierung induziert wird. Dies stimmt mit den
Ergebnissen von Lorenz et al. berein, die zeigten, dass RKIP in vitro von PKCa und &
phosphoryliert wird, wohingegen Corbit etal. RKIP als Substrat von PKC a, 3, y und C
charakterisierten (Corbit et al. 2003; Lorenz et al. 2003).
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IB: anti-His (RKIP)

118 kDa—

90 kDa—

S0kDa— ol Biﬁ]gr
PMA/PKC - +

RKIP wt

Abb. 14: Die RKIP/RKIP-Interaktion ist direkt.

Gereinigtes His-RKIP wurde ohne oder mit rekombinanter Proteinkinase (PKC) dund Phorbol-12-myristat-
13-acetat inkubiert (PMA; 25 uM, 30 min, 30 °C) und anschliefend mit Formaldehyd-Ldsung (PFA; 0.6 %
(w/v), 10 min) vernetzt. Proteinkomplexe wurden mittels Immunoblot unter Verwendung eines anti-His-
Antikorpers auf die Anwesenheit von RKIP-Komplexen untersucht. Molekulare GréfRenstandards und die
Bande von dimerem RKIP sind angegeben (Abbildung aus Deiss et al. 2012).

Die bisherigen Versuche zeigen, dass RKIP nach PKC-induzierter Phosphorylierung an S153
dimerisiert. Um zu bestimmen, ob beide RKIP-Molekiile fir die Dimerisierung
phosphoryliert vorliegen missen, wurden Co-Immunprazipitationsversuche mit Flag-RKIP wt
oder Flag-RKIPS™*** und Myc-RKIP wt durchgefiihrt. Im Gegensatz zu Flag-RKIP wt war
Flag-RKIP*>* nicht in der Lage nach PKC-Stimulation an Myc-RKIP wt zu binden
(Abb. 15). Dies impliziert, dass nur zwei phosphorylierte RKIP-Molekile dimerisieren

kdnnen.
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IP: anti-Flag (RKIP)

anti-Myc (RKIP) i -
anti-Flag (RKIP) e s
PMA - + +
Myc-RKIPwt + + +
Flag-RKIPwt + + -
Flag-RKIPSSA  —  — 4

Abb. 15: Zur Bildung von RKIP-Dimeren sind zwei phosphorylierte RKIP-Molekile notwendig.
HEK293-Zellen wurden mit Myc- und Flag-RKIP wt oder mit Myc-RKIP wt und der phospho-
rylierungsdefizienten RKIP-Mutante Flag-RKIP®!5%* transfiziert. Flag-RKIP wt oder Flag-RKIPS*** wurden
immunprézipitiert und co-prézipitiertes Myc-RKIP im Immunoblot detektiert. Die jeweils transfizierten
RKIP-Konstrukte und Phorbol-12-myristat-13-acetat Stimulation (PMA; 1 uM, 5 min) sind angegeben
(Abbildung aus Deiss et al. 2012).

Es wurde somit gezeigt, dass unphosphoryliertes RKIP als Monomer vorliegt, wéhrend ein
Teil des phosphorylierten RKIP eine direkte Interaktion eingeht und dimerisiert. Auf3erdem
wurde gezeigt, dass unphosphoryliertes RKIP mit Rafl interagiert, phosphoryliertes RKIP
aber mit GRK2. Dies deutet darauf hin, dass RKIP als Monomer mit Rafl interagiert. Da
nach Phosphorylierung sowohl monomeres als auch dimeres RKIP zu existieren scheint, ist

nicht klar, ob GRK2 mit phosphoryliertem monomerem oder dimerem RKIP interagiert.

4.2 Die Mutante RKIPSX'5*7EE imijtiert die Eigenschaften von S153-
phosphoryliertem RKIP

Um den Einfluss der Phosphorylierung auf die Dimerisierung und die spezifische Interaktion
von RKIP mit Rafl und GRK2 weiter zu untersuchen, sollte eine phosphomimetische
Mutante generiert werden, welche die PKC-vermittelte Phosphorylierung von S153 imitiert.
Die physikochemischen und geometrischen Veranderungen, die aus der Ubertragung einer
Phosphatgruppe auf eine Serin- oder Threoninseitenkette resultieren, kdnnen in einigen Féllen
durch den Austausch der phospho-Akzeptor-Aminosaure gegen Glutamat oder Aspartat
imitiert werden (Tarrant & Cole 2009). Es war allerdings bereits bekannt, dass die Mutanten
RKIP3*®® ynd RKIP*'% nicht die erwartete verminderte Bindung an Rafl (Corbit et al.
2003) und vermehrte Bindung an GRK2 zeigen (Lorenz et al., unvertffentlichte Daten). Da
eine Phosphatgruppe zweifach negativ geladen ist, entstand die Idee, eine weitere negative
Ladung in RKIPS*%F einzufiihren. Zunachst wurden in RKIPS>F ein oder zwei zusatzliche

Glutamatreste zwischen die Position 153/154 eingefiihrt (RKIPSFS¥EEE - Ry |pSFIS3MEEEE)
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Diese Mutanten prazipitierten jedoch unspezifisch. Da die Phosphorylierungsstelle S153 in
einer a-Helix liegt, wurde schlie3lich vermutet, dass es auf Grund der Helixwindung sinnvoll
sein konnte, eine zweite negative Ladung in Position 157 einzubringen (RKIPS*5¥EE (im
Folgenden RKIPEE genannt)), da eine Windung einer a-Helix aus ca. vier Aminosauren
besteht (Cohen & Perry 1986). Somit wirden die negativen Glutamatreste in 153 und in 157

eine ahnliche Orientierung auf der Oberflache des Proteins besitzen (Abb. 16).

Abb. 16: Position der in RKIPSK/7EE mytierten Aminosauren in der Struktur von humanem RKIP.
Die Position der in RKIPSKS¥7EE mytierten Aminosauren S153 und K157 sind mit Pfeilen markiert. Die
Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck aus Structure, Vol 6, MJ Banfield, JJ Barker, ACF Perry, RL
Brady, Function from structure? The crystal structure of human phosphatidylethanolamine-binding protein
suggests a role in membrane signal transduction, Pages 1245-1254, Copyright (1998), with permission from
Elsevier.

Durch Co-lmmunprazipitationsversuche von Flag-RKIPSYEE mit Rafl oder GRK2 konnte
gezeigt werden, dass RKIPSKEE tatsachlich phosphomimetische Eigenschaften besitzt, da
RKIPKEE unter basalen Bedingungen Rafl weniger gut und GRK2 besser als Wildtyp-RKIP
co-immunprazipitierte (Abb. 17).
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IP: anti-Flag (RKIP) IP: anti-Flag (RKIP)

anti-Raf1 s anti-GRK2 C —

anti-Flag (RKIP) s -- anti-Flag (RKIP) s s s

PMA -  + - PMA -  + -
& & ¢ & &
¥ eV ¢

R & 8

Abb. 17: Die Mutation der Aminosduren 153 und 157 zu Glutamat imitiert die Eigenschaften von
phosphoryliertem RKIP beziiglich der RKIP/Rafl-Dissoziation und RKIP/GRK2-Assoziation.
Immunprazipitation (IP) von Flag-RKIP wt oder der phosphomimetischen RKIP-Mutante RK|PSKS3/7EE
(RKIPSKEEY in Lysaten von HEK293-Zellen und nachfolgende Immunoblotanalyse von co-prazipitiertem
Rafl (A) oder GRK2 (B) mit den angegebenen Antikdrpern. Die jeweils transfizierten RKIP-Konstrukte und
die Phorbol-12-myristat-13-acetat Stimulation (PMA; 1 uM, 5 min) sind angegeben (Abbildung aus Deiss
et al. 2012).

Da phosphoryliertes RKIP nicht nur von Rafl dissoziiert und GRK2 bindet, sondern auch

PSKEE  Zutrifft. Co-Immun-

dimerisiert (4.1), wurde untersucht, ob dies auch fir RKI
prazipitationsexperimente mit Flag- und Myc-RKIPSXEE sowie Cross-linking-Experimente
mit Myc-RKIPSKEE in Abb. 18 zeigten, dass phosphomimetisches RKIP bereits ohne PKC-
Stimulation eine dahnliche oder sogar starkere Neigung besitzt, Dimere zu bilden als
phosphoryliertes Wildtyp-RKIP. Dies zeigte sich nach Vernetzung nicht nur durch eine
stdrkere Dimerbande (42 kDa), sondern auch durch eine im Vergleich zu Wildtyp-RKIP

geringere Menge von monomeren (21 kDa) RKIPSEE (Abb. 18).
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A Co-Immunoprazipitation B Cross-linking

IP: anti-Flag (RKIP)

anti-Myc (RKIP) pp— | . -Sm';
anti-Myc (RKIP) RKIP
anti-Flag (RKIP) «sasus g S R . - omer
PMA -  + - PMA - + -
& & & & &
¥ & & R R <&
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Abb. 18: Phosphomimetisches RKIP, RKIPSXEE dimerisiert auch in Abwesenheit von einem PKC-
Stimulus.

A, HEK293-Zellen wurden mit phosphomimetischem oder Flag-RKIP wt und Myc-RKIP transfiziert. Flag-
RKIP wurde immunprazipitiert und co-prazipitiertes Myc-RKIP mit einem anti-Myc-Antikdrper im
Immunoblot analysiert. B, HEK293-Zellen wurden mit Myc-RKIP wt oder RKIPSKEE transfiziert, mit
Phorbol-12-myristat-13-acetat stimuliert (PMA; 1 uM, 5 min) und mit Formaldehyd-L6sung inkubiert
(0.75 % (w/v), 7 min). Zelllysate wurden mittels Immunoblot unter Verwendung eines anti-Myc-Antikdrpers
auf die Anwesenheit von RKIP-Komplexen untersucht. Die untere Abbildung in B zeigt einen Film mit
kirzerer Belichtung. Die jeweils transfizierten RKIP-Konstrukte und Phorbol-12-myristat-13-acetat-
Stimulation (PMA; 1 uM, 5 min) sind angegeben (Abbildung aus Deiss et al. 2012).

Die Expression der RKIP-Konstrukte in Abb. 18 erfolgte in physiologischen Mengen
(Abb. 19), so dass eine artifizielle, konzentrationsabhangige Dimerbildung weitestgehend

ausgeschlossen werden kann.

IB: RKIP
Exogenes
- = RKIP
W WSS W - Endogenes

@(\@ “i\&&@ RKIP
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Abb. 19: Die Expression von exogenem Wildtyp-RKIP und RKIPSXEE sind mit den endogen
exprimierten RKIP-Mengen vergleichbar.

Gezeigt ist eine Immunoblotanalyse der Expressionsmengen von exogenem und endogenem RKIP mit einem
anti-RKIP-Antikdrper. Als Kontrolle (Kon) wurden mit leerem Vektor transfizierte Zellen verwendet. Pfeile
markieren die jeweiligen Banden von exogenem und endogenem RKIP (Abbildung aus Deiss et al. 2012).

Zusammenfassend l&asst sich sagen, dass die Einfiihrung von Glutamat in Position 153 und
157 von RKIP die Phosphorylierung von RKIP an S153 sowohl in Bezug auf die Rafl- und

GRKZ2-Bindungseigenschaften als auch hinsichtlich der RKIP-Dimerisierung imitiert.
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4.3 Experimentelle Ansatze zur Generierung einer monomeren RKIP-

Mutante

Verschiedene experimentelle Ansdtze zur Generierung einer monomeren RKIP-Mutante sind
im Rahmen dieser Studie verfolgt worden. Zunéchst wurde versucht, durch Deletion
verschiedener Aminosauren im Bereich der langen Schleife auf der Oberflaiche von RKIP
(Aminosdure 127-150, s. Abb. 20) eine monomere RKIP-Mutante zu generieren. Diese
Schleife wurde in der Arbeit von Banfield et al., in der RKIP-Dimere in der Kristallstruktur
von humanem RKIP beobachtet wurden, als mdogliche RKIP/RKIP-Interaktionsflache

vorgeschlagen (Banfield et al. 1998).

Abb. 20: Putative Dimerinteraktionsflache (Aminosaure 127-150) in humanem RKIP.

Struktur von humanem RKIP. Die Aminosduren 127 bis 150 sind blau markiert. Diese Schleife wurde von
Banfield etal. als mogliche RKIP/RKIP-Interaktionsflache vorgeschlagen. Die Abbildung ist ein
modifizierter Nachdruck aus Structure, Vol 6, MJ Banfield, JJ Barker, ACF Perry, RL Brady, Function from
structure? The crystal structure of human phosphatidylethanolamine-binding protein suggests a role in
membrane signal transduction, Pages 1245-1254, Copyright (1998), with permission from Elsevier.

Um die Bedeutung dieser Region fir die phosphorylierungsinduzierte Dimerisierung von
RKIP n&her zu untersuchen, wurde versucht, mittels Mutation dieser Region eine
dimerisierungsdefiziente Mutante zu generieren: Zundchst wurden jeweils 2, 4, oder 6
konsekutive Aminosauren und schlieRlich auch die gesamte Schleife deletiert. Dabei wurden
in einzelnen Mutanten folgende Aminosauren (AS) deletiert: 127-130, 128-131,
11171 129-132, 129-134, 131-134, 185-138, 135-140, 139-142, 141-
146, AS 143-144, 143-146, 145-146 und 127-146. In einem weiteren Ansatz
wurden einige geladene Aminosiduren der Schleife gegen Alanine ausgetauscht

(RK |PXPRKIAL144LGIIBAAAAY ~sjele dieser Mutanten konnten nicht auf ihr Dimerisierungs-
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verhalten getestet werden, da sie entweder schlecht exprimiert waren oder unspezifisch
prazipitierten (Daten nicht gezeigt). Deswegen wurde mit Hilfe von C. Kisker ein RKIP-
Dimer simuliert und Aminosduren identifiziert, die bei einer Dimerisierung interagieren
kdnnten. Diese Aminosauren wurden so ausgetauscht, dass eine elektrostatische Abstoung
der RKIP-Mutanten resultieren sollte. Hierzu wurden folgende Mutanten generiert:
RKIP™™E RKIPER ynd RKIPTEIOVI%ER “sehlieRlich wurde auch die C-terminale a-Helix
(AS 176-187) und das N-terminale HCNP-Peptid (AS 1-12) deletiert, um einen Einfluss
dieser Regionen auf die Dimerisierung von RKIP zu Uberprifen. Keine dieser Mutanten

zeigte eine verminderte Dimerisierungstendenz.

4.4 Die Deletionsmutante RK1P2143-14% dimerisiert und bindet GRK2
phosphorylierungsunabhéangig

Abb. 21: Ungeféhre Position der in RKIP21*3-® deletierten Aminosauren in der Struktur von humanem
RKIP.

Struktur von humanem RKIP. Die in RKIP2!4%® deletierten Aminosauren sind mit einem orangenen Kreis
markiert. Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck aus Structure, Vol 6, MJ Banfield, JJ Barker, ACF
Perry, RL Brady, Function from structure? The crystal structure of human phosphatidylethanolamine-binding
protein suggests a role in membrane signal transduction, Pages 1245-1254, Copyright (1998), with
permission from Elsevier.

Eine der in 4.3 beschriebenen Deletionsmutanten (RKIP****® Abb. 21) mit einer Deletion
von vier Aminosauren am C-terminalen Ende der Schleife wies interessanterweise bereits
unter basalen Bedingungen eine verstarkte Tendenz zur Dimerisierung auf. Dies wurde wie
bei der phosphomimetischen Mutante sowohl in Co-Immunprazipitations- als auch in Cross-
linking-Experimenten beobachtet. Zusétzlich zu der verstarkten Dimerisierung interagierte die
Mutante auch unter basalen Bedingungen deutlich mit GRK2 (Abb. 22).
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A Co-Immunoprézipitation B Cross-linking

IP: anti-Flag (RKIP)

anti-Myc (RKIP) - . o = e < RKIP
anti-Myc (RKIP) Dimer
Monomer
PMA - + - 4

anti-Flag (RKIP) S e
PMA - + - + RKIP wt RKIPA1436

RKIP wt RKIP414%6

Abb. 22: RKIP mit einer Deletion der Aminosduren 143-146 (RKIP2!%%) hat eine verstarkte Neigung
zur Dimerisierung und GRK2-Bindung.

