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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Regulation der Kontraktion des Herzens

Das Herz als muskuldres Hohlorgan stellt ein komplexes Konstrukt aus unterschiedlichen
Zelltypen dar. Durch die Kontraktilitdt des Herzens wird stidndig Blut durch den Organismus
gepumpt, um so die Versorgung aller Organe zu sichern. Verantwortlich fiir die Kontraktion
ist neben der Reizbildung und Erregungsleitung vor allem das Arbeitsmyokard. Hier wird
durch den eintreffenden elektrischen Reiz aus dem Erregungsleitungssystem das
Ruhemembranpotential auf das Schwellenpotential gesteigert. Dies 10st zuallererst einen
depolarisierenden Natriumeinstrom aus und leitet damit das Aktionspotential ein. Zeitgleich
werden L-Typ Kalziumkandle aktiviert, um einen lidnger anhaltenden Kalziumeinstrom
einzuleiten. Dieses hat eine Kalzium-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum
(SR) iiber Kalziumkanédle vom Ryanodinrezeptor (RyR) zur Folge (Abbildung 1). Danach
entsteht durch einen repolarisierenden Kaliumausstrom die initiale Repolarisationsphase,
welche in die Plateau-Phase iibergeht. Nach kurzer Zeit klingt der Kalziumeinstrom langsam
ab, der Kaliumausstrom jedoch bleibt weiterhin erhalten. Dadurch und durch nun aktivierte
Kaliumkanéle (/x: und Ixs) kommt es zur Repolarisationsphase. Die schnelle und langsame
Komponente der ,delayed rectified“- Kaliumkandle vermitteln die Repolarisation zum
Ruhepotential und die Kombination aus Ik, und i (,,inward rectified“-Kaliumkanal)
stabilisieren es auf diesem Niveau (Behere und Weindling, 2015; Fink et al., 2011;
Habertheuer et al., 2014; Johnstone et al., 2015; Noble, 1962).

Der Kalziumeinstrom von aufBlen iiber das Sarcolemm ins Zellinnere sowie die dadurch
vermittelte Kalziumfreisetzung iiber den Ryanodinrezeptor aus dem SR fiihren dazu, dass der
intrazellulire Kalziumgehalt ([Ca®"];) steigt. Dieses Kalzium bindet wihrend der Systole an
Troponin C und bewirkt dadurch eine Konformationsdnderung des Troponin I (Tnl), einer
Phosphoprotein-Untereinheit vom  Troponin-Tropomyosin-Komplex, wodurch dessen
inhibitorische Wirkung auf die Herzmuskelkontraktion aufgehoben wird. Es kommt zur
Freilegung der Myosin-bindenden Seite des Aktins und somit kann das Myosinkdpfchen unter
ATP-Hydrolyse am Aktinfilament binden. Es entsteht eine Querbriicke. Durch die Abgabe
des anorganischen Phosphats wird Energie frei, die eine stirkere Bindung zwischen Aktin und

Myosin bedingt. Nach Freisetzung des ADP schiebt das Myosinkopfchen das Aktinfilament
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in Richtung Zentrum der Herzmuskelzelle. Dadurch kommt es zur Anndherung der
Glanzstreifen (Herzmuskelzellverbindungen).

Nach erneuter Bindung eines ATP-Molekiils am Myosinkdpfchen 16st sich das
Myosinkdpfchen vom Aktinfilament. Durch erneute Hydrolyse des ATP verlagert sich das
Myosinkdpfchen wieder in die Ausgangsposition und es kommt zur Relaxation. Die
Phosphorylierung von Phospholamban (PLB) durch die Proteinkinase A beschleunigt die
Riickfiihrung von Kalzium iiber eine ATP-abhingige Kalziumpumpe (SERCA2a) in das SR
und beschleunigt somit die Relaxation. (Erkasap, 2007; Vangheluwe et al., 2006). Auch der
Natrium Kalzium Austauscher (Na/CaX) trdgt durch den Austausch von Kalzium aus der
Zelle gegen 3 Natrium Molekiile in die Zelle zur Relaxation bei. Aktiviert wird der Na/CaX
jedoch nicht durch eine hohe intrazellulire Kalziumkonzentration, sondern durch den

extrazelluldren Natrium-Gradienten (Shattock et al., 2015).
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Abbildung 1: Kalziumstrom im Kardiomyozyten. L-Typ Kalziumkandle werden durch einen eintreffenden
Reiz aktiviert, wodurch es zu einem Kalziumeinstrom (Ca") ins Sarkoplasma kommt. Dieses Kalzium aktiviert
wiederum den Ryanodinrezeptor (RyR), welcher einen Kalziumausstrom aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum (SR) vermittelt. Es kommt zu einer Kalzium-induzierten Kalziumfreisetzung (CICR). Dieses Kalzium
lagert sich unter anderem an Troponin an und es kommt zur Kontraktion. Bei einem Phospholamban (PLB)-
vermittelten Riicktransport des Kalziums ins sarkoplasmatische Retikulum kommt es zur Relaxation. Aulerdem
kommt es durch den Natrium-Kalzium Austauscher (Na/CaX) ebenfalls zur Reduktion der freien Ca®'-
Konzentration im Sarkoplasma. Illustration modifiziert nach Cosmocyte/Ben Smith (Priori und Chen, 2011).

Die vorgestellten Prozesse zur Regulation der myokardialen Kontraktion werden wiederum
durch spezifische Proteinphosphatasen beeinflusst. So kommt es bei vermehrter

Proteinphosphatase-Aktivitit zu einer verminderten PLB- und Tnl-Phosphorylierung. In der
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Folge wird die Relaxationszeit verzogert ist (Bartel et al., 1996; Boknik et al., 2000; Neumann
etal., 1997).

1.2 Regulation der Kontraktionskraft und des intrazellularen
Kalzium-Handlings durch die Proteinphosphatase 2A

Die Dephosphorylierung von Proteinen durch Proteinphosphatasen (PP) beeinflusst deren
Eigenschaften durch Steigerung oder Hemmung der jeweiligen Enzymaktivitit oder durch
Regulation von Transkriptionsfaktoren. PPs entfernen die durch Proteinkinasen an
Aminosdurereste angekoppelten Phosphatreste und lassen sich anhand ihrer Sensitivitét
gegeniiber spezifischen Inhibitoren in zwei Typen (1 und 2) unterteilen (Cohen und Cohen,
1989; Cohen, 1989). PP1 wird durch spezifische, inhibitorische, hitze- und sédurestabile
Proteine (Inhibitoren 1 und 2) gehemmt. PPs vom Typ 2 hingegen sind unempfindlicher
gegeniiber diesen Inhibitoren. Sie konnen in die Subtypen 2A, 2B und 2C unterteilt werden
(Tabelle 1; Cohen und Cohen, 1989).
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Tabelle 1: Gebriuchliche Methoden zur Charakterisierung der Proteinphosphatasen

(modifiziert nach Cohen, 1989).

Beeinflussung PP1 PP2A PP2B PP2C
Priferenz fiir Untereinheit der B o o o
Phosphorylase-Kinase
Abhiangigkeit von divalenten Nein Nein Ja Ja
Kationen (Ca™) (Mg2+)
Stimulation durch Calmodulin Nein Nein Ja Nein
Hemmung durch Trifluoperazin Nein Nein Ja Nein
Hemmung durch Okadasdure Ja Ja Ja Nein
Phosphorylase-Phosphatase Hoch Hoch Niedrig Niedrig
Aktivitdt
Dephosphorylierungsaktivitdt des | Sehr niedrig | Sehr hoch
durch PKC phosphorylierten
Histons H1
Dephosphorylierungsaktivitét des Sehr niedrig | Hoch
durch PKA phosphorylierten
Caseins
Effekt von stark basischen Hemmung | Aktivierung
Proteinen auf die Phosphorylase-

Phoshatase-Aktivitat

Effekt von Heparin auf die Hemmung | Kein Effekt
Phosphorylase-Phosphatase- oder
Aktivitét Aktivierung
Effekt von P-Nitrophenylphosphat | Aktivierung | Hemmung

auf die Phosphorylase-
Phosphatase-Aktivitit

Referenzen:

(Agostinis et al., 1987; Bialojan und Takai, 1988; Erdodi et al., 1985; Goris und Merlevede, 1988; Ingebritsen et

al., 1983; Pelech und Cohen, 1985; Scott und Schlender, 1988; Stewart et al., 1983; Usui et al., 1988)

Die einfachste Moglichkeit der Unterteilung ist die der Aktivierbarkeit durch divalente
Kationen. Die Aktivitdt von PP2B und PP2C ist abhiingig von Ca*" bzw. Mg, wohingegen
die PP2A wie auch die PP1 katalytisch spontan aktiv sind (Cohen, 1989). Die vorliegende
Arbeit befasst sich mit der PP2A und ihrer Regulation im Herzen. Die PP2A ist ein zell- und

substratspezifisches trimeres

Holoenzym, bestehend aus

einer

regulatorischen (B) und katalytischen (C) Untereinheit (Abbildung 2).

strukturellen (A),




Einleitung

B, (B55 a, B, v, 9)

B (B56a,B,v,09,¢)

B"" (PR72, PR130, PR59)
B (PR93/PR110)

PR65
(o, B)

C (0, B)

Abbildung 2: Proteinphosphatase 2A (PP2A). Die Proteinphosphatase 2A besteht aus 3 Untereinheiten, einer
strukturellen (A), regulatorischen (B) und katalytischen (C) Untereinheit. Jede Untereinheit besteht aulerdem
noch aus verschiedenen Subtypen (Janssens und Goris, 2001).

Sie reprisentiert ungefdhr die Hélfte der gesamten zelluldren Serin/Threonin-Phosphatase-
Aktivititen. Die C-Untereinheit ist trotz der groBen Ahnlichkeit ihrer Aminosiuresequenz im
katalytischen Zentrum zu den C-Untereinheiten anderer Proteinphosphatasen durch ihren C-
Terminus einzigartig. Es existieren 2 Isoformen katalytischer Untereinheiten, oo und 3, deren
Aminosduresequenzen zu etwa 97% identisch sind (Arino et al., 1988). Die A-Untereinheit
kommt ebenfalls in 2 unterschiedlichen Isoformen vor: PR65a und PR65f. Diese Isoformen
bestehen aus 15 Aminosédureabschnitten, die sich Heat-Sequenzen nennen und die sich immer
wiederholen (Groves et al., 1999). Die Bezeichnung HEAT leitet sich von Proteinen ab, in
denen diese Struktur bisher gefunden wurde, ndmlich Huntingtin, Elongationsfaktor, A-
Untereinheit der PP2A und TOR-Kinase (Virshup, 2000). Die strukturelle A- und die
katalytische C-Untereinheit bilden zusammen als Heterodimer das Core-Enzym der PP2A. In
dieser Form erscheint rund ein Drittel der PP2A (Kremmer et al., 1997). Das Heterodimer
stellt die Anlagerungsstelle fiir die regulatorische, stark gewebespezifische B-Untereinheit
dar. Diese Untereinheit ist sehr heterogen und weist 4 Genfamilien (B, B, B”", B""") auf. Alle
B’-Isoformen (auch als B56 aufgrund ihres Molekulargewichts im SDS-Gel bezeichnet) sind
in unterschiedlicher Expression und Lokalisation im Herzen vorhanden. B56a., § und € sind
im Zytoplasma lokalisiert, B56y und 0 im Zellkern (McCright et al., 1996). Es gibt bei all

diesen B56-Isoformen keine Unterschiede in der Verteilung zwischen Vorhof und Ventrikel
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(Degrande et al. 2013). Im Herzen werden die Isoformen B56a, B56y3 (Csortos et al., 1996)
sowie B568 vorwiegend exprimiert (McCright et al, 1996). Trotz unterschiedlicher
Nukleotid- bzw. Aminosduresequenzen lagern sich alle B-Isoformen an derselben Stelle der
strukturellen A-Untereinheit an. Es kann jedoch immer nur eine regulatorische Untereinheit
pro PP2A-Trimer binden. Diese bestimmt wiederum die Substratspezifitit und Aktivitit der
PP2A (Agostinis et al., 1992). Unter Beriicksichtigung aller mdglichen Kombinationen kann
es zur Bildung von iiber 75 unterschiedlichen PP2A-Holoenzymen kommen (Janssens und
Goris, 2001).

Bisher ist bekannt, dass die PP2A im Herzen an der Regulation des -adrenergen Signalwegs,
der Kalzium-Homoostase des SR, der Kontraktilitit/Relaxation und der Modulation von
Ionenkanal-Aktivititen beteiligt ist. Dieses geschieht durch die PP2A-induzierte
Dephosphorylierung von c¢Tnl, Phospholamban, dem Ryanodinrezeptor sowie dem L-Typ
Kalzium-Kanal (Davare et al., 2000; Liu und Hofmann, 2003; Marx et al., 2000). Die
Aktivitit des PP2A-Heterotrimers wird wiederum durch den Expressionsgrad und die
Funktionalitit der in Kardiomyozyten vorhandenen B56c.-Untereinheit bestimmt. So wurde
gezeigt, dass die Uberexpression von B56a. im Herzen zu einer vermehrten
Dephosphorylierung unterschiedlicher Myoproteine wie z.B. von cTnl, vom Myosin
bindendes Protein C (MyBP-C), von der Myosinleichtkettenkinase 2 (MLC-2) und vom
Troponin T (TnT) fiihrt. In der Summe dieser Effekte kommt es zu einer gesteigerten

myofilamentiren Kalzium-Sensitivitit (Kirchhefer et al., 2014b).

1.3 Beeinflussung der PP2A-Aktivitit durch Carboxymethy-
lierung und Phosphorylierung ihrer regulatorischen
Untereinheiten

Die Regulation der PP2A erfolgt sowohl durch Carboxymethylierung als auch
Phosphorylierung. Die Methylierung des C-terminalen Leucin-Restes (TPDYFL), katalysiert
durch die Methyltransferase, bewirkt einen Anstieg der PP2A-Aktivitit (Lee et al., 1996).
Dies erfolgt durch eine stirkere Bindung der strukturellen A-Untereinheit an die methylierte
katalytische C-Untereinheit. Urspriinglich besitzt die nicht methylierte Form C-terminal eine
stark negativ geladene Séduregruppe, in der sich das Leucin (Leucin-309) befindet. Durch die

Methylierung des Leucins-309 kommt es zu einer Neutralisierung der Ladung und damit zu
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einer verstirkten Bindungsaffinitit zwischen der A- und der C-Untereinheit (Cho und Xu,
2007).

