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Allgemeines

Falls nicht gesondert vermerkt, wurden Chemikalien hochster analytischer Reinheit der

Firmen Roth, Merck oder Sigma verwendet.

Summenformeln verwendeter Chemikalien sind nach IUPAC bezeichnet, sofern keine Ab-

kirzung fur den entsprechenden Stoff angegeben ist.
Alle Lésungen und Puffer wurden mit Milli Q (bidest) Wasser hergestellt.

Prozentangaben beziehen sich fur Feststoffe auf deren Gewichtsanteil pro Volumen (m/v), fir

Flissigkeiten auf deren Volumenanteil (v/v).

Bel der Verwendung von kommerziell erhdtlichen Kits waren alle verwendeten Puffer und

Reagenzien Bestandteile des jeweiligen Kits.

Fur Arbeiten mit DNA wurden alle Materialien und Losungen 20 min bei 121°C und 1,2 bar

autoklaviert oder sterilfiltriert.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 cGMP-abhangige Proteinkinasen

Seit Uber 100 Jahren werden organische Nitrate zur Behandlung der Symptome koronarer
Herzerkrankungen eingesetzt und zéhlen damit zu den dltesten Arzneistoffen der Pharmazie.
Anfang der 80er Jahre wurde ein gefderweiternder Stoff der Endothelschicht von
Blutgefdlien entdeckt (,, endothelium-derived relaxing factor* = EDRF), der mit biologisch
freigesetztem NO (Ignarro et a., 1987; Palmer et a., 1987) identisch ist. Im Organismus wird
NO aus der Aminosaure L-Arginin von den drei bekannten Formen der NO-Synthase
(neuronale NOS I, induzierbare NOS I, endothelidle NOS I1Il) gebildet. Neben der
relaxierenden Wirkung auf die glatte Muskulatur vermittelt NO zahlreiche Effekte, wie die
Hemmung der Thrombozytenaggregation, die Modulation der synaptischen Transmission im
ZNS und eine unspezifische Immunabwehr durch seine Zytotoxizitét bei Freisetzung aus

M akrophagen und Granulozyten.

Von NO freisetzenden Pharmaka wusste man bereits, dass NO die |6sliche Isoform der
Guanylylzyklase (sGC) aktiviert (Katsuki et a., 1977). Dadurch wird die Bildung von zykli-
schem Guanosinmonophosphat (cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP) induziert und Uber
einen cGMP-abhangigen Weg die glatte Muskulatur relaxiert. Der Botenstoff cGMP wird
auch von einer membranstandigen Guanylylzyklase (pGC) gebildet, deren Isoformen A, B
und C durch natriuretische Peptide (ANP, BNP, CNP) und Guanylin aktiviert werden. Als
»Second messenger hat cGMP drei bisher bekannte Zielstrukturen, die das NO Signal in
verschiedenen Zelltypen vermitteln. Dazu gehdrt die Gruppe der Phosphodiesterasen
(Sonnenburg and Beavo, 1994), Zyklonukleotid-aktivierte Kationenkandle (CNG-Kanéle) in
der Retina und im olfaktorischen System (Biel et al., 1998) sowie cGMP-abhangige Protein-
kinasen. In Abb. 1-1 sind die Synthesewege und Rezeptoren von cGMP schematisch
dargestellt. Die Vermittlung des NO Signals tber cGMP-Kinase | und ihr Substrat Phospho-

lamban ist Gegenstand dieser Arbeit und soll im folgenden genauer erklart werden.
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cGMP-Kinase
Abb. 1-1: Synthese und Rezeptoren von cGMP

Zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) kann sowohl von der 16dlichen Guanylylzyklase (SGC) nach
Aktivierung durch Stickstoffmonoxid (NO), als auch von partikuldrer Guanylylzyklase (pGC) nach
Aktivierung durch die natriur etischen Peptide (ANP, BNP, CNP) oder Guanylin aus Guanosintriphosphat
(GTP) gebildet werden. Zielproteine fir cGMP sind Phosphodiesterasen (PDE), cGMP-Kinasen und

Zyklonukleotid-aktivierte Kationenkanale (CNG-K anéle).

1.1.1 Struktur, Lokalisation und Funktionen der cGM P-abhangigen
Proteinkinasen

Die cGMP-abhangige Proteinkinase wurde erstmals in Arthropoden beschrieben (Kuo and
Greengard, 1970) und wenig spéater fand man in Sdugetieren eine zytosolische (cGK 1)
(Hofmann and Sold, 1972) und eine membranstandige Form der Kinase (cGK 1) (de Jonge,
1981). Die Klonierung der cGMP-Kinase | aus dem glatten Muskel von Rindern zeigte die
Existenz zweier Spleivarianten a und 3, die sich in den ersten 90-100 Aminosauren unter-
scheiden (Wernet et al., 1989). In ihrer Grundstruktur haben alle cGMP-Kinasen neben dem
N-Terminus eine regulatorische und eine katalytische Doméane (Pfeifer et al., 1999). Die
regul atorische Doméne enthélt zwei cGMP Bindungsstellen und ist fir die Aktivierung der
Kinase verantwortlich. Die Bindung von cGMP fihrt zur Konformationsdnderung des
Enzyms (Chu et al., 1997), die autoinhibitorische Wirkung des N-Terminus wird aufgehoben
und die katalytische Doméne kann mit dem Substrat interagieren. Durch das Binden von
Mg-ATP katalysiert sie die Ubertragung des endstandigen Phosphatrestes von ATP auf den
Serin- oder Threoninrest eines Zielproteins. In Anwesenheit von cGMP wird die Kinase
zusétzlich am N-Terminus autophosphoryliert und ihre basale Aktivitét erhoht (Smith et al.,
1996). Die ersten 50 Aminosauren des N-Terminus beinhalten einen sogenannten ,,Leucin-
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Zipper“, der Interaktionen mit anderen Proteinen eingehen kann und Homodimere bildet. Die
cGMP-Kinase Il ist durch Myristoylierung des N-Terminus fest in die Zellwand integriert
(Vaandrager et a., 1996), wahrend die cGMP-Kinasel zytosolisch oder an Membranen
assoziiert vorkommt (Keilbach et al., 1992).

Die Lokalisation der cGMP-Kinasen wurde in vielen Geweben untersucht. Die hdchste
Konzentration von cGMP-Kinasel fand man im glaiten Muskel, in Blutplétchen und im
Cerebellum. Auf3erdem wird sie im Hippocampus, in Dorsal Root Ganglien, der neuromus-
kuldren Endplatte und im Blutgefal3system der Niere exprimiert. Geringere Mengen kommen
in Endothel- und Immunzellen vor (Pfeifer et a., 1999). Die a Isoform ist vor alem in Lunge,
Herz und Cerebellum lokalisiert, wahrend die 3 Isoform im glatten Muskel von Uterus, Aorta
und Trachea Uberwiegt (Keilbach et a., 1992). Die cGMP-Kinase Il konnte in verschiedenen
Hirnregionen, der intestindlen Mukosa, der Niere, Chondrozyten und der Lunge nach-
gewiesen werden (Lohmann et al., 1997). Die Verteilung der cGMP-Kinasen in verschie-
denen Geweben lief3 Spekulationen Uber ihre dortige Funktion zu, jedoch weil3 man noch

wenig Uber die spezifischen Aufgaben der Varianten des Enzyms.

Die physiologische Bedeutung der cGMP-Kinasel ist entsprechend ihrer Lokalisation sehr
vielfaltig. Mehrere Arbeitsgruppen konnten die Protektion des Gefél3systems durch NO einem
cGMP-abhangigen Effekt der cGMP-Kinase | zuordnen (Garg and Hassid, 1989). Durch ihre
Aktivierung wird die Migration, Proliferation und Dedifferenzierung von glatten Muskel-
zellen unterdriickt und atheromattsen Geféf3erkrankungen vorgebeugt. In Blutplé&tchen be-
wirkt die cGMP-Kinasel eine Hemmung der Thrombozytenaggregation (Massberg et al.,
1999). Die wichtigste Aufgabe der cGMP-Kinase| ist die Relaxation der glatten Muskulatur,
deren molekularer Mechanismus im folgenden Abschnitt genauer dargestellt wird.

Im Gegensatz zur cGMP-Kinasel ist die genaue Funktion der cGMP-Kinase Il weitgehend
unbekannt. Sie spielt eine Rolle bei der Sekretion im Intestinum, indem die Ausscheidung von
Chlorid und Wasser erhoht wird (Vaandrager et a., 1998). In der Niere beeinflusst sie die
Reninfreisetzung durch einen noch vollig unklaren Mechanismus (Kurtz and Wagner, 1998;
Wagner et a., 1998). cGMP-Kinasell defiziente Mause zeigen zudem ein verkirztes
Knochenwachstum (Pfeifer et al., 1996), was auf ihren Einfluss auf die enchondrae
Ossifikation schlief3en | &sst.
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1.1.2 Relaxation desglatten Muskels durch cGMP-Kinase |

Seit der Entdeckung der NO/cGMP vermittelten Wirkung auf die Gefal3muskulatur ist dieser
Signalweg durch mehrere Mausmodelle verstandlicher geworden. Die Deletion der fir endo-
theliale NO-Synthase (Huang et a., 1995) und fir die Guanylylzyklase A (Lopez et al., 1995)
kodierenden Gene, zeigte eine Erhdhung des mittleren arteriellen Blutdrucks um 20 mmHg.
Die cGMP-Kinase| defizienten Méause sind ebenfalls hypertensiv, haben schwerwiegende
intestinale Stérungen und einen Defekt im Tonus der glatten Muskulatur verschiedener
Organe (Pfeifer et al., 1998). Diese Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass das Ziel-
protein der cGMP vermittelten Vasorelaxation die cGMP-Kinasel ist, zuma der cCAMP
Effekt in diesen Mausen nicht beeintrachtigt ist. Bisher wurden verschiedene Ca?* abhangige
und unabhangige molekulare Mechanismen beschrieben, Uber die ihre Isoformen a und 3 den

Tonus der glatten Muskulatur steuern.

Die cGMP-Kinase| Ubertragt ein neuronales oder hormonelles Signal durch Phosphory-
lierung auf verschiedene Substratproteine. Daraus kann eine Verminderung der intrazelluléren
Ca’*-Konzentration resultieren, die zur Relaxation der glatten Muskulatur fuhrt. Ein Substrat
der cGMP-Kinasel ist der IPs-Rezeptor Typ |, der die Freisetzung von Calcium aus intra
zelluléren Speichern des sarkoplasmatischen Retikulums (SR) steuert. Der 1Ps-Rezeptor wird
durch cGMP-Kinase | entweder direkt inhibiert (Komalavilas and Lincoln, 1996), oder von
dem IP;-Rezeptor assoziierten Substrat IRAG (Schlossmann et al., 2000) moduliert. Neben
dem Ausstrom von Calcium aus dem SR, steht auch dessen Wiederaufnahme durch eine
spezifische Ca?*-ATPase des SR (SERCA) unter der Kontrolle der cGMP-Kinase. Die
Phosphorylierung ihres Regulators Phospholamban erhoht die Affinitée von SERCA flr
Calciumund die Ca?*-Aufnahmein das SR.

Aus dem Extrazellularraum fliet Calcium durch spannungsabhangige Ca?*-Kandle in die
Zelle. Die cGMP-Kinase| stimuliert sogenannte maxi K*-Kanadle (BK-Kandle) und erhoht
damit deren Offenwahrscheinlichkeit (Alioua et al., 1998). Es kommt zur Hyperpolarisation
der Zellmembran, L-Typ Ca**-Kanale werden geschlossen und der Ca®* -Einstrom in die Zelle
vermindert. Die Ca*-aktivierten BK-Kanale kdnnen den Muskeltonus zudem durch negative

Rickkopplung steuern.
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Neben dem Einfluss auf die Ca®*-Konzentration des glatten Muskels wurde kiirzlich ein
Calcium unabhangiger Weg der cGMP-Kinase | a zur Regulation des Geféftonus beschrie-
ben (Surks et al., 1999). Dabei wird die regulatorische Untereinheit (MBS =, myosin binding
site”) der Myosin Leichtketten Phosphatase (MLCP) phosphoryliert, wobel es noch unklar ist,
welche physiologische Bedeutung der Phosphorylierung der MBS durch cGMP-Kinase
zukommt. Eine direkte Wirkung auf die Aktivité der Phosphatase konnte nicht gefunden
werden (Nakamuraet al., 1999).

In Abb. 1-2 sind die verschiedenen Mechanismen der cGMP-Kinase | dargestellt, die zum
Erschlaffen der glatten Muskulatur fihren kénnen.

Hormon

|

Rezeptor NO

L-Typ
Ca’-Kanal

[~
=~ \
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Q 0000 J
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E 0000
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T < ho00
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é
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\ \ BK-Kanal

MBS/MLCP
Sarkoplasmatisches Wm
Reti
etikulum in/Myosin

glatte Muskelzelle

Abb. 1-2: M echanismusder Vasorelaxation durch cGMP-Kinase |

Die cGMP-Kinase| kann den Tonus glatter Muskelzellen durch Regulation der Ca*-Freisetzung aus
intrazellularen Speichern oder den Einstrom von Ca®** aus dem Extrazellularraum steuern. Zielproteine
der Kinase sind der |P;-Rezeptor Typ | (IPsRez 1) oder sein Modulator IRAG, Ca**-abhéngige K *-K anéle
(BK-Kanale) und Phospholamban (PLB), das den Riickstrom von Ca?" in das SR durch die Ca*-ATPase
(SERCA) reguliert. Durch Phosphorylierung der regulatorischen Untereinheit (MBS) der Myosin L eicht-
ketten Phosphatase (ML CP) kann die cGM P-Kinase | a direkten Einfluss auf die Kontraktion des glatten

M uskels nehmen.
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1.2 Phospholamban

1.2.1 Struktur und Lokalisation von Phospholamban

Phospholamban ist ein kleines 5 kD Protein, das erstmals Anfang der 70er Jahre in Membra-
nen des sarkoplasmatischen Retikulums beschrieben wurde (Kirchberber et al., 1975). Seine
Struktur weist drei charakteristische Teile auf. Die ersten 30 Aminosduren (AS) stellen einen
hydrophilen, zytosolisch lokalisierten Bereich dar und lassen sich in die Doménen la (AS 1-
20) und Ib (AS 21-30) unterteilen. Die Doméne la ist dabel hauptverantwortlich fir seine
Assoziation mit der Ca®*-ATPase des SR (SERCA) und den modulatorischen Effekt, den
Phospholamban auf dieses Enzym ausiibt (Toyofuku et al., 1994). Sie beinhaltet drei Phos-
phorylierungsstellen fur verschiedene Proteinkinasen. Dem zytosolischen folgt ein transmem-
brandrer Bereich am C-Terminus des Proteins (AS 31-52), der einen Leucin-Zipper enthalt
und der fur die Verankerung in der Membran des SR verantwortlich ist. Aul3erdem hat diese
Domaéne Il einen inhibitorischen Effekt und reguliert die Affinitdt von SERCA fir Calcium
(Kimura et a., 1996). Die Kopplung von Domane la und Il wird dem dazwischenliegenden
Bereich Ib zugeschrieben, der zusétzlich die Interaktion zwischen Phospholamban und
SERCA reguliert (Kimuraet al., 1998).

In vitro phosphorylieren folgende Kinasen Phospholamban an drei Stellen der Doménel:
cAMP-Kinase an Ser'®, Ca?*/Camodulin-abhéngige Kinase an Thr'’, Proteinkinase C an
Ser’® (Simmerman et a., 1986). Bisher wird der Phosphorylierung durch all diese Kinasen die
Aktivierung der Ca*-ATPase zugeschrieben.

Bel Auftrennung in SDS-Polyacrylamidgelen zeigt Phospholamban zwei Banden bei 25 kD
und bei 5kD. In Membranvesikeln aus Geweben von Sdugern und nach Expression des
Proteins in bakteriellen Systemen (Cook et al., 1989), konnte man die Bildung von Homo-
pentameren beobachten, die sich durch Kochen teilweise zum Monomer reduzieren lassen
(Jones et a., 1985). Mutationen in der Domanell des Proteins zeigten, dass der Leucin-

Zipper fur die Bildung des Pentamers verantwortlich ist (Simmerman et al., 1996).

Phospholamban ist Gberwiegend im Herzmuskel (Ferguson et al., 1988) und weniger stark im
langsamen Skelettmuskel (,roter Muskel*) (Jorgensen and Jones, 1986) sowie in Geweben
der glatten Muskulatur (Suzuki et al., 1986) exprimiert. Kurzlich wurde seine Existenz auch
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im Endothel von Gefél3en beschrieben (Sutliff et al., 1999). Immunzytochemische Unter-
suchungen von Phospholamban zeigten seine subzellulére Lokalisation zum Teil zytosolisch,
aber hauptséchlich perinukledr (Cornwell et a., 1991) an Membranen des sarkoplasmatischen

Retikulums gebunden.

1.2.2 Regulatorische Funktion von Phospholamban

Die regulatorische Wirkung von Phospholamban auf die Ca?*-ATPase des SR wurde schon
frih erkannt und damit die Aufgabe, die intrazelluldre Ca®* Konzentration zu steuern (Tada
and Kirchberger, 1976). Der Einfluss des Proteins auf die (B-adrenerge Stimulation des
Herzens ist anhand von drei Mausmodellen, die eine unterschiedliche Expression des Gens
zeigen, sehr gut untersucht. Phospholamban wurde einerseits tberexprimiert (Kadambi et al.,
1996), seine Expression reduziert (Luo et a., 1996) und das Gen komplett deletiert (Luo et
al., 1994). Verminderung oder Deletion von Phospholamban fihrte zu einer erhthten Fre-
guenz von Relaxation und Kontraktion in isolierten Kardiomyozyten und zu einer verstarkten
Affinitét der Ca?*-ATPase fir Calcium. Die Uberexpression von Phospholamban in Mé&usen
zeigte eine verminderte Ca®*-Bindung der Ca**-ATPase und eine verlangsamte Kontraktilitét
der Zellen. Dieser Zusammenhang ist in Abb. 1-3 dargestellt. Neben der Wirkung auf den
Herzmuskel wurde gezeigt, dass der Gefaldtonus in PLB-defizienten Mausen erhoht ist und
seine Sengitivitat gegenuber der Stimulation mit Kaliumchlorid oder Phenylephrin vermindert
ist (Lalli et a., 1997). Eine &hnliche, regulatorische Funktion wurde im langsamen
Skelettmuskel beschrieben (Slack et al., 1997).