A, HEK?293-Zellen wurden mit Flag-RKIP wt oder Flag-RKIP2!*3-® und GRK2 transfiziert. Die Zellen wurden
mit PMA stimuliert (PMA; 1 uM, 5 min) und lysiert. Flag-RKIP wurde immunprézipitiert und co-
prazipitiertes Myc-RKIP und GRK2 wurden mittels Immunoblotanalyse nachgewiesen. B, Gezeigt sind Cross-
linking-Versuche in HEK293-Zellen, die mit Myc-RKIP wt oder RKIP2%® transfiziert worden waren. Die
Zellen wurden wie angegeben mit Phorbol-12-myristat-13-acetat stimuliert (PMA; 1 uM, 5 min) und mit
Formaldehyd-Lésung inkubiert (0.75 % (w/v), 7 min). Zelllysate wurden mittels Immunoblot unter
Verwendung eines anti-Myc-Antikdrpers auf die Anwesenheit von RKIP-Komplexen untersucht. Die untere
Abbildung in B zeigt einen Film mit kurzerer Belichtung. Die jeweils transfizierten RKIP-Konstrukte und
Phorbol-12-myristat-13-acetat Stimulation sind angegeben (Abbildung aus Deiss et al. 2012).

Des Weiteren zeigte RKIP*'4*®

Interaktion mit Rafl (Abb. 23).

—im Vergleich zu Wildtyp-RKIP — nur eine sehr schwache

IP: anti-Flag (RKIP)
anti-Raf! weess

anti-Flag (RKIP) "
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Abb. 23: RKIP mit einer Deletion der Aminosduren 143-146 interagiert schwacher mit Rafl als
Wildtyp-RKIP.

HEK?293-Zellen wurden mit Flag-RKIP wt oder Flag-RKIP***%® und Rafl transfiziert. Flag-RKIP wurde
immunpréazipitiert und co-prazipitiertes Rafl wurde mittels Immunoblotanalyse nachgewiesen. (Abbildung
aus Deiss et al. 2012).

Auch bei diesen Versuchen entsprach die Expression des exogenen RKIP in etwa der des
endogenen RKIP (Abb. 24).
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IB: RKIP
Exogenes
P e <« RKIP
W = === < Endogenes

& & o RKP
&
A 8

Abb. 24: Die Expressionsmengen von exogenem Wildtyp-RKIP, RKIP**3® und endogenem RKIP sind
vergleichbar.

Immunoblotanalyse der Expressionsmengen von exogenem und endogenem RKIP mit einem anti-RKIP-
Antikdrper. Als Kontrolle (Kon) wurden Zellen mit leerem Vektor transfiziert. Pfeile markieren die
jeweiligen Banden von exogenem und endogenem RKIP (Abbildung aus Deiss et al. 2012).

Diese Versuche zeigen, dass die Deletion der Aminosauren 143-146 in der von Banfield et al.
vorgeschlagenen Dimerinteraktionsflache 127-150 die Dimerisierung von RKIP sogar
begunstigt. Zudem fihrt die Deletion der Aminoséduren 143-146 in RKIP zu einer verstarkten
Interaktion der resultierenden Mutante mit GRK2 und einer verminderten Interaktion mit
Raf1l.

Um sicherzustellen, dass die Eigenschaften der Deletionsmutante RKIP***® nicht durch einen
verénderten Phosphorylierungsstatus verursacht wurden, wurde die Phosphorylierung der
Mutante Uberpruft. Eine Immunoblotanalyse mit phosphospezifischen RKIP-Antikérpern
(pPRKIP(S153)) von Lysaten transfizierter Zellen liel3 tatsachlich eine verstarkte Phospho-

A143-6
P

rylierung von RKI sowohl unter basalen Bedingungen als auch nach PKC-Stimulation

erkennen (Abb. 25).
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anti-pRKIP (S153) =« s wniliih
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Abb. 25: RKIP mit einer Deletion der Aminosduren 143-146 ist sowohl unter Basalbedingungen als
auch nach PKC-Stimulation starker phosphoryliert als Wildtyp-RKIP.

Die in Abb. 22 verwendeten Zelllysate wurden mit einem phosphospezifischen RKIP-Antikérper (anti-
pRKIP(S153)) auf ihren Phosphorylierungsstatus tberprift. Ein anti-Myc-Antikdrper diente der Kontrolle
vergleichbarer Expressionsmengen von Wildtyp-RKIP und RKIP2*3€_|n der Abbildung ist angezeigt, welche
RKIP-Konstrukte transfiziert wurden und wann mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA; 1 uM, 5 min)
stimuliert wurde (Abbildung aus Deiss et al. 2012).

In nachfolgenden Versuchen wurde untersucht, ob die verstarkte Dimerisierung und die
verstarkte Interaktion von RKIP****® und GRK?2 tatsachlich durch die verstarkte Phospho-
rylierung dieser Mutante zu erklaren ist. Um die Phosphorylierung der Deletionsmutante zu
verhindern, wurde in der RKIP****® Mutante die PKC-Phosphorylierungsstelle zu Alanin
mutiert. Da diese Mutante (RKIP**¥¥51%3%) \yje auch weitere Mutanten mit Aspartat
(RKIPAMESISED)  gder  Glutamat  (RKIPA®S15%E) anstelle von S153  unspezifisch
prazipitierten (Daten nicht gezeigt), wurde ein neuer Ansatz gewdhlt. Hierzu wurden
HEK?293-Zellen mit Flag- und Myc-RKIP****® transfiziert und vor der Immunprazipitation
entweder 2 h mit dem PKC-Inhibitor Bisindolylmaleimid I (GFX) oder fir 5 min mit dem
PKC-Aktivator PMA behandelt. Die Behandlung mit GFX inhibierte die Phosphorylierung
von RKIP***¥® nahezu komplett (Abb. 26).
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anti-pRKIP (S153) v wmm
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RKIPA143-G

Abb. 26: Die Phosphorylierung von RKIP2!%*® an S153 kann durch einen PKC-Inhibitor gehemmt
werden.

HEK?293-Zellen wurden mit Myc-RKIP**3® transfiziert und entweder mit dem PKC-Inhibitor
Bisindolylmaleimid I (GF109203X, GFX; 3 uM, 2 h) oder mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA; 1 uM,
5 min) behandelt und lysiert. Zur Detektion der Phosphorylierung wurden ein phosphospezifischer RKIP-
Antikdrper (anti-pRKIP(S153)) und zur Kontrolle der Expressionsmengen ein anti-Myc-Antikdrper
verwendet. In der Abbildung ist angegeben, welche Proben mit PMA oder mit GFX behandelt wurden
(Abbildung aus Deiss et al. 2012).

Durch Immunprazipitation von Flag-RKIP**3®

und nachfolgende Detektion von co-
prazipitiertem Myc-RKIP oder GRK2 mittels Westernblot zeigte sich, dass die verstarkte
Dimerisierung und GRK2-Bindung unabhdngig von der verstarkten Phosphorylierung von
RKIP***® \war, da weder die Dimerisierung noch die Interaktion mit GRK2 nach GFX- oder

PMA-Behandlung veréndert war (Abb. 27).

IP: anti-Flag (RKIP)
anti-Myc (RKIP) s s e

anti-GRKZ === e

anti-Flag (RKIP) s s s

PMA - + -
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RKI P.‘_\'|43—E

Abb. 27: Dimerisierung und GRK2-Bindung von RKIP***-¢ sind phosphorylierungsunabhéangig.
HEK?293-Zellen wurden mit Flag- und Myc-RKIP2*36 und mit GRK2 transfiziert. Flag-RKIP wurde
immunprazipitiert und co-immunprazipitiertes Myc-RKIP2*® ynd GRK2 im Immunoblot detektiert. Die
Zellen wurden wie angegeben entweder mit dem PKC-Inhibitor (GFX; 3 pM, 2h) oder mit dem PKC-
Aktivator Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA; 1 uM, 5 min) behandelt (Abbildung aus Deiss et al. 2012).

Diese Versuche zeigen, dass RKIP mit einer Deletion der Aminoséuren 143-146 phospho-
rylierungsunabhéngig stérker dimerisiert als Wildtyp-RKIP. Da auch eine verstarkte
Interaktion mit GRK2 gezeigt werden konnte, scheint nicht die Phosphorylierung sondern die
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Dimerisierung von RKIP wichtig fir die Dissoziation des RKIP/Rafl-Komplexes und die

Assoziation von RKIP mit GRK2 zu sein.

4.5 Die Dimerisierung von RKIP ist essentiell fur die RKIP/GRK2-

Interaktion

PSI8¥A  war die

Abgesehen von der phosphorylierungsdefizienten RKIP-Mutante RKI
Generierung einer Monomermutante nicht erfolgreich gewesen. Eine solche Mutante hatte
zeigen koénnen, ob es die Phosphorylierung und/oder die Dimerisierung von RKIP ist, welche
Uber die Interaktion von RKIP mit Rafl oder GRK2 entscheidet. Um diese Frage zu kléren,
wurde schlieBlich folgende Strategie gewahlt: Wenn die in 4.3 beschriebene Schleife von
RKIP tatsdchlich die Interaktionsflache des Dimers darstellt, konnte ein Peptid bestehend aus
dieser Schleife die Dimerisierung von RKIP kompetitiv inhibieren. Um diese Hypothese zu
testen, wurden HEK?293-Zellen erneut mit Flag- und Myc-RKIP und GRK?2 transfiziert und
Co-Immunprazipitationsexperimente wie in 4.1 beschrieben durchgefiihrt, wobei die Zellen
zusatzlich mit dem Peptid Myc-RKIP*27¢ (RKIP*2"4%) oder mit leerem Vektor (Kon) co-
transfiziert wurden. Tatséchlich hemmte dieses Peptid effektiv die phosphorylierungs-
induzierte Dimerisierung von RKIP. Mit diesem Peptid konnte infolgedessen nun untersucht
werden, ob die Hemmung der RKIP-Dimerisierung die RKIP/GRK2-Interaktion beeinflusst.

Interessanterweise hemmte das Peptid die RKIP/GRK2-Interaktion (Abb. 28).
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IP: anti-Flag (RKIP)
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Abb. 28: Die Dimerisierung und GRK2-Bindung von RKIP wird durch das Peptid RKIP?7146
gehemmt.

HEK293-Zellen wurden mit Flag- und Myc-RKIP, GRK2 und entweder mit leerem Vektor (Kon) oder mit
dem RKIP-Fragment RKIP27"14¢ co-transfiziert. Zellen wurden wie angegeben mit Phorbol-12-myristat-13-
acetat zur Aktivierung von PKC (PMA, 1puM, 5 min) behandelt und lysiert. Flag-RKIP wurde
immunprazipitiert und co-immunprézipitiertes Myc-RKIP und GRK2 wurden mit den angegebenen
Antikdrpern im Immunoblot visualisiert (Abbildung aus Deiss et al. 2012).

Dies deutet daraufhin, dass eine Hemmung der RKIP-Dimerisierung zu einer Hemmung der
RKIP/GRK2-Interaktion fuhrt und somit die Dimerisierung essentiell fir die RKIP/GRK2-

Interaktion sein koénnte.

Um eine Hemmung der RKIP/GRK2-Interaktion durch eine Myc-RKIP*"*.vermittelte
Hemmung der RKIP-Phosphorylierung ausschlieBen zu kdénnen, wurde der Phospho-
rylierungsstatus von RKIP mit einem anti-pRKIP(S153)-Antikorper im Westernblot
Uberprift. Wie in Abb. 29 gezeigt, hemmte das Peptid die S153-Phosporylierung von RKIP
jedoch nicht. Auch die Expression von Myc-RKIP war nicht vermindert (Abb. 29).

anti-pRKIP (S153) - -
anti-Myc-RKIP s s s s
PMA - + - +

Kon RKI|P27-46

Abb. 29: Die Expression von RKIP?1® hat keinen Einfluss auf die Phosphorylierung von RKIP an
S153.

Gezeigt ist eine Immunoblotanalyse der in Abb. 28 verwendeten Zelllysate mit anti-pRKIP(S153)-
Antikorpern zur Detektion des Phosphorylierungsstatus und mit anti-Myc-Antikérpern zur Uberpriifung einer
gleichmdRigen RKIP-Expression in den zu vergleichenden Proben (Abbildung aus Deiss et al. 2012).

Da durch die Uberexpression von RKIP*2 nyr die RKIP/GRK2-Bindung gehemmt wurde,
nicht aber die RKIP/Rafl-Interaktion (Abb. 30), geben diese Versuche einen weiteren
77



4 Ergebnisse

Hinweis darauf, dass die Dimerisierung von RKIP Uber seine Interaktion mit Rafl oder
GRK2 entscheidet.

IP: anti-Flag (RKIP)
anti-Raf1 .o

anti-Flag (RKIP) SR D S
PMA - + -
KOI'I RK|p12?-46

Abb. 30: Die Expression von RKIP*71%¢ hat keinen Einfluss auf die RKIP/Rafl-Interaktion.
Immunpréazipitation (IP) von Flag-RKIP wt aus Zellen, die mit Flag-RKIP und Rafl und entweder mit leerem
Vektor (Kon) oder mit dem RKIP-Fragment RKIP*2"*® co-transfiziert worden waren. Zellen wurden mit
Phorbol-12-myristat-13-acetat stimuliert wie angegeben (PMA; 1 uM, 5 min) und co-prézipitiertes Rafl
wurde mittels Immunoblot detektiert (Abbildung aus Deiss et al. 2012).

Als Kontrolle fiir unspezifische Effekte von RKIP?*® auf die Dimerisierung von RKIP
wurde in weiteren Versuchen anstelle des leeren Vektors ein Kontrollpeptid (RKIP*#)
verwendet, welches aus dem N-Terminus von RKIP bestand und die gleiche Lange wie
RKIP'2%® hatte. Dieses Peptid zeigte keinerlei Wirkung auf die Dimerisierung oder
Interaktion von RKIP und GRK2 (Abb. 31).

IP: anti-Flag (RKIP)
anti-Myc (RKIP)

anti-GRK2 -« e . o

anti-Flag (RKIP) gy #% S S
PMA - + - +
RKIP120 RK|P127-46

Abb. 31: Das RKIP-Fragment RKIP¥?"% hemmt die RKIP-Dimerisierung und RKIP/GRK2-
Interaktion wahrend das RKIP-Fragment RKIP? keinen Effekt hat.

Immunprézipitation (IP) von Flag-RKIP wt aus Zellen, die mit Flag- und Myc-RKIP und GRK2 und entweder
mit dem RKIP-Fragment RKIPY° oder RKIP?"-146 co-transfiziert worden waren. Zellen wurden mit Phorbol-
12-myristat-13-acetat (PMA, 1 pM, 5 min) stimuliert wie angegeben. Co-préazipitiertes Myc-RKIP und GRK2
wurden mit den angegebenen Antikérpern im Immunoblot visualisiert (Abbildung aus Deiss et al. 2012).

Sogar die verstarkte Dimerisierungstendenz und GRK2-Bindung der phosphomimetischen
Mutante RKIP*EE und der Dimermutante RKIP*'**® wurde gleichermaRen durch RKIP*2" 146
gehemmt, wahrend RKIPY? erneut keinen Effekt zeigte (Abb. 32).
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IP: anti-Flag (RKIP)
anti-Myc (RKIP) «is s -
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Abb. 32: Das RKIP-Fragment RKIP?7-24¢ hemmt die Dimerisierung von RKIP**%¢ ynd RKIPS¥/EE ynd
deren Interaktion mit GRK2 wahrend das RKIP-Fragment RKIP?" keinen Effekt hat.

