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1 Einleitung

1.1 Phosphorylierung als molekularer Schalter

1.1.1 Phosphorylierung, eine posttranslationale Modifikation

Eu- und Prokaryoten nutzen eine Reihe von Md&glichkeiten, Proteine nach der Translation zu
verandern. Durch das Anheften gréBerer Moleklle oder funktioneller Gruppen, beispielswei-
se Lipide, Phosphate, Acetate oder Zucker, an Aminosédurereste eines Proteins, aber auch
durch Einfiigen neuer Bindungen (z.B. Disulfidbriicken) oder Abspaltung von Aminosauren
kann die Natur von Proteinen modifiziert werden. Uber 300 verschiedene Typen von
posttranslationalen Modifikationen sind mittlerweile beschrieben’, FindMod der bioinforma-

tischen Portalseite ExPASYy (http://www.expasy.org) listet eine Reihe dieser Modifizierungen

auf, die sowohl enzymatisch als auch nicht-enzymatisch stattfinden kénnen. Eine sehr hdu-
fige und zugleich sehr gut charakterisierte posttranslationale Modifikation stellt die enzyma-
tische Phosphorylierung von Proteinen dar. W&hrend in Prokaryoten die Phosphorylierung
hauptséchlich an Histidin-, Glutamat- und Aspartatresten stattfindet, werden in eukaryoti-
schen Proteinen vor allem drei Aminosauren phosphoryliert: Serin (Ser), Threonin (Thr) und
Tyrosin (Tyr). Uber die Hydroxylgruppe dieser Aminosduren werden mit Phosphatresten
Phosphomonoester (O-Phosphate) gebildet, die in der Zelle in einer relativen Haufigkeit von
1800:200:1 fir Phosphoserin (pSer), Phosphothreonin (pThr) und Phosphotyrosin (pTyr) vor-
kommen?. Phosphorylierung von Tyrosinen erfolgt im Vergleich zur Serin- oder Threo-
ninphosphorylierung vor allem an niedrig abundanten Proteinen und ist zudem instabiler,

was die Diskrepanz der Haufigkeiten in der Phosphoaminoséure-Analyse erklaren kann®.

1.1.2 Proteinkinasen und Phosphatasen

Katalysiert wird die reversible Phosphorylierung von Proteinen durch Kinasen, Enzyme, die
mit ATP als Co-Substrat eine Phosphatgruppe auf einen Aminosaurerest Uibertragen. Euka-
ryotische Kinasen kdnnen anhand ihrer katalytischen Domane in Ser/Thr-spezifische und
Tyr-spezifische Kinasen unterteilt werden*, wobei allerdings auch Enzyme mit Bispezifitat (z.
B. MAP-Kinase-Kinasen) existieren®. Eine weitere Mdglichkeit, Kinasen zu klassifizieren, ist
die Unterscheidung nach ihrem Aktivierungsmechanismus. So ist beispielsweise die Prote-
inkinase A, ein Schlisselenzym der p-adrenergen Signaltransduktion, eine cAMP-abhangige

Proteinkinase®.

Das humane Genom kodiert fir ca. 500 Kinasen (~400 Ser/Thr, ~90 Tyr, ~40 dualspezifi-

sche Kinasen)™®, was die biologische Bedeutung dieser Enzyme verdeutlicht, allerdings
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auch eine strikte Regulierung der Kinaseaktivitat nétig macht. Mehrere Mechanismen stehen
innerhalb der Zelle fir die Aktivierung von Kinasen zur Verfligung: (1) Die Bindung von se-
kundaren Botenstoffen wie beispielsweise cCAMP oder cGMP, (2) das Bereitstellen von Co-
faktoren wie Ca*, IP;, (38) Phosphorylierung/Dephosphorylierung der Kinase, (4) Lokalisati-
onsénderung, (5) Aktivator-/Inhibitorproteine (PKI als Inhibitor fir PKA), sowie (6) spezifische
Substratinteraktionen, welche zum Teil selbst der Regulation durch Phosphorylierung unter-
liegen®'®. Es werden nicht wahllos Serin-, Threonin- oder Tyrosin-Reste innerhalb eines Pro-
teins phosphoryliert, vielmehr ist die Position der Phosphorylierung von sogenannten Kon-
sensussequenzen abhangig. Konsensussequenzen sind die Phosphorylierungsstelle umge-
bende Primérsequenzen, welche zum Teil variabel und nicht Kinase-exklusiv sind. Die Pro-
teinkinase A beispielsweise besitzt die optimale Konsensussequenz R-R-x;-S/T-x,, wobei
auch R/K-R/K-x,-S/T-x, mit abgeschwachter Praferenz genutzt wird. Ein Prolin an Position
x2 wird nicht toleriert, x ist ansonsten variabel, im Idealfall allerdings eine kleine, hydropho-
be Aminoséaure. Ein einzelnes Arginin an Position -2 oder -3 ist ebenfalls mdglich (R-x,-S/T-
Xo; R-X,-x4-S/T-X,), jedoch scheint dies eher ein bevorzugtes Motiv fir andere basophile
Kinasen (PKC, PAK1) zu sein. Folgende Einteilung nach absteigender Wahrscheinlichkeit
kann bezlglich der PKA-Konsensussequenz getroffen werden: RRx,;S>RRx,T,
RKx;S/T>KKx,S/T, KRx;S/T>Rx,x,;S, Rx,S"'*76,

Phosphatasen katalysieren als Gegenspieler zu den Kinasen die Hydrolyse des Phosphor-
saureesters. Neben den 500 Kinasen kodiert das humane Genom fiir ca. 200 Phosphatasen.
Ebenso wie die Kinasen kénnen die Phosphatasen in drei Gruppen eingeteilt werden, ab-
héngig von der jeweiligen zu dephosphorylierenden Aminosaure: Ser/Thr-Phosphatasen,
Tyr-Phosphatasen und dualspezifische Phosphatasen (~40 Ser/Thr, ~100 Tyr, ~50 dualspe-
zifische Phosphatasen)”'’. Die groBe Diskrepanz der 400 Ser/Thr-Kinasen und lediglich 40
Ser/Thr-Phosphatasen erfordert eine ausgeprédgte Regulation und Spezifitdt dieser Phos-
phatasen. Diese Regulation erfolgt hauptséchlich lGber die Bindung der katalytischen Unter-
einheit an eine bestimmte regulatorische Untereinheit, wobei oft verschiedene regulatori-

sche Untereinheiten zur Regulation einer katalytischen Untereinheit existieren’.

1.1.3 Die biologische Bedeutung der Phosphorylierung

Es wird vermutet, dass ein Drittel aller eukaryotischen Proteine durch Phosphorylierung mo-
difiziert wird und diese posttranlationale Modifikation oft eine Schllisselrolle in der Regulati-
on des Proteins einnimmt'®. Die Phosphorylierung kann als ,Molekularer Schalter” verstan-
den werden, der je nach Bedarf ein Protein aktiviert bzw. deaktiviert. Die Einflhrung eines

geladenen Phosphatrestes induziert oft eine Konformationsadnderung innerhalb eines Prote-
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ins. Zuvor hydrophobe Teile werden in hydrophile, polare Abschnitte umgewandelt. Die Ei-
genschaft und Struktur eines Proteins verandert sich, oftmals mit Auswirkungen auf intra-
und intermolekulare Wechselwirkungen. Dies kann wiederum Einfluss auf die Aktivitat, Lo-
kalisation sowie Stabilitit des Proteins haben®. Die Zelle hat sich (iber diese posttranslatio-
nalen Modifikationen eine Mdéglichkeit geschaffen, ohne eine Verdnderung in der Genex-
pression schnell und reversibel auf extrazellulare Signale zu reagieren. Wie haufig diese
Moglichkeit genutzt wird und wie wichtig sie ist, zeigen die zahlreichen Prozesse, in denen
Phosphorylierung als Regulationsmechanismus beteiligt ist. Beispielsweise wird die Zellzy-
klusaktivitat primér Gber Phosphorylierung gesteuert, aber auch in der Entwicklung, der Dif-
ferenzierung, der Transformation, der Hormonsignaltransduktion und Adaption kommt der

Phosphorylierung eine Schliisselrolle innerhalb der Zelle zu®'®.

Es ist nicht verwunderlich, dass viele Krankheiten mit einer fehlerhaften Regulation der
Phosphorylierung/Dephosphorylierung in Zusammenhang stehen. Zahlreiche Kinasen (v.a.
Tyrosinkinasen) werden als Protoonkogene in direkte Verbindung mit der Karzinogenese
gebracht, wobei hier sowohl Mutationen, die zu einer konstitutiven Aktivierung, als auch
Mutationen, die zur Inaktivierung der Kinase fiihren, eine Rolle spielen'®®. Bei neurodegene-
rativen und kardiovaskuldren Erkrankungen steht ebenfalls ein verandertes Phosphorylie-
rungsmuster der Zelle in direktem Zusammenhang mit der Pathogenese?'?*. Dies verdeut-
licht die klinische Relevanz der Phosphoanalytik nicht nur im Bereich der Diagnostik son-

dern auch in der Pravention und Behandlung von Krankheiten.

1.2 Die kardiale Signaltransduktion des @-adrenergen Sy-
stems

1.2.1 Die 3-adrenergen Rezeptoren des Herzens

B-adrenerge Rezeptoren (BAR) sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR), die zur Fami-
lie der adrenergen Rezeptoren (AR) gehdren. Aktiviert werden diese durch die Ubertrager-
stoffe Adrenalin und Noradrenalin, welche die sympathische Aktivitat des vegetativen Ner-
vensystems vermitteln®. g-AR (ibernehmen somit eine zentrale Rolle in der sympathischen
Signaltransduktion, was auch an ihrer vornehmlichen Expression in sympathisch innervier-

tem Gewebe zu erkennen ist.

Es sind drei Subtypen von p-adrenergen Rezeptoren bekannt, 4, B,, fs, welche alle im kar-
dialen Gewebe nachgewiesen werden konnten®?. Wahrend die Effekte der B;- und
B.- Subtypen im Herzen gut untersucht sind, ist die Rolle des B;- Subtyps im Herzen noch

weitgehend unklar. Nach B;-AR Aktivierung konnte eine negativ inotrope Wirkung beobach-
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tet werden, die Uber eine Guai-induzierte Ausschittung von Stickoxid (NO) zustande
kommt?®?°, Dieser nicht-klassische Gai-Protein vermittelte Signalweg stellt méglicherweise
durch die Herabsetzung der Kontraktilitdt einen Schutzmechanismus des Herzens gegen
erhdhte adrenerge Stimulation dar®® (Abb. 1). Sowohl der ;- als auch der B,- Subtyp kop-
peln an Gas, wobei fir die p-adrenergen Effekte im Herzen Gberwiegend der ,-AR verant-
wortlich gemacht wird. Dies wird durch die vergleichsweise héhere Expression des (,-AR
bedingt, welcher mit 75-80% aller B—AR der vorherrschende Subtyp im Herzen ist®'.

Die Assoziation dieser Rezeptoren mit Gas bewirkt Uber eine Aktivierung der membranstan-
digen Adenylatzyklase (AC) eine Erhéhung des intrazelluldren Spiegels von zyklischem Ade-
nosinmonophosphat (cCAMP). cAMP aktiviert wiederum die Proteinkinase A (PKA), welche
maBgeblich die Effekte der f-adrenergen Signaltransduktion im Kardiomyozyten vermittelt®.
Es kommt zu einer gesteigerten Muskelkontraktion (positiv inotrop), die Relaxationszeit in
der Diastole nimmt ab (positiv lusitrop), die Herzfrequenz (positiv chronotrop) und die Uber-

leitungsgeschwindigkeit im AV-Knoten (positiv dromotrop) nehmen zu®.

Im Unterschied zum f;-adrenergen Rezeptor kann der $,-Subtyp neben Gas auch an Gai
binden®. Dies hat neben der proapoptotischen Wirkung Gas-vermittelter Signaltransduktion
einen zusétzlichen antiapoptotischen Effekt, welcher dominierend ist. Eine ,-AR Stimulati-
on wirkt sich daher im Gegensatz zur B;-AR Aktivierung positiv auf das Uberleben der Zellen

aus35,36-
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B:AR B-AR BAR

ey PI3K NOS
'
| »Klassischer Signalweg“ ,hicht-klassischer Signalweg*

Abbildung 1: Ubersicht (iber die f-adrenerge Rezeptorsubtypen-Kopplung und Signal-
transduktion in der Herzmuskelzelle. Gezeigt ist der ,klassische” Gas vermittelte Signal-
weg und die ,nicht-klassische®, Gai vermittelte Signaltransduktion. Modifiziert nach

Ref.%.

1.2.2 Die Auswirkung chronischer p-adrenerger Stimulation auf das
Myokard

Wahrend eine kurzfristige Aktivierung p-adrenerger Rezeptoren zu einer akuten Leistungs-
steigerung des Herzens fihrt, bewirkt eine dauerhafte Stimulation strukturelle, funktionelle
und molekulare Verdnderungen am Herzen. Chronische, catecholaminerge Stimulation des
Myokards flhrt zum sogenannten ,kardialen Remodelling“. Kennzeichnend hierflr ist eine
GréBenzunahme und ein Kontraktilititsverlust des einzelnen Myozyten, einhergehend mit
gesteigerter Nekrose und Apoptose. Auch die Extrazellularmatrix des Herzens verédndert
sich, das interstitielle Bindegewebe nimmt zu, die passive Dehnbarkeit des Herzens wird

geschwécht®,

Auf Rezeptorebene treten im insuffizienten Herzen ebenfalls gravierende Veranderungen

auf. Die Anzahl der B,-adrenergen Rezeptoren ist reduziert®

, €s kommt zu einer Entkopp-
lung von fB4- und B,-adrenergen Rezeptoren von G-Proteinen. Die Gai-Proteinexpression ist
erhdht, was eine Hemmung der AC-Aktivitat und somit eine Reduktion der Gas vermittelten

Signaltransduktion vermuten |4sst®'374041

. Dieser als Anpassungsmechanismus an gestei-
gerte Volumen- und Druckbelastung dienende Prozess fiihrt bei einer chronisch erhéhten
sympathischen Aktivierung zu einer fortschreitenden Verschlechterung der Leistungsfahig-
keit des Herzens, bis hin zur Herzinsuffizienz. MaBgeblich beteiligt an der Pathophysiologie

chronisch adrenerger Stimulation im Herzen ist der $,-AR. Im transgenen Mausmodell fiihrte
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bereits eine 5- bis 15-fache kardiale p;-AR Uberexpression zur Entwicklung von Hypertro-
phie, Fibrose und bereits bei jungen Mausen zu Herzinsuffizienz*?. Im Gegensatz dazu hatte
eine 60-fache kardiale Uberexpression des f,-AR keine pathologischen Konsequenzen im
Mausmodell, stattdessen zeigten diese M&use eine gesteigerte kardiale Funktion. Lediglich
sehr hohe Expressionslevel (100- bis 350-fache Uberexpression) fiihrten zu einer rapide
fortschreitenden Kardiomyopathie, in der Pathologie vergleichbar mit exzessiver adrenerger
Stimulation®®. Die Phénotypen dieser beiden Mausmodelle verdeutlichen klar die unter-
schiedliche Signaltransduktion der beiden Rezeptoren, was ebenfalls auf unterschiedliche

Funktionen der Rezeptoren im Myokard schlieBen I&sst.

1.2.3 Phosphorylierung als Modulator der kardialen Erregungs-
Kontraktions-Kopplung (ECC)

Die sympathische Signaltransduktion wird innerhalb der Zelle Uber die zytosolische cAMP-
Konzentration reguliert. cAMP ist ein sekundarer Botenstoff, dessen Aufgabe darin besteht,
Signale von auBerhalb der Zelle an intrazellulére Effektorproteine weiterzuleiten®. Ein Gas
vermittelter Anstieg des intrazellularen cAMP-Spiegels aktiviert die Proteinkinase A (PKA),
ein Schlisselenzym in der p-adrenergen Signaltransduktion. In der Herzmuskelzelle
phosphoryliert PKA zahlreiche Proteine, die unter anderem an der Erregungs-Kontraktions-
Kopplung (ECC) beteiligt sind. Die PKA ist der Hauptvermittler der sympathischen Regulati-
on der ECC, einem Prozess, in dem ein Aktionspotenzial die Kontraktion der Muskelzelle

auslost.

Beispiele prominenter PKA-kontrollierter Substratproteine der ECC sind der spannungsab-
héngige L-Typ-Calciumkanal (Cav1.2), der Ryanodin-Rezeptor (RyR), Troponin | (Tnl), das
Myosin-bindende Protein C (MyBP-C) und Phospholamban (PLN)* (Abb. 2).
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Abbildung 2: Ubersicht liber bekannte PKA-regulierte Proteine in der kardialen Erre-
gungs-Kontraktions-Koppelung (ECC). Modifiziert nach Ref.*’.

Nach p-adrenerger Stimulation wird durch die Phosphorylierung des sarcolemmal lokalisier-
ten Cav1.2 der einwdartsgerichtete Calciumstrom (/) verstarkt, es flieBt vermehrt extrazellu-
lares Ca®* in das Zellinnere. Die erhéhte Ca**-Konzentration wird vom RyR, einem im sarko-
plasmatischen Retikulum (SR) lokalisierten Calciumkanal, detektiert. Dadurch wird ein posi-
tiver Ruckkopplungs-Mechanismus ausgeldst, der zu einer gesteigerten Freisetzung von

Calcium aus dem SR ins Zytosol fiihrt*®*’.

Der RyR wird ebenfalls durch die PKA phosphoryliert, wodurch die Offnungswahrschein-
lichkeit des Kanals gesteigert wird***®“*°. Die Phosphorylierung dieser beiden Proteine erhéht
die zytosolische Ca?**-Konzentration, es steht mehr freies Ca** fiir die systolische Kontrakti-

on zur Verfigung. Hierauf basiert die positiv inotrope Wirkung der -adrenergen Stimulation.

Die positive lusitrope Wirkung hingegen wird Uber die Phosphorylierung von Tnl, MyBP-C
und PLN vermittelt®™®®'. Tnl reguliert die Ca?*-Sensitivitadt von Myofilamenten, indem es im
phosphorylierten Zustand die Ca*-Affinitat der Troponin C-Untereinheit des Troponin-
Proteinkomplexes herabsetzt®'*2. MyBP-C beeinflusst phosphorylierungsabhingig die Ak-
tin-Myosin-Wechselwirkung und somit die Motoraktivitdt des Muskels®**, Zuséatzlich wird
tiber die Phosphorylierung von PLN der Riicktransport von Ca?*-lonen aus dem Zytosol in
SR gesteuert. Im dephosphorylierten Zustand hemmt PLN die im SR lokalisierte sarkoplas-

matische/endoplasmatische Calcium-ATPase (SERCA), welche den Ricktransport von zy-
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tosolischem Calcium ins SR vermittelt®. Nach Phosphorylierung wird die hemmende Wir-
kung aufgehoben, es kommt zu einem effizienteren Riicktransport der Ca?*-lonen in das SR

und zur Beendigung der Kontraktion.

Die PKA-vermittelte Phosphorylierung zahlreicher, an der ECC beteiligter Proteine kann
somit nicht nur eine bestehende Kontraktion verstérken, sondern auch die Relaxationsfé-
higkeit, den mechanischen Gegensatz zur Kontraktion, beschleunigen. Die physiologische
sympathische Stimulation des Herzens bewirkt auf diese Weise phosphorylierungsabhén-

gig eine gesteigerte Herzleistung.

1.3 Die Analytik der Proteinphosphorylierung

Die Analyse zellularer Phosphorylierungsmuster besitzt, wie bereits erwahnt, nicht nur im
Hinblick auf ein besseres Verstidndnis komplexer zelluldrer Vorgange biologische Bedeu-
tung, sondern auch in hohem MaBe klinische Relevanz. Obwohl schon langer im Fokus der
biochemischen Forschung, ist die Analyse der Phosphorylierung immer noch eine Heraus-
forderung. Ein Problem stellt die Tatsache dar, dass zu einem gegebenen Zeitpunkt nur ein
kleiner Teil des zellularen Proteoms in phosphorylierter Form vorliegt®. Erschwerend kommt
hinzu, dass gerade phosphorylierte Signalproteine oft relativ niedrig-abundante Proteine
sind®. AuBerdem kann das Phosphorylierungsmuster eines Proteins heterogen sein, das
heiBt, es existiert in mehreren verschieden phosphorylierten Formen. Wahrend abundante
Phosphorylierungsstellen oft einfach zu detektieren sind, kénnen weniger haufig phosphory-
lierte Aminosaurereste leicht (ibersehen werden. Obwohl es mittlerweile ein breites Spek-
trum kommerziell erhaltlicher Phosphataseinhibitoren gibt, kann auBerdem die Gefahr der
Dephosphorylierung durch endogene Phosphatasen wahrend der Probenvorbereitung nie

ganz ausgeschlossen werden'?,

Die in vitro Untersuchung der Phosphorylierung vermag nur bedingt die momentanen zellu-
laren Sachverhalte widerzuspiegeln, da Kinasen im nicht-zelluldren Kontext oft zu unspezifi-
scher Phosphorylierung neigen. In den vergangenen Jahren hat sich die Massenspektrome-
trie als Methode der Wahl zur Untersuchung von Phosphorylierung speziell unter in vivo Be-
dingungen etabliert. Die Griinde hierfiir sind unter anderem die hohe Massengenauigkeit
und Sensitivitdt der Massenspektrometrie. Bereits Konzentrationen im Femtomol-Bereich
kdnnen im Massenspektrometer detektiert werden. Zudem lasst sich in einem automatisier-

ten Verfahren die exakte Position der Phosphorylierungsstelle bestimmen®’.

Abbildung 3 zeigt ein allgemeines Schema fiir eine massenspektrometrische Analyse

phosphorylierter Proteine. Der Analyse geht in der Regel der Verdau der isolierten Proteine
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voran. Vor der Messung sollten die phosphorylierten Peptide aus der komplexen Peptidmi-
schung isoliert werden, woflir chromatographie- oder affinitdtsbasierte Anreicherungsver-
fahren zur Verfigung stehen. Die hohe Sensitivitdt und Massengenauigkeit der Mas-
senspektrometrie ermdéglicht anschlieBend die Analyse modifizierter (z. B. phosphorylierter)

Reste'. Der Proteindatenbankabgleich identifiziert letztendlich die detektierten Phosphory-

58-61

lierungsstellen

Mischung aus nicht-phosphorylierten
und phosphorylierten Proteinen

Trypsinverdau

Mischung aus nicht-phosphorylierten
und phosphorylierten Peptiden

Anreicherung phosphorylierter Peptide

Massenanalyse Proteindatenbanken (PDB)

in silico Trypsinverdau aller in
der Datenbank
enthaltener Proteine

Peptidmassen- in silico Peptidmassen-
und Sequenzinformation und Sequenzinformation
Vergleich

Ausgabe von phosphorylierten Proteinen

Abbildung 3: Schema zur Identifizierung von Phosphorylierungsstellen in Proteinen mit-
tels Massenspektrometrie.
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1.3.1 Trypsinverdau

Die Identifizierung phosphorylierter Proteine kann entweder auf Proteinebene (,,top down®)
oder, wie im Bereich der MS-Proteomik Ublich, im sogenannten ,botfom up“-Ansatz auf
Ebene des Peptids erfolgen. Bei letzterer Vorgehensweise werden die Proteine proteolytisch
in Peptide bestimmter Lange gespalten, Masse und Sequenz werden nachfolgend im Mas-
senspektrometer bestimmt. Das Enzym der Wabhl ist in der Regel Trypsin. Trypsin schneidet
C-terminal von den basischen Aminosaduren Lysin (K) und Arginin (R), ausgenommen ein
Prolin (Pro) folgt an Position +1. Dadurch enthalten alle Peptide automatisch eine basische
Aminosdure am C-Terminus, was die nachfolgende, in der Proteinanalytik meist Ubliche po-

sitive lonisierung der Peptide erleichtert’.

1.3.2 Anreicherung phosphorylierter Peptide

Phosphoproteine stehen in der Zelle in einem standigen Gleichgewicht zwischen Phospho-
rylierung und Dephosphorylierung, wobei der Anteil des nicht-phosphorylierten Proteins in
der Regel Uberwiegt. Der tryptische Verdau enthalt somit nur eine geringe Fraktion
phosphorylierter Peptide. Zudem lassen sich phosphorylierte Peptide schlechter ionisieren
verglichen mit nicht-phosphorylierten Peptiden, was in Anwesenheit nicht-phosphorylierter
Peptide eine Signalabschwéachung (lonensuppressions-Phanomen) bedingt. Eine verlassli-
che qualitative Analyse dieser Phosphopeptide wére in einem Gesamtverdau trotzt der mitt-
lerweile sehr spezifischen Scan-Verfahren flir Phosphopeptide nicht mdglich. Eine der Ana-

lyse vorangehende Anreicherung der Phosphopeptide ist somit unerléasslich®°,

Es existieren eine Vielzahl von Strategien zur Anreicherung von Phosphopeptiden, die sich
vor allem den niedrigen pKs-Wert und die sterische Struktur der Phosphatgruppe zu Nutze
machen®. Neben chromatographischen Verfahren werden verstarkt affinitatsbasierte Anrei-
cherungsstrategien zur Isolation von Phosphopeptiden verwendet. In den letzten Jahren
haben sich vor allem zwei affinititsbasierte Verfahren zur Anreicherung phosphorylierter
Peptide etabliert: (A) Die immobilisierte Metallionen Affinitdtschromatographie (IMAC) und

(B) die Anreicherung tiber Metalloxide.

(A) Immobilisierte Metallionen Affinitdtschromatographie (IMAC): Urspriinglich zur An-
reicherung von Proteinen entwickelt®, wird IMAC mittlerweile als géngige Methode zur Iso-
lation von Phosphopeptiden aus komplexen proteolytischen Gemischen genutzt. Die nega-
tiv geladene Phosphatgruppe wird Uber elektrostatische Wechselwirkungen an die positiv
geladene stationare IMAC-Phase gebunden® (Abb. 4).
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Die stationdre IMAC-Phase besteht in der Regel aus einem Chelatkomplex von Iminodies-
sigsaure (IDA) oder Nitrilotriessigsaure (NTA) als Chelator und einem dreifach-positiv gela-
denen Metallion (z.B. Fe*, Ga*') als Zentralatom®® ®’ gekoppelt an ein Tragermaterial (Aga-

rose, Polymere).

I

AN |0| Abbildung 4: Bindungs-
CH: O o—c modell des immobilisier-
| \ / \ ten Eisen-(lll)-lons  der
- ~"—CHOH— CH2—N Fe(lll) P—O0O—R stationéren IMAC-Phase
und der Phosphatgruppe.
CLZ o/ >|< \o—o/|o| X kann z. B. Wasser oder
\_/ || OH- sein. R reprasentiert
|C| 0 einen organischen Rest.

o Modifiziert nach Ref.®.

Histidin-reiche Peptide (Elektronen-Donoren) und nicht-phosphorylierte, stark saure Peptide
kénnen ebenfalls an die positiven Metallionen der stationdren Phase binden. Eine Mdglich-
keit, die Bindung saurer Peptide an die stationare Phase zu vermeiden, ist die vorangehen-
de Veresterung der Sauregruppe®®. Die Esterifizierung der Carboxygruppen ist jedoch neben
maoglichen ungewollten Nebenreaktionen mit Materialverlust verbunden und erfolgt zudem
nicht quantitativ. Dies flihrt zu einem Anstieg der Probenkomplexitit, was wiederum negati-

ve Auswirkungen auf die Sensitivitat der Analyse zur Folge haben kann®.

Generell sollte die Bindung der Phosphopeptide an die stationdre Phase bei pH<1,9 statt-
finden, da der pKs-Wert der Phosphorsaure in Verbindung mit den im Ladepuffer enthalte-
nen organischen Resten auf bis zu pKs=1,1 erniedrigt wird. Wahrend organische Sauren bei
pH 1,9 weitgehend protoniert und somit neutral vorliegen, kdnnen die ionischen Phosphate
spezifisch binden. Es wurde gezeigt, dass der Zusatz von Acetonitril (MeCN) zum Ladepuf-
fer diese pKs-Wert-Differenz noch weiter erhdhen kann®°. Die Elution der phosphorylierten
Peptide erfolgt in der Regel unter alkalischen Bedingungen (Ammoniumwasser pH=10), al-
lerdings finden auch Komplexbildner wie EDTA, stark saure Lésungen (pH<1) oder Phos-

phorsaure-Lésungen Verwendung (Abb. 5).
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Abbildung 5: IMAC-
Anreicherung:

(Oben + Mitte) Die IMAC-
Partikel werden unter sau-
ren Bedingungen mit dem
tryptischen Peptidgemisch
inkubiert. Neben den
phosphorylierten  Peptiden
kénnen auch stark saure
Peptide (in rot dargestellt)
an die positiv geladenen
Oberflaichen der IMAC-
Partikel binden.

(Unten) Nach Waschen der
IMAC-Partikel erfolgt die
Elution der phosphorylierten
Peptide unter basischen
Bedingunagen.
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(B) Metalloxid Affinitdtschromatographie (MOAC): Eine Alternative zur IMAC ist die An-

reicherung phosphorylierter Peptide mittels Metalloxiden”

, eine Affinitdtsanreicherung die,

verglichen mit IMAC, eine héhere Kapazitat und Spezifitdt zur Phosphatgruppe aufweist'.
Neben Metalldioxiden wie Zirkoniumdioxid (ZrO,) und Aluminiumhydroxid (Al(OH);) hat sich

vor allem die Verwendung von Titaniumdioxid (TiO,) durchgesetzt. Die Phosphatgruppe bil-

det mit TiO, einen bidentaten Oberflachenkomplex mit einer Bindestéchiometrie von 1:2.

Substituierte, aromatische S&uren adsorbieren ebenfalls mit vergleichbarer Affinitdt wie

Phosphate an die TiO,-Oberflache, allerdings in einem 1:1 Bindungsverhéltnis®®’" (Abb. 6).
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Q Abbildung 6: Bindungsmo-
é\ dell der Phosphatgruppe
/ N und Salicylsdure an die
AN 0 Q / Oberfliche  von  TiO,
P Partikeln.  Wahrend die
N | \ Phosphatgruppe einen bi-
) (@) 0 o] dentaten Brickenkomplex
| ! N/ mit TiO, eingeht, bindet die
TiO2 TiO2 TiO2 Salicylsdure als bidentater
Chelatkomplex. Abb. modi-
fiziert nach Ref.®%.

Dieser unterschiedliche Bindungsmodus durfte fiir die geringe Effektivitat des Zusatzes von
Phosphat zur Bindungspravention von nicht-phosphorylierten Peptiden an TiO, verantwort-
lich sein®. Im Gegenzug konnte gezeigt werden, dass besonders substituierte, aromatische
Sauren die Adsorption nicht-phosphorylierter Peptide an die TiO,-Oberflache verhindern.
Durch den Ladepufferzusatz dieser organischen Sauren (Phthalsdure, 2,5-
Dihydroxybenzoesdure (DHB)) zur kompetitiven Verdrdngung, insbesondere nicht-
phosphorylierter saurer Peptide, kann die Spezifitdt der TiO,-Anreicherung erheblich gestei-
gert werden®. Ahnlich zur IMAC-Anreicherung erfolgt die Bindung phosphorylierter Peptide
unter sauren Bedingungen, die nachfolgende Elution wird im Basischen (Ammoniumwasser

pH=10) durchgeflihrt.

1.3.3 Die massenspektrometrische Analyse der Phosphorylierung

Wahrend klassische Ansatze wie radioaktive [*P]-Markierung, der Edman-Abbau oder
phosphorylierungsspezifische Immunodetektion in der Regel nur fir die Analyse einer oder
weniger Phosphorylierungsstellen verwendet werden, erméglicht die Massenspektrometrie
die Untersuchung ganzer zelluldrer Phosphorylierungsmuster und die Entdeckung bislang
unbekannter Phosphorylierungsstellen. Nicht nur die exakte Position der Phosphorylierung
kann bestimmt werden, neuere massenspektrometrische Methoden erlauben auch die rela-

tive Quantifizierung der Phosphorylierung.

Prinzipiell wird bei der Detektion phosphorylierter Peptide der Umstand ausgenutzt, dass
jeder phosphorylierte Rest eine Massendifferenz von +79,97 Da bewirkt”® (Abb. 7). Dieser
Massenunterschied kann im MS nachgewiesen werden, vorausgesetzt die Phosphorylierung

bleibt wahrend der Probenaufarbeitung und Elektronenspray-lonisation (ESI) erhalten®.
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A MS-Spektrum
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Abbildung 7: Schematisches MS-Spektrum eines Peptides mit dem Masse zu Ladungs-
verhéltnis M in nicht-phosphorylierter und phosphorylierter Form. Am représentiert die

Differenz des Masse zu Ladungsverhéltnisses (m/z), hervorgerufen durch die Phosphory-
lierung. Modifiziert nach Ref.®.

In der Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) kann Uber das spezifische Fragmentierungs-
Muster des Vorlauferions nicht nur die Sequenz eines Peptides, sondern auch die Position

eines modifizierten Restes bestimmt werden.

1.3.3.1 Fliissigchromatographie-Tandem-Massenspektrometrie (LC/MS/MS)

[
o ESI Quadrupol Kollisionszelle TOF
o ® . Pusher Detektor
S | | , e L]
£ 9> ® > b N ¢
- T— .
LC - L1
® ® Reflektor

Abbildung 8: Schematischer Aufbau eines Quadrupol-Flugzeitanalysator Hybrid-
Tandem-Massenspekirometers, das an einen Flissigchromatographen (LC) gekoppelt
ist (LC-MS/MS). Durch Elektrospray-lonisation (ESI) werden die zuvor chromato-
graphisch aufgetrennten Peptide vor Eintritt in das Massenspektrometer ionisiert.

Fir komplexe Proben wird der massenspekirometrischen Analyse oft ein Probentrennver-
fahren vorgeschaltet. Haufig findet eine Verbindung aus Fliissigchromatographie mit direkter
Kopplung an ein Massenspektrometer (LC-MS/MS) Verwendung. Diese vorgeschaltete
chromatographische Auftrennung der Peptide reduziert die Komplexitat der Probe, was

wiederum die Nachweisgrenze erheblich senken kann®.
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Die Peptide werden in der LC-MS/MS im Flissigchromatographen lber eine C18-
Umkehrphase gemaB ihrer hydrophoben Wechselwirkungen mit der stationdaren Phase auf-
getrennt. Die aufgetrennten Peptide werden Uber eine Gradientenelution direkt in das Mas-
senspektrometer eluiert, ionisiert und massenspektrometrisch analysiert. Ein Tandem-
Massenspektrometer besteht in der Regel aus zwei hintereinandergeschalteten Analysato-
ren mit einer dazwischen eingebauten Kollisionszelle. Die Analysatoren kdnnen vom selben,
aber auch unterschiedlichen Typus sein, ein sogenanntes Hybrid-System. Oft verwendete
Kombinationen bestehen aus zwei Quadrupolen oder einem Quadrupol und einem Flugzeit-

)73.

analysator (TOF

Die LC-MS/MS hat im Bereich der Bioanalytik besonders in der Struktur- und Sequenzana-
lyse von Peptiden Bedeutung erlangt. In dieser Arbeit wurde ein in Abbildung 8 schematisch
dargestellter Aufbau genutzt. Zur Sequenzanalyse von Peptiden werden im MS-Modus
Ubersichts-Scans der m/z-Verhéltnisse der Mutterionen durchgefiihrt, wobei die intensiv-
sten Mutterionen flr eine anschlieBende MS/MS-Analyse ausgewahlt werden. Diese vorse-
lektierten Mutterionen werden Uber den ersten Quadrupol Q1 aus dem lonenstrahl in die
StoBkammer (=Kollisionszelle) lbertragen. Es erfolgt eine Fragmentierung der Vorlduferio-
nen durch kollisionsinduzierte Zerfalle (CID), d. h. durch niedrigenergetische Kollision der
lonen mit einem inerten Gas (in der Regel Helium, Stickstoff oder Argon). Diese Kollision
induziert spezifische Bindungsbriiche innerhalb des Peptids, woraus sogenannte Produktio-
nen (Tochterionen) resultieren. Das m/z Verhalinis der Produktionen wird anschlieBend im
dritten Analysator analysiert. Im MS/MS-Spektrum werden alle auftretenden Fragmentionen
eines Vorlauferions geman ihrer m/z Verhaltnisse nach relativer Intensitét dargestellt, woraus
sich aufgrund der resultierenden Massen- und Intensitatsunterschiede der einzelnen Frag-

mentionen die Peptidsequenz bestimmen lasst™.

O-Phosphate zeigen aufgrund der schwachen Esterbindung unter den Bedingungen der
CID spezifische Neutralverluste. pSer und pThr neigen zur Abspaltung von Phosphorsaure
(HsPO,), in geringerem, vernachlassigbarem MaBe zur Abspaltung von meta-Phosphorséure
(HPOg; pSer, pThr und pTyr). Diese Neutralverluste von 98 DA (-H;PO,) (80 Da (-HPO,), ver-
nachldssigbar) erzeugen charakteristische Markerionen, die mit hoher Intensitdt im MS/MS-
Spektrum auftreten. Diese zusétzlichen Fragmente flihren zu einem unulbersichtlicheren

MS/MS-Spektrum und zur Intensitatsunterdriickung der restlichen Fragmente®”*’® (Abb. 9).
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MS-Spektrum MS/MS-Spektrum
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Abbildung 9: Schema eines MS- und MS/MS-Spektrums eines Phosphopeptids. Die
Fragmentionen (M) zeigen oberhalb M, eine durch den Phosphatrest hervorgerufene
erhdhte Masse im Vergleich zum nicht-phosphorylierten Peptid. Neben den Ublichen
Fragmentionen (M;,) zeigt das Spektrum zudem durch Neutralverlust entstandenen
Markerionen (M, s¢,-HsPO,). Die rot markierten Signale demonstrieren die Fragmentio-

nen, wodurch die Position der Phosphorylierung eindeutig zu bestimmen ist. Modifiziert
nach Ref..

Intensitat
Intensitat

»
»
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1.3.3.2 Die Fragmentierung von Peptiden

Der niedrigenergetische kollisionsinduzierte Zerfall (CID) erzeugt sequenzspezifische Frag-

mente, die einer definierten Nomenklatur unterliegen™

I
X3 Y3 Z3 X2 Y2 Z2 X1 Y1 Z1 : Abbildung 10: Uber-
! sicht Uber die moégli-
chen Typen von Frag-
R1 0O R2 O R3 O R4 mentionen.  Verbleibt
| H | I | || | die Ladung am N-
HHN— C—C—N—C—C—N-—C—C—N—C— COOH Terminus des Frag-
| ] y | | | | ments, entstehen a-,
H H H H  H H | H b- oder c lonen. C-
terminal geladene
Fragmentionen werden

ar b1 c1 b2 b2 c2 a3 b3 cs3 als x-, y- und z-lonen
bezeichnet.

Die primére Spaltung der Peptide erfolgt im niederenergetischen CID entlang der Peptidbin-
dung, weshalb in erster Linie b-Typ-lonen- und y-Typ-lonen-Serien im MS/MS-Spektrum
beobachtet werden kénnen (Abb. 10). Die Spaltung von mehr als einer Bindung kann in sel-
teneren Fallen auch interne Fragmente hervorrufen. Weitere Neutralverluste wie Wasser (-18
Da)- oder Ammoniakabspaltung (-17 Da) fihren haufig zur Bildung von b°- und y°- bzw. b*-

und y*-lonen (http://www.matrixscience.com/help/fragmentation help.html).
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1.3.4 Datenbanksuche und Spektreninterpretation

Die Identifizierung von Proteinen anhand von MS/MS-Spektren erfolgt Uber einen automati-
sierten Datenbankvergleich. Die komplette Entschlisselung des Genoms eines Organismus
ermoglicht in Kombination mit theoretischen ,,open reading frames” (ORF) das theoretische
Proteom dieses Organismus vorherzusagen. Durch einen in silico Proteom-Verdau und die
in silico Fragmentierung dieses theoretischen Proteoms kann anschlieBend lber Suchalgo-
rithmen der Vergleich mit den experimentellen MS- und MS/MS-Daten durchgefiihrt wer-
den. Aus diesem Vergleich kann Uber die ldentitat eines Peptids das entsprechende Protein

ermittelt werden.

In dieser Arbeit wurde die Proteinsequenzdatenbank Swiss-Prot und der Suchalgorithmus

Mascot’’

verwendet. Das tatsachlich gemessene MS/MS-Spektrum wird mit dem theore-
tisch berechneten MS/MS-Spektrum verglichen und die Ahnlichkeit (iber den ,Mascot-
Score” bewertet. Ab einem bestimmten Schwellenwert dieses Scores (,threshold score”, in
der Regel P < 0,05) entspricht die Wahrscheinlichkeit eines falsch-positiven Ergebnisses
5%. Nur Peptididentifikationen mit einem Score oberhalb dieses Schwellenwertes sollten

genutzt werden.

Posttranslationale Modifikationen wie die Phosphorylierung werden bei der Datenbanksuche
als variable Modifikation behandelt, wobei jedes Ser, Thr, Tyr als potenziell mdgliche

Phosphorylierungsstelle betrachtet wird (http://www.matrixscience.com). Dieses zuséatzli-

che, variable Suchkriterium erhéht die Anzahl méglicher Ubereinstimmungen und somit
auch die Wahrscheinlichkeit falsch positiver Ergebnisse. Gerade im Bereich der ,large sca-
le“-Analysen posttranslationaler Modifikationen stellt die falsche Annotation von Peptiden
und die Lokalisation der posttranslationalen Modifikation ein Problem dar. Um die Wahr-
scheinlichkeit falsch positiver Ergebnisse, das heit falsch annotierter Peptide und
Phosphorylierungsstellen, mdglichst gering zu halten, ist besonders bei der Analyse
phosphorylierter Peptide eine manuelle Evaluierung der Spektren sehr wichtig. Generell ist
ein gutes MS/MS-Spektrum durch ein starkes Peaksignal mit einem guten S/N-Verhéltnis
gekennzeichnet. Die Fragmente sollten gleichmé&Big lber den gesamten m/z-Bereich des
Spektrums verteilt sein, wobei die Fragmentintensitét folgende Reihenfolge aufweisen sollte:
y>b>a. Die dominierenden y- und b-lonen sollten in hoher Zahl, méglichst als Serie, und
gerade im Bereich der phosphorylierten Aminosdure vorhanden sein. lonen mit Prolin am C-
Terminus entstehen bevorzugt in der Fragmentierung, weshalb diese xxx-Prolin-lonen in der
Regel ein charakteristisches, starkes Signal aufweisen. Oft sind prominente, nicht annotierte

Signale im Spektrum zu sehen, die zum Teil auf Neutralverluste oder interne Fragmente zu-
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rickzufihren sind. Fir diese nicht-annotierten Signale bedarf es der manuellen Zuordnung
der Fragmente. Hierbei kénnen Programme (z.B. Proteinprospector,

http://prospector.ucsf.edu/prospector/mshome.htm) fiir eine virtuelle in silico Peptidfrag-

mentierung genutzt werden. Durch die manuelle Kontrolle erfolgt demnach der zusétzliche
Ausschluss von Spektren maBiger Qualitat sowie falsch annotierter posttranslationaler Mo-

difikationen, was die Qualitat der Ergebnisse erhéht.