8 Einleitung

PLB PLB
Deletion Uberexpression
SR ~ SR
PLB
= | =
e s e
2 p o /‘\
Zeit Zeit Zeit

Abb. 1-3: Schematische Darstellung von Phospholamban und SERCA in verschiedenen Mausmodellen

und dieresultierende Kraftentwicklung im Her zen

Verschiedene Expressionsmuster von Phospholamban resultieren in einer erhéhten (a, PLB , knock out™)
bzw. erniedrigten (c, Uberexpression von PLB) Kraftentwicklung des Herzmuskels im Vergleich zu Wild-

typtieren (b).

Aus: Phospholamban: A Protein Coming of Age (Kadambi and Kranias, 1997)

Durch Phosphorylierung von Phospholamban wird seine inhibitorische Wirkung auf die Ca?*-
ATPase aufgehoben und die Aufnahme von Calcium in das SR stimuliert. In vivo Unter-
suchungen am Herzen zeigten phosphoryliertes Phospholamban nach (-adrenerger Stimu-
lation mit Isoproterenol (Wegener et al., 1989). Dabei geht die Ubertragung des Phosphates
auf Ser'® durch cAMP-Kinase der von Thr!’ durch Ca**/Calmodulin-abhangige Kinase voraus
(Kuschel et al., 1999). Die unabhéngige Funktion beider Phosphorylierungsstellen ist jedoch
noch unklar. In vitro wird Phospholamban in Membranen des kardialen und glatten Muskels
durch Zusatz der cGMP-abhangigen Proteinkinase (Raeymaekers et al., 1988) und nach
Stimulation mit ANP phosphoryliert (Sarcevic et al., 1989). Twort et a. fanden nach
Erhdhung der cGMP Konzentration eine gesteigerte Aktivitat der Ca®*-ATPase (Twort and
van Breemen, 1988). In kultivierten Zellen der Aorta konnten diese Ergebnisse bestétigt
werden (Cornwell et a., 1991), wobei die Aktivierung von Phospholamban durch cGMP-
Kinase in vivo kontrovers diskutiert wird (Huggins et al., 1989).
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Als Regulationsmechanismus der Ca**-ATPase durch Phospholamban wird auch die Bildung
von Homopentameren angesehen. Mehrere Arbeitsgruppen konnten durch Mutationen in der
Doménell des Proteins zeigen, dass die monomere Form von Phospholamban den effek-
tiveren Inhibitor der Ca®*-ATPase darstellt (Autry and Jones, 1997; Kimura et al., 1997). Das
Gleichgewicht von Mono- und Pentamer ist dabei auch von der Phosphorylierung des
Proteins abhangig und nach Aktivierung durch eine Kinase in Richtung des Pentamers ver-
schoben (Cornea et al., 1997). Der genaue Mechanismus der Regulation des Calciumein-
stroms in das SR durch Phospholamban und weitere Aufgaben des Proteins in der Zelle sind
noch nicht geklart. Neben der regulatorischen Funktion durch die Assoziation mehrerer Mole-
kiile, wurde der pentameren Struktur die Funktion eines fiir Ca®*-lonen durchl&ssigen Kanals
zugeschrieben (Herzyk and Hubbard, 1998; Kovacs et a., 1988). Zu dieser Theorie fehlen

aber noch genauere Untersuchungen.

1.3 Zielsetzung der Arbeit

In der Mikrosomenfraktion glatter Muskeln wurde ein Substratkomplex der cGMP-Kinase |
beschrieben (Schlossmann et al., 2000), der fir die Regulation der intrazelluléaren Calcium-
konzentration durch das sarkoplasmatische Retikulum verantwortlich gemacht wird. Neben
dem IPs;-Rezeptor Typ | und IRAG kommen noch andere Substrate der cGMP-Kinase in
Membranpraparationen der Gefalmuskulatur vor (Casnellie and Greengard, 1974; Li et a.,
1996). Es war Zidl dieser Arbeit, die Beteiligung weiterer Bestandteile des oben genannten
Komplexes zu untersuchen. Dazu sollte die partikul&re Fraktion aus dem Trachealmuskel von
Rindern prépariert und daraus die an cGMP-Kinase assoziierten Proteine gereinigt und
charakterisiert werden. Die Aufklérung dieser funktionellen Einheit kann weitere Aufschltisse

Uber die Regulation des Tonus der glatten Muskulatur geben.
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2 Material und Methoden

2.1 Kultur und Transfor mation von Bakterien

2.1.1 Verwendeter Stamm

In dieser Arbeit wurde zur Amplifikation von Plasmiden der Escherichia coli Stamm XL2-

Blue Mrf” verwendet. Die Bakterien wurden chemisch kompetent von der Firma Stratagene
bezogen. Der Genotyp des Stammes kann mit A(mcrA)183 A(mer CB-hsdSMR-mrr)173 endAl
SUPE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F proAB lacl%ZAM15 Tnl10 (Tet’) Amy Cam]?®

beschrieben werden.

2.1.2 Nahrmedien

LB-Medium

Pepton (Gibco-BRL)
Hefeextrakt (Gibco-BRL)
NaCl

H.O

pH7,2-75

10g

5¢
ad 1l

NZY *Broth (Stratagene)

NZ-amin (Casein Hydrolysat, Sigma)
Hefeextrakt(Gibco-BRL)

NaCl

1M MgCl,

1M MgSO,

20 % Glucose

H,O

pH 7,5

109
59

59
12,5 ml
12,5 ml
10ml
ad1l

Die Medien wurden autoklaviert (20 min, 121°C, 1,2 bar) und anschlief?end mit MgCl,,
MgSO,; und sterilfiltrierter Glucose versetzt. Das fertige NZY *Broth Medium wurde bei
-20°C, LB-Flussigmedium bel RT aufbewahrt. Zur Herstellung von Festmedien wurde 1,5 %

Agar (USB) zugegeben. Das mit einem Antibiotikum versetzte Festmedium konnte 4 Wochen

bei 4°C gelagert werden.
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2.1.3 Kultivierung und Selektion

Durch Zugabe eines Antibiotikums kénnen die plasmidtragenden Bakterienkolonien selek-
tioniert werden. Zur Selektion von pcDNAS3.1 wurde dem Medium 100 pg/ml Ampicillin als
Hemmstoff zugesetzt. Die wassrige Stammlésung mit 100 mg/ml Ampicillin-Na (Sigma)
wurde sterilfiltriert, aliquotiert und bei —20°C gelagert.

Die Kultivierung von E. coli erfolgte aerob in LB-Medium (s.2.1.2). FlUssigkulturen (5 ml)
wurden ausgehend von einer Einzelkolonie angeimpft und in 15 ml Plastikrohrchen Uber
Nacht inkubiert (37°C, 225 rpm). Fllssigkulturen mit gréferem Volumen (500 ml) wurden
mit einer ca. 8 h gewachsenen Vorkultur 1:1000 beimpft und in 2 | Erlenmeyerkolben Gber
Nacht bebrttet (37°C, 175 rpm).

2.1.4 Stammhaltung

E. coli Stdmme konnen vorlbergehend bel 4°C auf Agarplatten gehaten werden. Zur
langeren Konservierung der transformierten Stdmme wurden Einzelkolonien Gber Nacht in
5ml Medium angezogen, 1:1 mit 100 % sterilem Glyzerin vermischt und in Gefrierréhrchen
bei -80°C gelagert.

2.1.5 Transformation

Das Einschleusen von DNA in Bakterienzellen bezeichnet man as Transformation. Durch
Zugabe eines Antibiotikums zur Kultivierung der transformierten Bakterien herrscht
geeigneter Selektionsdruck um das Plasmid stabil auf Tochterzellen zu vererben.

Zur Transformation wurden in dieser Arbeit chemisch kompetente Zellen der Stammes XL 2-
Blue Mrf” (s.2.1.1) verwendet, die in der Lage sind exogene DNA aufzunehmen. Die Zellen
wurden auf Eis aufgetaut, leicht gemischt und nach dem Protokoll der Firma Stratagene mit
1-50 ng DNA oder dem entsalzten Ligationsansatz (s.2.2.6) transformiert. Nach der Trans-
formation wurden die Zellen 1 h in NZY *Broth ohne Hemmstoff geschiittelt (37°C, 225 rpm),
um die Expression des Resistenzgens zu gewahrleisten. Anschlief3end wurden die Zellen auf
ampicillinhaltige LB-Platten ausgestrichen und Gber Nacht bei 37°C bebritet. Die erhaltenen
Klone wurden erneut angezogen (s.2.1.3), die Plasmid-DNA isoliert (s.2.2.2) und durch eine
Restriktionsanalyse (s.2.2.5) Uberprift.
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2.2 Molekulargenetische Methoden

2.2.1 Verwendete Plasmide

pBluescript

Das Plasmid pBluescript™ 11 KS (+) (Stratagene) ist ein Abkémmling des Plasmids pUC19,
enthdt das Ampicillinresistenzgen und wurde zur Co-Transfektion in COS7 Zellen ver-
wendet (s.2.4.1).

pcDNA3.1(-)

Das Plasmid pcDNA3.1(-) (Invitrogen) ist ein Expressionsvektor und kann in Bakterien ver-
mehrt und in eukaryontischen Zellen zur heterologen Expression von rekombinanten Prote-
inen verwendet werden. Die insertierte DNA steht unter der Kontrolle viraler Promotor-
sequenzen (Pcwy), die zu einer hohen Expressionsrate eukaryontischer Gene fihren. Die
Stabilitdt der transkribierten RNA wird durch ein Polyadenylierungssignal und Transkrip-
tionsterminatorsequenzen verbessert. Das Plasmid trégt ein Ampicillin- und ein Neomycin-

resistenzgen.

2.2.2 |solierung von Plasmid-DNA

»Miniprep“ mit einem Kit der Firma pegL ab

Die schnelle Praparation kleiner DNA-Mengen (bis 25 ug) wurde mit einem , Miniprep” Kit
der Firma pegLab (E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit 1) durchgefuhrt. Die Methode kombiniert
eine modifizierte alkalischen Lyse (Birnboim and Doly, 1979) mit den selektiven und rever-
siblen Bindungseigenschaften von Silikamembranen.

Die Bakterien werden dazu Uber Nacht angezogen (s.2.1.3), durch Zentrifugation pelletiert
und in einer alkalischen Lyse aufgeschlossen. Der Zusatz von RNAse A vermeidet die Konta-
mination mit freigesetzten RNA-Molekilen. Nach Neutralisation des akalischen Lysats
renaturiert die relativ kleine Plasmid-DNA, wéhrend das viel grofRere Bakterienchromosom
denaturiert und mit den Ubrigen Zelltrimmern, ausgefalenen Salzen und SDS, abgetrennt
werden kann. Die im Uberstand befindliche Plasmid-DNA wird an eine Silikamembran
gebunden, gewaschen und nach dem Trocknen der Saule mit 50 ul H,O euiert. Die so
erhaltene Plasmid-DNA wurde fir Restriktionsverdau und Sequenzierungen eingesetzt.
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»Maxiprep” mit einem Kit der Firma Qiagen

Bendtigt man grof3ere Mengen Plasmid-DNA als mit dem beschriebenen Verfahren gewonnen
werden, so kénnen mit einem ,Maxiprep“ Kit der Firma Qiagen bis zu 750 pg DNA aus
250-500 ml Bakterienkultur (s.2.1.3) aufgereinigt werden. Das Prinzip ist mit dem der
~Miniprep” vergleichbar. Nach alkalischer Lyse der Bakterien wird die negativ geladene
DNA in einem Niedrigsalzpuffer an ein Anionenaustauscherharz gebunden, Proteine und
niedermolekulare Verunreinigungen durch hohere Salzkonzentrationen weggewaschen und
schliefdlich mit einem Hochsalzpuffer eluiert. Die DNA wird durch Féllen mit Isopropanol
entsalzt, mit Ethanol gewaschen, getrocknet und in 300 ul H,O aufgenommen. Die so
erhaltene Plasmid-DNA wurde fir die Transfektion in COS 7 Zellen (s.2.4.1) eingesetzt.

2.2.3 Geelution und Reinigung von DNA-Fragmenten

Eine einfache und schnelle Methode zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten nach PCR,
Restriktionsverdau oder aus einem Agarose-Gel bietet der GFX™ Kit der Firma Amersham
(PCR DNA and Gel Band Purification Kit). Auf Agarose-Gelen immobilisierte DNA-
Fragmente wurden ausgeschnitten, mit , Capture-Buffer”, der die Gelstruktur auflost, inku-
biert, und anschlief3end an das chaotrope Salz einer Séule gebunden. Genauso wurden gel 6ste
DNA-Fragmente mit , Capture-Buffer* versetzt, an die Saule gebunden und nach zwel
Waschschritten mit 30-50 pl H,O €eluiert.

2.2.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Um die Konzentration und Reinheit einer RNA- oder DNA-LAsung zu bestimmen, wurde die
Absorption eines geeignet verdinnten Aliquots zwischen 220 und 350 nm in einem UV-Vis-
Spektrometer (Zeiss Jena) gemessen. Das Spektrogramm muss ein Absorptionsmaximum bei
260 nm zeigen und dann moglichst rasch abfalen. Ein Mal3 fir die Reinheit ist das Verhdtnis
Aeors0. Bei reiner Nukleinsaure liegt es bei 2,0, bei reinem Protein bei 0,6. Uber die Ab-
sorption der Losung bel 260 nm kann bei einer Schichtdicke von 1 cm die Konzentration der
Probe folgendermal3en ermittelt werden:

1 OD36p = 50 pg/ml dsDNA

1 ODago = 40 pg/ml sSRNA



Material und Methoden 15

2.2.5 Restriktionsverdau

Restriktionsenzyme

Restriktionsenzyme sind bakterielle Endonukleasen, die spezifische, meist palindromische
Basensequenzen innerhalb einer DNA-Doppelhelix erkennen und die DNA in beiden
Strangen mit definierten Enden schneiden. Bei der Hydrolyse der Phosphodiesterbindung ent-
stehen einander komplementére, 5°- bzw. 3"- Giberhdangende Enden (,, sticky ends®), die immer
eine 5 Phosphat- und eine 3"Hydroxyl-Gruppe besitzen, was die enzymatische Neuver-
knipfung (s.2.2.6) kompatibler Enden erméglicht.

In dieser Arbeit wurden die in Tabelle 2—1 angegebenen Restriktionsenzyme der Firma NEB
mit den zugehorigen Puffern verwendet. Fir einen Restriktionsverdau mit zwei Enzymen

wurde der von NEB empfohlene Puffer verwendet.

Restriktionsenzym | Erkennungssequenz
Bam HI 5-G/IGATCC-3
EcoRI 5-G/IAATTC-3
Pst | 5-CTGCA/G-3
Xba 5-TICTAGA-3
Xho | 5-C/TCGAG-3

Tabelle 2-1 Verwendete Restriktionsenzyme

Die Schnittstellen sind mit / gekennzeichnet.

Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau wurde zur Analyse von isolierter und klonierter DNA eingesetzt.
Dazu wurden ca. 100 ng DNA in 15 pl Reaktionsansatz 1 h geschnitten. Flir praparative An-
sdtze zur Klonierung von DNA-Fragmenten wurden 2-4 ug DNA in 40-50 pl Gesamtvolumen
3-5 h geschnitten. Pro ug DNA und pro h wurden 5-10 Units Enzym eingesetzt. Die Enzym-
menge sollte nicht mehr als 1/10 des Ansatzes betragen. Der Ansatz wurde bel 37°C inkubiert
(optimale Temperatur fUr die angegebenen Enzyme).

2.2.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Die T4-DNA-Ligase katalysiert die Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen dem 3-
Hydroxyl- und dem 5-Phosphatende doppelstrangiger DNA-Fragmente unter ATP Ver-
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brauch. In der Ligation werden Fremd-DNA und linearisierte Vektor-DNA zu rekombinanter
Plasmid-DNA verknupft.
Zur Ligation wurden in einem 20 ul Ansatz 1 ul T4-DNA-Ligase (400 U/ul, NEB), 2 ul
Ligasepuffer, Vektor-DNA und zu insertierendes DNA-Fragment bel 16°C Uber Nacht oder 4-
5h bei 23°C inkubiert. Das Verhdltnis von Vektor-DNA und Insert betrug dabel 2:1 und
deren Menge wurde aus dem Molekulargewicht (Groflie des DNA-Fragments x 660 g/mol)
folgendermal3en berechnet:

Vektor [bp] x 660 g/mol x 25 fmol x 10° = Vektor-DNA [ng]

Insert [bp] x 660 g/mol x 50 fmol x 10°° = Insert-DNA [ng]

Um die DNA nach der Ligation in Bakterien zu transformieren (s.2.1.5), muss der Ansatz
vollstandig entsalzt werden. Dies wurde durch Dialyse gegen H,O mit einer Membran der
Firma Millipore (Typ VS, Porengrofie: 0,025 pm) durchgefihrt. Die Membran wurde in einer
mit H,O gefillten Petrischale auf die Wasseroberflache gelegt und der Ligationsansatz darauf
pipettiert. Nach 20 min wurde der entsalzte Ansatz von der Membran genommen und bei

-20°C gelagert oder direkt zur Transformation eingesetzt.

2.2.7 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung und Reinigung von DNA-Molekilen erfolgte eine Agarose-Gelelektro-
phorese. Nukleinsduren sind aufgrund ihres Zucker-Phosphat-Ruckgrats negativ geladen und
werden im elektrischen Feld nach Masse und Konformation (linear, offenzirkuldr oder super-
helikal) aufgetrennt. Der Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid (Sigma) wurde in das Gel ein-
gegossen und kann durch Interkalation in Nukleinsduren diese unter UV-Licht sichtbar
machen. Zur Auftrennung von Fragmenten im Bereich von 100-1000 bp wurden 2%
Agarosegele verwendet, fir DNA der Lange 1-10 kb wurden 0,7 % Agarosegele verwendet.
Die Agarose (Seakem GTG, Biozym) wurde in 1 x TBE aufgeschmolzen, auf 60°C abgekihlt,
0,1 pl/ml Ethidiumbromid zugegeben und in horizontale Geltréger gegossen. Die Proben
wurden mit 1/5 Volumen Probenpuffer (6 x Dye) versetzt, auf das Gel aufgetragen und bel
80-150 V elektrophoretisch aufgetrennt. Zum Grélenvergleich wurde ein mit 6 x Dye ver-
setzter DNA-Standard (1 kb-Ladder, Gibco-BRL) aufgetragen. Um den Verlauf der Elektro-
phorese zu verfolgen, wurden dem Probenpuffer die Farbstoffe Bromphenolblau und Xylen-
cyanol zugesetzt, die auf der Hohe bestimmter Molekllgréfen mitlaufen. Laufpuffer fir die
Elektrophorese war 1 x TBE.
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10x TBE 6 x Dye

Tris’HCI, pH 8.0 0,9M Ficoll Typ 400 (Sigma) 18 %

Borsdure (Merck) 09M EDTA 1,2mM

EDTA 20mM 10x TBE 6%
Bromphenolblau (1BI) 0,15 %
Xylencyanol FF (Sigma) 0,15%

TBE wurde bei RT und 6 x Dye bei -20°C aufbewahrt.