Immunprazipitation (IP) von Flag-RKIP aus Zellen, die mit Flag- und Myc-RKIP2143® (linke Seite) oder mit
Flag- und Myc-RKIPSKISS/7EE (RK|PSKEE ~ rechte Seite) transfiziert worden waren. Die Zellen wurden
zusatzlich mit dem RKIP-Fragment RKIPY2° oder RKIP?7-146 co-transfiziert und wie angegeben mit PMA

(1 uM, 5 min) stimuliert. Co-prazipitiertes Myc-RKIP und GRK2 wurden mit den angegebenen Antikdrpern
im Immunoblot visualisiert (Abbildung aus Deiss et al. 2012).

Vermutlich auf Grund ihrer kleinen GroRe lieBen die Peptide RKIP*2"*® und RKIP*? sich
nicht im Westernblot nachweisen (Daten nicht gezeigt). Deswegen wurde die Expression der

mMRNA der verwendeten RKIP-Fragmente mittels Reverser Transkriptase-PCR (RT-PCR)
und die Proteinexpression im Tupfelblot Gberprift (Abb. 33 A, B).
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Abb. 33: Nachweis der Expression der verwendeten RKIP-Fragmente.

A, Gezeigt ist eine reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR). RNA wurde aus HEK293-Zellen isoliert, die
entweder mit leerem Vektor (Kon) oder den Myc-RKIP-Fragmenten RKIP*2® oder RKIP27-1® transfiziert
worden waren. PCR-Produkte wurden durch Agarosegelelektrophorese analysiert. B, Die Expression der Myc-
RKIP-Fragmente RKIP?146 ynd RKIP®-1% wurde mittels Tiipfelblot unter Verwendung eines anti-Myc-
Antikorpers nachgewiesen. C, Die Expression der Myc-RKIP-Fragmente RKIPY® und RKIP310 wurde
analysiert durch TRIS-Tricin-SDS-PAGE und nachfolgende Immunoblotanalyse mit einem anti-Myc-
Antikdrper (Abbildung aus Deiss et al. 2012).

Zusatzlich wurde getestet, ob langere RKIP-Fragmente (RKIP**® und RKIP**™°), welche
ebenfalls die Sequenz der Schleife 127-150 einschlossen und sich aber im Westernblot
nachweisen lieBen (Abb. 33 C), ebenfalls die Dimerisierung und RKIP/GRK2-Interaktion
hemmen. Fir den Nachweis dieser Fragmente wurde das von Schagger et al. eingefihrte
TRIS-Tricin-Gelsystem verwendet (Abb. 33 C), welches sich insbesondere fur die
Auftrennung von Proteinen unter 10 kDa eignet (Schagger & von Jagow 1987). Wie Abb. 34
zeigt, hemmten auch die Fragmente RKIP***° und RKIP®***° die RKIP-Dimerisierung und die
RKIP/GRK2-Interaktion. Kontrollzellen wurden entweder mit leerem Vektor transfiziert
(Kon) oder mit dem Kontrollpeptid RKIP®". Diese Versuche bestitigen, dass die
Aminosauren 127-150 von RKIP an der Dimerisierung von RKIP beteiligt sind und dass die
Dimerisierung von RKIP wichtig fiir die RKIP/GRK2-Interaktion ist.
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Abb. 34: Auch langere RKIP-Fragmente, welche die Sequenz der Schleife 127-150 beinhalten, hemmen
die RKIP-Dimerisierung und RKIP/GRK2-Interaktion.

Immunprézipitation (IP) von Flag-RKIP aus Zellen, die mit Flag- und Myc-RKIP und GRK2 und entweder
mit leerem Vektor (Kon) oder dem RKIP-Fragment RKIPY®® (A) oder RKIPY®" oder RKIP31%% (B) co-
transfiziert worden waren. Zellen wurden mit PMA (1 uM, 5 min) zur Aktivierung von PKC behandelt und
lysiert. Co-prézipitiertes Myc-RKIP und GRK2 wurden mit den angegebenen Antikdérpern im Immunoblot
visualisiert (Abbildung aus Deiss et al. 2012).

46 GRK2 bindet an RKIP-Dimere in vitro

Wie in 4.5 durch Co-Immunprézipitationsexperimente gezeigt, verhindert die Hemmung der
Dimerisierung von RKIP dessen Interaktion mit GRK2. Dies deutet darauf hin, dass GRK2
praferentiell mit RKIP-Dimeren interagiert. Um dies zu verifizieren, sollte der
RKIP/RKIP/GRK2-Komplex in vitro nachgewiesen werden. Hierzu wurden chemische
Vernetzungsexperimente mit gereinigter GRK2 und Wildtyp-RKIP, RKIP™EE  oder
RKIP*® unter Verwendung des chemischen Vernetzers Sulfo-ethylenglycol-bis-
(succinimidylsuccinat) (SEGS) durchgefuhrt. In der Tat konnten fast ausschlie3lich Komplexe
mit einer GroBe von etwa 122 kDa nachgewiesen werden, was der GroRe eines
RKIP/RKIP/GRK2-Komplexes entspricht. Die erhthte Tendenz zur Dimerisierung der
Mutanten RKIPSKEE und RKIP2*3® ging mit einer erhdhten GRK2-Bindung einher. Wie
bereits in Zellen gezeigt (Abb. 18, Abb. 22), zeigte sich die erhdhte Dimerisierungstendenz
auch in einer geringeren Menge von monomerem RKIPS<EE und RKIP21**® nach Vernetzung
(Abb. 35). Es ist anzumerken, dass der Film, welcher die Monomerbande zeigt, kirzer
belichtet wurde (um unterschiedliche Intensitaten der einzelnen Banden sehen zu kdnnen), als
die Filme der Dimerbande und des RKIP/RKIP/GRK2-Komplexes. Das Monomer/Dimer-
Verhéltnis wurde nicht bestimmt, da es stark von den gewdahlten Vernetzungsbedingungen

wie zum Beispiel Proteinkonzentration, Konzentration des Vernetzers, Inkubationszeit
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und -temperatur abhangig ist (Klockenbusch & Kast 2010). Dieses Experiment bestatigt, dass
GRK?2 in vitro tatsachlich praferentiell mit RKIP-Dimeren interagiert.

IB: His (RKIP)
118 kDa — - 8 ¥ < GRK2/RKIP/RKIP
90 kDa — A
50 kDa —
25 W —<RKIP Dimer
26 kDa —

28§ <RKIP Monomer

& Q\xi‘ & 0°
¥ & K

Abb. 35: GRK2 bindet praferentiell an RKIP-Dimere in vitro.

Gezeigt sind Vernetzungsexperimente ohne (Kon) oder mit gereinigtem His-RKIP wt, His-RKIPSKS3/7EE
(RKIPSX'EEY oder His-RKIP214%® ynd gereinigter GRK2 unter Verwendung von sEGS (0,3 mM, 15 min, RT)
als chemischem Vernetzer. RKIP-Komplexe wurden mittels SDS-PAGE aufgereinigt und mit einem anti-His-
Antikdrper visualisiert. Die Positionen der molekularen Massenstandards sowie die jeweiligen Banden des
RKIP/RKIP/GRK2-Komplexes, des RKIP-Dimers und des RKIP-Monomers (kiirzer belichteter Film) sind
angegeben (Abbildung aus Deiss et al. 2012).

4.7 Eine verstarkte Dimerisierung von RKIP bewirkt eine verminderte

Raf-Hemmung und eine starkere GRK2-Hemmung

Als nachstes stellte sich die Frage, ob RKIP*E und RKIP***3*®, die schwacher mit Rafl aber
starker mit GRK2 interagieren, auch die inhibitorische Aktivitdt von RKIP gegeniiber Rafl
und GRK2 beeinflussen.

Um dies zu untersuchen, wurden HEK293-Zellen mit Wildtyp-RKIP, RKIPS“EE oder
RKIP*3® transfiziert. Auch hier wurde mit in etwa physiologischen Expressionsmengen
gearbeitet (Abb. 36).
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Abb. 36: Die Expressionsmengen von exogenem Wildtyp-RKIP, RKIPSYEE und RKIPA1*¢ und

endogenem RKIP sind ahnlich.

Die Abbildung zeigt eine Immunoblotanalyse der Expressionsmengen von exogenem und endogenem RKIP
mit einem anti-RKIP-Antikorper. Zellen wurden mit leerem Vektor (Kon), Myc-RKIP wt, Myc-RK|PSK153/7EE
(RKIPSKEEY oder Myc-RKIP21436 transfiziert. Pfeile markieren die jeweiligen Banden von exogenem und
endogenem RKIP (Abbildung aus Deiss et al. 2012).

Eine Aussage Uber die Raf-Aktivitat liefert die Ermittlung der Phosphorylierung der
Effektorkinasen ERK1/2 (1.2), fur die phosphospezifische Antikorper existieren. Wie in
Abb. 37 zu sehen ist, zeigte nur Wildtyp-RKIP eine signifikante Hemmung der ERK1/2-
Phosphorylierung, d.h. eine signifikante Hemmung der ERK1/2-vorangeschalteten Kinase
Raf. Da die Aktivitat von endogenem ERK1/2 und Raf bestimmt wurde, lasst sich nicht
sagen, ob nur Rafl oder auch die anderen Isoformen A-Raf und B-Raf gehemmt wurden, so

dass hier — wie auch an spaterer Stelle — nur die Bezeichnung Raf-Aktivitat verwendet wird.
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Abb. 37: Wildtyp-RKIP hemmt die Raf-induzierte Phosphorylierung von ERKZ1/2 starker als
RKIPSK/EE ynd RK1PA14%,

A, Gezeigt ist die Quantifizierung der ERK1/2-Phosphorylierung in HEK293-Zellen mit stabiler Expression
von GFP-B,AR und co-transfiziertem leerem Vektor (Kon), Myc-RKIP wt, Myc-RKIPSKIS¥/7EE (R |pSK/EE)
oder Myc-RKIP213¢ Dije ERK1/2-Phosphorylierung wurde detektiert mit phosphospezifischen Antikérpern
gegen pERK1/2(TEY). Der Graph zeigt die ERK1/2-Phosphorylierung als Prozent der Werte in Abwesenheit
von co-transfiziertem RKIP. n=7 Experimente; *, P < 0.01. Abbildung B zeigt einen reprdsentativen
Westernblot (Abbildung aus Deiss et al. 2012).

Dieser Versuch deutet darauf hin, dass die verstarkte Dimerisierung der Mutanten RKIPS*/5E

und RKIP*1*** die RKIP-vermittelte Raf-Hemmung vermindert.

AnschlieBend wurde der Einfluss einer verstarkten Dimerisierung von RKIP auf die
Hemmung der GRK2-Aktivitat untersucht. GRK sind wichtige negative Regulatoren von
GPCR (Gurevich etal. 2012). Durch Phosphorylierung von aktivierten GPCR induzieren
GRK die Desensibilisierung und Internalisierung von GPCR und beenden so die G-Protein-
Aktivierung und nachfolgende Generierung sekundarer Botenstoffe. Deswegen kdnnen uber
die Bestimmung der Rezeptorphosphorylierung oder die Messung von sekundaren

Botenstoffen Riickschllsse auf die Aktivitdt von GRK gezogen werden (Lorenz et al. 2003).

Hierzu wurde die Rezeptorphosphorylierung in HEK293-Zellen mit stabiler Expression von
GFP-getaggten B,-adrenergen Rezeptoren bestimmt, da fir diesen Rezeptor ein phospho-
spezifischer Antikorper (pB2AR(S355/356)) verfilgbar ist. In einem Vorversuch wurde mittels
Co-Immunprazipitation gezeigt, dass RKIP auch nach Stimulation von ;AR mit dem

B-adrenergen Agonisten Isoprenalin dimerisiert (Abb. 38).
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IP: anti-Flag (RKIP)
anti-Myc (RKIP) e e

anti-Flag (RKIP) s s
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Abb. 38: RKIP dimerisiert nach Stimulation von B,-adrenergen Rezeptoren (f,AR) mit Isoprenalin.
Die Abbildung zeigt ein vorlaufiges Ergebnis (n=2) einer Immunprazipitation (IP) von Flag-RKIP in Lysaten
von HEK293-Zellen, die mit Flag- und Myc-RKIP und mit dem B,AR co-transfiziert worden waren. Co-
prazipitiertes Myc-RKIP wurde im Immunoblot detektiert. Die Isoprenalin-Stimulation (Iso; 1 uM, 5 min) ist
angegeben.

Fur die Bestimmung der B,AR-Phosphorylierung in Gegenwart von RKIP wurden Zellen mit
vergleichbaren Mengen an Wildtyp-RKIP, RKIPSEE RKIP*1*3® oder leerem Vektor (Kon)
transfiziert (Abb. 39). Die Expression der RKIP-Konstrukte entsprach in etwa der Expression
des endogenen RKIP (Daten nicht gezeigt, Abb. 36).

anti-Myc (RKIP) = S e -

Abb. 39: Wildtyp-RKIP, RKIPSXEE ynd RKIP2*3-® wurden in p,AR-Zellen in vergleichbaren Mengen
exprimiert.
Myc-RKIP wt, -RKIPSKISS/TEE (RK|PSK/EEY ynd -RKIP2Y3® wurden in HEK293-Zellen mit stabiler Expression

des B,AR co-exprimiert und mit einem anti-Myc-Antikdrper nachgewiesen. Kontrollzellen wurden mit leerem
Vektor transfiziert (Kon).

Da der B2AR nicht nur durch GRK2 sondern auch durch GRK6 an S555/356 phosphoryliert
(Nobles etal. 2011) und diese Phosphorylierung auch durch den in den folgenden
Experimenten verwendeten anti-pf,AR(S355/356)-Antikorper detektiert werden kann,
wurden die Zellen mit GRK2 co-transfiziert, um so Hintergrundsignale durch andere Kinasen
zu vermindern. Wie in Abb. 40 zu sehen ist, resultierte nur die Uberexpression von GRK2 in
einem starken immunreaktiven pB.AR(S355/356)-Signal nach Isoprenalin-Stimulation. Da
keine spezifischen Antikorper fur die Detektion des B2AR bekannt sind (Hamdani & van der
Velden 2009), wurde die Rezeptorexpression unter Verwendung eines anti-GFP-Antikorpers

Uberpruft.
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Abb. 40: Die Uberexpression von GRK2 fiihrt zu einer starken Phosphorylierung des B,-adrenergen
Rezeptors (B,AR) nach Isoprenalin-Stimulation.

Gezeigt ist eine Immunoblot-Analyse der Isoprenalin-stimulierten B,AR-Phosphorylierung in HEK293-
Zellen, die stabil mit GFP-B,AR und transient ohne oder mit GRK2 transfiziert worden waren. Die
Phosphorylierung des Rezeptors wurde mit einem phosphospezifischen Antikérper (pB,AR(S355/6))
detektiert und die Gesamtmenge an Rezeptor mit einem anti-GFP-Antikérper. Die Transfektion von GRK2
und die Isoprenalin-Stimulation (Iso; 1 uM, 5 min) sind in der Abbildung angegeben (Abbildung aus Deiss
et al. 2012).

Die Rezeptorphosphorylierung wurde durch fiinfmindtige Stimulation mit Isoprenalin
induziert und anschlieBend mit anti-pB,AR(S355/356)-Antikdrpern im  Westernblot
dargestellt. Die densitometrische Auswertung der erhaltenen Signale zeigte nicht nur, dass
alle RKIP-Konstrukte die Rezeptorphosphorylierung signifikant hemmten, sondern auch, dass
RKIPSWEE und RKIPA¥® die Rezeptorphosphorylierung und damit die GRK2-Aktivitat
etwas starker hemmten als Wildtyp-RKIP. Dies auflerte sich in schwacheren immuno-
reaktiven pB.AR(S355/356)-Signalen im Westernblot in den Proben, die mit RKIP*/EE oder
RKIPA*3® transfiziert waren im Vergleich zu mit Wildtyp-RKIP transfizierten Proben
(Abb. 41). Diese Versuche zeigen nicht nur, dass die dimerischen RKIP-Mutanten RKPSK/EE
und RKIP***® funktionell beziiglich der Hemmung von GRK2 sind, sondern auch, dass sie
die GRK2-Aktivitat sogar besser hemmen als Wildtyp-RKIP.
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Abb. 41: RKIPSYEE ynd RKIP2™*® hemmen die GRK2-vermittelte Phosphorylierung von
B.-adrenergen Rezeptoren (B,AR) nach Isoprenalin-Stimulation starker als Wildtyp-RKIP.