1.3.5 Relative Quantifizierung der Phosphorylierung mittels Multiple
Reaction Monitoring (MRM)

Haufig werden in der Massenspekirometrie Massenspektrometer verwendet, die aus drei
hintereinandergeschalteten Quadrupol-Einheiten, sogenannte Triple-Quadrupol (tQuad)-
Analysatoren, bestehen’ (Abb. 11). Dieser Aufbau ermdglicht verschiedene MS/MS-Scan-
Methoden, bei denen Quadrupol 1 (Q;) und Quadrupol 3 (Q;) entweder auf den gesamten
Massenbereich oder auf ein konstantes m/z Verhatnis eingestellt sind®’. Eine dieser Scan-
Techniken ist das Multiple Reaction Monitoring (MRM), eine Methode welche die relative
Quantifizierung der Phosphorylierung erlaubt. Diese Methode ist besonders fiir den Ver-
gleich biologischer Zustédnde geeignet, beispielsweise der Veranderung des Phosphorylie-

rungsmusters zweier unterschiedlich behandelter biologischer Proben™.

@9 ®
ES| Q, 4
®
_1L @
é 2 @Y g
® o—
m/z = konstant Fragmentierung m/z = konstant

Abbildung 11: Schematischer Aufbau eines Triple-Quadrupol-Massenspektrometers
beim Multiple Reaction Monitoring (MRM). W&hrend Quadrupol 1 (Q,) nur spezifische
Vorlauferionen in die StoBkammer (Quadrupol 2 (Q,)) Uberfiihrt, lasst Quadrupol 3 (Q)
nur spezifische Fragmentionen zum Detektor.

Beim MRM-Scan ist sowohl Q, als auch Q; auf ein konstantes Massenverhéltnis m/z einge-
stellt. Nur bestimmte m/z-Verhéltnisse von Vorlauferion und Fragmention kénnen Q, (Mas-
senfilter flr das Vorlauferion) und Q; (Massenfilter fir das Fragmention) passieren. Diese

vordefinierten Paare aus Vorlduferionen-Masse und zugehériger Fragmentenionen-Masse



Einleitung 25

werden als Ubergénge bezeichnet®. Die m/z-Massen der Ubergénge kdnnen bereits vor-
handenen MS/MS-Spektren entnommen werden. Eine andere Mdglichkeit der Ubergangs-
bestimmung ist der in silico Verdau und die in silico Fragmentierung von Proteinen. Zur ge-
nauen Definition eines Peptides empfiehlt es sich, drei bis fiinf Ubergénge zu bestimmt,
welche im Idealfall von Fragmentionen-Massen mit mdoglichst intensiven Signalen im
MS/MS-Spektrum stammen. Falls posttiranslationale Modifikationen wie Phosphorylierung
untersucht werden, sollten die Ubergidnge neben prominenten Fragmentionenmassen in
erster Linie m/z-Massen von Fragmentionen enthalten, welche die Position der modifizierten
Aminosdure genau beschreiben. Als Ergebnis eines MRM-Scans werden sogenannte lo-
nenspuren erhalten, aus denen die Flache der Uberginge bestimmt wird (Abb. 12). Ein Ver-
gleich der Flachen gleicher Ubergénge verschiedener Proben ermdglicht die relative Quanti-

fizierung eines bestimmten Peptides.

Abbildung 12: Schema
zweier lonenspur des glei-
chen  MRM-Ubergangs.
Uber den Vergleich der
Flachen unter der Kurve
zweier gleicher Ubergénge
aus unterschiedlichen

Proben kann das dem
/\ Ubergang entsprechende
Peptid relativ quantifiziert

Zeit werden.

Intensitat

Da im MRM-Scan nur bestimmte ausgewahlte Peptide analysiert werden, kénnen andere
Peptidsignale ausgeblendet werden. Dies verleint der MRM-Scan-Methodik eine sehr hohe
Sensitivitat und Spezifitat®®. Ubergénge aus komplexen Proben kénnen auch ohne vorange-
gangene Peptidauftrennung analysiert werden, selbst niedrig abundante Peptide kdnnen
verlasslich identifiziert werden. Da allerdings die zu analysierenden Uberginge zuvor defi-
niert werden mussen, besteht die Limitierung der MRM Scan-Methode in der Analyse bis-
lang unbekannter, vor allem modifizierter Peptide. Zwar kann durch in silico Ubergangsbe-
stimmung nach unbekannten, hypothetischen Peptidmodifikationen gesucht werden, aller-
dings sollte in diesem Fall wenigstens die Proteinzusammensetzung der Probe bekannt

sein.
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1.4 Zielsetzung

Es wird angenommen, dass 30% aller zellularen Proteine zu einem bestimmten Zeitpunkt
phosphoryliert in der Zelle vorliegen. Gegenwaértig sind jedoch lediglich etwa tausend
Phosphoproteine identifiziert, was in groBer Diskrepanz zu dieser Vermutung steht®. Die
Phosphorylierung nimmt eine SchlUsselfunktion in der zellularen Signaltransduktion ein. Im
Herzen unterliegen zahlreiche sowohl kurzfristig als auch langfristig ablaufende zellulare
Prozesse der Modulation durch Phosphorylierung, was in engem Zusammenhang mit der
Aktivitat der BAR steht”. Im Moment ist lediglich ein kleiner Teil der p-adrenergen Zielpro-
teine bekannt und im Hinblick auf Phosphorylierung n&her charakterisiert worden. Zum voll-
stdndigen Verstandnis der komplexen B-adrenergen Regulation kardialer Funktion, insbe-
sondere in Anbetracht der Pathologie chronischer adrenerger Stimulation bedarf es der

Identifikation weiterer f-adrenerg regulierter Phosphoproteine.

Ziel der Arbeit war es, das kardiale Phosphoproteom adulter Mausherzen zu charakterisie-
ren, mit besonderem Fokus auf B-adrenerg regulierte Phosphorylierungsstellen. Zu diesem
Zweck sollte eine massenspektrometrische Analyse der Phosphorylierung in Mausherzen
zum einen unter B-adrenerger Stimulation, zum anderen nach Inhibition der p-adrenergen
Rezeptoren durchgefiihrt werden. Uber den direkten Vergleich beider Phosphorylierungs-
muster sollten neue, bislang unbekannte p-adrenerg regulierte Phosphoproteine identifiziert
werden. Der Nachweis kardialer Phosphoproteine sollte Uber eine LC-MS/MS-Analyse er-
folgen, die eine MS-kompatible, im Hinblick auf die zu untersuchende Phosphorylierung
geeignete Probenaufarbeitung erforderte. Basierend auf den Ergebnissen der massenspek-
trometrischen Analyse sollte mit ausgewé&hlten Phosphorylierungsstellen ein MRM-Scan zur
relativen Quantifizierung der Phosphorylierung durchgeflihrt werden. Zwei im MRM-Scan
analysierte Proteine mit stark erhdhter Phosphorylierung unter B-adrenerger Stimulation,
Myozenin-2 (MYOZ2) und G protein signaling modulator 1 (GPSM1), sollten des Weiteren,
besonders in Hinblick auf die neue p-adrenerg regulierte Phosphorylierungsstelle, funktionell

charakterisiert werden.
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2.1.1 Chemikalien, Enzyme, Antikorper, Kits

Tabelle 2.1.1.1: Ubersicht tiber die verwendeten Chemikalien

Chemikalie

Bezugsquelle

(-)-Isoprenalin HCL

Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)

(x)-Propranolol HCL

Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)

[*?P] Phosphorséure (10 mCi/ml)

Hartmann Analytic GmbH, Braun-
schweig (Braunschweig, D)

[*S] L-Methionin (10 mCi/ml)

Hartmann Analytic GmbH, Braun-
schweig (Braunschweig, D)

100 bp DNA-Leiter

New England Biolabs
(NEB, Frankfurt am Main, D)

1 kb DNA-Leiter

New England Biolabs
(NEB, Frankfurt am Main, D)

2-Mercaptoethanol

AppliChem (Darmstadt, D)
Roth (Karlsruhe, D)

4’,6’-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)

Acetonitril Lichrosolv

Merck (Darmstadt, D)

Agar

AppliChem (Darmstadt, D)

Agarose

Peqglab (Erlangen, D)

Ammoniumhydrogencarbonat

Merck (Darmstadt, D)

Ammoniumhydroxid

Merck (Darmstadt, D)

Ampicillin

Roth (Karlsruhe, D)

Angiotensin |

Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)

Bovines Serum Albumin (BSA)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)

Bromdesoxyuridin (BrdU)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)

Complete Mini, Proteinaseinhibitoren

Roche (Mannheim, D)

Dialysiertes FBS

GIBCO (Karlsruhe, D)

Dimethylsulfoxid (DMSQO)

Roth (Karlsruhe, D)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

GIBCO (Karlsruhe, D)

Essigséure

Merck (Darmstadt, D)

Ethanol

J.T.Baker (Phillipsburg, USA)

Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

AppliChem (Darmstadt, D)

FCS, dialysiert

GIBCO (Karlsruhe, D)

Fetales bovines Serum (FBS)

PAN (Aidenbach, D)
GIBCO (Karlsruhe, D)

Forskolin Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
Glutamin GIBCO (Karlsruhe, D)

Glycerol Merck (Darmstadt, D)

Glycin AppliChem (Darmstadt, D)
Hefeextrakt AppliChem (Darmstadt, D)
HEPES AppliChem (Darmstadt, D)

IAA Merck (Darmstadt, D)
Isopropanol Merck (Darmstadt, D)

Kaliumchlorid (KCI)

AppliChem (Darmstadt, D)

Kanamycin

Fluka (Seelze, D)
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LDS 4x Probenpuffer Invitrogen (Karlsruhe, D)
Leptomycin B (LMB) Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
Lipofectamine™ 2000 Invitrogen (Karlsruhe, D)
Magermilch AppliChem (Darmstadt, D)
Marker 12 Molekulargewichtsmarker Invitrogen (Karlsruhe, D)
Methanol Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
Minimum Essential Eagle (MEM) Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
MOPS 10x Laufpuffer Invitrogen (Karlsruhe, D)
NAMP100V Amplify GE Healthcare (Freiburg, D)
Natriumacetat Merck (Darmstadt, D)
Natriumchlorid (NaCl) AppliChem (Darmstadt, D)
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth (Karlsruhe, D)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO,) Merck (Darmstadt, D)
Natriumhydroxid (NaOH) Roth (Karlsruhe, D)
Natriumorthovanadat (Naz;vVO,) Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
Opti-MEM® | GIBCO (Karlsruhe, D)
Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
Penicillin/Streptomycin GIBCO (Karlsruhe, D)

PAN (Aidenbach, D)
Pepton AppliChem (Darmstadt, D)
Phenylephrin (PE) Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
Phosphate buffered saline (PBS) (steril) GIBCO (Karlsruhe, D)
Phosphatfreies Dulbecco’s Modified Eagle Medi- | GIBCO (Karlsruhe, D)
um (DMEM)
Phosstop Roche (Mannheim, D)
Phthalsdure Merck (Darmstadt, D)
Poly-D-Lysine Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
Protein G Sepharose 4 Fast Flow GE Healthcare (Freiburg, D)
Protein Leiter Fermentas (St. Leon-Roth, D)
Rotiphorese Gel 30 (5:1 Acrylamid-Bisacrylamid) Roth (Karlsruhe, D)
Salzséure 37% (HCI) Merck (Darmstadt, D)
Silbernitrat Fluka (Steinheim, D)
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
TiO, Partikel GL Sience (Tokio, Japan)
Trifluoressigséure Merck (Darmstadt, D)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) AppliChem (Darmstadt, D)
Triton X-100 Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
Trypanblau AppliChem (Darmstadt, D)
Tween® 20 AppliChem (Darmstadt, D)
Vectashield-Dapi Vector Laboratories (Burlingame,

USA)

Vitamin B12

Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
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Antikoérper Gerichtet | Hergestellt | Verdiin- Bezugsquelle
gegen in nung
Alexa488-anti-Maus Maus Ziege 1:200 Invitrogen (Karlsruhe,
IgG (10 pg/mi) D)
Alexa594-anti Kanin- | Kaninchen | Ziege 1:200 Invitrogen (Karlsruhe,
chen IgG (10 pg/mi) D)
Calcineurin Maus 1:1000 BD
(monoklonal, Klon 29) (Heidelberg, D)
Calsarcin-1  (monoklo- Maus 1:1000 BD
nal, Klon 41) 250 pg/ml (Heidelberg, D)
GFP Kaninchen 1:1000 Invitrogen (Karlsruhe,
(2 mg/ml) D)
Gp (T-20) Kaninchen | 1:5000 Santa Cruz (Heidel-
berg, D)
HA.11-Antikdrper Maus 1:1000 HISS Diagnostics
(1 mg/ml) GmbH (Freiburg, D)
HRP-anti-Kaninchen Kaninchen | Ziege 1:10.000 Jackson ImmunoRe-
(0,8 pyg/ml) | search (Newmarket,
GB)
HRP-anti-Maus Maus Ziege 1:10.000 Jackson ImmunoRe-
(0,8 pg/ml) | search (Newmarket,
GB)
Myozenin-2 (N-12) Ziege 1:50 Santa Cruz (Heidel-
berg, D)
p44/42 MAPK Kaninchen 1:1000 New England Biolabs
(Thr202/Tyr204) (NEB, Frankfurt am
Main, D)
Phospho-p44/42 MAPK Kaninchen 1:1000 New England Biolabs
(Thr202/Tyr204) (NEB, Frankfurt am
Main, D)
pS37-MY0OZ2 Kaninchen 3 pg/20 mi Gramsch Laboratories
(Schwabhausen, D)
Telethonin (monoklonal, Maus 1:1000 BD (Heidelberg, D)
Klon 53)
V5 Maus 1:5000 Invitrogen (Karlsruhe,
(monoklonal) (2 mg/ml) D)
a-Actinin Maus 1:1000 Sigma-Aldrich  (Dei-
(monoklonal, Klon EA- senhofen, D)

53)
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Tabelle 2.1.1.3: Ubersicht tiber die verwendeten Enzyme

Enzym

Bezugsquelle

AccuPrime Pfx DNA Polymerase

Invitrogen (Karlsruhe, D)

Alkalische Phosphatase

New England Biolabs
(NEB, Frankfurt am Main, D)

Benzonase Merck (Darmstadt, D)
BP Clonase I Invitrogen (Karlsruhe, D)
Difco Trypsin 250 BD (Heidelberg, D)

LR Clonase Il Invitrogen (Karlsruhe, D)

LR Clonase Il Plus

Invitrogen (Karlsruhe, D)

Proteinase K

Invitrogen (Karlsruhe, D)

Restriktionsendonukleasen

New England Biolabs
(NEB, Frankfurt am Main, D)

T4 DNA Ligase

New England Biolabs
(NEB, Frankfurt am Main, D)

Trypsin

GIBCO (Karlsruhe, D)
Fluka (Steinheim, D)

Trypsin EDTA

GIBCO (Karlsruhe, D)

Tabelle 2.1.1.4: Ubersicht tiber die verwendeten Kits

Kit

Bezugsquelle

Adeno-X Rapid Titer Kit

Clontech (Heidelberg, D)

BCA Protein Assay Kit

Thermo Scientific (Bonn, D)

ECL Plus

GE Healthcare (Freiburg, D)

Effectene Transfektionsreagenz

Qiagen (Hilden, D)

Luciferase Assay System

Promega (Mannheim, D)

Plasmid Maxi Kit

Qiagen (Hilden, D)

ProteoExtract® Subzellular Proteome Extraction Kit

Merck (Darmstadt, D)

QIAquick Gel Extraction Kit

Qiagen (Hilden, D)

QuickChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit

Stratagene (Amsterdam, NL)

TNT T7 Qick Coupled Transcription/Translation System

Promega (Mannheim, D)

2.1.2 Plasmide, Oligodesoxyribonukleotide

Zur Klonierung der murinen Proteine Myozenin-2 (MYOZ2), Filamin C (FLNC) und LIM do-
main binding 3 (LDB3) wurden folgende Klone der Firma ImaGenes (Berlin, D) verwendet:
IRAVP968G0974D (MYOZ2), IRCKp5014D1817Q (FLNC) und IRCKp5014K1113Q (LDB3).
Alle kodierenden Sequenzen wurden in den Vektor pT-Rex-DEST30 inseriert. Gai-YFP
(GNAI1, YFP-Insertion zwischen Aminoséaure 91 und 92, Ratte), Gai (GNAI1, nachtraglich
mit N-terminalem V5-tag versehen, Ratte) und der a,A-adrenerge Rezeptor (ADRA2A, Maus)
wurden von der Arbeitsgruppe Blinemann (Institut fir Pharmakologie und klinische Pharma-
zie, Marburg, D) erhalten, inseriert in pcDNA3.1(+). Das humane Calcineurin (PPP3CB)
stammte von der Arbeitsgruppe Ritter (Universitatsklinikum Wirzburg, Wirzburg, D), wobei

die kodierende Sequenz in den pT-Rex-DEST30 inseriert wurde. Das Luciferase Reporter-
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Plasmid wurde von der Arbeitsgruppe Molkentin (Cincinnati Children's Hospital Medical
Center, Ohio, USA) erhalten. Die restlichen Konstrukte wurden aus Maus-cDNA kloniert und
Uber homologe Rekombination in den Vektor pT-Rex-DEST30 inseriert. Alle Konstrukte zur
Expression im zellfreien System befanden sich in dem Vektor pcDNA3.1(+). Als viraler Ex-
pressionsvektor wurde der Vektor pAd/CMV/V5-DEST verwendet.

Tabelle 2.1.2.1: Ubersicht tiber die verwendeten Plasmide

Name Bezugsquelle

pAd/CMV/V5-DEST Invitrogen (Karlsruhe, D)
pcDNA3.1(+) Invitrogen (Karlsruhe, D)
pDONR221 Invitrogen (Karlsruhe, D)
pDONR221P1-P4 Invitrogen (Karlsruhe, D)
pDONR221P3-P2 Invitrogen (Karlsruhe, D)
pDONR221P4r-P3r Invitrogen (Karlsruhe, D)
pENTR1A Invitrogen (Karlsruhe, D)
pT-Rex-DEST30 Invitrogen (Karlsruhe, D)

Primer zur Amplifikation von DNA-Fragmenten synthetisierten die Firmen MWG Biotech
(Martinsried, D) oder Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D). Die lyophilisierten Primer wurden mit
ddH,0O auf Stockverdiinnungen von 1 nmol/pl eingestellt, welche als Grundlage flr die Pri-
mer-Arbeitsverdiinnungen von 20 pmol/pl (Stockverdiinnung 1/50 mit ddH,0) dienten. Pri-
mer zur gerichteten Mutagenese wurden direkt auf 125 ng/ul mit ddH,O verdinnt. Die Lage-

rung der Primerverdiinnungen erfolgte bei -20°C.

Tabelle 2.1.2.2: Ubersicht tiber die verwendeten PCR-Primer

Name Sequenz (5->3)) Bezugsquelle

MYOZ2 MM cds fw | ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcatgctatcaca- | MWG  Biotech
tagcgccatg (Martinsried, D)

MYOZ2 MM cds rw | ggggaccactttgtacaagaaagctgggtctcacaggt- MWG  Biotech
catctgattccgg (Martinsried, D)

MYOZzZ2 MM B4r fw | ggggacaactttictatacaaagttgtcaccatgctatcaca- MWG  Biotech
tagcgccatg (Martinsried, D)

MYOZ2 MM B3r rw | ggggacaactttattatacaaagttgttcaggtcatct- MWG  Biotech
gattccggtac (Martinsried, D)

EcoRI HA fw aaagaattcatgtacccatacgatgttccagattacgct MWG  Biotech
(Martinsried, D)

Notl MYOZ2 rw aaagcggccgctcacaggtcatctgattccggtacag MWG  Biotech
(Martinsried, D)

HA MYOZ2 fw gttccagattacgctatgctatcacatagcgccatggtg MWG  Biotech
(Martinsried, D)

TCAP MM fw atggccacttcagagctgagctgccaagtgtctg MWG  Biotech
(Martinsried, D)

TCAP MM rw tcagcctctctgagcettcctgagacatggateg MWG  Biotech
(Martinsried, D)

TCAP MM att fw ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcatggccactt- MWG  Biotech
cagagctgag (Martinsried, D)
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TCAP MM att rw

ggggaccactttgtacaagaaagctgggtctcagcctctct-
gagcttcctg

MWG  Biotech
(Martinsried, D)

FLNC MM V5 fw1

cctctecteggtcetcgattctacgggacgcatgaaggaaag-
catc

MWG  Biotech
(Martinsried, D)

FLNC MM att rw

ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcgggcacatt-
gaccttgaagggg

MWG  Biotech
(Martinsried, D)

LDB3 MM V5 fw

cctctecteggtctegattctacgatgtcttacagtgtgac

MWG  Biotech
(Martinsried, D)

LDB3 MM att rw

ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcctacacgtt-
gatggcatgtgcg

MWG  Biotech
(Martinsried, D)

att V5 fw ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcatggg- Sigma-Aldrich
taagcctatccctaaccctctcctcg (Deisenhofen, D)
att V5 fw gctttcatgggtaagcectatccctettcctecggtcicgatictacg | MWG  Biotech
(Martinsried, D)
att V5 fw2 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcatggg- MWG  Biotech
taagcctatc (Martinsried, D)
GPSM1 MM rw ttagctggcacccggtggacactga Sigma-Aldrich
(Deisenhofen, D)
GPSM1 MM HA fw atgtacccatacgatgttccagattacgctatggatgac- Sigma-Aldrich
cagcgctgtcc (Deisenhofen, D)
att HA fw ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcatgtaccca- Sigma-Aldrich
tacgatgttcc (Deisenhofen, D)
GPSM1 MM rw att ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcTtagctgg- Sigma-Aldrich
cacccggtggac (Deisenhofen, D)
GPSM1 MM fw B4r | ggggacaacttttctatacaaagttgtcaccatggatgac- Sigma-Aldrich
cagcgctgtccectgg (Deisenhofen, D)
GPSM1 MM rw B3r- | ggggacaactttattatacaaagttgtgctggcacccggtgga- | Sigma-Aldrich
stop cactgctgc (Deisenhofen, D)
GPSM1 gl2 MM fw atgacagaggagttctttgacctc Sigma-Aldrich
(Deisenhofen, D)
GPSM1 gI2 MM rw ttagagggtgatgcgtagcccagg Sigma-Aldrich
(Deisenhofen, D)
GPSM1 gl2 MM rw- | ggggacaactttattatacaaagttgtgagggtgatgcg- Sigma-Aldrich
stop B3r tagcccagg (Deisenhofen, D)
GPSM1 ¢gl2 MM fw | ggggacaacttttctatacaaagttgtcaccatgacagag- Sigma-Aldrich
B4r gagttctttgac (Deisenhofen, D)
GPSM1 g¢gl2 MM | ttagagggtgatgcgtagcccaggcaggcetgectacgg- Sigma-Aldrich
S567A rw cagccctctgg (Deisenhofen, D)
GPSM1 ¢gl2 MM | ttagagggtgatgcgtagcccaggcaggctgectacgt- Sigma-Aldrich
S567D rw cagccctctgg (Deisenhofen, D)
Gai RN V5 fw cctaaccctctcctcggtctcgattctacgatgggcetgea- Sigma-Aldrich
cactgagcgc (Deisenhofen, D)
Goai RN rw ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcttagaagagac- | Sigma-Aldrich

cacagtcttttagg

(Deisenhofen, D)
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Tabelle 2.1.2.3: Ubersicht tiber die verwendeten Mutagenese-Primer

Name Sequenz (5->3) Bezugsquelle
MYOZ2 MM S37A | cctgggcaaaaaagttgccatccccagagacatcatg MWG  Biotech
fw (Martinsried, D)
MYOZ2 MM S37A | catgatgtctctggggatggcaacttttttgcccagg MWG  Biotech
rw (Martinsried, D)
MYOZ2 MM S37D | cctgggcaaaaaagttgacatccccagagacatcagatag MWG  Biotech
fw (Martinsried, D)
MYOZ2 MM S37D | ctatcatgatgtctctggggatgtcaacttttitgcccagg MWG  Biotech
rw (Martinsried, D)
MYOZ2 MM S116A | cgcceccgatccacgageccccccaaatccagag MWG  Biotech
fw (Martinsried, D)
MYOZzZ2 MM S116A | ctctggatttgggggggctcgtggatcgggggceg MWG  Biotech
rw (Martinsried, D)
MYOZ2 MM S37 fw | cctgggcaaaaaagttagcatccccagagacatcatg MWG  Biotech
(Martinsried, D)
MYOZzZ2 MM S37 rw | catgatgtctctggggatgctaacttttitgcccagg MWG  Biotech
(Martinsried, D)
GPSM1 MM S567A | ctggacgaccagagggctgccgtagcagcectgectgg Sigma-Aldrich
fw (Deisenhofen, D)
GPSM1 MM S567A | ccaggcaggctgcctacggcagcecctctggtecgtccag Sigma-Aldrich
rw (Deisenhofen, D)
GPSM1 MM S567D | ctggacgaccagagggctgaggtagcagcctgectgg Sigma-Aldrich
fw (Deisenhofen, D)
GPSM1 MM S567D | ccaggcaggctgcctacctcagccctctggtcgteccag Sigma-Aldrich
rw (Deisenhofen, D)
GPSM1 MM S567E | ctggacgaccagagggctgaggtagcagcctgectgg Sigma-Aldrich
fw (Deisenhofen, D)
GPSM1 MM S567E | ccaggcaggctgcctacctcagccctetggtcgteccag Sigma-Aldrich
rw (Deisenhofen, D)

2.1.3 Puffer, Losungen und Nahrmedien

2.1.3.1 Allgemeine Puffer und Lésungen

Milch Blockpuffer

Tris (1 M; pH 7,5) 3 ml
NaCl 1,75 ¢
Tween® 20 0,3 mil
ddH,0 ad 300 ml
Magermilchpulver 5%

BSA Blockpuffer

Tris (1 M; pH 7,5) 50 mi
NaCl 8,79
BSA 20g
NP-40 2 ml
NaN, 300 mg

ddH,O ad 1l
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BSA Waschpuffer

Tris (1 M; pH 7,5) 50 mi
NaCl 8,749
BSA 59
NP-40 2 ml
ddH,0O ad 1l
Ladepuffer

- fir Agarosegele

Bromphenolblau 0,025¢
EDTA (0,5 M) 1,4 ml
Glycerol 3,6 ml
ddH,O ad 12 ml
- fir Polyacrylamidgele

2x Ladepuffer

Tris (pH 6,8) 125 mM
SDS 140 mM
Glycerol 20% (v/v)
Bromphenolblau 10 pg/ml
ddH20 ad 40 ml
B-MeSH (frisch zugegeben) 5%

6x Ladepuffer

Tris (pH 6,8) 375 mM
SDS 12%
Glycerol 60% (v/v)
DTT 0,6 M
Bromphenolblau 10 pg/ml
ddH,0O ad 40 ml
Laufpuffer (10x)

Tris 309
Glycin 144 g
SDS 15¢g
ddH,O ad 11
Paraformaldehyd (4%)

PFA 209
PBS (1x) 480 ml
Loésung auf 60°C erhitzen

NaOH (1M) bis pH 7,2

PBS (1x) ad 500 ml

Lagerung bei -20°C
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PBS (10x)

NaCl 80g
KCI 29
Na,HPO, x7H,0 11,5¢g
KH,PO, 29
ddH,0O ad 11
PBST

PBS (10x) 100 ml
Tween® 20 1ml
ddH,0O ad 11
0,05% PBST

PBS (10x) 100 ml
Tween® 20 0,5 ml
ddH,0O ad 11
Puffer fir Sammelgele (4x)

Tris 619
SDS (10%) 40 mi
ddH,O ad 11
HCI (37 %) bis pH 6,7

Puffer fir Trenngele (4x)

Tris 182 g
SDS (10%) 40 mi
ddH,O ad 11
HCI (37%) bis pH 8,8

Tris-Acetat-EDTA (TAE) - Puffer (50x)

Tris 0,2M
Essigsaure 5,7%
EDTA (0,5 M) 10%
ddH,0O ad 11
Transferpuffer

Tris (1M, pH 8,3) 25 mi
Glycin 11,26 g
Methanol 100 ml
ddH,0O ad 11
2% SDS-Lysepuffer

Tris (pH 6,7) 50 mM
SDS 2%
NasVO, 1 mM
ddH,O ad 10 ml

Complete Mini, Proteaseinhibitoren
Phosstop, Phosphataseinhibitoren

1 Tablette/10 ml
1 Tablette/10 ml
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ColP-Lysepuffer

Hepes

NaCl

EDTA

NP-40

ddH,O

pH 7,4

Complete Mini, Proteaseinhibitoren
Phosstop, Phosphataseinhibitoren

50 mM
250 mM
5mM
0,1%

ad 500 ml

1 Tablette/10 ml
1 Tablette/10 ml

IP-Lysepuffer

Hepes

NaCl

EDTA

NP-40

ddH,O

pH 7,4

Complete Mini, Proteaseinhibitoren
Phosstop, Phosphataseinhibitoren

50 mM
250 mM
5mM
0,5%

ad 500 ml

1 Tablette/10 ml
1 Tablette/10 ml

Membran Stripping Puffer

Glycin 159
SDS 19
Tween 20 10 mi
ddH,0O ad 11
pH 2,2

CIP-Puffer

Tris (1 M, pH 8,0) 250 pl
NaCl (1,5 M) 333 ul
MgCl, 50 pl
DTT (1 M) 5yl
TNT-ColP-Puffer

Tris (1 M) 25 ml
NaCl (1,5 M) 50 ml
NP40 0,01%
BSA 1 pg/ml
ddH,O ad 500 ml
pH 7,5

0,5 M IAA L6ésung

Jodacetamid 9,25 mg
ddH,0O 100 pl
bei 4°C im Ultraschallbad l6sen

50 mM NH,HCO,

NH,HCO, 3,953 ¢g
ddH,O ad 11
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Fixierlésung fiir Silberfarbung

EtOH 40 ml
Essigséure 10 ml
ddH,O ad 100 ml
0,02% Natriumthiosulfatlésung

Na,S,03;x5H,0 0,03138 g
ddH,O ad 100 ml
- frisch zubereitet

0,1% Silbernitratlosung

AgNO; 0,19
ddH,O ad 100 ml
Entwicklerl6sung fiir Silberfarbung

Na,CO, 39
Formaldehyd (frisch zugeben) 0,05 ml
ddH,O ad 100 ml
0,05 M EDTA

EDTA 0,05 M
ddH,O ad 100 ml
IMAC-Ladepuffer

Essigséure

MeCN 3 ml
ddH,O ad 10 ml
pH 2,7

TiO,-Ladepuffer

TFA 0,25 ml
MeCN 8 ml
ddH,O ad 10 ml
Phthalsdure bis zur Sattigung zugeben

Elutionspuffer E1

NH,OH 280,5 pl
MeCN 3 ml
ddH,O ad 10 ml
Elutionspuffer E2

NH,OH 420,7 pl
MeCN 3 ml
ddH,O ad 10 ml
Elutionspuffer E3

NH,OH 561,0 pl
MeCN 3 ml
ddH,O ad 10 ml
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P1 Minipraparationspuffer

Tris 50 mM
EDTA 10 mM
ddH,0O ad 11
pH 8,0

Zugabe von 100 mg RNAse/l nach Autoklavierung

P2 Minipraparationspuffer

NaOH 200 mM
SDS 10g
ddH,0O ad 11
P3 Minipraparationspuffer

Natriumacetat 246,09 g
ddH,O ad 11
pH 5,5

3 M NaAcetat

Natriumacetat 246,09 g
ddH,0O ad 11
FRET-Puffer

NaCl 137 mM
KCI 5,4 mM
Hepes 10 mM
CaCl, 2 mM
MgCl, 1 mM
pH 7,3

2.1.3.2 Puffer und Lésungen fiir die Zellkultur

Alle in der Zellkultur verwendeten Puffer und Losungen wurden unter sterilen Bedingungen

hergestellt.

BrdU

BrdU 230 mg
ddH,O 74,8 mi

Lagerung bei -20°C
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Calcium- and bicarbonate free Hanks with Hepes (CBFHH)

NaCl (3 M) 40 ml
KCI (0,5 M) 10 mi
MgSO,x7H,0 (0,08 M) 10 mi
KH,PO, (0,05 M) 10 mi
Na,HPO,x7H,0 (0,03 M) 10 ml
HEPES 4,76 g
Glucose 19
ddH,0O ad 11
NaOH bis pH 7,3

Penicillin/Streptomycin 5 ml
Lagerung bei 4°C

DNAse

DNAse 100 mg
NaCl (0,9%) 50 ml
Lagerung bei -20°C

Trypsinlésung

Difco Trypsin 250 300 mg
CBFHH 200 ml
DNAse 2ml
Vitamin B12

Vitamin B12 100 mg
ddH,0O 50 ml
Lagerung bei -20°C

10 mM Tris

Tris 1,2114 g
ddH,0O ad 11
pH 8,0

2.1.3.3 Nahrmedien

Alle verwendeten Nahrmedien wurden steril hergestellt und bei 4°C gelagert.

LB-Medium

Pepton 10 g
Hefeextrakt 59
NaCl 59
NaOH (1 N) 1mi
ddH,O ad 11
LB-Agar

Agarose 15¢
LB-Medium ad 11
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NRCM-Basismedium

MEM 10,8 ¢
Vitamin B12 1 ml
NaHCO;, 350 mg
ddH,0O ad 11

pH 7,3

NRCM-Kulturmedium

FBS - 0,1%, 1% oder 5% (PAN) 0,5 ml, 5 ml oder 25 ml
Penicillin/Streptomycin 5 ml
BrdU 5 ml
NRCM Basismedium ad 500 ml
Preplating-Medium

FBS (PAN) 25 ml
Penicillin/Streptomycin 5 ml
NRCM Basismedium ad 500 ml

2.2 Methoden

2.2.1 Probengewinnung und Aufarbeitung zur massenspektrometri-
schen Analyse

2.2.1.1 Injektion und Proteinpréaparation aus Mausherzen

Mannliche FVB-M&ause im Alter von ~5 Wochen wurden intraperitoneal mit 500 pl einer (-)-
Isoprenalin HCL-L&sung (2 mg/ml, in sterilem Wasser gelést) oder mit 100 pl einer (%)-
Propranolol HCL-Lésung (1 mg/ml, in sterilem Wasser geldst) injiziert. Die Entnahme der
Mausherzen fand bei den mit (-)-Isoprenalin HCL injizierten M&usen nach 2 min, im Fall der
mit (x)-Propranolol injizierten Mause nach 5 h statt. Die Herzen wurden nach Abtrennung
des rechten Ventrikels in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Weiterverarbei-
tung bei -80°C gelagert. Fir die Praparation von Proteinen aus Mausherzen wurde der 2%
SDS-Lysepuffer verwendet. Ein Herz wurde in gefrorenem Zustand in 900 pl gekihltem Ly-
sepuffer aufgenommen und auf Eis homogenisiert (T10 basic ULTRA-TURRAX, |ka, Stau-
fen). Im Anschluss wurden die Herzlysate mit 5% Benzonase (1/10) 10 min bei RT zur DNA-
Degradation behandelt. Die Inaktivierung der Benzonase fand im Ultraschallbad (5 min, 4°C)
statt. Nach Zentrifugation bei 4°C und 14000 rpm fiir 10 min wurde der Uberstand in ein
neues 1,5 ml ReaktionsgefaB Uberfihrt und die Proteinkonzentration mit Hilfe des BCA Pro-
tein Assay Kit (Thermo Scientific, Bonn, D) (2.2.4.2) bestimmt. Von jeder Probe wurden 10
mg Protein fir die weitere Probenaufbereitung eingesetzt. Der nachfolgende Prozess der
Probenaufarbeitung erfolgte mit Unterstiitzung der Arbeitsgruppe Sickmann (Leibniz-Institut

fir Analytische Wissenschaften-ISAS, Dortmund, D).
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2.2.1.2 Reduktion und Carbamidomethylierung

Vor tryptischem Verdau wurde jede Probe mit 10 mM DTT fir 30 min bei 56°C und 350 rpm
zur reduktiven Spaltung von Disulfidbricken behandelt. Nach Abkihlung auf RT wurden die
Proben mit 0,5 M IAA-L&sung auf eine Konzentration von 20 mM eingestellt. W&hrend einer
dreiBigminttigen Inkubationszeit im Dunkeln bei RT fand die Alkylierung der Sulfhydrylgrup-

pen der Proteine statt. Uberschiissiges IAA wurde mit 5 mM DTT inaktiviert.

2.2.1.3 Proteinverdau und Verdaukontrolle

Da die hohe SDS-Konzentration des Lysepuffers mit dem anschlieBenden Trypsinverdau
nicht kompatibel war, wurden die Proben mit 50 mM NH,HCO; 20/1 verdiinnt. Die verblei-
benden 0,1% SDS interferierten nicht mit dem Probenverdau. Vor Enzymzugabe wurden 20
ul unverdaute Probe fiir die Verdaukontrolle entnommen und bei -20°C gelagert. Jede Probe
wurde mit 600 pl Trypsinlésung (1 mg Trypsin in 1,2 ml 1 mM HCI, frisch hergestellt) versetzt
und bei 37°C und 400 rpm Uber Nacht (4. N.) verdaut. AnschlieBend wurden weitere 20 pl
zur Verdaukontrolle entnommen. 5 pl der jeweiligen Aliquots wurden mit 10 pl ddH,O und 5
pl 4x LDS Ladepuffer versetzt und bei 85°C flir 7 min erhitzt. Nach gelelektrophoretischer
Auftrennung (2.2.6.3.1) erfolgte eine Visualisierung der Proteine mittels Silberfarbung
(2.2.6.5).

2.2.1.4 Entsalzung

Der Phosphopeptidanreicherung vorangehend, wurde eine C18-Festphasenextraktion lber
eine Bond Elut C18-S&ule (30mg Sorbent Masse, 3 ml Volumen, Partikeldurchmesser 40
pm, Varian, Darmstadt, D) durchgefihrt. Durch hydrophobe Wechselwirkung wurden die
Peptide an eine lipophile Silika-Matrix (Abb. 13) gebunden, hydrophile nicht-bindende Ver-
unreinigungen konnten ausgewaschen werden, wéhrend stark bindende Lipide an die Sau-

lenmatrix gebunden blieben.

| Abbildung 13: Struktur
— O —Si—(CHz)i7—CHs des verwendeten C18-

| Sorbent.

Vor Auftragen der Peptidlésung auf die Saule wurde der pH-Wert der Proben mit TFA (Tri-

fluoressigsaure) auf pH 3,0 eingestellt.
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Purifikationsschema:

Schritt Reagenz
Equilibrierung 3 ml MeOH
6 ml0,1% TFA
Probenaufgabe
Waschen 6 ml0,1% TFA
1. Fraktion 3 ml 20% MeCN
in 0,1% TFA
Fraktionierte 2. Fraktion 3 ml 40% MeCN
Elution in 0,1% TFA
3. Fraktion 3 ml 60% MeCN
in 0,1% TFA

Die Eluate der einzelnen Fraktionen wurden vereinigt und auf ~100 pl unter Vakuum einge-
engt. Im Anschluss wurde die Probe auf zwei 2 ml-ReaktionsgeféBe gleichmassig aufgeteilt
(5 mg Peptid/ReaktionsgefdB) und das restliche Acetonitril (MeCN) durch erneutes Ein-

dampfen entfernt. Bis zur Weiterverarbeitung wurden die Proben bei -80°C gelagert.

2.2.1.5 Anreicherung und Aufreinigung phosphorylierter Peptide

IMAC (Immobilized Metal Affinity Chromatography)
Fir 5 mg verdautes Protein wurden 300 pl (entspricht 150 pl Reinmaterial) PHOS-Select Iron

Affinity Gel Slurry (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D) eingesetzt. Das Gel wurde 2x fir jeweils 5
min in 750 pl IMAC-Ladepuffer (250 mM Essigsdure, 30% MeCN, pH 2,7) equilibriert und
anschlieBend zu den Proben gegeben. In 2 ml IMAC-Ladepufferendvolumen wurde das Gel-
Peptidgemisch unter leichtem Schitteln fir 2 h inkubiert. Nach Zentrifugation (3 min, 8200
g) wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen, das Gel in 600 pl IMAC-Ladepuffer aufge-
nommen und langsam auf eine SigmaPrep Spin-Column (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D)
transferiert. Nach einminditiger Inkubation unter leichtem Schitteln wurde der Uberstand
Uber die Saule abzentrifugiert (1 min, 8200 g). Das Gel wurde in weiteren 600 pl IMAC Lade-
puffer aufgenommen und der Waschvorgang wiederholt. Als letzter Waschschritt folgte eine
einmindtige Inkubation in 600 pl ddH,O. Die anschlieBende Elution wurde in drei Schritten
mit ansteigendem Ammoniumhydroxidgehalt des Elutionspuffers durchgeflihrt. Steigende
Volumina 10% TFA wurden zur Neutralisation der stark alkalischen Elutionspuffer in das
AuffanggefaB vorgelegt. Nach der Elution wurde ein pH<3 des Eluates sichergestellt. Das

Acetonitril des Eluates wurde durch Einengen der Probe unter Vakuum entfernt.
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Schritt Reagenz Dauer
Equilibrierung des Gels 2x 750 pl IMAC Ladepuffer 5 min, leichtes Schiitteln
Probenaufgabe
Inkubation 2 ml IMAC Ladepuffer Endvo- 2 h, leichtes Schitteln
lumen
Waschen 2x 600 pl IMAC Ladepuffer 3x 1 min, leichtes Schut-
1x 600 pl ddH,O teln
E1 300 pl Elutionspuffer E1
200 mM Vorlage von 30 pl 10% TFA im
NH,OH AuffanggefaB
Elution E2 300 pl Elutionspuffer E2 3x 5 min, leichtes Schut-
300 mM Vorlage von 60 pl 10% TFA im teln
NH,OH AuffanggefaB
E3 300 pl Elutionspuffer E3
400 mM Vorlage von 90 pl 10% TFA im
NH,OH AuffanggefaB

Nach der Elution wurden die Proben mit 0,1% TFA ad 1 ml aufgefillt und erneut Uber eine
Bond Elut C18-Séaule (30 mg Sorbent, Varian, Darmstadt, D) entsalzt.