2.2.8 Sequenzierungvon Plasmid-DNA

Die Sequenzanalyse rekombinanter Plasmid-DNA erfolgte nach einer modifizierten Methode
von Sanger (Sanger et al., 1977). Durch Verwendung eines spezifischen Primers synthetisiert
eine thermostabile, exonucleasefreie DNA-Polymerase in einer PCR-Reaktion (s.2.2.11)
einen komplementéren Strang des gewtnschten DNA-Fragments. Der Reaktion sind neben
der zu sequenzierenden DNA, dem Primer und der DNA-Polymerase noch Desoxynukleotide
(dNTP) und fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide (dANTP) zugesetzt. Nach Einbau eines
ddNTPs ist eine Verlangerung der DNA nicht mehr moglich und es kommt zu Ketten-
abbrichen. Bel sorgféltiger Wahl des Verhdtnisses zwischen dNTPs und ddNTPs entsteht
eine Mischung aus DNA-Fragmenten jeder mdglichen Lange. Da jede der vier Basen durch
einen unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoff markiert ist, kann die Basenfolge nach Auf-
trennung der Fragmente ermittelt werden.

Die Auftrennung erfolgte automatisch durch Kapillarelektrophorese (ABI Prism™ 310
Sequencer, PE Applied Biosystems). Die markierten Didesoxynukleotide werden dabei mit
einem Laser angeregt, das emittierte Licht der vier verschiedenen Wellenlangen (ddGTP:
540 nm, ddATP: 570 nm, ddTTP: 600 nm, ddCTP: 630 nm) detektiert und die Sequenz mit
einer entsprechenden Software ausgewertet.

Sequenzreaktion
Bel einer Sequenzreaktion kénnen ca. 500 Basen identifiziert werden. Langere DNA-Frag-
mente mussen durch mehrere Reaktionen mit Uberlappenden Primern identifiziert werden. Es

wurden 500 ng Plasmid-DNA zur Sequenzierung eingesetzt.
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PCR-Ansatz

Ready Reaction Mix 4 ul
Primer 0,8 pmol/pl 4ul
Plasmid-DNA 1 pg/pl 0,5 ul
H,0 11,5 pl

Der gebrauchsfertige “Ready Reaction Mix” (ABI Prism Big Dye Terminator Cycle Sequen-
cing Ready Reaction Kit) enthdlt die DNA-Polymerase, dNTPs und die fluoreszenz-
markierten ddNTPs und wurde von PE Applied Biosystems bezogen. Er wurde aliquotiert bel
-20°C gelagert.

Die Amplifikation wurde in einem Thermocycler der Firma Biometra (Uno-Thermoblock)
durchgefiihrt. Zun&chst wurde die DNA fur 2min bei 95°C denaturiert und anschlief3end
25 Zyklen des folgenden Protokolls durchgefihrt:

Denaturierung: 95°C 30 sek
Annealing: 50°C 40 sek
Elongation : 60°C 4min

Die unterschiedlichen Temperaturen wurden langsam Uber einen Temperaturgradienten
(1°C pro sek) eingestellt.

Die Reaktionsprodukte der PCR wurden Uber eine Gelfiltrationssaule (CentriSep Column,
Perkin Elmer) von freien fluoreszierenden Nukleotiden gereinigt, in 20 ml Template
Suppression Reagent (TSR, ABI Prism) aufgenommen und for 3 min bei 95°C denaturiert.
TSR verhindert die Ausbildung von doppelstréngiger DNA. Die Proben wurden entweder
sofort sequenziert oder bei -20°C aufbewahrt.

2.2.9 Isolierung von Poly(A)-RNA mit Dynabeads[]

Fast ale eukaryontischen Boten-RNA-Molekile werden nach Transkription am 3"-Ende poly-
adenyliert. Diese Poly(A)-Schwanze kénnen durch Basenpaarbindung an Polythymidylsdure
zur affinitdtschromatischen Reinigung von Boten-RNA aus Gesamt-RNA oder direkt aus
Gewebe benitzt werden. In dem ,,Dynabeads Biomagnetic Seperation System” der Firma
Dynal sind die Oligo(dT)-Ketten kovalent an die Oberflache magnetischer Polystyrol-
kiigelchen (Dynabeads Oligo (dT)2s) gebunden. Durch Inkubation der Dynabeads mit homo-
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genisiertem Gewebe wird die dort exprimierte Poly(A)-RNA gebunden. In einem Magneten
werden die Dynabeads immobilisiert, was die anschlief3enden Waschschritte sowie die
Elution erleichtert und Kontaminationen verhindert.

Zur Isolierung von Poly(A)-RNA wurden 10 mg Gewebe mit 300 pl Lysispuffer erst mit
einem Teflon-Potter, dann durch dreimaliges Auf- und Abziehen mit einer Spritze (G24)
homogenisiert. Das aufgeschlossene Gewebe wurde zentrifugiert (1 min, 4°C, 18 000 x g) und
aus dem Uberstand die Poly(A)-RNA mit 50 pl gewaschener und equilibrierter Dynabeads
nach dem Protokoll der Firma Dynal gereinigt. Nach Elution mit 10 pl H,Orna Wurde die
erhaltene Poly(A)-RNA bel -80°C aufbewahrt, oder direkt zur Synthese von cDNA
verwendet.

H20Orna

Bei Arbeiten mit RNA ist stets darauf zu achten, dass ale verwendeten Materialien und L6-
sungen frei von RNAsen sind. Das verwendete Wasser wurde in Flaschen autoklaviert
(20 min, 121°C, 1,2 bar), die mindestens 4 h bei 180°C erhitzt wurden.

2.2.10 Synthese einzelstréngiger cDNA

Um aus Boten-RNA einzelstrangige, komplementdre DNA (cDNA) zu erhalten, wurde eine
RNA-abhangige DNA-Polymerase (Superscript |l Reverse Transkriptase, Gibco-BRL) ver-
wendet. Das Enzym benétigt als Startpunkt der Synthese einen Primer. Dazu wurden soge-
nannte ,, Random-Hexamer-Primer* eingesetzt, die sich an zuféllig komplementdre RNA anla-
gern. Nach Anlagerung der Primer wird in Anwesenheit von dNTPs und Polymerase der erste
cDNA-Strang synthetisiert. Nach Abschluss der Reaktion wird die Reverse Transkriptase
durch Hitze inaktiviert und die verbleibende RNA des RNA/DNA-Hybrids durch Zugabe von
RNAse H verdaut. Die so synthetisierte cDNA wurde zur PCR eingesetzt.

Zur Synthese einzelstrangiger cDNA wurde ein Kit der Firma Gibco-BRL (SuperScript[] Pre-
amplification System for First Strand cDNA Synthesis) verwendet. Primer, dNTPs, Poly-
merase, RNAseH und alle ndtigen Losungen und Puffer sind darin enthalten. Es wurden
10 uIl RNA-L6sung (s.2.2.9) zur Synthese eingesetzt. Die RNA-Konzentration konnte in

diesem geringen V olumen nicht bestimmt werden.
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2.2.11 Polymer ase-K ettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein in vitro Verfahren zur selektiven Amplifikation von
definierten Nukleinsauresequenzen (Mullis and Faloona, 1987; Saiki et al., 1985). Die DNA-
Matrize wird durch Hitzedenaturierung (94°C) zunéchst in Einzelstrange aufgeschmolzen. An
die entstandenen Einzelstrange konnen nun spezifische Primer binden, die einen Startpunkt
fur die DNA-Synthese durch eine DNA-Polymerase bilden. Es werden zwel Oligonukleotid-
Primer verwendet, die sich an den kodierenden (forward Primer), bzw. den nicht-kodierenden
(reverse Primer) Strang der zu amplifizierenden DNA anlagern (Primer-Annealing). Ausge-
hend von diesem kurzen doppelstréngigen Bereich wird der fehlende, komplementére Einzel-
strang in 5" - 3’-Richtung synthetisiert (Elongation). Nach erneutem Aufschmelzen der DNA
und Primer-Annealing erfolgt wieder eine Elongation. Mit jedem Zyklus kommt es im
Idealfall zu einer Verdoppelung der DNA und damit in einer Kettenreaktion zu einer expo-
nentiellen, selektiven Anreicherung der durch Oligonukleotide flankierten DNA-Sequenz.
Theoretisch entstehen bei n Zyklen 2** amplifizierte Molekiile. Die Annealing-Temperatur ist
von den verwendeten Primern abhéngig, die Elongations-Temperatur wird fir die eingesetzte
Polymerase optimiert und die Zeit zur Kettenverléangerung hangt von der GrofRe des zu ampli-
fizierenden Genabschnittes ab (1 min/kb).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde PfX-Polymerase (Polymerasepuffer, MgSQO,, Invitrogen)
eingesetzt, die sogenanntes , Proofreading” besitzt und damit in der Lage ist Fehler in der
DNA-Synthese zu korrigieren. Die PCR zur Amplifikation von Phospholamban wurde in
einem Thermocycler der Firma Biometra (Uno-Thermoblock) nach folgendem Protokoll
durchgefhrt:

PCR-Ansatz PCR-Protokall

PfX-Polymerase 0,8 ul

10 x Polymerasepuffer 5ul Phase Temperatur | Zeit Zyklen
10 mM dNTPs 1,5 pl Denaturierung 94°C 2min 1
50 mM MgSO, 1l Denaturierung 94°C 15 sek

Primer: PLB1f, 20 pmol/ul 0,75 pl Annealing 50°C 30sek| 30
Primer: PLB2r, 20 pmol/pul 0,75 pl Elongation 68°C 60 sek

H,0 ad 50 pl Verlangerung 68°C 2min 1
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PCR-Primer

Durch entsprechende Wahl der PCR-Primer kann die synthetisierte DNA modifiziert werden.
Zur Klonierung von DNA-Fragmenten konnen entsprechende Restriktionsschnittstellen
(s.2.2.5) eingefigt werden. Vor dem , Start-ATG* wurde eine sogenannte Kozak-Sequenz
(Kozak, 1991) eingeftgt. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Primer wurden von der
Firma MWG-Biotech bezogen.

Primer |Sequenz Annealing-Temperatur | Modifikation
PLB1f [5-CCGGAA TTCACC [48°C Eco RI Schnittstelle, Kozak-
GCC ATG GAA AAA Sequenz
GTG CAA TAC-3
PLB2r |5-GCGGGA TCCTCA |50°C Bam HI Schnittstelle
CAG AAGCAT CAC
AAT-3

Tabelle 2-2: Primer zur Klonierung von Phospholamban

2.3 Kultur eukaryontischer Zellen

2.3.1 Verwendete Zdllinie

Fur die Expression in eukaryontischen Zellen wurde die permanente Zelllinie COS7
(ECACC No: 87021302, European Collection of Cell Cultures) verwendet. COS 7 Zellen sind
von Affennierenzellen (African green monkey) abgeleitet, haben die Morphologie von Fibro-
blasten und tragen stabil eine natirlich vorkommende Mutante des SV40 Virus, die das per-

manente Wachstum der Zellen ermdglicht.

2.3.2 Nahrmedium

Um eukaryontische Zellen in vitro zu kultivieren, missen die Kulturbedingungen den in vivo
herrschenden Bedingungen so weit wie moglich angepasst sein. Dazu wurde DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) der Firma Invitrogen mit folgenden Zusétzen (In-

vitrogen) verwendet:
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DMEM 500 ml
FCS 50 mi
PenStrep 10 000 U 5ml
Nicht essenzielle AS 5mi
HT-Zusatz 10 mi

Das DMEM versorgt die Zellen mit Salzen, Glucose, Aminosauren und Vitaminen, wahrend
10 % fotales Kalberserum (FCS) den Zellen Wachstumsfaktoren, Hormone, Anheftungs-
faktoren u. & zur Verflgung stellt. Weiterhin wurden die Zellen zum besseren Wachstum mit
nicht essenziellen Aminosduren (AS) und HT-Zusatz (Hypoxanthin und Thymidin) versorgt.
Der Zusatz von Penicillin G (100 U/ml) und Streptomycin (100 pg/ml) verhindert das Wachs-
tum von Bakterien in der Zellkultur.

Das substituierte Medium wurde bei 4°C hdchstens 4 Wochen aufbewahrt.

2.3.3 Kultivierung

COS7 Zellen wachsen in adhdrenten Kulturen, sogenannten Monolayern, angeheftet an
Kulturgefalle aus Plastik (Polystyrol, Costar). Die Zellen werden bei 37°C und 5 % CO;
(konstanter pH-Wert) kultiviert.

Ein Gefrierstock der Zellen wurde auf Eis aufgetaut und in einer Kulturflasche (75 cm?) mit
15 ml Medium ausgesét (1. Passage). Nach ca. 2 Tagen hatten die Zellen die Flasche kon-
fluent bewachsen und wurden umgesetzt (2. Passage). Die Zellen wurden dazu zweimal mit je
10 ml PBS gewaschen, mit 4ml 0,25% Trypsin-EDTA in PBS (Invitrogen) versetzt,
ca. 30 sek bei RT geschwenkt und nach fast vollstdndigem Absaugen des Trypsins 3 min bei
37°C und 5% CO, inkubiert. Durch die Inkubation und anschlief3endes Abklopfen wurden
die Zellen von der Gefal3wand abgel 6st und konnten in 9 ml frischem Medium aufgenommen

werden. 800 pl dieser Zellsuspension wurden erneut in 15 ml Medium angezogen.

Zur Transfektion der Zellen am folgenden Tag wurden 800 pl der Zellsuspension in Petri-
schalen (Durchmesser: 10 cm) mit 10 ml Medium ausgesét.
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Phosphat gepufferte Saline (PBS):

NaCl 153 mM
KCI 3mM
NagHPO, 8 mM
KH,PO, 2mM
pH 7,5

Mit dem physiologischen PBS Puffer konnen die Zellen von Stoffwechsel produkten und ver-
brauchtem Medium gereinigt werden, ohne Schaden zu nehmen. PBS wurde bei RT gelagert.

2.3.4 Stammhaltung

Zum Anlegen neuer Gefrierstocks wurden die Zellen in einer groRen Flasche (150 cm?, 1,8 ml
Zellsuspension in 25 ml Medium) angezogen, mit 7 ml Trypsin passagiert (s.2.3.3) und in
8 ml Medium resuspendiert. Die Zellen wurden dann 10 min zentrifugiert (180 x g), das
Medium abgenommen und in 3 ml kaltem (4°C) Gefriermedium aufgenommen. Die zu 1 ml
aliquotierten Gefrierstocks wurden sofort bel -80°C eingefroren und nach 24 h in fllssigen
Stickstoff Uberfuhrt und dort gelagert.

Gefriermedium

DMEM 20 ml
FCS 2ml
Nicht essenzielle AS 0,2 ml
DMSO 2,2ml

Zur Konservierung wurden die Zellen ohne Antibiotikum mit 10 % DMSO in flissigem

Stickstoff eingefroren. Das Gefriermedium wurde immer frisch hergestellt.
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2.4 Proteinexpression in COS7 Zéellen

2.4.1 Transfektion von COS7 Zellen

Als Transfektion bezeichnet man das Einschleusen von Fremd-DNA in eukaryontische
Zellen. Bel einer transienten Transfektion wird die zirkulére Plasmid-DNA unabhéngig vom
Genom der Wirtszelle transkribiert, allerdings sind die eingeschleusten Gene nur voriber-

gehend aktiv und gehen im Verlauf weiterer Zellteilungen wieder verloren.

Calciumphosphat-M ethode

Die Calciumphosphat-Methode erméglicht eine einfache, preiswerte und effiziente Trans-
fektion von Plasmid-DNA in COS 7 Zellen. Die DNA wird mittels eines Calciumphosphat-
Prézipitates, das sich an der Zelloberflache anlagert, in die Zellen eingeschleust.

Dazu wurden 15-16 ug DNA in 210yl Wasser verdinnt und tropfenweise mit 30 pl
CaCl, (2 M) versetzt. In einem weiteren Gefal? wurden 240 pl 2 x HBS vorgelegt und das
DNA-CaCl,-Gemisch (240 ul) tropfenweise zupipettiert. Nach 30 min Inkubation bei RT
(nach 15 min kré&ftig vortexen) konnte das Prézipitat tropfenweise zu den Zellen gegeben
werden. Die Transfektion und Expression erfolgte durch weitere Inkubation der Zellen bel
37°C und 5 % CO, fur drei Tage.

2xX HBS

NaCl 280 mM
KCI 10 mM
NeHPO, 1,5mM
Glucose 12 mM
HEPES 50 mM
pH 7,05

2 x HBS und CaCl, wurden aliquotiert bel -20°C gelagert.

Transfektion von |1 Ps-Rezeptor Typ |, IRAGa, cGK | a/ff und Phospholamban

Die fir IPs-Rezeptor Typl, IRAGa, cGK | o/ und PLB kodierende DNA wurde in den
eukaryontischen Expressionsvektor pcDNA 3.1 Kkloniert (s.2.2.1) und in folgenden Mengen
zur Transfektion in COS 7 Zellen eingesetzt. Bei der Expression nicht aller Komponenten des
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Komplexes, wurde die DNA Menge mit pBluescript Plasmid-DNA auf 16 pug ergénzt, um
vergleichbare Eigenschaften des Calciumphosphat-Prazipitates zu erhalten.

Plasmid-DNA DNA/Schale| DNA/Schale| DNA/Schale| DNA/Schale
IPs-Rezeptor Typ | 10 ug 10 ug

IRAGa 2 ug 3 Mg

cGK | a oder 3 2 g 3 g 2 ug

Phospholamban 2 U9 2 U9 2 g
pBluescript 12 ug 14 ug

Tabelle 2-3: M engenangaben fur die Transfektion von Plasmid-DNA in COS 7 Zellen

2.4.2 Ernten der Zellen

Drei Tage nach der Transfektion und Expression der Proteine wurden die Zellen geerntet.
Dazu wurde 2 x mit je 10 ml PBS gewaschen, pro Schale 2 ml kalter (4°C) PBS mit Protease-
inhibitoren zugegeben und die Zellen von der Schale abgeschabt. Nach Zentrifugation
(720 x g, 10 min) und einem weiteren Waschschritt wurde das Zellpellet in hypotonem
Kaliumphosphatpuffer (20 mM, pH 7,4) mit Proteaseinhibitoren und 2mM EDTA lysiert
(50 pl/Schale), in flussigem Stickstoff schockgefroren und auf Eis wieder aufgetaut. Durch
mehrmaliges Auf- und Abziehen mit einer Spritze (G23) wurden die Zellen nahezu voll-

sténdig homogenisiert. Das aufgeschlossene Zelllysat wurde bei -80°C aufbewahrt.