A, Abgebildet ist die Quantifizierung der Isoproterenol-induzierten Phosphorylierung von B,AR (lso; 1 uM,
5 min) in HEK293-Zellen, welche stabil mit GFP-B,AR und transient mit GRK2, Myc-RKIP wt oder Myc-
RKIPSKISSITEE (RK|PSKEEY oder Myc-RKIPAM%® transfiziert worden waren. Die Rezeptorphosphorylierung
wurde detektiert mit phosphospezifischen Antikdérpern (pB,AR(S355/6)). Der Graph zeigt die Isoprenalin-
stimulierte B,AR-Phosphorylierung als Prozent der Werte in Abwesenheit von co-transfiziertem RKIP. n=5-6
Experimente; *, P < 0.05. Abbildung B zeigt einen représentativen Westernblot (Abbildung aus Deiss et al.
2012).

Dies wurde im Folgenden auch flr gereinigte Proteine in vitro gezeigt. Hierzu wurde
Rhodopsin als Substrat verwendet, welches durch Licht aktiviert werden kann. Dieser
Rezeptor wird unter physiologischen Bedingungen von GRK1 phosphoryliert (Weller et al.
1975), kann aber in vitro ebenfalls von GRK2 phosphoryliert werden (Benovic et al. 1986).
Dank seiner hohen Expression in den Stabchenzellen des Auges lassen sich Membranen mit
einem sehr hohen Rhodopsingehalt préparieren (Wilden & Kuhn 1982) und konnen als
Substrat flr in vitro Versuche zur GRK-vermittelten Rezeptorphosphorylierung herangezogen
werden (Praparation von Rhodopsinmembranen aus boviner Retina durch C. Dees). Bovine
GRK2 wurde aus mit Baculoviren-transfizierten Insektenzellen isoliert (Aufreinigung durch
C. Dees). His-RKIP wurde im Rahmen dieser Arbeit in E. coli exprimiert und aufgereinigt
(Abb. 42).
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Abb. 42: SDS-PAGE-Gele von gereinigter GRK2 und RKIP-Proteinen (angefarbt mit Coomassie-
Brilliant Blau-L&sung).

Bovine GRK2 wurde in mit Baculoviren infizierten Sf9-Zellen exprimiert und durch SP- und Heparin-
Sepharose-Chromatographie aufgereinigt. His-RKIP-Proteine wurden in E. coli exprimiert und durch Metall-
affinitatschromatographie aufgereinigt. GRK2 besitzt eine molare Masse von ~80 kDa, RKIP eine molare
Masse von ~21 kDa. Ein ProteingréfRenstandard in kDa ist angegeben.

Um die GRK-vermittelte Rhodopsinphosphorylierung in Gegenwart der verschiedenen RKIP-
Proteine zu ermitteln, wurden Rhodopsin und GRK2 ohne (Kon) oder mit His-Wildtyp-RKIP,
RKIPSWEE oder RKIPA*® in Gegenwart von 32P-markiertem ATP unter Rotlicht
zusammengegeben. Die Aktivierung von Rhodopsin wurde durch WeiBlicht initiiert und nach
10 min abgestoppt. Die Proteine wurden mittels Gelelektrophorese separiert und anhand des
in  Rhodopsin inkorporierten radioaktiv markierten Phosphats das Ausmall der
Rezeptorphosphorylierung in Gegenwart der verschiedenen RKIP-Mutanten miteinander
verglichen. Unter diesen in vitro Bedingungen zeigten sich die RKIP-Mutanten ebenfalls als
funktionelle GRK2-Inhibitoren (Abb. 43).
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Abb. 43: RKIPSYEE ynd RKIP2*3® hemmen die GRK2-vermittelte Phosphorylierung von Rhodopsin
starker als Wildtyp-RKIP.

Gezeigt ist die Quantifizierung der GRK2-vermittelten Rhodopsinphosphorylierung in Abwesenheit (Kon)
oder Gegenwart von gereinigtem His-RKIP wt, His-RKIPSKI®¥7EE (RKIPSKEEY gder His-RKIPA1*36, Die
Rhodopsinphosphorylierung wurde analysiert durch Verwendung von [y-*?P]-ATP und Autoradiographie
sowie Phosphoimager-Analyse der Gele nach SDS-PAGE. Der Graph zeigt die Licht-stimulierte Rhodopsin-
phosphorylierung als Prozent der Werte in Abwesenheit von gereinigtem RKIP. n=15 Experimente;
* P < 0.05 (Abbildung aus Deiss et al. 2012).

Die Hemmung der Rezeptorphosphorylierung durch die Mutanten RKIPS<EE und RK1PA143
im Vergleich zu Wildtyp-RKIP war in diesem in vitro Versuch deutlicher als bei der in Zellen
bestimmten B,AR-Phosphorylierung (Abb. 41). Dies ist vermutlich auf die Abwesenheit von
PKC unter den in vitro Bedingungen zuriickzufiihren. Da RKIPSKEE und RKIPY*%® pereits
unter basalen Bedingungen dimerisieren, deuten diese Versuche darauf hin, dass die RKIP-

Dimerisierung die Hemmung von GRK2 beglinstigt.

In einem weiteren Ansatz wurde versucht, das unterschiedliche Ausmal der GRK2-
Hemmung von Wildtyp-RKIP und den dimerischen RKIP-Mutanten auch auf der Ebene der
durch Rezeptoraktivierung generierten sekundéren Botenstoffe nachzuweisen. Hierzu wurden
ROS-Zellen gewahlt, da diese den Parathormon (PTH)-Rezeptor exprimieren und K. Lorenz
bereits gezeigt hatte, dass Uberexprimiertes RKIP die PTH-induzierte Phosphorylierung
dieses Rezeptors verringert (Lorenz et al. 2003). Der PTHR ist ein GPCR, der sowohl an Gs-
als auch an G4-Proteine koppelt (Mannstadt et al. 1999), so dass uber die Bestimmung von
CAMP oder IP; indirekt eine Aussage Uber die GRK2-Aktivitat gewonnen werden kann.
Durch die RKIP-vermittelte Hemmung von GRK2 und der damit verbundenen vermehrten

Rezeptoraktivitat ware eine erhdhte Menge von sekundaren Botenstoffen in Gegenwart von
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RKIP zu erwarten. In der vorliegenden Arbeit wurde die PTH-induzierte cAMP-Produktion in
Abwesenheit (Kon) oder Anwesenheit der verschiedenen RKIP-Proteine untersucht. Mit
leerem Vektor, RKIP, RKIPSEE oder RKIP*¥*** transfizierte ROS-Zellen wurden mit PTH
fur 5min stimuliert und das zellulire cAMP wurde anschlieBend mit Hilfe eines
Radioimmunoassay-Kits bestimmt. Hierzu wurden die Zelllysate mit spezifischen
Antikorpern gegen cAMP in Gegenwart von einer bekannten Menge radioaktiven cAMP
inkubiert. Durch anschlieBende Bestimmung des an die Antikérper gebundenen CAMP im
Gamma-Zahler kann das in den Zelllysaten befindliche cAMP ermittelt werden. Wie in
Abb. 44 zu sehen ist, fuhrte die Expression aller RKIP-Proteine zu einer signifikanten
Steigerung der cAMP-Produktion nach Stimulation des PTH-Rezeptors mit PTH. Allerdings
konnten mit dieser Methode keine Unterschiede in der inhibitorischen Aktivitit der RKIP-

Proteine festgestellt werden.

1501

*

125+ —

1004

cAMP-Produktion (% der Kon)

-~
(4]
|

< o
0{\ & cg‘*‘\@ '\b‘rb

¥ L& &
E o o8

<&

Abb. 44: Die Uberexpression von Wildtyp-RKIP, RKIPSKEE ynd RKIPA6 jn ROS-Zellen fuhrt zu
einer signifikanten Steigerung der PTH-induzierten cAMP-Produktion.

Gezeigt ist die Quantifizierung der PTH-stimulierten (30 nM, 5 min) cAMP-Produktion in ROS-Zellen in
Abwesenheit (Kon) oder Gegenwart von transfiziertem Myc-RKIP wt, Myc-RKIPSKISS/7EE (RK|PSKEEY gqer
Myc-RKIP2143-6  Dje cAMP Menge wurde durch einen Radioimmunoassay bestimmt. Der Graph zeigt die
PTH-stimulierte cAMP-Produktion als Prozent der Kontrolle (Kon). n=9 Experimente; *, P < 0.05.

4.8 Nachweis eines RKIP/RKIP/GRK2-Komplexes in Mausherzen

Da die vorherigen Versuche alle unter Verwendung von exogenem RKIP und GRK2 in Zellen
oder mit gereinigten Proteinen durchgefiihrt worden waren, sollte nun untersucht werden, ob

die RKIP-Komplexe auch in nativem Gewebe mit endogenen Proteinen nachweisbar sind.
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GRK?2 ist von besonderer Bedeutung im Herzen und wird als vielversprechendes Zielprotein
fir Arzneistoffe in der Therapie der Herzinsuffizienz und anderen kardiovaskul&ren
Erkrankungen diskutiert (Lohse et al. 2003; Belmonte & Blaxall 2011; Rengo et al. 2012).
Deswegen wurde untersucht, ob der RKIP/RKIP/GKR2-Komplex im Herzen nachgewiesen
werden kann. Hierzu wurden Mausherzen von Wildtyp-Mausen mit einer Lésung des Cross-
linkers Formaldehyd perfundiert, lysiert und mittels Immunoblotanalyse auf die Anwesenheit
von RKIP/GRK2-Komplexen untersucht. Tatsachlich detektierten sowohl GRK2- als auch
RKIP-Antikorper einen Komplex von etwa 122 kDa, was der Grof3e eines mdoglichen
RKIP/RKIP/GRK2-Komplexes entspricht. Diese Befunde deuten darauf hin, dass RKIP-
Dimere auch unter physiologischen Bedingungen vorkommen und an GRK2 binden.
Interessanterweise war im RKIP-Immunoblot eine schwache weitere Bande von etwa 94 kDa
zu sehen, die der GroRe nach den RKIP/Rafl-Komplex darstellen kénnte (Abb. 45).

IB: anti-GRK2 IB: anti-RKIP

118 kDa— o s = RKIP/RKIP/GRK2
90 kDa 2 < RKIP/Raf
PFA -+ -+

Abb. 45: Nachweis eines ~122 kDa Komplexes bestehend aus GRK2 und RKIP in Mausherzen.

Die Abbildung zeigt Vernetzungsexperimente in Wildtyp-Mausherzen unter Verwendung des chemischen
Cross-linkers Formaldeyhd (PFA; 4 % in PBS-Puffer, 9 min). Proteinkomplexe wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und mit anti-GRK2- und anti-RKIP-Antikérpern im Immunoblot analysiert. Die Positionen der
molekularen Massenstandards und die jeweiligen Banden des RKIP/RKIP/GRK2-Komplexes und des
RKIP/Rafl-Komplexes sind angegeben (Abbildung aus Deiss et al. 2012).

Da ich zeigen konnte, dass die Phosphorylierung von RKIP eine Voraussetzung zur
Dimerisierung ist (4.1), wurde der Phosphorylierungsstatus von RKIP in Mausherzen
untersucht. Hierzu wurden zwei unterschiedliche Ansétze verfolgt. Zuerst wurden Herzen mit
PBS-Puffer oder dem PKC-Inhibitor Bisindolylmaleimid I (GFX) perfundiert, um die PKC-
vermittelte RKIP-Phosphorylierung zu hemmen, und diese dann mittels Immunoblot
analysiert. Dabei zeigte sich, dass RKIP in den mit PKC-Inhibitor behandelten Herzen
weniger stark phosphoryliert war als in den nur mit PBS-Puffer perfundierten Herzen
(Abb. 46).
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Abb. 46: Die RKIP-Phosphorylierung in Mausherzen ist nach Perfusion mit einem PKC-Inhibitor
reduziert.

Gezeigt ist eine Immunoblotanalyse von aus Herzen von Wildtyp-Méausen gewonnenen Lysaten, welche mit
PBS-Puffer ohne oder mit dem PKC-Inhibitor Bisindolylmaleimid | (GFX; 1,5 uM, 3 min) perfundiert
worden waren. Die RKIP-Phosphorylierung wurde im Immunoblot unter Verwendung eines gegen
pRKIP(S153)-gerichteten Antikdrpers analysiert (Abbildung aus Deiss et al. 2012).

Da auch durch den VVorgang der Perfusion die Phosphorylierung von RKIP induziert worden
sein konnte, wurden in einem weiteren Ansatz Lysate von nicht-perfundierten Mausherzen
hergestellt und diese mit Protein Phosphatase 1 (PP1) inkubiert. Nach Behandlung mit der
Phosphatase nahm die Phosphorylierung von RKIP deutlich ab (Abb. 47).

IB: pRKIP (S153)

.-

IB: RKIP

- —
PP1 -  +

Abb. 47: Die RKIP-Phosphorylierung in Mausherzlysaten ist nach Behandlung mit einer Protein
Phosphatase reduziert.

Immunoblotanalyse von aus Mausherzen gewonnenen Lysaten, welche ohne oder mit Protein Phosphatase 1
(PP1; 20 U PP1/100 pg Lysat, 30 min, 30 °C) inkubiert worden waren. Die RKIP-Phosphorylierung wurde im
Immunoblot unter Verwendung eines gegen pRKIP(S153)-gerichteten Antikdrpers analysiert (Abbildung aus
Deiss et al. 2012).

Diese beiden Versuchsansatze zeigen deutlich, dass RKIP tatsdchlich in unstimulierten

Herzen durch PKC phosphoryliert wird und somit dimerisieren und GRK2 binden kann.

SchlielRlich wurde auch untersucht, ob ein Komplex bestehend aus monomerem RKIP und
Rafl in Mausherzen existiert. Da sich in den vorherigen Versuchen gezeigt hatte, dass RKIP
bereits unter basalen Bedingungen phosphoryliert ist, wurden die Herzen vor der PFA-
Perfusion mit dem PKC-Inhibitor GFX perfundiert, um die PKC-vermittelte Phospho-
rylierung zu reduzieren. Unter diesen Bedingungen konnte im Immunoblot mit anti-Rafl-

Antikorpern eine schwache Bande von etwa 94 kDa nachgewiesen werden. Dies entspricht
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der GroRe eines RKIP/Rafl-Komplexes. Auf Grund einer starken unspezifischen Rafl-
immunreaktiven Bande, die jedoch auch in den nicht-vernetzten Proben zu sehen war, konnte
die Existenz eines theoretisch mdoglichen RKIP/RKIP/Rafl-Komplexes allerdings nicht
ausgeschlossen werden (Abb. 48). Interessanterweise detektierte der anti-RKIP-Antikdrper
ebenfalls eine etwa 94 kDa grof3e Bande und im Vergleich zu den nicht mit GFX behandelten
Herzen nur eine sehr schwache etwa 122 kDa groRRe Bande (Vergleich Abb. 47 und Abb. 48).
Auch in dem RKIP-Immunoblot war eine unspezifische Bande zu erkennen, die allerdings
nach PFA-Behandlung verschwand. Der Grund hierfur kénnte sein, dass das fir die Bande
verantwortliche Protein durch die Behandlung mit PFA zu einem héher molekularen und/oder
unléslichen Komplex vernetzt wird, und deswegen nach PFA-Behandlung nicht mehr auf

derselben Hohe detektiert wird.