Neben der Methylierung kann die PP2A-Aktivitit durch verschiedene Phosphorylierungen
moduliert werden. Reversible Proteinphosphorylierung ist ein bedeutender Mechanismus zur
Regulation zelluldrer Funktionen. Der Grad der Phosphorylierung resultiert aus einem
Zusammenspiel von Proteinkinasen und Proteinphosphatasen (DePaoli-Roach et al., 1994).
Die katalytische Untereinheit der PP2A kann durch tyrosinspezifische Proteinkinasen
phosphoryliert werden. Die Phosphorylierung findet ausschlieBlich an Tyrosin-307
(TPDYFL) statt und wird unter anderem durch epidermal growth factor-Rezeptor und
Insulin-Rezeptor gekoppelte Tyrosinkinasen katalysiert. Durch die Phosphorylierung wird die
PP2A-Aktivitdit gesenkt (Chen et al., 1992). AuBlerdem kann PP2A durch eine
autophosphorylierte-aktivierte  Proteinkinase am  Threonin-Rest der C-Untereinheit
phosphoryliert werden. Dadurch wird die enzymatische Aktivitidt gehemmt (Guo und Damuni,
1993). Eine Beeinflussung der PP2A-Aktivitit kann nicht nur iiber die Methylierung und
Tyrosinkinase-abhidngige Phosphorylierung der katalytischen Untereinheit, sondern auch iiber
eine Phosphorylierung der strukturellen A-Untereinheit und der regulatorischen B-
Untereinheiten  durch  Serin/Threonin-Proteinkinasen  erfolgen. So  erfolgt die
Phosphorylierung der PR65A-Untereinheit an Serin-303, Threonin-268 sowie an Serin-314,
was zur Aktivitditsminderung der PP2A fiihrt (Kotlo et al, 2014). Eine weitere
Phosphorylierungsstelle der BS6a-Untereinheit befindet sich am Aminosédurerest Serin-41.
Diese wird durch PKCa phosphoryliert (Abbildung 3). Thre Phosphorylierung von B56a
bewirkt eine zusitzliche negative Ladung des Proteins, was zu einer schwicheren Bindung
des Substrates zum Holoenzym und damit zu einer verminderten Dephosphorylierung durch
die PP2A fiihren konnte. Die PKCa-abhéngige Phosphorylierung von B56a reguliert
wiederum die Kalzium-Freisetzung aus dem ER und kann durch PP2A selbst wieder

umgekehrt werden (Kirchhefer et al., 2014a).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der PP2A-Regulation durch PKC-abhingige Phosphorylierung
von BS6a. Durch Phenylephrin (PE) wird die Gq-Protein-gekoppelte Signalkaskade aktiviert. Durch die
Aktivierung der Phospholipase C (PLC) wird Phosphatidyl-Inositol-Bisphosphat (PIP,) in Diacylglycerol (DAG)
und Inositoltriphosphat (IP;) gespalten. IP; aktiviert den Ryanodinrezeptor (RYR) durch Phosphorylierung.
Dadurch kommt es zu einer vermehrten Kalzium-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) ins
Zytosol. DAG hingegen aktiviert, ebenso wie Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA), die Proteinkinase C, die
dann den Serin-41 (S*')-Rest an der B56a-Untereinheit phosphoryliert und damit die PP2A inhibiert. Ao und
Ca bilden als strukturelle und katalytische Untereinheit gemeinsam mit der regulatorischen BS6o-Untereinheit
die aktive PP2A (modifiziert nach Kirchhefer et al., 2014a).

Gegenstand dieser Arbeit soll die pharmakologische Stimulation der im Herzen exprimierten
PKCa sein. Die PKCa gehort zur Gruppe der Serin/Threonin-Proteinkinasen. Die Familie der
PKC weist eine hohe Heterogenitit auf und ldsst sich anhand ihrer Regulation,
Stimulierbarkeit und ihrer Aminosduresequenz in mindestens 11 Subtypen unterteilen (o, BI,
BIL v, d, €, T, M, 6, /A; Coussens et al., 1986; Ono et al., 1987; Osada et al., 1990; Parker et
al., 1986). Diese Subtypen unterscheiden sich durch ihre zelluldre Lokalisation, Substrate
sowie Aktivierbarkeit durch Cofaktoren voneinander. Die PKCa, BI, BII und y gehdren zu den
konventionellen PKCs und werden wunter Kalzium-abhingigen Bedingungen durch
Phosphatidylserin aktiviert. Aulerdem konnen diese auch Diacylgycerol (DAG) binden, was
sowohl die Affinitat fiir Kalzium als auch die Spezifitdt fiir Phosphatidylserin erhoht (Takai et

al., 1979). Die PKC 0, e, n, 8 gehoren zur Gruppe der neuen PKCs und sind Kalzium

unabhéngig, aber ebenfalls wie die konventionellen PKCs durch PMA und DAG in
Gegenwart von Phosphatidylserin aktivierbar (Ono et al., 1988). Die atypischen PKCs wie
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PKCC und A sind entweder durch Kalzium oder durch PMA oder DAG nicht regulierbar (Ono
et al., 1989).

Die Aktivierung der PKCa findet mit Hilfe der a-adrenergen, G-Protein-gekoppelten
Signaltransduktionskaskade statt (Abbildung 3). Die Guanylnukleotid-bindenden Proteine (G-
Proteine), welche an Adrenozeptoren binden, bestehen meist aus einer o, f und y-
Untereinheit, wobei die - und die y-Untereinheit sich zu einer stabilen Py-Untereinheit
zusammenlagern. Im Herzen kann man aufgrund von Aminosduresequenz und
nachgeschalteter intrazelluldrer Signaltransduktionskaskade zwischen Gi, Gq und G

unterscheiden. G.-Proteine sind inhibitorische G-Proteine, Gq4-Proteine sind Phospholipase C-

gekoppelte G-Proteine und Gs-Proteine sind an der Aktivierung der Adenylylcyclase beteiligt.
Als G-Protein-gekoppelte Rezeptoren finden sich im Herzen vor allem die Adrenozeptoren.
Zu diesen gehdren sowohl die a— als auch die f—Adrenozeptoren. Einer Aktivierung der PKC
geht die Aktivierung der o;-Adrenozeptor-gekoppelten Signaltransduktionskaskade iiber ein
heterotrimeres Gq.Protein voraus (Graham et al., 1996). Zu den a;-Adrenozeptor-Agonisten
gehdren vor allem Adrenalin und Noradrenalin, aber auch das zum Adrenalin strukturanaloge

Phenylephrin (Abbildung 4).

Phenylephrin Adrenalin

Abbildung 4: Strukturformeln von Phenylephrin und Adrenalin. Phenylephrin und auch Adrenalin weisen
eine sehr hohe Strukturdhnlichkeit auf und konnen daher an die gleichen Rezeptoren binden.

Die Aktivierung der Signaltransduktionskaskade beginnt mit der Bindung eines o-
Adrenozeptor-Agonisten (z.B. Phenylephrin) an einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor. Es
kommt zur Gg-Protein-vermittelten Signalweiterleitung und dadurch zur Aktivierung der

Phospholipase C (PLC). Die PLC katalysiert wiederum die Spaltung von
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Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) in Inositoltrisphosphat (IP3) und DAG (Kohl et
al., 1990). IP; lagert sich an Rezeptoren am SR an, und es kommt zur Kalziumfreisetzung aus
dem SR ins Zytosol. Insgesamt gesehen ist dieser Effekt im Herzen nur sehr gering (Vites und
Pappano 1990). DAG hingegen ist ein direkter Aktivator der PKCa, welche dann die PP2A-
Untereinheit B5S6a phosphoryliert (Abbildung 3). Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) wirkt
auf Grund seiner strukturellen Ahnlichkeit zu DAG auch als PKC-Aktivator (Abbildung 5).

Abbildung 5: Strukturformeln von Diacylglycerol (DAG) und Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA). DAG
und PMA weisen eine sehr hohe Strukturidhnlichkeit auf. Der Bereich mit hoher Ahnlichkeit ist mit einem roten
Rahmen markiert.

PMA bindet mit hoher Affinitit an die PKC und aktiviert diese. Eine kurzzeitige Behandlung
mit PMA fiihrt immer zu einer Aktivierung, wohingegen eine linger andauernde Behandlung
von etwa 72 Stunden abhingig von der PMA-Konzentration ist. So aktiviert 10° M PMA bei
langzeitiger Exposition die PKC, wihrend eine Konzentration von 5x10° M die PKC

herabreguliert (Li et al., 2001; Liou et al., 2000).

10



Fragestellung

2 Fragestellung

Mehrere Studien lassen auf eine pathophysiologische Bedeutung der Proteinphosphatase 2A
(PP2A) fiir die Entstehung von Herzhypertrophie, Herzinsuffizienz, Myokardinfarkt und
Arrhythmien schlieBen. Es existieren am menschlichen Herzen und verschiedenen
Tiermodellen Hinweise darauf, dass eine Verdnderung der Expression und/oder Aktivitit der
PP2A Einfluss auf den Phosphorylierungszustand und damit die Funktionalitit von
kontraktilen Proteinen, Kalzium-regulierenden Proteinen und Ionenkandlen nimmt. Die
Aktivitdit der PP2A ist wiederum von der Interaktion der einzelnen Untereinheiten des
trimeren Holoenzyms abhingig. Dabei scheint der Phosphorylierungsgrad der regulatorischen
B-Untereinheiten der PP2A (z.B. Genfamilie B‘=B56) eine wichtige Rolle zu spielen, wie
zellbiologische und biochemische Untersuchungen zeigen konnten. So éndert sich durch eine
Phosphorylierung von BS56o. mittels verschiedener Serin/Threonin-Proteinkinasen die
Aktivitdt der PP2A mit Folgen auf das zelluldre Kalzium-Handling. Eine Aktivierung der
Proteinkinase C (PKC) ist beispielsweise mit einer Phosphorylierung an Serin-41 von B56a.
und einer Abnahme der enzymatischen Aktivitit assoziiert. Von Interesse ist dabei die
erhohte Phosphorylierung von Serin-41 in Proben insuffizienter menschlicher Herzen mit
ischdmischer oder dilatativer Kardiomyopathie. Unklar ist, ob diese Prozesse der PKC-
abhingigen Regulation der PP2A-Aktivitit iiber den Phosphorylierungszustand der B-
Untereinheiten auch unter physiologischen Bedingungen und vermehrter Expression von
B56a zu entsprechenden kontraktilen Effekten mit beitragen. Zusammengefasst sollten in der
vorliegenden Arbeit folgende Fragen beantwortet werden:

1. Andert sich die Kontraktilitit von Kardiomyozyten und multizelluliren Priiparaten

unter Stimulation der PKC nach Zugabe von Phenylephrin und/oder PMA?

2. Gehen diese Effekte mit Verdnderungen der myozelluliren Kalzium-Homdoostase

durch Bestimmung der Kalzium-Transienten einher?

3. Sind die funktionellen Effekte auf Kontraktilitit und Kalzium-Homoostase mit

Verdnderungen der PP2A-Aktivitit vergesellschaftet?

4. Andert sich der Phosphorylierungsgrad von B56c. nach pharmakologischer

Aktivierung der PKC mit vorgenannten Substanzen?

11
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3 Material und Methoden

3.1 Genetisch verinderte Mausmodelle

Fiir die Generierung einer transgenen Maus mit Uberexpression der regulatorischen
Untereinheit B56a der PP2A wurde zuerst cDNA aus linken menschlichen Ventrikeln
extrahiert (Kirchhefer et al., 2014a). AnschlieBend wurde die cDNA benutzt, um mit Pfu-
DNA-Polymerase und zwei designten Oligonukleotiden ein B56o.-Fragment zu amplifizieren.
Dieses wurde in einen pJET1-Klonierungsvektor eingesetzt (Kirchhefer et al., 2014b). Nach
dem Ausschneiden aus dem Vektor mittels Sall wurde das B56a-cDNA-Fragment in eine
Expressionskasette des a-Myosin-Schwerketten-Promotors (aMHC) subkloniert (Gulick et
al., 1991). Durch Sequenzierung konnte die Richtigkeit der B56a-cDNA-Sequenz bestitigt
werden (GATC GmbH, Konstanz, Deutschland). Auf diesem Wege entstanden zehn
transgene B560-Founderlinien. Von diesen zehn urspriinglichen Linien wurden zwei mit
DBA/C3H-Maiusen verpaart. Daraus entwickelte sich unsere eigene Zucht dieser Linie. Fiir
alle Experimente wurden Mause im Alter von 10 bis 20 Wochen verwendet. Die Tiere
wurden im Tierstall des Instituts untergebracht. Sie wurden in Polycarbonat-Kifigen mit
Gitterdeckel und Makrolon-Filterhaube in einem offenen Gestellsystem gehalten. In einem
Kifig befanden sich bis zu 5 Tiere. Alle Tiere lebten - durch eine Zeitschaltuhr geregelt - in
einem konstanten 12-stiindigen circadianen Rhythmus bei einer Raumtemperatur von 23°C.
AuBerdem standen ihnen jederzeit handelsiibliches Labortierfutter von Altromin® sowie
Leitungswasser ad libitum zur Verfiigung. 21 Tage postnatal wurden die Welpen abgesetzt
und geschlechtsspezifisch getrennt in Kleingruppen gehalten. Sie wurden durch

Ohrmarkierungen gekennzeichnet und genotypisiert.

3.2 Genotypisierung

Die Genotypisierung erfolgte durch eine konventionelle Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
mit spezifischen Oligonukleotiden. Zuerst wurden 3 Wochen alten Maiusen die
Schwanzspitzen entfernt und iiber Nacht mit 150 pl eines NID-Protease K Gemisches (30:1)
bei 55°C geschiittelt (Tabelle 2). AnschlieBend wurden die Proben fiir 15 min bei 95°C

gekocht, um die Zellen zu lysieren und die genomische DNA zu extrahieren. Dann wurden
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die Proben fiir 1 min bei 13.000 Umdrehungen pro Minute (rpm) zentrifugiert, worauthin sich
die nun extrahierte DNA im Uberstand befand. 3 pl des DNA-haltigen Uberstandes wurden

mit 47 pl eines Reaktionsmixes versetzt. Dieser setzt sich wie folgt zusammen:

= 27,5 ul HyO (steril)

= 3,0 ul MgCl, (25 mM)

= 10,0 pl 5x Green PCR-Puffer

= 2,0 uldNTP's (10 mM)

= 2,0 ul Primer 1: B56a-MHC (8327)
= 2,0 ul Primer 2: B56a-B56a (8769)
= 0,5 ul Tag-Polymerase

Die Basensequenz der verwendeten Oligonukleotide lautet wie folgt:
B56a-MHC 8327: 5°-GAC CTC TGA CAG AGA AGC AG-3°
B560-B56018769: 5°-GCA ATC TCT GAC AGA AAA GCT-3°

Nach dem Pipettieren des Reaktionsmixes wurden die Proben in die PCR—Maschine
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) eingesetzt und durchliefen das in Tabelle 3 gezeigte
Programm zur Generierung des DNA-Fragments (Mullis, 1990). Erwartet wurde eine
Fragmentgrole von 480 Basenpaaren (bp). Zum Schluss wurden 25-30 pl der Proben
zusammen mit 6 pl eines 100-bp-Standards und 2 Kontrollen (+/-) auf ein 1%iges Agarose-
Gel aufgetragen (Tabelle 4). Mit Hilfe der Agarosegel-Elektrophorese wurden die
amplifizierten DNA-Fragmente in 1XTAE-Puffer (Tabelle 5) fiir 25 min bei einer Spannung
von 200 V ihrer Grofle entsprechend aufgetrennt. Um eine Aussage dariiber treffen zu
konnen, ob die Probe zu einem transgenen (TG) oder Wildtyp-Tier (WT) gehorte, wurden
grundsétzlich eine Positiv- und Negativ-Kontrolle aufgetragen. Durch das zum Agarose-Gel
zugegebene Ethidiumbromid, welches sich in die vorhandenen DNA-Strukturen einlagert,
fluoreszieren entstehende Fragmente unter UV-Licht. Dadurch konnten die PCR-Produkte im
Gel mit Hilfe eines UV-Transilluminators (MWG-BIOTECH, Ebersberg, Deutschland)
sichtbar gemacht werden. Erwartungsgemél lagen die Banden der B56a-iiberexprimierenden

transgenen Tiere bei 480 bp (Abbildung 6).
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Band of interest
(480 Basenpaare)

Abbildung 6: Genotypisierung der Méuse. Es wurde ein 100 Basenpaar-Standard (L) aufgetragen, um ablesen
zu konnen, wie viele Basenpaare (bp) die amplifizierte DNA-Sequenz besitzt. Daneben wurden die Proben
sowie eine Positiv- (+Ktr) und Negativ- (-Ktr) Kontrolle aufgetragen.