Schritt Reagenz
Equilibrierung 3 ml MeOH
3ml0,1% TFA
Probenaufgabe
Waschen 3ml0,1% TFA
1. Fraktion 200 pl 15% MeCN
in 0,1% TFA
Fraktionierte Waschen 80 pl 0,1% TFA
Elution 2. Fraktion 200 pl 35% MeCN
in 0,1% TFA
Waschen 80 ul 0,1% TFA
3. Fraktion 200 pl 55% MeCN
in 0,1% TFA

Die Fraktionen eins bis drei wurden durch Einengen im Vakuum auf ca. 30 pl reduziert.

TiO,

Fir 5 mg verdautes Proteine wurden 20 mg TiO, verwendet. Die Peptide wurden in 1 ml

TiO,-Ladepuffer aufgenommen und mit TiO, 30 min unter starkem Schitteln inkubiert. Nach

Zentrifugation (1 min, 16100 g) wurde der Uberstand abgenommen und die Proben 2x fir 1

min unter Schiitteln mit 600 pl Ladepuffer gewaschen. Nach zwei weiteren Waschschritten
in 80% MeCN, 0,1% TFA (jeweils 1 min, unter Schitteln) folgten zwei Waschschritte in
0,1% TFA. Die Elution wurde analog zur IMAC-Anreicherung durchgefiihrt. Der pH-Wert der

eluierten Proben wurde ebenfalls auf < 3 eingestellt und das MeCN abgedampft.
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Schritt \ Reagenz \ Dauer
Probenaufgabe
Inkubation 1 ml TiO, Ladepuffer 30 min, starkes
Schitteln
Waschen 2x 600 pl TiO, Ladepuffer
2x 60 ul 80% MeCN, 0,1% TFA Jeweils 2x 1 min,
2x 600 pl 0,1% TFA starkes Schtteln
E1 300 pl Elutionspuffer E1
200 mM Vorlage von 30 pl 10% TFA im Auf-
NH,OH fanggefal
Elution E2 300 pl Elutionspuffer E2 3x 5 min, starkes
300 mM Vorlage von 60 pl 10% TFA im Auf- Schdtteln
NH,OH fanggefal
E3 300 pl Elutionspuffer E3
400 mM Vorlage von 90 pl 10% TFA im Auf-
NH,OH fanggefal

Die anschlieBende Entsalzung der Proben erfolgte analog zu 2.2.1.4. Die eluierten Fraktio-

nen eins bis drei wurden ebenfalls durch Einengen auf 30 yl Endvolumen reduziert.

2.2.1.6 Probenaufarbeitung zur relativen Quantifizierung mittels Multiple
Reaction Monitoring (MRM)
Die Aufarbeitung der Proben fiir den MRM-Scan wurde analog zu 2.2.1.1-2.2.1.5 durchge-
fahrt, allerdings wurde flir die Anreicherung der Phosphopeptide ausschlieBlich das TiO,-
Verfahren angewandt. Auf die anschlieBende Entsalzung und fraktionierte Elution nach
Phosphorpeptidanreicherung wurde verzichtet. Flr jedes der gemessenen Phosphopeptide
wurden vier Ubergénge definiert, die aus dem jeweiligen Fragmentionenspektrum des
MS/MS-Screens entnommen wurden. Um mdgliche Verluste wahrend der Aufarbeitung zu
Uberprifen, wurden folgende synthetische Phosphopeptidstandards den jeweiligen Lysaten
zugesetzt: Standard 1 (SVENLPEAGIpTHEQR), 24 pmol/Probe, Standard 2
(PQEFSpSVERGR), 80 pmol/Probe, Standard 3 (LIEDNEpYTAR), 24 pmol/Probe. Standard 1
und 2 wurden in der 1. MRM Messung verwendet und nach dem Trypsin-Verdau zugege-
ben. Standard 1 und 3, welche beide keine Trypsin-Schnittstelle enthielten, wurden in Mes-

sung 2 und 3 vor Trypsin-Verdau zugegeben.

2.2.2 Massenspektrometrische Analyse der angereicherten
Phosphopeptide

Die massenspektrometrische Messung der angereicherten Phosphopeptide wurde von Dr.

René Zahedi (Leibniz-Institut fir Analytische Wissenschaften, ISAS, Dortmund, D) Uber-

nommen. Die nano-LC-MS/MS-Analyse von jeweils zwei mit Isoprenalin bzw. Propranolol

behandelten Mausherzen (aufgeteilt in drei getrennt analysierte Elutionsfraktionen/Herz) er-
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folgte auf einem Qstar Elite Massenanalysator (Applied Biosystems, Darmstadt, D), die drei
MRM-Scans wurden auf einem Qtrap 4000 Massenanalysator (Applied Biosystems, Darm-
stadt, D) durchgefihrt.

2.2.3 Datenbanksuche und Spektreninterpretation

Fir die Datenbanksuche der nano-LC-MS/MS-generierten Daten wurde der Mascot Such-
algorithmus (Matrix Science, London, GB) genutzt. Gesucht wurde gegen die Swiss-Prot
Datenbank 56.1 mit der Taxonomie Mus Musculus. Trypsin wurde als Protease gewahlt,
wobei maximal zwei Uberlesene Schnittstellen toleriert wurden. Als Suchparameter wurde
als fixe Modifikation die Carbamidomethylierung von Cystein gewahlt, als variable Modifika-
tion die Phosphorylierung von Serin, Threonin und Tyrosin. Alle Spektren wurden zusétzlich
manuell validiert, generell wurden nur Spektren > des Mascot Schwellenwertes (P < 0,05) in
die Auswertung einbezogen. Bei Spekiren, deren Score gleich des Mascot-Schellenwertes
war, handelte es sich um bereits in der Swiss-Prot Datenbank annotierte Phosphorylie-

rungsstellen.

2.2.4 Echokardiographie

Die echokardiographische Analyse (Vevo 770, VISUALSONICS, Toronto, Kanada; RMV
707B Schallkopf) der linksventrikuldren Funktion von Mausen wurde von einer routinierten,
ausgebildeten Fachkraft Gibernommen. Die Mause wurden wéhrend der Messung mit dem

Inhalationsnarkotikum Isofluran unter leichter Narkose gehalten.

2.2.5 DNA-Analytik

2.2.5.1 Transformation von kompetenten Zellen

Die Transformation von kompetenten Bakterien erfolgte mittels Elektroporation. Bei dem
verwendeten Bakterienstamm handelte es sich um elektrokompetente DH10b-Zellen, die
bei -80°C gelagert wurden. 50 yl Bakteriensuspension wurden auf Eis aufgetaut und mit
max. 2 pl DNA Lésung (max. 100 ng DNA) versetzt. Nach vorsichtigem Mischen wurde die
Plasmid-Bakterien-Suspension in eine gekiihlte Kiivette (Gene Pulser® 0,1 cm Kiivette; BIO-
RAD, Minchen, D) Uberfiihrt und mit Hilfe eines elektromagnetischen Pulses (1,8 kV) elek-
troporiert (MicroPulser™, BIO-RAD, Minchen, D). Unmittelbar nach der Elektroporation
wurde der Zellsuspension 450 pl antibiotikafreies LB-Medium (RT) zugesetzt und 1 h bei
37°C und 350 rpm im Thermomixer geschuttelt. Maximal 200 pl der Bakteriensuspension
wurde auf einer LB-Platte mit geeignetem Antibiotikum ausplattiert und . N. bei 37°C kulti-

viert.



Material und Methoden 46

2.2.5.2 Plasmidpraparation aus Escherichia coli

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA wurden 4 ml antibiotikahaltiges LB-Medium fir eine Mini-
Préparation und 100 ml antibiotikahaltiges LB-Medium fiir eine Maxi-Praparation angeimpft
und Uber Nacht bei 37°C und 170 rpm im Bakterienschittler (Kihner, Birsfelden, CH) kulti-
viert. Die Plasmid-Préparation erfolgte durch alkalische Lyse. Fiir eine Maxipraparation wur-
de der ,,Plasmid Maxi Quiagen Kit“ gemaB den Herstellerangaben genutzt. Fiir eine Minipré-
paration wurden in Anlehnung an das Quiagen Kit selbst hergestellte Minipraparationspuffer
P1, P2 und P3 verwendet. 2 ml der Minipré&parations-Kultur wurden bei 8000 rpm fiir 5 min
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Bakterienpellet in 250 pl Puffer P1 re-
suspendiert. 250 pl Puffer P2 wurden der Suspension zugesetzt und 5 min bei RT lysiert.
Unter kraftigem Mischen wurden 300 pl Puffer P3 zugegeben und 5 min auf Eis inkubiert.
Nach Zentrifugation (14000 rpm, 5 min, 4°C) wurde der Uberstand in ein neues 1,5 ml-
ReaktionsgefaB Uberfihrt, die DNA mit 800 pl 100% EtOH gefallt und durch Zentrifugation
(14000 g, 10 min, 4°C) pelletiert. Das Pellet wurde mit 700 pl 70% EtOH gewaschen, kurz
getrocknet und in 20 ul ddH,0 gelést.

2.2.5.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

DNA-Fragmente wurden unter Verwendung der AccuPrime Pfx DNA Polymerase (Invitrogen,
Karlsruhe, D) in Anlehnung an das Herstellerprotokoll amplifiziert. Die Amplifikation erfolgte

in einem Mastercycler pro (Eppendorf, Hamburg, D).
Folgender allgemeiner Reaktionsansatz und Reaktionsbedingungen wurden verwendet:

Reaktionsansatz:

10x AccuPrime Pfx Reaction Mix 5,0 pl
xpl DNA-Template (~100 ng) >1,0 pl
forward Primer [20 pM] 1,0 pl
reverse Primer [20 uM] 1,0 ul
AccuPrime Pfx DNA Polymerase 2.5 U/pl 1,0 pl

ddH,O ad 50,0 pl
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Reaktionsbedingungen:

Initiale Denaturierung 2 min 95°C
Denaturierung 15 sek 95°C

35 Zyklen Hybridisierung 30 sek 55-78°C
Elongation 1min/1 kb  68°C

Finale Elongation 5 min 68°C

2.2.5.4 Nukleinsaureverdau mit Restriktionsendonukleasen

Der Verdau von PCR-Fragmenten, Maxi- oder Miniprdparationen geschah mittels Enzymen
und zugehdrigen Puffern (NEBuffer 1-4) der Firma New England Biolabs (NEB, Frankfurt am
Main, D). Geeignete Enzyme, passende Puffer und die entsprechenden Reaktionsbedingun-

gen wurden Uber die NEB-Internetseite (http://www.neb.com/nebecomm/default.asp) unter

der Rubrik ,NEB Tools“ ausgewdahlt. Die vom Hersteller gelieferte BSA-Verdinnung [10
mg/ml] wurde mit ddH,O auf eine 10x-Lésung der Konzentration [1000 pg/ml] eingestellt

und nach Bedarf dem Reaktionsansatz zugesetzt.
Folgender allgemeiner Reaktionsansatz wurde verwendet:

Reaktionsansatz:

DNA 5,0 pl Minipraparation
1,0 pl Maxipraparation

10x NEBuffer 2,0 yl

10x BSA 2,0 yl

Enzym [20 U/ul] 0,5 pl

ddH,O ad 20,0 pl

Der Reaktionsansatz verdaute fir mindestens 1 h bei 37°C im Thermomixer. Der Verdau

wurde im Anschluss mittels horizontaler Agarose-Gelelektrophorese kontrolliert (2.2.5.5).

2.2.5.5 Horizontale Agarose-Gelelektrophorese

Amplifizierte DNA-Fragmenten oder verdaute DNA wurde durch elektrophoretische Auftren-
nung (120 Volt, 400 mAmp) im Agarosegel (0,8-1% Agarose; 1 mg/I Ethidiumbromid in 1x
TAE Puffer) analysiert. Je nach GroBe des zu untersuchenden DNA-Fragmentes wurde der 1
kb-Marker oder der 100 bp-Marker der Firma New England Biolabs (NEB, Frankfurt am
Main, D) als DNA-Leiter verwendet. Zur Visualisierung der DNA-Banden unter UV-Licht
(Wellenldnge 312 nm) wurde eine DeVision DBox (Decon Science Tec, Hohengandern, D)

benutzt.
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2.2.5.6 Sequenzierung

Die Sequenzierung neu generierter DNA-Konstrukte Gbernahm der Sequenzierungsservice
sValue Read Tubes®“ der Firma MWG Biotech (Martinsried, D). Hierfir wurde eine DNA-
Verdinnung von 2 pg DNA in 20 pl ddH,O hergestellt. Als Sequenzierungsprimer wurden in
der Regel die Standardprimer der Firma MWG Biotech genutzt. Falls kein geeigneter Stan-
dardprimer zu Verfigung stand, erfolgte das Design geeigneter Sequenzierungsprimer mit
Hilfe des ,Design a Primer-Tool* der Firma MWG (http://www.eurofinsdna.com). Die Syn-
these dieser spezifischen Sequenzierungsprimer wurde ebenfalls von der Firma MWG Uber-

nommen.

2.2.5.7 Ligation von Nukleinsauren

DNA-Fragmenten wurde mit Hilfe der T4-Ligase und des T4-Ligase-Reaktionspuffers der
Firma New England Biolabs (NEB, Frankfurt am Main, D) ligiert. Das zur Ligation eingesetzte
Verhaltnis von verdautem Vektor und Insert wurde nach dieser Formel berechnet:

Masse Insert [ng] * Vektor [bp] = 3* Masse Vektor [ng] *Insert [bp]

Folgender allgemeine Reaktionsansatz wurde verwendet:

Reaktionsansatz:

10x T4-Ligase Reaktionspuffer 2,0 pl
verdauter Vektor X pl

Insert X
T4-Ligase [1 U/pl] 0,5 pl
ddH,O ad 20,0 pl

Die Ligation wurde fiir 2 h bei 25°C oder 16 h bei 16°C durchgefiihrt. Als Kontrolle diente

der Reaktionsansatz ohne Insert.

2.2.5.8 Aufreinigung von Nukleinsduren aus Agarosegelen

Zur Aufreinigung von DNA-Fragment aus einer Agarosegelmatrix wurde die DNA bei niedri-
ger UV-Lichtintensitat mit einem sterilen Skalpell aus dem Agarosegel geschnitten und unter
Verwendung das ,,QIAquick Gel Extraction Kit“ gemaB dem Herstellerprotokoll aufgereinigt.
Die Elution der DNA von der Silica-Membran-Saule erfolgte mit 20 pl ddH,O.
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2.2.5.9 EtOH-Fillung von Nukleinséuren

Zur Féllung von Nukleinsduren wurde 0,1x Volumen 3 M NaAcetat zu der jeweiligen DNA-
Verdinnung gegeben und anschlieBend mit 3x Volumen 100% EtOH versetzt. Gut gemischt
wurde die Lésung 10 min bei -20°C gekihlt. Nach einem flunfminltigen Zentrifugati-
onsschritt bei maximaler Geschwindigkeit wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen,
verworfen und das DNA-Pellet mit 70% EtOH gewaschen. Die DNA wurde in 20 pl ddH,0O

geldst.

2.2.5.10 Gerichtete Mutation von Nukleotiden

Zur gerichteten Mutation von Nukleotiden zum Austausch einzelner Aminosduren wurde der
QuickChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, Amsterdam, NL) genutzt. Die
Mutagenese-PCR-Primer wurden gemaB dem Herstellerprotokoll designed, wobei sich die
Basenmisspaarung in der Mitte des Primers befand, flankiert von 10-15 sich paarenden Nu-

kleotiden. Die Schmelztemperatur der Primer betrug in der Regel = 78°C.

Reaktionsansatz der Mutations-PCR:

10x AccuPrime Pfx Reaction Mix 5,0 pl

xpl DNA-Template (~50 ng) >1,0 pl
Primer 1 [125 ng] 1,0 pl
Primer 2 [125 ng 1,0 pl
dNTP Mix 1,0 pl
PfuUltra HF DNA Polymerase (2.5 U/pl) 1,0 ul
ddH,O ad 50,0 pl

Reaktionsbedingungen:

Initiale Denaturierung 30 sek 95°C
Denaturierung 30 sek 95°C
16 Zyklen Hybridisierung 1 min 55°C
Elongation 1min/1 kb  68°C
Finale Elongation 5 min 68°C

Zum Verdau des methylierten Template-Plasmids wurde der abgekihlte Reaktionsansatz
mit 1 pl Restriktionsenzym Dpnl (10 U/ul) versetzt und 1 h bei 37°C inkubiert. Die Transfor-
mation des Restriktionsverdaus erfolgte abweichend vom Herstellerprotokoll durch Elektro-
poration (2.2.5.1). Die erfolgreiche Mutation der Plasmid-DNA wurde stets durch Sequenzie-

rung Uberpruft.
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2.2.5.11 Gateway-Klonierung

Zur Klonierung der verwendeten Konstrukte wurde vorwiegend die GATEWAY-Technologie
(Invitrogen, Karlsruhe, D) benutzt. Diese Technologie beinhaltet die Konstruktion eines En-
try-Vektors (BP-Reaktion), der durch homologe Rekombination in einen Expressionsvektor
Uberfihrt wird (LR-Reaktion). Neben der Standard 1-Fragmentklonierung wurde die Kon-
struktion von Fluorophor-fusionierten Proteine mittels der 3-Fragmentklonierung durchge-
fuhrt.

Folgende, fir die BP-Reaktion notwendigen Attachment-Sites (att-Sites), wurden in die

PCR-Primer integriert:

1-Fragmentklonierung:

attB1 (fw): 5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCACC-(~25 Genspezifische Nukleotide)-3°

attB2 (rw): 5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC-(~25 Genspezifische Nukleotide)-3°

3-Fragmentklonierung:

attBr4 (fw): 5-GGGGACAACTTTTCTATACAAAGTTGTCACC-(~25 Genspezifische Nukleotide)-3°
attBr3 (rw): 5-GGGGACAACTTTATTATACAAAGTTGT-(~25 Genspezifische Nukleotide)-3°

attB1 (fw): 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCACC-(~25 Genspezifische Nukleotide)-3°
attB4 (rw): 5-GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGGGTG-(~25 Genspezifische Nukleotide)-3°

attB3 (fw): 5-GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGT-(~25 Genspezifische Nukleotide)-3’

attB2 (rw): 5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTA-(~25 Genspezifische Nukleotide)-3°

BP-Reaktion/Klonierung des Entry-Vektors:

attB PCR Produkt (100 ng) 1,0 pl
Donor-Vektor (150 ng/ul) 1,0 ul
1x TE Buffer, pH 8,0 6,0 pl
BP Clonase Il 2,0 ul

Fir die 1-Fragmentklonierung wurde als Donor-Vektor pDONR221 benutzt, fir eine LR-3-
Fragmentklonierung die Vektoren pDONR221P1-P4, pDONR221P4r-P3r und pDONR221P3-
P2.

Der Reaktionsansatz wurde mindestens 1 h bei 25°C inkubiert und im Anschluss zum En-
zymverdau mit 1 pl Proteinase K 10 min bei 37°C behandelt. 1-2 pl des Reaktionsansatzes
wurde durch Elektroporation (2.2.5.1) in DH10b-Zellen transformiert. Nach Plasmid-Isolation

wurde das Konstrukt durch Sequenzierung Uberprift. Der in der BP-Reaktion produzierte
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Entry-Vektor wurde in der LR-Reaktion zur Klonierung des Expressionsvektors weiterver-

wendet.

LR-Reaktion/Klonierung des Expressionsvektors

(1-Fragmentklonierung):

Entry-Vektor (100 ng) 1,0 pl
Destination-Vektor (150 ng/pl) 1,0 ul
1x TE Buffer, pH 8,0 6,0 pl
LR Clonase I 2,0 ul

Die LR-3-Fragmentklonierung wurde zur Konstruktion von Fluorophor-gelabelten Proteinen

verwendet.

Konstruktionsschema der Fluorophor-gelabelten Proteine:

N-terminal gelabeltes Protein:

attB4 attB3 attB2

ORF+Stopcodon Stopcodon+Spacer

Lo {FIuorophor—Stopcodon

C-terminal gelabeltes Protein:

attB1_{Spacer+Stopcodon|- B4 |ORF-Stopcodon 2B |Fluorophor+Stopcodon [21E2

Als Fluorophore wurden entweder YFP oder Cer verwendet, als Spacer wurde eine zuféllig
gewahlte Nukleotidabfolge von 20-50 bp gewahlt, wobei darauf geachtet wurde, dass an
der angezeigten Stelle ein Stopcodon enthalten war und innerhalb der Nukleotide kein még-

liches Startcodon.
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LR-Reaktion/Klonierung des Expressionsvektors

(3-Fragmentklonierung):

Entry-Vektor1 (100 ng) 0,5 ul
Entry-Vektor2 (100 ng) 0,5 ul
Entry-Vektor3 (100 ng) 0,5 ul
Destination-Vektor (150 ng/pl) 1,0 ul
1x TE Buffer, pH 8,0 5,5 ul
LR Clonase Il Plus 2,0 ul

Als Destinationsvektoren wurden stets der Vektor pT-Rex-DEST30 flr die Proteinexpression
in eukaryotischen Zellen oder zur Produktion von Adenoviren der Vektor pAd/CMV/V5-DEST
eingesetzt. Die LR-Reaktion fir die 1-Fragmentklonierung wurde 1 h bei 25°C, die LR-
Reaktion fur die 3-Fragmentklonierung . N. bei 25°C inkubiert. Nach Zugabe von 1 pl Pro-
teinase K und einer zehnminutigen Inkubationszeit bei 37°C wurden 1-2 pl des Reaktions-
ansatzes in kompetente DH10b Zellen transformiert (2.2.5.1). Die isolierte Plasmid-DNA

wurde durch Sequenzierung Uberpriift.

2.2.6 Proteinanalytik

2.2.6.1 Proteinprédparation aus Gewebe

Zur Lysierung von Gewebe wurde der 2% SDS-Lysepuffer genutzt. Das gefrorene Gewebe
wurde in den gekihlten Lysepuffer gegeben und auf Eis unter zwischenzeitlichem Abzentri-
fugieren homogenisiert (T10 basic ULTRA-TURRAX, lka, Staufen, D). Die Lysate wurden mit
5% Benzonase (1/10 Verdinnung) 10 min bei RT inkubiert und im Anschluss fiir 5 min in
Eiswasser im Utraschallbad behandelt. Nach Zentrifugation (12000 g, 5 min) wurde der
Uberstand in ein neues ReaktionsgefaB Uberfiihrt und bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C

gelagert.

2.2.6.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Fir die Messung der Proteinkonzentration von Proben wurde der BCA Protein Assay Kit der
Firma Thermo Scientific (Bonn, D) verwendet. Das Prinzip der Bestimmung beruht auf der
Eigenschaft von Proteinen, im alkalischen Milieu Cu?* zu Cu* zu reduzieren. Das reduzierte
Cu* bildet mit Bichinonin-4-Carbonséure (BCA) einen purpurfarbenen wasserldslichen Che-
lat-Komplex, dessen Absorbtion bei 562 nm mit steigender Konzentration linear zunimmt

(http://www.piercenet.com). Die Messung erfolgte in einer 96-Well-Platte in Dreifachbe-

stimmung. Es wurden 3x 20 pl einer geeigneten Probenverdiinnung (Zelllysate 1/10, Gewe-
belysate 1/100 oder 1/200) sowie BCA Standards im Konzentrationsbereich 1000-62 pg/ml
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BSA mit je 200pl Reaktionslésung (Reagenz A /B = 50/1) versetzt und 30 min bei 37°C inku-
biert. Nach Vermessung der Absorbtion bei 562 nm (Infinite M200, Tecan, Crailsheim, D)

wurde die Konzentration der Proben mit Hilfe einer BSA-Standardgeraden berechnet.

2.2.6.3 Western Blot

2.2.6.3.1 Herstellung von Polyacrylamidgelen und Gelelektrophorese

Die Herstellung der Polyacrylamidgele und die anschlieBende Gelelektrophorese erfolgte
mittels des Mini PROTEAN®-System (BIO-RAD, Mlnchen, D). Falls nicht anders erwéhnt,
wurden 10% und 12% Gele genutzt.

Folgende Zusammensetzungen wurden fiir die Sammel- und Trenngele verwendet:

Substanz Sammelgel Trenngel
10% 12%

Rotiphorese Gel 30 0,5 ml 5,0 ml 6,0 ml

Puffer fir Sammelgel 1,25 ml - -
Puffer flr Trenngel - 3,8 ml 3,8 ml
ddH,O 3,2 ml 3,7 ml 2,6 ml
Glycerol - 2,5ml 2,5mi
TEMED 6,0 pl 12,0 pl 12,0 pl
APS (10%) 48,0 ul 72,0 72,0 pl

Unmittelbar nach Zugabe des Radikalbildners APS zu der Trenngellésung wurde diese zi-
gig zwischen die zuvor vorbereiteten Glasplatten gegossen und mit 70% EtOH lberschich-
tet. Nach vollendeter Polymerisation wurde der 70% EtOH entfernt und das Trenngel mit
der Sammelgellésung Uberschichtet. Bevor die Polymerisierung einsetzte, wurde der ge-

wlinschte Taschenformer in das noch flissige Sammelgel inseriert.

Vor Gelbeladung wurden die Proben mit der entsprechenden Menge Ladepuffer versetzt
und 5 min bei 95°C aufgekocht. Das Aufkochen in SDS-haltigem Ladepuffer bewirkte eine
Auffaltung und gleichméaBige Abséttigung der Polypeptidketten mit negativer Ladung. Da-
durch wurde die Laufgeschwindigkeit der Proteine im Gel nicht durch ihre Eigenladung son-
dern in erster Linie durch ihr Molekulargewicht bestimmt. Nach Zentrifugation (1 min, 12000
g) wurden die denaturierten Proteinproben zusammen mit 7 pl vorgefarbtem Protein-Leiter
(Fermentas, St. Leon-Rot, D) auf das Gel geladen und die elektrophoretische Auftrennung
gestartet (50 mA, 1,5 h).

2.2.6.3.2 Membrantransfer und Proteindetektion

Die Ubertragung der Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran (Millipore,
Schwalbach, D) wurde entweder im Nassblotverfahren (Mini PROTEAN® System, BIO-RAD,
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Minchen, D) oder mit einer ,,Semi-dry“—Blotapparatur (GE Healthcare, Freiburg, D) durchge-
fuhrt. Die Membran wurde vor dem Proteintransfer 5 min in 100% MeOH und weitere 10
min in Transferpuffer equilibriert. Direkt im Anschluss an die Elektrophorese wurde das
PAGE-Gel vorsichtig unter Luftblasenausschluss und stdndigem Befeuchten mit Transfer-
puffer auf die equilibrierte Membran gelegt. Im Fall des Nassblotverfahrens erfolgte der
Transfer zwischen zwei mit Transferpuffer getrankten Blattern Papier (Whatman® 3 MM 1,3
mm Stérke), die wiederum zwischen zwei Schwdmmen in die vorgesehene Halterung einge-
bracht wurden. Im ,,Semi-dry“-Verfahren wurde eine ,Sandwich“-Kombination aus sechs
transferpufferdurchtrankten Blattern Whatman® Papier gebildet, wobei Membran und Gel
zwischen je drei Blattern Papier platziert wurden. Geblottet wurde in den entsprechenden
Vorrichtungen bei 10 V fir 2 h, wobei beim Nassblotverfahren zur Kiihlung ein Kiihlaggregat
in die Kammer gegeben wurde. Nach vollendetem Proteintransfer wurde die Membran fir
mindestens 1 h bei RT oder . N. bei 4°C standardmé&Big in Milch-Blockingpuffer inkubiert.
Wurde ein phosphorspezifischer Antikérper zur Detektion verwendet, wurde BSA-
Blockpuffer verwendet, um eine unspezifische Bindung des Phosphorantikérper an das im
Milchpuder enthaltene Phosphorprotein Casein zu vermeiden. Der Blockpuffer wurde ver-
worfen und die geblockte Membran fir mindestens 1 h oder . N. mit der entsprechenden
Erstantikdrperverdiinnung (Verdinnung in zuvor gewahltem Blockpuffer) inkubiert. An-
schlieBend erfolgten drei Waschschritte flir jeweils 5 min. Bei dem Standardwaschpuffer
handelte es sich um PBST, im Fall eines phosphorspezifischen Erstantikbrpers wurde mit
BSA-Waschpuffer gewaschen. Die nachfolgende Inkubation der Membran in der Zweitanti-
kérperverdiinnung (standardméaBig PBST, fir phosphorspezifischen Erstantikérper in BSA-
Waschpuffer) wurde ebenfalls fir mindestens 1 h vorgenommen. Nach erneutem Waschzy-
klus in dem entsprechenden Waschpuffer wurde die Membran mit ECL Plus (laut Angabe
des Herstellers; GE Healthcare, Freiburg, D) entwickelt und die Proteinbanden mit dem Ge-
rét LAS 4000 Mini detektiert (Fujifilm, Disseldorf, D).

2.2.6.4 Strippen von Western Blot-Membranen

Die Entfernung des Erst- und Zweitantikérpers von einer Western Blot-Membran wurde in
Anlehnung an das Abcam Stripping-Protokoll

(http://www.abcam.com/index.html?pageconfig=popular_protocols)  durchgefiihrt. Die

Membran wurde 2x fiir 10 min in Stripping-Puffer inkubiert, und anschlieBend jeweils 2x mit
PBS und 2x mit PBST gewaschen. Die Membran wurde erneut flir mindestens 1 h geblockt,

bevor mit der erneuten Antikdrperinkubation fortgefahren wurde.
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2.2.6.5 Proteinvisualisierung mittels Silberfarbung

Bei der Silberfarbung handelt es sich um eine Methode zur Farbung von Polyacrylamid-
Gelen®'. Das Prinzip der Farbung beruht auf der Reduktion von proteingebundenen Ag*-
lonen zu elementarem Silber, das als schwarze Farbung im Gel sichtbar wird. In der voran-
gegangenen SDS-Page fir die Silberfarbung wurden abweichend von 2.2.6.3 stets 10%
NuPAGE precast BisTris Gele (Invitrogen, Karlsruhe, D) verwendet, die Elektrophorese er-

folgte in 1x MOPS Laufpuffer (Invitrogen, Karlsruhe, D).

Tabelle 2.2.3.5.1: Farbeprotokoll nach Blum et al.

Schritt Reagenz Dauer
Fixierlédsung
Fixierung 40% EtOH >1h
10% Essigsaure
Waschen 30% EtOH 2x 20 min
ddH,0 1x 20 min
Sensibilisierung 0,02% Na,S,0;x5H,0 1X 1 min
Waschen ddH,0O 3x 20 sek
Férbung 0,1% AgNO,, 4°C 20 min
Waschen 3x 20 sek
Gelkammer wechseln ddH,0
Waschen 1x 1 min
Entwicklung 3% Na,CO, 1-3 min
0,05% Formaldehyd
Waschen ddH,0 1x 20 sek
Abstoppen 0,05 M EDTA 1x 30 min

2.2.6.6 Herstellung eines pS37-phosphorylierungsspezifischen Antikérpers

Zur Herstellung des phosphorylierungsspezifischen Antikérpers wurden vier Kaninchen mit
einem S37-phosphorylierungsstellenidentischen Peptid immunisiert. Die Peptidsynthese,
Immunisierung und Aufreinigung, ebenso wie der in 3.2.1 dargestellte Dot-Blot wurde von
Prof. Dr. Stefan Schulz und der Firma Gramsch Laboratories (Schwabhausen, D) Gbernom-
men. Serum Nummer 2185 erkannte das phosphorylierte Serin 37 am spezifischsten und

wurde in dieser Arbeit als pS37-Antikdrper verwendet.

2.2.6.7 Dephosphorylierung von Proteinen nach Membrantransfer

Um die Spezifitdt des phosphorylierungsspezifischen Antikérpers (pS37, MYOZ2) zu testen,
wurde eine Dephosphorylierung von Proteinen nach Membrantransfer durchgefiihrt. Orien-
tiert wurde sich bei der Versuchsdurchfiihrung an einem Abcam Protokoll (Protokoll: deter-
mining if the antibody binds only phosphorylated proteins)

(http://www.abcam.com/index.html?pageconfig=popular_protocols). Es wurde ein Duplikat
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von 30 pg (-)-Isoprenalin HCL- oder (+)-Propranolol HCL-behandelter Mausherzen nach
elektrophoretischer Auftrennung (2.2.6.3) auf einem gemeinsamen SDS-Gel auf eine Mem-
bran transferiert. Die Membran wurde zwischen den jeweiligen Duplikaten geteilt und die
beiden Membranteile einzeln U. N. bei 37°C unter leichtem Schuitteln in 20 ml CIP-Puffer
inkubiert. Der Puffer fir ein Membranstiick wurde vor Inkubation mit 200 pl alkalischer
Phosphatase (1 U/ul) versetzt. AbschlieBend wurde 3x mit PBST gewaschen und flir 1 h in
5% BSA in PBST geblockt. Es folgte die Detektion mit dem pS37-MYOZ2 Antikérper.

2.2.6.8 Expression und Detektion von Proteinen im zellfreien System

2.2.6.8.1 Expression

Zur in vitro Transkription und Translation von Proteinen wurde der TNT T7 Qick Coupled
Transcription/Translation System-Kit (Promega, Mannheim, D) genutzt. Gem&B dem Herstel-
lerprotokoll erfolgte die Expression rekombinaten Proteins in einem Kaninchen-
Retikulozyten Lysat mit Hilfe einer T7-RNA Polymerase (200 pl TNT Quick Master Mix, 1,5
pg Plasmid DNA, 12 pl [*°*S] L-Methionin (10 mCi/ml), 90 min, 30°C). Die kodierenden Se-
quenzen der Proteine befanden sich alle in dem Vektor pcDNAS3.1(+) unter der Kontrolle

eines T7-Promotors.

2.2.6.8.2 Visualisierung

Die Visualisierung der rekombinaten Proteine erfolgte nach Einbau von radioaktiv markier-
tem [**S] L-Methionin mittels autoradiographischer Detektion nach SDS-Page (2.2.6.3). Das
SDS-Gel wurde nach elektrophoretischer Auftrennung fiir 30 min in saurer 30% EtOH-
Ldsung (30% EtOH, 10% Essigséure, 60% ddH,0) unter Schuitteln inkubiert, anschlieBend
weitere 30 min in Amplifizierungslésung (NAMP100V Amplify, GE Healthcare, Freiburg, D).
Das Gel wurde 40 min bei 80°C unter Vakuum (Gel Dryer, Model 583, BIO-RAD, Miinchen,
D) getrocknet. Die autoradiographische Detektion (Cyclone Plus Phosphor Imager, Perki-
nElmer, Rodgau D) wurde nach Auflage der Phosphor-Imager Platten (ein bis finf Tage)

vorgenommen.

2.2.6.9 Co-Immunopriézipitation (ColP) von Proteinen

Zur Untersuchung von Protein-Interaktionen wurden Co-Immunoprazipitationsexperimente
(ColP) durchgefihrt.

2.2.6.9.1 ColP von transfizierten Zellen

HEK 293-Zellen wurden 48 h nach Transfektion mit ColP-Lysis-Puffer versetzt, auf Eis ab-

geschabt und sonifiziert (Sonoplus, Bandelin, Berlin, D). Nach Zentrifugation (5 min, 12000
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g, 4°C) wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaB lberfiihrt und die Proteinkonzen-
tration (2.2.6.2) bestimmt. Vor Prazipitation erfolgte eine Inkubation des jeweiligen Antikdr-
pers (in der Regel 3 pg Antikérper/50 pl Beads) mit magnetischen Dynabeads®-Protein G
(Invitrogen, Karlsruhe, D, GPSM1-ColP-Experimente) oder mit Protein G Sepharose 4 Fast
Flow (GE Healthcare, Freiburg, D, MYOZ2-ColP-Experimente). Zur Bindung des Antikérpers
an das Protein G wurden 50 pl Slurry 1x mit 0,05% PBST gewaschen, im Fall der magneti-
schen Dynabeads mittels des DynaMag™-Spin Magnet (Invitrogen, Karlsruhe, D). Die Bela-
dung der Beads mit Antikdrper wurde in 200 pl PBST 0,05% unter Rotation (Intelli-Mixer
RM-2, LTF Labortechnik, Wasserburg, D) bei 4°C fiir mindestens 3 h oder 4. N. durchge-
fiihrt. Danach wurde der Uberstand abgenommen und Uberschiissiger, ungebundener Anti-
kérper durch vorsichtiges Waschen der Beads mit 300 ul 0,05% PBST entfernt. Unmittelbar
darauf fand die Inkubation des Proteinlysates mit den Beads statt. Es wurden mindestens
200 pg, maximal 500 pg Protein auf die Beads gegeben. Falls das Volumen 200 ul unter-
schritt, wurde mit ColP-Lysis Puffer auf 200 pl-Gesamtvolumen ergénzt. Als Kontrolle wur-
den Beads ohne Antikérper mit Proteinlysat inkubiert. Die Antikérper-Proteinbindung erfolg-
te durch Rotation bei 4°C fUr mindestens 2 h oder U. N.. Nach vollendeter Inkubation wurde
der Uberstand entfernt und die Beads vorsichtig 4x mit 350 pl 0,05% PBST gewaschen. Die
Beads wurden mit 25 pl 2x Protein-Ladepuffer versetzt und 5 min bei 95°C erhitzt. Dies 16-
ste die Antikérper-Protein G-Bindung was eine nachfolgende Analyse der Proteine mittels
SDS-PAGE (2.2.6.3) erlaubte.

2.2.6.9.2 ColP von rekombinant exprimierten Proteinen

Zur Analyse von Proteininteraktionen rekombinant exprimierter Proteine wurden je 3 pl Ex-
pressionsansatz der jeweiligen Proteine gemischt und in TNT ColP-Puffer (ad 50 pl) fir 1,5-3
h bei RT inkubiert. Die Antikdrperbeladung der Beads, die Protein-Beads-Inkubation und die
jeweiligen Waschschritte erfolgten analog zu 2.2.6.9.1, allerdings in TNT-ColP-Puffer. Die
Analyse der Proteine erfolgte geméaB 2.2.6.9.1.

2.2.6.10 Subzellulare Fraktionierung von Zellen

Um die Lokalisation einzelner Proteine innerhalb der Zelle genauer zu untersuchen, wurde
das Gesamtproteom der Zelle in vier Subfraktionen getrennt isoliert. Daflir wurde geman
den Herstellerangaben der ProteoExtract® Subzellular Proteome Extraction Kit (Merck,
Darmstadt, D) verwendet. Nachdem die Zellen 2x 5 min mit eiskaltem Waschpuffer gewa-
schen worden waren, wurden durch Zugabe von Extraktionspuffer | (10 min, 4°C, unter
leichtem Schiitteln) die zytosolischen Proteine extrahiert. Die Extraktion von Membranen

und membranhaltigen Organellen erfolgte durch die Zugabe von Extraktionspuffer I, mit
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dem die Zellen 30 min bei 4°C unter leichtem Schitteln inkubiert wurden. Kernproteine wur-
den mit Puffer Il (10 min bei 4°C, leichtes Schiitteln) isoliert. Die verbleibenden Proteine des
Cytoskeletts wurden durch Zugabe von Extraktionspuffer IV bei RT in Losung gebracht. Die
Analyse der Fraktionen fand mittels SDS-Page statt (2.2.6.3).

2.26.11 In vitro Phosphorylierung

Zur Uberpriifung der stimulationsabhingigen Phosphorylierung des GPSM1 in isolierten
neonatale Rattenkardiomyozyten (NRCM) wurde eine in vitro Phosphorylierung durchge-
fihrt. In finf Wells einer 6-Well-Zellkulturschale wurden jeweils drei Millionen NRCM/Well in
5% NRCM-Kulturmedium ausgesét. Nach 24 h erfolgte die Infektion der NRCM (zwei Well
GPSM1 S567-HA, zwei Well GPSM1 S567A-HA, ein Well uninfiziert) mit ifu (infectious
units)=30. 24 h nach Infektion wurde das Medium mit 5% phosphatfreiem DMEM (GIBCO,
Karlsruhe, D; 5% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, 1% BRDU) erneuert. 10 h spater wurde
1x mit 1% phosphatfreiem DMEM (1% dialysiertem FCS, 1% Penicillin/Streptomycin und
1% BRDU) gewaschen, wobei das FCS durch dialysiertes, phosphatfreies FCS (GIBCO,
Karlsruhe, D) ersetzt wurde. Die Zellen wurden daraufhin in 1% phosphatfreiem DMEM (1%
dialysiertem FCS, 1% Penicillin/Streptomycin und 1% BRDU) 4. N. inkubiert. Nach 24 h
wurde 1x mit 0,1% phosphatfreiem DMEM (0.1% dialysiertem FCS 1%, Penicil-
lin/Streptomycin, 1% BRDU) gewaschen und jedes Well mit 3 ml 0,1% phosphatfreiem
DMEM (0.1% dialysiertem FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, 1% BRDU) und 200 pCi/Well
radioaktiven [**P] (Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig, D) versetzt. Die Zellen wurden
fir 3 h im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine fiinfminttige Stimulation der
Zellen mit 10 uM Forskolin wobei jeweils ein Well der GPSM1 S567-HA-NRCM und ein Well
GPSM1 S567A-HA-NRCM unstimuliert blieben. Ziigig wurde mit 1 ml eiskaltem PBS/Well
gewaschen und jedes Well mit 500 pl IP-Puffer 10 min auf Eis lysiert. Die Zelllysate wurden
abgeschabt und 5 min bei 4°C und 10000 g zentrifugiert. Die Uberstdnde wurden jeweils auf
50 pl Dynabeads®-Protein G (Invitrogen, Karlsruhe) gegeben, die zuvor mit 3,5 pyl HA.11 An-
tikérper (HISS Diagnostics, Freiburg, D) abgeséttigt worden waren. Die Immunoprézipitation
(IP) der HA-gelabelten Konstrukte wurde analog zu 2.2.6.9 durchgefiihrt. 2 pl des IP-
Protein-Eluates wurden mittels SDS-PAGE analysiert. Fir die Detektion wurde der Cyclone

Plus Phosphor Imager (PerkinElmer, Rodgau, D) genutzt.
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2.2.6.12 Indirekte Immunfluoreszenz

Fdr die indirekte Fluoreszenz-Immunhistochemie wurden Zellen auf sterile beschichtete
Glasdeckglaser (Poly-D-Lysine, im Dunkeln, 1 h) in eine Zellkulturplatte oder direkt in eine
96-Well-Platten mit optischem Boden (Ibidi, Martinsried, D) ausgesat. Vor Fixierung wurden
die Zellen 1x mit 1x PBS gewaschen und mit 4% PFA fir 5 min bei 4°C fixiert. Nach drei
weiteren 1x PBS-Waschschritten wurde die Zellmembran mit 0,2% Triton-X (verdinnt in 1x
PBS) fir 5 min bei RT permeabilisiert. Es wurde nochmals 3x mit 1x PBS gewaschen, da-
nach mit der Erstantikdrper-Verdiinnung in 1x PBS fir 1 h bei 37°C inkubiert. Nach drei
Waschschritten mit 1x PBS erfolgte die Bindung des Zweitantikdrpers (verdinnt in 1x PBS),
ebenfalls fiir 1 h bei 37°C. Uberschiissiger Zweitantikérper wurde durch dreimaliges Wa-
schen mit 1x PBS entfernt und die Deckglédser mit Vectashield-Dapi eingedeckelt. Die Zellen
der 96-Wells-Platte wurden mit 200 pl sterilem 50%-Glycerol (verdinnt in 1x PBS) Uber-
schichtet und die Platte mit einer Silberklebefolie versiegelt. Die gefarbten Zellen wurden mit
unterschiedlichen Objektiven (Zeiss, Jena, D) mit folgendem Mikroskopie-System aufge-
nommen: AxioObserver.Z1 (Zeiss, Jena, D), motorisierter Mikroskoptisch (130x85; Marzhau-
ser, Wetzlar, D), Lumen200 (Prior, Cambridge, GB) und Retiga-4000DC CCD Kamera (Ql-

maging, Surrey, Kanada).