Proteaseinhibitoren

Benzamidin 1 mM
Leupeptin 05 pg/mi
PMSF 03 mM
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2.5 Allgemeine Methoden zur Trennung und Detektion von Proteinen

2.5.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford ist eine spektrophotometrische Methode zur Bestim-
mung von Proteinkonzentrationen (Bradford, 1976). Der Coomassie-Farbstoff  bindet
Proteine in saurem Milieu nach zwei Mechanismen. Der Triphenylmethan-Farbstoff kann mit
unpolaren Proteinstrukturen interagieren und durch anionische Sulfonsauregruppen
kationische Aminosauren binden. Dadurch kommt es zu einer Anderung des Absorptions-
maximums von 465 nm nach 595 nm. Da die Absorption bei 595 nm direkt proportional zur
Proteinmenge ist, kann die Konzentration der Probe, soweit kein SDS enthalten ist, anhand
von BSA Standards ermittelt werden.

Zur Messung wurden 100 pl Proteinlosung (1:100 bis 1:300 verdinnt), Standard-L&6sung
(1-10 ng BSA/100 pl H2O) oder Puffer (Referenzmessung) mit 1 ml Bradford-Reagenz
versetzt, 5 min bei RT inkubiert und die Absorption bei 595 nm bestimmt.

Bradford-L 6sung
Coomassie Brillant BlueG 250 200 mg

Ethanol 100 ml
84,5 % H3PO, 200 ml
H.0O ad 2|

Der Coomassie-Farbstoff (Sigma) wurde in Ethanol geldst, Wasser und Phosphorsdure zuge-
geben und mit Wasser auf 2 | aufgefillt. Die Losung wurde Uber Nacht geriihrt und dann so-
lange filtriert, bis die Extinktion bel 595 nm 0,35-0,4 betragt. Die L6sung wurde bei RT licht-
geschutzt gelagert.

2.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteine und Proteinkomplexe kdnnen mit der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) nach ihrer GrofRe im elektrischen Feld aufgetrennt und charakterisiert werden
(Laemmli, 1970). Das SDS erfillt hierbel zwei entscheidende Aufgaben. Einerseits dena
turiert es die Proteine und dissoziiert Komplexe und Multimere in ihre Untereinheiten, zum

anderen lagert es sich um die gelésten Molekile, verleiht jedem Protein eine vergleichbare
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negative Partialladung pro Masseneinheit und ermdglicht dadurch eine Auftrennung, die nur
von der Grofée, nicht aber von der Ladung der Proteine abhangt. Durch entsprechende Zusam-
mensetzung der Gele kann je nach Protein ein optimales Trennverhalten erreicht werden.
Multimere Proteine werden zusétzlich durch reduktive Spaltung mit DTT in ihre Unterein-

heiten zerteilt.

SDS-Polyacrylamidgel

Die Trennung im Gel erfolgt durch den sogenannten Molekularsiebeffekt anhand der Grolie
des Proteins im elektrischen Feld. Durch Anderung des Vernetzungsgrades des Acrylamids
(AA) mit Bis-Acrylamid (BA) lassen sich die Trenneigenschaften der Gele variieren. Die
Polymerisation des Gels folgt einer radikalischen Reaktion die durch Zusatz von APS als
Radikalstarter (Zerfall des Peroxides) und TEMED als Katalysator sehr rasch ablauft. Das
SDS-Polyacrylamidgel besteht aus Trenn- und Sammelgel, wobei die Proteine erst das
Sammelgel durchlaufen, fokussiert und vorsortiert werden und dann im Trenngel aufgetrennt
werden.

Zur Herstellung der SDS-Polyacrylamidgele wurden Giefdvorrichtungen der Firma BioRad
(Mini Protean| und Il Cell) verwendet. Die Dicke der Gele betrug 0,75 mm, die Grofde der
Taschen 5 mm (10 Taschen pro Gel). Das Trenngel wurde bis ca. 2,5 cm unter den Rand der
Apparatur eingefullt, mit Isopropanol Uberschichtet und nach vollstandiger Polymerisation
(ca. 45 min) mit Wasser gewaschen. Nach Absaugen des Wassers wurde das Sammelgel

dariiber gegossen.
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Trenngel 11% | 125% Sammelgel 5%
30% AA:0,2% BA 31ml 35ml| [30% AA(29:1, SERVA) 0,83 ml
1,8 M Trig/HCI, pH 8,8 1,8ml 1,8ml| |0,6 M Trig/HCI, pH 6,8 0,5ml
10 % SDS 835ul| 835ul| [10% SDS 50 ml
H.0 3,6ml 32ml| [HO 3.6ml
10 % APS 100 pl 100l | {10% APS 50 ul
TEMED 10 ul 10ul| | TEMED 10 pl
b3 85ml| 85ml| |= 5ml

Tabelle 2-4: Zusammensetzung von 11 % und 12,5 % SDS-Polyacrylamidgelen

DieMengen sind fur 2 Geleder Mini Protean Apparaturen angegeben.

Das 11 % Gel eignet sich sehr gut zur Auftrennung von IPs-Rezeptor Typ | (240 kD) und
IRAG (130 kD), wéhrend sich das 12,5% Gel besser zur Trennung von cGMP-Kinase |
(73 kD) eignet.

Die AA/BA-L6sung wurde aus einer 40 % Acrylamid-Losung (Fluka) und N,N"-Methylen-
bisacrylamid (Fluka) hergestellt. Die Acrylamidlésungen und TEMED wurden bei 4°C
aufbewahrt, 10 % APS in H,O bei -20°C eingefroren und die Ubrigen Losungen bei RT

gel agert.

Probenvorbereitung und Elektrophor ese

Die Proben wurden mit 4 x Probenpuffer nach Laemmli verdinnt (< max. 35 ul) , 3 min bei
95°C denaturiert und auf das Gel aufgetragen. Zusétzlich wurden zur Kontrolle des Laufver-
haltens jeweils 8 ul eines vorgefarbten Proteinstandards (175 kD — 6 kD, Broad Range, NEB)
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in 1x Laufpuffer mit 80V gestartet und nach
Erreichen des Trenngels auf 150 V erhoht.

4 x Probenpuffer 10 x Laufpuffer

TrisHCI, pH 6,7 200 mM Tris/HCl, pH 8,3 250 mM
SDS 5% Glycin 1,92M
DTT 200 mM SDS 1%
Bromphenolblau 0,04 %

Glycerin 40 %
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Der Probenpuffer wurde bel -20°C gelagert und immer frisch mit DTT versetzt, der Lauf-
puffer wurde bel RT aufbewahrt.

2.5.3 Tricin-SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophor ese

Um Proteine wie Phospholamban mit einem Molekulargewicht von 5 bis 30 kD aufzutrennen
sind Tricin-Gele nach Schéagger und Jagow (Schégger and von Jagow, 1987) wesentlich
besser geeignet, als SDS-Gele nach Laemmli. Diese Trenneigenschaft ist darauf zurtickzu-
fUhren, dass Tricin anstelle von Glycin als Folgeion verwendet wird. Tricin (liegt als Anion
vor) lauft im Sammelgel schneller als Glycin (nahe IEP) und kann so die Eigenschaften des
Sammelgels zu Gunsten kleiner Proteine verandern.

Zur besseren Auftrennung der kleinen Proteine wird zwischen Trenn- und Sammelgel ein
Spacergel gegossen. Der Zusatz von Harnstoff kann das Laufverhalten ebenfals positiv
beeinflussen. Die Probenvorbereitung wurde wie bei SDS-Polyacrylamidgelen durchgefiihrt
(s.2.5.2). Die Elektrophorese wurde in einem tricinhaltigen Kathodenpuffer und einem Tricin
frelen Anodenpuffer bel 30 V gestartet und nach Erreichen des Trenngels auf 150 V erhoht.
Zusétzlich wurden zur Kontrolle des Laufverhaltens jeweils 8 pl eines vorgefarbten Protein-
standards (250 kD — 3 kD, SeeBlue Pre-Stained Standard, Invitrogen) aufgetragen.

Trenngel | Harnstoffgel | Spacergel | Sammelgel
24,25 % AA/0,75 % BA 5ml 5ml 2ml 1ml
Gelpuffer 25ml 25ml 1,6 ml 1,55 ml
Glycerin 19 - - -
Harnstoff (final 6 M) - 2,79 - -
Wasser - - 1,3ml 3,7ml
TEMED 7ul 7ul 6 ul 12 pl
10 % APS 45 45l 20 pl 60 pl
> 7,5ml 7,5ml 5ml 6,25

Tabelle 2-5: Zusammensetzung von 16,5 % Tricin-SDS-Polyacrylamidgelen

DieMengen sind fur 2 Geleder Mini Protean Apparatur en angegeben.
Die AA/BA-L6sung wurde aus einer 40 % Acrylamid-Ldsung (Fluka) und N,N"-Methylen-

bisacrylamid (Fluka) hergestellt und bei 4°C aufbewahrt.
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Anoden-, Kathoden- und Gelpuffer

Tris | Tricin | pH | SDS
Anodenpuffer 0,2M 8,9
Kathodenpuffer | 0,AM| 0,21M| 825| 0,1%
Gelpuffer 3,0M 8,45| 0,3%

Der pH-Wert wurde mit HCI eingestellt, das Einstellen des Kathodenpuffers war nicht nétig,
da der pH-Wert ungeféhr bei 8,25 liegt. Alle Puffer wurden bel 4°C ca. 4 Wochen aufbe-
wahrt.

2.5.4 Elektroblot von Polyacrylamid-Gelen

Der Transfer auf eine Membran ermoglicht eine spezifische Identifizierung und
Charakterisierung der aufgetrennten Proteine und macht sie fir eine Immundetektion (s.2.5.5)
zuganglich. Nach dem ,, Semi-Dry* System wurden die Proteine im elektrischen Feld vertikal
auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran (Immobilon-P, Millipore, 0,45 um Poren-
grofde) transferiert. Die PVDF-Membran ist idea zur Immundetektion geeignet, kann dazu
mehrfach verwendet werden und ermdglicht das Ubertragen der Proteine ohne einen Verlust
durch die Membran. Sie eignet sich zum Transfer von Proteinen >10 kD. Zur Detektion des
Phospholamban Monomers (5 kD) wurde eine Transfer-Membran mit einer Porengrdf3e von
0,2 pm verwendet (Immobilon-P™?).
Die Probe wurde elektrophoretisch (s.2.5.2) aufgetrennt und in einer Transfer-Apparatur der
Firma Novablot (Elektrophoretik Transfer Kit, LKB) nach folgendem Aufbau (von unten
nach oben) auf die Membran Ubertragen:

gewasserte Anode (Graphitpl atte)

6 Lagen Filterpapier, getrankt in Anodenpuffer |

4 Lagen Filterpapier, getrankt in Anodenpuffer 11

PVDF-Membran, mit Methanol befeuchtet, getrankt in Anodenpuffer 11

(Tricin-)SDS-Polyacrylamidgel

6 Lagen Filterpapier, getrankt in Kathodenpuffer

gewasserte Kathode (Graphitpl atte)
Die Filter (GB001, Schleicher & Schill) und die Membran wurden etwas grol3er als das Gel
zugeschnitten, der Blot luftblasenfrel aufgebaut und die Proteine 1 h bei konstanter Strom-
stérke von 0,8 mA/cm? Membran transferiert.
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Anodenpuffer | Kathodenpuffer

TrisHCl, pH 10,4 300 mM Tris/HCI, pH 7,6 25mM

Methanol 20 % €-Aminocapronsaure (Serva) 40 mM
Methanol 20 %

Anodenpuffer 11

TrigHCl, pH 10,4 30 mM

Methanol 20 %

255 Immundetektion

Im Westernblot konnen Proteine nach Auftrennung durch SDS-PAGE mit spezifischen Anti-
korpern identifiziert und durch einen gekoppelten Enzymassay sichtbar gemacht werden.
Dieses Verfahren besteht aus drei Schritten (SDS-PAGE - Blot - Immundetektion) und erlaubt
je nach Qualitét des verwendeten Antikorpers eine sehr sensitive und spezifische Detektion
eines Proteins.

Um unspezifische Bindungen des Antikorpers zu minimieren wurde die Membran 1 hin 5%
Magermilchpulver (MP) blockiert. Das Uberschissige Milchpulver wurde durch drei Wasch-
schritte mit TBST (3 x 5min) entfernt und die Membran 2 h mit einem spezifischen Anti-
korper (primérer Antikorper) inkubiert. Der Blot wurde anschlief3end gewaschen (3x 5 min,
1% MP) und 2 h mit einem an Alkalische Phosphatase (AP) oder Meerrettich-Peroxidase ge-
koppelten anti-Immunglobulin-Antikorper (sekundérer Antikorper) inkubiert. Nach erneutem
Waschen (2x5min, 1 % MP, 1x5min, TBST) wurde der Antigen-Antikorperkomplex
folgendermal3en sichtbar gemacht:

Alkalische-Phosphatase

5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat (BCIP) wird durch Alkalische Phosphatase hydrolysiert
und bildet nach Oxidation mit Nitrotetrazolblau (NBT) einen blauen Indolfarbstoff.

Zur Immundetektion wurden 20 ml AP-Puffer mit je 80 ul BCIP- und NBT-L6sung versetzt
und die Membran solange in dieser Lésung inkubiert, bis die Banden deutlich sichtbar waren.
Die Reaktion wurde durch Waschen mit Leitungswasser gestoppt, der Blot getrocknet und
lichtgeschiitzt aufbewahrt.
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Meerrettich-Peroxidase

M eerrettich-Peroxidase (HRPO = horseradish peroxidase) oxidiert in Anwesenheit von H,O,
Luminol, dabei entsteht vortbergehend ein lichtemittierender, angeregter Zustand. Diese
Chemolumineszenz (428 nm) wird durch p-lodophenol verstérkt und kann durch Schwérzung
eines Films sichtbar gemacht werden.

Samtliche Arbeitsschritte wurden in einem Photolabor bel Rotlicht durchgefiihrt. Die
Membran wurde mit dem Chemolumineszenzreagenz der Firma NEN Life Science Products
Uberschichtet, 2 min inkubiert, der Blot in eine Klarsichthille gelegt und durch Auflegen
eines Filmes (Hyperfilm RPN6, Amersham) detektiert. Die Belichtungszeit betrug zwischen
30sek und 15min. Die Filme wurden mit einer Entwicklermaschine der Firma Agfa
(Curix 60) entwickelt.

Verwendete Antikorper:

Die priméren und sekundéren Antikorper sind in Tabelle 6-1 und Tabelle 62 aufgelistet. Die
anti-IRAG und anti-cGMP-Kinase | Antikorper wurden am Institut fir Pharmakologie der TU
Munchen hergestellt. Fur cGMP-Kinase | wurden spezifische Antikorper gegen den N-Ter-
minus der beiden Isoformen a und 3 und gegen die gemeinsame Region (,,common* Region)

der Kinase verwendet.

10x TBST AP-Puffer

TrigHCI, pH 8,0 100 mM TrigHCl,pH 95 10 mM
NaCl 1,5mM NaCl 15M
Tween 20 (SERVA) 0,5% MgCl, 5mM
Antikor perldsung Mager milchpulver

BSA 5% Magermilchpulver 1 bzw.5 %
Natriumazid 0,05 % in TBST

in TBST
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BCIP-L0Osung NBT-Losung
BCIP (Sigma) 25 mg/ml NBT (Sigma) 50 mg/ml
DMF 50 % DMF 70 %

TBST und AP-Puffer wurden bei RT aufbewahrt, die Antikorperlésungen bei 4°C und BCIP-
und NBT lichtgeschitzt bel -20°C gelagert. 1 und 5% Milchpulver (Reformhaus) wurden
immer frisch hergestellt.

2.5.6 Farbung von Proteinen

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine kdnnen im Gel fixiert und angeféarbt werden
oder auf einem Westernblot mit verschiedenen Methoden sichtbar gemacht und identifiziert

werden.

25.6.1 Coomassie-Farbung

Der Farbstoff Coomassie-Blau kann Proteine unspezifisch binden und im Gel sichtbar
machen (s.2.5.1). Da die Bindung des Triphenylmethanfarbstoffes proportional zur Protein-
menge erfolgt, ist eine quantitative Auswertung maoglich. Die Coomassie-Féarbung eignet sich
auch zur Detektion von Westernblots, ist dort aber vollsténdig reversibel. Mit Coomassie Blau
kénnen Proteinbanden ab 50 ng detektiert werden.

Kleine Proteine wie Phospholamban haben ein wesentlich schlechteres Bindungsvermdgen
fur den Coomassie-Farbstoff und kdnnen oft gar nicht angefarbt werden.

Das SDS-Polyacrylamidgel wurde 20 min bei RT in Coomassie-L6sung geschittelt und an-
schlieffend ca. 1 h durch héufiges Wechseln von Entfarbel6sung entfarbt. Dabei bleibt die
Bindung des Farbstoffes an den Proteinen erhalten, wahrend der tbrige Farbstoff aus dem Gel

gewaschen wird.

Coomassie-Farbeldsung Entférbel6sung
Coomassie Brillant Blue R 250 0,15 % Methanol 30 %
M ethanol 45,5 % Essigsaurexon:. 10 %

Essigsaureconz. 9%
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Der Coomassie Farbstoff (Sigma) wurde in Methanol geldst und mit Wasser und Essigséure
gerdhrt. Farbe- und Entféarbel 6sung wurden bel RT lichtgeschiitzt aufbewahrt.

2.5.6.2 Ponceau S-Farbung

Die Ponceau S-Féarbung eignet sich besonders gut zur raschen, unspezifischen Anférbung von
Westernblots und l&sst sich durch Waschen mit Wasser und TBST wieder vollstandig revi-
dieren. So kann die Proteinmenge auf einem Westernblot vor der Immundetektion (s.2.5.5)
Uberprift werden. Die Nachweisgrenze der Ponceau S-Farbung liegt bel ca. 200 ng.

Der mit Methanol befeuchtete Westernblot wurde mit Wasser 2 min gewaschen, 2 min mit
Ponceau S-Losung geféarbt und anschlief3end mit Wasser solange entférbt, bis die Protein-

banden gut zu erkennen waren.

Ponceau S-L Gsung

Trichloressigsaure 3,0%
Ponceau S 0,2 %

Die Ponceau S-Losung wurde lichtgeschiitzt bel RT gelagert.