IB: anti-Raf1 IB: anti-RKIP
118 kDa— -a RKIP/RKIP/GRK2
<1
90 kDa_. ’ =8 <RKIP/Raf
PFA - + > +

Abb. 48: Nachweis eines ~94 kDa Komplexes bestehend aus Rafl und RKIP in Mausherzen.
Vernetzungsexperimente in Wildtyp-Mausherzen unter Verwendung des chemischen Cross-linkers
Formaldeyhd (PFA; 4 % in PBS-Puffer, 9 min) nach Perfusion mit dem PKC-Inhibitor Bisindolylmaleimid |
(GFX; 1,5 uM, 3 min). Proteinkomplexe wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit anti-Rafl- und anti-
RKIP-Antikérpern im Immunoblot analysiert. Die Positionen der molekularen Massenstandards und die
jeweiligen Banden des RKIP/RKIP/GRK2-Komplexes und des RKIP/Rafl-Komplexes sind angegeben. Die
offenen Pfeile zeigen unspezifische immunreaktive Banden (Abbildung aus Deiss et al. 2012).

Somit konnte gezeigt werden, dass RKIP in unstimulierten Mausherzen durch PKC
phosphoryliert wird und infolgedessen als Dimer mit GRK2 zu interagieren vermag. Unter
physiologischen Bedingungen scheint RKIP im Herzen nur schwach mit Rafl zu interagieren;
eine verstérkte Interaktion kann nach Hemmung der basalen Phosphorylierung von RKIP
beobachtet werden. Dies deutet darauf hin, dass RKIP im Herzen stérker mit GRK2 als mit

Rafl interagiert.
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5.1 Wie wird die Interaktion von RKIP mit seinen vielen Interaktions-

partnern reguliert?

RKIP reguliert direkt oder indirekt die Aktivitat der Proteinkinasen GRK2, Raf, MEK, ERK,
IKK, NIK, TAK und GSK3p (Zeng etal. 2008; Escara-Wilke et al. 2012). Eine direkte
Interaktion mit RKIP konnte fir Rafl und GRK2 gezeigt werden (Yeung et al. 1999; Lorenz
etal. 2003). Wie die spezifische Interaktion dieses kleinen Proteins (21 kDa) mit seinen
Interaktionspartnern koordiniert wird, ist bislang nicht genau verstanden (Yeung et al. 2000;
2001; Corbit et al. 2003; Lorenz et al. 2003). Ein mechanistisches Verstandnis ist dabei von
besonderem Interesse fur die Interaktion von RKIP mit Rafl und GRK2, da fir diese Kinasen
nicht nur eine direkte Interaktion mit RKIP sondern auch eine Hemmung ihrer Kinaseaktivitat
durch RKIP mit einem ICso-Wert im mikromolekularen Bereich gezeigt wurde (Yeung et al.
1999; Lorenz et al. 2003). Wahrend GRK2 eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der
Herzinsuffizienz spielt, ist eine chronische Aktivierung der Raf/MEK/ERK-Kaskade bei
vielen Tumoren zu finden. Das Verstandnis ihrer RKIP-vermittelten Hemmung koénnte die

Entwicklung spezifischer Inhibitoren voranbringen.

Wie bereits bekannt war, ist ein regulatorischer Mechanismus der Interaktion von RKIP mit
Rafl oder GRK2 die PKC-vermittelte Phosphorylierung von RKIP an S153. So wurde
gezeigt, dass RKIP unter basalen Bedingungen an Rafl bindet, jedoch nach PKC-vermittelter
Phosphorylierung dissoziiert und GRK2 bindet und hemmt (Yeung et al. 1999; Lorenz et al.
2003). Es war unklar, wie diese Phosphorylierung diese Interaktionen zu regulieren vermag,
da sie nicht in der Region von RKIP liegt, die wichtig fir die Interaktion mit Rafl ist
(Aminosduren 77-108 von RKIP, Yeung etal. 2000). Deswegen wurde nach einem
zusatzlichen Element gesucht, welches die Interaktion von RKIP mit Rafl oder GRK2

beeinflussen kdnnte.

Proteinphosphorylierung fuhrt durch die kovalente Anheftung einer Phosphatgruppe an eine
Aminosdureseitenkette zu sterischen und elektrischen Verénderungen der Proteinoberflache.
In der Folge kommt es zu lokalen oder grofReren Konformationsdnderungen oder
Umorientierungen von Subdomdnen (Nishi et al. 2011). Dies wiederum beeinflusst haufig
enzymatische Aktivitét, Protein-Protein-Interaktionen und die subzellulére Lokalisation von

Proteinen. Vielfach kann Proteinphosphorylierung auch die Selbstassoziierung von Proteinen,
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z. B. zu Dimeren, induzieren (Langland & Jacobs 1992; Shuai et al. 1994; Firulli et al. 2003;
Lorenz etal. 2009) oder hemmen (Torshin 1999). Andererseits ist auch bekannt, dass
Dimerisierung die Voraussetzung fir eine nachfolgende Phosphorylierung sein kann
(Madhani 2001; Lemaire et al. 2004). Somit kdnnte die PKC-vermittelte Phosphorylierung
von RKIP eine mdgliche Dimerisierung von RKIP regulieren oder auch durch diese erst
induziert werden. Interessanterweise kristallisieren humanes RKIP sowie ein bakterielles und
ein pflanzliches RKIP-Homolog als Dimer (Banfield et al. 1998; Banfield & Brady 2000;
Serre etal. 2001). Ungeklart war allerdings bisher, ob RKIP-Dimere auch unter
physiologischen Bedingungen existieren und ob sie eine funktionelle Bedeutung besitzen.

5.2 Die Bedeutung und Regulation von homooligomeren Protein-Protein-

Interaktionen

Die transienten Protein-Protein-Interaktionen und deren dynamische Regulation ist ein
wichtiges Thema der Zellbiologie, da sie essentiell fur fast alle biologischen Prozesse sind
(Jones & Thornton 1995; Klemm et al. 1998; Torshin 1999; Shoemaker & Panchenko 2007).
Selbstassoziierung (Homooligomerisierung) und Assoziierung mit anderen Proteinen (Hetero-

oligomerisierung) kann zu Dimeren, Trimeren oder zu Oligomeren héherer Ordnung fiihren.

Im Folgenden wird insbesondere auf die Bedeutung und Regulierung der Homo-
oligomerisierung eingegangen, da diese fir die vorliegende Arbeit von besonderem Interesse
ist. Homooligomerisierung, vor allem Dimerisierung, ist weit verbreitet bei allen Organismen,
da aus ihr strukturelle und funktionelle Vorteile resultieren kdnnen (Gronenborn 2009;
Hashimoto et al. 2011). So kann Oligomerisierung die Diversitat und Spezifitadt von Protein-
Protein-Interaktionen erhéhen, ohne die GenomgroéRe zu verdndern, da Interaktionsflachen
neu entstehen oder verdeckt werden und so die Affinitat fur einige Substrate erhdht und fir
andere reduziert sein kann. Auch die simultane Bindung mehrerer Proteine kann durch
Oligomerisierung ermoglicht werden. Ferner kann die Aktivitdt oder Lokalisation von
Proteinen reguliert oder das Protein durch die verringerte Oberflache vor Denaturierung
geschiitzt werden. Kanalproteine werden vielfach erst durch Oligomerisierung zum Transport
von Molekulen Uber die Zellmembran beféhigt. Fir die Entstehung von komplexen und
stabilen Proteinstrukturen wie z.B. Myosin-, Keratin- und Tubulinfilamenten oder
Kollagenfasern ist Oligomerisierung vorteilhaft, da die Anordnung von mehreren identischen
Untereinheiten zu einer groRen funktionellen Einheit einfacher als die Faltung eines einzigen

grol3en Proteins ist. So beeinflusst Homooligomerisierung die Aktivitat von Enzymen, lonen-
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kanélen, Rezeptoren und Transkriptionsfaktoren und reguliert die Spezifitat und Diversitat
von zelluldren Signalwegen (Klemm et al. 1998; Torshin 1999; Goodsell & Olson 2000;
Nooren & Thornton 2003; Marianayagam et al. 2004; Gronenborn 2009; Hashimoto &
Panchenko 2010; Hashimoto etal. 2011). Deregulierte Oligomerisierung wie etwa die
Bildung von Amyloidfibrillen bei der Alzheimer-Erkrankung oder die Polymerisierung von
H&moglobin bei der Sichelzell-Andmie kann allerdings auch zu pathogenen Zustéanden
fihren. Die Regulation von transienten Protein-Protein-Interaktionen erfolgt entweder durch
eine Anderung der Konzentration der beteiligten Komponenten oder deren Bindungsaffinitat.
Die Proteinkonzentration kann beispielsweise durch Diffusion und vaskul&ren Transport oder
durch eine verénderte Genexpression, Sekretion oder Proteindegradierung veréndert werden.
Die Bindungsaffinitdt, welche durch die physikochemischen und geometrischen
Eigenschaften der Interaktionsflache bestimmt wird, wird haufig durch die Anwesenheit von
bestimmten lonen, Chemikalien, Proteinen, Veranderungen des pH-Wertes, der Temperatur
oder durch kovalente Modifikationen wie z.B. Phosphorylierung beeinflusst. Diese
Mechanismen ermdglichen dem Organismus die effektive Regulation von dynamischen
Protein-Netzwerken (Klemm etal. 1998; Marianayagam etal. 2004; Gronenborn 2009;
Hashimoto et al. 2011).

5.3 PKC-vermittelte Phosphorylierung von RKIP an S153 induziert RKIP-

Dimerisierung

Um eine mdogliche phosphorylierungsregulierte Oligomerisierung von RKIP zu untersuchen,
wurden zunachst Co-Immunprézipitationsexperimente mit oder ohne Stimulation von PKC in
transfizierten HEK-Zellen durchgefiihrt. Der Befund einer phosphorylierungsinduzierten
Oligomerisierung wurde durch eine phosphorylierungsdefiziente Mutante bestétigt, welche
nicht dimerisierte (Abb. 8, Abb.9). Durch cross-linking-Experimente in Zellen und mit
gereinigten Proteinen konnte nicht nur gezeigt werden, dass RKIP-Komplexe aus Dimeren
bestehen, sondern auch, dass die RKIP/RKIP-Interaktion direkt ist (Abb. 12-Abb. 14).
Weitere Co-Immunprazipitationsversuche demonstrierten, dass beide RKIP-Molekile

phosphoryliert sein missen um zu dimerisieren (Abb. 15).

Die beobachtete phosphorylierungsabhdngige Dimerisierung stimmt mit der inzwischen
etablierten Annahme Uberein, dass RKIP Uber seine von basischen Aminosauren umgebene
Ligandenbindungstasche (Serre et al. 1998; Banfield & Brady 2000) mit anionischen oder

phosphorylierten Liganden oder Proteinen interagiert (Bernier etal. 1986; Bucquoy et al.
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1994; Granovsky etal. 2009; Shemon etal. 2010). Vermutlich interagiert RKIP auch
bevorzugt mit phosphoryliertem Rafl. Dies muss allerdings noch naher untersucht werden, da
auch gezeigt wurde, dass RKIP die Phosphorylierung von Rafl hemmt (Trakul et al. 2005;
Rath etal. 2008; Tavel etal. 2012). Deswegen wurde vermutet, dass RKIP mit
monophosphoryliertem Rafl interagiert und dann dessen weitere Phosphorylierung und
Aktivierung hemmt (Banfield & Brady 2000).

5.4 Die Mutante RKIPS***¥’EE imitiert die Eigenschaften von S153-
phosphoryliertem RKIP

Um die funktionellen Effekte der phosphorylierungsinduzierten Dimerisierung von RKIP
besser untersuchen zu kénnen, sollte eine phosphomimetische Mutante von RKIP generiert
werden. Die Mutation von Serin oder Threonin zu Aspartat oder Glutamat kann in einigen
Fallen die Phosphorylierung dieser Aminosauren imitieren, jedoch vermittelt dieser
Austausch in den meisten Féllen nicht die funktionellen Eigenschaften einer Phospho-
rylierung (Tarrant & Cole 2009). Dies lasst sich dadurch erklaren, dass spezifische
Unterschiede zwischen einer phosphorylierten Serin- oder Threoninaminoséureseitenkette
und der Carboxygruppe eines Aspartat- oder Glutamatrestes bestehen. Dies betrifft die Grolie
(Phosphor ist groRer als Kohlenstoff), die Anzahl der Sauerstoffatome (vier in der
Phosphatgruppe gegen zwei in der Carboxygruppe) und die Anzahl an negativen Ladungen

(zwei in der Phosphatgruppe gegen eine in der Carboxygruppe) (Tarrant & Cole 2009).

Aus fruheren Arbeiten war bereits bekannt, dass die Mutation von S153 zu Glutamat oder
Aspartat RKIP keine phosphomimetischen Eigenschaften verleiht (Corbit et al. 2003; Lorenz
et al. unveroffentlichte Daten). Um dem di-ionischen Charakter der Phosphatgruppe besser zu
entsprechen, wurde deswegen eine zweite negativ geladene Aminosaure in die Mutante
RKIP**% gingefiihrt. Die Phosphorylierungsstelle S153 ist in einer a-Helix lokalisiert und
eine Umdrehung einer a-Helix besteht aus etwa vier Aminoséuren (Cohen & Parry 1986).
Dies fuhrte schlieBlich zu der Idee, ein weiteres Glutamat in Position 157 einzufiihren, um so
die beiden negativen Ladungen der Glutamatseitenketten benachbart auf der Oberflache des

PSKISSITEE hicht nur

Proteins zu lokalisieren. Tatsdchlich zeigte die resultierende Mutante RKI
phosphomimetische Eigenschaften bezliglich der Rafl- und GRK2-Bindung sondern auch
eine deutliche Tendenz zur Dimerisierung unter basalen Bedingungen (Abb. 17, Abb. 18).
Interessanterweise besitzt ein pflanzliches Homolog von RKIP, TF1 (Terminal flower), an

den korrespondierenden Positionen zu 153 und 157 ebenfalls zwei Glutamatreste (Abb. 49).
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TF1 gehort zur CETS-Familie (benannt nach ihren zuerst entdeckten Mitgliedern CEN, TF1
und SP), welche pflanzliche Entwicklungsprozesse regulieren (Pnueli etal. 2001). Als
Interaktionspartner dieser Familie wurden bisher unter anderem eine Serin-/Threoninkinase,
ein Transkriptionsfaktor und das Regulatorprotein 14-3-3 identifiziert (Pnueli etal. 2001;
Lifschitz & Eshed 2006; McGarry & Ayre 2012). Es wadre interessant, nach weiteren
Interaktionspartnern dieser natirlich vorkommenden ,,phosphomimetischen Mutante” in
Pflanzen zu suchen. Da Pflanzen auch Raf-ahnliche MAPK besitzen (Pitzschke et al. 2009),
kdnnte untersucht werden, ob die pflanzlichen RKIP-Homologe Raf hemmen. Ferner kénnte
versucht werden, diese Variante in eukaryotischen Zelllinien zu exprimieren und dort zu

testen, ob diese mit Raf oder GRK2 interagiert.
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Abb. 49: Das RKIP nahe verwandte Rapsprotein Terminal Flower 1 (TF1) besitzt an den
korrespondierenden Positionen zu S153 und K157 je einen Glutamatrest.

Gezeigt sind die Aminoséduresequenzen von Ratten-RKIP und dem nahe verwandten Protein Terminal
Flower 1 (TF1) aus Raps. Die Positionen der in RKIPSKIS¥7EE mutierten Aminosauren sind mit einem
schwarzen Kasten markiert. Stark konservierte Aminosduren sind in rot/orange markiert, &hnliche
Aminoséuren in gelb und schlecht konservierte in griin. Der Sequenzvergleich erfolgte mit Hilfe von T-
Coffee Multiple Sequence Alignment Tools (Notredame et al. 2000).