2.2.7 Zellkultur

2.2.7.1 Kultivierung von Zelllinien und priméaren Zellen

Human Embrionic Kidney (HEK) 293-Zellen wurden bei 37°C unter 5% CO,-Atmosphére im
Brutschrank in DMEM*™* (GIBCO, Karlsruhe, D, 1% Penicillin/Streptomycin, 1% Glutamin
und 10% FCS) als Kultivierungsmedium gehalten. Zur Passagierung der HEK 293-Zellen
wurde Trypsin EDTA verwendet.

Die Kultivierung primérer neonataler Rattenkardiomyozyten fand bei 37°C unter 1% CO,-
Atmosphéare im Brutschrank statt. Die Aussaat der Zellen wurde direkt im Anschluss der
Zell-Praparation (2.2.7.2) vorgenommen. Als Zellkulturmedium wurde NRCM-Kulturmedium
fir Kardiomyozyten mit versuchabhéngig variierenden Konzentrationen an FCS (0%, 1%,
5%, 10%) verwendet.

Zur Bestimmung der Zellenzahl wurde der Countess Cell Counter (Invitrogen, Karlsruhe, D)
benutzt und eine Mischung aus 20 pl Zellsuspension und 20 pl Trypan Blau (GIBCO, Karls-
ruhe, D) in die Zellzdhlkammer gegeben. Die gewiinschte Zellzahl wurde mit DMEM***- bzw.
NRCM-Kulturmedium auf ein geeignetes Volumen verdiinnt und auf die entsprechenden

Zellkulturschalen verteilt.
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2.2.7.2 Isolation primédrer neonataler Kardiomyozyten

Die Isolation von primaren Zellen aus neonatalen Rattenherzen erfolgte durch enzymati-
schen Verdau unter sterilen Bedingungen. Die Herzen von 1-2 Tage alten Sprague Dawley
Ratten wurden unter der Sterilbank entnommen und in eine 10 cm Zellkulturschale mit 10 ml
CBFHH auf Eis Uberfuhrt. Die Vorhéfe der Herzen wurden entfernt und die Herzen nach ei-
nem weiteren Waschschritt in CBFHH in einer leeren 6 cm Zellkulturschale in kleine Stiicke
geschnitten. Mit 15 ml vorgewarmter Trypsinlésung wurden die zerkleinerten Herzen mit
einer Weithalspipette in ein 100 ml Becherglas transferiert und auf dem Magnetrihrer fir
15min bei RT geriihrt. Der Uberstand wurde verworfen und das Gewebe in frischer Trypsin-
I6sung (20 ml) fir weitere 10 min unter Rihren inkubiert. Es wurde vorsichtig 10x auf- und
abpipettiert und der Uberstand in ein 50 ml Falkon tberfiihrt, das 7,5 ml FCS enthielt und
bei 37°C warm gehalten wurde. Diese Prozedur wurde bis zum vollstidndigen Verdau der
Herzen wiederholt. Die Zellen wurden 10 min bei 800 g zentrifugiert, der Uberstand verwor-
fen und das Pellet in 10 ml NRCM-Preplating-Medium resuspendiert. Die Zellsuspension
wurde durch einen cell strainer (40 pm PorengréBe; BD, Heidelberg, D) filtriert und mit weite-
ren 10 ml NRCM-Preplating-Medium versetzt. Je 10 ml des Filtrats wurde auf eine 10 cm
Zellkulturschale gegeben und 1 h bei 37°C und 1% CO, im Brutschrank inkubiert. Wahrend
dieser Zeit fand die Adhasion der Fibroblasten statt, wohingegen die Kardiomyozyten im
Uberstand verblieben. Der Uberstand mit den Kardiomyozyten wurde abgenommen, in ein
neues 50 ml Falkon Uberfiihrt und die Zellzahl bestimmt (Countess Cell Counter, Invitrogen,
Karlsruhe, D). Die gewlinschte Zellzahl wurde anschlieBend in einer geeigneten Verdiinnung
in NRCM-Kulturmedium auf Zellkulturschalen ausgeséat und bei 37°C in 1% CO, im Brut-

schrank inkubiert.

2.2.7.3 Produktion und Titrierung von Adenoviren

In dieser Arbeit verwendete Viren wurden mit Ausnahme des (;-adrenergen Rezeptor-Virus
(Spezies: Mensch; Bezugsquelle: Lehrstuhl fir Pharmakologie, Universitdt Wirzburg, D)

selbst hergestellt.

2.2.7.3.1 Adenovirusproduktion

Zur Produktion von Adenoviren wurde das gewilinschte Konstrukt mit der GATEWAY-
Technologie (2.2.5.11) in den pAd/CMV/V5-DEST Vektor inseriert. 10 ug der gereinigten
Plasmid-DNA wurden mit dem Restriktionsenzym Pacl verdaut (2.2.5.4) und die verdaute
DNA durch eine EtOH-Féllung aufgereinigt (2.2.5.9). 1 pl des geféllten DNA-Verdaus wurde

als Verdaukontrolle elektrophoretisch im Agarosegel aufgetrennt (2.2.5.5). 2 ug des aufge-
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reinigten Verdaus wurden zur Transfektion einer 6 cm Zellkulturschale von HEK 293-Zellen

gemal dem Effectene Transfektionsprotokoll (2.2.7.5) verwendet.

10-13 Tage nach Transfektion war eine erste Plaquebildung zu beobachten. Nachdem sich
90% der Zellen von der Platte gelést hatten, erfolgte der 1. von drei Amplifikationsschritten.
Hierflr wurde die Zellsuspension in ein 15 ml Falkon Uberfiihrt und 10 min bei 4°C und 850
g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 1 ml steriliem 10 mM
Tris pH 8,0 resuspendiert. Zur Zelllyse und Freisetzung der Viruspartikel wurden drei Gefrier-
Tauzyklen durchgefiihrt. Fir jeden Zyklus wurde die Zellsuspension in flissigem Stickstoff
gefroren und anschlieBend im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Nach Abschluss des 3. Zy-
klus wurde zentrifugiert (850 g, 10 min, 4°C) und der Uberstand in 2x 500 pl Aliquots (Lage-
rung bei -80°C) aufgeteilt.

Fir die 2. Amplifikation wurde eine 10 cm Zellkulturschale mit 90% konfluenten HEK 293-
Zellen verwendet. Die Zellen wurden mit 500 pl der 1. Amplifikation infiziert und bei 37°C
und 5% CO, inkubiert. Nach Plaquebildung (typischerweise 2-3 Tage nach Infektion) wurde
der Uberstand in ein 50 ml Falkon Uberfiihrt und abzentrifugiert (850 g, 10 min, 4°C). Das
Zellpellet wurde in 2 ml sterilem 10 mM Tris pH 8,0 resuspendiert und ebenfalls drei Gefrier-
Tauzyklen unterzogen. Nach Zentrifugation (850 g, 10 min, 4°C) wurde der Uberstand in 600
pl Aliquots aufgeteilt, die bei -80°C gelagert wurden.

Zur 3. Amplifikation wurden sechs 15 cm Zellkulturschalen mit 90% konfluenten HEK 293-
Zellen vorbereitet und jede Platte mit 100 pl der 2. Amplifikation infiziert. In der Regel konnte
zwei Tage nach Inkubation bei 37°C und 5% CO, eine Plaquebildung beobachtet werden.
Der Uberstand der sechs Platten wurde vereinigt und abzentrifugiert (850 g, 10 min, 4°C).
Nach Resuspension des Zellpellets in 3 ml sterilem 10 mM Tris pH 8,0 wurden die Viruspar-
tikel wieder durch Gefrier-Tauzyklen freigesetzt. Der zentrifugierte Uberstand wurde ab-

schlieBend in 100 pl Aliquots aufgeteilt und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

2.2.7.3.2 Titrierung

Zur Bestimmung des Virustiter wurde der Adeno-X RapidTiter Kit (Clontech, Heidelberg, D)
benutzt. GemaB den Herstellerangaben wurde eine Virusverdiinnungsreihe (102-10°) in
DMEM*™* Medium vorbereitet. AnschlieBend wurde 1ml Zellverdiinnung (5x10° HEK 293
Zelle/ml) in jedes Well einer 12-Well-Platte gegeben und dieser Zellsuspension 100 pl der
einzelnen Virusverdinnungen zugesetzt. Ein Well diente als Negativkontrolle und blieb unin-
fiziert. Die Zellen wurden 48 h bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nach Fixierung der Zellen in
100% MeOH (10 min bei -20°C) wurde die Platte 3x mit 1% BSA in PBS gewaschen. Es

folgte eine einstlindige Inkubation mit 0,5 ml/Well Maus-anit-Hexon Antikérper (1/1000, in
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1% BSA in PBS) bei 37°C. Nach drei Waschschritten mit 1% BSA in PBS fand eine einstln-
dige Inkubation mit dem Ratte-anti-Maus-HRP Antikérper (1/500, in 1% BSA in PBS,
0,5ml/Well) bei 37°C statt. Daraufhin wurden 0,5 ml DAB-Arbeitslésung (10x DAB Substrat
1:10 mit 1x Peroxidase Puffer) in die zuvor 3x mit 1% BSA in PBS gewaschenen Wells ge-
geben und fir 10 min bei RT inkubiert. Die Arbeitsldsung wurde entfernt und jedes Well mit

1 ml PBS vor dem Austrocknen geschiitzt.
Die Auszahlung der ifu (infectious units)/ml basierte auf folgender Formel:
(Infizierte Zellen/Feld) x (Felder/Well) / Virusvolumen x Verdlnnungsfaktor

Es wurden lediglich Virusverdiinnungen mit mehr als 10% positiven Zellen gezahlt, fir jede

Titerberechnung zehn verschiedene Felder/Well.

2.2.7.4 Infektion von primédren Kardiomyozyten

Zur Expression von Proteinen in NRCM wurden die Zellen in der Regel einen Tag nach Zell-
isolation infiziert. Die Zellen wurden 1x mit vorgewarmten PBS gewaschen, um Verunreini-
gungen aus abgestorbenen Zellen und Zellbruchstiicken zu entfernen. Die zuvor im passen-
den Kulturmedium vorbereitete Viruspartikelverdiinnung wurde in einem n&chsten Schritt
vorsichtig auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurden anschlieBend bei 37°C in 1% CO, in-
kubiert. Fir die FRET-Experimente wurde die Zellen (abhangig von der Zellqualitat) mit
durchschnittlich ifu=50 fir die jeweiligen Goloco/GPSM1-Cer-Konstrukte und ifu=125 fir
Gai-YFP infiziert.

2.2.7.5 Transfektion von Zellen

Alle Transfektionen von HEK 293-Zellen erfolgte mit Effectene-Transfektionsreagenz (Qia-
gen, Hilden, D). In Anlehnung an das Herstellerprotokoll wurde die gereinigte DNA in Puffer
EC verdiinnt, mit Enhancer versetzt und nach Vortexen 5 min bei RT inkubiert. Danach wur-
de die entsprechende Menge an Effectene-Transfektionsreagenz zugegeben, gemischt und
zur Transfektionskomplex-Formation 10 min bei RT inkubiert. Eine passende Menge an
DMEM*™* wurde dem Transfektionsansatz zugesetzt und vorsichtig gemischt. Tropfenweise
wurde diese Mischung auf 50-60% konfluente Zellen gegeben, deren Medium zuvor erneu-
ert worden war. Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO, fir 48 h zur Proteinexpression

gehalten.

Zur Transfektion von NRCM wurde Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen, Karlsruhe, D) laut den
Angaben des Herstellers verwendet. Die Transfektion erfolgte in Antibiotika-freiem 5%
NRCM-Kulturmedium, die Inkubation der Plasmid-DNA mit Lipofectamine™ 2000 in Opti-
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MEM | (GIBCO, Karlsruhe, D). 4-6 h nach Transfektion wurde das Medium durch Antibiotika-
haltiges 5% NRCM-Kulturmedium ersetzt und die Zellen weitere 48 h zur Proteinexpression

inkubiert.

2.2.8 Reportergen-Assay

Zur Untersuchung der Calcineurin-Aktivitdt wurde ein Reportergen-System verwendet, wel-
ches in Abhangigkeit der Aktivitdt des Nuclear factor of activated T-cells (NFAT) das Repor-

ter-Enzym Luciferase exprimiert® (Abb. 14).

9x NFAT-Bindungsstellen

I"I""I Luciferase F

Abbildung 14: Schema des NFAT-Reportergen-Konstrukts, modifiziert nach Ref.?%. Im
dephosphorylierten Zustand lokalisiert NFAT im Zellkern, was die Bindung an das Re-
porter-Konstrukt ermdglicht und die Expression der Luciferase zur Folge hat.

Zur Bestimmung der NFAT-Luciferase Aktivitdt wurden 200.000 NRCM/Well in eine 48-Well-
Platte (4 Wells/Bedingung) in 5% NRCM-Kulturmedium ausgesat. Nach 5 h erfolgte die In-
fektion der Zellen mit den jeweiligen Konstrukten. Die Transfektion des Luciferase Reporter-
plasmids erfolgte 12 h nach Aussaat der Zellen (2.2.7.5). 24 h spater wurden die Zellen fir
24 h mit 10 pM Angiotensin Il stimuliert. Zur Detektion der Luciferase-Aktivitdt wurde das
Luciferase Assay System (Promega, Mannheim, D) gemaB den Herstellerangaben verwen-
det. Die Zellen wurden mit 1x PBS gewaschen und anschlieBend mit 70 pl 1x Cell Culture
Lysis Reagent versetzt. Die Uberstidnde wurden in 0,5 ml ReaktionsgefaBe (berfiihrt und
abzentrifugiert. Jeweils 10 pl Uberstand wurde mit 50 pl Luciferase Reagenz versetzt und
vermessen (Infinite M200, Tecan, Crailsheim, D). Die Messergebnisse wurden auf die jewei-

lige Proteinkonzentration normalisiert.

2.2.9 Intermolekularer Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer
(FRET)

Die Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) ist ein distanzabhangiger Prozess der
strahlungslosen Energielibertragung zwischen zwei Fluorophoren®®. Das angeregte Fluo-
rophor, Donor genannt, Ubertrdgt einen Teil seiner Energie auf einen zweiten Fluorophor,
den Akzeptor. Dieser Energietranfer ist méglich, wenn das Emissionsspektrum des Donors
mit dem Absorbtionsspektrum des Akzeptors (> 30%) Uberlappt und beide Fluorophore sich

in enger Nachbarschaft zueinander befinden (< 10nm).
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Fir die FRET-Messungen wurde Cerulean (Cer) als Donor und YFP (yellow fluorescent pro-
tein) als Akzeptormolekiil gewéhlt. Die Anregung des Cer erfolgte bei 436 nm, was zu einer
Lichtemission bei 480 nm flihrte (Abb. 15 (A)). Befand sich ein YFP-Molekdil in unmittelbarer
Nahe des Cer, wurde die Emission des Cer bei 480 nm verringert, da eine direkte Energie-
Ubertragung auf das YFP stattfand (Abb. 15 (B)). Dieser Energietransfer konnte als

Lichtemission des YFP-Moleklils bei 535 nm gemessen werden.

A B
436 nm l 436 nm l
>10 nm <10 nm
— —
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480 nry 480 nm/ 535 nm/

Abbildung 15: Schematische Darstellung des FRET. Befinden sich beide Fluorophore in
einem Abstand > 10 nm zueinander, kann keine Energietibertragung stattfinden (A). Bei
einem Abstand von < 10 nm findet eine Energietibertragung von Cer auf YFP statt (B).

Die FRET-Messung in lebenden, intakten Zellen ermdglicht eine Echtzeitbeobachtung von
Anderungen in intra- oder intermolekularen Interaktionen, wobei sowohl zeitliche als auch
raumliche Informationen erhalten werden kénnen®. Zur Bestimmung des FRET-Signals
wurde zu jedem Zeitpunkt die Intensitét der Donor-Emission (480 nm + 20 nm) und der Ak-
zeptor-Emission (535 nm = 15 nm) bei einer Anregung von 436 nm (= 10 nm) bestimmt und
daraus das Emissionsverhéltnis gebildet (Akzeptor/Donor-Emission). Eine Anderung dieser
Ratio zeigte eine Verdnderung des molekularen Arrangements der Fluorophore an. So be-
deutete eine Verringerung der Ratio eine rAumliche Entfernung beider Fluorophore, wohin-
gegen ein Ratio-Anstieg eine Distanzverringerung zwischen den beiden Fluorophoren bein-
haltete. Durch die spektrale Uberlappung der Emission von Donor und Akzeptor kam es zu
einem Cer-Ubertragungseffekt. Um den Anteil der Cer-Emission am YFP-Signal zu bestim-
men, wurden Zellen, die nur den Cer-Sensor enthielten, gemessen. Die Emissons-Ratio aus
YFP/Cer wurde von mehreren Zellen bestimmt und der Mittelwert daraus zur Berechnung
des Korrekturfaktors gebildet. Mit diesem Faktor wurde die YFP Emission folgendermaBen

korrigiert:
YFP Kkorrigiert = YFP 535nm — Faktor x Cer. 480nm

Das korrigierte YFP, g Wurde zur Berechnung der FRET-Ratio verwendet.
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HEK 293-Zellen zur FRET-Messung wurden auf sterile Glasdeckglaser in 6-Well Petrischa-
len gesplittet, die zuvor 1 h mit Poly-D-Lysine unter Lichtausschluss beschichtet worden
waren. 24 h spéter erfolgte die Transfektion der Zellen (2.2.7.5), 48-72 h nach Transfektion
die FRET-Messung. NRCM wurden ebenfalls auf Poly-D-Lysine beschichtete Glasdeckgla-
ser ausgeséat und nach 24 h mit den entsprechenden Konstrukten infiziert. Nach weiteren 48
h fand die FRET-Messung der Zellen statt. Folgende Konzentrationen der jeweiligen Ligan-
den wurden verwendet: 100 uM 8-Bromo-cAMP, 300 uM Carbachol, 10 uM Clonidin, 10 pM

Forskolin, 10 uM Isoprenalin, 2 yM Noradrenalin.

Die Messung wurde an einem inversen Mikroskop (AxioObserver, Zeiss, Jena, D) mit einem
100x Olimmersionsobjektiv bei RT durchgefiihrt. Das Deckglas mit den adhdrenten Zellen
wurde in eine Deckglashalterung eingebracht und die Zellen vorsichtig mit vorgewarmtem
FRET-Puffer bedeckt. Zur Untersuchung von Rezeptor-Liganden-vermittelten Anderungen
im FRET-Signal wurden die Zellen kontinuierlich mit Hilfe einer computergesteuerten Perfu-
sionvorrichtung (ALA VC3-8, ALA Science Instruments, Farmingdale, USA) mit FRET-Puffer
Uberspult. Nachdem sich eine stabile Basisratio eingestellt hatte, wurde der jeweilige Ligand
als FRET-Pufferverdinnung ebenfalls lUber die Perfusionsvorrichtung auf die Zellen appli-
ziert. Die Emission von YFP und Cer wurde mittels eines Strahlenteilers (Dual View DV2,
Decon Science Tec, Hohengandern, D) geteilt, das Signal mit einer ,evolve“-EM 512 Digital-
kamera (Visitron, Puchheim, D) aufgenommen und durch das Programm Metafluor visuali-
siert. Zum Akzeptor-Photobleichen wurde ein Photodiodensystem (Till Photonics, Gréfelfing,
D) verwendet. Die Aufzeichnung der jeweiligen Intensitdten erfolgte mit dem Programm
Clampex 10.2 (Molecular Devices, Sunnyvale, USA). Zuerst wurden die Intensitaten beider
Fluorophore bei 436nm aufgezeichnet und anschlieBend fiir 5 min bei 490 nm das Akzeptor-
Photobleichen durchgefiihrt. Daraufhin wurden wieder die Intensitdten beider Fluorophore

bei 436 nm bestimmt.

2.2.10 Statistische Auswertung

Zur statistische Analyse der Ergebnisse wurde das Prism Software Packet (GraphPad, San
Diego, USA) benutzt. Die Ergebnisse von Mehrfachbestimmungen wurden als Mittelwert +
Standardabweichung dargestellt. Zur Uberpriifung statistischer Signifikanz wurde eine ein-
fache Varianzanalyse (ANOVA) durchgefiihrt, gefolgt vom Bonferroni-Test. Unterschiede

wurden als signifikant angesehen, wenn P < 0,05 war.
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3 Ergebnisse

3.1 Massenspektrometrische Analyse des murinen kardia-
len Phosphoproteoms

3.1.1 Stimulation g-adrenerger Rezeptoren in vivo

Zur differenziellen Analyse des murinen kardialen Phosphoproteoms wurden Mause mit (-)-
Isoprenalin HCL oder (+)-Propranolol HCL injiziert. Die Stimulationsdauer vor Entnahme des
linken Ventrikels (LV) betrug fir Isoprenalin nach Injektion 2 min. Innerhalb dieses Zeitrau-
mes konnte in der Echokardiographie der LV-Funktion eine deutliche Steigerung der kardia-
len Kontraktilitdt beobachtet werden, die bereits nach 2 min wieder abklang. Die Kontroll-
gruppe wurde vor Entnahme des LV 5 h mit Propranolol behandelt, um innerhalb dieses
Zeitraumes eine PAR-vermittelte Phosphorylierung zu verhindern und zugleich eine

Dephosphorylierung bereits vorhandener Phosphorylierungsstellen zu erreichen.

Mittels Echokardiographie wurden ausgewéhlte Parameter der linksventrikuldren Funktion
bestimmt, welche als Indikatoren (-adrenerger Aktivitdt gewertet wurden. Abbildung 16
zeigt jeweils einen Ausschnitt des LV von Méausen, die entweder nicht behandelt (vor Injekti-
on) oder mit Propranolol oder Isoprenalin injiziert wurden. Gut zu erkennen ist die erhdhte
Schlagkraft des Herzens nach zweiminitiger Stimulation mit Isoprenalin verglichen mit der
finfstlindigen Propranolol-Behandlung. Die Auswertung der funktionellen Parameter (Aus-
wurffraktion (EF) und der Herzfrequenz (Schlage pro Minute)) zeigt eine deutlich gesteigerte

Funktion des LV nach Stimulation mit Isoprenalin.
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Abbildung 16: B-Mode (brightness modulation)-Echokardiographie der LV-Funktion von
Mausen (n vor Injektion =6, n nach Propranolol/Isoprenalin =3) vor und nach Isoprenalin-
oder Propranolol-Injektion. Die Applikation von Isoprenalin bewirkte einen deutlichen
Anstieg der Auswurffraktion (EF) und der Herzfrequenz (Schldge pro Minute), beides Pa-
rameter der LV-Kontraktilitat.

3.1.2 Proteolytischer Verdau

Zur massenspektrometrischen Analyse phosphorylierter Proteinen wurde der ,bottom up“-
Ansatz gewa&hlt. Dieser erfordert den proteolytischen Verdau der biologischen Proben, woflr
Trypsin als Protease gewé&hlt wurde. Ein Problem flir den proteolytischen Verdau stellte die
hohe Detergenzkonzentration des Lysepuffer dar. Durch eine 20/1 Verdinnung der Lysate
mit Verdaupuffer konnte allerdings ein effizienter Verdau erreicht werden, da eine SDS-

Konzentration von 0,1% im Toleranzbereich des verwendeten Enzym liegt.

Abbildung 17 zeigt eine reprasentative Silberfarbung elektrophoretisch aufgetrennter Prote-

inlysate vor und nach tryptischem Verdau. W&hrend in den unverdauten Proteinspuren je-



Ergebnisse 68

weils die intakten Proteine zu erkennen sind, enthalten die verdauten Lysate lediglich die

tryptischen Peptide in der Gel-Lauffront.

MW
(kDa) Isoprenalin  Propranolol

116
97

66 Abbildung 17: Kontrolle des
Trypsinverdaus. Herzlysate
mit Propranolol- oder lIso-
prenalin-behandelter M&use
vor und nach enzymati-
schem Verdau. Die Uber ei-
ne 1D-SDS-Page aufge-
trennten  Proteine/Peptide
34 : wurden im Anschluss durch
eine Silberfarbung visuali-
siert. Die prominente Bande

55

20 — in der Gel-Lauffront der
trypsinierten Lysate ist auf
verdaute Peptide zurlck-

14 flhren.

- + - +  Trypsin

3.1.3 Nano-LC-MS/MS Phosphopeptid-Analyse nach IMAC- und
TiO,-Anreicherung

Die Analyse der Phosphopeptide nach IMAC- und TiO,-Anreicherung erfolgte mittels nano-
Flussigchromatographie-Tandem-Massenspektrometrie (nano-LC-MS/MS). In die Auswer-
tung wurden nur Spektren > des Mascot Schwellenwertes (P < 0,05) einbezogen. Zur Erhé-
hung der Datenqualitdt wurden alle Spektren manuell valdidiert. Peptide einer Lange von < 5
oder > 30 Aminosduren wurden verworfen, zudem wurde auf eine ausreichende Abdeckung
der y- und b-lonenserie (méglichst > 50%) mit einem guten Signal/Rausch-Verhélinis ge-
achtet. Die Zuordnung prominenter, nicht annotierter Peaks (interne Fragmente, Neutralver-
luste von H,O, NH,; H;PO, erfolgte mit Hilfe des Programms ProteinProspector

(http://prospector.ucsf.edu/prospector/mshome.htm, Tool: MS-Pattern).

In zwei Versuchsdurchgéngen konnten nach IMAC und TiO,-Anreicherung insgesamt 430
Phosphopeptide detektiert werden. Mehrere dieser Phosphopeptide konnten bekannten
kardialen Phosphoproteine zugeordnet werden. Zuséatzlich konnten zahlreiche Proteine als

neue kardiale Phosphoproteine identifiziert werden (10.4).
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Nach IMAC-Anreicherung wurden insgesamt 272 Phosphopeptide detektiert, wovon 81
Peptide (18,8%) ausschlieBlich durch das IMAC-Verfahren angereichert werden konnten.
350 phosphorylierte Peptide konnten nach TiO,-Anreicherung identifiziert werden, 158
(36,7%) davon spezifisch nach TiO,-Isolation. 191 (44,3%) Phosphopeptide konnten mit
beiden Verfahren nachgewiesen werden. Abbildung 18 zeigt, dass beide Anreicherungsme-
thoden jeweils nur ein Teilsegment des Phosphoproteoms isolieren. In dieser Arbeit wurde,
die Anzahl der Phosphopeptide betreffend, mit der TiO,-Anreicherung ein deutlich besseres

Ergebnis erzielt.

81
(18,8%)

O IMAC
TiO,
O IMAC und TiO,

191
(44,3%)

Abbildung 18: Die IMAC und TiO,-Anreicherung erlaubten die Identifikation von insge-
samt 430 Phosphopeptide, detektiert in zwei Analysen. 191 (44,3%) der Phosphopeptide
konnten mittels beider Verfahren angereichert werden, 81 (18,8%) spezifisch durch
IMAC, 158 (36,7 %) ausschlieBlich durch TiO,-Anreicherung.

Unterscheidet man die 430 identifizierten Phosphopeptide nach der Art des modifizierten
Aminoséaurerestes, konnten 88,6% (413) mit einer Phosphatgruppe am Serin detektiert wer-
den. 5,4% (25) Phosphorylierungsstellen wurden an Threoninen identifiziert, lediglich 0,2%
(1) phosphorylierte Tyrosine konnten nachgewiesen werden. 27 (5,8%) Phosphorylierungs-

stellen konnten nicht eindeutig Serin oder Threonin zugeordnet werden (Abb. 19).
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o pSer
mplyr
@ pThr
o pSer/Thr

Abbildung 19: Aufteilung der Phosphorylierungsstellen nach Art der modifizierten Ami-
nosduren. 88,6% (413) der phosphorylierten Aminosduren waren Serine, 5,4% (25)
Threonine und 0,2% (1) Tyrosine. 5,8% (27) Phosphorylierungen konnten nicht eindeutig

Serin oder Threonin zugeordnet werden.

Die identifizierten Phosphopeptide sind Uber zahlreiche Kompartimente verteilt. Die Swiss-

Prot Proteindatenbank gibt flr den gréBten Teil (31%) der phosphorylierten Peptide eine

zytosolische Lokalisation an, 18% sind membranassoziiert, 17% nukleér, 15% lokalisiert am

Zytoskelett, 6% sind an den Zell-Zell Adh&sionen beteiligt bzw. angesiedelt. Die restlichen

8% sind Uber weitere unterschiedliche Kompartimente verteilt (Abb. 20).

17% 6%

5%

8%
18%

31%

3,7%

2,1%
0,5%
1,8%

B B B 0O0O0 B O OO

Zytosol

Membran

Nukleus

Zytoskelett

Zell-Zell Adhéasion
Mitochondrium
Sarkoplasmatisches Retikulum
Golgi Apparat

Sekretiert

Weitere

Abbildung 20: Lokalisationsinformation der identifizierten Phosphopeptide gemaB der
Swiss-Prot Datenbank. Der gréBte Teil der detektierten Proteine ist neben dem Zytosol
an der Membran, im Nukleus oder am Zytoskelett angesiedelt. Proteine ohne Lokalisati-
onsangabe in der Swiss-Prot Datenbank wurden nicht in der Auswertung berlcksichtigt.
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3.1.4 Das kardiale f-adrenerge Phosphoproteom

Aus den insgesamt 430 identifizierten Phosphopeptiden wurden 88 Phosphopeptide spezi-
fisch in B-adrenerg stimuliertem Gewebe nachgewiesen (Tabelle 3.1.4.1). 51 dieser 88
Phosphorylierungsstellen sind bereits in der Swiss-Prot Datenbank annotiert, zwei dieser 51
Positionen werden als PKA-Phosphorylierungsstelle in der Datenbank erwdhnt (P60840,
Alpha-endosulfine, S108 oder S109; P56212, cAMP-regulated phosphoprotein 19,
S104)%%, Weitere neun Phosphorylierungsstellen sind als ,by similarity“ aufgelistet. Diese
neun Positionen wurden fir andere Familienmitglieder der jeweiligen Proteine experimentell
identifiziert und konnten im Zuge dieser Arbeit in murinem kardialem Gewebe bestatigt wer-
den. 28 potentiell B-adrenerg regulierte Phosphorylierungsstellen sind noch nicht in Swiss-

Prot annotiert.

Untersucht man die 88 p-adrenerg spezifischen Phosphopeptide auf PKA-
Konsensussequenzen (R/K-R/K-x,-S/T-X,,; R-Xo-X4-S/T-X,,; R-X;-S/T-X,5; X,» # P) enthalten
39 der 88 phosphorylierten Peptide eine potentielle PKA-Konsensussequenz (Abb. 21). Fir
die restlichen 49 Phosphorylierungsstellen kann eine direkte PKA-Phosphorylierung nicht
ausgeschlossen werden, allerdings ist eine Regulation durch eine andere, an der p-

adrenergen Signaltransduktion beteiligten Kinase wahrscheinlicher.

O nicht exklusiv nach Isoprenalin

m exklusiv nach Isoprenalin
B PKA Konsensussequenzen

56% O keine PKA Konsensussequenzen

80%

Abbildung 21: Anteil (20%, 88) der phosphorylierten Peptide, die ausschlieBlich nach f3-
adrenerger Stimulation mit Isoprenalin identifiziert wurden. 44% (39) der 88 unter Iso-
prenalin-Stimulation detektierten Phosphopeptide enthalten eine potentielle PKA-
Konsensussequenz.
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Tabelle 3.1.4.1 enthdlt alle ausschlieBlich unter Isoprenalin-Stimulation detektierten
Phosphopeptide der graphischen Darstellung aus Abbildung 21. Swiss-Prot Accession,
Name und die jeweilige Sequenz des detektierten Phosphopeptids sind angegeben. Zuséatz-

lich wurden Phosphorylierungsstellen potentieller PKA-Konsensussequenzen rot markiert.

Tabelle 3.1.4.1: Auflistung der 88 exklusiv nach f-adrenerger Rezeptorstimulation identifizierte
Phosphopeptide. Die Swiss-Prot Accession, der Proteinname und die Peptidsequenz sind angege-
ben. Eine rote Markierung kennzeichnet potentielle PKA-Phosphorylierungsstellen. Mit # sind die
Peptide kenntlich gemacht, die sowohl Uber das TiO,- als auch Uber das IMAC-Verfahren isoliert

wurden. In Klammern sind nicht eindeutig definierte Phosphorylierungsstellen enthalten.

Accession, Proteinname

Sequenz

A2ASSS6, Titin

008547, Vesicle-trafficking protein SEC22b
055111, Desmoglein-2

P07310, Creatine kinase M-type

P08553, Neurofilament medium polypeptide
P10711, Transcription elongation factor

P16546, Spectrin alpha chain, brain

P20357, Microtubule-associated protein 2
P26231, Catenin alpha-1

P48787, Troponin |

P49586, Choline-phosphate cytidylyltransferase A
P52479, Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 10
P54071, Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial
P56212, cAMP-regulated phosphoprotein 19
P56695, Wolframin

P57776, Elongation factor 1-delta

P59017, Bcl-2-like 13 protein

P60840, Alpha-endosulfine

P70268, Serine/threonine-protein kinase N1
P70452, Syntaxin-4

Q02248, Catenin beta-1

Q02357, Ankyrin-1

Q02566, Myosin-6

QO04735, Serine/threonine-protein kinase PCTAIRE-1 OS
Q3TCH?7, Cullin-4A

Q52KI18, Serine/arginine repetitive matrix protein 1
Q56976, Thyroid hormone receptor-associated protein 3
Q61234, Alpha-1-syntrophin

Q61235, Beta-2-syntrophin

Q61703, Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2
Q62077, 1-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
Q62261, Spectrin beta chain, brain 1

Q62407, Striated muscle-specific

serine/threonine protein kinase

Q62417, Sorbin and SH3 domain-containing protein 1
Q64012, RNA-binding protein Raly

Q63918, Serum deprivation-response protein
Q65CL1, Catenin alpha-3

QQpSPSPIR
NLGpSINTELQDVQR
GpSVGCCSFIEGELDDLFLDDLGLK
GpTGGVDTAAVGAVFDISNADR
pSPVEEVKPKPEAK
KKEPAISSQNpSPEAR
pSLQQLAEER
VDHGAEIITQpSPSR
TPEELDDpSDFETEDFDVR
#AKEpSLDLR#
TpSPpSSSPASLSR
TCDpSPQNPVDFISGPVPDSPFPR
DQpTNDQVTIDSALATQK
#KPpSLVASK#
LNATApSLEQDKIEPPR
ATAPQTQHVpSPMR
TpSPTPSVFVELGEEELEAVTARPEA-
VER

KSpSLVTSK
TDVSNFDEEFTGEAPTLpSPPR
QGDNIpSDDEDEVR
RTSMGGTQQQFVEGVR (T2/S3)
IPCVpTPETVVIR
KMESDLTQLQTEVEEAVQECR,
(S4/17)
NLQEEIpSDLTEQLGEGGK
KISTEDINKR (S3/T4)
KGpSVSALMGR
REpSPSPAPKPR

NKKpSPEIHR
NSAGGTSVGWDpSPPASPLQR
GLGPPpSPPAPPR

pTILDDLR

EGpSFEAR
GDQVSQNGLPAEQGpPSPR

AApSSEAAPHHQPPPESR
SDpSPPAPLRPWVPLR
#YpSFSDDTK#
#GTPSSSPVpSPQESPKH#,
REpSDGTPGGLASLENER
LPAPQEDTASEAGpTPQGEVQTR
DEEALEDpSAEEK
pSHTSIQTEGK
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Q6IR34, G protein signaling modulator 1

Q6P4S6, Serine/threonine-protein kinase

Q6P542, ATP-binding cassette sub-family F member 1
Q70KF4, Cardiomyopathy-associated protein 5
Q7TMY8, E3 ubiquitin-protein ligase HUWE1
Q7TQD2, Tubulin polymerization-promoting protein

Q8BG95, Protein phosphatase 1 regulatory subunit 12B
Q8BGCO, HIV Tat-specific factor 1 homolog

Q8BL97, Splicing factor, arginine/serine-rich 7

Q8BTI8, Serine/arginine repetitive matrix protein 2
Q8BVZ1, Lipid storage droplet protein 5

Q8BWB1, Synaptopodin 2-like protein

Q8C079, Protein FAM40A

Q8CORO0, Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 37
Q8CC35, Synaptopodin

Q8CI12, Smoothelin-like protein 2

Q8CI51, PDZ and LIM domain protein 5

Q8K1Z0, Ubiquinone biosynthesis protein COQS9,
mitochondrial

Q8K2F8, LSM14 protein homolog A

Q8K2Z4, Condensin complex subunit 1
Q8K3HO0, DCC-interacting protein 13-alpha
Q8K4G5, Actin-binding LIM protein 1

Q8K4l13, Rho guanine nucleotide exchange factor 6
Q8N7N5, WD repeat-containing protein 42A
Q91W69, Epsin-3

Q99MR9, Protein phosphatase 1 regulatory subunit 3A
Q99P72, Reticulon-4
Q9CY58, Plasminogen activator inhibitor 1

Q9CZJ2, Heat shock 70 kDa protein 12B
Q9DOF9, Phosphoglucomutase-1
Q9DO0V7, Receptor-binding cancer antigen
expressed on SiSo cells

Q9DC77, Small muscular protein

Q9DCF9, Translocon-associated protein subunit gamma
Q9DCT8, Cysteine-rich protein 2

Q9EQW?7, Kinesin-like protein KIF13A

Q9ET54, Palladin

Q9ET78, Junctophilin-2

Q9JJW5, Myozenin-2
Q9JLV1, BAG family molecular chaperone regulator 3

Q9QXS1, Plectin-1
Q9ROL6, Pericentriolar material 1 protein
Q9Z1E4, Glycogen [starch] synthase, muscle
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#ApSVGSLPGLR#
RAPSDGGANIQLHAQQLLK
QLpSVPASDEEDEVPAPIPR
GpSFSSTPELGHTSLLLK
GSGTApSDDEFENLR
RLSLESEGANEGATAAPELSA-
LEEAFR, (S3/S6)
RLpSSLFNK

VLDEEGpSER

#SGSIIGSR# (S1/53)
RSpSSELSPEVVEK
SMpSQAMDMVLGK
pTPPPMAPK
RFSTPAPQPTAEPLAPTVLVPR,
(S3/T4)
AASPPASASDLIEQQQK,
(S3/57/S9)

pSGLLENRTEK
#VASLpSPAR#
SPpSVEHDEASDLEVR
RGpSQGDIK

YTDQpSGEEEEDYESEEQLQHR
SSPQLDPLRK (S1/52)
pSPTMEQAVQTASAHLPAPAPVGR
RTpTPIR
VNQSALEAVTPpSPSFQQR
STSQGpPSINSPVYSR
STpSQGPSINSPVYSR
TLpSPTPPSAEGYQDVR
#KAPSEEEYVIR#
#GHGHpSDEEDEEQPR#
TPVLPSGPPIADPWAPSSPTR
(S17/518)
RGSGSSEDMYLDTPTSASR
(S3/S5/S6)
RGSGSVDETLFALPAASEP-
VIPSSAEK (S3/S5)
SKSEEAHAEDSVMDHHFR
(S1/33)

SPVPpSPPGpSPR
AIGGIILTApSHNPGGPNGDFGIK

KLpSGDQITLPTTVDYSSVPK
#RKESTPETEEGAPTTSEEK#
(S3/T4)

KLpSEADNR

KTpSGPPKGPSK
RAPSNQELTEVGR
IAPSDEEIQGTK

TpSLGSQR
RSDpSAPPSPVSATVPEEEPPAPR
#KVpSIPR#

#SSLGSHQLPR#

(S1/52)

RAPSFAEK
VTNAIpSPESSPGVGR
HSSPHQSEDEEEPR (S2/S3)
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3.1.4.1 Myozenin-2 und G protein signaling modulator 1 als neue B-adrenerg
regulierte Phosphoproteine
Zwei bisher unbekannte potentielle PKA-Phosphorylierungsstellen aus Tabelle 3.1.4.1 konn-
ten in den Proteinen Myozenin-2 (MYOZ2, Serin 37) und G protein signaling modulator 1
(GPSMH1, Serin 567) identifiziert werden. Das Phosphopeptid KVpSIPR des MYOZ2 wurde
auBerdem in einer LC-MS/MS-Messung humanen Herzgewebes aus Patienten mit dilatati-
ver Kardiomyophatie nachgewiesen. Wéahrend fir MYOZ2 weitere, sehr wahrscheinlich nicht
B-adrenerg regulierte Phosphorylierungsstellen (T107, S111, T116) detektiert wurden, war
Serin 567 die einzige in dieser Arbeit identifizierte phosphorylierte Aminos&ure in GPSM1.
Serin 37 des MYOZ2 und Serin 567 des GPSM1 wurden fiir eine weitere funktionelle Analy-

se im Rahmen dieser Arbeit ausgewéhlt (3.2-3.3).

Das MS/MS-Spektrum des murinen und menschlichen Phosphopeptids KVpSIPR des
MYOZ2 enthélt die gesamte mdgliche y-lonenserie (y1-5), die ab y(4) einen Neutralverlust
von -98 Da aufweist. Dies deutet auf eine Phosphorylierung des dritten Serins hin. Die nicht
annotierten intensiven Signale (x1), (x2) kdnnen dem Mutterion M nach Neutralverlust x1=
[MH-H;PO,-H,0** und x2= [MH-H,PO,J** zugewiesen werden (Abb. 22). Bei der Phosphory-

lierungsstelle handelt es sich um eine PKA-Konsensussequenz (KKVS).
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Abbildung 22: MS/MS-Spektren des murinen (Spektrum oben) und menschlichen
(Spektrum unten) Phosphopeptids KVpSIPR. Im Mausherzen wurde dieses Phospho-
peptid ausschlieBlich nach p-adrenerger Stimulation nachgewiesen.