2.5.7 Autoradiogramm

Eine weitere Moglichkeit Proteine nach Auftrennung Uber SDS-PAGE und Transfer auf eine
PVDF-Membran zu detektieren ist das Autoradiogramm. Hier konnen radioaktiv markierte
Substanzen durch Schwérzung eines Films oder auf einer Phosphoimagerplatte sichtbar
gemacht werden.

Nach Phosphorylierung der Proteine mit y*P-ATP, SDS-PAGE und Elektroblot wurde die
getrocknete Membran an 4 Stellen mit radioaktiver Tinte markiert, in Folie eingepackt und
Uber Nacht eine Phosphoimagerplatte (Super Sensitive, Packard) aufgelegt. Die Platte wurde
dann mit einem Phosphoimager der Firma Raytest ausgewertet, das Autoradiogramm auf eine
Folie gedruckt und die radioaktiven Markierungspunkte mit dem Blot zur Deckung gebracht.
Nach Immundetektion (s.2.5.5) konnte auf diese Weise der Einbau von radioaktivem

Phosphat in Substrate der cGMP-Kinase gezeigt werden.
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2.6 Spezielle Methoden zur Charakterisierung von Proteinen

2.6.1 Membranpréparation aus Rindertrachealmuskel

Um membrangebundene Proteine wie PLB, IRAG und den 1Ps-Rezeptor anzureichern, kann
durch Differenzialzentrifugation die sogenannte Mikrosomenfraktion (MiP) von den rest-
lichen Zellbestandteilen abgetrennt werden. Die hier beschriebene Methode kann im ent-
sprechenden Mal3stab zur Isolierung der Mikrosomenfraktion aus allen Geweben oder aus
Z€lllysaten angewendet werden.

Alle folgenden Schritte wurden bei 4°C durchgefthrt, um proteolytischen Abbau zu ver-
meiden. Aus 5 frisch geschlachteten Rindern wurde die glatte Muskelschicht der Trachea
prapariert, zerkleinert und in Puffer A aufgenommen. Das Gewebe wurde 2 x mit 250 ml
Puffer A und 3 x mit 250 ml Puffer B gewaschen, gewogen und in 4 ml Puffer B pro Gramm
Gewebe in einem Mixer (Waring Blender) homogenisiert. Diese Masse wurde portionsweise
durch zwei Lagen Mull filtriert und das Filtrat einer ersten Zentrifugation (20 min, 4°C,
16 000 x g) unterzogen. Der vorgereinigte Uberstand wurde erneut durch Mull filtriert und
aus dem Filtrat durch Ultrazentrifugation (60 min, 4°C, 130 000 x g) das mikrosomale Pellet
gewonnen. Die Mikrosomenfraktion wurde mit einem Teflon Potter in ca. 3 ml Puffer B pro
Pellet homogenisiert, aiquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C auf-
bewahrt.

Puffer A Proteaseinhibitoren

MOPS/Tris, pH 7,4 5mM Benzamidin 1mM
NaCl 155 mM Leupeptin 0,5 pg/ul
KCI 2,7mM PM SF 0,3mM
CaCl, 1,8 mM EDTA 5mM
MgCl, 1mM

Glucose 19/l

Puffer B

MOPS/TrispH 7,4 20mM

Saccharose 80 g/l
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Die Puffer wurden beai 4°C aufbewahrt, Zucker und Proteaseinhibitoren wurden immer frisch
Zugesetzt.

2.6.2 Co-Immunprazipitation

Die stabile Interaktion eines Proteinkomplexes kann durch Co-Immunprézipitation dieser
Proteine gezeigt werden. Man macht sich hier die hohe, aber unspezifische Affinitdt von
Protein A, einem Zellwandbaustein der Gattung Staphylococcus, oder Protein G, einem Zell-
wandbaustein der Gattung Streptococcus, zur Fc Doméane von Antikdrpern zunutze. An
Sepharosematrix gekoppeltes Protein A/G bindet an einen Antikorper, dieser bindet spezifisch
sein Antigen und alle an das Antigen assoziierten Proteine, deren Affinitét bei den gewahlten
Pufferbedingungen erhalten bleibt. Membranproteine wie der 1Ps-Rezeptor, IRAG und PLB
werden durch Inkubation mit einem Detergens solubilisiert, um sie fur die Bindung an den
Antikorper zuganglich zu machen. Nach Elution von der Sdule kann der gereinigte Protein-

komplex Uber SDS-PAGE aufgetrennt und charakterisiert werden.

AK Bindung an Protein A/G-Sepharose (Sgma)

Die Protein A/G-Sepharose wurde 3 x mit 500 pl Lubrolpuffer equilibriert, 1:1 mit dem
Puffer versetzt, 30 pul pro Ansatz abgenommen und mit Antikorperldsung in 400 pl Lubrol-
puffer 1 h bei 4°C rotiert. Die gekoppelte Sepharose wurde 2 x mit 500 pl Lubrolpuffer ge-
waschen. Die anti-Caponin und anti-Rho A Antikérper wurden an Protein G-Sepharose ge-

koppelt, alle anderen verwendeten Antikorper an Protein A-Sepharose.

Solubilisierung

500 pg Proteinlésung (Zelllysat, s.2.4.2/MiP aus Rindertrachea, s.2.6.1) wurde mit Kalium-
phosphatpuffer (20 mM, pH 7,4) auf 50 ul aufgefdllt, mit 200 ul 2% Lubrol versetzt und
20min auf Eis inkubiert. Dabel wurde der Ansatz alle 5min geschittelt. Anschlief3end
wurden nicht geloste Bestandteille abzentrifugiert (10 min, 4°C, 11000x g) und der
Uberstand zur Prazipitation eingesetzt.

Pré&zipitation (Batchverfahren)
Die solubilisierten Proteine wurden mit 800 pl Lubrolpuffer versetzt, zur gekoppelten Protein-
Sepharose gegeben und 2 h bei 4°C rotiert. Nach der Inkubation wurde 3 x mit 500 ul Lubrol-

puffer gewaschen und nach vollstandigem Entfernen des Uberstandes mit 1 x Probenpuffer
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(s.2.5.2) eluiert oder ein Phosphorylierungsmix (s.2.6.5) zugegeben. Der gereinigte Komplex
wurde Uber SDS-PAGE aufgetrennt (s.2.5.2).

2% Lubrol
Polyoxyethylen-23 Laurylether (= Lubrol PX = Brij 35, Sigma) wurde zu 2 % in Wasser
gelost und bei -20°C aufbewahrt. Vor der Solubilisierung wurde die Lésung frisch mit

Proteaseinhibitoren versetzt.

L ubrolpuffer Proteaseinhibitoren

Tris/HCI pH 8,0 20 mM Benzamidin 1mM

NaCl 80 mM Leupeptin 0,5 pg/ul

Lubrol PX 0,1% PMSF 0,3mM
EDTA 2 mM

Der Lubrolpuffer wurde immer frisch aus Stammlésungen hergestellt und immer frisch mit
Proteaseinhibitoren versetzt. Bei anschlief3ender Phosphorylierung des Komplexes wurde

nach der Prézipitation ohne EDTA gewaschen.

2.6.3 Affinitatsreinigung Uber cGM P-Agarose

Der an cGMP-Kinase assoziierte Komplex kann auch Uber eine mit cGMP gekoppelte
Agarose-Matrix aufgereinigt werden. Die cGMP-Agarose der Firma BioLog bindet hochaffin
an cGMP-Kinase und erlaubt eine sehr saubere Reinigung komplexgebundener Proteine ohne
Verunreinigung durch Antikorper wie bel der Co-Immunpréazipitation. Allerdings ist die
Spezifitat einer Antikdrperféllung hier nicht gegeben.

Die Affinitétsreinigung wurde wie die Co-Immunpréazipitation (s.2.6.2) durchgefuhrt. Zur
Prézipitation wurden direkt 30 ul equilibrierte cGMP-Agarose (1:1 mit Lubrolpuffer)
eingesetzt.

2.6.4 Vorrenigung tber cGMP-Agarose und anschlief3ende lmmunpr azipitation

Die beschriebene Methode zur Reinigung Gber cGMP-Agarose kann auch als Vorreinigung
von cGMP-Kinase assoziierten Proteinen dienen. Die Elution kann mit spezifischen oder un-

spezifischen Agenzien erfolgen. Eluiert man cGMP-Agarose mit 1 X Probenpuffer (s.2.5.2),
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so werden alle gebundenen Proteine durch die hohe Konzentration an SDS vollstandig dena-
turiert und eine weitere Bindung, zum Beispiel an einen Antikorper, ist unmoglich. Zur
weiteren Aufreinigung des in dieser Arbeit untersuchten Komplexes wurde daher mit
ca. 200fachem Uberschuss an cGMP eluiert. Zur anschlieRenden Immunprézipitation wurde
das cGMP durch Diayse wieder abgetrennt.

Durchfthrung:

Zur Vorreinigung wurden 2,5mg mikrosomaler Membranen (s.2.6.1) mit 30yl cGMP-
Agarose inkubiert (s.2.6.3) und nach der Bindung an die Saule, der in 2.6.5 beschriebene
Phosphorylierungs-Assay durchgeftihrt. Die Reaktion wurde mit EDTA in ener finaen
Konzentration von 5 mM gestoppt, das Agarosepellet 2 x mit Lubrolpuffer gewaschen und
mit 2 ml Elutionspuffer pro Pellet 1 h bei RT eluiert. Um das cGMP nach der Elution ab-
zutrennen, wurde gegen Lubrolpuffer in 100fachem Volumen dialysiert (2 h, 12 h, 2 h, bel
4°C) und das Dialysat anschlief3end zur Immunpréazipitation (s.2.6.2) eingesetzt. Nach der
Bindung an die mit Antikorper gekoppelte Protein A/G-Sepharose konnte der gereinigte
Komplex direkt mit 1x Probenpuffer (s.2.5.2) eluiert und Uber SDS-PAGE aufgetrennt

werden.

Elutionspuffer
TrisHCIpH 8,0 20 mM

cGMP-Na 20 mM
NaCl 60 mM
Lubrol PX 0,1%

Der Elutionspuffer wurde frisch aus Stammldsungen hergestellt und mit Proteaseinhibitoren
(s.2.6.1) versetzt.

2.6.5 Invitro Phosphorylierung

cGMP-Kinase katalysiert nach Aktivierung durch cGMP die Ubertragung der endstandigen
y-Phosphatgruppe von ATP auf Substratproteine. So kdnnen Substrate Gber den cGMP-ab-
hangigen Einbau von radioaktivem Phosphat identifiziert werden. Da die cGMP-Kinase auch
nach Aufreinigung durch Co-Immunprazipitation oder cGMP-Agarose noch biologisch aktiv
ist, kbnnen assoziierte Proteine anschlief3end an der Matrix phosphoryliert werden.
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Es wurden 30 pg Proteinlsung oder das Pellet nach Immunprézipitation oder Affinitatsreini-
gung eingesetzt und auf Eis mit folgendem Reaktionsansatz versetzt:

Proteinlésung Sephar ose-Pellet

5x Mes 4ul 5x Mes 4ul
DTT 100 mM 2 ul Lubrol PX 2% 1l
Pl 1pl Pl 1pl
H.O ad 16 pl H.O 10 pl

Die weiteren Schritte wurden im Isotopenbereich durchgefihrt.

Der Ansatz wurde mit 2 ul 8-pCPT-cGMP (30 uM, BiolLog) oder 2 ul H,O versetzt, 2 ul
V?P-ATP (1 mM, >1500 cpm/pmol) zugegeben und sofort 2 min bei 30°C inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 7 pl 4 x Probenpuffer (s.2.5.2) gestoppt, 3 min bel 95°C
gekocht, Uber SDS-PAGE (s.2.5.2) aufgetrennt und in einem Autoradiogramm (s.2.5.7)
detektiert.

5xMes Pl = Proteaseinhibitoren

Mes, pH 6,9 250 mM PMSF (200 mM in Ethanol) 1pl
EGTA 2mM Benzamidin (1 M in H20) 1pl
MgAC 5mM Leupeptin (2 mg/ml in Ethanal) 1l
NaCl 50 mM H.O 47 ul

V2P-ATP-L6sung (1 mM, >1500 cpm/pmol)

Die ATP-Ldsung wurde aus 100 MM Na-ATP (Sigma) hergestellt, bei -20°C gelagert und vor
Bedarf 1:50 verdiinnt. Diese 2mM ATP-Lésung wurde mit y*?P-ATP (Amersham) versetzt
und mit Wasser zu einer 1 mM Lésung verdiinnt. Die Menge y*?P-ATP ist von der Aktivitét
abhangig, bei 10 uCi/ul (5000 Ci/mmol) wurde 1:10 verdinnt. Zur Uberpriifung der fertigen
Ldsung wurde die Aktivitdt von 1 pl in einem Szintillationszéhler (TriCarb 2100, Packard)

durch Cerenkov Messung bestimmt.
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2.6.6 MALDI-TOF-Analyse

Die MALDI-Anayse (matrix-assisted laser desorption ionization) ist eine massenspektro-
metrische Methode, um Proteine und Peptide zu identifizieren. Die Proteine kdnnen direkt aus
einem gefarbten Polyacrylamidgel entnommen werden. Bei dieser Methode wird die Probe
enzymatisch verdaut, die entstandenen Peptide ionisiert, die lonen beschleunigt und
detektiert. In einem MALDI-Spektrometer werden die Peptide mit einer organischen Saure
gemischt und auf einem Metall-Target getrocknet. Dort werden sie von einem Laser ionisiert,
durchlaufen eine Rohre und treffen am Detektor auf. Die Flugzeit der einzelnen Peptide (TOF
= ,time of flight*) ist umgekehrt proportiona zu ihrer Masse und direkt proportional zu ihrer
Ladung. Bel dem tryptischen Verdau eines Proteins entstehen Peptide bestimmter Massen,
aus denen ein charakteristisches MALDI-Spektrum, der sogenannte , peptide mass finger-
print“ ermittelt wird. Durch Datenbankvergleich konnen so isolierte Proteine identifiziert
werden.

Die MALDI-Analysen wurden in der Protein & Peptide Group am EMBL in Heidelberg von
Keith Ashman durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung des mikrosomalen Komplexes aus | Ps-Rezeptor Typ I,
IRAG und cGMP-Kinasel

Schon in den siebziger Jahren wurde die Phosphorylierung von Membranproteinen der glatten
Muskelschicht nach Stimulation mit cGMP beschrieben und fir die Regulation der intra-
zelluléren Calciumkonzentration verantwortlich gemacht (Casnellie and Greengard, 1974). Es
folgten weitere Arbeiten zur Aufreinigung dieser Phosphoproteine und Sarcevic et al. identi-
fizierten Phospholamban als eines der cGMP-Kinase Substrate in der Mikrosomenfraktion der
Aorta (Sarcevic et al., 1989). Im Jahr 2000 wurde schlief3dlich ein stabiler Komplex aus den
Substraten 1P;-Rezeptor Typ | und IRAG und der cGMP-Kinase | gereinigt (Schlossmann et
al., 2000). Nach Co-Immunprazipitation mit anti-cGMP-Kinase | und anti-1Ps-Rezeptor Typ |
Antikorpern, postulierten Schlossmann et a. die Assoziation von zwel weiteren Substraten
G3 und G4.

Um diese und andere an die cGMP-Kinase | gebundenen Proteine zu identifizieren, wurde der
Komplex mit cGMP-Agarose aus Membranen des glatten Muskels der Rindertrachea isoliert.
Nach der Reinigung Uber die Saule, wurde das Eluat in SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt,
mit Coomassie-Blau angeférbt und die Banden ausgeschnitten. Durch anschlief3ende MALDI-
TOF-Analyse konnten die assoziierten Proteine identifiziert werden. Die Affinitétsreinigung
Uber cGMP-Agarose erlaubt die Reinigung grof3er Proteinmengen und vermeidet die Konta-
mination mit den schweren und leichten Ketten eines Antikorpers. Im Gegensatz zur Co-
Immunprazipitation hat diese Methode allerdings den Nachteil, nicht so spezifisch zu sein.
Die Saule bindet alle Proteine, die eine cGMP-Bindungsstelle besitzen und mit ihnen noch
weitere Interaktionspartner. Daher missen dle auf diese Weise identifizierten Komplex-

bestandteile durch wechsel seitige Co-Immunprazipitation des Komplexes bestétigt werden.

3.1.1 Reinigung und Identifizierung assoziierter Proteine

Die erneute Aufreinigung des Komplexes und die Identifizierung der putativen Substrate G3
(65 kD) und G4 (30 kD) ergab, dass es sich hierbei um Abbauprodukte von IRAG handelte.
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Durch den Zusatz von 5 mM EDTA zu jedem Schritt der Aufreinigung und das Erhéhen der
Konzentration der Proteaseinhibitoren (s.2.6.1), konnte dieser Abbau fast vollstandig ver-
mieden werden. Abb. 3-1 zeigt ein Autoradiogramm und eine Coomassie-Farbung des Kom-
plexes nach Auftrennung durch SDS- und Tricin-SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese. Die
Verwendung von zwel Gel-Systemen erlaubt die Charakterisierung des Komplexes von 250
bis 5kD. Im Autoradiogramm wird deutlich, dass die Anzahl der assoziierten Substrat-
proteine im GrofRenbereich von 250-30 kD auf nur drei Banden reduziert werden kann. Diese
lieffen sich durch einen Immunoblot als IPs-Rezeptor Typ | (240 kD), IRAG (130 kD) und
cGMP-Kinase | (73 kD) identifizieren. Die Farbung mit Coomassie-Blau zeigt jedoch noch
weitere Proteine der Grof3e 190 kD, 50 kD, 43 kD und 35 kD. Durch Datenbankvergleich des
MALDI-Spektrums konnten diese als Bestandteile des Zytoskel etts und al's die regulatorische
Untereinheit der cCAMP abhangigen Proteinkinase identifiziert werden (Tabelle 3-1). Die
Auftrennung der kleineren Proteine (30-5 kD) ergab die Assoziation zweier Phosphoproteine,
die aber nicht durch Coomassie-Blau gefarbt werden kénnen. Damit war auch eine Mengen-
abschétzung und ihre Identifizierung mit MALDI-TOF nicht mdglich. Durch Westernblot-
Analysen mit spezifischen Antikérpern konnten diese Proteine als Phospholamban (5 kD) und
die kleine GTPase Rho A (21 kD) identifiziert werden. Zudem ist eine nicht oder wenig
phosphorylierte Bande bel 17 kD nach der Farbung des Komplexes zu sehen, die mit der
Nukleosid-Diphosphat-Kinase B (NDKB) identisch ist. Nach Co-Immunprézipitation mit
anti-cGMP-Kinase | Antikorper stellte sich heraus, dass die Untereinheit der cAMP-Kinase
und die NDKB nicht mit cGMP-Kinasel assoziiert sind, sondern mit dem zyklischen
Nukleotid der Saule interagieren (nicht dargestellt). Phospholamban, Rho A, a-Aktin und
Calponin H1 wurden auch nach Reinigung mit anti-cGMP-Kinase Antikorper detektiert. Die
Assoziation von Rho A wurde nicht weiter untersucht, da der Rho A spezifische Antikorper
den Komplex nicht prézipitiert und der an den Komplex assoziierte Anteil des Proteins sehr

gering ist.
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Abb. 3-1: Autoradiogramm und Coomassieféarbung des mit cGM P-Agar ose gereinigten Komplexes

Mikrosomales Pellet aus Rindertrachea wurde mit cGM P-Agarose aufgereinigt, phosphoryliert und Gber
SDS-PAGE (12,5%) und Tricin-SDS-PAGE (16,5 %) aufgetrennt. Die linke Spur zeigt jeweils das Auto-
radiogramm (ARG), dierechte Spur die Coomassie-Farbung des Komplexes (COOM).