3.3 Physiologische Messungen

3.3.1 Isolation adulter ventrikularer Kardiomyozyten

Die Isolation von Herzmuskelzellen erfolgte mit Hilfe der sogenannten Langendorff-Methode
(Langendorff, 1895), bei der das Herz retrograd perfundiert wird. Die Maus wurde mit 0,5 bar
CO, getdtet. Danach wurde das Herz unter sauberen, aber nicht sterilen Bedingungen
entnommen, die Aorta in heparinisiertem Perfusionspuffer kaniiliert und mit einem

Seidenfaden fixiert (Abbildung 7 und 8).

Aorta
Arteria pulmonalis sinistra

Rechter Vorhof Linker Vorhof

X Arteria coronaria sinistra

Abbildung 7: Darstellung der korrekt Abbildung 8: Abbildung eines kaniilierten
platzierten Kaniile im Herzen. Herzens.
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AnschlieBend wurde das Herz mit 1 ml heparinisiertem Perfusionspuffer gespiilt und an die
Langendorff-Apparatur angeschlossen. Das Herz wurde fiir 5 min mit einer Flussrate von 2,5
ml/min mit 37,5°C warmem Perfusionspuffer (Tabelle 8) retrograd perfundiert und gespiilt
(Abbildung 9). Danach wurde es fiir 8:10 min (WT) oder 8:25 min (TG) mit der 37,5°C
warmen Enzymlosung (Tabelle 9) bei einer Durchlaufrate von ebenfalls 2,5 ml/min verdaut.
Im Anschluss daran wurde das Herz von der Kaniile abgetrennt. In einer mit 1 ml
Enzymlosung befiillten Petrischale wurden das rechte und linke Atrium abgetrennt, die
Ventrikel zerrupft und in ein 50 ml-Zentrifugationsgefal3 tiberfiihrt. Die Petrischale wurde mit
2,5 ml Stopplosung 1 (Tabelle 10) gespiilt, die Stopplosung aus der Petrischale wurde dann
ebenfalls in das 50 ml-Zentrifugationsgefdl pipettiert und resuspendiert. Das Gefa3 wurde zur
Phasentrennung fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden der
Uberstand (bis zum Knick im GefdB) verworfen und 7 ml Stoppldsung 2 (Tabelle 11)
dazupipettiert. Danach wurde das Zell-Puffer-Gemisch resuspendiert und durch einen Filter in
ein neues GefdB iberfiihrt. Mit weiteren 3 ml Stopplosung 2 wurde das erste Rohrchen
gespiilt und ebenfalls in das neue Reaktionsgefal {iiberfiltriert. SchlieBlich wurden die
Zelllosung fiir 1 min bei 500 rpm zentrifugiert, der Uberstand (~10 ml) im Anschluss daran
verworfen und durch 10 ml Perfusionspuffer ersetzt.

—

T — E A Wirmetauscher
Al % B Kaniile
C Fiillgefal
Q D Laborschlauchpumpe
37° E beheizbares Wasserbad
Q <« C F Dreiwegehahn

Abbildung 9: Langendorff-Apparatur. Aus dem Wasserbad flieft 38°C warmes H,O durch die Leitungen zum
Wirmeaustauscher und umspiilt die zur Kaniile fiihrende Spule. AuBlerdem flieft das Wasser zum Fiillgefd und
erwirmt so die darin enthaltene Losung. Die Losung aus dem FiillgefdB flieBt bei Offnung des Dreiwegehahns
mit einer durch die Laborschlauchpumpe regulierten Geschwindigkeit iiber eine Spule zum Herzen.
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Im Anschluss an die Isolation der Kardiomyozyten wurden diese durch Milieu-Umstellung
langsam an eine 1 mM-Kalziumkonzentration angepasst. Dies geschah in 5 Schritten mit
jeweils 5 miniitiger Inkubationszeit zwischen den unterschiedlichen Konzentrationen. Erst
wurden 2 x 50 ul 10 mM CacCl, hinzupipettiert, dann 100 ul 10 mM CaCl,, um im Anschluss
daran erst 30 pl und dann 50ul 100 mM CaCl, hinzuzufiigen.

3.3.2 Bestimmung der myozelluliren Kalzium-Transienten

Die Messung des intrazelluldren Kalzium-Transienten (Abbildung 10) erfolgte mit Hilfe des
membranpermeablen fluoreszierenden Racemat-Farbstoffes Indo-1/AM (Grynkiewicz et al.,
1985), der direkt nach Eintritt in die Zelle durch unspezifische Esterasen hydrolytisch in die
membranimpermeable Form umgewandelt wird (Tsien, 1981; Tsien et al., 1982). Das
Monitoring des Signals erfolgte durch Anwendung eines dualen Emissions-Photometrie-
Systems, kombiniert mit einer CCD-Kamera (Myocyte Calcium and Contractility Recording
System, IonOptix, Westwood, USA) sowie mit einem Epifluoreszenz-Mikroskop der Firma
Nikon (Tokio, Japan). Indo-1 hat sein natiirliches Absorptionsmaximum bei einer
Wellenlédnge von 330-350 nm. Gemessen wurden sowohl Kalzium in freier Form bei einer
Wellenlidnge von 495 nm als auch gebundenes Kalzium bei einer Wellenldnge von 405 nm
(Abbildung 11). Das Signal, im Folgenden als Kalzium-Transient bezeichnet, wurde anhand
des Quotienten aus 405/495 nm als relative Kalziumkonzentration ausgedriickt (Takahashi et

al., 1999).
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Quotient (405/495 nm)

Zeit [s]

Abbildung 10: Graphische Darstellung eines Kalziumtransienten. Der Verlauf der intrazelluldren
Kalziumkonzentration beginnt wihrend der Diastole mit einem basalen Kalziumgehalt und steigt nach
elektrischer Stimulation bis auf einen systolischen Maximalpeak an, um dann wieder langsam abzuflachen.
Gemessen wurde der maximale Kalziumanstieg in Form der Peakamplitude sowie die Zeit bei 50% des
Kalziumabfalls (T to BL5).

39,8 uM freies Calcium

Fluoreszenz-Emission

350 400 450 500 550 600
Wellenlange [nm]

Abbildung 11: Fluoreszenz-Spektren von Indo-1 bei unterschiedlicher Kalzium-Konzentration.
Kalziumionen binden an Indo-1. Dadurch verschiebt sich bei einer Anregungswellenldinge von 350 nm das
Fluoreszenz-Emissionsmaximum des Farbstoffs von 495 nm (freies Kalzium) auf 405 nm (gebundenes
Kalzium). Dies ist der Grund dafiir, dass eine ratiometrische Kalziummessung moglich ist. Die Zahlen an den
Kurven sind die freien Kalziumionenwerte in uM (modifiziert nach lifetechnologies Product Information, 2011).
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Parallel zur Kalzium-Transientenmessung wurde an den isolierten Kardiomyozyten die
Sarkomerlangen-Verkiirzung gemessen (Abbildung 12). Dabei wurden anhand der CCD-
Kamera und einem Video-Edge-Detection-System die hell/dunkel-Kontrastunterschiede der

Sarkomere erfasst.

& =y Diastole
=
o
—
% Peakamplitude
=5 :
:; ............... A X..... Svstol
& ystole
>

Zeit

Abbildung 12: Graphische Darstellung der Sarkomerléingen-Verkiirzung. Der Verlauf der Sarkomerlédngen-
Verkiirzung beginnt wéhrend der Diastole (Basal-Linie). Nach Stimulation verkiirzt sich die Sarkomerlénge bis
auf ein systolisches Maximum (Peakamplitude), um dann wieder langsam zu relaxieren (Abfall). Gemessen
wurden die Peakamplitude sowie die Zeit bei sowohl 50% als auch 90% der Relaxation (T to BLsy/ T to BLgy).

Nach Zellisolation und anschlieBender ,,Kalziumtreppe® wurden 100 ul des erhaltenen
Zellkonzentrats mit 25 ul Indoldsung (Tabelle 16) im Reaktionsgefdll beladen und 10 min in
Dunkelheit bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Kardiomyozyten
in die mit Tyrode (Tabelle 15) befiillte Messkammer des inversen Mikroskops (Nikon Eclipse
Ti, Nikon Corporation, Tokio, Japan) pipettiert. Nach einer 5-miniitigen Ruhephase wurde die
Kammer mit den beladenen Zellen fiir weitere 5 min mit Tyrode gespiilt. Danach wurden die
Kardiomyozyten bei 0,5 Hz mittels Platin-Elektroden stimuliert. Die Zellen wurden
grundsétzlich mit einer konstanten Geschwindigkeit von 1,5 ml/min perfundiert und waren zu
keiner Zeit der Messung élter als 5 Stunden. Der gesamte Versuch wurde bei Raumtemperatur
durchgefiihrt, da Indo-1 bei hoheren Temperaturen leicht aus dem Zellinneren austritt. Dies
wiirde wiederum die Messergebnisse verfalschen (Kirchhefer et al., 2007). Die Messung von
Kalzium-Transienten und Sarkomerldngenverkiirzung erfolgte nicht nur unter basalen
Bedingungen, sondern auch nach Stimulation mit verschiedenen pharmakologischen

Wirkstoffen.
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3.3.2.1 Pharmakologische Beeinflussung durch Gabe von Phenylephrin

Nach dem Erreichen der Steady-state-Phase wurden zuerst Kalzium-Transienten und
Sarkomerlangenverkiirzung unter basalen Bedingungen an 10 intakten Kardiomyozyten unter
Tyrode gemessen. Im Anschluss daran wurden die Parameter in Abhdngigkeit von
unterschiedlichen Konzentrationen an Phenylephrin (PE, 107-10* M) fiir 5 min
aufgezeichnet. Phenylephrin wurde als indirekter Aktivator der PKC verwendet, um die
Wirkung der o-adrenergen Signalkaskade auf die PKC sowie auf den intrazelluldren

Kalziumgehalt und die Sarkomerlédngenverkiirzung untersuchen zu konnen.

3.3.2.2 Applikation von Phenylephrin nach Vorstimulation mit
Phorbol-12-myristat-13-acetat

Nach der Zellisolation und Anpassung der Kalzium-Konzentration wurden 10 ml Zellisolat
mit 1 ul 10° M Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) fiir 60 min vorinkubiert. Dies ergab
eine Konzentration von 107 M PMA im Inkubationsbad. Die Vorstimulation erfolgte, um
maximal PMA-stimulierte Zellen messen zu konnen. PMA wurde als direkter Aktivator der
PKC verwendet, um einen Vergleich zwischen direkter und indirekter Stimulation des
Enzyms treffen zu konnen. AnschlieBend wurden 100 ul des mit PMA vorstimulierten
Zellisolats mit 25 ul Indoldsung (Tabelle 16) beladen. Nach Inkubation fiir 10 min unter
Lichtabschluss bei Raumtemperatur wurde das Zellisolat in die mit 107 M PMA versetzte
Tyrode der Messkammer pipettiert. Die Zellen sanken nun 5 min lang ab. Danach wurde die
Messkammer mit einer 107 M PMA-Lésung fiir 5 min mit einem Durchfluss von 1,5-2
ml/min gespiilt. SchlieBlich wurden die Zellen bei 0,5 Hz fiir 10 min stimuliert und
gleichzeitig weiter gespiilt. Nach weiteren 60 min Inkubation wurden die basalen Werte unter
Anwesenheit von 107 M PMA in der Tyrode gemessen. Darauf wurde die Messkammer fiir 5
min mit Tyrode, die neben 107 M PMA auch 107 M PE enthielt, gespiilt. Es folgte eine
erneute Messung der bereits basal unter PMA gemessenen Zellen. Im Abstand von jeweils 5
min wurde unter Beibehaltung der PMA-Konzentration PE schrittweise bis 10 M erhéht.
Abweichend vom beschriebenen Protokoll wurden auch Kalzium-Transienten und
Sarkomerlangenverkiirzung an isolierten Herzmuskelzellen gemessen, die nach 60-miniitiger
Behandlung mit PMA fiir eine weitere Stunde mit 107 M PMA und 10° M PE-haltiger

Tyrode in der Kammer gespiilt wurden. Neben der Konzentrationswirkungskurve (KWK)
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wurden auflerdem Messungen unter zuerst basalen Bedingungen, dann nach 60-miniitiger
Vorstimulation mit 107 M PMA und anschlieBend unter 60-miniitiger Kostimulation mit 10”
M PE und 107 M PMA durchgefiihrt. Die Messungen und Vorbereitungen liefen nach dem
gleichen Protokoll zur Messung der KWK ab.

3.3.2.3 Gabe von Phenylephrin und Isoprenalin

Nach dem Erreichen von Steady-state-Bedingungen wurden zuerst Kalzium-Transienten und
zelluldre Kontraktion unter 10° M PE in der Tyrode als basaler Ausgangswert bestimmt. In
einem weiteren Schritt wurde eine 10 M Isoprenalin (ISO)- und 10° M PE-haltige Losung
in die Kammer einlaufen gelassen. Nach weiteren 10-15 min wurden die einzelnen Parameter

(s.0.) erneut registriert.

3.3.3 Kontraktionskraftmessungen an isolierten linken Vorhofen im

Organbad

Neben der Bestimmung der zelluldren Kontraktion mittels Sarkomerlangenverkiirzung wurde
die Kontraktionskraft auch an multizelluliren Priparaten im Organbad (Abbildung 13)
gemessen (Bohm et al., 1986). Das Organbad befand sich in einem doppelwandigen GefaB,
welches mit Hilfe von Wasser auf 37°C erwdrmt wurde. Die sich im Reservoir befindende
Tyrode (Zusammensetzung s. Tabelle 15) wurde durchgehend mit 95% O, und 5% CO;
begast. Der linke Vorhof der Méuse wurde in einer Schale mit kalter Tyrode vorsichtig vom
restlichen Herzen getrennt. Dann wurde er mit einem Seidenfaden sowohl an die Reiz-
Elektrode als auch an einen Fiihrungsdraht angeknotet. Der Draht war mit dem
Kraftaufnehmer (SGAIME France TIM1020) verbunden. Vor dem Beginn des Versuches
wurde die Apparatur durch Anhingen definierter Gewichte kalibriert. Sobald der linke Vorhof
eingespannt war, erfolgte die Vorspannung des Priparates (Abbildung 14). Dies war wichtig,
da laut dem Frank-Starling-Mechanismus die Kontraktionskraft mit zunehmender initialer

Faserldnge bis zum Erreichen eines Maximums steigt (Hamilton, 1960).

20



Material und Methoden

I
H
A Kraftaufnhehmer
A B Draht
C Linker Vorhof
D Organbad
~ E Wasserbad

F Reizelektrode
B G Schreiber
H Stimulator
I Messverstirker

Abbildung 13: Darstellung eines Organbades. Der linke Vorhof héngt mit jeweils einem Seidenfaden an der
Reizelektrode und an einem Draht befestigt im 37°C warmen Organbad.
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Abbildung 14: Frank-Starling-Mechanismus. Schematische Darstellung des Zusammenhangs zwischen
Muskelldnge und Kontraktionskraft (modifiziert nach Kobirumaki-Shimozawa et al., 2014).
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Anschliefend wurde der linke Vorhof mit einer Frequenz von 1 Hz, einer Spannung von
maximal 60 V und einer Impulsdauer von 5 ms stimuliert. Dann begann die
Aquilibrierungsphase, die in der Regel ca. 30 min bis zum Erreichen des ,,Steady state*
dauerte. Sobald sich die Kraft stabilisiert hatte, wurden PE bzw. PE und PMA in das
Organbad bis zu einer Badendkonzentration von 10*M PE und 107 M PMA gegeben. Die
Kraftentwicklung wurde jeweils bis zum Erreichen des Maximums aufgezeichnet.
Anschliefend wurde der linke Vorhof sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren, um spéter
noch biochemische Bestimmungen vornehmen zu konnen. Die Umwandlung der
mechanischen Bewegung des Priparates in ein elektrisches Signal geschah mit Hilfe eines
Transducers. Es wurden sowohl die entwickelte Kraftamplitude (Abbildung 15) als auch die

kinetischen Parameter wihrend der Relaxationsphase registriert.