MS/MS-Spektrums ApSVGDLPGLR des murinen GPSM1 Proteins zeigt neben einer y-
lonenserie (y1-9; y(2) nicht detektiert) ein intensiver Prolin-Peak y(4), ein charakteristisches
Kennzeichen eines MS/MS-Spektrums. Die annotierten Neutralverluste von b(3) und y(9) von

-98 Da lassen auf eine Phosphorylierung des Serins an Position drei schlieBen. Der nicht
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zugeordnete Peak bei m/z= ~217 ist vermutlich y(4)-NH,** oder y(4)** zuzuschreiben (Abb.
23). Die Position 567 des GPSM1 ist eine PKA-Konsensussequenz (RASV).
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Abbildung 23: MS/MS-Spektrum des Phosphopeptids ApSVGSLPGLR, gefunden aus-
schlieBlich unter -adrenerger Stimulation im murinen GPSM1 (Q6IR34)

3.1.5 Relative Quantifizierung mittels MRM

Um eine differenzielle Regulation der 88 ausschlieBlich unter p-adrenerger Stimulation de-
tektierten Phosphorylierungsstellen weiter zu untersuchen, wurde eine Quantifizierung mit-
tels Multiple Reaction Monitoring (MRM) durchgefiihrt. Es wurden sieben Phosphopeptide
aus sieben unterschiedlichen Proteinen ausgewahlt, die in der LC-MS/MS-Messung eine
Phosphorylierung exklusiv nach Isoprenalin-Stimulation zeigten (Tabelle 3.1.5.1). AuBerdem
wurde Threonin 107 des MYOZ2, welches neben Isoprenalin-stimuliertem Gewebe auch in
Propranolol-behandelten Herzen detektiert wurde, relativ quantifiziert. Die bis dahin unbe-
kannte Phosphorylierungsstelle Threonin 107 wurde mittlerweile als Position 107 des

MYOZ2 bestatigt®. Dieses Phosphopeptid diente in den MRM-Messungen als interner Kon-
trolle.
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Tabelle 3.1.5.1: Darstellung der acht Phosphopeptide aus sieben verschiedenen Proteinen, die fir
die MRM-Quantifizierung ausgewé&hlt wurden. In rot sind potentielle PKA Konsensussequenzen mar-
kiert.

Q9DC77, Small muscular protein S36/T37, (RRKESTP)
Q8BG95, Protein phosphatase 1 regulatory subunit 12B S420 (RRLpSS)
Q9JJW5, Myozenin-2 S37 (KKVpSI)

T107 (GPSpTP)
Q9ET78, Junctophilin-2 S593 (RSDpSA)
Q8CC35, Synaptopodin S765 (ASLSP)
P59017, Bcl-2-like 13 protein S343 (EKTSP)
Q6I1R34, G protein signaling modulator 1 S567 (QRApPSV)

Wahrend es sich bei finf der sieben potentiell differenziell regulierten Phosphopeptide um
bislang unbekannte Phosphorylierungsstellen handelte, ist Serin 343 des Bcl-2-like 13 pro-
tein bereits in der Swiss-Prot Datenbank annotiert, allerdings ohne Angabe einer méglichen
Kinase®. Serin 593 des Junctophilin-2 konnte zusammen mit Serin 600 des Junctophilin-2
als zweifach phosphoryliertes Peptid sowohl unter Rezeptorstimulation als auch Inhibition
detektiert werden. Das S593-Monophosphopeptid konnte nur unter Isoprenalin-Stimulation
nachgewiesen werden. Durch MRM-Messung wurde das S593-Monophosphopeptid bezlig-

lich einer p-adrenerge Regulation untersucht.

Fir jedes Peptid wurden vier MRM-Ubergénge gewéhlt, was den Ausschluss falsch positi-
ver Signale, die gerade in komplexen Proben fiir einzelne Ubergénge auftreten, gewéhrlei-
stet (Tabelle 10.2.1). In die Auswertung wurden nur Peptide aufgenommen, fir die minde-
stens drei der vier Ubergidnge beobachtet werden konnten und deren Signal spezifisch vom
Hintergrundrauschen unterscheidbar war. Um Verluste bei der Probenaufarbeitung zu kon-
trollieren, wurden jeder Probe vor Phosphopeptidanreicherung jeweils zwei der drei synthe-
tischen Phosphopeptidstandards aus Tabelle 10.1.1 zugesetzt. Diese wurden ebenfalls rela-

tiv quantifiziert und zur Normalisierung verwendet.

Abbildung 24 zeigt die graphische Darstellung der MRM-Messungen. Zur Ermittlung der
jeweiligen Verhaltnisse wurden die Propranolol-behandelten Proben als Kontrolle definiert.
Das als interner Kontrolle gew&hlte Phosphopeptid des MYOZ2 war wie erwartet nicht requ-
liert, die relative Quantifizierung ergab in Messung 1 und 3 einen Faktor < 1 (Messung 1:
0,83; Messung 3: 0,91). Dies spricht fir eine tendenziell zu niedrig bewertete Phosphorylie-
rung der Isoprenalin-behandelten Gruppen. In Messung 2 scheint der Phosphorylierungs-
grad der Isoprenalin-Gruppe um den Faktor 2,3 zu hoch bewertet zu sein. Fir die Normali-
sierung der relativen Verhaltnisse wurden nur die synthetischen Standardpeptide verwendet,
allerdings ist generell eine Kombination aus externem Standard zusammen mit internen,

nicht-regulierten Phosphopeptiden als zusatzliche Kontrolle zu empfehlen.
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Die relative Quantifizierung bestétigte die neu identifizierten Phosphorylierungsstellen in den
Proteinen Small muscular protein (Q9DC77), Protein phosphatase 1 regulatory subunit 12B
(Q8BG95), Myozenin-2 (Q9JJWS5, Serin 37) und G protein signaling modulator 1 (Q6IR34) als
differenziell reguliert. Eine Tendenz zu erhdéhter Phosphorylierung unter g-adrenerger Stimu-
lation zeigten die Phosphopeptide aus dem Junctophilin-2 und Bcl-2-like 13 protein, die
Phosphorylierungsstelle Serin 765 des Synaptopodin war nicht reguliert. Die gewéhlten
Ubergénge fir Small muscular protein, Protein phosphatase 1 regulatory subunit 12B und
Junctophilin-2 konnten nur in zwei der drei Messungen detektiert werden, die des Bcl-2-like

13 protein nur in einer Messung der drei Messungen.
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Abbildung 24: Graphische Darstellung der relativen Quantifizierung der acht analysierten
Phosphorylierungsstellen (n=3), ausgedriickt als x-fache Regulation der Isoprenalin-
behandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrolle (Propranolol). Jedes Verhaltnis wurde auf
die in der Messung verwendeten Standards normalisiert.
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3.2 Analyse der Phosphorylierungsstelle Serin 37 im
MYOZ2

Die Phosphorylierungsstelle Serin 37 des Myozenin-2 (MYOZ2, Calsarcin 1) wurde in der
LC-MS/MS-Analyse ausschlieBlich nach Isoprenalin-Stimulation detektiert und des Weiteren
durch eine relative Quantifizierung mittels MRM als ~25-fach hdéher phosphoryliert bestatigt.
MYOZ2 ist die herzmuskelspezifische Isoform einer Proteinfamilie, deren Mitglieder durch
die Bindung an a-Aktinin an der sarkomerischen Z-Scheibe von Muskelzellen lokalisiert
sind®. Im Folgenden sollte eine Charakterisierung der Phosphorylierungsstelle Serin 37 des

MYOZ2 vorgenommen werden.

3.2.1 Charakterisierung des phosphorylierungsspezifischen pS37-
MYOZ2 Antikorpers

FUr die Analyse der f-adrenerg regulierten Phosphorylierungsstelle Serin 37 im MYQZ2

wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Stefan Schulz und der Firma Gramsch Laboratories

(Schwabhausen, D) ein phosphorylierungsspezifischer Antikérper entwickelt und getestet.

-

0 25 50 125 250 500 1000 2000 Peptid [ng]

Abbildung 25: Dot-Blot des Serums Nummer 2185. Die obere Reihe zeigt eine Konzen-
trationsreihe des zur Immunisierung verwendeten phosphorylierten Peptids, untere Rei-
he die der nicht-phosphorylierten Peptidvariante. Der Dot-Blot wurde von Prof. Dr. Ste-
fan Schulz und der Firma Gramsch Laboratories (Schwabhausen, D) durchgefiihrt.

In Abbildung 25 ist der Dot-Blot des Serums Nummer 2185 zu sehen, das als phosphorylie-
rungsspezifischer Antikérper gegen das phosphorylierte Serin 37 (pS37) des MYOZ2 in die-
ser Arbeit verwendet wurde. Der Antikérper erkennt im Dot-Blot nur das zur Immunisierung
verwendete phosphorylierte Peptid im Gegensatz zum ebenfalls aufgetragenen unphospho-

rylierten Peptid.

Die Detektion der S37-Phosphorylierung mit dem pS37-MYOZ2-Antikérper zeigte in Maus-
herzen, die zuvor mit Isoprenalin oder Propranolol behandelt worden waren, nur in dem Iso-

prenalin-stimulierten Herzen ein Signal, welches MYOZ2 entsprach (Abb. 26).
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Abbildung 26: Western Blot

- von Herzlysaten f-adrenerg

pS37-MYOZQ . 2 stimulierter oder inhibierter
Mausherzen. Im Lysat des zu-

vor mit Isoprenalin stimulierten

Isoprenalin + Mausherzens zeigt sich ein

Propranolol = spezifisches Signal nach Detek-
tion mit dem pS37-MYQOZ2 An-
tikorper.

Um zu Uberprifen, ob der pS37-MYOZ2-Antikérper spezifisch die S37-phosphorylierte
Form des MYOZ2 erkennt, wurde eine Membran-Dephosphorylierung vorgenommen. Die
identische Menge an Protein zweier Herzlysate, die zuvor mit Isoprenalin oder Propranolol
behandelt worden waren, wurde als Duplikat auf eine Membran aufgebracht. Die Membran
wurde nach Proteintransfer geteilt und eine der beiden Membranhélften vor pS37-Detektion
mit Phosphatase behandelt. Die Phosphatase bewirkte einen deutlichen Rickgang der Si-
gnalintensitat des pS37-MYQOZ2-Antikérpers. Dies spricht flr eine spezifische Detektion des
phosphorylierten S37-MYQOZ2 durch den Antikérper (Abb. 27).

Phosphatase = +
Isoprenalin 4 +
Propranolol b +

Abbildung 27: Western Blot-Membranen von Lysaten p-adrenerg stimulierter/inhibierter
Mausherzen, die vor pS37-Detektion entweder mit oder ohne Phosphatase inkubiert
wurden. Die phosphatasebehandelte Membranhalfte zeigt ein deutlich schwacheres Si-
gnal im Vergleich zur pufferbehandelten Membran.

3.2.2 Lokalisation von MYOZ2 und pS37-MYOZ2 im Zellkern

Die Immunofluoreszenz des endogenen MYOZ2 in NRCM wies eine deutliche Querstreifung
der Kardiomyozyten auf (Abb. 28), welche bekannt ist und auf die a-Aktinin-vermittelte Lo-
kalisation des MYOZ2 an der Z-Scheibe von Kardiomyozyten zuriickgefiihrt wird®. Neben

der Z-Scheiben-Lokalisation konnte auch ein Signal im Zellkern detektiert werden.
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Abbildung 28: Antikdrperfadrbung PFA-fixierter neonataler Kardiomyozyten. Die Farbung
des endogenen MYOZ2 (rot) zeigt eine deutliche Querstreifung innerhalb der Zellen. Ne-
ben der Querstreifung ist auBerdem ein Signal im Zellkern zu erkennen welches in der
Uberlagerten Abbildung (rechtes Bild) mit der Kernfarbung (blau) co-lokalisiert.

Die deutliche Kernlokalisation von MYOZ2 in der Immunofluoreszenz wurde weiter durch
subzelluldre Fraktionierung von NRCM untersucht. Dabei wurden die Zellen in eine zytosoli-
sche, eine Zellmembran und membranhaltige Organellen-, eine Kern- sowie eine Zytoske-
lett-Fraktion aufgetrennt und mittels SDS-Page analysiert. Neben einem deutlichen Signal in
der Zytoskelett-Fraktion konnte auch ein starkes Signal in der Kernfraktion detektiert wer-
den. Als Kontrolle wurde a-Aktinin, eine Hauptkomponente des Zytoskeletts und ein Bin-

dungspartner des MYOZ2, verwendet (Abb. 29).
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Abbildung 29: Western Blot-Analyse des endogenen MYOZ2 nach zellulérer Fraktionie-
rung. Neben einer deutlichen Lokalisation des MYOZ2 in der Zytoskelett-Fraktion wurde

auch ein starkes Signal in der Kernfraktion detektiert. Fir alle Fraktionen wurde die glei-
che Menge an Protein aufgetragen. Als Kontrolle wurde a-Aktinin, eine Hauptkomponen-

te des Zytoskeletts, verwendet.

Um die Lokalisation der pS37-MYOZ2-Spezies in NRCM zu untersuchen, wurde eine Im-
munofluoreszenz von pS37-MYOZ2 nach Uberexpression von MYOZ2 durchgefiihrt. Die
pS37-MYOZ2-Farbung zeigte in Isoprenalin-stimulierten NRCM eine schwache Querstrei-
fung, was der Lokalisation des pS37-MYQZ2 an der Z-Scheibe entsprach. Das dominieren-
de Signal konnte im Zellkern beobachtet werden (Abb. 30). Die Propranolol-behandelten

Zellen zeigten ein ahnliches, jedoch deutlich schwécheres Fluoreszenzmuster.
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Abbildung 30: pS37-Immunofluoreszenz des Uberexprimierten MYOZ2 (AdMyoz2,
ifu=50) in NRCM, die vor Fixierung 5 min mit 10 pM (-)-Isoprenalin HCL oder 5 h mit 10
UM (£)-Propranolol HCL behandelt wurden. Die Isoprenalin-stimulierten Zellen zeigen ein
deutlich starkeres Signal im Vergleich zu den Propranolol-behandelten Zellen.

3.2.3 Lokalisation der S37-Mutanten an der Z-Scheibe und im Zell-
kern neonataler Rattenkardiomyozyten (NRCM)

Zur weiteren Analyse der zelluldren Lokalisation des MYOZ2 in Abhangigkeit von Serin 37
wurden phosphorylierungsspezifische Mutanten hergestellt. Dazu wurde Serin 37 zu Alanin
(A) und Aspartat (D) mutiert. Die S37A-Mutation représentiert eine phosphorylierungsdefi-
ziente Mutante, wahrend die S37D-Mutation ein permanent phosphoryliertes Protein imitie-
ren soll. Neben Serin 37 wurden zudem Threonin 107, Threonin 111 und Serin 116 als
Phosphorylierungsstellen des MYOZ2 identifiziert. Um den Einfluss aller im MYOZ2 detek-
tierten Phosphorylierungsstellen auf die zellulare Lokalisation zu Uberprifen, wurde zusatz-
lich eine vollkommen phosphorylierungsdefiziente Mutante kreiert. Da die mittlerweile besta-
tigte Position 107 zu diesem Zeitpunkt nicht eindeutig zugeordnet werden konnte®”, wurden
Serin 106 und Threonin 107 mit Alanin ausgetauscht. Zur Unterscheidung der MYOZ2-

Konstrukte vom endogenen MYOZ2 wurden alle Proteine C-terminal mit YFP fusioniert.

Far alle MYOZ2-YFP-Proteine konnte nach Expression in NRCM eine ausgepragte Quer-
streifung der Zellen beobachtet werden. Eine Co-Immunofluoreszenz von MYOZ2-YFP und
der S37-Mutanten mit endogenem a-Aktinin zeigte eine deutliche Signallberlappung und

bestétigte somit eine Co-Lokalisation der Proteine an der Z-Scheibe von NRCM (Abb. 31).
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Die phosphorylierungsspezifischen Mutationen von Serin 37 verhinderten somit nicht die
Interaktion von MYOZ2 mit a-Aktinin und die damit verbundene Lokalisation an der Z-

Scheibe von NRCM.

Zusétzlich zu der Z-Scheiben-Lokalisation konnten alle Konstrukte im Zellkern von NRCM
detektiert werden (Abb. 31). Dies steht im Einklang mit einer Farbung des endogenen
MYOZ2, die nach Stimulation oder Inhibition p-adrenerger Rezeptoren ebenfalls keine Un-
terschiede der subzelluldren Lokalisation des MYQOZ2 zeigte (Abbildung nicht gezeigt). Die
Mutation von Serin 37 zu Alanin oder Aspartat oder eine -adrenerge Stimulation/Inhibition

bestimmt somit nicht die Lokalisation von MYOZ2 innerhalb der Zelle.

S37A/S106A/T107A/T111A/S116A

>

AdMyoz2-YFP o-Aktinin

Abbildung 31: Co-Immunofluoreszenz von MYOZ2-YFP (rot) (AdMyoz2-YFP, ifu=20, an-
ti-GFP-Farbung) mit dem endogenen a-Aktinin (griin) in NRCM. Die Pfeilspitzen markie-
ren eine Kernlokalisation der MYOZ2-YFP-Proteine. Die nukledre Lokalisation konnte firr
alle untersuchten MYOZ2-Proteine beobachtet werden. Die gelbe Farbung zeigt die Co-
Lokalisation von MYOZ2-YFP und a-Aktinin.
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3.2.4 Einfluss der S37-Phosphorylierung auf die Interaktion mit den
bekannten Bindungspartnern

Da die phosphorylierungsspezifischen Mutanten des Serin 37 keine offensichtlichen Unter-
schiede in der subzelluldren Lokalisation sowie der Interaktion mit a-Aktinin erkennen lie-
Ben, wurde ein mdglicher Einfluss der Phosphorylierung von Serin 37 auf die Interaktion des
MYOZ2 mit weiteren bekannten Bindungspartnern untersucht. Neben a-Aktinin ist eine Bin-
dung des MYOZ2 an Calcineurin, Telethonin (TCAP), LIM domain binding 3 (LDB3) und Fi-
lamin C (FLNC) beschrieben®®'. Zur Analyse einer méglichen Serin 37-bedingten Modulati-
on der Interaktion mit MYOZ2 wurden ColP-Experimente durchgefiihrt. Wahrend alle Pro-
teine als Volllangenkonstrukte fiir die ColP-Experimente eingesetzt wurden, wurden von
FLNC nur die Aminosauren 2133 bis 2726 verwendet, welche die bekannte Interaktionsdo-
mane des MYOZ2 enthielten®. FLNC und LDB3 wurden N-terminal mit einem V5-tag verse-
hen. Fir Calcineurin wurde die Isoform PPP3CB verwendet. Die Analyse der pS37-
abhangigen Interaktion von MYOZ2 und der restlichen Bindungspartner wurde in einem
zellfreien Expressionssystem durchgefiihrt. Nach in vitro Transkription und Translation wur-

den die rekombinanten Proteine in den anschlieBenden ColP-Experimenten verwendet.

Alle Konstrukte wurden unter Einbau von radioaktivem [**S] Methionin in einem zellfreien
Kaninchen-Retikulozytenlysat translatiert. Die autoradiographische Detektion der Protein-
banden stimmte mit den erwarteten GréBenverhéaltnissen Gberein, bis auf TCAP konnten alle
Proteine mit guter Signalintensitat detektiert werden. Da es sich bei TCAP um ein sehr klei-
nes Protein handelt (19 kDa), besitzt es im Vergleich zu den anderen Proteinen nur sehr we-
nige Methionine (3), was eine autoradiographische Detektion nach [**S] Methionin-Einbau
erschwerte (Abb. 32).
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Western-Blot der in vitro trans-
latierten MYOZ2-Konstrukte
—_— — — und der bekannten MYOZ2-
Bindunsgpartner nach autora-
diographischer  Detektion. *
kennzeichnet jeweils die einzel-
nen Proteinbanden.

Um die Interaktion des MYOZ2 mit den einzelnen Bindungspartnern im zellfreien System zu
testen, wurde eine ColP des jeweiligen Bindungspartners mit MYOZ2 durchgefiihrt. Ein
konstanter Anteil rekombinaten MYOZ2 Protein wurde mit einem der jeweiligen Bindungs-
partner inkubiert und co-immunoprazipitiert. Um sicher zu stellen, dass die Immunoprézipi-
tation (IP) der einzelnen Bindungspartner erfolgte, wurde zusétzlich jeder Bindungspartner
alleine immunoprazipitiert. Abbildung 33 zeigt die Autoradiographie nach gelelektrophoreti-
scher Auftrennung im SDS-Gel. Als Ladekontrolle (L-Ctrl.) wurden jeweils 5% der zur IP ein-
gesetzten Proteine aufgetragen. Fir die IP der MYOZ2-Bindungspartner ist im Vergleich zur
Ladekontrolle ein deutlich stérkeres Signal (*) zu erkennen, was auf eine erfolgreiche IP hin-
deutet. Das Signal des co-immunopréazipitierten MYOZ2 (*) war im Vergleich zur Ladekon-
trolle kaum sichtbar und nur im Fall der FLNC-V5-IP und LDB3-V5-IP etwas stérker als in
der Kontrolle (Ctrl.) (Abb. 38).
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Abbildung 33: Autoradiographische Detektion der IP der einzelnen MYOZ2 Bindungs-
partner mit und ohne MYOZ2 nach SDS-PAGE. * kennzeichnet jeweils das immunopra-
zipitierte Konstrukt, wahrend * die co-immunoprazipitierte MYOZ2-Bande kennzeichnet.
Deutlich zu erkennen ist das im Vergleich zur Ladekontrolle (L-Ctrl.) wesentlich stérkere
Signal der immunoprazipitierten Konstrukte. Das co-immunopréazipitierte MYOZ2 kann
nur im Fall der FLNC-V5-IP und der LDB3-V5-IP etwas starker als die Kontrolle (Ctrl.) de-
tektiert werden.

Um durch die IP der MYOZ2-Konstrukte eine stérkere Detektion des jeweiligen Bindungs-
partners zu erreichen, wurden alle MYOZ2-Konstrukte mit einem C-terminalem HA-tag ver-
sehen und zusammen mit LDB3-V5 rekombinant exprimiert. Abbildung 34 zeigt die IP der
MYOZ2-Konstrukte sowie die IP von LDB3-V5. In allen Fallen erfolgte eine deutliche IP der
jeweiligen Konstrukte (*). Wahrend durch die IP von LDB3-V5 alle MYOZ2-HA-Konstrukte
mit stérkerer Intensitat als in der Kontrolle nachgewiesen werden konnten, fand durch die
HA-IP nur eine Bindung der S37A- und S37D-Mutante statt.
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Abbildung 34: IP der einzelnen MYOZ2-HA-Konstrukte und LDB3-V5. * kennzeichnet
die jeweilige IP-Bande, * markiert die ColP des Bindungspartners. Die IP von LDB3-V5
zeigt ein Interaktion aller MYOZ2-HA-Konstrukte, die HA-IP weist nur im Fall der S37A-
und S37D-Mutante im Vergleich zur Kontrolle ein starkeres LDB3-V5-Signal auf.

Generell konnten durch beide IP-Verfahren nur sehr schwache Interaktionen von MYOZ2-
HA und LDB3-V5 beobachtet werden, ohne Unterschiede zwischen der S37A- und S37D-
Mutante. Durch die IP der MYOZ2-HA-Konstrukte konnte auch fiir die anderen Bindungs-
partner des MYOZ2 im Vergleich zu Abbildung 34 keine bessere Detektion der MYOZ2-

Interaktion erreicht werden (Abbildung nicht gezeigt).

Aufgrund teilweise Uberlappender Bindedomé&nen der einzelnen Interaktionspartner wurde
eine regulierte kompetitive Interaktion der Bindungspartner getestet. Die vier Interaktions-
partner wurden zusammen mit MYOZ2 S37-HA, S37A-HA oder S37D-HA inkubiert und auf
mogliche S37-bedingte Interaktionsunterschiede hin untersucht. Die nachfolgende IP der
MYOZ2-Konstrukte wies trotz erfolgreicher IP nur eine duBerst schwache Interaktion aller
Bindungspartner (Abb. 35) auf, was die Vermutung der kompetitiven Bindung der Interakti-
onspartner an MYOZ2 bestéarkt. Eine vornehmliche Interaktion eines der Bindungspartner

war nicht zu erkennen.
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Abbildung 35: HA-IP nach Inkubation von rekombinantem MYOZ2-HA S37, S37A und
S37D mit den vier rekombinanten Bindungspartnern. (*) kennzeichnet die jeweilige HA-
IP-Bande, wahrend () die Bande des co-immunoprézipitierten Bindungspartners mar-
kiert. Dem Bindungspartner TCAP konnte keine spezifische Bande zugeordnet werden.

Die ColP-Versuche in einem zellfreien System erlauben aufgrund der kaum zu detektieren-
den Interaktion von MYOZ2 und den getesteten Bindungspartnern keine Aussage Uber die
Abhéangigkeit dieser Interaktionen von der Phosphorylierungsstelle Serin 37. Dies kdnnte
darauf hindeuten, dass die Interaktion des MYOZ2 mit seinen zahlreichen Bindungspartnern
einer auBerst komplexen Regulation unterliegt, die in ColP-Experimenten schwer zu erfas-

sen ist.

3.2.5 Einfluss der Phosphorylierungsstelle Serin 37 des MYOZ2 auf
die Calcineurin-Signaltransduktion in NRCM

Als Bindungspartner des Calcineurins ist MYOZ2 als negativer Regulator der Aktivitat dieser
Phosphatase bekannt®. Um die Calcineurin-Aktivitat in Abh&ngigkeit der Phosphorylie-
rungsstelle Serin 37 des MYOZ2 zu untersuchen, wurde ein NFAT-Reportergen-System
verwendet. Die phosphorylierte Form von NFAT stellt ein typisches Substrat der Phosphata-
se Calcineurin in vivo dar, was bereits in vielen Zelltypen nachgewiesen wurde®. Die Uber-
expression von MYOZ2 zusammen mit Calcineurin, flr welches erneut die Isoform PPP3CB
verwendet wurde, bewirkte nach Stimulation mit Angiotensin Il (24 h) eine signifikante Re-
duktion (P < 0,05) der Calcineurin-Aktivitdt im Vergleich zur Kontrolle (LacZ). Diese negative
Regulation der Calcineurin-Aktivitat konnte fir alle MYQOZ2-Proteine beobachtet werden,

unabhangig der untersuchten Aminoséure an Position 37 (Abb. 36).
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Abbildung 36: NFAT-Luciferase Reporter (NFAT-Luc)-Assay. NRCM wurden mit AdMy-
oz2 (ifu=50) oder AdLacZ (ifu=50) und AdPpp3cb (ifu=50) infiziert und mit NFAT-Luc
transfiziert. Die Zellen wurden fir 24 h mit 10 pM Angiotensin Il stimuliert. MYOZ2 senkt
im Vergleich zur Kontrolle (LacZ) die Luciferaseaktivitét signifikant (P < 0,05), jedoch un-
abhéngig von Serin 37 (n=2).

3.3 Analyse der Phosphorylierungsstelle Serin 567 im
GPSM1

Neben Serin 37 des MYOZ2 wurde in dieser Arbeit die funktionelle Analyse des ebenfalls f3-
adrenerg regulierten Serin 567 des G protein signaling modulator 1 (GPSM1) durchgeflihrt.
Als strukturelles Merkmal besitzt GPSM1 vier Goloco (Goloco motif, G protein regulatory
motif)-Motive, die einzeln in der Lage sind, Gai im inaktiven, GDP-gebundenen Zustand zu
binden®. GPSM1 existiert hauptséchlich in einer langen und einer kurzen Isoform. Beide
Isoformen besitzen die C-terminal gelegenen Goloco-Motive, die lange Isoform vier kom-
plette Motive, die kurze drei vollstédndige und eine verkiirzte Version des ersten Goloco-
Motivs. Zuséatzlich zu den Goloco-Domaéanen enthalt die lange Isoform sieben Tetratricopep-
tide repeat (TRP) Doméanen im N-Terminus, ein weit verbreitetes Strukturmotiv, welches
Protein-Interaktion vermittelt®® (Abb. 37).
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Abbildung 37: Schematische Darstellung der langen und kurzen Isoform des GPSM1-
Proteins. Beide Isoformen besitzen die vollstdndigen letzten drei der vier Goloco-Motive.
Serin 567 als Bestandteil des 2. Goloco-Motivs ist ebenfalls dargestellt. Zusé&tzlich zu
den Goloco-Domanen enthélt die lange Isoform sieben Tetratricopeptide repeat (TRP)
Doménen im N-Terminus.

Wahrend die lange Isoform in verschiedenen Geweben, insbesondere im Gehirn exprimiert
ist, ist die Expression der kurzen Isoform vor allem auf das adulte Herz beschrankt®. Da
Serin 567 in kardialem Gewebe identifiziert wurde, erfolgte die weitere funktionelle Analyse
von Serin 567 mit der kurzen, in kardialem Gewebe exprimierten Isoform des GPSM1
(Q6IR35, Aminosdure 508-673). Um den Einfluss der Phosphorylierung von Serin 567 zu
untersuchen, wurden eine phosphorylierungsdefiziente Mutante, S567A, und zwei phospho-

rylierungsimitierende Mutanten der kurzen Isoform, S567D und S567E, hergestellt.

3.3.1 In vitro Phosphorylierung von Serin 567 nach PKA-Aktivierung

Die Phosphorylierung von Serin 567 des GPSM1 wurde in der adulten Maus als p-adrenerg
reguliert nachgewiesen. Um diese p-adrenerge Regulation in einem isolierten zelluldren Sy-
stem zu Uberprifen, wurde eine in vitro Phosphorylierung von Serin 567 in NRCM durchge-
fuhrt. GPSM1 S567 sowie GPSM1 S567A wurden als N-terminale HA-Fusionsproteine in
NRCM uiberexprimiert. Nach Inkubation mit radioaktiven [*?P] erfolgte eine fliinfminiitige Ak-
tivierung der Adenylatzyklase mit Forskolin, wobei jeweils eine Kontrollgruppe unstimuliert
blieb.

Die Autoradiographie der immunoprazipitierten GPSM1-Konstrukte zeigte eine deutliche
Zunahme der Phosphorylierung des GPSM1 S567 nach Forskolin-Stimulation im Vergleich
zu gleichbleibender Signalintensitat des GPSM1 S567A (Abb. 42). Die PKA-Regulation der
Position 567 erfolgt somit ebenfalls im isolierten zelluldren System. Neben der PKA-
abhangigen Phosphorylierungsstelle Serin 567 sind noch weitere Phosphorylierungsstellen
im GPSM1 vorhanden, da sowohl GPSM1 S567 als auch GPSM1 S567A autoradiogra-
phisch detektiert wurden (Abb. 38).
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Abbildung 38: Autoradiographie von GPSM1 S567 HA (AdGpsm1 S567-HA, ifu=30) und
GPSM1 S567 HA (AdGpsm1 S567A-HA, ifu=30) nach in vitro Phosphorylierung mit [*P]
in NRCM. Ein Teil der Zellen wurde jeweils fir 5 min mit 10 pM Forskolin stimuliert, was
im Fall des GPSM1 S567 zu einer klaren Zunahme der Phosphorylierung verglichen mit
den nicht stimulierten Zellen fihrte. GPSM1 S567A zeigt nach Stimulation keine Veran-
derung der Signalintensitat.

3.3.2 Interaktion von Goloco S567-Cer, S567A-Cer und S567D-Cer
mit Gai-YFP

Die kurze Isoform des GPSM1 besitzt drei vollstdndige und eine verkirzte Version des er-
sten Goloco-Motivs. Jedes komplette Goloco-Motiv kann eigenstandig ein Gai/t/o-GDP
binden. Serin 567 liegt innerhalb des 2. Goloco-Motivs des GPSM1, weshalb der Einfluss
dieser Phosphorylierungsstelle auf die Goloco-Gai-Interaktion tGberprift wurde. Dafiir wurde
ein FRET-basiertes System gewé&hlt. Das 2. Goloco Motiv (Aminosdure 546-578, S567,
S567A und S567D) wurde mit Cerulean (Cer) am N-Terminus versehen. Fir Gai wurde ein
YFP (yellow fluorescent protein)-markiertes Konstrukt der Arbeitsgruppe Blinemann ver-
wendet, welches YFP zwischen den Aminoséduren 91 und 92 als Insertion enthielt. Abbil-
dung 39 zeigt eine Immunofluoreszenz von HEK 293-Zellen, die mit den einzelnen Konstruk-
ten transfiziert wurden. Wéhrend Gai-YFP primé&r an der Zellmembran lokalisiert, sind die
Goloco-Motive unabhdngig von der jeweiligen Aminosaure an Position 567 Uber die gesam-

te Zelle verteilt.
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Goloco-Cer

Abbildung 39: HEK 293-Zellen, transfiziert mit Gai-YFP oder den jeweiligen Goloco-
Motiven S567, S567A und S567D. Gai-YFP lokalisiert vor allem an der Zellmembran,
wahrend die jeweiligen Goloco-Motive sowohl im Zytosol als auch im Zellkern zu sehen
sind. Die einzelnen Goloco-Motive zeigen keine Unterschiede in der Lokalisation.

Als erstes wurde sichergestellt, dass das Goloco S567-Cer-Motiv wie beschrieben® in HEK
293-Zellen mit Gai-YFP interagiert. Dazu wurden HEK 293-Zellen mit Goloco S567-Cer und
Gai-YFP co-transfiziert und ein Akzeptor-Photobleichen durchgefihrt. Die Fluoreszenzin-
tensitdt des Donors (Cer) wurde vor und nach Akzeptor-Photobleichen bestimmt. Wie in
Abbildung 40 ersichtlich, nimmt die Donorfluoreszenz nach Photobleichen des Akzeptors
(YFP) zu, was sowohl auf eine Interaktion des Goloco S567-Cer und Gai-YFP als auch auf

einen stattgefundenen Energietransfer zwischen den beiden Fluorophoren hindeutet.
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Abbildung 40: Akzeptor-
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Die Goloco-Motive S567A und S567D wurden in gleicher Weise mittels Akzeptor-
Photobleichen untersucht. Sowohl Goloco S567A-Cer-Gai-YFP als auch Goloco S567D-
Cer-Gaoi-YFP zeigten einen Anstieg der Donorfluoreszenz nach Akzeptor-Photobleichen

(Abb. 41). Die jeweiligen Goloco-Mutanten des Serin 567 interagieren somit ebenfalls mit
Gai.
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Abbildung 41: Akzeptor-Photobleichen von HEK 293-Zellen, die entweder mit Gai-YFP
und Goloco S567A-Cer oder Gai-YFP und Goloco S567D-Cer co-transfiziert wurden.
Sowohl die Goloco S567A- als auch die Goloco S567D-Mutante zeigte einen Rickgang
der Cer-Intensitat nach Akzeptor-Photobleichen.

3.3.3 Aktivierung Goi-gekoppelter Rezeptoren induziert eine Disso-
ziation des Goloco-Motivs und Ga.i

Gai koppelt nach Aktivierung von GPCRs an den Rezeptor, was typischerweise die Disso-
ziation des Gai-Gpy-Komplexes bewirkt*. Um mégliche Auswirkungen der GPCR-
Aktivierung auf den Goloco-Cer-Gai-YFP-Komplex zu untersuchen, wurden HEK 293-Zellen
mit Goloco S567-Cer, Gai-YFP und dem a,,-adrenergen Rezeptor, einem Gai-gekoppelten
Rezeptor, transfiziert. Zur Bestimmung der FRET-Ratio unter Rezeptoraktivierung wurden
die Zellen Uber eine Perfusionsvorrichtung mit Puffer tberspilt, bis sich eine konstante Ba-

sisratio (Ratio YFP/Cer) einstellte. Uber das Perfusionssystem erfolgte anschlieBend die Ap-
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plikation von Noardrenalin (NA), ein Agonist des o,s-adrenergen Rezeptors. Die NA-
Applikation bewirkte eine Abnahme der FRET-Ratio, welche durch Auswaschen des Ligan-
den mit Puffer wieder auf den Basiswert zuriickgefiihrt werden konnte (Abb. 42, linke Abbil-
dung). Die reversible Erniedrigung der FRET-Ratio nach NA-Applikation ist auf eine Verrin-
gerung der Energielibertragung von Cer auf YFP zurlickzufUhren, was bei Betrachtung der
YFP- und Cer-Intensitat deutlich wird. (Abb. 42, rechte Abbildung). Diese Dissoziation der
Fluorophore konnte nur nach Co-Transfektion und Aktivierung des a,,-adrenergen Rezep-

tors beobachtet werden und ist somit rezeptorabhéngig.
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Abbildung 42: FRET-Ratio von HEK 293-Zellen, die mit Goloco S567-Cer, Gai-YFP und
dem oa,,-adrenergen Rezeptor co-transfiziert wurden. Der Wechsel von Puffer auf 2 pM
Noradrenalin (NA) bewirkt die Dissoziation der Fluorophore, was neben dem Absinken
der FRET-Ratio (linke Abbildung) an der Zunahme der Cer- und Abnahme der YFP-
Intensitét (rechte Seite) zu erkennen ist. Das Auswaschen des NA fiihrt zu einer Reasso-
ziation der Fluorophore.

In gleicher Weise wie fiir Goloco S567-Cer konnte die NA-induzierte reversible Dissoziation
der Fluorophore flir die Goloco-Motive S567A-Cer und S567D-Cer Motive beobachtet wer-
den. Die Mutation von Serin 567 zu Alanin oder Aspartat kann somit weder die Bindung des
Goloco-Motivs zu Gai noch die rezeptoraktivitdtsvermittelte Dissoziation des Goloco-Gai

Komplexes verhindern.

3.3.4 Einfluss p-adrenerger Signalwege auf die Goloco-Gai-
Dissoziation

3.3.4.1 Inhibition der Reassoziation des Goloco-Gai-Kompexes durch 8-Bromo
cAMP

Da die Mdglichkeit besteht, dass die S567D-Mutation die Phosphorylierung des Serin 567

nicht richtig imitiert, wurde die rezeptoraktivitdtsabhangige Dissoziation des Goloco S567-

Cer-Gai-YFP-Komplexes und des Goloco S567A-Cer-Gai-YFP-Komplexes in Gegenwart
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von PKA-aktivierenden Stimuli in HEK 293-Zellen verglichen. Zur Aktivierung des ooa-
adrenergen Rezeptors wurde Clonidin verwendet. Die Aktivierung der PKA-vermittelten Si-
gnalwege erfolgte rezeptorunabhéngig durch 8-Bromo-cAMP, ein zellpermeables Analogon
des endogenen cAMP. Die alleinige Gabe von 8-Bromo-cAMP bewirkte keine Dissoziation
des Goloco-Cer-Gai-YFP-Komplexes. Nach gemeinsamer vorangehender Applikation mit
Clonidin konnte die Rluckkehr der FRET-Ratio auf den urspriinglichen Wert durch 8-Bromo-
cAMP verhindert werden. Nach Puffergabe kam es zu einer Assoziation beider Proteine, die
jedoch, vermutlich aufgrund der intrazellularen Anreicherung von 8-Bromo-cAMP, ver-
gleichsweise langsam verlief. Dieses 8-Bromo-cAMP-vermittelte Phdnomen scheint aller-
dings nicht mit der Phosphorylierung am Serin 567 zusammenzuh&ngen, da sowohl das
Goloco S567-Motiv als auch die S567A-Mutante dieses Verhalten zeigte (Abb. 43). Méglich
wére eine S567-unabhdngige cAMP-vermittelte Modifikation oder Konformationsanderung

der an der Goloco-Cer-Gai-YFP-Dissoziation beteiligten Komponenten.
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Abbildung 43: FRET-Ratiodnderung in HEK 293-Zellen, die mit Goloco-S567-Cer oder
Goloco-S567A-Cer, Gai-YFP und a,,-Rezeptor co-transfiziert wurden. Durch Clonidin-
Applikation erfolgt die Dissoziation des Goloco-Gai-Komplexes. 8-Bromo-cAMP-
Zugabe verhindert die Reassoziation des Komplexes, welche durch alleinige Puffer-
Gabe erfolgt.

3.3.4.2 Einfluss der Aktivierung p-adrenerger Signalwege auf die Goloco-Gcai-
Interaktion
Um die Goloco-Gai-Interaktion nicht nur auf die Betrachtung einzelner Zellen in der FRET-
Messung zu beschranken, wurden ColP-Experimente in HEK 293-Zellen durchgefihrt.
Hierflr wurden jeweils Gai-V5 mit Goloco-S567-Cer oder Goloco S567A-Cer und dem a,A-
adrenergen Rezeptor co-transfiziert. Vor Zelllyse erfolgte eine fiinfminitige Stimulation der
Zellen mit Forskolin oder NA, eine Vergleichsgruppe blieb jeweils unstimuliert. Wie in Abbil-
dung 44 ersichtlich, fand sowohl zwischen dem Goloco S567-Motiv als auch der S567A-
Mutante eine vergleichbare Interaktion mit Gai-V5 statt. Die vorangegangene Stimulation

zeigte in wiederholten ColP-Experimenten keine klaren Unterschiede zwischen dem Goloco
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S567-Motiv und der S567A-Mutante. Die Goloco-Gai-Dissoziation nach NA-Stimulation war
in den ColP-Experimenten nur sehr selten sichtbar. Eine Erkldrung kénnte sein, dass nach
Uberexpression von Goloco und Gai weitaus mehr Goloco-Gai interagiert, als letztendlich

an die Rezeptoren koppeln kann. Eine Reassoziation wéhrend der Lysatprédparation ist

ebenfalls in Erwagung zu ziehen.

IP-VS i . e — e e Gai-V5

Goloco-Cer
Lysate P— _
— — p— Gai-V5
— — a
- — — — Goloco-Cer
Gai-V5 + o+ o+ + o+ o+
Goloco S567-Cer + + +
Goloco S567A-Cer + o+ o+

Abbildung 44: IP von Gai-V5, das in HEK 293-Zellen mit Goloco S567-Cer oder Goloco
S567A-Cer und dem a,s-adrenergen Rezeptor co-transfiziert wurde. Das Goloco S567-

Motiv als auch das S567A Goloco-Motiv zeigen keine Unterschiede in der Interaktion mit
Gai-V5.

3.3.5 Einfluss der Phosphorylierung von Serin 567 auf die Dissozia-
tion des Gai-Goloco-Komplexes in NRCM

Die Abhéngigkeit der Goloco-Gai-Dissoziation von Serin 567 wurde neben den HEK 293-
Zellen zusétzlich in NRCM untersucht. Abbildung 45 zeigt NRCM, die entweder mit AdGai-
YFP oder AdGoloco S567/S567A-Cer infiziert wurden. Die jeweiligen Proteine weisen klare
Unterschiede in der zelluldren Lokalisation auf. Wahrend Gai-YFP an der Zellmembran, aber

auch im Zytosol lokalisiert, kann Goloco S567/S567A-Cer im Zytosol und im Zellkern der
NRCM detektiert werden.
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Abbildung 45: NRCM, die mit Gai-YFP oder Goloco S567/S567A-Cer infiziert wurden.
Die Goloco-Motive lokalisieren vornehmlich im Zytosol und Zellkern, wahrend Gai-YFP
an der Zellmembran, aber auch im Zytosol zu finden ist.