190 kD | Myosin, schwere Kette MALDI
S50 kD |cAMP-KinaseR | a MALDI
43 kD | a-Aktin des glatten Muskels MALDI
35 kD | Calponin H1 des glatten Muskels| MALDI
21 kD |Rho A Westernbl ot
17 kD [NDKB MALDI
5 kD | Phospholamban Westernblot

Tabelle 3-1: Identifizierung der komplexassoziierten Proteine

Die Tabelle zeigt die weiteren, assoziierten Proteine, deren Molekulargewicht und die Methode ihrer

Identifizierung. Durch MALDI-Analyse wurden Myosin, cAMP-Kinase, a-Aktin, Calponin H1 und
NDKB identifiziert, durch Westernblot Rho A und Phospholamban.

3.1.2 Verbindung des Komplexes mit dem Zytoskelett

Die Interaktion des Komplexes mit den zytoskelettalen Proteinen a-Aktin und Calponin H1

konnte aus folgendem Grund nicht wechselseitig durch direkte Co-lmmunprézipitation tber-

prift werden. Prézipitiert man a-Aktin oder Calponin H1 aus den mikrosomalen Membranen

mit spezifischen Antikorpern, so sind viele an das Zytoskel ett assoziierte Proteine angeheftet
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und es kann keine Aussage Uber eine echte Interaktion getroffen werden. Der Komplex wurde
deshalb Uber cGMP-Agarose vorgereinigt, phosphoryliert, mit cGMP eluiert und das Eluat
anschlieffend mit anti-a-Aktin und anti-Calponin H1 Antikorpern prazipitiert (s.2.6.4). Zur
Kontrolle wurde eine Co-Immunprézipitation des Eluats mit Antikdrpern gegen 1Ps-Rezeptor
Typ |, IRAG und cGMP-Kinase | durchgefiihrt. Als Negativkontrolle wurde mit Pr&Immun-
serum und anti-Nucleosid-Diphosphat-Kinase B (NDKB) Antikorper gefallt.

In Abb. 3-2 ist ein Autoradiogramm der Co-Immunprézipitationen mit den spezifischen Anti-
korpern dargestellt. Die Abb. 3-2 zeigt, dass der Komplex der Substratproteine der cGMP-
Kinasel auch nach Fallung mit anti-a-Aktin und anti-Calponin H1 Antikérpern nach-
gewiesen werden konnte. Fihrt man den gleichen Versuch mit Pré&lmmunserum oder einem
weiteren unspezifischen Antikdrper (NDKB) durch, so wird keines der Substratproteine pré-
zipitiert. Dieses Ergebnis lasst den Schluss zu, dass es sich bei der Assoziation der zyto-
skelettalen Proteine a-Aktin und Calponin H1 um eine echte Interaktion und keine Verun-

reinigung handelt und diese zur Stabilisierung des Komplexes beitragen konnen.
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Abb. 3-2: Co-Immunpr&zipitation von 1Ps-Rezeptor Typ I, IRAG und cGMP-Kinasel mit anti-a-Aktin
und anti-Calponin H1 Antikérper nach Vorreinigung iber cGM P-Agar ose

2,5 mg Mikrosomales Pellet aus Rindertrachea wurden mit cGM P-Agar ose ger einigt, mit y?P-ATP phos-
phoryliert, mit cGMP von der Sdule eluiert und nach Dialyse mit den spezifischen Antikérpern co-
immunprazipitiert (1P). Gezeigt ist das Autoradiogramm nach Auftrennung des Komplexes liber SDS-

PAGE (12,5 %). AlsKontrolle wurde mit Pra-lmmunserum (PIS) eines Kaninchens prazipitiert.
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3.2 Interaktion von Phospholamban mit cGMP-Kinasel im glatten
M uskel

In 3.1.1 konnte gezeigt werden, dass Phospholamban an den Komplex aus |Ps-Rezeptor,
IRAG und der cGMP-Kinase | assoziiert ist. Phospholamban ist schon lange als Substrat der
cGMP-Kinase bekannt, jedoch wird der Einfluss des NO/cGMP/cGMP-Kinase Signalwegs
auf die Funktion von Phospholamban im glatten Muskel kontrovers diskutiert. Daher sollte im
folgenden die Interaktion von cGMP-Kinasel und Phospholamban und seine Phospho-

rylierung durch die Kinase genauer untersucht werden.

3.2.1 cGMP-abhéngige Phosphorylierung von Phospholamban

Die Phosphorylierung von Phospholamban durch cGMP-Kinase ist in vitro in kardialem
Gewebe und in Membranen der glatten Muskulatur bereits untersucht worden. Membran-
vesikel wurden dazu mit exogener cGM P-Kinase oder cGMP erhthenden Substanzen versetzt

und phosphoryliertes Phospholamban nachgewiesen.

Um einen spezifischen, cGM P-abhangigen Effekt der endogenen Kinase im glatten Muskel zu
zeigen, wurden in dieser Arbeit mikrosomale Membranen mit und ohne Zusatz von cGMP
phosphoryliert. In Abb. 3-3 ist die Phosphorylierung der Mikrosomenfraktion aus dem glatten
Muskel der Trachea von Rindern dargestellt. Die isolierten Membranen wurden nach Zugabe
von V?P-ATP zwei Minuten mit und ohne das cGMP-Analogon 8-pCPT-cGMP phospho-
ryliert und nach Abstoppen der Reaktion in einem Tricin-SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt.
Im Autoradiogramm sieht man, dass Phospholamban nur nach Zugabe von cGMP phospho-
ryliert ist. Die Detektion mit anti-Phospholamban Antikorper zeigt ein Signal auf gleicher
Hohe und den Einsatz gleicher Proteinmengen.
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Abb. 3-3: ¢cGM P-abhéangige Phosphorylierung von PLB

30 pg Mikrosomale M embranen aus Rindertrachea wurden mit (+) und ohne (-) 8-pCPT-cGMP 2 min bei
30°C phosphoryliert und Uber Tricin-SDS-PAGE aufgetrennt. Gezeigt ist das Autoradiogramm (ARG)
und die Immundetektion (WB) desidentischen Blots mit anti-PL B Antikérper.

3.2.2 Co-Immunprazipitation von Phospholamban und cGMP-Kinase |

Durch gemeinsame Prazipitation mit einem spezifischen Antikorper kann die stabile Inter-
aktion von Phospholamban und cGMP-Kinase | untersucht und die unspezifische Bindung an
cGMP-Agarose ausgeschlossen werden. Membranproteine wie Phospholamban miissen dazu
erst durch Solubilisation aus dem Verband der Doppellipidmembran gel6st und mit einem
Detergens in Losung gehalten werden. Die Wahl des Detergens muss so erfolgen, dass
gentigend Membranprotein frei zur Prazipitation zur Verfligung steht, aber die Assoziation
der Interaktionspartner bestehen bleibt. Zur Auflésung der Membranstruktur wurde 2 %
Lubrol eingesetzt und 0,1 % Lubrol, um das Protein anschlief3end in Losung zu halten.

Unter diesen Bedingungen wurde nun die Interaktion von Phospholamban mit cGMP-
Kinase | untersucht. Die mikrosomalen Membranen wurden dazu mit anti-cGMP-Kinase|
Antikorper prazipitiert, anschlief3end durch Zusatz von 8-pCPT-cGMP phosphoryliert und in
einem Tricin-SDS-Gel aufgetrennt. Im Autoradiogramm und nach Detektion mit anti-
Phospholamban Antikérper ist zu sehen, dass eine stabile Interaktion von Phospholamban
mit cGMP-Kinase | besteht (Abb. 3-4). Allerdings ist unter diesen Bedingungen nur ein Teil
des im glatten Muskel exprimierten Phospholambans (Abb. 3-3) an cGMP-Kinase assoziiert.
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Uber die Verteilung von Mono- und Pentamer in der Immunprézipitation kann keine Aussage
getroffen werden, da die leichten Ketten des Antikorpers (25 kD) die Immundetektion storen.

Die gemeinsame Prézipitation von Phospholamban und cGMP-Kinase stellt zudem einen Rei-
nigungsschritt dar, durch den bestétigt werden konnte, dass es sich bei dem phosphorylierten
5 kD Protein um Phospholamban handelt. Das Signal im Autoradiogramm der Abb. 34 ist

deckungsgleich mit dem Signal des Immunoblots.

Zur Kontrolle der Reaktionsbedingungen fir eine wechselseitige Co-Immunprézipitation
wurde Phospholamban aus mikrosomalen Membranen mit anti-Phospholamban Antikorper
prazipitiert. In der linken Spur der Abb. 34 ist gezeigt, dass der hier verwendete anti-Phos-

pholamban Antikorper zur Immunprazipitation geeignet ist.

IP PLB
IP cGK I
IP ¢cGK I

kD

-
PLB Pentamer — . -

PLB Monomer —  #i e - 6
WB WB ARG

Abb. 3-4: Co-lmmunpr&zipitation von PLB mit anti-PLB und anti-cGK | Antikor per

Die linke Spur zeigt eine Fallung von PLB aus 500 ug mikrosomalen Membranen mit anti-PLB
Antikorper (1P PLB). Rechts ist die Co-lmmunprazipitation von PLB aus 2,5 mg mikrosomaler Mem-
branen mit anti-cGK | Antikorper (1P cGK 1) im Westernblot (WB) und Autoradiogramm (ARG) nach
Auftrennung Uber Tricin-SDS-PAGE dargestellt. Die Westernblots wurden mit anti-PLB Antikoérper
detektiert.
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3.2.3 Assoziation weiterer Substrate der cGMP-Kinase |

Da Phospholamban mit cGMP-Agarose (s.3.1.1) und anti-cGMP-Kinase Antikorper (s.3.2.2)
prazipitiert wird, sollte auch cGMP-Kinase mit anti-Phospholamban Antikérper gefallt
werden konnen. Die wechselseitige Co-Immunprézipitation bestétigte nicht nur die Asso-
ziation von cGMP-Kinase | und Phospholamban, sondern auch der weiteren in 3.1.1 beschrie-
benen Substrate. Nach Phosphorylierung der Substrate und anschlief3ender Immundetektion
mit spezifischen Antikdrpern konnte die Interaktion von IPs-Rezeptor Typ |, IRAG und
cGMP-Kinase | mit Phospholamban gezeigt werden. Zum Vergleich wurde der Komplex mit
anti-cGMP-Kinase | Antikorper gereinigt. Die Auswertung der Westernblots ist nur qualitativ
zu betrachten, da verschiedene Detektionsmethoden angewendet wurden und die Titer der

verschiedenen Antikorper nicht vergleichbar sind.

a) b)
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Abb. 3-5: Autoradiogramm und Westernblot der Co-Immunprazipitationen mit anti-PLB und anti-cGK |
Antikor per
a) Co-lmmunprazipitation von cGK I, IRAG und IPs-Rez. Typ | mit anti-PLB Antikorper. Autoradio-

gramm (ARG) und Westernblot (WB, Detektion mit M eerr ettich-Per oxidase).

b) Co-Immunprézipitation von cGK I, IRAG und IPs-Rez. Typ| mit anti-cGK | Antikérper. Auto-
radiogramm (ARG) und Westernblot (WB, Detektion mit alkalischer Phosphatase). Es wurden jewells
2,5 mg mikrosomaler M embranen eingesetzt und durch 12,5 % SDS-PAGE aufgetrennt.
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3.3 Interaktion von rekombinantem Phospholamban mit cGMP-Kinase |
in COS7 Zellen

Nachdem gezeigt wurde, dass im glatten Muskel aus Rindertrachea ein stabiler Komplex von
Phospholamban, cGMP-Kinase| und zwei weiteren Substraten der Kinase besteht, sollte
diese Assoziation durch heterologe Expression in COS7 Zellen unabhangig von anderen

Proteinen der glatten Muskulatur untersucht werden.

3.3.1 Klonierung von Phospholamban

Zur Expression in COS7 Zellen wurde Phospholamban aus dem Herz einer Maus des
Stammes C57/BL 6 kloniert. Aus cDNA, die alle im Herzen der Maus exprimierten Gene
représentiert, konnte der gewtiinschte Genabschnitt tber PCR amplifiziert werden. Die fir das
5kD grofe Protein codierende cDNA ist 159 bp grofd und wurde Uber die Restriktions-
schnittstellen Eco RI/BamHI in den eukaryontischen Expressionsvektor pcDNA3.1(-)
kloniert. Vor das , Start-ATG* wurde eine Kozak-Sequenz eingeftigt, um die Initiation der
Transkription an diesem ATG zu gewdhrleisten. Die Kozak-Sequenz stellt eine ideale
eukaryontische Ribosomenbindungsstelle dar (Kozak, 1991) und verbessert dadurch die
Proteinexpression in COS 7 Zellen. Die erhaltene Sequenz (Abb. 3-6) von Phospholamban
entsprach der von Ganim 1992 (Ganim et a., 1992) verdffentlichten Sequenz der Maus.

1 ATGGAAAAAGTGCAATACCTCACTCGCTCGGCTATCAGGAGAGCCTCCACTATTGAAATG
1 M £E XK vo Yy L T R s A I R R A S5 T I E M
61 CCTCAGCAAGCACGTCAGAATCTCCAGAACCTATTTATCAATTTCTGCCTCATCTTGATA
21 P 0 0 A R O N L ©© N L F I N F C L I L I
121 TGTCTGCTGCTGATCTGCATCATTGTGATGCTTCTGTGA
41 c . L. . 1 ¢ I 1 v M L L *

Abb. 3-6: Aminosaure- und Nukleotidsequenz von Phospholamban aus dem Herz der Maus

Die Sequenz von PLB besteht aus 159 Basenpaaren, die fir 52 Aminosiuren kodieren. Der zytosolische
Bereich ist nicht unterstrichen (AS 1-30), die Transmembran-Doméne (AS 31-52) ist durch Unterstrei-
chen gekennzeichnet. Die Phosphorylierungsstellen Ser’®, Ser®® und Thr'” sind rot markiert.
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3.3.2 Co-Expression von Phospholamban und cGMP-Kinasel in COS7 Zellen

Phospholamban wurde mit cGMP-Kinasel a oder 3 in COS7 Zellen heterolog exprimiert
und die Anwesenheit der Proteine in einem Westernblot mit spezifischen Antikérpern Uber-
prift (Abb. 3-7). Phospholamban kommt Uberwiegend als 25 kD grof3es Pentamer endogen in
COS 7 Zélen vor. Trotz Denaturierung durch Aufkochen und den Zusatz von DTT war das
Pentamer im Vergleich zu dem 5kD groRRen Monomer immer im Uberschuss vorhanden.
Nach Uberexpression von Phospholamban erhohte sich der Anteil an Monomer und konnte
im Westernblot detektiert werden. Allerdingsist die Detektierbarkeit eines so kleinen Proteins
durch viele Faktoren begrenzt, was eine quantitative Beurteilung der Expression kaum
moglich macht. Kleine Proteine lassen sich schlecht ohne Verlust auf eine Membran trans-
ferieren und sind auch in einem Tricin-SDS-Polyacrylamidgel nicht immer auf eine scharfe
Bande fokussiert. Abb. 3—7 zeigt die Expression von Phospholamban und von den beiden Iso-
formen a und 3 der cGMP-Kinase |l in COS 7 Zdllen.

a) b)
kD A B C A B C kD A B CcC WT
83 34
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anti-PLB AK

Abb. 3—-7: Expression von PLB mit und ohne cGK | a oder cGK | Bin COS7 Zellen

COS7 Zellen wurden mit A: PLB B: cGK | a + PLB C: ¢cGK | B + PLB transfiziert und 20 pug Lysat tber
a) SDS-PAGE (11 %) und b) Tricin-SDS-PAGE (16,5 %) aufgetrennt. Als Kontrolle wurden 20 ug Zell-
lysat von Wildtyp (WT) Zellen aufgetragen. Der Blot wurde mit anti-PLB, anti-cGK | a und anti-cGK | 8
Antikorpern (AK) detektiert.

3.3.3 Co-Immunprazipitation von cGMP-Kinase | und Phospholamban

Die in 3.2.2 gezeigte Interaktion von Phospholamban mit cGMP-Kinase | sollte nun im iso-
lierten System nach heterologer Expression der beiden Proteine untersucht werden. Zellen,

die mit Phospholamban und cGMP-Kinase | a oder (3 transfiziert waren, wurden dazu zur Co-
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Immunprazipitation mit anti-Phospholamban Antikorper eingesetzt. Da die Menge an Aus-
gangsmaterial im Vergleich zu Gewebe begrenzt ist, wurde das gesamte Zelllysat eingesetzt,
ohne die zytosolische Fraktion vorher abzutrennen. Im Gesamtzellextrakt ist das membran-
gebundene Phospholamban im Verhdltnis zur teils zytosolischen und teils membranstandigen
cGMP-Kinase|l nicht angereichert. Es wurden 500 pug Gesamtprotein zur Co-Immun-
prazipitation der rekombinanten Proteine mit anti-Phospholamban Antikorper eingesetzt.
Nach Auftrennung in einem SDS-Polyacrylamidgel konnte keine cGMP-Kinase detektiert
werden (nicht dargestellt). Dieser Ansatz zeigte keine stabile Interaktion von cGMP-Kinase |
mit Phospholamban in COS 7 Zellen und die in 3.2.2 gezeigte Assoziation konnte weder einer
Isoform der Kinase zugeordnet, noch im isolierten System bestétigt werden.