5.5 Das Peptid RKIP?""**¢ hemmt die Dimerisierung von RKIP

In der Kristallstruktur von humanem RKIP (Banfield et al. 1998) interagieren zwei RKIP-
Molekiile miteinander tber eine schleifenartige Struktur von 24 Aminosauren (AS 127-150).
Diese Region ist in Homologen von Saugetieren stark konserviert (Granovsky et al. 2009)
und wurde in einer kirzlich erschienenen Arbeit als eine der bevorzugten Interaktionsstellen
von RKIP charakterisiert (Martin & Lavery 2012). Ferner hatten Hashimoto et al.
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demonstriert, dass Deletionen, die Dimerisierung von Proteinen verhindern, meist an der
Interaktionsstelle der Proteine lokalisiert sind und dass kurze Insertionen oder Deletionen oft
einen groflen Einfluss auf die Komplexstabilitat haben konnen (Hashimoto & Panchenko
2010). Dies liel vermuten, dass durch Deletion der richtigen Aminoséuren in der Region

127-150 eine dimerisierungsdefiziente Mutante generiert werden konnte.

Deswegen wurde eine Mutationsanalyse dieser Region durchgefiihrt, jedoch konnten viele der
Mutanten nicht fur Immunprazipitationsexperimente verwendet werden, da sie schlecht
exprimiert waren oder unspezifisch prazipitierten. Als verschiedene weitere Ansatze (s. 4.3)
auch erfolglos waren, entstand die Idee, die Dimerisierung von RKIP kompetitiv durch ein
Peptid bestehend aus den Aminosduren der schleifenartigen Struktur zu hemmen. Durch Co-
Immunprazipitationsexperimente konnte gezeigt werden, dass ein Peptid, welches diese
Region enthielt (RKIP**"1%)  tatsachlich die Dimerisierung und RKIP/GRK2-Assoziation
von Wildtyp-RKIP, RKIPSKP¥7EE ynd RKIPA*3 hemmte (Abb. 28, Abb. 31, Abb. 32). Da
die Expression dieses Peptids, — vermutlich auf Grund seiner Kiirze — nur durch Tupfelblot
und RT-PCR nachweisbar war (Abb. 33), wurden auch langere Peptide getestet (RKIP*™**°
und RKIP¥*™%)  Diese Peptide inhibierten ebenfalls die RKIP-Dimerisierung und
RKIP/GRK2-Assoziation (Abb. 34) und waren nach Gelelektrophorese im Immunoblot
eindeutig nachweisbar (Abb. 33). Um auf unspezifische Effekte des Peptids RKIP?"4¢ zy

testen, wurde die Synthese von RK|P*?714

und dem entsprechenden scrambled peptide in
Auftrag gegeben (Bachem). Dabei wurde an den N-Terminus der Peptide eine sogenannte
Tat-Sequenz gehangt um das Peptid mit zellpenetrierenden Eigenschaften zu versehen. Das
Tat-Protein entstammt dem HI-Virus und besteht aus hauptséchlich positiv geladenen
Aminosduren. Es konnte gezeigt werden, dass polykationische Peptide durch einen noch nicht
genau verstandenen Mechanismus die Zellmembran penetrieren und so in die Zelle
aufgenommen werden (Frankel & Pabo 1988). Leider lieferten nur wenige der Versuche
eindeutige Ergebnisse, da sich die Zellen oft schlecht stimulieren lieRen (Daten nicht gezeigt).
Deswegen wurde als ein Kontrollpeptid schliellich ein kloniertes Peptid aus dem N-Terminus
von RKIP verwendet (RKIP?). Dieses Peptid zeigte keinerlei inhibitorischen Effekt auf die
Dimerisierung von RKIP (Abb. 31, Abb. 32). Theoretisch koénnte das Peptid auch die
Dimerisierung von RKIP durch Hemmung der PKC-vermittelten Phosphorylierung
inhibieren. Da das Peptid aber nur die Dimerisierung von RKIP, nicht aber dessen
Phosphorylierung hemmte (Abb. 29), wurde somit auch gezeigt, dass die Dimerisierung nicht
die Voraussetzung fir eine Phosphorylierung von RKIP ist wie es beispielsweise bei den

Rezeptortyrosinkinasen der Fall ist (Madhani 2001).
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Folgende Befunde anderer Gruppen bestdtigen die Vermutung, dass die Region 127-150
maligeblich an der Dimerisierung von RKIP beteiligt ist: (i) Es wurde gezeigt, dass
unstrukturierte Schleifenstrukturen auf Proteinoberflachen héufig eine Schlusselrolle in
Protein-Protein-Interaktionen spielen (Crasto & Feng 2001; Akiva et al. 2008; Fong et al.
2009; Hashimoto & Panchenko 2010). (ii) Regionen, die Protein-Oligomerisierung
modulieren, besitzen oft einen hohen Anteil an geladenen, polaren Aminoséuren, Glycinen
und Prolinen (Jones & Thornton 1995; Rauscher et al. 2006; Hashimoto & Panchenko 2010).
Tatsachlich enthélt die Schleifenstruktur 127-150 acht geladene und acht polare Amino-
séuren, zwei Glycinreste und zwei Prolinreste. (iii) Ahn etal. demonstrierten, dass
Sequenzunterschiede in dieser Region verantwortlich sind fir die gegenséatzlichen Effekte
zweier pflanzlicher Homologe auf die Effloreszenz von Arabidopsis thaliana (Ahn et al.
2006).

All diese Befunde und die hohe Konservierung der Region 127-150 in RKIP von Saugetieren
weisen auf eine besondere Rolle dieser Region in der Regulation von Protein-Protein-

Interaktionen hin.

5.6 Die Deletionsmutante RKIP**3® dimerisiert phosphorylierungs-

unabhéangig

Durch die Mutationsanalyse der Region 127-150 zeigte sich, dass die Deletion der Amino-
séuren 143-146 eine Dimerisierung von RKIP unter basalen Bedingungen bewirkt (Abb. 22).
Da eine Mutante von RKIP bekannt ist, welche bereits unter basalen Bedingungen verstérkt
phosphoryliert wird (Granovsky et al. 2009), wurde tberpriift, ob dies auch auf RKIP**4*®
zutrifft. Tatsachlich war RKIP***¥® sowohl unter basalen Bedingungen als auch nach PKC-
Stimulation wesentlich starker phosphoryliert als Wildtyp-RKIP (Abb. 25). Um zu
untersuchen, ob die verstarkte Dimerisierung von RKIP***® durch dessen verstarkte
Phosphorylierung verursacht wird, wurden Doppelmutanten mit einer Deletion der
Aminosauren 143-146 und einer Mutation der PKC-Phosphorylierungsstelle S153 Kkloniert.
Da diese unspezifisch prazipitierten, wurde schliefflich stattdessen ein PKC-Inhibitor
verwendet. Interessanterweise inhibierte die Hemmung von PKC zwar die Phosphorylierung
von RKIP*¥¥® (Abb. 26), jedoch nicht dessen Dimerisierung (Abb. 27). Dies deutet darauf
hin, dass RKIP***® im Gegensatz zu Wildtyp-RKIP phosphorylierungsunabhéngig
dimerisiert. Eine mdgliche Erklarung hierflr kénnte sein, dass die Phosphorylierung in der a-

Helix von Wildtyp-RKIP eine Konformationsédnderung in der benachbarten schleifenartigen
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Region verursacht, welche durch die Deletion der Aminoséuren in RKIPAM3

imitiert wird, so
dass RKIP***® nicht mehr der Phosphorylierung bedarf, um zu dimerisieren. Diese
Vermutung wird durch die Beobachtung von Granovsky et al. unterstiitzt, dass bereits die
Mutation von S153 zu Glutamat (RKIP>*f) — ohne phosphomimetische Eigenschaften zu
vermitteln — zu strukturellen Veranderungen der Aminoséuren 142, 146, 147 und 150 fuhrt
(Granovsky et al. 2009). Die Beobachtung, dass eine Verkirzung der Region 127-150 die
Dimerisierung von RKIP beglnstigt, wird auch dadurch bestétigt, dass ein pflanzliches
Homolog von RKIP, dessen korrespondierende Region funf Aminosduren Kkirzer ist
(Abb. 50), als Dimer kristallisiert (Banfield & Brady 2000). Allerdings weist dieses Protein
auch in anderen Regionen erhebliche Verénderungen auf, so dass auch diese fir die

Dimerisierung verantwortlich sein kénnten.

Unklar ist, warum die Deletionsmutante RKIPA¥3®

starker von PKC phosphoryliert wird.
Eine mogliche Erklarung konnte sein, dass durch die Deletion in der Schleife, welche in der
Néhe der Phosphorylierungsstelle S153 liegt, der Zugang der Kinase zu dieser erleichtert
wird. Ferner konnte es auch sein, dass das Dimer ein besseres Substrat fiir PKC ist als das

Monomer. Dagegen spricht allerdings, dass das Peptid RKIP*"*%

, welches die Dimerisierung
von RKIP hemmt, die Phosphorylierung von RKIP nicht vermindert (Abb. 29). Eine weitere
Madglichkeit ware, dass die Deletionsmutante — evtl. auf Grund der starkeren Dimerisierung —

langsamer dephosphoryliert wird.
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Abb. 50: Die korrespondierende Schleife zu 127-150 in RKIP ist in dem nahe verwandten Protein
Centroradialis (CEN) aus Antirrhinum majus finf Aminosduren kirzer und nicht sehr stark
konserviert.

Gezeigt sind die Aminosduresequenzen von Ratten-RKIP und dem nahe verwandten Protein Centroradialis
(CEN) aus Antirrhinum majus. Die Positionen der in RKIP21*3-® deletierten Aminosauren sind mit einem
schwarzen Kasten markiert, die Schleife 127-150 mit einer blauen Klammer. Stark konservierte Aminosauren
sind in rot/orange markiert, &hnliche Aminosauren in gelb und schlecht konservierte in grun. Der
Sequenzvergleich erfolgte mit Hilfe von T-Coffee Multiple Sequence Alignment Tools (Notredame et al.
2000).

5.7 Die Dimerisierung von RKIP reguliert seine Interaktion mit Rafl oder
GRK2

Zusammengenommen wurde also festgestellt, dass RKIP nach PKC-vermittelter Phospho-
rylierung nicht nur von Rafl dissoziiert und an GRK2 bindet, sondern auch dimerisiert. Die

Dimerisierung von Proteinen scheint von besonderer biologischer Bedeutung zu sein, da sie
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stark konserviert (Marianayagam etal. 2004) und in vielen Signaltransduktionswegen
involviert ist (Klemm etal. 1998; Torshin 1999). Sie wird evolutiondr begunstigt, da
Multimere strukturelle und funktionelle Vorteile wie gesteigerte Stabilitdt und Kontrolle Gber
die Zugéngigkeit und Spezifitat von Interaktionsflachen bieten (Marianayagam et al. 2004;
Gronenborn 2009; Dayhoff etal. 2010). Dies eroffnet die Moglichkeit, dass die
Dimerisierung von RKIP die spezifische Interaktion mit Rafl oder GRK2 reguliert.
Ergebnisse von drei unterschiedlichen Versuchen machen dies wahrscheinlich: (i) Die
Mutante RKIP***® dimerisierte nicht nur phosphorylierungsunabhangig sondern interagierte
auch schwécher mit Rafl (Abb. 23) und starker mit GRK2 (Abb. 22). Da die Hemmung der
RKIP**¥°_phosphorylierung die Interaktion mit GRK2 nicht beeinflusste (Abb. 27), deutet
dies darauf hin, dass dimeres RKIP***® nicht mehr der Phosphorylierung bedarf, um mit
GRK2 zu interagieren. (ii) Das Peptid RKIP'?"*® inhibierte nicht nur die Dimerisierung von
RKIP sondern auch seine Interaktion mit GRK2 (Abb. 28, Abb. 31-Abb. 34), wéhrend die
Interaktion mit Rafl (Abb. 30) oder die Phosphorylierung von RKIP (Abb. 29) nicht
gehemmt wurde. Dies zeigt, dass die Phosphorylierung von RKIP nicht ausreicht, um die
Interaktion mit GRK2 zu erlauben, sondern dass RKIP bevorzugt als Dimer mit GRK2
interagiert wéhrend Rafl mit monomerem RKIP interagiert. (iii) Durch cross-linking-
Versuche konnte nicht nur gezeigt werden, dass GRK2 bevorzugt an RKIP-Dimere bindet,
sondern auch, dass die verstarkte Dimerisierung der Mutanten RKIPSK*¥7EE ynd RKIPAX3€ jn

einer verstarkten Komplexbildung mit GRK2 resultiert (Abb. 35).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nicht eindeutig gezeigt werden, ob es die Phosphorylierung
oder die Dimerisierung von RKIP ist, welche die Dissoziation des RKIP/Rafl-Komplexes
bewirkt. Auf Grund folgender Uberlegungen nehme ich an, dass nicht die Phosphorylierung
sondern erst die Dimerisierung von RKIP die Dissoziation von Rafl bewirkt. (i) Die
Phosphorylierungsstelle S153 ist nicht in der fir die Interaktion mit Rafl entscheidenden
Region von RKIP (Aminosauren 77-108 in RKIP) lokalisiert. (ii) Es erscheint moglich, dass
dieselben Regionen von RKIP an der Interaktion mit phosphoryliertem Rafl und der
Dimerisierung von phosphoryliertem RKIP beteiligt sind. Fur Rafl wurde bereits gezeigt,
dass es mit der Ligandenbindungstasche (Yeung et al. 2000; Rath et al. 2008; Granovsky
et al. 2009) und auch Teilen der Schleife 127-150 (Tavel et al. 2012) von RKIP interagiert.
Fur die Interaktion mit phosphoryliertem RKIP kann dies ebenfalls angenommen werden, da
Banfield et al. demonstrierten, dass die Dimerisierung eines pflanzlichen RKIP-Homologs
(Banfield & Brady 2000) den Zugang zu dieser Ligandenbindungstasche blockiert. Ferner

wird angenommen, dass RKIP (ber die Ligandenbindungstasche mit phosphorylierten
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Proteinen interagiert (s. 1.5), also moglicherweise auch nach Phosphorylierung mit sich
selbst. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Schleife 127-150 die Dimerisierung von RKIP

reguliert und somit vermutlich auch an der Interaktionsflache beteiligt ist.

Dies alles macht es wahrscheinlich, dass sowohl an Rafl gebundenes RKIP (die
Phosphorylierungsstelle 153 liegt nicht in der Rafl/RKIP-Interaktionsflache) als auch
ungebundenes RKIP (gereinigtes RKIP ldsst sich in vitro phosphorylieren, die Bindung an
Rafl ist nicht erforderlich) von PKC phosphoryliert wird und dass das von RKIP gebundene
Rafl durch ein weiteres phosphoryliertes RKIP-Molekil verdrangt wird. Da durch
Dimerisierung nicht nur Interaktionsflachen verdeckt werden sondern auch neue entstehen
(Klemm et al. 1998; Marianayagam et al. 2004; Gronenborn 2009; Hashimoto & Panchenko
2010), ermdglicht sie RKIP vermutlich gleichzeitig die Interaktion mit GRK2 (s. Schema
Abb. 51).

P
RKIP RKIP
PKC

Abb. 51: Die Dimerisierung von RKIP reguliert seine Interaktion mit Rafl oder GRK2.

Modell der Interaktion von RKIP mit Rafl und GRK2. A, Unter Basalbedingungen ist RKIP ein Monomer
und interagiert mit Rafl. B, PKC phosphoryliert sowohl Rafl-gebundes als auch freies RKIP. C, Die RKIP-
Dimerisierung bewirkt die Dissoziation von RKIP und Rafl. D, Die Dimerisierung von RKIP ermdéglicht die
Interaktion von RKIP und GRK2.