Kontraktions-
maximum

-

Einzelkontraktion

Papiervorschub
50 mm/sec

Abbildung 15: Kontraktionskraft. Nach Gabe von 10* M PE und 107 M PMA steigt die Kraft schnell bis auf
ein Maximum an.

3.4 Biochemische Untersuchungen

3.4.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Dieser Assay ermoglicht es, die Proteinkonzentration zu bestimmen, da die Proteine in saurer
Losung einen Komplex mit dem Farbstoff Coomassie-Blau bilden (Bradford, 1976). Dies
zieht eine Absorptions-Wellenldngenverschiebung von 465 nm auf 595 nm nach sich. Das
bedeutet, dass das Absorptionsspektrum von 465 nm der ungebundenen Form des Farbstoffs

bei Komplexbildung mit Proteinen ein Absorptionsmaximum von 595 nm erreicht. Fiir die
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Proteinbestimmung wurde zuallererst ein Proteinstandard, der aus 0,1 mg Albumin pro ml
ddH,O bestand, vorbereitet. Im Anschluss daran wurde eine Verdiinnungsreihe aus diesem
Standard, einer kommerziellen Farblosung (BioRad Stammldsung) und ddH,O im dreifachen
Ansatz hergestellt. Die Standardverdiinnungsreihe bestand aus 7 Proben, die alle ein gesamtes
Endvolumen von 1000 ul aufwiesen. Alle Proben enthielten 200 ul BioRad-Stammldsung
(Hercules, Kalifornien, USA). Hinzu kamen 0 ul, 10 ul, 20 ul, 40 ul, 60 ul, 80 ul oder 100 ul
des Proteinstandards. Die Differenz wurde mit ddH,O aufgefiillt. Die zu messenden
proteinhaltigen Homogenate und Extrakte wurden so verdiinnt, dass ihr Proteingehalt etwa im
mittleren Bereich der Standardverdiinnungsreihe (Abbildung 16) lag. Danach wurden die
Verdiinnungen der Proben gevortext und fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zum
Schluss wurden alle Proben im Photometer (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) bei 595 nm

auf den Nullwert abgeglichen und gemessen.
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Abbildung 16: Standard-Protein-Verdiinnungskurve. Aufgetragen gegeneinander sind der Proteingehalt in
pg auf der X-Achse und die Extinktion auf der Y-Achse. Dargestellt wird der Zusammenhang der Proteinmenge
eines standardisierten Proteins (Albumin) und der Extinktionsénderung.

3.4.2 Proteinphosphatase-Assay

Zur Vorbereitung der Proteinhomogenate fiir den Assay wurden Zellen aus jeweils 2 Herzen
isoliert. Beide Zelllosungen wurden im Anschluss daran fiir mindestens 10 min sedimentiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment beider GefiBe in 3,8 ml Tyrode (Tabelle
15) gepoolt. Danach wurden 2 Eppendorfgefifie mit einem Fassungsvermogen von je 1,5 ml
vorbereitet. In eins dieser GefiBe wurden 30 pl 10° M PMA bis auf eine Endkonzentration

von 10° M PMA und 30 pl 10~ M PE bis auf eine Endkonzentration von 10 M PE gegeben.
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In das andere Gefa3 wurden zur Kontrolle 30 ul DMSO-haltige Tyrode und 30 pul DMSO-
freie Tyrode gefiillt. Die Kontrollen wurden sowohl mit als auch ohne DMSO gemacht, da
PMA in DMSO gel6st vorlag und somit eine reine DMSO-Wirkung ausgeschlossen werden
musste. Im folgenden Schritt wurden in jedes dieser Gefdlle 240 ul der Zellsuspension
pipettiert und bei 30°C fiir 60 min inkubiert. Wéhrend dieser Phase wurden die Proben
mehrfach aufgeschiittelt, um ein Sedimentieren zu vermeiden. Nach der Inkubation wurden
die Zellproben fiir 30 min bei -80°C eingefroren, um alle enzymatischen Reaktionen zu
stoppen und anschlieBend auf Eis wieder aufgetaut. Die Homogenisierung erfolgte fiir 10 min
auf Eis mit einem Ultraschallstab (VirSonic, Heinemann, Schwibisch Gmiind, Deutschland)
bei einer Leistung von 130 W. Daran schloss sich eine Zentrifugation der Proben bei 4°C mit
10.000 rpm an. Der Uberstand jedes der beiden EppendorfgefiBe wurde auf 4 Aliquots
aufgeteilt. Es entstanden jeweils zwei 110 pl-Aliquots, ein 5 pl-Aliquot fiir die
Proteinbestimmung nach Bradford und ein Aliquot mit dem Restvolumen.

Fir den eigentlichen Assay wurde ein Substrat bendtigt, welches aus
Kaninchenskelettmuskulatur gewonnene Phosphorylase b enthielt. Diese wurde mittels
Phosphorylase-Kinase unter Verwendung von [y-""P]-ATP phosphoryliert. Dadurch entstand
[**P]-markierte Phosphorylase (DePaoli-Roach, 1984). Dazu wurden 4 ml Inkubationslosung
(Tabelle 19) fiir 3 h bei 30°C inkubiert. Danach wurden 6 ml geséttigte Ammoniumsulfat-
Losung hinzugegeben und das Gefdl fiir 30 min ins Eisbad gestellt. AnschlieBend wurde die
Losung fiir 20 min bei 10.000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Sediment in 4 ml eines Dialysepuffers (Tabelle 20) resuspendiert. Das gesamte Volumen
wurde in einen Dialyseschlauch eingebracht und fiir 12 h gegen 4 L des Dialysepuffers bei
Raumtemperatur dialysiert. Der Puffer wurde ausgetauscht und die Dialyse fiir weitere 12 h
durchgefiihrt. Das Dialysat wurde bei 4°C gelagert und als Phosphorylase a-Ldsung zur
Messung der Proteinphosphatase (PP)-Aktivitit verwendet. Der Proteingehalt dieser Losung
wurde bestimmt.

Myokard-Homogenat (10 pl), das ggf. zusammen mit dem Phosphatase-Hemmstoff
Okadasdure (OA, siehe auch Abbildung 17) vorinkubiert wurde, wurde zur Messung der
Phosphorylase-Phosphatase-Aktivitit geriittelt, anzentrifugiert und fiir 10 min bei 30°C auf
dem Thermoblock inkubiert. OA wurde in einer Konzentration von 3 nM hinzugegeben um
zwischen PP1 und PP2A differenzieren zu konnen (Kirchhefer et al. 2014b). AnschlieBend
wurde die [**P]-markierte Phosphorylase a (Tabelle 21) im Eisbad hinzugegeben. Es wurde

erneut gemischt und anzentrifugiert. Dann folgte eine zwanzigminiitige Inkubation bei 30°C.
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Die Reaktion wurde auf Eis durch Zugabe von 20 pl 50 %iger Trichloressigsdure gestoppt.
AuBlerdem wurden 30 pl Rinderalbumin (20 g/l in 0,1 % Natriumazid) hinzugegeben und
alles auf dem Riittler gemischt. Nach 5 min im Eisbad wurden die prizipitierten Proteine
durch 5-miniitige Zentrifugation bei 13.000 x g sedimentiert. 70 pl des Uberstandes wurden
im B-Szintillationszdhler gemessen.

Die PP-Aktivitiat wurde bestimmt, indem zuerst die vorhandene Gesamtradioaktivitit als Mal}
fiir die spezifische Radioaktivitdt der eingesetzten Phosphorylase a ermittelt wurde. Von allen
Werten wurde stets die unspezifische Hintergrundradioaktivitit abgezogen. Die
Enzymaktivitdt wurde bestimmt, indem die umgesetzte Menge Substrat (in nM), in Bezug auf
ein Milligramm Protein im Homogenat pro Minute Reaktionsdauer, bei 30°C ermittelt wurde.
Alle Messwerte wurden mit dem Faktor '°/; multipliziert, um so von den gemessenen 70 pl
auf das Gesamtvolumen von 100 pl zu kommen. Dann wurde die spezifische Radioaktivitdt

der Phosphorylase a bestimmt.

Spez. Akt.phosa= 19/, x Gesamtradioaktivitit (cpm)

Phosphorylase a (nmol)

SchlieBlich wurde die PP-Aktivitit fiir jede Probe bestimmt, indem der Quotient gebildet

wurde.

19/, x Radioaktivitit des [**P] (cpm)
Spez. Akt.phosa (cpm/nmol) x Protein (mg) x Inkub.-Zeit (min)

Dadurch lieBen sich die Werte miteinander vergleichen.
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Abbildung 17: Okadasidure-Hemmkurve. Die Proteinphosphatase (PP)-Aktivitdt fdllt mit zunehmender
Okadasdure-Konzentration. Dargestellt ist PP-Aktivitdt in Prozent von der Kontrolle. Verglichen wurden

Ventrikelhomogenate von Wildtyp (WT)-Mé&usen mit denen von B56a-iiberexprimierenden transgenen Mausen
(modifizert nach Kirchhefer et al., 2014b).

3.4.3 Bestimmung der PKC-Aktivitit

Die PKC-Aktivitdt wurde in Anlehnung an Yasuda et al. (1990) bestimmt. Dazu wurden
Kardiomyozyten nach Standardprotokoll isoliert (3.3.1) und im Anschluf3 daran aufbereitet
(siche 3.4.2). Die Zelllosungen zweier Isolationen wurden fiir 10 min in einem 50 ml-
Reaktionsgefil sedimentiert. AnschlieBend wurden der Uberstand verworfen und die
Sedimente beider Priparationen in 3,8 ml Tyrode (siche Bestimmung der myozelluliren
Kalzium-Transienten) vereint. Danach wurden zwei 1,5 ml-Eppendorfgefale vorbereitet. In
eins dieser GefiBe wurden 30 pl 10° M PMA und 30 pl 10° M PE gegeben. In das andere
Gefdal wurden zur Kontrolle 30 pl DMSO-haltige Tyrode und 30 pl DMSO-freie Tyrode
gefiillt. Im folgenden Schritt wurden in jedes dieser Gefdle 240 pl der Zellsuspension
pipettiert und bei 30°C fir 60 min inkubiert. Dabei wurden die Proben regelméBig
aufgeschiittelt, um ein Sedimentieren zu vermeiden. Nach der Inkubation wurden die
Zellproben fiir 30 min bei -80°C eingefroren und anschlieBend auf Eis wieder aufgetaut. Im
Anschluss daran wurden sie fiir 6 x 10 sec mit einem Ultraschallstab (VirSonic®, Heinemann,
Schwibisch Gmiind, Deutschland) bei 130 W gekiihlt homogenisiert. Danach erfolgte eine
Zentrifugation fiir 10 min bei 10.000 x g.
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5 ug des Uberstandes wurden in 100 pl eines Reaktionspuffers gegeben. Dieser enthielt 25
mM Tris/HCL, 5 mM MgCl,, 50 pg/ml PKC-Substrat (Val-Arg-Lys-Arg-Thr-Leu-Arg-Arg-
Leu; Sigma-Aldrich), 100 pM ATP, 5 uCi [y-"P]-ATP in An- (stimulierte Probe) und
Abwesenheit (nicht-stimulierte Probe) von 0,5 mM CaCl,, 20 pg/ml Diacylglycerol und 100
pug/ml Phosphatidylserin (pH=7,4). Es erfolgte eine 30-miniitige Inkubation bei 30°C. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 20 pul 500 mM EDTA gestoppt. Von der
Inkubationslésung wurden 3 x 30 ul auf ein 9 cm® groBes P81-Zellulosephosphatpapier
(Whatman™ Grade P81 Ion Exchange Cellulose Chromatography Paper, Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) aufgebracht. Die Filterblitter wurden flir 4 x 5 min mit 75
mM Phosphorsdure gewaschen. AnschlieBend wurden die Filter getrocknet und die
Radioaktivitdt in einem Packard Liquid Scintillation Analyzer (Canberra-Packard Bioscience,
Ziirich, Schweiz) gemessen. Durch Entnahme von 10 pl der Losung wurde die
Gesamtradioaktivitét ermittelt. Die Angabe der Enzymaktivitét erfolgte in pmol/mg/min und
wurde als Differenz zwischen stimulierter und nicht-stimulierter Aktivitit sowohl fiir die
PMA/PE-behandelten als auch Kontrollkardiomyozyten angegeben. Unter den angegebenen
Bedingungen zeigte die Kinetik der Reaktion Linearitit in Bezug auf Proteinmenge und

Inkubationszeit.

3.4.4 Immunprizipitation

Das Ziel einer Immunprézipitation ist es, unter Benutzung spezifischer Antikorper einzelne,
in der Probe enthaltene Zielantigene zu binden und anzureichern. In diesem Fall wurde ein
spezifischer B56a-Antikdrper (Bethyl, Montgomery, USA) in Uberstéinden vorbehandelter
und nicht vorbehandelter Zell- und Vorhof-Homogenate eingesetzt.

Einerseits wurden jeweils 4, mit PMA und PE vorbehandelte oder nichtbehandelte
tiefgefrorene Vorhofe zusammen in ein Reaktionsgefdll gegeben. Anschlieend wurden 100
ul Tris-Puffer (+PP, 0,5% Triton) hinzupipettiert und mit dem Virsonic® fiir 3 x 10 sec
sonifiziert. Die Probe wurde gevortext und anschlieBend mit 900 pl Tris-Puffer (+PP)
versetzt. Die Probe wurde fiir 30 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abpipettiert und in ein neues Gefdl iiberfiihrt. Es erfolgte eine erneute Zentrifugation fiir 30
min bei 14.000 rpm. Der Uberstand wurde in ein neues GefiB pipettiert. Dieser Uberstand

wurde fiir eine weitere Immunprizipitation eingesetzt.
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Andererseits wurden mit PMA und PE vorbehandelte oder nichtstimulierte ventrikuldre
Kardiomyozyten von jeweils 2 Wildtyp-Méusen isoliert. Nach der letzten Zentrifugation
(3.3.1) wurde Perfusionspuffer (Tabelle 8), der mit einem Phosphostop- und
Proteaseinhibitor-Cocktail versetzt wurde, hinzugegeben. Im Anschluss daran wurde die
Kalzium-Konzentration in der Losung schrittweise bis auf 1 mM erhoht. Die Proben wurden
fiir 1 min bei 500 rpm zentrifugiert. Die Uberstande der beiden Proben wurden danach sofort
als Inputkontrolle gepoolt eingefroren. Auf das Pellet einer Probe wurde 1 ml eines 50 mM
Tris-Puffers (+PP) (Tabelle 22) pipettiert und das Pellet damit resuspendiert. Die
Resuspension wurde anschlieBend auf das Pellet der zweiten Probe pipettiert und auch dieses
dann resuspendiert. Diese Probe wurde in ein 2 ml-Eppendorfgefdl pipettiert und auf Eis
gestellt. Die Resuspension wurde dann fiir 6 x 10 sec mit dem Virsonic® auf Eis behandelt,
um die Zellmembran zu brechen. AnschlieBend wurde die Probe fiir 30 min bei 14.000 rpm
bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und in ein 2 ml groBes

Eppendorfgefal iiberfiihrt. Das Pellet wurde verworfen.