3.3.4 Co-Expression von Phospholamban, cGMP-Kinasel , IRAGaund | Ps-
Rezeptor Typ | in COS7 Zéellen

In der Mikrosomenfraktion des glatten Muskels der Rindertrachea herrschen physiologische
Bedingungen beziiglich Proteinzusammensetzung und Konzentration. Da in diesem in vitro
System nicht nur die Interaktion von Phospholamban und cGMP-Kinase gezeigt wurde,
sondern auch die Assoziation von weiteren Proteinen (s. 3.2.3), stellte sich die Frage, ob diese
zur Stabilisierung des Komplexes beitragen. Um diesen Zusammenhang zu untersuchen,
wurden Phospholamban und cGMP-Kinase | a oder 3 mit und ohne IRAG und |Ps-Rezeptor
Typl in COS7 Zellen co-exprimiert. IRAGa wurde dazu Uber die Restriktionsschnittstellen
Eco Ri/Xba I/Bam HI aus IRAGa-EGFP und der Mutanten S1 (Ammendola et al., 2001) in
pcDNA 3.1 kloniert. Die Verwendung des gleichen Vektors (pcDNA 3.1) sollte ein unter-
schiedliches Expressionsmuster der transfizierten Plasmide vermeiden. Zur Transfektion aller
Komponenten haben sich die in Tabelle 2-3 angegebenen DNA-Mengen als geeignet
erwiesen. Die Anwesenheit der Proteine wurde in einem Westernblot mit spezifischen Anti-
korpern Uberpriift. Abb. 3-8 zeigt die Co-Expression von Phospholamban, cGMP-Kinase | a
bzw. B, IRAGa und IPs-Rezeptor Typ | in COS 7 Zellen. Nach Immundetektion von IRAGa
ist ein starker Abbau des Proteins durch viele Nebenbanden im Westernblot zu sehen.
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Abb. 3-8: Expression von PLB, cGK | a,cGK | B, IRAG und I Ps-Rezeptor Typ | in COS 7 Zellen

COS7 Zellen wurden mit A: PLB B: cGK I a + PLB C: cGK | B + PLB D: IPs-Rez. Typ | + IRAGa +
cGK |l a + PLB E: IPs-Rez. Typ | + IRAGa + cGK | B + PLB transfiziert und 20 pg Lysat tber a) SDS
PAGE (11%) und b) Tricin-SDS-PAGE (16,5%) aufgetrennt. Der Blot wurde mit anti-PLB, anti-
cGK I a und anti-cGK | B, anti-IRAG und anti-I P;-Rez. Typ | Antikorpern detektiert.

3.3.5 Co-Immunprazipitation von Phospholamban, cGMP-Kinase| 3, IRAGa
und I Ps-Rezeptor Typ |, Vergleich zur Féllung aus Rindertrachealmuskel

In einem initidlen Versuch wurde untersucht, ob der von Schlossmann et al. beschriebene
Komplex aus cGMP-Kinase| 3, IRAGa und IPs-Rezeptor Typ | in COS7 Zellen stabil ist
und die Co-Expression von Phospholamban einen Einfluss auf diesen Komplex hat. Dazu
wurden Zellen, die den Komplex mit und ohne Phospholamban exprimieren, mit anti-cGM P-
Kinase I Antikorper prézipitiert. Dieser Antikorper ist gegen die konservierte Region der
cGMP-Kinase | gerichtet und sollte daher die Interaktionsstelle zwischen IRAG und der
Kinase, die im N-Terminus der B-Isoform liegt (Ammendola et al., 2001), nicht beeinflussen.
Der Westernblot in Abb. 3-9a zeigt, dass in COS 7 Zellen nur ein sehr geringer Teil IRAGa
mit cGMP-Kinase | 3 assoziiert ist. Der 1Ps-Rezeptor konnte nicht detektiert werden, wobei

die Co-Expression von Phospholamban keine Rolle spiglt.

Weiterhin wurde mit anti-Phospholamban Antikérper immunprazipitiert. Wie in Abb. 3-9b zu
sehen ist, werden cGMP-Kinase | 3 und IPs-Rezeptor Typ I mit Phospholamban préazipitiert
und bilden eine stabile Interaktion. Der gebundene Anteil an cGMP-Kinase ist zwar im Ver-
gleich zum Ausgangsmaterial und zur Falung mit anti-cGMP-Kinase| Antikorper sehr
gering, alerdings wird dabei auch die zytosolisch lokalisierte cGMP-Kinase | erfasst. Die Co-

Immunprazipitationen der rekombinanten Proteine wurden immer aus dem Gesamtzellextrakt
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durchgefuihrt. Dabel konnte die Interaktion von Phospholamban mit IRAGa in COS 7 Zellen
nicht bestétigt werden. Genauso verhielt es sich mit Zellen, die cGMP-Kinase | a anstatt 3
exprimieren. Hier ergab sich keinerlel Bindung an eines der komplexassoziierten Proteine
(nicht dargestellt). Nach gemeinsamer Expression in COS 7 Zellen interagiert Phospholamban

also nur mit der 3 Isoform der cGMP-Kinase | und dem 1Ps-Rezeptor, nicht aber mit IRAGa.

Zum Vergleich wurde der beschriebene Komplex mit anti-Phospholamban, anti-cGMP-
Kinase | und anti-IRAG Antikdrpern aus mikrosomalen Membranen des glatten Muskels aus
Rindertrachea préazipitiert. Auch hier interagieren cGMP-Kinase | und der 1Ps-Rezeptor Typ |
stabil mit Phospholamban, wie Abb. 3-9c zeigt. Die Co-Immunprézipitation von IRAGa mit
Phospholamban ist dabel eher schwach. Aufgrund der extremen Grof3enunterschiede von 1Ps-
Rezeptor Typ | (240 kD), cGMP-Kinase| (72 kD) und Phospholamban (5 kD) konnte der
gesamte Komplex nicht in einem Gel aufgetrennt und dargestellt werden.
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Abb. 3-9: Co-Immunpr&zipitation von PLB, cGK |, IRAGa und | P;-Rezeptor Typ |

a) COS7 Zdellen wurden mit A: IPs-Rez. Typ | + IRAGa + cGK | B und B: IPs-Rez. Typ | + IRAGa +
cGK I B + PLB transfiziert und je 500 ug Zelllysat mit cGK I, Antikérper immunprazipitiert. Als
Kontrolle wurden 20 pg Zelllysat aufgetragen.

b) COS 7 Zellen wurden mit IPs-Rez. Typ | + IRAGa + cGK | B+ PLB transfiziert und je 500 pg Zelllysat
mit A: anti-PLB Antikorper und B: cGK I, Antikérper immunprazipitiert. Als Kontrolle wurden 20 ug
Zelllysat aufgetragen.

¢) 500 pg Mikrosomales Pellet aus Rindertrachea wurde mit A: anti-IRAG B: anti-PLB und C: cGK I,

Antikorper immunprazipitiert. AlsKontrolle wurden 30 pg des mikrosomalen Pellets (MiP) aufgetragen.

Die Wester nblotswurden mit anti-cGK |, anti-lRAG und anti-1Ps-Rez. Typ | Antikérpern detektiert.
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3.4 Interaktion von Phospholamban und cGMP-Kinase | mit der

Ca*"-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums

Eine Erhéhung der cGMP Konzentration in der Zelle filhrt zur Aktivierung der Ca?*-ATPase
des sarkoplasmatischen Retikulums und zur Verminderung des intrazelluldren Calciums
(Twort and van Breemen, 1988). Die cGM P-abhangige Modulation der Ca**-ATPase ist dabei
von der Phosphorylierung von Phospholamban abhangig. So stellte sich die Frage, ob
Phospholamban, die Ca?*-ATPase und cGMP-Kinase | miteinander assoziiert sind.

3.4.1 Interaktion von Phospholamban und SERCA 2

Phospholamban und SERCA bilden nicht nur eine funktionelle Einheit, sondern auch eine
stabile Interaktion. In einem initialen Versuch konnte bestétigt werden, dass in Mikrosomen
des glatten Muskels die Isoform SERCA 2 vorkommt und mit Phospholamban co-immun-
prézipitiert werden kann. Abb. 3-10 zeigt das Prazipitat der Ca®**-ATPase (110 kD) mit anti-
Phospholamban Antikorper. Bei 55 und 25 kD sind die schweren und leichten Ketten des
Antikorpers zu sehen sowie nicht dissoziierte SERCA 2 Molektile oberhalb von 200 kD.
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Abb. 3-10: Co-Immunprézipitation von SERCA 2 mit anti-Phospholamban Antikdrper aus mikroso-

malen M embranen des glatten M uskels

2,5mg der Mikrosomenfraktion wurden mit anti-Phospholamban Antikor per préazipitiert (1P PLB), Uber
SDS-PAGE (12,5%) aufgetrennt und der Westernblot mit anti-SERCA 2 Antikorper detektiert. Als
Kontrolle wurden 30 pg des Ausgangsmaterials (MiP) aufgetragen.
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3.4.2 Assoziation von SERCA 2 an den Substrat-K omplex der cGMP-Kinaseim
glatten Muskel

Bel der Isolierung des Komplexes aus 1P;-Rezeptor, IRAG und cGMP-Kinasel mit anti-
cGMP-Kinase | Antikérper konnten geringe Mengen der Ca?*-ATPase nachgewiesen werden.
Um zu untersuchen, ob SERCA 2 an diesen Komplex assoziiert ist oder ob an cGMP-Kinase |
gebundenes Phospholamban gleichzeitig mit SERCA 2 interagiert, wurde der Komplex erneut
an cGMP-Agarose vorgereinigt. Mikrosomale Membranen des glatten Muskels wurden Uber
Affinitdtschromatographie gereinigt, phosphoryliert und anschlieffend immunprazipitiert.
Nach der Auftrennung in einem 12,5 % SDS-Polyacrylamidgel wurde in einem Westernblot
auf Anwesenheit von SERCA 2 getestet. In Abb. 3-11 ist gezeigt, dass die Ca**-ATPase nicht
an cGMP-Kinase |, IRAG, oder den IPs-Rezeptor Typ | gebunden ist, sondern mit Phospho-
lamban und den zytoskelettalen Proteinen interagiert. Der Zusammenhang der beiden Kom-
plexe aus Phospholamban mit cGMP-Kinase | und deren Substrate IRAG und |Ps-Rezeptor
sowie Phospholamban mit SERCA konnte nicht genauer geklart werden. Es ist aber wahr-
scheinlich, dass die Verbindung Uber das Zytoskel ett zustande kommt.
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Abb. 3-11: Interaktion von SERCA 2 mit Phospholamban, a-Aktin und Calponin H1 nach Vorreinigung
Uber cGM P-Agar ose

2,5mg Mikrosomales Pellet aus Rindertrachea wurden mit cGM P-Agar ose gereinigt, phosphoryliert und
anschliel3end mit Antikorpern gegen 1Ps-Rez. Typ I, IRAG, cGK I, a-Aktin, Calponin H1, PLB, NDKB
und Pra&-lmmunserum (PIS) co-prézipitiert (IP). Nach Auftrennung Uber SDS-PAGE (12,5 %) wurde der
Westernblot mit anti-SERCA 2 Antikorper detektiert. Oben ist das Autoradiogramm (ARG), unten die
Immundetektion (WB) dar gestellt.
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4 Diskussion

Obwohl schon lange bekannt ist, dass die Aktivierung des NO/cGMP/cGMP-Kinase Signal-
wegs zur Vasodilatation fuhrt, ist der damit verbundene Mechanismus immer noch unklar.
Bisher sind einige Substrate der Kinase bekannt, deren Phosphorylierung einem hormonellen
oder elektrischen Reiz folgt, jedoch konnte der genaue Zusammenhang zwischen der Akti-
vierung der Kinase und ihrem Einfluss auf die Kontraktilitdt der glatten Muskulatur noch
nicht geklart werden. Die vorliegende Arbeit gibt neue Hinweise zur Calcium abhangigen
Regulation des Geféldtonus durch das cGMP-Kinase I-Substrat Phospholamban und schafft

damit eine neue Perspektive fur weitere Untersuchungen.

4.1 Assoziation von Phospholamban mit cGMP-Kinasel 3, IRAG und

dem | P;-Rezeptor Typ | am sarkoplasmatischen Retikulum

In der Membranfraktionen von glatten Muskelzellen verschiedener Spezies wurde mehrfach
die Existenz von vier Substraten (225-240 kD, 130-132 kD, 85 kD und 11 kD) der cGMP-
Kinase beschrieben (Casnellie and Greengard, 1974; Parks et al., 1987; Sarcevic et a., 1989).
Neben dem IPs-Rezeptor Typ | (Koga et a., 1994), IRAG (Schlossmann et al., 2000) und der
autophosphorylierten cGMP-Kinase, wurde das 11 kD grofe Substrat aufgrund seines
Laufverhaltens in SDS-Polyacrylamidgelen als Phospholamban identifiziert (Sarcevic et a.,
1989). Wahrend die lipophile Doméne Il Phospholamban am sarkoplasmatischen Retikulum
verankert, weist die cGMP-Kinase| eine zytosolische Struktur auf. Man weil3 zwar, dass sie
teilweise an Membranen assoziiert ist (Ives et a., 1980), jedoch gibt es keinen Hinwels
darauf, warum die Kinase zytosolisch, wie auch partikul&r vorliegt und welche Aufgaben mit
der Lokalisation verbunden sind. Cornwell et a. fuhrten immunzytochemische Unter-
suchungen mit konfokaler Lasermikroskopie durch und postulierten die Co-Lokalisation von
cGMP-Kinase | und Phospholamban am sarkoplasmatischen Retikulum in der Umgebung des
Zellkerns (Cornwell et al., 1991).

Diese Arbeit zeigt, dass Phospholamban mit cGMP-Kinase |, IRAG und dem |Ps-Rezeptor

Typ | as stabiler Komplex in Membranen des glatten Muskels vorkommt. Untersuchungen in
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COS 7 Zellen haben ergeben, dass diese Interaktion nur mit der cGMP-Kinasel 3 nach ge-
meinsamer Expression mit IRAG und dem IP;-Rezeptor besteht. Die Stabilitét des funktio-
nellen Komplexes ist jedoch in COS 7 Zellen nach Co-Immunprazipitation mit anti-cGMP-
Kinase | Antikorper wesentlich geringer als in den mikrosomalen Membranen aus Rinder-
trachea. Das assoziierte Substrat IRAG interagiert in COS 7 Zellen zu geringen Tellen mit
cGMP-Kinase, aber nicht mit dem IP;-Rezeptor oder Phospholamban. Die stabile Interaktion
von Phospholamban, cGMP-Kinase| 3 und 1Ps-Rezeptor Typ | konnte nach Expression in
COS 7 Zdlen bestétigt werden (s. Abb. 3-9b).

Ein moglicher Grund fur die schwache Assoziation nach Uberexpression der Komplex-
bestandteile in COS 7 Zellen ist der Versuchsansatz. Aus dem Gewebe des glatten Muskels
wurde im Gegensatz zu den Zellen eine Membranpréparation durchgefihrt. Die Anreicherung
der transmembrandren Proteine kann dabel den stabilen Zusammenhalt des Komplexes bei
der Aufreinigung verbessern. Eine wechselseitige Co-Immunprézipitation aus Membranen
von COS 7 Zellen ist zwar moglich, erfordert aber grof3e Proteinmengen, die bei der gemein-
samen Expression von vier Komponenten schwierig zu erhalten sind. Zudem ist es moglich,
dass wenige Zellen alle vier Bestandteile des Komplexes enthalten und dieser sich nur in vivo

ausbilden kann.

Ein weiterer Grund fur den mangelnden Zusammenhalt des Komplexes nach heterologer
Expression in COS7 Zellen kann die Abwesenheit anderer, stabilisierender Proteine der
glatten Muskulatur sein. Diese Aufgabe kénnen Bestandteile des Zytoskeletts in den Muskel-
zellen Ubernehmen und die Interaktion von Proteinen vermitteln. Die erneute Aufreinigung
und genauere Untersuchung des Komplexes ergab die Assoziation von den flr den glatten
Muskel spezifischen Isoformen der zytoskelettalen Proteine a-Aktin und Calponin H1, die
unter Umstanden fUr den Zusammenhalt des Komplexes verantwortlich sind. Baltensperger et
a. zeigten schon 1990 eine Interaktion des damals unbekannten 130 kD Substrates (IRAG)
mit Aktin und postulierten die Verbindung von Membranproteinen mit dem Zytoskelett als
Aufgabe dieses Substrates im glaiten Muskel (Baltensperger et a., 1990). Die von
Schlossmann et a. beschriebene Assoziation weiterer Substratproteine G3 (65 kD) und G4
(30 kD) kann nach den vorliegenden Ergebnissen ausgeschlossen werden, wobei die Inter-
aktion mit der GTPase Rho A nicht weiter untersucht wurde. Kirzlich wurde die Phospho-

rylierung und Inaktivierung des cCAMP-Kinase Substrates Rho A durch cGMP-Kinase gezeigt
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(Sauzeau et al., 2000; Sawada et a., 2001). Damit ergibt sich eine weitere Méglichkeit der

cGMP-Kinase den Gefalitonus tber einen Calcium unabhangigen Weg zu steuern.

4.2 Phosphorylierung von Phospholamban durch die cGMP-Kinase |

Phospholamban wird durch cAMP-Kinase und cGMP-Kinase phosphoryliert (Raeymaekers et
a., 1988). Beide Kinasen kommen in der glatten Muskulatur vor und vermitteln das Signad
zyklischer Nukleotide. cGMP erhthende Agenzien, wie natriuretische Peptide oder NO,
koénnen eine Kreuzaktivierung der cAM P-abhangigen Kinase bewirken (Cornwell et al., 1994,
Sausbier et a., 2000). Die Aktivierung mit ANP oder NO fuhrt sowohl in vivo als auch in
vitro zur Erhohung der cGMP Konzentration, zur Phosphorylierung von Phospholamban
sowie einer verstarkten Aktivitat der Ca®*-ATPase (Cornwell et al., 1991; Sarcevic et al.,
1989). Eine weitere Arbeitsgruppe zeigte 1992, dass die Phosphorylierung von Phospho-
lamban im glatten Muskel der Aorta durch endotheliales NO vermittelt wird und nach Ent-
fernung des Endothels signifikant vermindert ist (Karczewski et al., 1992). Diese
Versuchsansétze schlief3en jedoch eine Kreuzaktivierung der endogenen cAMP-Kinase nicht
aus. In der hier vorgelegten Arbeit wurde Phospholamban durch das cGMP-Anaogon
8-pCPT-cGMP aktiviert, das ein hochspezifischer Ligand fir cGMP-Kinase ist (Abb. 3-3).
Nach Co-Immunprézipitation von Phospholamban mit cGMP-Kinasel, durch einen cGMP-
Kinase | spezifischen Antikorper, wurde PLB ebenfalls nach Zusatz von 8-pCPT-cGMP phos-
phoryliert (Abb. 3-4). Hierbel kann eine Aktivierung durch cAMP-Kinase ausgeschlossen
werden, da die cAMP-Kinase nicht an den aufgereinigten Komplex assoziiert ist.