Die Untersuchung der Dissoziation des Goloco-Cer-Gai-YFP-Komplexes in HEK 293-Zellen
erforderte die Co-Transfektion eines Gai-gekoppelten Rezeptors. In NRCM konnten die en-
dogenen muskarinergen M2 Acetylcholin-Rezeptoren genutzt werden, zu deren Aktivierung
Carbachol (CCH) verwendet wurde. Nach Aktivierung der M2-Rezeptoren konnte wie zuvor
in den HEK 293-Zellen die reversible Dissoziation des Goloco-Cer-Gai-YFP-Komplexes
beobachtet werden. Um den Einfluss p-adrenerger Signalwege auf die Goloco-Cer-Gai-
YFP-Dissoziation zu untersuchen, wurden die endogenen (3-Rezeptoren mit Isoprenalin sti-
muliert. Die Isoprenalin-Applikation zur Aktivierung endogener (3-Rezeptoren bewirkte keine
Veranderung der basalen FRET-Ratio. Nur in Ausnahmeféllen konnte eine leichte Abnahme
der FRET-Ratio verzeichnet werden. Weder nach vorangegangener CCH-Stimulation noch
Vorstimulation zusammen mit CCH vermochte die Isoprenalin-Gabe die Dissoziation des

Gai-YFP-Goloco-Cer Komplexes zu induzieren oder aufrecht zu erhalten (Abb. 46).
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Abbildung 46: FRET-Ratiodnderung des Goloco-Cer-Gai-YFP-Komplexes nach CCH-
Stimulation in NRCM. Die Zugabe von Isoprenalin verhielt sich analog zur Puffergabe, es
erfolgte die Reassoziation des Goloco-Cer-Gai-YFP-Komplexes (Kurve oben). Auch die
Vorstimulation mit CCH konnte die Dissoziation des Komplexes nicht aufrecht erhalten
(Kurve unten).

Wahrend die 8-Bromo-cAMP-Applikation in HEK 293-Zellen eine Reassoziation des Golo-
co-Cer-Gai-YFP-Komplexes nach vorangegangener CCH-Stimulation verhinderte, hatte 8-
Bromo-cAMP in NRCM keinen Einfluss auf die Goloco-Cer-Gai-YFP-Reassoziation. Weder
alleine noch mit vorangegangener CCH-Costimulation vermochte 8-Bromo-cAMP die Reas-
soziation des Goloco-Cer-Gai-YFP-Komplexes zu inhibieren (Abb. 47). Dieser Befund steht
im Gegensatz zu den Experimenten in HEK 293-Zellen, wo die Applikation von 8-Bromo-

cAMP die Reassoziation des Goloco-Cer-Gai-YFP-Komplexes verhinderte (Abb. 43).
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Abbildung 47: FRET-Ratio des Goloco-Cer-Gai-YFP-Komplexes in NRCM nach CCH-
induzierter Stimulation und nachfolgender 8-Bromo-cAMP-Applikation. Im Gegensatz zu
den Versuchen in HEK 293-Zellen fihrte die 8-Bromo-cAMP-Stimulation zur Reassozia-
tion des Komplexes.

3.3.6 Dissoziation von Goloco-Cer-Gai-YFP nach Uberexpression
B,-adrenerger Rezeptoren

Die Isoprenalin-Stimulation endogener p-adrenerger Rezeptoren zeigte keine oder in Aus-
nahmeféllen nur eine sehr geringe Anderung der FRET-Ratio. Um mégliche Limitationen
aufgrund zu geringer endogener Rezeptorzahlen auszuschlieBen, erfolgte eine zusatzliche
Uberexpression p-adrenerger Rezeptoren. Zellen, die nach CCH-Applikation eine Dissozia-
tion des Goloco-Cer-Gai-YFP Komplexes zeigten, taten dies sich nun in gleicher Weise
nach Isoprenalin-Stimulation (Abb. 48). Die Goloco S567A-Cer-Variante dissozierte eben-
falls nach Isoprenalin-Applikation, weshalb die Isoprenalin-induzierte Dissoziation nicht
durch eine Phosphorylierung von Serin 567 bedingt war. Eine nicht-physiologische Kopp-
lung von Gai-YFP an die Uberexprimierten f3;-adrenergen Rezeptoren kann nicht ausge-

schlossen werden.
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Abbildung 48: FRET-Ratiodnderung in NRCM nach Co-Expression von Goloco S567-
Cer (Graph oben) oder Goloco S567A-Cer (Graph unten) und Gai-YFP zusammen mit ;-
adrenergen Rezeptoren. Sowohl nach CCH-Applikation als auch Isoprenalin-Stimulation
erfolgte eine reversible, S567-phosphorylierungsunabhéngige Dissoziation des Goloco-
Cer-Gai-YFP-Komplexes.

3.3.7 Dissoziation von GPSM1-Cer-Goi-YFP nach GPCR-
Aktivierung in NRCM

Das Goloco-Motiv stellt zwar die Bindedomane fir Gai dar, reprasentiert ansonsten aber
nur einen kleinen Teil des GPSM1-Proteins. Mdéglicherweise findet im zellularen Kontext
keine Phosphorylierung des isolierten Motivs statt. Zudem I&sst die thermodynamische
Charakterisierung der vier Goloco-Motive im C-Terminus des GPSM1 einen synergistischen
Einfluss der Goloco-Motive untereinander vermuten'® (Abb. 37). Um mégliche Limitationen
des isolierten Goloco-Motivs zu vermeiden, wurden FRET-Experimente mit der kurzen Iso-
form des GPSM1 durchgeflihrt. GPSM1 S567, S567A, S567D und S567E, eine weitere die
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S567-Phosphorylierung imitierende Mutante, wurden dazu mit Cer am C-Terminus fusio-

niert.

Die Infektion der jeweiligen Konstrukte in NRCM lieB keine S567-bedingten Unterschiede in
der Lokalisation der einzelnen GPSM1-Cer-Varianten erkennen. Im Vergleich zu der Lokali-
sation des einzelnen Goloco-Motivs waren alle GPSM1-Cer-Konstrukte verstérkt im Zytosol

zu finden, zu einem geringen Anteil ebenso wie die Goloco-Motive im Zellkern (Abb. 49).

AdGpsm1-Cer

Abbildung 49: Expression der GPSM1-Cer-Proteine in NRCM. Der Aminosdureaus-
tausch an Position 567 bewirkte keine Unterschiede in der zelluldren Lokalisation.

GPSM1-Cer zeigte bei Co-Expression von Gai-YFP nach CCH-induzierter Rezeptoraktivie-
rung ebenfalls eine Abnahme der FRET-Ratio, die auf eine Dissoziation des GPSM1-Cer-
Gai-YFP-Komplexes schlieBen Iasst. Diese FRET-Ratiodnderung konnte flir alle GPSM1-

Cer-Varianten beobachtet werden, unabhangig der Aminosaure an Position 567 (Abb. 50).
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Abbildung 50: FRET-Ratio der vier GPSM1-Cer Proteine und Gai-YFP in NRCM. Nach
CCH-Aktivierung endogener Gai-gekoppelter Rezeptoren zeigen sowohl GPSM1 S567
als auch S567A, S567D und S567E eine reversible Abnahme der FRET-Ratio.

3.3.8 Quantitative Analyse der GPSM1-Cer-Gai-YFP-Dissoziation in
Abhangigkeit von Serin 567

Bisher wurde ausschlieBlich Uberprift, ob die Anderung der Aminoséure Serin 567 zu Ala-
nin, Aspartat oder Glutamat die rezeptorbedingte Aktivierung des GPSM1-Cer-Gai-YFP
Komplexes ermdglicht, allerdings nicht das AusmaB dieser FRET-Ratiodnderung. Um einen
eventuellen Einfluss von Serin 567 auf die H6he dieser FRET-Ratiodnderung zu erfassen,
erfolgte eine Quantifizierung der FRET-Ratio nach CCH-Applikation. Diese Quantifizierung
wurde zum Teil von Stephan Nothjunge durchgefiihrt, dessen Bachelorarbeit im Rahmen

dieser Promotionsarbeit von mir betreut wurde™".

Bei der quantitativen FRET-Analyse konnten geringe Abweichungen der Proteinlevel der
GPSM1-Cer/Gai-YFP-Konstrukte sowohl zwischen den einzelnen Zellen als auch innerhalb
einer Zelle nicht ausgeschlossen werden. Generell wurde darauf geachtet, nur Zellen mit
vergleichbaren basalen YFP- und Cer-Intensitédten fir die Messungen zu verwenden. Die

Anderung der FRET-Ratio wurde als Differenz der Basisratio und der FRET-Ratio unter Re-
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zeptoraktivierung mit CCH bestimmt (A FRET). Wahrend der GPSM1 S567-Cer-Ga.i-YFP-
Komplex die stérkste Dissoziation nach Rezeptoraktivierung aufwies, wurde fir die S567A-
und S567D-Mutante eine etwas geringere FRET-Ratiodifferenz detektiert. A FRET der
S567E-Mutante war signifikant geringer (P < 0,05), verglichen mit GPSM1 S567 und S567A
(Abb. 51 (A)).

Zusatzlich zur Quantifizierung der einzelnen Mutanten wurde ein Vergleich der FRET-
Ratiodnderung von GPSM1 S567 und GPSM1 S567A unter basalen Bedingungen und
Forskolin-induzierter PKA-Stimulation durchgefihrt. Unabhangig der zusatzlichen PKA-
Aktivierung zeigte S567A erneut eine schwéchere FRET-Ratiodnderung nach CCH-
Applikation verglichen mit GPSM1 S567. Die zusatzliche Aktivierung der Adenylatzyklase
durch Forskolin bewirkte einen leichten Anstieg der Ratiodnderung, was allerdings sowohl
fir S567 als auch S567A beobachtet werden konnte (Abb. 51 (B)). Das tendenziell erhéhte A
FRET unter phosphorylierungsinduzierenden Bedingungen steht in klarem Kontrast zu der
geringeren FRET-Ratio&dnderung der Mutanten GPSM1 S567D- und GPSM1 S567E, welche
beide die Phosphorylierung von Serin 567 imitieren sollen (Abb. 51 (A)).
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Abbildung 51: (A) Quantifizierung der FRET-Ratioabnahme des GPSM1-Cer-Gai-YFP
Komplexes nach GPCR-Aktivierung in NRCM. Verglichen mit GPSM1 S567 und GPSM1
S567A zeigt GPSM1 S567E eine signifikant geringere (P < 0,05) Anderung der FRET-
Ratio verglichen mit GPSM1 S567 und GPSM1 S567A. Fir GPSM1 S567 wurden n=25
Zellen, fur GPSM1 S567A n=15, fir GPSM1 S567D n=19 und fir GPSM1 S567E n=19
Zellen vermessen. (B) Quantitative Analyse der FRET-Ratiodnderung von GPSM1 S567
und GPSM1 S567A unter basalen Bedingungen oder Forskolin-Inkubation (10 uM). Fir
GPSM1 S567 (- Forskolin) wurden n=23 Zellen, fir GPSM1 S567 (+ Forskolin) n=27 Zel-
len, fir GPSM1 S567A (- Forskolin) n=13 Zellen und fir GPSM1 S567A (+ Forskolin)
n=21 Zellen analysiert.

3.3.9 Anstieg der basalen Phosphorylierung von ERK1/2 nach Uber-
expression von GPSM1

Der Goloco-Gai-GDP-Komplex ist frei von Gpy. Um den Einfluss von GPSM1 und den je-
weiligen Mutanten auf Gpy-vermittelte Signalwege zu untersuchen, wurde die Phosphorylie-
rung von ERK1/2 nach Uberexpression von GPSM1 betrachtet. Neben der basalen
Phosphorylierung von ERK1/2 wurde die ERK1/2-Phosphorylierung nach fiinfminttiger Re-
zeptorstimulation mit CCH allein oder mit CCH zusammen mit Forskolin analysiert. Die
Uberexpression von GPSM1-HA erhéhte die basale ERK1/2-Phosphorylierung im Vergleich

zur Kontrolle (LacZ), allerdings ohne Unterschiede der einzelnen GPSM1-Proteine unterein-
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ander. Eine CCH-induzierte Stimulation der ERK1/2-Phosphorylierung war deutlich zu er-
kennen, jedoch in gleichem AusmaB wie in der Kontrolle. Auch der Forskolin-Zusatz bewirk-
te keine Unterschiede in der H6he der ERK1/2-Phosphorylierung zwischen den GPSM1
Proteinen untereinander sowie zu der Kontrolle. Die Proteinkonzentrationen von ERK1/2
blieben durch die Uberexpression von GPSM1 unverandert (Abb. 52 (A und B)).
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Abbildung 52: Analyse der Phosphorylierung von ERK1/2 in NRCM nach Uberexpressi-
on von GPSM1 S567-HA und der S567A- oder S567D-Mutante (AdGpsm1-HA, ifu=50).
(A) Reprasentativer Western-Blot der ERK1/2-Phosphorylierung. Unter basalen Bedin-
gungen (serumfreies Medium, 3 h) ist eine klare Erhéhung der ERK1/2-Phosphorylierung
nach Uberexpression aller GPSM1-HA-Proteine verglichen mit der Kontrolle (AdLacZ,
ifu=50) zu erkennen. Nach Stimulation (5 min) mit 300 yM CCH oder 300 pM CCH zu-
sammen mit 10 uM Forskolin ist kein Unterschied der ERK1/2-Phosphorylierung ersicht-
lich. Es sind keine Unterschiede in den Proteinkonzentrationen von ERK1/2 zu verzeich-
nen. (B) Die Quantifizierung der ERK1/2-Phosphorylierung von fiinf Western Blots besta-
tigt die gesteigerte ERK1/2-Phosphorylierung nach GPSM1-HA Uberexpression unter
basalen Bedingungen.
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3.3.10 Verdringung von Gfy aus der Gai-Bindung durch Uber-
expression von GPSM1

Eine Erklarung flir die erhdhte basale ERK1/2-Phosphorylierung wére die bereit bekannte
Verdrangung der Gpy-Untereinheiten aus dem Gai-Gpy-Komplex'®. Um zu testen, ob alle
GPSM1-Konstrukte in der Lage sind, die GBy-Untereinheiten aus dem Gai-Gpy-Komplex zu
verdréngen, wurde in ColP-Experimenten die Interaktion von endogenem Gfy und Gai-V5 in
Anwesenheit von GPSM1 untersucht. Hierfir wurden HEK 293-Zellen mit dem jeweiligen
GPSM1-HA-Konstrukt und Gai-V5 co-transfiziert. Nach IP von Gai-V5 wurde GPSM1-HA
und Gp betrachtet. Abbildung 57 zeigt deutlich, dass bei Uberexpression von GPSM1-HA
das endogene Gf aus dem Gai-Komplex verdrangt wird. Alle vier GPSM1-HA-Varianten
waren in der Lage, kompetitiv mit G an Gai zu binden (Abb. 53). Eine quantitative Auswer-
tung der Bindung von GPSM1-HA zu Gai-V5 in Abhangigkeit der Aminosiure an Position
567 konnte nicht vorgenommen werden, da die drei durchgeflihrten Western Blots starke

Schwankungen der GPSM1-Expression innerhalb der untersuchten GPSM1-HA Proteine

aufwiesen.
GPSM1-HA - S567 S567A Ctrl. S567D S567E IP: V5
Gai-V5 + + + + +
A - D < Gi-V5
— <Gp
== — = Y GPSMi-HA
- - - — - <« AK, leichte Kette
GPSM1-HA - S567 S567A S567D S567E Lysate
Gai-V5 + + + - -
-— G eun & e Gai-V5
- eun e TN G GB

.. 6 o GPSM1-HA

Abbildung 53: Co-Immunoprazipitation von Gai-V5, GPSM1-HA und G in HEK 293-
Zellen. Unabhangig der Aminoséure an Position 567 konnten alle GPSM1-HA Proteine
das endogene G aus dem Gai-Komplex verdrangen (n=3). Der gezeigte Western-Blot
wurde von Stephan Nothjunge im Zuge seiner Bachelorarbeit durchgefiihrt™'.
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3.3.11 Regulation der subzellularen Lokalisation von GPSM1-
HA in NRCM

Phosphorylierung ist haufig an der Regulation der zelluldren Lokalisation von Proteinen be-
teiligt. Um Unterschiede in der subzellularen Lokalisation von GPSM1 in Abhangigkeit der
Phosphorylierungsstelle Serin 567 zu Uberprifen, wurde eine Immunofluoreszenz von
GPSM1-HA (S567, S567A und S567D) in NRCM durchgeflihrt.

Unter basalen Bedingungen (Kontrolle, 0,1% FCS) zeigten alle GPSM1-Varianten, unabhan-
gig von Serin 567 eine ausgepragte nukledre Lokalisation. Die nukledre Lokalisation konnte
mit Leptomycin B, einem nukledren Export-Inhibitor, weiter verstarkt werden. Die Aktivie-
rung Gas- oder Goqg-gekoppelter Rezeptoren mit Isoprenalin oder Phenylephrin bewirkte
eine Verschiebung der GPSM1-Proteine vom Nukleus in das Zytosol. Diese Lokalisations-
anderung fand fir alle GPSM1-HA-Proteine unabhangig von Serin 567 statt (Abb. 54).
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Abbildung 54: Immunofluoreszenz von NRCM, die mit den verschiedenen AdGpsm1-
HA-Konstrukten (ifu=20) infiziert wurden (VergréBerung 40x, MaBeinheit 100 pM). Die
Farbung erfolgte mit einem HA-spezifischen Antikérper. Die Zellen wurden jeweils fur 12
h unstimuliert, in 2 nm LMB, in 50 uM Phenylephrin oder 10 uM Isoprenalin in 0,1% FCS
gehalten. Die Stimulation der Zellen mit Phenylephrin oder Isoprenalin bewirkte eine Lo-
kalisation von GPSM1 im Zytosol. LMB hielt GPSM1 im Nukleus zurlick.
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4 Diskussion

4.1 Analyse des kardialen g-adrenergen Phosphoproteoms

Die Phosphorylierung von Proteinen gehdrt zu den zelluldar mit am haufigsten genutzten
posttranslationalen Modifikationen und steht auch in der Statistik aller experimentell detek-
tierten posttranslationalen Modifikationen der Swiss-Prot Datenbank an erster Stelle

(http://selene.princeton.edu/PTMCuration). Die p-adrenergen Rezeptoren des Herzens ver-

mitteln den katecholaminergen Einfluss auf die kardiale Kontraktion und Relaxation maB-
geblich Uber eine Veranderung des zellularen Phosphorylierungsmusters'®. Das gesamte
Netzwerk p-adrenerger Signaltransduktion ist bislang wahrscheinlich nur zu einem kleinen
Teil bekannt, was daran liegt, dass zu diesem Zweck nur wenig systematische Anséatze
durchgefihrt wurden, die zudem nur einen kleinen Teil des p-adrenergen Phosphoproteoms
erfassten’™. Um weitere Einblicke in die kardiale p-adrenerge Signaltransduktion zu gewin-
nen, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Charakterisierung des kardialen Phosphoprote-
oms mit differenzieller Analyse des Phosphorylierungsmusters unter g-adrenerger Stimulati-

on und Inhibition vorgenommen.

Abbildung 55 zeigt den in dieser Arbeit angewendeten strategischen Versuchsaufbau zur
Identifizierung p-adrenerg regulierter Phosphoproteine. Die Probenvorbereitung beinhaltete
neben der Aktivierung p-adrenerger Rezeptoren den Proteinverdau und die anschlieBende
Anreicherung der phosphorylierten Peptide. Um einen breiten Bereich des gesamten
Phosphoproteoms zu erfassen, wurden zwei unterschiedliche Anreicherungsstrategien,
IMAC und TiO,, verwendet. Zusatzlich wurden Schritte zur Aufreinigung, Konzentration und
Reduktion der Probenkomplexitdt durchgefiihrt. Die Analyse der angereicherten Phospho-
peptide erfolgte massenspekitrometrisch mit anschlieBender Datenbanksuche und manueller
Spektrenvalidierung. Basierend auf der LC-MS/MS-Analyse wurden ausgewahlte Phospho-

peptide in Hinblick auf p-adrenerge Regulation relativ quantifiziert.
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Abbildung 55: Strategischer Ablauf der Probengewinnung, Probenaufarbeitung und der
massenspektrometrischen Analyse zur Charakterisierung des kardialen -adrenergen
Phosphoproteoms.

4.1.1 Probengewinnung, proteolytischer Verdau und Aufreinigung

Fur die differenzielle Analyse des murinen kardialen Phosphoproteoms wurde in einem in-
itialen Schritt die Stimulation der p-adrenergen Rezeptoren im Mausherz vorgenommen. Als
B-AR-aktivierendes Agens wurde Isoprenalin, eine adrenalindhnliche Substanz, gewé&hlt, die
im Vergleich zu den endogenen Botenstoffen Adrenalin oder Noradrenalin keine a-
adrenerge Affinitat besitzt'®'%. Um die p-adrenerg-bedingte Phosphorylierung moglichst
gering zu halten, wurden als Kontrollgruppe Mause verwendet, deren endogene f-
adrenerge Rezeptoren mit Propranolol, einem unselektiven B./p,-Antagonisten, inhibiert
worden waren. Die Aktivierung der Rezeptoren fand innerhalb eines zweiminltigen Stimula-
tionszeitraums statt. Nach 2 min zeigte die Echokardiographie ein Maximum der kardialen
Kontraktion. Diese Beobachtung stimmte mit vorangegangenen Studien an isolierten Maus-
Kardiomyozyten Uberein, in denen ein Isoprenalin-induziertes Phosphorylierungsmaximum

von Tnl ebenfalls nach 2 min beschrieben wurde'®”.
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Die Gewinnung des biologischen Materials stellte einen wichtigen Schritt dar. Um eine hohe
Ausbeute an messbaren Peptiden ohne ungewollte Modifikationen oder Proteindegradatio-
nen zu erhalten, wurde ein 2% SDS-Lysepuffer ohne Zusatz modifizierender Komponenten
verwendet. Zur Vermeidung von Degradation und Dephosphorylierung wurde der Puffer mit

Protease- und Phosphataseinhibitoren versetzt.

Nach Trypsinverdau wurden die Proben durch eine C18-Festphasenextraxtion aufgereinigt.
Diese Reinigungsschritte waren mit einem mdglichen Probenverlust verbunden, allerdings
konnten dadurch unerwiinschte Probenbestandteile wie nicht bindende Salze und stark
bindende, nicht eluierende Bestandteile wie Lipide, insbesondere Phospholipide, entfernt
werden'®. Durch eine fraktionierte Elution mit steigendem MeCN-Gehalt (15%, 35% und
55%) des Elutionspuffers wurden nicht nur die unterschiedlichen hydrophoben Eigenschaf-
ten der Phosphopeptide wahrend der Elution berlcksichtigt, sondern auch die Probenkom-

plexitat durch eine zusatzliche Aufteilung weiter verringert.

4.1.2 Phosphopeptid-Anreicherung

Da im Hintergrund aller nicht-phosphorylierten Peptide der Anteil phosphorylierter Peptide
flir eine direkte Analyse zu gering ist, wurde eine spezifische Anreicherung der Phospho-
peptide vor der massenspekirometrischen Analyse durchgefiihrt. In dieser Arbeit wurden
zwei affinitdtschromatographiebasierte Anreicherungsmethoden zur Isolation phosphorylier-
ter Peptide aus dem Gesamtverdau benutzt: IMAC und TiO,. Wahrend mit IMAC 272
Phosphopeptide identifiziert wurden, lag der Anteil der TiO,-isolierten Phosphopeptide mit
349 Peptiden hdher (Abb. 18). Neben deutlichen Unterschieden in der Kapazitat zeigte die
TiO,-Anreicherung ein etwas hdéheres MaB an Spezifitdt. Der Anteil nicht-phosphorylierter
Peptide war nach TiO,-Anreicherung etwas geringer, verglichen mit IMAC, was die bereits in
der Literatur beschriebene Uberlegenheit der TiO,-Anreicherung gegeniiber IMAC bestétig-

te62,67

Die Verhaltnisse der Phosphorylierungsstellen aller detektierten Phosphoserine (88,7%)
stimmen mit der bereits erwdhnten, in der Literatur angegebenen relativen Haufigkeit von
1800:200:1 fur Phosphoserin (pSer), Phosphothreonin (pThr) und Phosphotyrosin (pTyr) nur
eingeschrankt iberein? (Abb. 19). Die detektierten Phosphothreonine sind mit 5,4% unterre-
prasentiert. Ein méglicher Grund kénnte die unmittelbare Nachbarschaft vieler potentieller
Threonin-Phosphorylierungsstellen zu Serinen sein, weshalb eine eindeutige Zuordnung der
Phosphorylierungsstelle nicht vorgenommen werden konnte. 0,2% Phosphotyrosine konn-

ten identifziert werden. Olsen et al. schlagen jedoch eine weitaus héhere Zahl phosphory-
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lierter Tyrosine im Phosphoproteom vor und vermuten eine generelle Unterschétzung von
Phosphotyrosinresten in Phosphoproteomanalysen®. Prinzipiell kénnen mit /arge scale-
Phosphoproteomanalysen keine genauen Angaben Uber Phosphotyrosine getroffen werden,
da die Tyrosin-Phosphorylierung oft an niedrig abundanten Proteinen erfolgt, was einen
Detektion erschwert. Hinzu kommt, dass die Phosphorylierung an Tyrosin mdglicherweise

weniger stabil ist, verglichen mit der von Serin oder Threonin®.

Die momentan bekannten Verfahren zur Anreicherung phosphorylierter Peptide isolieren alle
jeweils nur ein bestimmtes, teilweise Uberlappendes Segment des gesamten Phosphopro-
teoms'®. Mit den in dieser Arbeit verwendeten Anreicherungsstrategien konnten lediglich
191 der 430 identifizierten Phosphopeptide von beiden Verfahren identifiziert werden. Um
eine mdglichst breite Abdeckung des gesamten Phosphoproteoms zu erreichen und die
Nachteile der jeweiligen Anreicherungsstrategie zu kompensieren, ist somit eine Kombinati-
on von mindestens zwei Anreicherungsmethoden zur Abdeckung eines mdglichst breiten

Bereichs des Phosphoproteoms zu empfehlen.

4.1.3 Datenanalyse und Spektreninterpretation

Die isolierten Phosphopeptide wurden mittels nano-LC-MS/MS analysiert. Die Phosphopep-
tididentifikationen der MS/MS-Messungen wurden mit dem Mascot Suchalgorithmus (Matrix
Science, London, GB) gegen die Swiss-Prot Datenbank gesucht und nachfolgend einer zu-

satzlichen manuellen Validierung unterzogen.

Diese manuelle Validierung ist notwendig, da gerade im Bereich der Analyse variabler Modi-
fikationen die genaue Zuordnung des modifizierten Aminosaurerestes ein Problem darstellt.
Meist kann in Peptiden, die mehrere Serine oder Threonine in unmittelbarer Nachbarschaft
zueinander enthalten, die genaue Position der Modifikation nicht eindeutig zugeordnet wer-
den. Der Mascot-Algorithmus gibt allerdings immer eine exakte Position der Phosphorylie-
rung an, oftmals basierend auf Signalen, die nicht definitiv vom Rauschen zu unterscheiden
oder teilweise gar nicht vorhanden sind. Abbildung 56 zeigt die mdglichen Fragmentionen
des Peptids RGSGSSEDMYLDTPTSASR der Protein phosphatase 1 regulatory subunit 3A,
in rot dargestellt die detektierten Fragmentionen. Das Spektrum besitzt einen Score von 49,
deutlich oberhalb des Mascot-Schwellenwertes. Die rot markierten Fragmentionen treten
gerade im hinteren Bereich des Peptides als klar erkennbare durchgehende y-lonenserie
auf, die im MS/MS-Spektrum als eindeutige Signale vom Rauschen unterschieden werden
kénnen. Der Mascot-Suchalgorithmus gibt als Position fir die Phosphorylierung Serin
Nummer 6 an, welches in einem Bereich des Peptids liegt, der kaum durch spezifische

Fragmentionen abgedeckt ist und zudem zwei weitere Serine (S3, S5) in enger Nachbar-
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schaft enthalt. Obwohl es sich bei diesem Phosphopeptid sehr wahrscheinlich um eine rich-
tig positive Identifikation handelt, kann die eindeutige Zuordnung der phosphorylierten Ami-

noséure nicht erfolgen.

4 b b b* | bl] bOH Seq. y yH— v* .‘_*-H- }_0 },OH #
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2| 214.1299(107.5686| 197.1033| 99.0553 G [1842.7810|921.8942|1825.7545(913.3809|1824.7705|912.8889 |18
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15(1579.6693|790.3383|1562.6428|781.8250|1561.6587(781.3330| T | 521.2678|261.1375| 504.2413|252.6243| 503.2572|252.1323| §
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17|1737.7384|869.3729(1720.7119(860.8596|1719.7279(860.3676| A | 333.1881|167.0977| 316.1615|158.5844| 315.1775|158.0924| 3
18|1824.7705|912.8889(1807.7439(904.3756|1806.7599(903.8836| S | 262.1510(131.5791| 245.1244|123.0659| 244.1404|122.5738| 2
19 R | 175.1190| 88.0631| 158.0924| 79.5498 1

Abbildung 56: Liste der Fragmentionen des Phosphopeptids
RGSGSSEDMYLDTPTSASR der Protein phosphatase 1 regulatory subunit 3A. In rot sind
die identifizierten Fragmentionen dargestellt.

Manchmal kann ein Phosphopeptid nicht eindeutig nur einem Protein zugeordnet werden,
da innerhalb einer Proteinfamilie ein hoher Grad an Homologie vorliegt oder verschiedene
Isoformen eines Proteins existieren. Dies stellt ein weiteres Problem des Mascot-
Suchalgorithmus dar, da eindeutige Peptididentifikationen eines Proteins gemeinsam mit
nicht-eindeutigen Treffern présentiert werden. Um nicht-eindeutige Peptid-Protein-
Annotationen zu vermeiden, wurden alle identifizierten Phosphopeptide mit Hilfe des ,,MS-
Homology Tools“ des Programms ProteinProspector
(http://prospector.ucsf.edu/prospector/mshome.htm) auf mehrfach mdégliche Zuordnung
Uberprift. Obwohl diese mehrfachen Peptidzuordnungen nicht in die finale Auswertung auf-
genommen wurden, bedeutet dies nicht, dass sie falsch sind. Zum Beispiel kann die gleiche
Phosphorylierungsstelle in mehreren Protein-lsoformen auftreten. Tabelle 10.3.1 enthélt die
Phosphopeptide, welche ausschlieBlich in p-adrenerg stimuliertem Gewebe identifiziert
wurden, allerdings aufgrund nicht eindeutiger Zugehdrigkeit aus der finalen Auswertung
ausgeschlossen wurden. Darunter befindet sich auch Serin 302 des MyBP-C, welches be-

reits als PKA-regulierte Phosphorylierungsstelle bekannt ist'™®.
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4.1.4 Das p-adrenerge Phosphoproteom

In der LC-MS/MS-Messung konnten nach manueller Validierung insgesamt 430 Phospho-
peptide identifiziert werden (10.4). 88 dieser 430 Phosphopeptide wurden nur in f-adrenerg

stimuliertem Gewebe nachgewiesen (Tabelle 3.1.4.1).

Chu et al. fihrten 2004 ebenfalls eine Analyse des Phosphoproteoms muriner Kardiomyozy-
ten nach Isoprenalin-Stimulation durch. Diese Analyse beruhte auf einer 2-D Gelelektropho-
rese in Kombination mit einer [**P] Autoradiographie, was zum Nachweis einer weitaus klei-
neren Menge phosphorylierter Peptide flihrte, deren Zugehodrigkeit gréBtenteils auf sehr
abundante Phosphoproteine beschrénkt war. Proteine mit hoher Hydrophobizitat oder ex-
tremen isoelektrischen Punkten konnten in der 2-D-Gelelektrophorese nicht aufgetrennt und
daher nicht analysiert werden'®. Der von uns verwendete Versuchsaufbau erlaubte zudem
die Detektion niedrig abundanter g-adrenerger Zielproteine. Im Gegensatz zu Chu et al., die
in ihrem Versuchsansatz nur phosphoryliertes Tnl aus den unter 1.2.3 beschriebenen Bei-
spielen bekannter kardialer PKA-Substrate detektierten, wurde in dieser Arbeit neben
phosphoryliertem Tnl zuséatzlich Phosphopeptide des PLN, des MyBP-C und des Cav1.2

identifiziert.

Dem kardialen Tnl konnten zwei differenziell regulierte Phosphopeptide zugeordnet werden.
Serin 24 des humanen Tnl ist bereits als PKA-Phosphorylierungsstelle beschrieben und wird
unter anderem fir die reduzierte Ca®*-Sensitivitit des Sarkomers nach Tnl-
Phosphorylierung verantwortlich gemacht'"'. Obwohl diese Phosphorylierungsstelle ein gut
untersuchtes Beispiel PKA-vermittelter Proteinregulation ist, musste dieses richtig-positive
Spektrum gemaB der Kriterien der manuellen Validierung aufgrund eines zu geringen Scores
verworfen werden. Serin 167 des murinen Tnl wurde bereits an &quivalenter Position im

"2_Obwohl es sich bei der

humanen Tnl nach in vitro Phosphorylierung mit PKA beschrieben
Peptidsequenz AKEpSL um keine definierte PKA-Konsensussequenz handelt, konnte pS167
von uns nur unter p-adrenerger Stimulation nachgewiesen werden. Eventuell werden durch
die Proteinfaltung andere basische Reste in die unmittelbare Nachbarschaft dieser

Phosphorylierungsstelle gebracht, was eine Phosphorylierung durch PKA ermdéglicht.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten auch Serin 16, die PKA-vermittelte Phosphory-
lierungsstelle des PLN, sowie Threonin 17, eine CaMKIl (Ca?/Calmodulin abhangige Prote-
inkinase Il)-abhéngige Phosphorylierungsstelle detektiert werden''*'. Bisher sind beide
Phosphorylierungsstellen im murinen PLN lediglich unter by similarity” in der Swiss-Prot
Datenbank aufgelistet. Im kardialen MyBP-C wurden neben der bekannten, PKA-regulierten

Phosphorylierungsstelle Serin 273 noch zwei weitere, bisher nicht in der Swiss-Prot Daten-
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bank annotierte Phosphorylierungsstellen (S72, S307) gefunden. Das ebenfalls bekannte
PKA regulierte Serin an Position 302 des MyBP-C wurde aufgrund mehrfach méglicher Pep-
tid-Protein-Annotation von der Auswertung ausgeschlossen''® (Tabelle 10.3.1). Die in der
Swiss-Prot Datenbank aufgelisteten PKA-Phosphorylierungsstellen des Cav1.2 konnten in
dieser Arbeit nicht detektiert werden, jedoch Serin 1670, eine weitere, bereits beschriebene
Phosphorylierungsstelle des Cav1.2. Es wird vermutet, dass Serin 1670 (RRAIpS) ebenfalls
durch PKA phosphoryliert wird''>€,

Uberraschenderweise konnten das PKA-regulierte Serin 16 des PLN, Serin 273 des MyBP-
C und Serin 1670 des Cav1.2 neben Isoprenalin-stimuliertem kardialem Gewebe auch in der
Kontrollgruppe detektiert werden. PKA-regulierte Phosphorylierungsstellen hoch-
abundanter Proteine oder hoch-phosphorylierter PKA-Zielproteine liegen wahrscheinlich
auch nach flinfstindiger Propranolol-Behandlung teilweise noch in phosphorylierter Form
vor und kénnen in detektierbarem MaBe isoliert werden. In gleicher Weise kann dies fir
Phosphorylierungsstellen der Fall sein, die keiner kurzfristigen Regulation unterliegen und
trotz vorangegangener Propranolol-Behandlung noch nicht ausreichend dephosphoryliert
wurden. Des Weiteren ist bei der Phosphorylierung von Proteinen zu beachten, dass viele
Kinasen, gerade im Bereich der basophilen Kinasen, Uberlappende Konsensussequenzen
besitzen und daher oft ein Aminos&urerest von mehr als einer Kinase phosphoryliert werden
kann’. Serin 273 des MyBP-C wird beispielsweise neben PKA auch von PKC phosphoryliert,
was einen moglichen Grund flir die nicht ausschlieBlich unter Isoprenalin stattgefundene
Detektion darstellt'’®. Unabhéngig einer p-adrenergen Regulation enthalten die Phospho-
peptide der diskutierten PKA-Substrate teilweise bislang unbekannte Phosphorylierungs-
stellen, welche im Hinblick auf die wichtigen funktionellen Rollen dieser Proteine im Myo-

kard weitere Erkenntnisse zur Regulation dieser Proteine beisteuern kénnen.

Erfolgt kein Nachweis von bekannten und erwarteten Phosphopeptiden kann dies verschie-
dene Ursachen haben: (1) Das jeweilige Phosphopeptid liegt in zu geringer Konzentration
vorliegen, weshalb keine effiziente Anreicherung méglich ist. (2) Erzeugt der proteolytische
Verdau keine Peptide geeigneter Lange, kann die jeweilige Phosphorylierungsstelle eben-
falls nicht detektiert werden, da zu kurze oder zu lange Peptide fir die LC-MS/MS-Messung
mit CID nicht geeignet sind. Eine entscheidende Rolle spielt auBerdem die Qualitadt der
Spektren; (3) genligen die Spektren nicht den gesetzten Kriterien, kdnnen sie nicht von dem
verwendeten Suchalgorithmus identifiziert werden und erscheinen folglich nicht im Identifi-

kationsreport.
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Prinzipiell kdnnen in einem direkten Vergleich von MS/MS-Daten unterschiedlich behandel-
ter biologischer Proben stark regulierte Phosphorylierungsstellen als stimulationsabhéngig
identifiziert werden. Es ist sehr wahrscheinlich, dass neben den diskutierten PKA-
Substraten noch weitere PKA-regulierte Aminosaurereste in beiden Proben detektiert wur-
den. Gerade flr optimale PKA-Konsensussequenzen bietet sich zur weiteren Validierung der
Ergebnisse eine massenspektrometrische relative Quantifizierung der jeweiligen Phosphory-

lierungsstelle an.

4.1.5 Differenzielle Analyse ausgewahlter Phosphorylierungsstellen

Um aus den 88 nur in Isoprenalin-stimuliertem Gewebe nachgewiesenen Phosphorylie-
rungsstellen ausgewéhlte Phosphopeptide weiter auf eine p-adrenerge Regulation hin zu
untersuchen, wurde eine relative Quantifizierung mittels MRM durchgefiihrt. Diese Methode
erlaubt einen sehr sensitiven Nachweis des jeweiligen Peptids, da durch zuvor definierte

Ubergénge der restliche Peptidhintergrund ignoriert wird”.

Es wurden acht Phosphopeptide aus sieben verschiedenen Proteinen ausgewéhlt (Tabelle
3.1.5.1). Die Analyse der relativen Verhélinisse dieser Phosphopeptide bestétigte vier
Phosphopeptide als stark p-adrenerg reguliert (Q9DC77, Small muscular protein, vermutlich
S36; Q8BGY5, Protein phosphatase 1 regulatory subunit 12B, S420; Q9JJW5, Myozenin-2,
S37; Q6IR34, G protein signaling modulator 1, S567). Bei den Phosphopeptiden handelt es
sich um vier PKA-Konsensussequenzen (S36 im Fall des Small muscular protein). Eine Ten-
denz zu erhdhter Phosphorylierung unter p-adrenerger Stimulation zeigte die bereits be-
kannte Phosphorylierungsstelle aus dem Bcl-2-like 13 protein, allerdings konnten die ge-
wahlten Ubergange nur in Messung 1 detektiert werden. Die analysierte Phosphorylierungs-
stelle des Junctophilin-2 konnte als Monophosphopeptid schwach differenziell phosphory-
liert nachgewiesen werden, wéhrend die Phosphorylierung des Synaptopodins gar nicht
reguliert war. Dies war Uberraschend, da dieses Phosphopeptid sowohl in der IMAC- als
auch in der TiO,-Anreicherung ausschlieBlich in den Isoprenalin-stimulierten Proben gefun-
den wurde. Bei diesem phosphorylierten Aminoséurerest handelte es sich um keine PKA-

Konsensussequenz (Abb. 24).

Alle ausgewéhlten Phosphopeptide konnten in der MRM-Messung als richtig positive
Phosphopeptide verifiziert werden. Eine relative Quantifizierung der MRM-Messung ist aller-
dings nur moglich, wenn eine detektierbare Grundphosphorylierung auch unter Kontrollbe-
dingungen/Rezeptorblockade herrscht. Es ist somit davon auszugehen, dass alle analysier-

ten Phosphopeptide auch unter Rezeptorblockade detektierbar phosphoryliert vorliegen. Im
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Fall der vier stark regulierten Phosphopeptide konnte durch die Aktivierung der p-
adrenergen Rezeptoren eine erhebliche Steigerung der Phosphorylierung erreicht werden,
was eine p-adrenerge Regulation weiter bekréftigte. Diese starke differenzielle Phosphorylie-
rung konnte im Zuge der MRM-Messungen flr vier der finf untersuchten PKA-
Konsensussequenzen bestédtigt werden. Deshalb stellen gerade die PKA-Substrate unter
den 88 zum Teil neuen, nur in stimulietem Gewebe detektierten Phosphorylierungsstellen
wichtige Ausgangspunkte fir eine weitere funktionelle Analyse p-adrenerg vermittelter Si-

gnaltransduktion dar.