Die entweder aus isolierten Zellen oder Vorhofhomogenaten gewonnenen Uberstinde (etwa
0,5 ml) wurden mit jeweils 50 pul B56a-Antikorper (Bethyl, Montgomery, USA) versetzt und
iiber Nacht bei 4°C auf einer Rotierscheibe inkubiert. Am nédchsten Tag wurden dann 200 pl
einer Protein A-Agarose Bead-Suspension (Millipore, Billerica, USA) fiir 2 min bei 14.000
rpm bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet (ca. 100 pl Beads) wurde
anschliefend zweimal mit jeweils 1 ml 50 mM Tris-Puffer (+PP) gewaschen (Tabelle 22).
Danach wurden 2 pl von Kaninchen-IgG (Millipore, Billerica, Massachusetts, USA) als
unspezifischer Antikdrper hinzupipettiert, damit der B56o-Antikdrper nur spezifisch an
B56a bindet. Die Beads wurden dann fiir 1 h bei 4°C auf der Rotierscheibe inkubiert.
AnschlieBend wurde alles dreimal mit Tris-Puffer (+PP) durch repetitive Wasch- und
Zentrifugationsschritte gereinigt. Das Uberstand-Antikdrper-Gemisch wurde jetzt auf die
IgG-haltigen Beads gegeben und dieses dann bei 4°C fiir 2 h auf der Rotierscheibe inkubiert.
Es folgte eine erneute Zentrifugation der Probe fiir 2 min bei 14.000 rpm. Der Uberstand
wurde abgenommen und als Kontrolle (nicht gebundenes Protein) bei -20°C eingefroren. Das
Uberstand-Antikdrper-Beads-Gemisch wurde im Anschluss zweimal mit 1 ml 50 mM Tris-
Puffer (+PP) gewaschen. Final wurden 100 pl 2,5% SDS-Proben-Puffer (Tabelle 23) auf die

Probe gegeben und diese dann ebenfalls bei -20°C eingefroren. Am néchsten Tag wurden eine
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SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese fiir einen Western Blot, eine Coomassie-Fiarbung und

eine ProQ/Sypro Ruby-Farbung mit den Proben durchgefiihrt.

3.4.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Nach dem Auftauen aller Proben wurden je 50 pul mit 50 pl 5% SDS-Proben-Puffer (Tabelle
24) vermengt. Danach wurden die Mixe bei 95°C fiir 5 min gekocht. Sie wurden zum
Abkiihlen fiir 30 sec auf Eis gestellt. Im Anschluss daran wurden je 30 pl der SDS-
solubilisierten Proben auf ein Criterion™ TGX™ Precast-Gel (BioRad, Hercules,
Kalifornien, USA) aufgetragen, welches sich in der mit 150 ml 4x konzentrierten
Elektrodenpuffer (Tabelle 25) und 450 ml ddH,O befiillten Elektrophoresekammer befand.
Die Gelelektrophorese wurde zunichst fiir 10 min bei 80 V gestartet, um die Proben aus den
Taschen herauslaufen zu lassen. AnschlieBend wurde die Spannung auf 160 V nach oben
korrigiert, um die Proben der Grofe entsprechend aufzutrennen. Nach etwa einer weiteren

Stunde war der Vorgang abgeschlossen.

3.4.6 Western Blot

Fir den Western Blot wurde das Gel aus der Elektrophoresekammer genommen, die
Fixierungsplatten entfernt und die Kammern vorsichtig abgetrennt. Danach wurde das Gel in
einer Wanne mit 5 1 Transferpuffer (42 mM Na,HPO, x 2 H,O, 8 mM NaH,PO, x H,0)
zusammen mit einer Whatman-Nitrozellulosemembran (GE Helthcare Life Science, Little
Chalfont, UK) (Towbin et al., 1979) und zwei Blottingpapieren (Albet, Hahnemiihle FineArt,
Dassel, Deutschland) in den Blottingrahmen eingebaut (Abbildung 18).

Blottingpapier
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dl

Abbildung 18: Zusammenbau des Blottingrahmens.
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Anschliefend wurde der Blottingrahmen in die Blottingkammer eingesetzt und bei 4 Ah
transferiert. Durch das angelegte elektrische Feld wanderten die Proteine aus dem Gel in die
Nitrozellulosemembran. Durch hydrophobe Wechselwirkungen blieben die Proteine in der
Membran hingen und konnten so in einem weiteren Schritt mit spezifischen Antikdrpern

detektiert werden.

3.4.7 Ponceau-Fiarbung

Im Anschluss an den Proteintransfer wurde die Membran mit einer Ponceau-Losung (Tabelle
26) geférbt, um die in der Membran haftenden Proteine sichtbar zu machen. Hierzu wurde die
Membran in ein Firbe-Bad mit Ponceau-Losung gegeben und diese flir 5 min unter
Schwenken darin belassen. AnschlieBend wurde die Membran noch 5x mit ddH,O
gewaschen, bis sich ein gutes Signal-Rausch-Verhéltnis auf der Membran ergab. Die gefirbte

Membran wurde zum Trocknen auf ein Blottingpapier gelegt.

3.4.8 Immunologische Detektion

Aus der getrockneten Membran wurde dann bei Bedarf die gewiinschte Bande (z.B. zwischen
50 und 60 kDa fiir B56a) ausgeschnitten und ein weiteres Mal mit ddH,O gewaschen. Um ein
unspezifisches Binden des Antikorpers zu verhindern, wurde die Membran mit 5%-iger
Milchpulver-Losung fiir 1 h geblockt. Im néchsten Schritt wurde der gegen B56a-gerichtete
Antikorper (Bethyl, 1:2.000) hinzugegeben. Die Inkubation erfolgte liber Nacht bei 4°C.
Dieser spezifische Antikorper sollte ausschlieBlich an das membrangebundene Zielprotein
binden. Bevor der zweite Antikdrper hinzugegeben wurde, wurde die Membran einmal mit
Puffer A (Tabelle 27), zweimal mit Puffer C (Tabelle 28) und wieder einmal mit Puffer A fiir
jeweils 5 min gewaschen. Der zweite Antikorper, Kaninchen-IgG-gekoppeltes HRP
(Horseradish-Peroxidase), wurde in einem Verhéltnis von 1:5.000 auf die Membran gegeben
und dann fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser Antikdrper katalysiert eine chemische
Reaktion, die zur Entwicklung der Lumineszenz beitrdgt (Abbildung 19). Dann wurde die
Membran wieder mit den Puffern A und C im bereits beschriebenen Modus gewaschen. Im
Anschluss daran erfolgte die Detektion mittels Chemolumineszenz mit dem ECL-Kit von
Promega (Madison, Wisconsin, USA). Dafiir wurde die Membran in die Detektionskammer

(Chemidoc MP, Biorad, Hercules, Kalifornien, USA) eingelegt, mit den Substanzen (Peroxide
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Solution und Luminol Enhancer Solution) aus dem ECL-Kit im Verhiltnis 1:1 vollstindig
benetzt und mit einer Folie bedeckt. Die Detektion erfolgte mit einem kamerabasierten
System (Chemidoc MP). Das Luminol aus dem ECL-Kit wird mithilfe des HRP-Enzyms in

seine oxidierte, lumineszierende Form umgesetzt (Abbildung 19).
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Abbildung 19: ECL Reaktion. Die Proteine werden mittels eines Blottingverfahrens auf eine Membran
tiberfiihrt. An bestimmte Zielproteine bindet dann zuerst der erste Antikdrper. Der zweite Antikdrper ist an
Horseradish-Peroxidase (HRP) gekoppelt und bindet an den Komplex aus Zielprotein und spezifischem ersten
Antikorper. Das HRP setzt Luminol in seine oxidierte lumineszierende Form um.

3.4.9 Nachweis phosphorylierter Proteine

Zum Nachweis phosphorylierter Proteine wurde zuerst ein Criterion' "TGX™ Precast-Gel
(Biorad, Hercules, Kalifornien, USA) in die dafiir vorgesehene Kammer (BioRad, Hercules,
Kalifornien, USA) gestellt. AnschlieBend wurde die Kammer mit 150 ml 4x konzentriertem
Elektrodenpuffer (Tabelle 25) und 450 ml ddH,O befiillt. Nach dem Herausziehen des
Kamms konnte das Gel beladen werden. Der Marker (Peppermint Stick™ Phosphoprotein,
Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA) wurde im Verhéltnis 1:6 mit 5%-igem SDS-Proben-
Puffer gemischt und 10 pl davon aufgetragen. Von den Proben wurden 30 ul in die Taschen
pipettiert. Aufgrund der sehr geringen Probenmenge erfolgte vorher keine
Proteinbestimmung. Dann wurde die Gelelektrophorese fiir ca. 10 min bei 80V gestartet, bis
alle Proben aus den Taschen gelaufen waren. AnschlieBend wurde die Elektrophorese fiir ca.

60 min bei 160 V fortgesetzt. Nach der Auftrennung der Proben wurden die Deckplatten
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entfernt und das Gel zunidchst fir 60 min unter leichtem Schwenken in 300 ml der
Fixierlosung (Tabelle 29) inkubiert. Danach wurde die Fixierlosung erneuert, um diesen
Vorgang iiber Nacht zu wiederholen. Am néichsten Tag wurde das Gel 3x fiir jeweils 15 min
mit 300 ml ddH,O gewaschen. Darauthin erfolgte die Farbung mit dem ProQ® Diamond-
Farbstoff (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA). 200 ml der Féarbelosung wurden wieder
unter leichtem Schwenken fiir 90 min auf dem Gel belassen. Ab diesem Schritt geschah die
weitere Prozedur unter Lichtabschluss. Das Gel wurde mit der Entfarbelosung (Tabelle 30)
fiir weitere 90 min entfarbt. In dieser Zeit wurde die Losung 2x erneuert. SchlieBlich wurde
das Gel fiir 2 x 5 min mit ddH,O gewaschen, um es dann im Chemidoc MP (Biorad, Hercules,
Kalifornien, USA) zu scannen (Abbildung 21). Dabei wird das mit ProQ Diamond gefarbte
Gel innerhalb seines Anregungsspektrums mit unterschiedlicher Wellenldnge bestrahlt und
sendet darauthin Licht {iber sein Emissionsspektrum aus. Die Hohe der Emissions-
Wellenldnge wird von der Strahlungsintensitdt und der Wellenldnge des Anregungslichtes
bestimmt. ProQ Diamond besitzt ein Exzitations-Wellenldangenmaximum von 555 nm und ein
Emissions-Wellenlingenmaximum von 580 nm (Abbildung 20). Durch diese Methode
wurden alle phosphorylierten Proteine sichtbar, da sich die fluoreszierende ProQ Diamond-
Farbung an alle Serin-, Threonin- und Tyrosin-gebundenen Phosphatgruppen anlagert

(Invitrogen, 2010).
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Abbildung 20: Emissions- und Exzitationsspektren von ProQ Diamond. Schematische Darstellung des
Zusammenhangs zwischen der Wellenldnge und der relativen Intensitit der Exzitations- und Emissionsspektren
von ProQ Diamond (modifiziert nach Invitrogen, 2010).
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Nach der Detektion der phosphorylierten Proteine mittels ProQ wurde das Gel erneut fiir 2 x 5
min mit ddH,O gespiilt, um anschlieBend mittels Sypro Ruby®-Farbelosung (Invitrogen,
Carlsbad, Kalifornien, USA) iiber Nacht erneut angefdrbt zu werden. Dies geschah, um die
gesamten Proteine auf dem Gel mittels Fluoreszenz sichtbar zu machen. Am folgenden Tag
wurde das Gel fiir 30 min bei leichtem Schwenken mit der Entfarbelosung (Tabelle 31)
entfarbt. Dann wurde es fiir 2 x 5 min mit ddH,O gespiilt, um danach erneut gescannt zu
werden (Abbildung 21). Das Prinzip der Visualisierung ist vergleichbar mit dem der ProQ
Diamond Farbung. Im Gegensatz dazu hat Sypro Ruby zwei Exzitationsmaxima, die bei 280

nm und 450 nm liegen und ein Emissions-Wellenldngenmaximum bei 610 nm.
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Abbildung 21: Beispielblot fiir ProQ Diamond (A) und Sypro Ruby (B). Darstellung einer Detektion nach
ProQ Diamond Férbung (A) und Sypro Ruby Féarbung (B). Links ist jeweils ein Peppermint Stick Marker (PM)
aufgetragen, rechts daneben jeweils 6 bereits zuvor immunprézipitierte Proben.

3.4.10 Gelfirbung mittels Coomassie Brillant Blau

Das Gel wurde nach der SDS-Elektrophorese fiir 1 h unter Schwenken in die Farbelosung
(Tabelle 32) gelegt. AnschlieBend wurde das Gel fiir eine weitere Stunde bei Raumtemperatur
in der Entfarbelosung (Tabelle 33) geschwenkt. Danach wurde die Entfarbelosung erneuert,
um das Gel tiber Nacht darin schwenken zu lassen. Zum Schluss konnte das Gel fotografiert

werden.
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3.5 Statistik

Alle Werte aus den Versuchsergebnissen der Behandlungsgruppen sind als Mittelwert + dem
zugehorigen Standardfehler des Mittelwertes (SEM), berechnet aus den Einzelwerten,
angegeben. Die Abbildungen zeigen jeweils die Mittelwerte mit den zugehdrigen
Standardfehlern. Statistische Unterschiede innerhalb eines Tieres bzw. einer Tiergruppe zur
individuellen Ausgangslage wurden mittels gepaartem TTEST berechnet. Der Vergleich
zwischen transgenen und Wildtyp-Mdusen wurde mit Hilfe des ungepaarten TTESTs
ermittelt. Ein p-Wert kleiner gleich 0,05 wurde als signifikant angesehen. Signifikanzen sind

sowohl im Text erwdhnt als auch in den Abbildungen gekennzeichnet.
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4 FErgebnisse

Die PKCo. ist in der Lage, die PP2A-Aktivitit zu modifizieren, indem sie B560. an Ser*!
phosphoryliert (Kirchhefer et al., 2014a). Dieses Zusammenspiel zwischen PKC und PP2A ist
bisher an einer kultivierten Zelllinie gezeigt worden und konnte einen wichtigen
Mechanismus zur Regulation wichtiger zelluldrer Funktionen darstellen. Diese Studie zielte
darauf ab, durch physiologische und biochemische Messungen zu kldren, ob und wenn ja wie
die PKCa iiber eine Phosphorylierung von B56a die PP2A-Aktivitdit und somit die

kontraktile Funktion und/oder das myozelluldre Kalzium-Handling beeinflussen kann.