4.3 Funktion von Phospholamban in der glatten Muskulatur

Bisher wurde als einzige Funktion von Phospholamban die Regulation der intrazellularen
Calciumkonzentration durch Modulation der Ca?*-ATPase des sarkoplasmatischen Retiku-
lums beschrieben. Phosphoryliertes Phospholamban erhéht die Affinitdt von SERCA fir
Calcium und aktiviert seine Aufnahme in das SR. Ca*-freisetzende Stimulanzien bewirken
daher in Phospholamban defizienten Tieren eine erhdhte Kontraktilitdt des Herzmuskels. Im
Gefal3muskel PLB defizienter Aorten fand man eine geringere Sensitivitét gegentiber Phenyl-
ephrin und KCI und eine erhdhte Kontraktionsrate des Muskels (Lalli et al., 1997). In einer

spateren Arbeit konnten die isometrischen Kraftmessungen mit der Messung der intra-
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zelluldren Calciumkonzentration korreliert werden (Lalli et al., 1999). Diese Effekte wurden
auf die verstarkte Ca®*-Beladung des SRs und die erhéhte Aktivitat der Ca?*-ATPase zuriick-
gefiihrt. Die Hemmung der Ca®*-ATPase mit Cyclopiazonsdure (CPA) erhoht die Sensitivitat
gegenuiber elektrischen Reizen in PLB defizienten Tieren wieder. Daraus schloss die Arbeits-
gruppe, dass diese Effekte ausschlieldlich auf die Ca?*-ATPase zuriickzufiihren sind. Die funk-
tionelle Inaktivierung des SRs durch CPA kann jedoch auch Auswirkungen auf andere Signal-
wege haben, die zum Beispiel die Freisetzung von Calcium aus intrazelluléaren Speichern
steuern. Entgegen der bisher verdffentlichten Ergebnisse, dass durch Deletion des Phospho-
lamban-Gens die Kontraktilitét des glatten Muskels und der Ausstrom von Calcium erhoht
sind, zeigte die gleiche Arbeitsgruppe eine unterdriickte Carbachol Antwort des glatten
Muskels der Harnblase in Phospholamban , knock out® Tieren (Nobe et a., 2001). Diese
widersprichlichen Ergebnisse konnen darauf hin deuten, dass Phospholamban ein hormo-

nelles Signal nicht nur tiber die Aktivierung der Ca®*-ATPase vermitteln kann.

Die vorliegende Arbeit zeigt erstmals, dass Phospholamban mit dem Mechanismus der
Caciumfreisetzung durch einen stabilen Komplex in Verbindung steht. Obwohl nur ein
geringer Teil des Phospholambans im glatten Muskel an die cGMP-Kinasel und den IPs-
Rezeptor assoziiert ist, konnte diese Interaktion durch wechselseitige Co-Immunprazipi-
tationen und nach heterologer Expression der Proteine bestétigt werden. Die stabile Inter-
aktion mit cGMP-Kinase | 3 besteht nur nach gemeinsamer Expression mit IRAG und dem
IPs-Rezeptor und deutet auf eine funktionelle Einheit dieser Komponenten hin. Phospho-
lamban kénnte neben der Aktivierung der Ca?*-ATPase den Ausstrom von Calcium aus intra-
zelluldren Speichern tber den 1Ps-Rezeptor modulieren. Die Funktion von IRAG ist dabei un-
klar. Moglicherweise ist es an der Lokalisation der cGMP-Kinase | an der Membran beteiligt
und bringt sie damit in die Nahe ihrer Substrate. Phospholamban kann die Rolle eines
»Sensitizers® fur die Wiederaufnahme und den Ausstrom von Calcium aus dem sarkoplasma-

tischen Retikulum spielen.

4.4 Interaktion des mikrosomalen Komplexes mit SERCA 2

Nach Vorreinigung des beschriebenen Proteinkomplexes an cGMP-Agarose und an-
schlieffender Co-lmmunprézipitation mit spezifischen Antikorpern wurde in Kapitel 3.4.2 die
Assoziation der Ca?*-ATPase an den mikrosomalen Komplex untersucht. Abb. 3-11 zeigt,
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dass die SERCA 2 nur mit den zytoskelettalen Proteinen a-Aktin und Calponin H1 und mit
Phospholamban interagiert, nicht aber mit der cGMP-Kinase |, dem |1Ps-Rezeptor Typ | oder
dem assoziierten Substrat IRAG. Die Co-Immunpréazipitation mit dem anti-Phospholamban
Antikorper bestétigt aber die Verbindung von PLB mit der cGMP-Kinase |, dem IPs-Rezeptor
Typ | und IRAG im glatten Muskel. Der Versuch zeigt, dass Phospholamban einerseits mit
der Ca?*-ATPase interagiert und dieser Komplex an das Zytoskelett assoziiert ist. Anderer-
seits besteht eine Einheit aus Phospholamban, cGMP-Kinase |, IRAG und |Ps-Rezeptor, die
ebenfalls Uber anhaftende zytoskelettale Proteine mit dem oben genannten Komplex in Ver-
bindung steht. Phospholamban kénnte also an zwei unabhéngigen Regulationswegen beteiligt
sein, die beide durch die cGMP-Kinase | aktiviert werden. Die Abb. 4-1 stellt diesen Zusam-
menhang schematisch dar.

Abb. 4-1: Regulation der Ca?*-Freisetzung aus dem SR durch Phospholamban

Nach Aktivierung durch cGMP-Kinase reguliert PLB einerseits die Ca**-Aufnahme durch die Ca**-
ATPase des SR, andererseits ist es an den funktionellen Komplex aus |Ps-Rezeptor Typ |, IRAG und
cGMP-Kinase| assoziiert und moduliert dort méglicherweise den Ca®-Ausstrom aus dem SR. Beide

Komplexe sind Uber das Zytoskelett miteinander ver bunden.

Der Zusammenhalt eines Proteinkomplexes ist von vielen Faktoren abhangig und unterliegt
einem chemischen Gleichgewicht. Die Interaktion zwischen Phospholamban und SERCA 2
beruht auf elektrostatischen Wechselwirkungen und kann durch eine hohe lonenstérke, Deter-
genzien und den pH-Wert beeinflusst werden. Veranderungen der Salzzusammensetzung
treten hier zum Beispiel bel der Elution der Proteine von der cGMP-Agarose auf, wobel die



62 Diskussion

Salzkonzentration der verwendeten Puffer immer gleich war und somit die Stabilitét des
Komplexes gewdhrleistet ist. Die Abb. 3-10 zeigt, dass das Detergens in dem hier gewéhlten
Ansatz die Interaktion von Phospholamban und der Ca?*-ATPase nicht stort. Als funktionelles
Gleichgewicht kann der Zusammenhalt des Komplexes auch durch die Phosphorylierung der
Substratproteine nach der ersten Aufreinigung variieren und seine Komponenten danach in
veranderter Zusammensetzung co-préazipitieren. Die physikalische Interaktion zwischen Phos-
pholamban und SERCA 2 bleibt auch nach Phosphorylierung von Phospholamban durch
cAMP-Kinase bestehen (Asahi et al., 2000), wobei im Herzmuskel ca. 40 % SERCA durch
die Phosphorylierung von PLB reguliert werden (Brittsan et al., 2000). Erste Untersuchungen
zur Stabilitét des Komplexes aus IPs-Rezeptor, IRAG, cGMP-Kinase | und Phospholamban

vor und nach Phosphorylierung haben keine Verdnderung der Interaktionen gezeigt.

4.5 Ausblick

Der Aufklarung des molekularen Mechanismus, der zur Erschlaffung der glatten Muskulatur
durch cGMP-Kinase fuhrt, wird durch diese Arbeit eine neue Perspektive verliehen. Das
Wissen um die Zielproteine der cGMP-Kinase und ihrer Bedeutung fir den Tonus der glatten
Muskulatur, ermoglicht die Entwicklung von Pharmaka mit gezieltem Angriffspunkt in dieser
Kaskade. Zudem fuhrt die Kenntnis des Signalweges NO freisetzender Arzneistoffe zu einer

besseren Einschéatzung ihrer Risiken und Nebenwirkungen.

Eine duale Funktion von Phospholamban fihrt zu einem neuen Weg des NO/cGMP ver-
mittelten Signals, das die Calciumfreisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum steuert.
Bisherige Untersuchungen konnten eine komplexe Funktion des Signalproteins nicht auf-
schlisseln und Kraftmessungen an der glatten Muskulatur verschiedener Gewebe ergaben
widerspruchliche Ergebnisse. Ein besseres Verstdndnis zur Funktion des in dieser Arbeit
untersuchten Komplexes, kann die Regulation der intrazelluldren Calciumkonzentration durch
das sarkoplasmatische Retikulum anschaulicher machen. Weder die Aufgabe von IRAG, noch
die von Phospholamban konnte bislang zufriedenstellend geklart werden. Die Dynamik des
beschriebenen Komplexes in Abhangigkeit von der Phosphorylierung der cGMP-Kinase
Substrate ist dabel genauso interessant, wie die Assoziation von homo- oder multimeren

Phospholamban Mol ekulen.
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5 Zusammenfassung

Der Tonus der glatten Muskulatur wird einerseits direkt durch Aktivierung des kontraktilen
Apparates und andererseits Uber Veranderungen der intrazelluléaren Calciumkonzentration ge-
steuert. NO freisetzende Pharmaka aktivieren die |6sliche Guanylylzyklase und fUhren Gber
den cGMP/cGMP-Kinase abhéngigen Signaweg zur Erschlaffung der glatten Muskulatur.
Wie die Kinase dieses Signal vermittelt ist noch weitgehend unklar, wobel schon einige Sub-
strate der cGMP-Kinase | bekannt sind. In der Mikrosomenfraktion glatter Muskeln wurde ein
stabiler Komplex der cGMP-Kinase | und ihrer Substrate IRAG und 1Ps-Rezeptor Typ | be-
schrieben, der fir die Steuerung des Calciumausstroms aus Speichern des sarkoplasmatischen

Retikulums verantwortlich ist.

In der vorliegenden Arbeit sollte dieser mikrosomale Komplex genauer untersucht und die
beteiligten Proteine gereinigt und charakterisiert werden. Dies geschah vor allem durch Co-
Immunprazipitationen mit spezifischen Antikoérpern und Affinitétschromatographie mit
cGMP-Agarose. Die Identifizierung der gereinigten Proteine erfolgte durch MALDI-TOF
Anayse und Immunoblot, wobei Substrate der Kinase nach cGMP-abhéngiger Phospho-
rylierung mit radioaktiv markiertem ATP detektiert wurden. Der Komplex wurde aus dem
glatten Muskel der Trachea von Rindern aufgereinigt und seine Bestandteile isoliert. Dabei
ergab sich die Assoziation von Phospholamban, einem Substrat der cGMP-Kinase, das den
Calcium Riicktransport durch die Ca**-ATPase in Speichervesikel des sarkoplasmatischen
Retikulums moduliert. Die Interaktion von Phospholamban mit der cGMP-Kinasel 3 und
dem IPs;-Rezeptor Typ | konnte nach heterologer Expression der Komponenten in COS7
Zellen bestdtigt werden. Dazu wurde Phospholamban aus cDNA des Herzens der Maus
kloniert und mit je einer der beiden Isoformen der cGMP-Kinase | a und 3, dem IP;-Rezeptor
Typ | und IRAG in COS 7 Zellen exprimiert.

Weiterhin konnte die Assoziation des Komplexes an die zytoskel ettalen Proteine a-Aktin und
Calponin H1 gezeigt werden. Das Zytoskelett kann einerseits zur Stabilisierung des Kom-

plexes im glatten Muskel beitragen. Andererseits kann der Komplex Membranproteine mit
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dem Zytoskelett verbinden und einen direkten Einfluss auf die Calcium unabhangige Kon-
traktion der Zelle haben.

Als einzige Funktion von Phospholamban ist bisher die Regulation der Ca**-ATPase be-
schrieben worden, daher wurde deren Assoziation an den funktionellen Komplex untersucht.
Dazu wurde der Komplex an cGMP-Agarose gereinigt und nach Elution eine Co-Immun-
prazipitation mit den spezifischen Antikérpern der Komplexbestandteile durchgefihrt. Die
differenzierte Auftrennung Uber zwei Saulen deckte die Existenz zweier Proteinkomplexe auf,
die Uber das Zytoskelett miteinander verbunden sind. Einer besteht aus Phospholamban und
der Ca®*-ATPase und steuert die Aufnahme von Calcium in intrazelluldre Speicher, der
andere enthdt einen geringeren Tell Phospholamban, die cGMP-Kinase | 3 und ihre Substrate
IRAG und den IPs-Rezeptor Typl. Dieser zweite Komplex reguliert wahrscheinlich den

Calciumausstrom aus dem sarkoplasmatischen Retikulum.
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6 Anhang

6.1 Fur Westernblot und Immunprazipitation verwendete Antikor per

Antigen/Bezeichnung Hersteller/Firma| Organismus|Klassifizierung| Reinigungsgrad |[Westernblot [ Immunprézipitation
a-Aktin, glatter Muskel, Klon 1A4 Sigma Maus monoklonal AszitesflUssigkeit 1:100 000 5ul
cAK Rla, P53620 PharMingen Maus monoklonal ? 1:250 ?
Calponin H1, Klon hCP Sigma Maus monoklonal AszitesflUssigkeit 1:10 000 S5ul
cGK I¢ Schlossmann Kaninchen polyklonal gereinigtes Serum 1:200 25 ul
cGK I, 8121 Ruth Kaninchen polyklonal gereinigtes Serum 1:1000 7ul
cGK I, 8122 Ruth Kaninchen polyklonal gereinigtes Serum ? 20 ul
cGK I a Schlossmann Kaninchen polyklonal gereinigtes Serum 1:80 ?
cGK | 3, 1054 Schlossmann Kaninchen polyklonal gereinigtes Serum 1:2000 ?
IPs-Rez. Typ |, PA3-901 ABR Kaninchen polyklonal Serum 1:1000 5ul
IRAG Geiselhdringer | Kaninchen polyklonal Serum 1:1000 10 ul
IRAG Geiselhdringer | Kaninchen polyklonal gereinigtes Serum 1:500 50 pl
IRAG, 130-3 Gramsch Kaninchen polyklonal Serum 1:500 20 ul
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NDKB, CBL 446 Dianova Kaninchen polyklonal gereinigtes Serum 1:100 5ul

PLB, Klon 1ID12 ABR Maus monoklonal | ger. AszitesflUssigkeit 1:1000 5-10 ul

Rho A Aepfelbacher Maus monoklonal ? 1:1000 10 ul
(Minchen)

SERCA 2, Klon I1D8 Dianova Maus monoklonal AszitesflUssigkeit 12500 | 000 -

Tabelle 6-1: Primare Antikdper

Konjugat Antigen Katalognummer | Organismus
AP Kaninchen IgG | 711-055-152 Esel

AP Maus 1gG 715-055-150 Esel
HRPO Kaninchen IgG 111-035-045 Ziege
HRPO Maus 1gG 715-035-150 Esel

Tabelle 6-2: Sekundare Antikorper

Die sekundaren Antikor per wurde von der Firma Dianova bezogen.
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cGK I
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ddNTP
DMF
DMSO
DNA
DNAse
dNTP
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Atriales natriuretisches
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Alkalische Phosphatase
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5-Bromo-4-chloro-3-
indolylphosphat

Gehirn spezifisches
natriuretisches Peptid
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Rinderserumalbumin
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Proteinkinase

zyklisches Adenosin -
3,5 -monophosphat
komplementdre DNA
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Proteinkinase
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monophosphat

Curie (1 Ci = 3,7x10'°Bq)
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Nukleotide aktiviert
C-typ natriuretisches
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counts per minute

23 -Didesoxynukleosid-
5"-triphosphat
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonucleinsaure
DNA spatendes Enzym
2" -Desoxynukleosid-5"-
triphosphat
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Dithiothreitol

IP3

IPs-Rez.
IRAG

kb

kD
Lubrol-
PX
MALDI-
TOF

Mes
MgAc
min
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NBT
NO

PAGE

8-pCPT-
cGMP

PCR
PIS

PLB

PMSF
PVDF
RNA

RNAse
rpm
RT
SDS
sek

SERCA

SR

Inositol-1,4,5-trisphosphat

Inositoltrisphosphat Rezeptor
| Ps-Rezeptor assoziiertes G-
Kinase Substrat
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Polyoxyethylen-23-Lauryl-
ether

matrix-assisted laser
desorption ionization-time of
flight
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Phospholamban

Phenylmethansulfonyl-Fluorid
Polyvinylidenfluorid
Ribonukleinsdure

RNA spaltendes Enzym
Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur
Natriumdodecylsulfat
Sekunde

Ca?*-ATPase des sarko-
plasmatischen Retikulums
Sarkoplasmatisches Retikulum
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EDTA Ethylendiamino- ss Einzelstrang
N,N,N",N’"-tetraessigsdure
EGTA Ethylenglycol-bis(2- TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer
aminoethylether)-
N,N,N",N’",-tetraessigsaure
EMBL European Molecular TBST Tris-NaCl-Tween20-Puffer
Biology Laboratory
FCS Fotales Kéberserum TEMED N,N,N",N"-Tetramethyl-
ethylendiamin
h Stunde Tricin Tris-(hydroxymethyl)-
methylglycin
HEPES  4-2-Hydroxyethyl-pipe- Tris a,a,a-Tris-(hydroxymethyl)-
razin-1-ethansulfonsaure aminomethan
HRPO M eerrettichperoxidase uv Ultraviolett
IEP Isoel ektrischer Punkt wB Westernbl ot
IP Immunprazipitation X g -fache Erdbeschleunigung
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8.1 Buchstabencode der Nukleotide

A = Adenin
G = Guanin
T =Thymin
C =Cytosin

8.2 Dre- und Ein-Buchstabencode der Aminosauren

Alanin

Arginin
Asparagin
Asparaginsaure
Cystein
Glutamin
Glutaminsdure
Glycin

Histidin

Isoleucin

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gln
Glu
Gly
His

lle

I omoO O 0z 31 >

Leucin

Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin

Serin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin
vain

Leu
Lys
Met
Phe

Pro

Thr
Trp
Tyr
va
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