5.8 Die funktionelle Bedeutung der RKIP-Dimerisierung

Nachdem sich gezeigt hatte, dass die Dimerisierung von RKIP die Interaktion mit Rafl zu
verhindern scheint, wahrend sie die Interaktion mit GRK2 begunstigt, wurde untersucht, ob
dies auch mit einer verdnderten Aktivitat von Raf und GKR2 einhergeht. Hierbei zeigte sich,
dass die Ergebnisse der funktionellen Untersuchungen die Ergebnisse der Interaktionsstudien
widerspiegeln: Wahrend Wildtyp-RKIP die Phosphorylierung von ERK1/2 und damit die
Aktivitat von Raf hemmte, zeigten die dimerischen Mutanten RKIPSK!¥7EE ynd RK|PA143

keine signifikante Hemmung (Abb. 37). Dies stimmt mit der verminderten Interaktion dieser
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Mutanten mit Rafl Gberein (Abb. 17, Abb. 23). Die Hemmung der GRK2-Aktivitat durch
RKIP wurde durch Bestimmung der (i) Licht-aktivierten Rhodopsinphosphorylierung unter
Verwendung von gereinigten Proteinen, (ii) der Isoprenalin-stimulierten Phosphorylierung
von [,-adrenergen Rezeptoren in Zellen und der (iii) Parathormon-stimulierten cAMP-
Produktion in Zellen bestimmt. Wahrend die Versuche der Rhodopsinphosphorylierung und
der B,-adrenergen Rezeptorphosphorylierung zeigten, dass RKIPS¥**3EE ynd RKIPA143 die
Aktivitdit von GRK2 signifikant starker hemmten als Wildtyp-RKIP (Abb. 41, Abb. 43),
konnten bei der Bestimmung der PTH-stimulierten cAMP-Produktion keine Unterschiede
zwischen Wildtyp-RKIP und den dimerischen Mutanten festgestellt werden (Abb. 44). Auch
die Verwendung von anderen Zellen (verschiedene HEK293-Zelllinien, Kardiomyozyten),
anderen Agonisten (Isoprenalin) oder die Messung von Inositoltriphosphat nach Stimulation
des Parathormonrezeptors oder des oy-adrenergen Rezeptors ergab keine Unterschiede
zwischen Wildtyp-RKIP und den dimerischen Mutanten hinsichtlich der Menge an
produzierten sekundéaren Botenstoffen (Daten nicht gezeigt). Dies konnte verschiedene
Ursachen gehabt haben. Zum einen kdnnte die Messung von sekundéren Botenstoffen zu weit
abwaérts von dem Effekt der RKIP-vermittelten GRK2-Hemmung sein. Auch kénnte der
verwendete Radioimmunassay nicht sensitiv genug sein, um potentielle Unterschiede zu
detektieren. Zum anderen konnte die Agonistkonzentration (PTH, 30 nM) zu hoch gewesen
sein, niedrigere Konzentrationen hatten allerdings zu zu groflen Schwankungen der
Messwerte gefiihrt. Auch die Stimulationsdauer von 5 min kdnnte zu lang gewesen sein, so
dass potentielle Unterschiede nivelliert wurden. Ein mdglicher Lésungsansatz hierfur kénnte
beispielsweise die Messung der Aktivierung von Gs mit Hilfe eines FRET-Sensors darstellen
(Hein et al. 2006). Es kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass in den verwendeten ROS-
Zellen RKIP nach PTH-Stimulation maximal phosphoryliert vorlag und deswegen keine

Unterschiede zwischen Wildtyp-RKIP und den dimerischen Mutanten bestanden.

Die in den Versuchen der Rhodopsinphosphorylierung und der Phosphorylierung von
B,-adrenergen Rezeptoren gezeigte starkere inhibitorische Aktivitat der dimerischen Mutanten
korreliert mit ihrer stérkeren Interaktion mit GRK2 (Abb. 17, Abb. 22, Abb. 35).
Interessanterweise war der Unterschied zwischen Wildtyp-RKIP und den dimerischen
Mutanten in der inhibitorischen Aktivitat unter in vitro Bedingungen groRRer als in Zellen.
Dies ist vermutlich durch die Abwesenheit von PKC-induzierter Phosphorylierung unter den
in vitro Bedingungen zu erkléren. Die Hemmung der GRK2-Aktivitat durch Wildtyp-RKIP in
vitro (Abb. 43 und Lorenz etal. 2003) lasst sich nun durch die Existenz eines gewissen

Anteils von Dimeren unter diesen Bedingungen, wie durch cross-linking-Versuche gezeigt
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(Abb. 14, Abb. 35), erklaren. Die hohe Proteinkonzentration der in vitro-Versuche erhoht
vermutlich die Tendenz zur Dimerisierung (Marianayagam etal. 2004), so dass auch
unphosphoryliertes RKIP teilweise dimerisiert und GRK2 hemmt.

5.9 Nachweis eines ~122 kDa-Komplexes bestehend aus RKIP und GRK2 in

Mausherzen

Um zu untersuchen, ob der RKIP/RKIP/GRK2-Komplex auch im Herzen von Mausen
existiert und somit von physiologischer Relevanz fiir die Regulation der kardialen GRK2-
Aktivitdt sein konnte, wurden cross-linking Versuche in Mausherzen durchgefiihrt. In
Vorversuchen war Uberprift worden, ob RKIP in unstimulierten Mausherzen phosphoryliert
vorliegt, da sich in den vorigen Versuchen gezeigt hatte, dass dies die VVoraussetzung fiir die
Dimerisierung von RKIP und Interaktion mit GRK2 ist. Tats&chlich wurde RKIP bereits in
unstimulierten Mausherzen durch PKC phosphoryliert (Abb. 46, Abb. 47). Nach Perfusion
der Mausherzen mit Formaldehyd-Losung lie} sich ein Komplex der GroRe eines RKIP-
Dimers gebunden an GRK2 nachweisen (Abb. 45) und nach Perfusion der Herzen mit einem
PKC-Inhibitor und anschlieBender Vernetzung ebenfalls ein RKIP/Rafl-Komplex (Abb. 48).
Dies impliziert, dass RKIP-Dimere auch unter physiologischen Bedingungen die Interaktion
von RKIP mit Rafl und GRK2 regulieren.

5.9.1 Die Rolle von GRK2 bei Herzinsuffizienz

Seit entdeckt wurde, dass bei Patienten mit Herzinsuffizienz die Expression und Aktivitat von
GRK2 signifikant erhoht ist (Ungerer et al. 1993, 1994), wird die Rolle dieser Kinase in der
Pathogenese der Herzinsuffizienz intensiv untersucht. Obwohl noch nicht eindeutig geklart
ist, ob die gesteigerte GRK2-Aktivitat protektiv oder schadlich fur das Herz ist, erscheint die
Hemmung der GRK2-Aktivitat in zunehmendem Mal3e als eine vielversprechende Strategie in
der Therapie der Herzinsuffizienz und anderen kardiovaskuléren Erkrankungen (Lohse et al.
2003; Belmonte & Blaxall 2011; Rengo et al. 2012). Dies wird durch eine Reihe von Studien
belegt, in denen die GRK2-Expression oder Aktivitat sowohl in Zellen von Patienten mit
terminaler Herzinsuffizienz, als auch in Tieren beeinflusst wurde (Rengo etal. 2011). So
verhindert die Depletion von GRK2 in Kardiomyozyten vor oder selbst nach Induktion eines
Myokardinfarkts bei Mausen die Progression der Herzinsuffizienz (Raake etal. 2008),
wahrend Uberexpression von GRK2 kardiale Dysfunktion in vivo verursacht (Koch et al.

1995). Ferner demonstrierten Aguero et al. kirzlich, dass die myokardiale Expression von
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GRK2 und GRK5 mit den funktionellen Parametern und dem Schweregrad der
Herzinsuffizienz korreliert (Aguero et al. 2012). Dies impliziert, dass eine erniedrigte GRK-
Aktivitat und eine damit einhergehende erhohte Aktivitat B-adrenerger Rezeptoren protektiv
fiir das Herz ist. Dagegen spricht scheinbar, dass eine gesteigerte Aktivitat von (-adrenergen
Rezeptoren durch Uberexpression auf Dauer zu Hypertrophie und Herzinsuffizient fihrt
(Engelhardt et al. 1999, Liggett et al. 2000) und dass -adrenerge Rezeptorantagonisten zur
Standardtherapie der Herzinsuffizienz zahlen (McMurray et al. 2012). Es ist allerdings zu
vermuten, dass die bei Engelhardt et al. verwendete 15-fache Rezeptorliberexpression nicht
mit der durch GRK2-Hemmung vermittelten Normalisierung der Rezeptorexpression
verglichen werden kann (Rengo et al. 2009). Interessanterweise fiihrt auch die Therapie mit
[-adrenergen Rezeptorantagonisten zu einer verminderten GRK2-Expression und Aktivitat
(Ping et al. 1995) und einer Normalisierung der Rezeptorexpression und -aktivitat (Rockman
et al. 2002). Die Kombination von [-adrenergen Rezeptorantagonisten und GRK-Inhibition
zeigte im Tiermodell sogar synergistische Effekte auf Herzfunktion und Uberleben (Harding
et al. 2001). Ferner scheinen GRK2-Inhibitoren neben den oben beschriebenen Effekten auf
die B-adrenerge Signaltransduktion weitere positive Effekte zu haben wie eine erhohte Akt-
Aktivierung und NO-Freisetzung und damit verbundene anti-apoptotische Effekte (Brinks
etal. 2010). So koénnte durch die Kombination von [B-Rezeptorantagonisten und GRK2-
Inhibitoren nicht nur das Uberleben von Herzinsuffizienzpatienten verbessert werden, sondern
auch die Dosis und damit Nebenwirkungen von B-Rezeptorantagonisten reduziert werden
(Lymperopoulos et al. 2012). Da trotz betréchtlicher Anstrengungen bisher kein selektiver
und klinisch anwendbarer GRK2-Inhibitor entwickelt werden konnte, ist es von besonderem

Interesse die RKIP-vermittelte Hemmung von GRK2 genau zu verstehen.

5.9.2 Inhibitoren von G-Protein-gekoppelten Rezeptorkinasen

Seit der Entdeckung der GRK werden fur die bessere Erforschung der Funktionen der
verschiedenen GRK-Isoformen und als potentielle Therapeutika fir beispielsweise
kardiovaskuldre und neurologische Erkrankungen (s. 1.1.3) isoformspezifische Inhibitoren
gesucht, allerdings mit begrenztem Erfolg. Generelle Strategien zur Entwicklung von
Kinaseinhibitoren beinhalten die Generierung von ATP-, Peptid- oder ATP-Peptid-Bisubstrat-
Analoga. Die hdufig starke Konservierung der katalytischen Kinasedoméne bedingt, dass
ATP-Analoga teilweise keine ausreichende Spezifitdt besitzen. Trotzdem gelang die
Entwicklung solcher Inhibitoren fiir Rezeptortyrosinkinasen bereits. Klinisch angewendete
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Beispiele sind Gefitinib und Erlotinib, welche den EGF-Rezeptor hemmen (Noble et al.
2004). Die Protein-Substrat-Bindungstasche ist meist weniger konserviert, jedoch besitzen
Peptid-Analoga eine schlechte Bioverfligbarkeit und ungunstige pharmakokinetische
Eigenschaften (Tarrant & Cole 2009).

Eine vielversprechende Alternative bieten niedermolekulare Substanzen, welche die inaktive
Konformation der Kinase zu stabilisieren vermdgen, da diese meist spezifisch fur die
jeweilige Kinase ist (Noble et al. 2004). Ein therapeutisch bereits eingesetztes Beispiel dieser
Substanzklasse ist der Abl-Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib (Schindler et al. 2000; Tarrant &
Cole 2009).

Von besonderem Interesse ist die Entwicklung von GRK2-spezifischen Inhibitoren, da diese
fir die Therapie der Herzinsuffizienz und anderen kardiovaskuldren Erkrankungen gesucht
werden (Lohse et al. 2003; Rengo et al. 2012). Polyanionische Verbindungen wie Heparin
und Dextransulfat (Benovic et al. 1989b) und der Naturstoff Banolol, welcher in die ATP-
Bindungstasche bindet (Setyawan etal. 1999; Tesmer etal. 2010), sind potente, aber
unspezifische GRK2-Inhibitoren. Wegen der zu groflen Entfernung der ATP- und der
Substratbindungstasche lassen sich keine niedermolekularen Substanzen entwickeln, welche
gleichzeitig an die ATP- und an die Substratbindungstasche (ATP-Peptid-Bisubstrat-Analoga)
binden (lino etal. 2002). Andere eignen sich nicht auf Grund von geringer Aktivitat,
Selektivitat oder schlechter Bioverfiigbarkeit, wie etwa einige synthetische Peptide von intra-
zelluléren Regionen des B.-adrenergen Rezeptors (Benovic et al. 1990; Winstel et al. 2005)
und einige Substanzen, welche in die ATP-Bindungstasche binden (Palczewski et al. 1990;
Kassack etal. 2000; lino etal. 2002). Kirzlich entwickelten Takeda Pharmaceuticals
Inhibitoren, welche spezifisch die inaktive Konformation von GRK2 und GRK3 stabilisieren
(Thal et al. 2011). Informationen zur Vertraglichkeit und Wirksamkeit dieser Substanzen bei

experimentellen Herzinsuffizienzmodellen sind noch nicht erhéltlich.

Die in dieser Arbeit generierte und charakterisierte phosphomimetische RKIP-Mutante kdnnte
bei der Generierung eins stabilen RKIP/GRK2-Co-Krystalls hilfreich sein. Ein solcher
Komplex wirde wichtige Hinweise geben wie die spezifische Hemmung von GRK2
ermoglicht werden kann und damit die Entwicklung von GRK2-Inhibitoren fur die Testung
zur Therapie von kardiovaskuldren Erkrankungen voranbringen. K. Lorenz untersucht zurzeit
den Effekt globaler und kardialer RKIP-Uberexpression in verschiedenen experimentellen
Herzinsuffizienzmodellen in Mausen. Wie die ersten Ergebnisse zeigen, verbessert die

Uberexpression von RKIP bei Herzinsuffizienz die Herzfunktion und verlangert die
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Uberlebenszeit dieser Mause (K. Lorenz, unpublizierte Daten). Falls sich die Sicherheit und
Effizienz der Gentherapie, welche momentan in klinischen Studien untersucht wird (Raake
etal. 2011), bestdtigen sollte, konnte die Gentherapie mit RKIP oder seiner
phosphomimetischen Mutante eine vielversprechende Strategie bei der Therapie der

Herzinsuffizienz darstellen.

111



5 Diskussion

5.10 Ausblick

In dieser Arbeit wurde gezeigt, wie die phosphorylierungsinduzierte Dimerisierung von RKIP
seine spezifische Interaktion mit Rafl und GRK2 reguliert. Dabei fiihrt die Dimerisierung von
RKIP nicht nur zu einer verstérkten Aktivitat der Raf/MEK/ERK-Kaskade, sondern auch der
G-Protein-vermittelten Signaltransduktion. Somit bewirkt die Aktivierung von PKC durch
einen der beiden Signalwege auch die Verstarkung des jeweils anderen. Ausgehend von
diesen Ergebnissen erdffnen sich neue Fragestellungen: Welche Rolle spielt der gefundene
Mechanismus fir die Interaktion mit den anderen bekannten Interaktionspartnern von RKIP
wie den Kinasen des NFkB-Signalweges oder GSK3B? Da die cross-linking-Versuche
implizieren, das phosphoryliertes RKIP in einem Monomer/Dimer-Gleichgewicht existiert,
ware es moglich, dass andere Kinasen spezifisch mit phosphoryliertem, monomerem RKIP
interagieren. Dies konnte unter Zuhilfenahme der phosphomimetischen Mutante und des

Peptids RKIP**" \welches die Dimerisierung von RKIP inhibiert, untersucht werden.