4.1 Einfluss einer Stimulation der PKC auf die Kontraktilitit und
den Kalziumhaushalt von Kardiomyozyten und multizellu-

liren Praparaten

4.1.1 Einfluss unterschiedlicher PE-Konzentrationen auf die Kontraktilitat

und den Kalziumhaushalt von Kardiomyozyten

Um die optimale PE-Konzentration fiir alle Folgeversuche zu bestimmen, wurde eine
Konzentrations-Wirkungskurve (KWK) erstellt. Anhand dieser KWK kann die
Sarkomerldangen (SL)-Verkiirzung und damit die Kraftentwicklung der ventrikuldren
Kardiomyozyten bei steigender PE-Konzentration gezeigt werden (Abbildung 22). Erkennbar
ist, dass es bei Wildtyp-Zellen zu keiner Verdnderung der kontraktilen Reaktion kommt,
wohingegen die SL-Verkiirzung der transgenen Kardiomyozyten ansteigt. Dies geschieht bis
zu einer Konzentration von 10°® M PE beinahe linear. Bei einer PE-Konzentration von 10°M
bis 10™* M ist ein signifikanter Unterschied zwischen den ventrikuliren Kardiomyozyten der
transgenen Tiere zu denen der Wildtypen zu sehen. Der Anstieg bei einer PE-
Badkonzentration von 10° M liegt bei den transgenen Kardiomyozyten bei 62%, bei einer

Konzentration von 10 M sogar bei 101%.
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Abbildung 22: Phenylephrin-KWK fiir Sarkomerlingen—Verkiirzung. Enzymatisch isolierte und mit Indo-1
beladene ventrikuldre Kardiomyozyten wurden bei einer Stimulation von 0,5 Hz gemessen. Es handelt sich um
eine kumulative Messung, bei der die PE-Konzentration im Bad von 0 M iiber 107M, 10°M, 10° M auf 10* M
gesteigert wurde. Jede Zelle wurde somit bei jeder dieser Konzentrationen gemessen. Diese Messungen erfolgten
simultan zu den Messungen der intrazelluldren Kalzium-Transienten. Zu sehen ist die prozentuale Entwicklung
der SL-Verkiirzung bei steigender PE-Konzentration normiert auf den Basalwert. (n/n, Anzahl von
Kardiomyozyten/Tierzahl)

Eine Verdnderung der Peakamplitude des Kalzium-Transienten (A[Ca];) mit steigender PE-
Konzentration in transgenen B56a- und Wildtypen-Méusen ist in Abbildung 23 gezeigt. Die
Gabe von PE zeigt bereits bei einer Konzentration von 10”7 M einen signifikanten Anstieg von
A[Ca]; um etwa 50% in transgenen Kardiomyozyten und ebenfalls um etwa 50% in der
Wildtyp-Zelle. Dies entspricht jedoch noch nicht der maximalen Wirkung. Die Steigung
flacht bei den hoheren PE-Konzentrationen immer weiter ab. Bei einer Konzentration von
10° M PE hat der Wildtyp mit einer Steigerung um 61% sein Maximum erreicht. Das
Maximum der transgenen Zelle liegt in dieser Versuchsreihe bei 10 M, da nur bis zu dieser
Konzentration getestet wurde. Moglicherweise liegt das Maximum bei einer noch hdheren

Konzentration. Da es bei einer Konzentration von 10 M PE jedoch vermehrt zu Arrhythmien
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und Zelltod kam, wurden alle weiteren Versuche mit einer Konzentration von 10° M

durchgefiihrt.
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Abbildung 23: Phenylephrin-KWK fiir A[Ca];. Enzymatisch isolierte und mit Indo-1 beladene ventrikuldre
Kardiomyozyten wurden bei einer elektrischen Stimulation von 0,5 Hz gemessen. Es handelt sich um eine
kumulative Messung, bei der die PE-Konzentration im Bad von 0 M iiber 107 M, 10° M, 10° M auf 10* M
gesteigert wurde. Jede Zelle wurde somit bei jeder dieser Konzentrationen gemessen. Zu sehen ist der
prozentuale Anstieg der intrazelluliren Peakamplitude des Kalzium-Transienten (A[Ca];) bei steigender PE-
Konzentration, Bezug nehmend auf den Basalwert. (n/n, Anzahl von Kardiomyozyten/Tierzahl)

Neben der maximalen SL-Verkiirzung wurde die Relaxationszeit der Kardiomyozyten
bestimmt, indem die Zeit bis zu einem 50%igen Wert des Kontraktionsmaximums ermittelt
wird. Die Wildtypzellen weisen, wie Abbildung 24 zeigt, unter PE-Stimulation keinerlei
Verdnderungen der Zeit bis zum 50%igen Abfall der maximalen SL-Verkiirzung auf. Die
Kardiomyozyten der transgenen Tiere reagieren im Kontrast dazu schon ab einer PE-
Konzentration von 107 M mit einem Abfall der Relaxationszeit um 30%. Bei einer PE-

Konzentration von 10™* M fillt die Zeit sogar auf unter 50% des Ausgangswertes ab.
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Abbildung 24: Phenylephrin-KWK fiir 50%igen Abfall der SL-Verkiirzung. Mittels Liberase isolierte
Kardiomyozyten aus Ventrikeln wurden mit Indo-1 beladen, stimuliert (0,5 Hz) und kumulativ mit PE-
Konzentrationen im Bad von 0 M, 107 M, 10 M, 10° M und 10* M gemessen. Die Konzentrationen im Bad
wurden langsam gesteigert, so dass jede Zelle bei jeder dieser Konzentrationen untersucht wurde. Zu sehen ist
die prozentuale Verdnderung der Abfallzeit der SL-Verkirzung um 50% bei unterschiedlichen PE-
Konzentrationen. (n/n, Anzahl von Kardiomyozyten/Tierzahl)

Die Abfallzeit von [Ca]; bis auf 50% des Ausgangswertes spiegelt die Daten zur
myozelluldren Relaxation teilweise wider. Aus Abbildung 25 ist zu ersehen, dass dieser
Parameter in Wildtyp-Herzmuskelzellen zuerst ansteigt, um dann schlieBlich bei einer
Konzentration von 10™* M PE wieder auf 98% des Basalwertes abzusinken. Die Zeit bis zum
50%igen Abfall der Kalzium-Transienten der transgenen Kardiomyozyten hingegen fallt ab
einer Konzentration von 10° M PE um 5% ab. Diese unterschiedliche Entwicklung der
50%igen Abfallzeit fithrt bei einer PE-Konzentration von 10° M zu einem signifikanten

Unterschied zwischen B56a-iiberexprimierenden und Wildtyp-Zellen.
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Abbildung 25: Phenylephrin-KWK fiir Kalzium-Transientenabfall von 50%. Ventrikuldre Kardiomyozyten
wurden nach der enzymatischen Isolation mit Indo-1 beladen und bei einer Stimulation von 0,5 Hz gemessen.
Diese Messung erfolgte kumulativ, bei der die PE-Konzentration im Bad von 0 M iiber 107 M, 10 M, 10° M
auf 10* M gesteigert wurde. Somit konnte jede Zelle bei jeder dieser Konzentrationen gemessen werden.
Gezeigt wird die prozentuale Verdnderung fiir den Abfall des intrazelluldren Kalziums ([Ca];) um 50% nach
unterschiedlichen Konzentrationen an PE. (n/n, Anzahl von Kardiomyozyten/Tierzahl)

Im Verhiltnis der Peakamplitude von A[Ca]; und SL-Verkiirzung wird deutlich, dass die
Zellen unter 10”° M PE mit einem hoheren Ausgangswert fiir beide Parameter im Vergleich zu
unbehandelten Zellen starten. Abgesehen davon kommt es bei den PE-stimulierten Zellen, im
Gegensatz zu den unter basalen Bedingungen gemessenen Zellen, erst bei einem viel hheren
A[Ca]i-Wert zur Relaxation. Dies flihrt gleichzeitig zu einer Abflachung der Steigung im
Endbereich der Kurve, was auf eine verringerte Kalzium-Sensitivitdt hinweisen konnte

(Abbildung 26, Spurgeon et al., 1992).
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Abbildung 26: Kalzium-Sensitivitit von Wildtyp-Kardiomyozyten unter basalen und stimulierten (10° M
PE) Bedingungen. Gemessen wurden 60 Zellen aus 8 Tieren. Dargestellt ist die Abhingigkeit der
Sarkomerlangen (SL)-Verkiirzung zum intrazelluldren Kalziumgehalt ([Ca];).

4.1.2 Einfluss von Phenylephrin (PE) und Isoprenalin (ISO) auf die

Kontraktilitit und den Kalziumhaushalt von Kardiomyozyten

Phenylephrin ist ein Agonist an o-Adrenozeptoren. Um auszuschlieen, dass die kontraktile
Reaktion der Zellen auf Phenylephrin nicht durch zusétzliche Effekte mittels Aktivierung von
-Adrenozeptoren verursacht wird, wurden die Zellen zuerst mit PE und anschlieBend mit
Isoprenalin (ISO) behandelt. Sowohl die SL-Verkiirzung (Abbildung 27) als auch die
Peakamplitude der Kalzium-Transienten (Abbildung 28) steigen nach ISO-Behandlung
sowohl in transgenen als auch Wildtypzellen an. Der Anstieg der SL-Verkiirzung in der
Wildtypzelle liegt bei 440%. Eine ISO-Behandlung der transgenen Zellen hat eine
schwiéchere Reaktion zur Folge. Hier kommt es lediglich zu einem Anstieg von 125%. Die
zusitzliche Gabe von ISO zeigt beim transgenen Tier einen stirkeren Effekt auf A[Ca]; als
beim Wildtyp-Tier. Der Anstieg im transgenen Modell betrdgt 916%, der in den Wildtyp-
Kardiomyozyten lediglich 258%.
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Abbildung 27: SL-Verkiirzung unter Phenylephrin mit und ohne Isoprenalin-Gabe. Jede der enzymatisch
isolierten und mit Indo-1 beladenen Zellen wurde sowohl basal unter Stimulation mit 10° M Phenylephrin (PE)
als auch unter Applikation von 10° M PE und 10 M Isoprenalin (ISO) gemessen. Illustriert ist die prozentuale
Entwicklung der SL-Verkiirzung nach ISO-Gabe. (n/n, Anzahl von Kardiomyozyten/Tierzahl)
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Abbildung 28: Maximale intrazellulire Peakamplitude der Kalzium-Transienten (A[Ca];) unter
Phenylephrin-Einfluss mit und ohne Isoprenalin-Gabe. Enzymatisch isolierte, mit Indo-1 beladene
ventrikulire Kardiomyozyten wurden basal bei einer PE-Badkonzentration von 10° M gemessen. AnschlieBend
wurden dieselben Zellen in einer Badkonzentration von 10° M PE und 10° M Isoprenalin (ISO) gemessen.
Ermittelt wurde die prozentuale Entwicklung von A[Ca]; nach Zugabe von ISO. (n/n, Anzahl von
Kardiomyozyten/Tierzahl)

Parallel zu den Messungen unter alleiniger Gabe von PE wurde auch hier die Abfallkinetik fiir
SL-Verkiirzung und Kalzium-Transienten gemessen. Die Zeiten bis zu einem 50%igen bzw.
90%igen Abfall der SL-Verkiirzung haben unter ISO und PE eine Differenz in beiden
Gruppen (Abbildung 29 und 30). Es kommt ebenfalls im Abfall der Kalzium-Transienten um
50% zu einem Unterschied zwischen der Gruppe mit alleiniger Phenylephrin- und
kombinierter PE/ISO-Behandlung. Zusétzlich wird deutlich, da sowohl bei den
Relaxationszeiten als auch beim Abfall der Kalzium-Transienten die transgenen
Kardiomyozyten eine schwichere Reaktion auf die pharmakologische Intervention mittels PE
und ISO im Vergleich zu Wildtyp-Zellen zeigen (Abbildung 31).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Kombination von PE mit ISO einen
zusitzlichen Effekt auf die Zellen hat. Dies lésst auf eine vorrangige Wirkung des PE auf die

a-adrenerge Signalkaskade schlieBen, wobei der Effekt bei den transgenen Tieren deutlich
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schwicher ausgeprégt ist. Dies kann sowohl auf eine Restwirkung von Phenylephrin auf die
B-adrenerge Signalkaskade zurlickzufiihren sein, als auch eine noch unbekannte Reaktion des

Transgens darstellen.
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Abbildung 29: Zeit bis zum Abfall der SL-Verkiirzung um 50% unter PE mit und ohne Isoprenalin-
Applikation. Ersichtlich ist die prozentuale Verdnderung fiir die 50%ige Relaxationszeit nach zusétzlicher ISO-
Stimulation im Vergleich zwischen Wildtyp (WT) und transgenen Zellen (TG). (n/n, Anzahl von
Kardiomyozyten/Tierzahl)
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Abbildung 30: Zeit bis zum 90%igen Abfall der SL-Verkiirzung unter Phenylephrin mit und ohne
Isoprenalin-Gabe. Jede Zelle wurde sowohl unter basaler Stimulation mit 10° M Phenylephrin (PE) als auch
unter kombinierter Gabe von PE und 10° M Isoprenalin (ISO) gemessen. Erkennbar ist die prozentuale
Entwicklung des 90%igen Abfalls der SL-Verkiirzung unter PE- und ISO-Stimulation in Bezug auf die alleinige
Gabe von PE. (n/n, Anzahl von Kardiomyozyten/Tierzahl)
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Abbildung 31: Zeit bis zu einem [Ca];- Abfall um 50% unter PE mit und ohne Isoprenalin-Gabe. Jede
Zelle wurde sowohl unter basaler Stimulation mit 10° M PE als auch unter PE und 10°M Isoprenalin (ISO)
gemessen. Dargestellt ist die prozentuale Verdnderung fiir den Abfall des intrazelluliren Kalzium-Transienten
um 50% nach zusétzlicher ISO-Stimulation. (n/n, Anzahl von Kardiomyozyten/Tierzahl)

4.1.3 Einfluss von Phenylephrin (PE) und Phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA) auf die Kontraktilitit und den Kalziumhaushalt von

Kardiomyozyten und Vorhofpriparaten

Da Phenylephrin als Agonist an o;-Adrenozezeptoren neben einer Bildung von
Diacylglycerol (DAG) auch zu einer Aktivierung des intrazelluldren ,,second messengers® IP;
zu einer Freisetzung von gespeicherten Kalzium-lonen und somit verstiarkten Kontraktilitit
fihren kann, wurden zusitzliche Versuche mit Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)
durchgefiihrt. PMA kann im Gegensatz zu PE als Strukturanalogon des Diacylglycerols direkt
die PKC aktivieren. So konnte gezeigt werden, dass bei kombinierter Gabe von PE und PMA
die PKC-Aktivitit zunimmt (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Basale und maximale PKC-Aktivitit. Dargestellt ist die absolute Aktivitit der PKC.
Verglichen wird die gemessene Aktivitit unter basalen Bedingungen (=nicht-stimuliert) und nach Stimulation
mit 10*M PE und 10°M PMA in Homogenaten aus isolierten Wildtyp-Kardiomyozyten. (n, Tierzahl)

Da unter der gemeinsamen Gabe von PE und PMA eine maximale PKC-Stimulation
gemessen werden konnte, wurden die funktionellen Effekte an isolierten Kardiomyozyten
mittels Messung der SL-Verkiirzung und Kalzium-Transienten nicht nur unter PMA, sondern
auch nach Gabe von PMA und PE untersucht. Die maximale SL-Verkiirzung (Abbildung 33)
und die Peakamplitude der intrazelluldren Kalzium-Transienten (Abbildung 34) nehmen nach
60-miniitiger Stimulation mit 107 M PMA in den Wildtyp-Zellen um 26% bzw. 69% zu. In
Kombination mit 10° M PE steigen beide Werte sogar noch einmal an. In den transgenen
Kardiomyozyten kommt es im Gegensatz dazu durch die Behandlung mit PMA lediglich zu
einem Anstieg von A[Cal;. Die SL-Verkiirzung steigert sich erst bei Zugabe von 10° M PE. In
transgenen Zellen sind die Effekte der SL-Verkiirzung deutlich geringer. Diese Beobachtung
wird jedoch nicht von den Werten der Effekte auf die Peakamplitude der intrazelluldren
Kalzium-Transienten reflektiert (Abbildung 33 und 34). Der prozentuale Anstieg der

Peakamplitude von [Ca]; ist im transgenen Tier und Wildtypen vergleichbar.
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Abbildung 33: SL-Verkiirzung unter basalen Bedingungen sowie nach Stimulation mit PMA und
PMA+PE. Dargestellt ist die SL-Verkiirzung in Zellen transgener (TG) und Wildtyp-Tiere (WT) unter basalen
Bedingungen und nach 60-miniitiger Stimulation mit 107 M PMA in An- und Abwesenheit von 10° M PE. Es
handelt sich hier um kumulative Messungen. (n/n, Anzahl von Kardiomyozyten/Tierzahl)
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Abbildung 34: A[Ca]; unter basalen Bedingungen sowie nach PMA- und PMA+PE-Stimulation.
Dargestellt ist der maximale intrazelluldre Kalzium-Transient in basaler Ausgangslage sowie nach 60-miniitiger
Stimulation mit 107 M PMA in An- und Abwesenheit von 10° M PE in isolierten Kardiomyozyten von Wildtyp-
und transgenen Tieren. Es handelt sich hier um kumulative Messungen, d.h. jede Zelle wurde unter jeder dieser
drei Bedingungen gemessen. (n/n, Anzahl von Kardiomyozyten/Tierzahl)