4.2 Charakterisierung der Phosphorylierungsstelle Serin 37
des MYOZ2

Mit Serin 37 des MYOZ2 konnte eine bislang unbekannte -adrenerg regulierte Phosphory-
lierungsstelle im MYOZ2 identifiziert werden. MYOZ2 gehért neben Myozenin-1 (MYOZ1,
Calsarcin 2) und Myozenin-3 (MYOZ3, Calsarcin 3) zu der muskelspezifischen Myozenin-
Proteinfamilie und ist die herzmuskelspezifische Isoform dieser Proteinfamilie®. Vergleicht
man die Proteinsequenzen von MYOZ2 und den weiteren Familienmitgliedern, finden sich
vor allem im N- und C-terminalen Teil hohe Homologien, welche in der Sekundarstruktur-
vorhersage als mégliche a-helikale Doméanen vorgeschlagen werden'’. Serin 37 des
MYOZ2 liegt innerhalb einer Region héchster Homologie, wobei die Konservierung dieser
Position nicht nur innerhalb der murinen Myozenin-Proteinfamilie erhalten ist, sondern sich
spezieslbergreifend fortsetzt (Abb. 57). Diese ausgepragte Homologie der Aminosdurese-
quenz und die p-adrenerge Regulation des zentral gelegenen Serin 37 lassen eine wichtige
funktionelle oder strukturelle Rolle dieses Proteinabschnittes vermuten, welche bisher je-
doch noch nicht bestatigt werden konnte. Die Myozenin-Familie zeigt ansonsten keinerlei
Homologie zu anderen Proteinen, weshalb Uber einen Datenbank-Sequenzvergleich keine

Informationen aufgrund struktureller Ahnlichkeiten erhalten werden kénnen.
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N- [ ]-C
MYOZ2
Homo sapiens/32—72 GMDLGKKVSIPRDIMLEELSHLSNRGARLFKMRQRRSDKYTFEN
Mus Musculus/32-72 GMDLGKKVSIPRDIMIEELSHFSNRGARLFKMRQRRSDKYTFEN
Rattus norvegicus/32—72 GMDLGKKVSVPRDIMIEELSHFGNRGARLFKMRQRRSDKYTFEN
Danio rerio/31-74 TMDLGKKLSTPKDIMLEELSLLSNRGSRLFKMRQRRSDKYTFES

Xenopus tropicalis/32-75 GLDFGKKISVPRDIMLEELSHVNNRGARLFKMRQRRSDKYTFEN

Abbildung 57: Alignment eines Aminosaureabschnittes der MYOZ2-Sequenz ausge-
wahlter Spezies. In rot ist das in dieser Arbeit identifizierte, -adrenerg regulierte Serin
dargestellt.

4.2.1 Analyse der nuklearen Lokalisation des MYOZ2

In der Immunofluoreszenz zeigte das endogene MYOZ2 neben der Lokalisation an der Z-
Scheibe von NRCM eine klare, bis dahin unbekannte nukledre Lokalisation (Abb. 28). Die
meisten Z-Scheiben-Proteine erflllen eine strukturelle Rolle im Aufbau der Z-Scheibe oder
erhalten die Z-Scheibenintegritdt wahrend der Muskelkontraktion. Es wird jedoch immer
deutlicher, dass die Z-Scheibe neben der strukturellen Funktion auch einen wichtigen An-
kerpunkt fUr Signalproteine wie beispielsweise Kinasen (z.B. PKA) oder Phosphatasen (z.B.
Calcineurin) darstellt''®. Fir mehrere an der Z-Scheibe lokalisierte Proteine ist bereits eine
Translokation von der Z-Scheibe zum Nukleus beschrieben, unter anderem fur Calcineurin,
einem direkten Interaktionspartner des MYOZ2'°. Diese &hnliche Translokation des Calci-
neurins und des MYOZ2 zwischen den beiden zellularen Kompartimenten kénnte ein Hin-

weis auf eine gemeinsame aktive Beteiligung in der intrazelluldren Signaltransduktion sein.

Der pS37-MYOZ2-Antikérper zeigte neben einer Z-Scheibenlokalisation des MYOZ2 ein
dominantes Signal des S37-phosphorylierten MYOZ2 im Zellkern (Abb. 30). Weder Propra-
nolol- noch Isoprenalin-Stimulation waren in der Lage, eine Verdnderung der zelluldren Lo-
kalisation des MYOZ2 zu bewirken. Ebenso konnten alle YFP-Mutanten des MYOZ2 im
Zellkern von NRCM detektiert werden (Abb. 31). Die Frage, ob Serin 37 an der Modulation
der MYOZ2-Lokalisation beteiligt ist, kann trotz der hohen Signalintensitdt des pS37-
MYOZ2 im Zellkern bis jetzt nicht beantwortet werden. Da auBerdem weder ein potentielles
nukledres Lokalisationssignal noch eine konservierte nukledre Exportsequenz im MYQZ2

vorhergesagt werden kann, bleiben die den Transport regulierenden Faktoren, sowie die
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Funktion des MYOZ2 im Zellkern weiter zu klédren. Parallel zu den Befunden in dieser Arbeit
konnten auch Paulsson et al. eine nukledre Lokalisation des MYOZ2 nachweisen, lieBen

aber auch Funktion und Regulation der Kernlokalisation des MYOZ2 offen®.

4.2.2 Analyse der Interaktion von MYOZ2 und dessen Bindungs-
partnern in Abhangigkeit von Serin 37

Trotz einer relativ geringen GréBe von 34 kDA und einer globuldren Konformation sind meh-
rere Interaktionspartner des MYOZ2 bekannt. Zusétzlich zu a-Aktinin ist eine Interaktion des
MYOZ2 mit Calcineurin, TCAP, FLNC und LDB3 beschrieben®°"'"", Die jeweiligen Protein-
interaktionen dirften bestimmten Regulationsmechanismen unterliegen und mdglicherweise
kompetitiv sein, da eine gleichzeitige Bindung der fiinf Proteine bei teilweise Uberlappenden
Binderegionen an MYOZ2 unwahrscheinlich ist. Die Binderegion von a-Aktinin und Calci-
neurin wurden am C-Terminus des MYOZ2 identifiziert®. In einer weiteren Studie konnte
eine zusétzliche Bindung beider Proteine an den N-Terminus des MYOZ2 beobachtet wer-
den®. Fiir LDB3 wird eine C-terminale Region des MYOZ2 als Binderegion angegeben, wel-
che eventuell durch PKA-Phosphorylierung moduliert wird®'. Die Binderegionen des TCAP
und FLNC sind fir MYOZ2 nicht bekannt. Keine der bekannten Binderegionen beinhaltet
Aminosdure Serin 37, allerdings liegen gerade die N-terminalen Binderegionen in enger
Nachbarschaft zu Serin 37. Da die Modifikation eines Aminos&urerestes unter anderem die
Konformation eines Proteins &ndern kann'?®, ist trotz der Lokalisation von Serin 37 auBer-

halb der angegebenen Binderegionen eine Beteiligung an der Proteininteraktion méglich.

Um den Einfluss von Serin 37 auf die a-Aktinin-MYOZ2-Interaktion zu untersuchen, wurden
zur Unterscheidung der exogen eingefihrten MYOZ2-Proteine von endogenem MYQOZ2 C-
terminale YFP-Fusionsproteine gewéhlt. Alle MYOZ2 YFP-Proteine lokalisierten unabhangig
der Aminosadure an Position 37 primar an der Z-Scheibe von NRCM und wiesen in einer Co-
Farbung mit endogenem o-Aktinin eine deutliche Uberlappung der Lokalisation auf (Abb.
31). Diese Co-Lokalisation lasst keine ausgeprédgte S37-abhéngige Interaktion vermuten.
Eine Modulation der Bindeaffinitdt durch S37-Phosphorylierung kann allerdings nicht aus-
geschlossen werden, da eine quantitative Aussage der Z-Scheibenlokalisation der einzelnen

MYOZ2-Konstrukte anhand der Immunofluoreszenz nicht getroffen werden konnte.

Zur Untersuchung der S37-abhéngigen Interaktion von MYOZ2 und den anderen Bindungs-
partnern Calcineurin, TCAP, FLNC und LDB3 wurden ColP-Experimente durchgefiihrt. Die
auBerst schwache Interaktion aller Bindungspartner und MYOZ2 erwies sich bereits in HEK

293-Vorversuchen als problematisch und erlaubte keine zuverldssige Aussage der Interakti-
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on beziglich Serin 37. Fir die weiteren Versuche wurde ein in vitro Transkriptions- und
Translationssystem gewahlt. Dieses System erfordert keinen Zellaufschluss und erlaubt da-
her eine sehr niedrige Detergentkonzentration im Bindepuffer von 0,01%. W&hrend die IP
der jeweiligen Proteine nachweisbar erfolgte, konnte auch im zellfreien System keine quanti-
tativ auswertbare Interaktion detektiert werden. Die jeweiligen Mutanten (S37A, S37D) zeig-
ten ebenso wie MYOZ2 S37 eine vergleichbar geringe Affinitat zu den jeweiligen Bindungs-
partnern (Abb. 33-35). Fehlende zellulare Strukturen oder posttranslationale Modifikationen
kénnten eine mdgliche Erklarung fir die schwache Interaktion darstellen, da ebenso wie
MYOZ2 die Bindungspartner FLNC (S2234), TCAP (S161), LDB3 (S98, T119, S123, S179)
und a-Aktinin-2 (T237) als kardiale Phosphoproteine in dieser Arbeit nachgewiesen wurden.
Dieses komplexe Phosphorylierungsmuster von MYOZ2 und seinen Interaktionspartnern
l&dsst eine durch Phosphorylierung modulierte Interaktion vermuten, welche allerdings in
dem verwendeten System schwer zu erfassen ist. Nutzt man Kardiomyozyten als zellularen
Hintergrund der Interaktionsanalyse, ist zwar der endogene Kontext vorhanden, mit diesem
jedoch auch das endogene MYOZ2. Prinzipiell ist eine Interaktionsanalyse mittels ColP mit
vorangehender differenzieller Stimulation in Erwégung zu ziehen. Ohne Uberexpression der
Bindungspartner ist dies jedoch durch die jeweiligen endogenen Proteinkonzentrationen

limitiert.

Ein gut charakterisierter Interaktionspartner des MYQOZ2 ist die Calcium/Calmodulin-
abhangige Phosphatase Calcineurin, die im Herzmuskel in die Entwicklung von Hypertro-
phie und Herzinsuffizienz involviert ist. Mause, die eine konstitutiv aktive Form dieser
Phosphatase im Herzen lberexprimierten, entwickelten einen massiv hypertrophen Ph&no-
typ bis hin zur Kardiomyopathie''. Schaltet man die MYOZ2-Expression im Hintergrund
einer kardialen Calcineurin-Uberexpression aus, wird der bereits hypertrophe kardiale Pha-
notyp der Calcineurin-transgenen Mause noch weiter verstarkt®. MYOZ2 reguliert die Aktivi-
tat dieser Phosphatase negativ. Obwohl nur eine sehr schwache Interaktion von Calcineurin
und MYOZ2 in den ColP-Experimenten nachgewiesen werden konnte, war eine negative
Regulation der Calcineurin-Aktivitdt durch MYOZ2 in NRCM zu beobachten (Abb. 36). Diese
Inhibition der Calcineurin-Aktivitdt  zeigte allerdings keine messbaren S37-
phosphorylierungsbedingten Unterschiede. Der endogene MYOZ2-Hintergund kann in
NRCM zu einer Beeintrachtigung der Ergebnisse geflihrt haben. Die ebenfalls untersuchten
HEK 293-Zellen lieferten allerdings keine reproduzierbaren Messergebnisse. Prinzipiell gibt
es keine Anhaltspunkte zur Annahme einer Abhéngigkeit der Calcineurin-Aktivitdt von der
Phosphorylierung an Serin 37. Ob Calcineurin als Phosphatase fiir Serin 37 in Frage kommt

oder Serin 37 in Kombination mit weiteren Phoshorylierungsstellen des MYOZ2 zur Regula-
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tion der Calcineurin-Aktivitat beitragt, ist noch zu klaren. Die Funktion von Serin 37 des
MYOZ2 bleibt im Moment unklar. Generell ware fiir weitere Untersuchungen der Phosphory-
lierungsstelle Serin 37 des MYOZ2 ein endogener, MYOZ2-freier Hintergrund die beste Ba-

sis der Analyse. In optimaler Weise wére dieser in einem S37-Knock-in Modell verwirklicht.

4.3 Funktionelle Charakterisierung von Serin 567 des
GPSM1

Neben Serin 37 des MYOZ2 konnte des Weiteren Serin 567 des G protein signaling modula-
tor 1 (GPSM1) in dieser Arbeit als eine neue p-adrenerg regulierte Phosphorylierungsstelle
identifiziert werden. GPSM1 gehoért neben GPSM2, GPSM3 und RGS12 zur Gruppe Il der
sogenannten Aktivatoren der G-Protein Signaltransduktion (AGS). Alle Gruppe |l-Mitglieder
besitzen als gemeinsames strukturelles Merkmal mindestens ein Goloco (Goloco motif, G
protein regulatory motif)-Motiv®. Dieses 20-25 Aminoséuren-lange Sequenzmotiv bindet
spezifisch Gai, Gat und in geringerem AusmaB Gao in ihrem inaktiven, GDP-gebundenem
Zustand®. Alle Goloco-Motive besitzen neben schwach konservierten Aminosiureabfolgen
am Anfang und Ende des Motivs eine hoch konservierte Abfolge aus drei Aminosauren (D-
Q-R, in Ausnahmeféllen E-Q-R). Diese Aminosaure-Triade ist nicht nur an der Bindung der
Ga-Untereinheit beteiligt, sondern zudem fiir die GDI (Guanine nucleotide dissociation inhi-
bitor)-Aktivitat dieses Motivs verantwortlich'®'?'2® Der Goloco-Guai/t/o-GDP-Komplex ist
frei von Gpy, weshalb die Assoziation des Goloco-Gai/t/o-GDP-Komplexes zu einer rezep-

torunabhéngigen Verstarkung der Gpy-Signaltransduktion fiihrt' (Abb. 58).

Abbildung 58: Einfluss von

al,t,o GPSM1 auf die GaGpy-
GDP GPSM1 + B / Signaltransduktion. GPSM1
bindet Gber ein Goloco-Motiv

die Go-GDP-Untereinheit und
GDI stabilisiert durch die GDI
(Guanine nucleotide dissocia-

tion inhibitor)-Aktivitdt des

Goloco-Motivs die inaktive,
GDP-gebundene Form von

(XI,t,O Go. Die Bindung des Goloco-
GTP Motivs an Go verhindert die
Assoziation von Go mit der

l Gpy-Untereinheit und flhrt
v dadurch zu einem verstark-

ten, Rezeptor-unabhéngigen

O('Signal BY'SignaI Gpy-Signal.
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Das p-adrenerg regulierte Serin 567 befindet sich am Ende des 2. (Aminosaure 546 bis 568)
von vier Goloco-Motiven, in unmittelbarer Nahe der hochkonservierten Aminoséure-Triade
D/E-Q-R. Serin 567 ist organismustbergreifend neben dem murinen GPSM1 auch im hu-
manen und Ratten-GPSM1-Protein konserviert. Vergleicht man das 2. Goloco-Motiv des
GPSM1 mit dem 2. Goloco-Motiv des GPSM2 (Q8VDUQ), einem weiteren Familienmitglied
der Gruppe Il der Aktivatoren der G-Protein Signaltransduktion, zeigen beide Goloco-Motive
ein hohes MafB3 an Homologie, unter anderem an Position 567 (Abb. 59). Serin 564, die Serin
567-aquivalente Position des GPSM2, ist bereits als phosphorylierte Aminos&dure im muri-
nen GPSM2 beschrieben. GPSM1 und GPSM2 besitzen die identische Domé&nenstruktur
und eine 59-prozentige Aminosaureidentitét'®. Die gleiche Kinase und ein mdglicher ge-
meinsamer funktioneller Hintergrund dieser Phosphorylierungsstelle dirften sehr wahr-
scheinlich sein, jedoch sind fir Serin 564 des GPSM2 bislang keine weiteren Informationen

verfligbar.

GPSM1 TEEFFDLIASSQSRRLDDQRASV
GPSM2 TDEFLDLLASSQSRRLDDQRASF

hokkogkhhkghhhhhhhhhhkhhhk,

Abbildung 59: Alignment des 2. Goloco-Motivs des murinen GPSM1 und des murinen
GPSM2 (Q8VDUQ). Das Motiv ist in beiden Proteinen hochkonserviert, (*) kennzeichnet
vollstdndig konservierte Aminosauren. (:) reprasentiert die Konservierung starker Grup-
pen, rot markiert ist das hochkonservierte Serin 567 des GPSM1 und Serin 564 des
GPSM2.

In der in vitro Phosphorylierung von NRCM nach Forskolin-Stimulation konnte eine deutliche
Steigerung der Phosphorylierung von GPSM1 S567 erzielt werden (Abb. 38). Die S567A-
Mutante zeigte keine Signalverstdrkung nach Forskolin-induzierter PKA-Aktivierung, was
daflr spricht, dass Serin 567 die einzige PKA-abhéngige Phosphorylierungsstelle in der kur-
zen Isoform des GPSM1 ist. Unter basalen Bedingungen konnten fir beide GPSM1-
Konstrukte, unabh&ngig von Serin oder Alanin an Position 567, in der Autoradiographie zwei
Proteinbanden beobachtet werden. Es ist sehr wahrscheinlich, dass diese Proteinbanden
auf unterschiedliche Phosphorylierungszustdnde des GPSM1 zurlickzufiihren sind. Dies
deutet darauf hin, dass neben Serin 567 mehr als eine weitere, allerdings nicht PKA-

regulierte Phosphorylierungsstelle in der kurzen Isoform des GPSM1 vorhanden ist.

LKB1, eine Serin/Threonin Kinase, bindet die lange Isoform des GPSM1 in der Linkerregion
zwischen TPR- und Goloco-Doménen. Immunoprazipitiertes LKB1 war in der Lage, rekom-

binantes GPSM1 im Bereich der Goloco-Doméne zu phosphorylieren'®® (Abb. 60). Die exak-
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te Position der Phosphorylierung ist bislang unbekannt. Wahrscheinlich ist eine potentielle
Phosphorylierungsstelle innerhalb eines der Goloco-Motive, da die Phosphorylierung durch

ein Goloco-Konsensuspeptid blockierbar war'®,

®

N\

LKB1
GPSM1, Il TPR-Doméne

lange Isoform )
[ Goloco-Motiv

Abbildung 60: Schematische Darstellung der LKB1-Bindung an die Linkerregion der
langen Isoform des GPSM1. LKB1 phosphoryliert GPSM1 mdglicherweise in der Golo-
co-Doménenregion, wobei eine exakte Position nicht bekannt ist.

Obgleich die LKB1-Binderegion nicht in der kurzen GPSM1-Isoform enthalten ist, kann eine
Phosphorylierung der kurzen Uberexprimierten Isoform durch LKB1 nicht ausgeschlossen
werden. LKB1, selbst ein Substrat der PKA'™, kann prinzipiell als Kinase fir Serin 567 in
Betracht gezogen werden, da eine potentielle Konsensussequenz von LKB1 bisher nur sehr
unzureichend bestimmt worden ist'?. Jedoch handelt es sich bei Serin 567 (RApSVG) um
eine PKA-Konsensussequenz, was eine direkte Phosphorylierung von Serin 567 durch PKA

wahrscheinlicher macht.

4.3.1 Analyse der Goloco-Gai-Interaktion im Hinblick auf die
Phosphorylierung an Serin 567

In vielen Proteinen, die ein Goloco-Motiv als gemeinsame strukturelle Doméane teilen, ist
eine Phosphorylierung als Regulationsmechanismus der Goloco-Gai-Bindung verbreitet.
Hollinger et al. konnten eine PKA-vermittelte Phosphorylierung von RGS14 in direkter Nahe
des RGS14-Goloco-Motivs nachweisen. Die Phosphorylierungsimitation dieser Position
fihrte zu einer dreifach erhdhten GDI-Aktivitat des RGS14 gegeniiber Gai'?®. Blumer et al.
zeigten eine phosphorylierungsvermittelte Modulation der Goloco-Gai-Interaktion durch die
bereits erwdhnte LKB1-Phosphorylierung von GPSM1, allerdings ist eine tatsachliche in vivo

Relevanz noch zu klaren'?.

Da das in dieser Arbeit identifizierte f-adrenerg regulierte Serin 567 ein direkter Bestandteil
des 2. Goloco-Motivs des GPSM1 ist, wurde der Einfluss der Phosphorylierung an Position
567 auf die GPSM1-Gai-Interaktion untersucht. Dazu wurde ein FRET-basierter Ver-

suchsaufbau gewahlt. Kimple et al. benutzten bereits in einem Fluoreszenz-
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Polarisationsassay ein Fluoresceinisothiocyanat-markiertes Goloco-Motiv'™, allerdings zur
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Untersuchung potentieller Goloco-Gai-Inhibitoren. Eine Analyse der Goloco-Gai-Interaktion
bezlglich struktureller Modifikationen erfolgte dabei nicht. Der in dieser Arbeit verwendete
FRET-basierte Versuchsaufbau ermdglichte den Nachweis der Goloco-Guai-Interaktion, wel-
cher allerdings fiir alle analysierten Goloco-Motive, unabh&ngig der untersuchten Aminosdu-
re an Position 567, erbracht werden konnte. Damit kann eine Phosphorylierung an Position
567 die Bindung von Gai an das 2. Goloco-Motiv des GPSM1 nicht unterbinden (Abb. 40,
41).

4.3.2 Reversible Dissoziation des Goloco-Gai-Komplexes nach Ga.i-
gekoppelter Rezeptoraktivierung

Die Untersuchung des Einflusses der GPCR-Aktivitdt auf die Goloco-Gai-Interaktion zeigte
nach Stimulation Gai-gekoppelter Rezeptoren eine deutliche Abnahme der FRET-Ratio,
welche nach Auswaschung des Liganden wieder den Basiswert erreichte (Abb. 42). Diese
Abnahme lasst auf eine rezeptoraktivitdtsabhangige, reversible Dissoziation der Fluorophore
und somit des Goloco-Gai-Komplexes schlieBen (Abb. 61). In dhnlicher Weise ist diese
FRET-Ratioabnahme bei fluorophormarkierten Gai-Gpy-Untereinheiten nach Rezeptorakti-
vierung zu beobachten'™'. Dieser Mechanismus konnte neben HEK 293-Zellen ebenfalls in
NRCM und adulten Rattenkardiomyozyten (nicht im Ergebnisteil enthalten) gezeigt werden.
Wie das einzelne Goloco-Motiv, dissoziierte die kurze Cer-gelabelte Isoform des GPSM1
nach GPCR-Aktivierung.

o) Guai-gekoppelter
N Rezeptor

Ol E Cer
° GDP vpp

-GDP |+GTP

Qi

YFP E Cer
GTP

Abbildung 61: Hypothetisches Schema der Goloco-Cer-Gai-YFP-Dissoziation nach
Gai-gekoppelter Rezeptoraktivierung. Gai (in grau dargestellt) koppelt an den aktivierten
Rezeptor, es erfolgt ein Austausch von GDP zu GTP und die Dissoziation des Goloco
(griin)-Cer-Gai-YFP-Komplexes.
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Parallel zu dieser Arbeit konnten kirzlich Oner et al. in einem Bioluminescence resonanz
energy transfer (BRET)-basierten Versuchsaufbau die Goloco-Ga.i-Dissoziation nach Aktivie-
rung von Gai-gekoppelten Rezeptoren zeigen'®. Sie demonstrierten zudem, dass die rezep-
torabhéngige Dissoziation des Goloco-Gai-Komplexes nach Pertussis-Toxin (PTX)-
Vorbehandlung nicht mehr méglich ist. PTX verhindert durch ADP-Ribosylierung von Gai die
Kopplung von Gai an den Rezeptor. Da die Komplexbildung selbst durch die PTX-
Behandlung unbeeinflusst blieb, ist es sehr wahrscheinlich, dass die Dissoziation des Golo-
co-Gai-Komplexes durch eine Kopplung von Gai an GPCRs zustande kommt. Ob diese
Rezeptorkopplung allerdings flr den GPSM1-Gai-Komplex in gleicher Weise wie fir Gai-
Gpy erfolgt, bleibt noch zu klaren.

4.3.3 Einfluss von phosphorylierungsspezifischen Mutanten und
PKA-Stimulation auf die Goloco-Gai-Dissoziation

Fir die Goloco-Motive konnte unabhdngig des Aminosdureaustausches an Position 567
sowohl die Bindung an Gai als auch die rezeptoraktivitdtsabhangige Dissoziation beobach-
tet werden. Die PKA-Stimulation mit 8-Bromo-cAMP allein hatte keinen Einfluss auf die
FRET-Ratio, verhinderte jedoch in HEK 293-Zellen die Rickkehr der FRET-Ratio auf den
urspriinglichen Basiswert nach vorangegangener Clonidin-induzierter Dissoziation (Abb.
43). Da dies allerdings neben Goloco S567 auch fir Goloco S567A beobachtet werden
konnte, ist dieses Phdnomen nicht auf eine Phosphorylierung des Goloco-Motivs an Positi-
on 567 zurlickzufihren (Abb. 43). Eine weitere Phosphorylierung des Goloco-Motivs an an-
derer Position kann nicht ausgeschlossen werden, jedoch I&sst die in vitro Phosphorylierung
in NRCM neben Serin 567 keine zusétzlichen PKA-abhangigen Phosphorylierungsstellen
vermuten (Abb. 38). Mdglich wére eine Modifikation anderer an der Dissoziation beteiligter
Komponenten, zum Beispiel GPCRs oder Gai. Fur p,-adrenerge Rezeptoren konnte bereits
eine gesteigerte Kopplung zu Gai nach PKA-vermittelter Phosphorylierung der Rezeptoren
gezeigt werden'®. Dieser Regulationsmechanismus wird moglicherweise auch fir die op,-
Uberexpremierten Rezeptoren genutzt. PKA-vermittelte Phosphorylierung von odpa-
adrenergen Rezeptorinteraktionspartnern ist ebenfalls beschrieben. Die Bindung von Spi-
nophilin an ays,-adrenerge Rezeptoren wird durch PKA-Phosphorylierung reguliert'*. Ob die
Applikation von 8-Bromo-cAMP wirklich die Reassozition des Goloco-Gai-Komplexes ver-
hindert oder eventuell die Konformation der Bindungspartner nach Dissoziation durch 8-

Bromo-cAMP beeinflusst wird, bleibt noch zu klaren.
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8-Bromo-cAMP verhinderte nur in HEK 293-Zellen, nicht aber in NRCM die Ruckkehr der
FRET-Ratio auf den Basiswert (Abb. 47). Da in NRCM endogene muskarinerge Rezeptoren
zur Stimulation der Gai-Signaltransduktion genutzt wurden, kann es sich um einen opa-
rezeptorspezifischen Mechanismus handeln. Es kdnnen auch andere zelluldre Faktoren, wie
etwa die Anzahl der verfligbaren Rezeptoren, eine Rolle spielen. Ob es sich bei dem 8-
Bromo-cAMP-vermittelten Effekt in HEK 293-Zellen um einen physiologisch relevanten Me-

chanismus handelt, bleibt bis dahin offen.

Die Isoprenalin-Stimulation von NRCM hatte keinen Effekt auf den Goloco-Gai-Komplex
(Abb. 46), fiihrte allerdings nach Uberexpression p;-adrenerger Rezeptoren zur Dissoziation
des Komplexes (Abb. 48). Diese Dissoziation ist nicht auf eine Phosphorylierung von Serin
567 zurlickzuflihren, da die S567A-Mutante ebenfalls diese Abnahme der FRET-Ratio zeig-
te. Obwohl nicht ausgeschlossen werden kann, dass der Goloco-Gai-Komplex in unter-
schiedlicher Weise oder sogar an andere GPCRs als der Gai-Gpy-Komplex koppelt, ist eine
nicht-physiologische Kopplung von Gai an die Uberexprimierten f,-adrenergen Rezeptoren

wahrscheinlich. Die Klarung dieser Frage wurde im Zuge dieser Arbeit nicht weiter verfolgt.

Ebenso wie fir die Goloco-S567-Mutanten konnte die Abnahme der FRET-Ratio nach Re-
zeptoraktivierung flr die getesteten Mutanten der kurzen GPSM1-Isoform beobachtet wer-
den (Abb. 50). FUr die durchgefiihrten FRET-Experimente wurde ein C-terminal-Cer-
markiertes GPSM1 verwendet. Méglicherweise findet in diesem Konstrukt der Energietrans-
fer von Cer auf YFP vorwiegend durch die Bindung von Gai-YFP an das 4. Goloco-Motiv
statt. In diesem Fall besteht die Gefahr, dass S567-bedingte Unterschiede maskiert werden.
Da jedoch ein kooperativer Effekt der vier Goloco-Motive, bedingt durch eine GPSM1-

d100,132

Konformations&nderung nach sequenzieller Gai-Bindung, angenommen wir , kann

nicht ausgeschlossen werden, dass eine Phosphorylierung von Serin 567 auch die restli-
chen Goloco-Gai-Interaktionen des GPSM1 beeinflusst. Die qualitative FRET-Analyse der
S567-spezifischen Mutanten zeigte jedoch, dass zumindest eine generelle Bindung von Gai

an GPSM1 durch die getesteten S567-Mutationen nicht unterbunden wird.

4.3.4 Quantitative Analyse der GPSM1-Gai-Dissoziation

Die Quantifizierung der FRET-Ratiodnderung nach GPCR-Aktivierung zeigte fir GPSM1-
S567E im Gegensatz zur S567D-Mutante eine signifikant geringere Anderung der FRET-
Ratio (Abb. 51 (A)). Die Imitation der Phosphorylierung an Position 567 erfolgte somit von
der S567D- und S567E-Mutante nicht gleichwertig. Beide Mutanten unterscheiden sich

strukturell nur in einer Methylgruppe; der zur Imitation der Phosphorylierung wahrscheinlich
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ausschlagebende negativ geladene Saurerest ist in beiden Aminosauren vorhanden (Abb.
62). Unabhéngig von der Ladung kommt jedoch Aspartat der Aminosdurestruktur eines

phosphorylierten Serins naher.

COO~ COO~ COO~
+ | + | + |
H,N—CH H,N— CH H,N—CH
| | |
CH,OPO_* (lJH2 (|3H2
COO~ CH,
|
COO~
pSerin Aspartat Glutamat

Abbildung 62: Aminosdurestruktur von phosphoryliertem Serin (pSerin), Aspartat und
Glutamat.

Um in einer weiteren, S567D- und S567E-unabhangigen Analyse die FRET-Ratio&dnderung
in Abhangigkeit von Serin 567 zu untersuchen, wurde ein quantitativer Vergleich der Disso-
ziation von GPSM1 S567-Gai und GPSM1 S567A-Gai nach Rezeptoraktivierung unter ba-
salen und PKA-aktivierenden Bedingungen vorgenommen. Eine zusétzliche Forskolin-
induzierte PKA-Aktivierung verstérkte, jedoch nicht signifikant, die CCH-vermittelte Disso-
ziation von GPSM1 S567-Gai. Diese erhdhte Dissoziation konnte ebenfalls fir GPSM1
S567A-Gai beobachtet werden und ist daher auf eine andere Ursache als die Phoshorylie-
rung an Serin 37 zurlickzufihren (Abb. 51 (B)). Eine Modulation der Gai-Rezeptorkopplung

durch PKA-aktivierende Mechanismen kann auch hier in Betracht gezogen werden.

Diese Tendenz zu erhéhter Dissoziation nach zuséatzlicher Forskolin-Stimulation steht im
Gegensatz zu der geringeren Dissoziation der S567E-Mutante. Mdglicherweise beeinflusst
die S567E-Mutation andere posttranslationale Modifikationen des GPSM1, was sich auf die
Dissoziation des GPSM1 S567E-Gai auswirkt. Die S567E-Mutante zeigte kontrar zu den
restlichen N-terminal HA-gelabelten GPSM1-Konstrukten im Western Blot ein abweichen-
des Proteinbandenmuster. Im GPSM1 S567E fehlte die am langsamsten migrierende Ban-
de, stattdessen wurde eine zuséatzliche, etwas tiefer laufende Bande im Western Blot detek-
tiert (Abb. 63). Groves et al. beobachteten ein &hnliches Laufverhalten einer phosphorylie-
rungsdefizienten Mutante des GPSM1'®°. Eine proteolytische Spaltung des C-terminalen

Endes des GPSM1 kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden. Dies wére eine weitere
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Erklarung fir die geringere FRET-Ratioabnahme der S567E-Mutante. Bei gleicher Basisratio

wirde nach Rezeptoraktivierung nur eine kleine Anderung der FRET-Ratio erfolgen.

MW
AdGpsm1-HA  S567 S567A S567D S567E  (kDa)
- 34

GPSM1-HA " S s L
- 26

Abbildung 63: Western Blot von NRCM-Lysaten, die mit AdGpsm17-HA (ifu=50) infiziert
wurden. Wahrend alle Konstrukte drei Banden auf gleicher Héhe zeigen, wird fur die
S567E-Mutante ein abweichendes Bandenmuster beobachtet.

Da GPSM1 S567 und GPSM1 S567A in Gegenwart von Forskolin keine Anzeichen unter-
schiedlicher Dissoziation zeigten, imitiert sehr wahrscheinlich die S567D-Mutation die
Phosphorylierung an Serin 567 besser als die S567E-Mutante. Es bleibt offen, ob Serin 567
in einem GPSM1-Guai-bestehenden Komplex phosphoryliert wird. Allerdings kann ange-
nommen werden, dass im dissoziierten Zustand eine Phosphorylierung von Serin 567 statt-
gefunden haben muss. Da sich die FRET-Ratio nach CCH-Auswaschung in Gegenwart von
Forskolin véllig reversibel verhielt, wird daher zumindest die Reassoziation nicht durch eine

Phosphorylierung am Serin 567 beeinflusst.

Prinzipiell gibt die Quantifizierung der FRET-Ratiodnderung nur Auskunft Uber die Dissozia-
tion des GPSM1-Gai-Komplexes nach Rezeptoraktivierung. Eine unterschiedliche, S567-
abhangige Bindung des GPSM1 zu Gai oder ein Einfluss auf die GDI-Aktivitdt der Goloco-
Motive'® steht zwar im Zusammenhang mit der GPSM1-Gai-Dissoziation, kann allerdings
mit dem verwendeten System nicht ausreichend sensitiv analysiert werden. Da die ColP-
Experimente der einzelnen GPSM1-Konstrukte mit Gai jedoch relativ vergleichbare Affinitat
aller GPSM1-Konstrukte zu Gai zeigten, scheint die Bindung von GPSM1 und Ga.i unbeein-
flusst des Aminosadureaustausches von Serin 567 zu Alanin, Aspartat oder Gutamat zu er-
folgen. Unterschiede einer S567-bedingten Kopplung des GPSM1-Gai-Komplexes an den
Rezeptor sind mit diesem Versuchsaufbau ebenfalls nur schwer zu untersuchen. Es ist im
Moment noch nicht klar, in welcher Weise der GPSM1-Gai-Komplex an die Rezeptoren
koppelt. Um jedoch eine Analyse der S567-bedingten Rezeptorkopplung durchzufihren,

bedarf es zuerst der Aufklarung dieses Mechanismus.
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Bislang wurde nur der Einfluss der S567-Phosphorylierung auf die Gai-Interaktion in der
kurzen Isoform des GPSM1 analysiert. Das massenspekirometrisch detektierte S567-
Phosphopeptid kann nicht eindeutig der langen oder kurzen Isoform des GPSM1 zugeord-
net werden, weshalb dieses Phosphopeptid ebenso aus der langen Isoform stammen kann.
Die lange Isoform des GPSM1 stellt einen interessanten Ausgangspunkt flir eine weitere
Analyse der S567-abhangigen GPSM1-Guai-Interaktion dar. Du et al. konnten durch intramo-
lekulares FRET fir GPSM2, das Gruppe Il Mitglied der Aktivatoren der G-Protein Signal-
transduktion mit der héchsten Homologie zu GPSM1, das Verhalten eines molekularen
Schalters nachweisen'®. In geschlossenem Zustand interagierten N- und C-Terminus des
GPSM2, was durch die Bindung von Gai aufgehoben wurde. Ob eine Phosphorylierung des
Serin 567 in der langen Isoform des GPSM1 in Kooperation mit einer Gai-Bindung eine &hn-
liche Anderung der Konformation mit sich bringt, bleibt noch zu Uberpriifen. Das in dieser
Arbeit konstruierte FRET-System kann flir diese Analyse auf die lange Isoform des GPSM1
angewendet werden. Zusatzlich bietet sich eine am N- und C-Terminus unterschiedlich fluo-
rophormarkierte Variante der langen Isoform des GPSM1 zur Untersuchung einer phospho-

rylierungsbedingten intramolekularen Konformations&nderung an.

4.3.5 gesteigerte, basale ERK1/2-Phosphorylierung nach GPSM1-
Uberexpression

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass nach Aktivierung Gai-gekoppelter Rezeptoren
der GPSM1-Gai-Komplex in &hnlicher Weise wie der Gai-Gpy-Komplex dissoziiert. Obwohl
eine direkte Bindung von GPSM1 an Gpy nicht bekannt ist, wurde ein méglicher Einfluss von
GPSM1 und dessen Mutanten auf die Signaltransduktion der Gpy-Untereinheit nach Rezep-
toraktivierung untersucht. Gy fiihrt nach Stimulation Gai-gekoppelter Rezeptoren zur Akti-

vierung des MAP (mitogen-activated protein)-Kinase-Signalwegs'"'%

, was eine gesteigerte
Phosphorylierung von ERK1/2 zur Folge hat. Um Unterschiede in der Gpy-
Signaltransduktion zu erfassen, wurde die ERK1/2-Phosphorylierung nach Uberexpression
von GPSM1 und den S567-Mutanten unter basalen sowie rezeptoraktivierenden Bedingun-

gen in NRCM betrachtet.

Die Stimulation Gai-gekoppelter Rezeptoren mit CCH bewirkte keine Veradnderung der
ERK1/2-Phosphorylierung zwischen GPSM1-Uberexprimierenden Zellen und der Kontroll-
gruppe (Abb. 52). Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen von Traver et al., die nach
Uberexpression der isolierten Goloco-Doméne des RGS14 eine Inhibition der ERK1/2-
Phosphorylierung nach CCH-Stimulation in HEK 293-Zellen beobachten konnten'®. Obwohl

die einzelnen Goloco-Motive eine dhnliche Struktur besitzen, kénnen neben zelluldr beding-
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ten Unterschieden proteinspezifische Regulationsmechanismen fiir bestimmte Goloco-
Motive nicht ausgeschlossen werden. Die zusatzliche Applikation von Forskolin zur Aktivie-
rung PKA-vermittelter Signalwege zeigte ebenfalls keine Unterschiede der ERK1/2-
Phosphorylierung. Damit ist ein Einfluss von PKA auf die ERK1/2-Aktivierung unabhéngig
von der Phosphorylierung an Position 567 des GPSM1.

Die basale ERK1/2-Phosphorylierung GPSM1-Uberexprimierender Zellen zeigte deutlich
erhdhte Wert im Vergleich zur Kontrolle, jedoch unabhéngig von Serin 567 (Abb. 52). Diese
gesteigerte Phosphorylierung von ERK1/2 unter basalen Bedingungen ist sehr wahrschein-
lich auf die erhdhte Konzentration freier Gpy-Untereinheiten zurtickzufiihren, bedingt durch
eine kompetitive Bindung von GPSM1 an Gai'*. ColP-Experimente bestatigten die bisher
nur mit rekombinanten Proteinen gezeigte kompetitive Bindung der Gpy-Untereinheit und
GPSM1 an Gai in HEK 293-Zellen' (Abb. 53). Alle GPSM1-Proteine waren unabhangig von
der untersuchten Aminosadure an Position 567 in der Lage, Gai zu binden und dabei endo-

genes Gy aus dem Gaipy-Komplex zu verdrangen.

4.3.6 Stimulationsabhiangige Anderung der GPSM1-Lokalisation in
NRCM

Die Immunofluoreszenz der kurzen Isoform des GPSM1-HA zeigte unter basalen Bedingun-
gen neben dem Zytosol eine deutliche nukledre Lokalisation aller GPSM1-Konstrukte in
NRCM (Abb. 54). Das Zytosol als Lokalisationsort ist fir die lange und kurze Isoform des
GPSM1 bereits beschrieben, wobei beide Isoformen klare Unterschiede in der zytosolischen
Lokalisation in COS-Zellen aufwiesen®'®, Eine nukledre Lokalisation der kurzen Isoform des
GPSM1 in NRCM war bislang noch nicht bekannt. Diese nukleére Lokalisation des GPSM1
scheint einem Exportin 1-vermittelten Export ins Zytosol zu unterliegen, da Leptomycin B
(LMB), ein Exportin 1-Inhibitor, die nukledre Lokalisation des GPSM1 weiter verstarkte''.
Shu et al. konnten fir RGS14 bereits einen Exportin 1-abhangigen nukledren Export, vermit-

telt durch die Goloco-Doméane, demonstrieren*.

Exportin 1 reguliert den nukledren Export von Proteinen, die ein Leucin-reiches nukleares
Exportsignal (NES) besitzen'. Die NESbase Datenbank'* gibt fiir die kurze Isoform des
GPSM1 ein potentielles Leucin-reiches NES (Aminosdure 575 bis 578) an
(http://www.cbs.dtu.dk/databases/NESbase) (Abb. 64). Es ist bekannt, dass der nukleare

Export und Import oft der Regulation durch Phosphorylierung unterliegt'*>'*. Obwohl Serin
567 in unmittelbarer N&he der potentiellen NES-Sequenz liegt, zeigte die Mutation des Serin

567 zu Alanin oder Aspartat keine Veranderung der nukledren Lokalisation unter basalen
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Bedingungen. Ob es sich bei der potentiellen Leucin-reichen NES jedoch um ein echtes

Exportsignal handelt, muss weiter, beispielsweise durch Mutationsanalysen, geklart werden.

NetNES 1.1: Vorhergesagtes NES Signal
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Abbildung 64: NESbase Datenbank-Vorhersage einer Leucin-reichen nukledren Export-
sequenz (NES) in der kurzen Isoform des GPSM1'#. Der Auszug aus der AS-Sequenz
des GPSM1 (Aminoséure 564 bis 580) beinhaltet in rot Serin 567, in blau das potentielle
Leucin-reiche nukleére Exportsignal (Aminosaure 571 bis 578).

Wahrend die S567-Konstrukte keine offensichtlichen Unterschiede der nukledren Lokalisati-
on zeigten, konnte durch die Aktivierung verschiedener Signalwege (Gas, Gaq) der nukleére
Export von GPSM1 induziert werden (Abb. 67). Méglicherweise benutzen unterschiedliche
Kinasen eine gemeinsame Phosphorylierungsstelle in GPSM1 oder kooperative Effekte
mehrerer unterschiedlicher Phosphorylierungsstellen vermitteln den nukledren Export von
GPSM1. Ein Einfluss der Phosphorylierung von Serin 567 auf die Regulation der zellularen
Lokalisation kann nicht ausgeschlossen werden, alleine kontrolliert Serin 567 allerdings
nicht den nukledren Export oder Import von GPSM1. Eine Gai-vermittelte Anderung der
zellularen Lokalisation von GPSM1 ist méglich, ein gemeinsamer nukleérer Export ist jedoch

unwahrscheinlich. Obwohl Gai selbst bereits im Zellkern detektiert wurde'*’

, ist der Kern
nicht der typische Aufenthaltsort von Gai. Eine Co-Expression von Gai und GPSM1 bewirk-

te jedenfalls keine offensichtliche Ver&dnderung der zellularen Lokalisation des GPSM1.