Des Weiteren ware interessant zu ermitteln, warum die Dimerisierung von RKIP wichtig fir
die Interaktion mit GRK2 ist. Die erhaltenen Ergebnissen fihrten zu der Annahme, dass die
Dimerisierung von RKIP wichtig fur seine physische Interaktion mit GRK2 ist, da nach
cross-linking ein Komplex der Grolie eines RKIP-Dimers gebunden an GRK2 nachgewiesen
wurde. Ein Co-Kristall der phosphomimetischen Mutante und GRK2 kdnnte eine solche
Hypothese bestatigen und kodnnte ferner wichtige Einblicke geben, wie die spezifische
Hemmung von GRK2 ermdglicht werden kann. Da bisher der einzige Hinweis, dass das
RKIP-Dimer mit GRK2 interagiert, von cross-linking Experimenten stammt, welche auch
artifizielle Komplexe hervorbringen kénnen, kénnte die Bedeutung der Dimerisierung auch
eine andere sein. So ware vorstellbar, dass die Dimerisierung von RKIP dessen subzelluldre
Lokalisation verandert und dadurch erst die Interaktion mit GRK2 ermdglicht. Versuche unter
Zuhilfenahme der Fluoreszenzmikroskopie und beispielsweise GFP-getaggten Wildtyp-RKIP
im Vergleich zu den verschiedenen RKIP-Mutanten kdnnten zeigen, ob die Dimerisierung
tatsdchlich —wie zu vermuten wére — eine Translokation von RKIP vom Zytosol zur

Plasmamembran und damit in die Nahe aktivierter GRK2 induziert.

Auch konnte bestimmt werden, welche Faktoren das Gleichgewicht von unphosphoryliertem
RKIP zu phosphosphoryliertem RKIP und das Monomer/Dimer-Verhaltnis regulieren. Dies
ist von biologischer Bedeutung, da Faktoren, welche das Gleichgewicht zugunsten des

Dimers verschieben, eine Verstarkung der Signaltransduktion von sowohl der
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Raf/MEK/ERK-Kaskade als auch von GPCR bewirken und vice versa. Wie sich in den
Mausherzen gezeigt hatte, scheint in diesen Herzen RKIP bereits in unstimulierten Zellen
teilweise phosphoryliert vorzuliegen. Es ist nicht klar, ob dies in anderen Zellen und Organen
ebenfalls der Fall ist. Eine mdgliche regulatorische Komponente kdnnte offensichtlich die Co-

Lokalisierung und/oder Aktivitat von PKC aber auch von Phosphatasen sein.

Wenig bekannt ist bisher uber die in Menschen und anderen Sdugetieren exprimierte Isoform
von RKIP, PEBP4. Es waére interessant herauszufinden, ob dessen Funktion ebenfalls durch
Phosphorylierung und/oder Dimerisierung reguliert wird und ob RKIP und PEBP4

womdglich durch Heterodimerisierung gemeinsame Funktionen ausuben.

Eine bedeutende weiterfiihrende Fragestellung wére, ob der gefundene Mechanismus ein
allgemeines Prinzip der Zelle darstellt, auf Okonomische Weise die Vielfalt der
Proteinkinasen und anderer Enzyme spezifisch durch wenige Regulatorproteine zu regulieren
und Signalwege miteinander zu verknipfen. Der VVorgang der phosphorylierungsinduzierten
Dimerisierung bedingt, dass RKIP in drei verschiedenen Zustdanden (unphosphoryliertes
Monomer, phosphoryliertes Monomer, phosphoryliertes Dimer) existieren kann. Wie bereits
fir das unphosphorylierte Monomer und das Dimer gezeigt, konnen diese Zustdnde
spezifische regulatorische Funktionen haben. Folglich erweitert der Vorgang der
phosphorylierungsinduzierten Dimerisierung durch Verénderung der Proteinoberflache
und/oder Lokalisierung die funktionelle Diversitdt und Spezifitdit der mdglichen
Interaktionen, ohne jedoch die GenomgroRe zu veréndern. Dieser elegante Mechanismus
wurde hier erstmals fiir die Regulation der Proteinkinasen Rafl und GRK2 beschrieben. Es ist
anzunehmen, dass diesem einfachen, flexiblen und 6konomischen Mechanismus eine
wichtige biologische Rolle in der zellularen Organisation von Signaltransduktionskaskaden

und -netzwerken zukommt.
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6 Zusammenfassung

RKIP reguliert Proteinkinasen der Signaltransduktionskaskaden von G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren, der Raf/MEK/ERK-MAPK, des Transkriptionsfaktors NFkB und von GSK3p.
Unklar war bisher, wie die spezifische Interaktion von RKIP mit seinen mannigfaltigen
Interaktionspartnern ermdglicht und reguliert wird. Rafl und GRK2 sind die einzigen
bekannten direkten Interaktionspartner von RKIP und wurden deshalb gewéhlt, um die

zugrundeliegenden molekularen Mechanismen dieser Interaktion genauer zu untersuchen.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass RKIP nach PKC-vermittelter Phosphorylierung von
Serin153 dimerisiert und dass diese Dimerisierung fur die RKIP/Rafl-Dissoziation und die
RKIP/GRK2-Interaktion essentiell ist. Co-Immunprazipitationsexperimente mit einer
phosphorylierungsdefizienten Mutante zeigten, dass fur diese Dimerisierung die Phospho-
rylierung von beiden RKIP-Molekiilen notwendig ist. Als Dimerinteraktionsflache wurden
die Aminosauren 127-146 von RKIP identifiziert, da das Peptid RKIP*2"**® die Dimerisierung
von RKIP spezifisch und effizient hemmte. Um die Bedeutung dieser phospho-
rylierungsinduzierten Dimerisierung von RKIP fir seine Interaktion mit Rafl und GRK2 zu

PSK153/7EE

untersuchen, wurden eine phosphomimetische Mutante (RKI ) und eine Mutante von

RKIP generiert, welche bereits unphosphoryliert dimerisiert (RKIPA*9).

Folgende
Ergebnisse legen nahe, dass die Dimerisierung von RKIP fur die spezifische Interaktion mit
Rafl bzw. GRK2 entscheidend ist: (i) Die Dimerisierung von phosphoryliertem RKIP ging
mit der Dissoziation von RKIP und Rafl und der Assoziation von RKIP und GRK2 einher;
(i) die Mutanten RKIPSS¥EE ynd RKIPA*® die bereits in unstimulierten Zellen eine
starke Dimerisierung zeigten, hatten eine hohere Affinitdt zu GRK2 als zu Rafl; (iii) die
Hemmung der RKIP-Dimerisierung interferierte nur mit der RKIP/GKR2- aber nicht mit der
RKIP/Rafl-Interaktion; (iv) in vitro und in Mausherzen konnte ein RKIP- und GRK2-
immunreaktiver Komplex nachgewiesen werden; (v) Untersuchungen zur RKIP-vermittelten
Hemmung der Kinaseaktivitdat von GRK2 und Raf implizierten, dass dimerisiertes RKIP nur

die Aktivitdat von GRK2, nicht aber von Raf hemmt.

Diese Arbeit zeigt, dass die phosphorylierungsinduzierte Dimerisierung von RKIP die
spezifische Interaktion von RKIP mit Rafl und GRK2 koordiniert. Die Aufklarung dieses
Mechanismus erweitert unser Verstandnis der spezifischen Interaktion von Kinasen mit ihren

Regulatorproteinen.
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Summary

RKIP is a regulator of several distinct kinases and modulates diverse signal transduction
cascades such as the signaling of G protein coupled receptors, of the RaffMEK/ERK-cascade,
of the transcription factor NFxB, and of GSK3p. Until now, it was not well understood how
the specific interaction of RKIP with its diverse targets is achieved and regulated. Rafl and
GRK2 are the only known direct interaction partners of RKIP and were thus chosen to
untangle the molecular mechanisms regulating the specific interaction of RKIP with these

kinases.

In this dissertation it is shown that RKIP dimerizes upon PKC-mediated phosphorylation of
serinel53 and that this dimerization is essential for RKIP/Rafl-dissociation and RKIP/GRK2-
association. Co-immunoprecipitation experiments with a phosphorylation-deficient mutant
revealed that the dimerization of RKIP requires the phosphorylation of two RKIP molecules.
The amino acids 127-146 of RKIP were identified as dimer-interface, since RKIP-
dimerization was efficiently and specifically inhibited by the peptide RKIP**"%. To elucidate
the implication of this phosphorylation-induced dimerization on the target specificity of
RKIP, a phosphomimetic RKIP mutant (RKIPS¥¥"€E) and a dimeric RKIP mutant
(RKIP**3%) were generated. The following results indicated that dimerization of RKIP
controls its specific interaction with Rafl or GRKZ2, respectively: (i) dimerization of
phosphorylated RKIP occurred concomitantly with the release of RKIP from Rafl and its
association with GRK2; (ii) the RKIP mutants RKIPS*5¥EE and RKIP2¥3® which had a
higher propensity for RKIP-dimerization already under basal conditions, had a higher affinity
to GRK2 than to Rafl; (iii) inhibition of RKIP-dimerization prevented only RKIP/GRK2-
binding but did not interfere with RKIP/Rafl-binding; (iv)an RKIP- and GRK2-
immunoreactive complex was detected in vitro as well as in mouse hearts; (v) analyses of
RKIP-mediated inhibition of GRK2 and Raf showed that a higher propensity for RKIP-
dimerization translates into efficient GRK2-inhibition but not into Raf-inhibition.

The results of this thesis show that phosphorylation-induced dimerization of RKIP regulates
its specific interaction with Rafl and GRK2. The elucidation of this mechanism improves our
understanding how specificity in the interaction of kinases and their regulatory proteins can

be achieved.
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7 Anhang

7 Anhang

7.1 Abkirzungsverzeichnis

Abklirzung Bedeutung

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminosaure

B2-AR beta2-adrenerger Rezeptor

BSA Bovines Serumalbumin

DMEM Dulbecco‘s modified eagle‘s medium

EGF Epidermal Growth Factor

SEGS Sulfo-ethylenglycol-bis-(succinimidylsuccinat)

ORK Extrazellular-regulierte Kinase

FCS Fetales Kalberserum

GFP Griin fluoreszierendes Protein

GFX Bisindolylmaleimid |

GIRK G-Protein-gekoppelte einwartsgleichrichtende Kalium-Kanéle

G-Protein Guanosintrisphosphat (GTP)-bindendes Protein

GPCR G-Protein-gekoppelter Rezeptor/ G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

GRK G-Protein-gekoppelte Rezeptor Kinase/ G-Protein-gekoppelte
Rezeptor Kinasen

GSK Glykogen Synthase Kinase

HEK-Zellen Humane embryonale Nierenzellen

IB Immunoblot

kB Inhibitor von kB

IKK IxB Kinase

IL1B Interleukin 1 beta

IP Immunprazipitation

Iso Isoprenalin

JNK c-jun N-terminale Kinase

MAPK Mitogen-aktivierte Protein Kinase

MEK MAPK und ERK Kinase

NFkB Nuclear factor ,kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells
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7 Anhang

Abklirzung Bedeutung

NIK NFxB induzierende Kinase

Ni-NTA Nickel-Nitrilotriessigséure

PKA/ PKC Protein Kinase A/C

PFA Paraformaldehyd

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat

PEBP Phosphatidylethanolamin-bindendes Protein
PCR Polymerase Ketten Reaktion

PTH Parathormon

RIA Radioimmunoassay

RIPA-Puffer Radioimmunoprecipitation assay-Puffer
RKIP Raf Kinase Inhibitor Protein

RKI PSK/EE RKIPSK153/7EE

ROS-Zellen Ratten-Osteosarkom Zellen

RT Raumtemperatur

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
TAK Transforming growth factor S-activated kinase
TEMED Tetramethylethylendiamin

TNFa Tumor Nekrose Faktor alpha

TRAF TNFa Rezeptor-assoziierter Faktor

wt Wildtyp
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7.2 Puffer und Stocklésungen

7.2.1  Proteinchemische Arbeiten

Blockmilch

Coomassie-Farbeldsung

Entfarbeldsung

GRK2-Puffer, pH 7,2

Lysepuffer

10x PBS-Puffer

10x Phosphataseinhibitormix

PKC-Puffer, pH 7,2

100x PMSF

Milchpulver
NaCl
TRIS-HCI
Tween 20

Methanol
Essigsaure
Coomassie Blue R250

Methanol
Essigséaure

HEPES
EDTA

1x TSE-Puffer
1x Phosphataseinhibitormix
Triton X

NaCl

KCI
KH,PO,4
Na,HPO,

NaF

NasP>0;

NazVO,

NaN3
-Glycerolphosphat

HEPES

MgClI2

CaCl,
[-Mercaptoethanol

Phenylmethylsulfonylfluorid
in 99% Ethanol
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5 % (w/v)

100 mM

10 mM, pH 7,4
0,1 % (viv)

40% (v/iv)
10 % (v/v)
0,1 % (w/v)

40 % (v/v)
10 % (v/v)

20 mM
2 mM

1% (v/v)

1,37 M
27 mM
15 mM
101 mM

500 mM
50 mM
10 mM
3mM
50 mM

20 mM
10 mM
0,1 mM
3mM

100 mM



100x Proteaseinhibitormix

RIA-Puffer, pH 7,3

RIPA-Puffer

Stripping-Puffer, pH 2,5

TRIS-Glycin-SDS-Gelelektrophorese

10x SDS-Elektrophoresepuffer

4x Sammelgelpuffer
4x Trenngelpuffer

4x Auftragspuffer

Transferpuffer

Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor

Benzamidin
in TRIS

NaCl
KCI
MgCI2
CaCl,
HEPES

TRIS-HCI

NaCl

Nonidet P-40
Natriumdeoxycholat
SDS

EDTA

Glycin
SDS

TRIS-HCI
Glycin

SDS

TRIS-HCI

SDS

TRIS-HCI

SDS

TRIS-HCI
Glycerin
[-Mercaptoethanol
SDS
Bromphenolblau

TRIS-HCI

Glycin
Methanol
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0,1 % (w/v)
25 mM
50 mM, pH 7,4

137 mM
5mM

1 mM

1 mM
15 mM

50 mM

150 mM
1% (v/v)
0.5 % (w/v)
0.1 % (w/v)
1 mM

100 mM
0.1 % (w/v)

250 mM

1,92 M

1% (wiv)

500 mM, pH 6,8
0,4% (w/v)
1,5M, pH 8,8
0,4% (w/v)

200 mM, pH 7,4
40% (wiv)

20% (v/v)

8% (w/v)

0,05% (w/v)

20 mM
150 mM
20 % (v/Iv)



TRIS-Tricin-SDS-Gelelektrophorese

10x Anodenpuffer, pH 8,9
10x Kathodenpuffer, pH 8,25

Gelpuffer, pH 8,45

2x TSE-Puffer, pH 7,4

Waschpuffer

TRIS-HCI
TRIS-HCI
Tricine
SDS
TRIS-HCI
SDS

TRIS-HCI
NaCl
EDTA
NaN3

Albumin Fraktion V
NaCl

TRIS-HCI

Nonidet P40

7.2.2  Molekularbiologische Arbeiten

50x DNA-Laufpuffer

5x DNA-Probenpuffer

TRIS-HCI
Essigsaure, konz.
EDTA

EDTA
Glycerin
Bromphenolblau

7.2.3 Medien und Puffer fur Zellkulturtechniken

2x BBS-Puffer, pH 6,95

Einfriermedium

LB-Medium

BES
NaCl
Na,HPO,

DMSO
FCS
Medium

Pepton aus Casein
Hefe-Extrakt
NaCl
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2M

1M

1M

1% (wiv)
3MTRIS
0.3% (w/v)

100 mM
600 mM
10 mM
3mM

0,25 % (wiv)
150 mM

50 mM, pH 7,4
0,2 % (viv)

2M
6 % (wW/v)
50 mM

100 mM
50 % (v/v)
0,1 % (w/v) mM

50 mM
280 mM
1,5 mM

10 %
20 %
70 %

1,6 % (wiv)
1% (wiv)
0,5 % (w/v)



7 Anhang

Transformationspuffer CaCl, 150 mM
MgCl, 250 mM
KCI 500 mM
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