Von besonderem Interesse ist die Frage, wie sich eine Vorstimulation der Kardiomyozyten
mit PMA auf den Verlauf der PE-KWK auswirkt (Abbildung 35). Das bedeutet, dass die
Zielsetzung war, herauszufinden ob die direkte PKC Aktivierung einen Effekt auf die
Reaktion einer o;-Adrenozeptor Stimulation ausiibt. Ohne 60-miniitige Vorstimulation
(Abbildung 22) kommt es unter ansteigenden Konzentrationen von PE nicht zu einer
Verdnderung der SL-Verkiirzung in Wildtyp-Kardiomyozyten, wohingegen eine PMA-
Vorstimulation bei einer Stimulation mit 10”° M PE zu einer Steigerung dieses Parameters um
28% fiihrt. Die SL-Verkiirzung im transgenen Tier wird dagegen nach einer 87%igen

Steigerung unter alleiniger PE-Applikation durch PMA-Vorstimulation unveréndert belassen.
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Abbildung 35: PE-KWK fiir SL-Verkiirzung unter 60-miniitiger Vorstimulation mit PMA. Die Zellen
wurden zuerst fiir 60 min mit 107 M PMA vorstimuliert. Die Auswirkungen dieser pharmakologischen
Intervention auf die SL-Verkiirzung wurden als basaler Wert gemessen. Anschlieend wurde eine PE-KWK (10
"M bis 10 M) durchgefiihrt. Bei jeder PE-Konzentration war 107 M PMA im Bad enthalten. Erfasst ist somit
die prozentuale Verdnderung der SL-Verkiirzung unter PMA und PE-Einfluss, normiert auf den PMA-
Ausgangswert. (n/n, Anzahl von Kardiomyozyten/Tierzahl)

Zu parallelen Verdnderungen kommt es bei der Registrierung der intrazelluldren Kalzium-
Transienten nach einer Vorstimulation mit 107 M PMA (Abbildung 36). Wie in Abbildung 23
gezeigt wurde, kommt es unter ansteigenden Dosen von PE zu einem Anstieg von A[Cal;
sowohl in den transgenen als auch Wildtyp-Zellen. Die transgenen Zellen wiesen dabei einen
grofleren Anstieg von A[Ca]; zum Ausgangswert auf. Durch die 60-miniitige PMA-
Vorstimulation und weitere PMA-Gabe wihrend der PE-KWK kommt es in den transgenen
Zellen zu einem prozentual schwicheren Anstieg der intrazelluldren Peakamplitude von [Cal;
als in den Wildtyp-Kardiomyozyten. So kommt es nach PMA-Vorstimulation zu einem
Anstieg von 99%, im Gegensatz zu einer A[Cali-Zunahme von nur 61% unter alleiniger Gabe
von PE von 10” M. Der Anstieg von A[Ca]; dndert sich dagegen beim transgenen Tier nicht.

Es bleibt bei einer Zunahme von 86%.
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Abbildung 36: PE-KWK fiir A[Ca]; unter 60-miniitiger PMA-Vorstimulation. Veranschaulicht ist die
maximale intrazelluldre Peakamplitude der Kalzium-Transienten sowohl unter 60-miniitiger Vorstimulation mit
107 M PMA als auch wihrend einer PE-KWK. Die PE-KWK wurde von einer Gabe von 107 M PMA begleitet,
d.h. bei jeder PE-Konzentration war auBerdem 107 M PMA im Bad enthalten. Es handelt es sich um eine
kumulative Messung. (n/n, Anzahl von Kardiomyozyten/Tierzahl)

Nicht nur die maximale intrazelluldre Peakamplitude der SL-Verkiirzung, sondern auch die
Zeit bis zum 50%igen Abfall der myozelluldren Kontraktilitidt zeigen in Wildtyp-Zellen ein
anderes Bild als bei fehlender PMA-Vorstimulation. Die Zeit bis zur 50%igen Relaxation
nach 60-miniitiger PMA-Vorstimulation verkiirzt sich bis zu einer PE-Konzentration von 107
M um 22% in den Wildtyp-Zellen (Abbildung 37). Dieser Effekt bleibt bei fehlender PMA-
Vorstimulation aus (Abbildung 24). In Zellen transgener Tiere kommt es nach PMA-
Vorstimulation ab einer Konzentration von 10° M PE zu einer Verkiirzung der
halbmaximalen Relaxationszeit um 25%. Insgesamt ist in den transgenen Zellen das Ausmaf3
einer Beschleunigung der 50%igen Relaxationszeit unter Vorstimulation mit PMA geringer
als bei alleiniger Gabe von PE ausgeprigt. Diese Beobachtung deckt sich mit den Effekten

zur maximalen SL-Verkiirzung.
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Abbildung 37: PE-KWK fiir den halbmaximalen Abfall der SL-Verkiirzung nach PMA-Vorstimulation.
Dokumentiert ist die prozentuale Verdnderung des 50%igen Abfalls der SL-Verkiirzung unter verschiedenen
Bedingungen. Beim Ausgangswert handelt es sich um die Daten nach einer 60-miniitigen Vorinkubation mit 10”
M PMA. Die folgenden Werte wurden unter aufsteigenden PE-Konzentrationen in kontinuierlicher Anwesenheit
von 107 M PMA erhoben. (n/n, Anzahl von Kardiomyozyten/Tierzahl)

Das AusmalB einer Beschleunigung der 90%igen Relaxation (Abbildung 38) ist mit dem der
halbmaximalen Relaxation (Abbildung 37) in den Wildtyp-Kardiomyozyten vergleichbar.
Schon bei einer PE-Konzentration von 107 M verringert sich die Relaxationszeit in der
Wildtyp-Zelle um 13%. Bei einer Badkonzentration von 10 M PE ist der Parameter auf unter
80% des Ausgangswertes unter alleiniger PMA-Gabe gesunken. In den transgenen Zellen
kommt es erst ab einer PE-Badkonzentration von 10> M zu einer verinderten Reaktion im
Vergleich zum Ausgangswert. Bei einer Konzentration von 10° M PE ist die Abnahme der
Relaxationszeit in den transgenen Zellen dariiber hinaus geringer als in den Wildtyp-

Kardiomyozyten.
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Abbildung 38: PE-KWK fiir die 90%ige Relaxation nach PMA-Vorstimulation. Kardiomyozyten aus
transgenen und Wildtyp-Tieren wurden bei einer Stimulation von 0,5 Hz gemessen. Es handelt sich um eine an
eine 60-miniitige Vorstimulation mit 107 M PMA angeschlossene kumulative Messung, bei der die PE-
Konzentration im Bad von 0 M iiber 107 M, 10° M, 10° M auf 10* M gesteigert wurde. Wéhrend aller
Messungen befand sich zusitzlich immer 107 M PMA im Bad. Gezeigt ist die prozentuale Verinderung der
Relaxationskinetik. (n/n, Anzahl von Kardiomyozyten/Tierzahl)

Vergleichbare Verdnderungen der Kinetik wurden auch fiir die Kalzium-Transienten
beobachtet. So kommt es unter alleiniger PE-Stimulation zu einer Verlangsamung der
Abfallkinetik bis zu einer Konzentration von 10 M, um dann wieder auf den Ausgangswert
zu kommen (Abbildung 25). Nach PMA-Vorstimulation ergibt sich jedoch bei einer
Konzentration von PE 10° M eine Beschleunigung der halbmaximalen Abfallzeit der
Kalzium-Transienten um 9%. In den transgenen Kardiomyozyten kommt es zu einer

vergleichbaren Beschleunigung der 50%igen Abfallzeit von [Ca]; von 7% (Abbildung 39).
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Abbildung 39: PE-KWK fiir den halbmaximalen Abfall von [Ca]; nach Vorstimulation mit PMA.
Enzymatisch isolierte und mit Indo-1 beladene ventrikuldre Kardiomyozyten wurden bei einer Stimulation von
0,5 Hz gemessen. Es handelt sich um eine kumulative Messung, bei der die PE-Konzentration im Bad von 0 M
iiber 107 M, 10° M, 10° M auf 10 M gesteigert wurde bei kontinuierlicher Anwesenheit von 107 M PMA.
Jede Zelle wurde erst fiir 60 min mit 107 M PMA vorstimuliert. Zu sehen ist die prozentuale Entwicklung der
halbmaximalen Abfallzeit der Kalzium-Transienten. (n/n, Anzahl von Kardiomyozyten/Tierzahl)

Unter den initialen basalen Messungen dndern sich die halbmaximalen Abfallzeiten fiir SL-
Verkiirzung und [Ca]; unter alleiniger 60-miniitiger Applikation von 107 M PMA in den
Wildtyp-Zellen nicht (Abbildung 40 und 41). Vergleichbare Effekte wurden auch bei
ausschlieBlicher Gabe von PE fiir beide Parameter beobachtet (Abbildung 24 und 25). Gibt
man jedoch im Anschluss an eine 60-miniitige PMA-Vorstimulation 10° M PE und 107 M
PMA hinzu, ergibt sich eine Beschleunigung sowohl fiir die 50%ige Relaxation als auch den
halbmaximalen Abfall der Kalzium-Transienten in den Wildtyp-Herzmuskelzellen
(Abbildung 40 und 41). Im Kontrast dazu entwickeln sich die Abfallkinetiken in den
Kardiomyozyten der transgenen Tiere anders. Hier zeigen die Zellen sowohl bei 60-miniitiger
PMA-Stimulation als auch bei kombinierter PMA/PE-Stimulation keine Unterschiede fiir die

halbmaximale Relaxationszeit (Abbildung 40). Die alleinige Gabe von PE verringert jedoch
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die Relaxationszeit bei einer Badkonzentration von 10~ M um iiber 40% (Abbildung 24). Die
Zeit bis zum 50%igen Abfall der Kalzium-Transienten ist dagegen schon nach 60-miniitiger
Stimulation mit 107 M PMA kiirzer im Vergleich zur basalen Ausgangslage (Abbildung 41).
Nach kombinierter PMA- und PE-Gabe wird die Abfallkinetik von [Ca]; nochmals
beschleunigt.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die WT-Zellen eine Vorstimulation mit PMA 107 M
brauchen, um maximale Effekte sowohl auf die Sarkomerldngen-Verkiirzung als auch die
Kalziumtransienten zu erzielen. Im Gegensatz dazu spielt dieser Effekt beim transgenen Tier

keine Rolle.
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Abbildung 40: Zeit bis zum 50%igen Abfall der SL-Verkiirzung nach Stimulation mit PMA und
anschlieBender kombinierter Gabe von PMA und PE. Zu Beginn wurden alle Zellen unter basalen
Bedingungen gemessen, anschlieBend wurden diese unter 107 M PMA studiert, um dann im Anschluss die
Relaxationskinetik unter 107 M PMA und 10° M PE ermitteln zu konnen. (n/n, Anzahl von
Kardiomyozyten/Tierzahl)
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Abbildung 41: Zeit bis zum 50%igen Abfall von [Ca]; nach Stimulation mit PMA und anschlieender
zusitzlicher Gabe von PMA. Dargestellt ist die halbmaximale Abfallzeit der Kalzium-Transienten unter
basalen Bedingungen, unter 60-miniitiger Vorstimulation mit 107 M PMA und unter kombinierter Gabe von
PMA und 10 M PE. (n/n, Anzahl von Kardiomyozyten/Tierzahl)

Die Relation zwischen [Cal]i und der SL-Verkiirzung in Wildtyp-Kardiomyozyten zeigt
(Abbildung 42), dass die Zellen sowohl unter 107 M PMA als auch unter kombinierter Gabe
von PMA und PE unter einer hoheren Ausgangslage fiir beide untersuchten Parameter starten.
Die Relaxationsphase lauft in den PMA-behandelten und nicht-stimulierten Kardiomyozyten
vergleichbar ab. Unter gleichzeitiger Gabe von PMA und PE flacht die Kurve im Endbereich
starker ab. Aus dieser Kinetik kann geschlossen werden, dass die Kalziumsensitivitit der

Myofilamente unter PE und PMA Stimulation abnimmt.
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Abbildung 42: Verhiltnis von intrazellulirem [Ca]; zur SL-Verkiirzung in Wildtyp-Herzmuskelzellen
unter basalen Bedingungen und unter Applikation von sowohl 107 M PMA als auch 107 M PMA und 10°
M PE. Erkennbar ist der Zusammenhang zwischen intrazelluldirem [Ca]; und SL-Verkiirzung. Auf der
Abbildung sind Daten aus 42 Zellen von 4 Wildtyp-Herzen zusammengefasst. Die Steigung der Kurve in der
Endstrecke der Relaxation verdndert sich durch Gabe von PMA gegeniiber basalen Bedingungen nur gering.
Sobald PE hinzukommt, flacht die Steigung noch weiter ab (s.a. Einsatz rechts oben). Diese Entwicklung ist ein
Indiz fiir eine reduzierte Kalzium-Sensitivitit (Spurgeon et al., 1992).

Durch Verwendung von linken Vorhofen sollte getestet werden, ob die in isolierten
ventrikuldren Kardiomyozyten beobachteten kontraktilen Effekte sowohl auf multizelluldre
Priparate als auch auf andere Regionen des Myokards iibertragbar sind. Diese Versuche
wurden ausschlieBlich an Vorhéfen von Wildtyp-Méusen durchgefiihrt, um die durch eine
PKC-Aktivierung verursachten kontraktilen = Auswirkungen unter physiologischen
Bedingungen zu testen. Ferner konnten durch den gewihlten Ansatz kompensatorische

Mechanismus durch die B56a-Uberexpression ausgeschlossen werden.

56



Ergebnisse

Die Kontraktionskraft der linken Atrien (LA) nimmt im Vergleich zur Ausgangslage nach
Stimulation mit 10° M PE um 8% und nach Gabe mit 10° M PE und 107 M PMA um 51%
zu (Abbildung 43). Durch eine Steigerung der PE-Konzentration auf 10 M kommt es in
Kombination mit 10”7 M PMA zu einer Zunahme der Kontraktionskraft um 54% im Vergleich
zur basal gemessenen Kraft (Abbildung 44).
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Abbildung 43: Kraftmessung der linken Atrien im Organbad. Grafisch wiedergegeben ist die prozentuale
Entwicklung der Kontraktionskraft der linken Atrien von Wildtypen nach Gabe von 10°M PE oder 10°M PE
und 107 M PMA im Vergleich zu basalen Bedingungen. (n, Anzahl der linken Atrien)
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Abbildung 44: Kontraktionskraft der linken Atrien im Organbad. Dargestellt ist die Entwicklung der
Kontraktionskraft linker Vorhofpriparate von Wildtyp-Tieren bei einer Konzentration von 10™* M PE und 107 M
PMA im Vergleich zu basalen Bedingungen. (n, Anzahl der linken Atrien)

4.2 Bestimmung der PP2A-Aktivitat unter verschiedenen Stimuli

4.2.1 Stimulation durch Phenylephrin

Im néchsten Abschnitt der Arbeit sollte getestet werden, ob die unter PKC-Stimulation
beobachteten Effekte auf Kontraktilitdit und Kalzium-Homdostase durch eine Beeinflussung
der PP2A-Aktivitdt verursacht werden. Dazu wurden sowohl Uberstinde aus isolierten
ventrikuldren Kardiomyozyten als auch linken Vorhdfen unter basalen Bedingungen und
pharmakologischer PKC-Aktivierung untersucht.