Es steht fest, dass innerhalb der Zelle ein groBer Anteil von GPSM1 frei von Gai/t/o vor-
liegt'®. Dieser ungebundene GPSM1-Anteil lasst im Hinblick auf die nukleére Lokalisation
des GPSM1 zusétzliche, eventuell Gai-unabhé&ngige Mechanismen der GPSM1-
Signaltransduktion vermuten. Einen wichtigen Ansatzpunkt fir eine weitere GPSM1-
Signaltransduktion stellen bekannte Interaktionspartner des GPSM1 dar, zum Beispiel die

Serin/Threonin Kinase LKB1. Interessanterweise ist auch fir LKB1 ein Exportin 1-
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abhangiger Transport vom Zellkern ins Zytosol beschrieben'®. LKB1 bindet die lange Iso-
form des GPSM1. Uber die Funktion der Interaktion von LKB1 und GPSM1 ist bisher nichts
bekannt, jedoch weisen beide Proteine p-adrenerg regulierte Phosphorylierungsstellen auf.
Eine gemeinsame Regulation durch PKA-Phosphorylierung konnte bereits fir AMPK (5°-
AMP-aktivierte Kinase), einem Substrat von LKB1, beobachtet werden'®. Phosphorylierung
von AMPK reduzierte die LKB1-vermittelte Aktivierung''. Diese p-adrenerge Regulation von
LKB1 und seinen Bindungspartnern lasst eine funktionelle Analyse der LKB1-GPSM1-
Interaktion bezlglich der Phosphorylierungsstelle Serin 567 als durchaus sinnvoll erschei-
nen. Eine weitere Funktion der Phosphorylierung von Serin 567 wéare die Regulation der
Stabilitat von GPSM1. Kirzlich konnte die Deubiquitinase USP9x (Ubiquitin spezifische Pro-
tease) als neuer Interaktionspartner der Goloco-Region des GPSM1 identifiziert werden'?.
Dieses Enzym reguliert die Stabilitét seiner Substrate, indem es deren Abbau verhindert'®,
Xu et al. zeigten einen Rickgang der Proteinkonzentrationen der langen Isoform von
GPSM1 nach Knockdown von USP9x. Da diese reduzierte GPSM1-Proteinkonzentration
erst nach 90-prozentiger Abnahme von USP9x zu beobachten war, reguliert USP9x vermut-
lich nur einen kleinen Pool von GPSM1 innerhalb der Zelle. Ob diese Regulation eventuell
durch unterschiedliche Lokalisation'* oder Phosphorylierung von GPSM1 zustande kommt,
ist nicht bekannt. Die Phosphorylierung von Serin 567 stellt insbesondere im Hinblick auf
das andere Bandenmuster der S567E-Mutante im Western Blot einen méglichen Ansatz-
punkt flr eine Regulation der GPSM1-Stabilitat dar.

Ausgehend von der Charakterisierung von Serin 567 des GPSM1 konnten in dieser Arbeit
viele neue Erkenntnisse zur zelluldren Regulation des GPSM1 gewonnen werden. Obwohl
die Funktion der Phosphorylierung von Serin 567 noch nicht geklart ist, stellt Serin 567 als
neue (-adrenerg regulierte Phosphorylierungsstelle einen interessanten Ausgangspunkt fir

nachfolgende Analysen des GPSM1 dar.
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5 Zusammenfassung

Die Phosphorylierung von Proteinen ist ein Schliisselmechanismus der zelluldren Signal-
transduktion. Im Herzen ist die Aktivierung p-adrenerger Rezeptoren mit der Phosphorylie-
rung zahlreicher Proteine verbunden, die in Abhangigkeit ihres Phosphorylierungszustandes
die kardialen Funktionen maBgeblich beeinflussen. Zur Identifikation neuer Phosphorylie-
rungsstellen wurde eine massenspektrometrische Charakterisierung des murinen kardialen
Phosphoproteoms mit besonderem Fokus auf -adrenerg regulierte Phosphorylierungsstel-

len durchgefihrt.

Die Analyse B-adrenerg stimulierter Mausherzen identifizierte insgesamt 430 Phosphopepti-
de, darunter zahlreiche, bislang unbekannte Phosphorylierungen kardialer Proteine. 88 die-
ser Phosphopeptide konnten ausschlieBlich nach Aktivierung B-adrenerger Rezeptoren,
nicht jedoch in Kontrollherzen, detektiert werden. Eine zusatzliche relative Quantifizierung
ausgewahlter Phosphorylierungsstellen mittels Multiple Reaction Monitoring (MRM) zeigte
flr vier neue Phosphorylierungsstellen eine ausgepragte p-adrenerge Regulation. Diese vier
Phosphopeptide enthalten alle eine Proteinkinase A (PKA)-Konsensussequenz. Zusammen
mit den anderen 35 PKA-Konsensussequenzen der 88 spezifisch in f-adrenerg stimuliertem
Gewebe detektierten Phosphopeptide bilden diese Phosphorylierungsstellen die Grundlage

fur die weiterfiUhrende Analyse B-adrenerger Signalwege.

Basierend auf diesen Ergebnissen erfolgte im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit die funk-
tionelle Charakterisierung der Phosphorylierung an Serin 37 des MYOZ2 und Serin 567 des
G protein signaling modulator 1 (GPSM1), beides erstmals in dieser Arbeit nachgewiesene

p-adrenerg regulierte Phosphorylierungsstellen.

MYOQOZ2 zeigte in der funktionellen Untersuchung der Phosphorylierungsstelle Serin 37 eine
bis dahin unbekannte nukleare Lokalisation, die von dem neu generierten pS37-spezifischen
Antikdrper bestatigt wurde. Eine Mutationsanalyse des Serin 37 lieferte jedoch keine Hin-
weise auf eine Serin 37-bedingte Regulation der zelluldren Lokalisation des MYOZ2. Zur
weiteren Charakterisierung von Serin 37 erfolgte eine Analyse der Interaktion von MYOZ2
und dessen Bindungspartnern. Diese Interaktionsanalyse flhrte jedoch ebenso wie die Ana-
lyse der negativen Regulation der Calcineurin-Aktivitdt zu keinem Hinweis bezlglich einer
Abhéangigkeit von Serin 37. Die Rolle der Phosphorylierung von Serin 37 des MYOZ2 konnte
mit den durchgefiihrten Analysen nicht abschlieBend geklart werden und benétigt weitere

Untersuchungen dieser Phosphorylierungsstelle.
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Serin 567 des GPSM1 ist Bestandteil eines der vier Goloco-Motive des GPSM1. Diese
Strukturmotive vermitteln die Bindung des GPSM1 an das G-Protein Gai. Im Zuge dieser
Arbeit wurde zur Untersuchung der GPSM1-Gai-Bindung ein Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfer (FRET)-basiertes Verfahren entwickelt, das eine Interaktionsanalyse des
isolierten Goloco-Motivs sowie des GPSM1-Gesamtproteins mit Gai erlaubte. Mit diesem
System konnte eine reversible Dissoziation des Gai-Goloco-Komplexes nach Aktivierung
Guai-gekoppelter Rezeptoren gezeigt werden. Die Mutation von Serin 567 zu Alanin, Aspar-
tat oder Glutamat verhinderte nicht die Interaktion von Gai-Goloco oder die Dissoziation
nach Rezeptoraktivierung. Die erstmalig detektierte, basal erhéhte Phosphorylierung der
Extracellular-signal Regulated Kinase 1/2 (ERK1/2) nach GPSM1-Uberexpression konnte in
keinen Zusammenhang mit der Phosphorylierung an Position 567 gebracht werden. Fir
GPSM1 wurde eine Exportin 1-abhangige, nukledre Lokalisation in NRCM beobachtet, die
durch Aktivierung Gas- und Gag-gekoppelter Rezeptoren reguliert wurde. Diese Ergebnisse
belegen bislang unbekannte (Phosphoserin 567-unabhangige) Regulationsmechanismen
von GPSM1.
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6 Summary

Phosphorylation is a key regulatory mechanism, which allows the modulation of cellular sig-
naling pathways. In the heart, the activation of -adrenergic receptors leads to the phos-
phorylation of several downstream target proteins that can influence cardiac function. In this
study a mass spectrometry-based approach was used for characterizing the cardiac phos-

phoproteome focusing specifically on -adrenergic regulated phosphosites.

The mass spectrometry analysis of murine p-adrenergic stimulated or inhibited hearts re-
vealed 430 phosphopeptides, which included several unknown phosphopeptides of impor-
tant cardiac proteins. 88 of these phosphopeptides could only be detected after -
adrenergic receptor activation. A relative quantification of selected sites with multiple reac-
tion monitoring (MRM) confirmed four newly identified sites as highly p-adrenergic regu-
lated. These four phosphopeptides contained a protein kinase A (PKA) consensus motif and
together with the other 35 potential PKA-targets specifically detected in -adrenergic tissue

form interesting starting points for further analysis.

Next, based on the mass spectrometry analysis, the functional characterization of two newly
identified PKA-phosphosites namely serine 37 of myozenin-2 (MYOZ2) and serine 567 of G
protein signaling modulator 1 (GPSM1) was performed. Both of these sites showed a high

extent of g-adrenergic regulation in the MRM measurement.

The functional analysis of MYOZ2 revealed a so far unknown nuclear localization, which was
additionally confirmed by the newly generated pS37-specific antibody. However, the muta-
tion analysis of the serine 37 phosphosite gave no hint of its involvement in the nuclear lo-
calization of MYOZ2. Moreover, an investigation of the interaction analysis of known binding
partners of MYOZ2 as well as the investigation of the negative regulation of calcineurin ac-
tivity did not reveal any serine 37 dependency. Hence, further investigation is required to

decipher the functional influence of serine 37.

Serine 567 phosphosite is part of one of the four goloco-motifs of GPSM1. These structural
motifs mediate interaction between the GPSM1 and the G protein Gai. To analyze the
GPSM1-Guai interaction a fluorescent resonance energy transfer (FRET)-based system was
constructed that allowed the monitoring of the goloco-Gai as well as the GPSM1-Gaii inter-
action. Using this approach, the dissociation of the goloco motif-Gai-complex upon recep-
tor stimulation was uncovered. The mutation of serine 567 to alanin, aspartat or glutamat
did not inhibit the goloco-Gai interaction or its dissociation upon receptor activation. An

elevated basal extracellular-signal regulated kinase 1/2 (ERK1/2) phosphorylation-level was
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observed upon overexpression of GPSM1, which could also not be connected to the phos-
phorylation of serine 567. All GPSM1-proteins showed an exportin 1-controlled nuclear lo-

calization, which was regulated through Gas or Gaq coupled receptor activity.

This study has revealed several (phosphoserine 567 independent) novel regulatory mecha-
nisms of the GPSM1 that contribute to a better understanding of GPSM1.
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10.1 Peptidsequenzen der synthetischen Standardpeptide

Tabelle 10.1.1: Peptidsequenzen der verwendeten drei synthetischen Standardpeptide.

Standard Peptidsequenz
Standard 1 SVENLPEAGIpTHEQR
Standard 2 PQEFSpSVERGR
Standard 3 LIEDNEpYTAR

10.2 MRM-Uberginge der ausgewahlten Phosphopeptide

Tabelle 10.2.1: Ubersicht der definierten MRM-Ubergénge der analysierten Phosphopeptide

Accession+Protein

Peptidsequenz

MRM-Uberginge

Q9DC77,
Small muscular protein

Q8BG95,
Protein phosphatase 1
regulatory subunit 12B

Q9JJWS5,
Myozenin-2

Q9JJWS5,
Myozenin-2

Q8CC35,
Synaptopodin

P59017,
Bcl-2-like 13 protein

Q6IR34,
G protein signaling
modulator 1

Q9ET78,
Junctophilin-2

RKESTPETEEGAPTTSEEK
(S3/T4)

RLpSSLFNK

KVpSIPR

VDGSNLEGGSQQGPSpTPPNTPDPR

VASLpSPAR

TpSPTPSVFVELGEEELEAVTARPEAVER

ApSVGSLPGLR

RSDpSAPPSPVSATVPEEEPPAPR

729,3%-> 483,27
729,3%-> 919,44
729,3%-> 584,32
729,3%-> 791,38

522,82*-> 526,25
522,82+-> 339,21
522,82*-> 539,33
522,82*-> 686,44

390,22*-> 454,28
390,22*-> 553,35
390,22*-> 454,28
390,22*-> 272,17

829,7%-> 272,17
829,7%-> 898,39
829,7%-> 715,33
829,7%-> 796,39

440,7**-> 612,35
440,7%*-> 343,21
440,7%*-> 412,23
440,7%*-> 525,31

539,7%*-> 494,20
539,7%*-> 774,41
539,7%*-> 673,36
539,7%*-> 207,09

518,82*-> 442,28
518,82*-> 699,41
518,82*-> 642,39
518,82*-> 555.36

818,382*->1021,49
818,382"-> 499,23
818,382*-> 537,31

818,382"-> 359,17
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Tabelle 10.2.2:
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Definierte MRM-Ubergénge der verwendeten drei synthetischen Standardpeptide.

Standard

Peptidsequenz

MRM-Uberginge

Standard 1

Standard 2

Standard 3 LIEDNEpYTAR

SVENLPEAGIpTHEQR

PQEFSpSVERGR

587,3%*->1217,5
587,3%-> 609,3
587,3%-> 560,3
587,3%-> 159,1

457,9%-> 425,2
457,9%-> 524,8
457,9%-> 588,8
457,9%-> 226,1

652.32*->1077,4
652.32*->948,3
652.32*-> 833,3
652.32"-> 347,2

10.3 Phosphopeptide mit Zuordnung zu verschiedenen Pro-

teinen

Tabelle 10.3.1: In Isoprenalin-stimuliertem Gewebe gefundene Phosphopeptide, die aufgrund mehr-
fach moglicher Peptid-Protein Identifikation von der finalen Auswertung ausgeschlossen wurden. In
rot sind potentielle PKA Konsensussequenzen gekennzeichnet, in Klammern sind nicht eindeutig

definierte Phosphorylierungsstellen enthalten.

RDpSFRR
ATDAEADVApPSLNR

DpSYVGDEAQSK

SRTSVQTEDDQLIAGQSAR, (T3/S4)
LEEAGGAPTSVQIEMNK
QKYEEpPSQSELESSQK

QAEEAEEQANpPTNLSK

070468, Myosin-binding protein C
Q8C147 Dedicator of cytokinesis protein 8
P58771, Tropomyosin alpha-1 chain
P58774, Tropomyosin beta chain

P62737, Actin, aortic smooth muscle
Q8BFZ3, Beta-actin-like protein 2

P60710, Actin, cytoplasmic 1

P68033, Actin, alpha cardiac muscle 1
P63260, Actin, cytoplasmic 2

P63268, Actin, gamma-enteric smooth muscle
P68134, Actin, alpha skeletal muscle
P26231, Catenin alpha-1

Q61301, Catenin alpha-2

Q02566, Myosin-6

Q91Z83, Myosin-7

Q02566, Myosin-6

Q91Z83, Myosin-7

Q02566, Myosin-6

Q91Z83, Myosin-7
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104 Identifiziert Phosphopeptide

Accession Sequenz P-Stelle(n) Peptid P-Stelle(n) Protein
A2AAJ9 AGLApSFR S5 8372
A2AAJ9 LQVPGGDpSDEETKTPSASPR S8 6503
A2AAJ9 TGEADLSHTSSDDESR S10/S11 5744/5745
A2AAJ9 KASLKDpSGEYTCETEASK S7 3325
A2AAJ9 RMpSREPTLDSISELPEEDSR S3 5690
A2AJI0 RKPGAGGpSPALAR S8 401
A2AMMO LSSVTEDEDQDAALTIVTVLDR S2/S3 19/20
A2AMMO GGYSPQEGGDPPpTPEPLK T13 334
A2AMMO pSISSAAPSK S1 257
A2ANO8 HVTLPSpSPR S7 2716
A2ASS6 ISTpSPIR S4 315
A2ASS6 YSpSPPAHVK S3 33930
A2ASS6 MpSPAMpSPAR S2, S6 1420, 1424
A2ASS6 TApSPHFTVSK S3 814
A2ASS6 VKpSPEPVTSHPK S3 34470
A2ASS6 KTPpSPIEAER S4 12871
A2ASS6 VKpSPETVKSPK S3 34464
A2ASS6 VKSPETVKpSPK S9 34470
A2ASS6 VKpSPETVKpSPK S3, S9 34464, 34470
A2ASS6 AVpSPTETKPTEK S3 34488
A2ASS6 TRPRpSPpSPVSSER S5, S7 34107, 34109
A2ASS6 SVKpSPLLIR S4 322
A2ASS6 IELSPpSMEAPK S6 2080
A2ASS6 SRpSPTPPSIAAK S3 264
A2ASS6 pSPPRFELSSLR S1 33920
A2ASS6 RRpTPpSPDYDLYYYR T3, S5 33859, 33861
A2ASS6 AVTpSPPR S4 34451
A2ASS6 APTPpSPVR S5 301
A2ASS6 VKpSPEPR S3 34457
A2ASS6 QQpSPSPIR S3 281
A6X87Z5 RNpSAPVSVSAVR S3 1163
008547 NLGpSINTELQDVQR S4 137
008715 RLpSEEACPGVLSVAPTVTQPPGR S3 55
008715 RRpSESSGNLPSVADTR S3 101
035295 RGGGSGGGDEpSEGEEVDED S11 316
035344 NVPQEESLEDpSDVDADFK S11 60
035479 DVYLpSPR S5 205
035609 KLpSPTEPR S3 78
054724 ATEEPSGTGpSDELIK S10 42
054724 ATEEPpSGTGpSDELIK S6, S10 38, 42
054724 LPAKLpSVSK S6 169
054774 HSSLPTEpSDEDIAPAQR S8 760
054940 KGSITEYTATEEK S3/T5 114/116
055028 STSATDTHHVELAR S1/T2 31/32
055111 pSLLTAGATHHVR S1 729
055111 GpSVGCCSFIEGELDDLFLDDLGLK S2 814
055143 EFDELSPpSAQR S8 663
055143 IMpSVIR S3 546
055143 EWGpSGSDTLR S4 555
070373 LGSRPpSIQEQSPLELR S6 208
070373 LGpSRPpSIQEQSPLELR S3, S6 205, 208
070373 GIpSLEEGALPDVSATR S3 295
070373 LGpSRPSIQEQSPLELR S3 205

070435 ESLKEEDEpSDDDNM S9 250
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070468 RDpSKLEAPAEEDVWEILR S3 307
070468 RTpSLAGAGR S3 273
070468 DApSPDDQGSYAVIAGSSK S3 72
070548 SMpSQEAQRG S3 161
088448 ASpSLNFLNK S3 575
POC7LO AISGPLPAPApPSPR S11 161
P04247 RHpSGDFGADAQGAMSK S3 121
P05064 GILAADESTGpSIAKR S11 39
P05064 GILAADEpSTGSIAKR S8 36
P07310 GpTGGVDTAAVGAVFDISNADR T2 322
P0O7901 EpSDDKPEIEDVGSDEEEEEKKDGDK S2 252
P08553 pSPVEEVKPKPEAK S1 610
P10637 SPVVSGDTpSPR S9 696
P10637 SPVVpSGDTpSPR S5/89 692/696
P10637 TDHGAEIVYKpSPVVSGDTpSPR T18/S19 688/696
P10637 SGYSpSPGpSPGTPGSR S5, S8 491, 494
P10711 KKEPAISSQNpSPEAR S11 100
P11499 IEDVGpSDEEDDSGK S6 255
P11499 EKEIpSDDEAEEEKGEK S5 226
P11531 SDSSQPMLLR S1/83/54 3614/3616/3617
P12367 RVpSVCAETFNPDEEEEDNDPR S3 96
P14152 KLpSSAMSAAK S3 241
P14602 SPpSWEPFR S3 15
P14602 QLpSSGVSEIR S3 86
P16283 GpSPSGLAPILR S2 296
P16546 pSLQQLAEER S1 1217
P20357 VDHGAEIITQpSPSR S11 1783
pP23927 APpSWIDTGLSEMR S3 59
P26039 VLVQNAAGpSQEK S9 2040
P26231 TPEELDDpSDFETEDFDVR S8 641
P26645 AEDGAAPSPSSETPK S10/S11/T13  140/141/143
P27546 VGpSLDNVGHLPAGGAVK S3 1046
P27546 RTSPSKPSSAPALKPGPK S3/S5 760/762
P27546 VGpSTENIK S3 914
P27546 DMpSPSAETEAPLAK S3 517
P27546 LATTVpSAPDLK S6 901
P29699 VMHTQCHSTPDpSAEDVR S12 138
P29699 HAFSPVASVESApSGETLHSPK S13 314
P30999 VGGpSSVDLHR S4 268
P31001 TFGGAPGFSLGpSPLSpSPVFPR S12, 516 28, 32
P31001 TFGGAPGFSLGpSPLSSPVFPR S12 28
P31001 TFGGAPGFSLGpSPLSSPVFPR S16 32
P31001 TSGGAGGLGpSLR S10 68
P31001 TSGGAGGLGSLR T1/S2 59/60
P31001 APpSYGAGELLDFSLADAVNQEFLATR S3 81
P35283 RPAGGSLGAVpSPALSGGQAR S11 15
P35486 YGMGTpSVER S6 232
P35486 YHGHpSMSDPGVSYR S5 293
P35486 YHGHpSMSDPGVpSYR S5, 812 293, 300
P35564 AEEDEILNRpSPR S10 582
pP39447 pSREDLSAQPVQTK S1 617
P42208 IYHLPDAEpSDEDEDFKEQTR S9 218
P47757 ELpSQVLTQR S3 263
P48787 AKEpSLDLR S4 167
P48962 LAADVGKGpSSQR S9 149
P48962 AAYFGVpYDTAK Y7 195
P49312 SEpSPKEPEQLRK S3 6
P49586 TSPpSSSPASLSR T1/S2, S4 342/343, 345

P49586 SPSPSFR S1/S3 331/333
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P50136 IGHHpSTSDDSSAYR S5 334
P50136 pSVDEVNYWDK S1 344
P50462 GIGFGQGAGCLSTDTGEH-

LGLQFQQpSPKPAR S26 95
P51174 IFSpSEHDIFR S4 55
P51667 RIEGGSSNVFSMFEQTQIQEFK S6/S7 S14/815
P51859 AGDVLEDpSPK S8 165
P52479 TCDpSPQNPVDFISGPVPDSPFPR S4 208
P53986 LKpSKEpSLQEAGK S3, S6 210, 213
P53986 LKpSKESLQEAGK S3 213
P54071 DQpTNDQVTIDSALATQK T3 92
P56212 KPpSLVASK S3 104
P56695 LNATApSLEQDKIEPPR S6 32
P57776 ATAPQTQHVpSPMR S10 133
P58771 AISEELDHALNDMTpSI S15 283
P58771 LVIIEpSDLER S6 174
P58871 DpSLGSFSTR S2 866
P59017 TpSPTPSVFVELGEEE-

LEAVTARPEAVER S2 343
P59017 KKpSHTGEAAAVR S3 387
P60840 KSpSLVTSK S3 108
P60904 SLpSTSGESLYHVLGLDK S3 10
P61014 RApSTIEMPQQAR S3 16
P61014 RApSpTIEMPQQAR S3, T4 16, 17
P61014 RASpTIEMPQQAR T4 17
P62071 KFQEQECPPpSPEPTR S10 186
P62908 DEILPTpTPISEQK T7 221
P70265 RNSFpTPLSSSNTIR T5 469
P70268 TDVSNFDEEFTGEAPTLpSPPR S18 920
P70271 IHIDPESQDCpSPATSR S11 111
P70452 QGDNIpSDDEDEVR S6 15
P70670 ADpSPPAVIR S3 565
P70670 GPVpSPPAR S4 257
P70670 GAPVPSTGAPPpSPK S12 765
P70670 GAPNALAESPApSPK S12 1285
P70670 DAPTTLAESPSpSPK S12 1492
P70670 DAPTTLAEpSPSSPK S9 1489
P70670 QIPTPEDAVTILAGSPLpSPK S18 1177
P83917 KADpSDSEDKGEESKPK S4 89
PO7379 SATPPPAEPASLPQEPPK S1/T3 225/227
PO7792 APQpSPTLAPAK S4 332
P97825 SNSpSEASSGDFLDLK S1/S83/54 85/87/88
P9O7855 STSPAPADVAPAQEDLR S1/T2/S3 229/230/231
QOP678 LGVSVpSPSR S6 530
QOOPI9 pSGDETPGSEAPGDK S1 159
Q1XH17 ILSEpSPPPAR S5 255
Q3TCH7 KGpSVSALMGR S3 10
Q3U0S6 SVpSELSLQGR S3 322
Q3UH68 pSPEPEATLTFPFLDK S1 719
Q3UH68 GSSDGRGSDSESDLPHR S3/S8 226/231
Q3UH68 SRQpTPpSPDVVLR T4, S6 215, 217
Q3UH68 QTPpSPDVVLR S4 217
Q3UHJO VGSLTPPpSpSPK S8, S9 621, 622
Q3UHZ5 GTPGpSSPYApSPR S5, S10 394, 399
Q3UHZ5 YEpSIDEDELLASLSPEELK S3 15
Q3UM45 RVEpSEEpSGDEEGKK S4, 87 24,27
Q3UMFO0 TLSSPTGTETNPPK S3/84 896/897
Q3UQS2 LYVVDpSINDLNK S6 24

Q3UQS8 SGSPGPLHSVSGYK S1/S3 726/728
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Q3UTJ2
Q3UTJ2
Q4FJu9
Q5DTJ9
Q5DTJ9
Q5EBG6
Q5FW52
Q511X5
Q5U4C3
Q6IR34
Q6NZJ6
Q6NZJ6
Q6P4S6
Q6P542
Q6PCP5
Q6PDHO
Q6PDHO
Q6PDHO
Q7TMY8
Q7TPWA1
Q7TPWA1
Q7TQD2
Q7TQG1
Q8BG95
Q8BG95
Q8BG95
Q8BGCO
Q8BGT6
Q8BGU5
Q8BGV8
Q8BH64
Q8BL43
Q8BL97
Q8BRKS8
Q8BTI8
Q8BTI8
Q8BTI8
Q8BTI8
Q8BTI8
Q8BTI8
Q8BVZ1
Q8BWBH1
Q8BWB1
Q8BWB1

Q8BWB1
Q8BZ03
Q8CORO
Q8C9H6
Q8C079
Q8CC35
Q8CC35
Q8CC35
Q8CC35
Q8CC35
Q8CGB6
Q8CHG7
Q8CHW4
Q8CI12

RKpSEPAVGPLR
SFISSSPSSPSR
RGSGSAEGEVEASQLR
TPVDEpSDDEIEHDEIPTGK
SRLpSPALSHR
RAPSAPLPGFSAPGR
AEYVFIVDpSDGEDEATCR
AVLPGpSPIFSR
APpPSPAPAVPSPK
ApSVGSLPGLR
KAApSLTEDR
pSFSKEVEER
RApSDGGANIQLHAQQLLK
QLpSVPASDEEDEVPAPIPR
ERpSMSENAVR
KLpSSGDLR
TLQPPEpPSPR
SPpSPTLGESLAPR
GSGTApSDDEFENLR
EMLApSDDEEESSPK
TVpSQESLTPGK

RLSLESEGANEGATAAPELSALEEAFR

pSIHEVDISNLEAALR
KTGSHNMLSEVANSR
RLpSSLFNK
RLpSSTSDIEEK
VLDEEGpSER
APSApPSPLAIHASR
SApSADNLILPR
AISAPTPSPTR

GPDEAIEDGEEGpSEDDAEWVVTK

THESApSVER

SGSIIGSR

SCpSAAGLHR
SEQPLSQVLPSLpSPEHK
TpSPLMLDR
pSPVPSAFSDQSR
VSpSPVLETVQQR
SSSPVTELTAR
RSpSSELSPEVVEK
SMpSQAMDMVLGK
SLTNQSDWDSPYLDMELAR
pTPPPMAPK
SPSPGELQVLSPLSPLSPEP-
PGAPVSQALQPTSLR
RFSTPAPQPTAEPLAPTVLVPR
RLpSSTSLASGHSVR
pSGLLENRTEK
AASPPSYTLDLGESQLAPPPSK
AASPPASASDLIEQQQK
AASPAKPSpSLDLVPNLPR
DRApSPAAAEEAVPEWASCLK
pSPVLER

VASLPSPAR
VApSEEEEVPLVVYLK
HLPGSGQQPPSPPAR
SETSPVAPR

AGpSPQLDDIR
SPpSVEHDEASDLEVR

S3
S8/S9
S5/S3
S6

S4

S3

S9

S6
S3, S9
S2

S4

S1

S3

S3

S3

S3

S7

S3

S6

S5

S3
S3/S6
S1
T2/S4
S3

S3

S7

S5

S3

S7
S13
S6
S1/S3
S3
S13
T1/S2
S1

S3

S2

S3

S3
S1/T3
T1

S1/S3
S3/T4

S3

S1
S3/S6/T8
S3/87/S9
S3

S4

S1

S5

S3

S10
T3/54

S3

S3

339
381/382
129
924
1042
16

85

394
676, 682
567
1211
1187
493
103
129
565
445
522
1907
16

296
31/34
992
444/446
420
502
613
496
326

59

438
221
210/212
491
1216
2350/2351
2404
1359
1068
1340
163
342/344
702

92/94
891/892

189

197
328/331/333
335/339/341
839

672

535

765

258

1087
663/664
540

131

158



Anhang 159

Q8CI51 RGpSQGDIK S3 228
Q8CJ53 VPpSDSSLGTPDGRPELR S3 296
Q8K1Z0 YTDQpSGEEEEDYESEEQLQHR S5 81
Q8K2F8 SSPQLDPLRK S1/82 182/183
Q8K2F8 SPTMEQAVQTASAHLPAPAPVGR S1/T3 192/194
Q8K2K6 GTPSQpSPVVGR S6 181
Q8K2z4 RTpTPIR T3 1380
Q8K3HO VNQSALEAVTPpSPSFQQR S12 401
Q8K4G5 STpSQGSINSPVYSR S3 496
Q8K4G5 STSQGpPSINSPVYSR S6 499
Q8K4G5 STpSQGpPSINSPVYSR S3, S6 496, 499
Q8K4G5 TLpSPTPSAEGYQDVR S3 475
Q8K4G5 TLpSPTPpSAEGYQDVR S3/37 479
Q8K4G5 QpSLGEpPSPR S2, S6 466, 470
Q8K4G5 QpSLGEpPR S2 466
Q8K4G5 QpLGEpPSPR S6 470
Q8K4G5 SpSGREEDEEELLR S2 671
Q8K4I3 KApSEEEYVIR S3 639
Q8K4L3 RGpSLELGNPSAAHLGDELK S3 960
Q8K4L3 SLpSDYTGPPQLQVPR S3 510
Q8K4L3 LPpSPTVAR S3 728
Q8K4Q0 ILDTSSLTQSAPAPSPTNK S14 863
Q8K4Z3 RGpPSETMAGAAVK S3 43
Q8K019 IDIpSPSALR S4 656
Q8K124 SSpSLGDLLR S3 395
Q8K558 SSDSGLPSDIPHVR S1/82 228/229
Q8N7N5 GHGHpSDEEDEEQPR S5 100
Q8R1B4 QPLLLpSEDEEDTKR S6 39
Q8R4H2 VAEHGpPTPKPFR T6 736
Q8R361 TYpSDEASQLR S3 307
Q8R550 ASSPSLFSTEGKPK S2/33 631
Q8VDD5 KGTGDCSDEEVDGKADGADAK T3/S7 1943
Q8VDN2 EVSMDDHKLpSLDELHR S10 47
Q8VH51 DKpSPVREPIDNLTPEER S3 136
Q8VHH7 THEIpSVR S5 39
Q8VHX6 LGpSFGSITR S3 2234
Q9CQF4 EADEEDpSDEETSYPER s7 106
QICR86 TFpSATVR S3 53
QICR86 GNVVPpSPLPTR S6 42
QICWED NApSVPNLR S3 100
QICWED ASSFADMMGILK S2/33 234/235
Q9CY58 SKSEEAHAEDSVMDHHFR S1/33 327/329
QoCYZ2 NSATFKpSFEDR s7 180
Q9CZz44 KKpSPNELVDDLFK S3 114
Q9CZ44 RRHpSGQDVHVVLK S4 176
Q9CZJ2 SIDSpSFR S5 280
Q9CZJ2 pSIDSSFR S1 276
Q9CZJ2 pSIDSpSFR S1, 85 276, 280
Q9CZJ2 SPVPpSPPGpSPR S5, S9 25, 29
Q9CZJ2 SPVPpSPPGSPR S5 25
Q9DOF9 AIGGIILTApPSHNPGGPNGDFGIK S10 117
Q9DOV7 KLpSGDQITLPTTVDYSSVPK S3 36
Q9D1LO RAPAAQPPAAAAPSAVGPSPAAAPR s18 45
Q9D2N4 SSPPKDSEVEQNK S1/82 362/363
Q9DBC7 EDEIpSPPPPNPVVK S5 83
Q9DBR7 KTGSYGALAEISASK T2/S4 445
Q9DBS9 ALVHQLpSNESR s7 405
Q9DC77 RKEpSTPETEEGAPTTSEEK S4/T5 36/37

Q9DCF9 KLpSEADNR S3 105
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Q9ODCT8
Q9EQN3
Q9EQW7
QOET54
QOET78
QOET78
QOET78
QOET78
QOET78
QOET78
Q9JHU2
Q9JHU2
Q9JHU2
Q9JI91
Q9JI99
Q9JIX8
Q9JJGO
Q9JJW5
Q9JJW5
Q9JJW5
Q9JK92
Q9JKB3
Q9JKS4
Q9JKS4
Q9JKS4
Q9JKS4
Q9JLN9
Q9JLV1
Q9JLV1
Q9JLV1
Q9JLV1
Q9JLV1
Q9QXS1
Q9QYB5
Q9QYGO
Q9QYGO
Q9QYGO
Q9QYGO
Q9ROL6
Q9R0Q7
Q9R078
QOWTX2
Q9WUB3
Q970X4
Q971D1
Q9Z1E4
Q9Z1E4
Q9z1P7
Q97219
Q52KI18
Q52KI18
Q65CLA1
Q65CLA1
Q70KF4
Q70KF4
Q70KF4
Q80TV8
Q80UU9
Q91VW5

KTpSGPPKGPSK
VEVESGGSAAAPTPPLSR
RApSNQELTEVGR
IAPSDEEIQGTK

TpSLGSQR

TpSLSSLR
ETPQPEGGPPpSPAGPTPPQPK
RSDpSAPPSPVSATVPEEEPPAPR
RSDpSAPPpSPVSATVPEEEPPAPR
EpSPQLHER
MELpSPSRApPSPGK
VIpSPGPNFQER
SGPQCSSPTCQEETEDVR
MLDAEDIVNpTPKPDER
RNpSLTGEEGELVK
SLpSPLSGTTDTK

VQNpSPPVGR
pSPPNPENIAPGYSGPLK

VDGSNLEGGSQQGPSpTPPNpTPDPR

KVpSIPR

pSPPPFPGEPWK
pSRPLNAVSQDGK
DPALDTNGSLApTPSPpSPEAR
DPALDTNGSLApTPSPpSPEAR
ASSEGAQGSVpSPK
RPIPISTTAPPIQpSPLPVIPHQK
KLHVpSTINLQK
SQSPAASDCSSSSSSASLPSSGR
SSLGSHQLPR
AAPPSPAPAEPAAPK
pSPPPAEKVEVK
VSSAPIPCPSPSPAPSAVPpSPPK
RApSFAEK
TEEVLSPDGSPSKpSPSK
TApPSLTSAAPSIDGSR
SRTAPSLTSAApSIDGSR
TApSLTSAASIDGSR
TASLTSAAPSIDGSR
VTNAIpSPESSPGVGR
DWEDDpSDEDMSNFDR
pSQNNFVAILDLPEGEHQYK
EDpSGTFSLGK

KQIpSVR

RTpSLPCIPR
GIPLPTGDTSPEPELLPGDPLPPPK
HSSPHQSEDEEEPR
HSSPHQpSEDEEEPR
SpSPAPNPALASPGPAQLQLVR
INFDpSNSAYR
REpSPSPAPKPR
EKpSPELPEPSVR
TPEELEDVpSDLEDDHEVR
pSHTSIQTEGK
RHpSDTDDGPGMYFEK
ETSPpSPLSPEVEHR
GpSFSSTPELGHTSLLLK
SRpSDIDVNAAASAK
LLKPGEEPSEYpTDEEDTKDHSK
VPpSMESLFR

S3
T12
S3

S3

S2

S2

S11

S4

S4, S8
S2

S4, S9
S3
S1/86/S7/T9
T10
S3

S3

S4

S1
T16, T20
S3

S1

S1
T12, S16
S16
S11
S14
S5
S1/S3
S1/82
S4

S1

S20
S3
S14
S3, S9
S1/T3, S5
S3

S9

S6

S6

S1

S3

S4

S3
T9/S10
S2/S3
S2/83, S7
S1/82
S5

S3

S3

S9

S1

S3

S5

S2
S1/S3
T12

S3

104

219
1600
901

231

162

479, 483
593

593, 600
462

370, 375
278
379/384/385/387
237

101

479

419

116

107, 111
37

87

328

119, 123
123

179

98

1261
176/179
200/201
404

360

390
1729
681

332, 338
328/330, 332
332

338

65

113

108

18

15

310
41/42
652/653
652/653, 657
167/166
279

448

220

637

647
2905
769
1083
598/600
205

93

160
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Q91W69
Q91W92
Q91W98
Q91WKO
Q91YES8
Q91YES8
Q99JB8
Q99KIO
Q99L43
Q99L88
Q99M08
Q99MR9
Q99MR9
Q99MS7
Q99MS7

Q99P72
Q99PL6
Q149B8
Q56976
Q56976
Q56976
Q921C5
Q924C5
Q924C5
Q01815
Q02248
Q02257
Q02257
Q02357
Q02566
Q02566
Q02566
Q04735
Q05512
Q60932
Q61136
Q61136
Q61165
Q61234
Q61234
Q61235
Q61235
Q61584
Q61699
Q61703
Q62077
Q62093
Q62234
Q62261

Q62261

Q62261

Q62407
Q62407
Q62407
Q62407
Q62407
Q62407
Q62407

TPVLPSGPPIADPWAPSpSPTR
RSDpSLLSFR

DRGPEApTR
RGSGDpTSSLIDPDTSLSELR
AQpSPTPSLPASWK
GCVApSPVEGGR
GGRpSPDEVTLTSIVPTR
VDVpSPTSQR
LDGETApSDSESR

GSGTGHPVPGVAQAPDpSPAGVR

RGPSFEAGR
RGSGSPSEDMYLDTPTSASR
ATFKPGFpSPQPSR
LGDpTPEAPPR
GQGSEPAAITGGQVGPET-
PEPPPPSPPETR

RGSGSVDETLFALPAASEPVIPSSAEK

GKpSPQLALR

APHSPESPGHpSDNPQSSPDSLEASPR

IDIpSPSTFR

ASVSDLpSPR

NKKpSPEIHR

pSPVLLPK
RLpSGVEEAVLSTPVR
KIpSPDR
AlpSGDLTAEEELDK
RpTSMGGTQQQFVEGVR
ALMGpSPQLVAAVVR
RVpPSVELTNSLFK
IPCVPTPETWVIR
GKLpSYTQQMEDLKR
KMEpSDLTQLQTEVEEAVQECR
NLQEEIpSDLTEQLGEGGK
KISTEDINKR
VPApSPLPGLDR
LTFDSSFpSPNTGKK
KKpSPIVNER

pSKpSPVDLR

LDpSPTLSR

QPSSPGPQPR
NSAGGTSVGWDpSPPASPLQR
GPAGEASApPSPPVR
GLGPPpSPPAPPR
AINGPTSApSGDEIPKLPR
IEpSPKLER

pTILDDLR

EGpSFEAR

TSPDTLR
DALLGSNPNKPpSPPSSPSSR
RPPpSPDPNTK
AQTLPTSVVTITSESpSPGKR
GDQVSQNGLPAEQGpPSPR
AAPSVELPQR

ApSPVLAVR

RLpSSTLER
MPpSIPEEPEHGDLER
RLpSLSLSQK

LSLSLpSQK

RLpSLSLpSQK

S17/918
S4

T7
T6/S7/S8
S3

S5

sS4

sS4

s7

S17

S3
S3/35/S6
S8

T4

S24
S3/S5
S3
S4/S7/511
S4

S7

S4

S1

S3

S3

S3
T2/S3
S5

S3

T5
S4/T5
S4/T7
S7
S3/T4
S4

S8

S3
S1, S3
S3
S3/S84
S12
S9

S6

S9

S3

T1

S3
T1/S2
S12
S4
S16
S15
S3

S2

S3

S3

S3

S6
S3, 87

161

386/387
207

194
111/114/116
895

300

319

559

32

86

19
48/50/51
40

448

284
165/167
36
156/159/163
679

243

669

578

230

219
1670
551/552
182

665

862
1309/1311
1734/1736
1512
110/111
453

117

278
292, 294
697
194/195
183

90

75

643

810

335
1248
25/26
863
2102
2340
2137
2042
2451
2462
1177
2413
2417
2413, 2417



Anhang

Q62407
Q62407
Q62407
Q62407
Q62407
Q62407
Q62407
Q62407
Q62407
Q62407
Q62407
Q62417
Q62417
Q62417
Q62417
Q62417
Q62448
Q63918
Q63918
Q63918
Q63918
Q64012
Q64727
Q64727
Q64727
Q64727

RGpSSAESALPR
GSpSAESALPR
RGpSpPSAESALPR
ATpSEGESLR

pTPPVLAEK

SALLPPPpSPR
VApSPPPGVSEK
GpTPDSPAQPAAAPR
AApPSSEAAPHHQPPPESR
SDpSPPAPLRPWVPLR
SSpSFSQGEAEPR
DIpSPEEIDLK

YpSFSDDTK
RAGEQDPVPTPAELTpSPGR
GTPSSSPVpSPQESPK
REpSDGTPGGLASLENER
TQPTPPLGQTPQLGLK
SSPFKVpSPLSFGR
SSPFKVSPLSFGR
SpSPFKVpSPLSFGR
DEEALEDpPSAEEK
LPAPQEDTASEAGPTPQGEVQTR
DPNApSPGDAGEQAIR
GQGApPSPVAMQK
pSLLDASEEAIKK
GWLRDPNApPSPGDAGEQAIR

S3/94
S3

S3, 84
S3

T

S8

S3

T2

S3

S3
S1/92/S3
S3

S2
T15/S16
S9

S3

T3

s7
S1/82
S1/S82, S7
S8

T14

S5

S5

S1

S9

2020

2021

2020, 2021
2498

2303

316

2288

2774

2114

423
2133/2134/2135
345

254
184/185
58

432

507

293
287/288
287/288, 293
218

274

290

346

721

290

162



Anhang 163