Die Kardiomyozyten der Wildtyp-Herzen zeigen unter Stimulation mit 10* M PE keine
Verdnderung der PP2A-Aktivitdt, wohingegen die PP2A-Aktivitit in den transgenen Zellen
um 30% sinkt (Abbildung 45). Die PPIl-Aktivitit bleibt sowohl in Wildtyp- als auch

transgenen Zellen unveréndert.
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Abbildung 45: Phosphataseaktivitit nach Stimulation mit 10* M PE. Zuerst wurden enzymatisch isolierte
Kardiomyozyten in An- und Abwesenheit von 10 M PE stimuliert. AnschlieBend wurde die Proteinphosphatase
(PP)-Aktivitit in Uberstinden homogenisierter Herzmuskelzellen in An- und Abwesenheit von 3 nM
Okadasdure zur Unterscheidung von PP1- und PP2A-Aktivitit gemessen (s. Methodik). Dargestellt sind sowohl
die gesamte Proteinphosphatase-Aktivitét als auch die Einzelaktivitdten fiir PP1 und PP2A. (n, Tierzahl)

4.2.2 Stimulation durch PMA

Anders als unter PE-Gabe kommt es unter alleiniger Stimulation der Kardiomyozyten mit 10
M PMA fiir 60 min zu einer Abnahme der PP2A-Aktivitit in den Wildtyp-Zellen (Abbildung
46). Dieser Effekt war unabhingig von der Gesamt- oder PP1-Aktivitdt. Im Gegensatz dazu
bleibt die PP2A-Aktivitdt nach PMA-Gabe in den transgenen Kardiomyozyten unverdndert.
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Abbildung 46: Proteinphosphatase-Aktivitit nach PMA-Gabe. Die PP-Aktivitit wurde an Homogenaten
isolierter Kardiomyozyten aus Wildtyp- und transgenen Tieren bestimmt. Die Messungen erfolgten in An- und
Abwesenheit von 3 nM Okadasdure, um zwischen PP1- und PP2A-Aktivitdt unterscheiden zu konnen. Vor der
Messung wurden die enzymatisch isolierten Kardiomyozyten fiir 60 min mit 10°® M PMA inkubiert. (n, Tierzahl)

4.2.3 Stimulation durch PE und PMA

Die PP2A-Aktivitit wurde auch unter kombinierter Stimulation mit 10* M PE und 10° M
PMA bestimmt, da unter diesen Bedingungen eine maximale PKC-Stimulation auftrat
(Abbildung 32). Wie unter alleiniger Gabe von PMA gezeigt werden konnte, nimmt die
PP2A-Aktivitdt auch nach Vorstimulation mit PE und PMA in den Wildtyp-Zellen ab
(Abbildung 47). Die PP1-Aktivitét bleibt dagegen in den Wildtyp-Zellen unveréndert. In den
transgenen Kardiomyozyten dndert sich nur die Gesamt-Phosphatase-Aktivitdt, was jedoch
nicht auf eine alleinige Anderung der PP1- oder PP2A-Aktivitit zuriickzufiihren ist.
Insgesamt ist unter basalen Bedingungen die PP-Aktivitit in den transgenen

Herzmuskelzellen hoher als in denen der Wildtyp-Herzen (s.a. Kirchhefer et al., 2014b).

60



Ergebnisse

3.0°
_ + * 0O Gesamt

:g S 92.01 PP2A
Zs )
e 1.5
<3 th | g
& EI.O'

0.57 2

0.0

basal PE+-PMA basal PE+PMA
WT TG
(n=7) (n=8)
* p<0.05 vs. basal
+ p<0.05 vs. WT

Abbildung 47: PP-Aktivitit nach Stimulation mit PE und PMA. Die PP-Aktivitit wurde basal und nach
einer 60-miniitigen Vorstimulation der Kardiomyozyten mit 10* M PE und 10°® M PMA gemessen. Abgebildet
sind sowohl die gesamte PP-Aktivitét, die PP1- und PP2A-Aktivitét. (n, Tierzahl)

In Homogenaten linker Atrien sinkt die PP2A-Aktivitit nach Inkubation mit 10° M PE und
107 M PMA um 28% im Vergleich zu den basalen Bedingungen ab (Abbildung 48). Dieser
Effekt ist mit der Entwicklung der PP2A-Aktivitdt nach kombinierter PE/PMA-Gabe in den
Kardiomyozyten-Homogenaten vergleichbar (Abbildung 47).

Sowohl in ventrikuldren Kardiomyozyten als auch in Vorhofhomogenaten éndert sich die PP1
Aktivitdt nicht. Das zeigt, dass die PKC-vermittelten Effekte auf die PP2A-Aktivitét
unabhingig von gesamtzelluliren Anderungen der PP1 sind. Somit scheint die PP1 keinen

Einfluss auf die Interpretation der kontraktilen Daten zu haben.
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Abbildung 48: Proteinphosphatase (PP)-Aktivitit in linken Atrien nach Inkubation mit PE oder PE mit
PMA. Proben aus linken Vorhdéfen von Wildtyp-Méusen wurden unter basalen Bedingungen sowie nach 60-
miniitiger Behandlung mit entweder 10° M PE oder 10° M PE und 107 M PMA gemessen. Abgebildet sind
sowohl die gesamte PP-Aktivitdat (Gesamt), die Phosphatase 1-Aktivitdt (PP1) und die Phosphatase 2A-Aktivitét
(PP2A). (n, Anzahl linker Atrien)

4.3 Bestimmung des Phosphorylierungsgrades von BS6a nach
pharmakologischer PKC-Aktivierung

Ich konnte bisher zeigen, dass die Gabe von PE und PMA mit einer Steigerung von
myofilamentirer Kontraktilitdt und intrazellulirem Kalzium einhergeht. Diese Effekte waren
mit einer Abnahme der PP2A-Aktivitit sowohl in isolierten Kardiomyozyten als auch
multizelluldren Vorhofpréparaten vergesellschaftet. Um zu testen, ob die Abnahme der PP2A-
Aktivitdt entsprechend der eingangs aufgestellten Hypothese auf eine verdnderte
Phosphorylierung der regulatorischen B56a-Untereinheit zuriickzufiihren ist, wurden sowohl
Expression als auch Phosphorylierung dieser PP2A-Untereinheit bestimmt. Alle Versuche

wurden ausschlieBlich an Zellen und Vorhofpréparaten von Wildtyp-Méusen durchgefiihrt,
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um die zelluldren Verhéltnisse unter physiologischen Bedingungen testen zu konnen. Zuerst
wurde der Grad der Proteinexpression unter basalen und stimulierten Bedingungen unter
Anwendung verschiedener Nachweismethoden gemessen. Dazu kam nach Homogenisierung
der Proben fiir die Immunprézipitation auch ein gegen B56a gerichteter Antikdrper zum
Einsatz. Da ein spezifischer Antikorper fiir die putative Phosphorylierungsstelle Serin-41
derzeit nicht zur Verfiigung steht, musste zuerst eine Anreicherung von B56c mittels
Immunprézipitation erfolgen, um anschlieBend ausschlieBlich eine Phosphorylierung dieses
Proteins nachweisen zu koénnen. Die Menge an B56a. dndert sich durch Stimulation mit 10™
M PE und 10° M PMA im Vergleich zur basalen Ausgangssituation nicht. Dieses Ergebnis
konnte in Antikorper-prizipitierten Proben sowohl mittels Coomassie-Farbung (Abbildung
49) als auch in Immunoblots unter Benutzung eines BS56a-spezifischen Antikorpers

(Abbildung 50) bestétigt werden.

Relative Expression von
B56a (% von basal)
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<

Abbildung 49: Nachweis der Expression von B56ca in Kardiomyozyten mittels Coomassie-Firbung.
Gemessen wurde indirekt die Expression von B56c in Immunprézipitaten (anti-BS6o-Antikérper) von
Homogenaten aus Wildtyp-Kardiomyozyten. Der Grad der Expression wurde unter Benutzung einer Coomassie-
Fiarbung bestimmt. Prozentual dargestellt ist die relative Expression von B56oa sowohl unter basalen
Bedingungen als auch nach Stimulation mit 10° M PE und 10° M PMA. (n, Anzahl der
Kardiomyozytenpréparationen)
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Abbildung 50: Nachweis der Expression von B56a in Kardiomyozyten mittels Immunoblotting. Nach
einer Immunprizipitation in Uberstinden von Kardiomyozyten-Homogenaten mit dem anti-B56a.-Antikdrper
wurde die Expression von B56c mittels Western Blotting bestimmt. Dargestellt ist die relative Expression in
Zellen nach 60-miniitiger Stimulation mit 10* M PE und 10°® M PMA, normiert auf den basalen Ausgangswert.
(n, Anzahl der Kardiomyozytenpraparationen)

Im Anschluss an die Bestimmung der Proteinexpression wurde der Phosphorylierungsgrad
von B56c. in immunprizipitierten Uberstinden von Kardiomyozyten-Homogenaten von
Wildtyp-Médusen gemessen. Der Schritt einer Immunpréazipitation unter Benutzung eines anti-
B56a-Antikdrpers war notwendig, um eine Anreicherung des Zielproteins fiir die Ermittlung
des Phosphorylierungsgrades zu erreichen. Derzeit stehen keine spezifischen Antikorper, die
gegen phosphorylierte Formen von B56a der Maus gerichtet sind, zur Verfiigung. Ein im
Institut entwickelter Antikérper gegen phospho-Serin-41 erkennt leider nur die
phosphorylierte Form des humanen Proteins (Kirchhefer et al., 2014a). Unter Benutzung der
ProQ-Férbung konnte kein Unterschied fiir den Gesamt-Phosphorylierungszustand von B56a.
zwischen den mit 10* M PE und 10°® M PMA behandelten Zellen und den nicht-behandelten
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Zellen festgestellt werden (Abbildung 51). Der mittels Sypro Ruby gemessene Proteingehalt
fiir B560. war auBBerdem zwischen beiden Proben unverdndert (Abbildung 51). Nach Bezug
des Gesamt-Phosphorylierungsgrades auf den Proteingehalt ergibt sich eine unveridnderte
Ratio zwischen PE/PMA-stimulierten Kardiomyozyten und basalen Bedingungen (Abbildung
51). Dieses Ergebnis schlieBt allerdings nicht aus, dass der Phosphorylierungsgrad fiir

einzelne bekannte oder putative Phosphorylierungsstellen von B56a veridndert sein kann.
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Abbildung 51: Gesamt-Phosphorylierungsgrad von B56a in Kardiomyozyten. Nach Immunprézipitation
unter Benutzung eines spezifischen Antikdrpers zur Anreicherung von B560. in Uberstinden von
Kardiomyozyten-Homogenaten wurde die relative Intensitdt der Phosphorylierung von B56a (pB56a) durch
Anféarben mit ProQ-Diamond und Sypro Ruby-Ldsung ermittelt. Die Ratio zwischen Phosphorylierungsgrad und
Proteinexpression wurde unter basalen Bedingungen und nach Stimulation mit 10* M PE und 10° M PMA
bestimmt. (n, Anzahl der Kardiomyozytenpréaparationen)
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Zusitzlich wurden die Proteinexpression und die Phosphorylierung von BS56a an
Vorhofpriparaten gemessen, um analog zu den vorhergehenden Versuchen auch den Effekt
an multizelluldren Organen bestimmen zu konnen. Im Vergleich zu den Kardiomyozyten
ergibt sich auch fiir die Bestimmung der Proteinexpression von B56a in Immunprézipitaten
aus homogenisierten linken Vorhofen von Wildtyp-Miusen keine Anderung zwischen PKC-
stimulierten und nicht-behandelten Proben (Abbildung 52 und 53). Die Messung des

Expressionsgrades wurde wiederum sowohl mittels Coomassie-Farbung als auch Western

Blotting durchgefiihrt.
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Abbildung 52: Expression von B56o in Immunpriizipitaten von linken Vorhof-Homogenaten unter
basalen Bedingungen und nach kombinierter Stimulation mit PE und PMA mit Hilfe von Coomassie-
Firbungen. Gezeigt ist der Expressionsgrad von B56a in Immunpréazipitaten aus Homogenaten linker Atrien
nach Stimulation mit 10* M PE und 107 M PMA im Vergleich zu nicht-behandelten Proben. (n, Anzahl der
Proben)
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Abbildung 53: Proteinexpression von B56a in linken atrialen Homogenaten nach Immunpriizipitation
unter basalen Bedingungen und nach PE- und PMA-Stimulation. Gezeigt ist die relative B56a-Expression
nach Behandlung mit 10* M PE und 107 M PMA im Vergleich zu basalen Ausgangsbedingungen. Die
Bestimmung des Expressionsgrades erfolgte mittels Immunoblotting durch Einsatz eines spezifischen anti-
B56a-Antikdrpers. (n, Anzahl der Proben)

Neben der Proteinexpression wurde auch der Gesamt-Phosphorylierungszustand in den
Vorhof-Immunprézipitaten bestimmt. Im Vergleich zu den Messungen an den
Kardiomyozyten-Priparationen ergibt sich auch hier keine Verdnderung fiir das Verhéltnis
von phosphoryliertem zu nicht-phosphoryliertem B56a in PE/PMA-stimulierten und basalen
Bedingungen (Abbildung 54).
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Abbildung 54: Phosphorylierungszustand von B56ca unter basalen Bedingungen und nach Stimulation mit
10* M PE und 107 M PMA in Immunpriizipitaten linker Vorhof-Homogenate. Veranschaulicht ist die
relative Intensitdt von phosphoryliertem B56a (pB56ct) in PKC-stimulierten Proben zum basalen Ausgangswert.
Die Ratio wurde aus der kombinierten Farbung mittels ProQ-Diamond und anschlieBender Gabe von Sypro
Ruby bestimmt, so dass sich ein Quotient aus Phosphorylierungsgrad zum Gesamtprotein ergibt. (n, Anzahl der
Proben)
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5 Diskussion

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war die Identifizierung einer PKC-abhingigen
Phosphorylierungsstelle von B56a., Serin-41 (Kirchhefer et al., 2014a). Dabei wird die durch
nicht-phosphoryliertes B56a beobachtete Hemmung der PP2A-Aktivitdt durch PKC-
phosphoryliertes BS6a noch weiter verstirkt. Ausdruck dessen ist die Verschiebung der
PP2A-Hemmkonstante von 2 nM nach 0,5 nM. Diese Effekte konnten zusammen mit der in
insuffizienten menschlichen Herzen aufgrund ischdmischer oder dilatativer Kardiomyopathie
beobachteten Erhdhung der B56a-Phosphorylierung von Serin-41 (Kirchhefer et al., 2014a)
auf eine grundlegende pathophysiologische Bedeutung der PP2A-Regulation durch den
Phosphorylierungsgrad von regulatorischen B-Untereinheiten am Herzen hinweisen. Auch
andere B-Untereinheiten werden durch Proteinkinasen phosphoryliert, wie zum Beispiel die
B5606-Untereinheit, die im Herzen und in der Niere durch PKC und PKA an Serin-566
phosphoryliert wird (Ahn et al., 2007), oder die BS6a-Untereinheit, die durch PKR ebenfalls
phosphoryliert wird (Xu und Williams, 2000). Auerdem phosphoryliert auch die PKA die
B56a-Untereinheit der PP2A (Kirchhefer et al., 2014a). Die Phosphorylierungsstelle konnte
allerdings bis dato noch nicht identifiziert werden.

Unter der Vorstellung, dass die Ausprigung der myozelluldren Effekte einer PKC-
vermittelten Phosphorylierung von B56o. vom Expressionsgrad dieser regulatorischen
Untereinheit der PP2A abhéngig ist, wurde in der vorliegenden Studie ein transgenes
Tiermodell verwendet. Diese transgene Mauslinie zeichnet sich durch eine herzspezifische
Uberexpression von B560. unter der Kontrolle des aMHC-Promoters aus (Kirchhefer et al.,
2014b). Die basale Charakterisierung dieses Tiermodells zeigte bereits den Zusammenhang
zwischen der herzspezifischen Uberexpression von B56c. und der Umverteilung der PP2A
Expression bzw. Aktivitit in Zellen (Kirchhefer et al., 2014b). AuBlerdem sollte eine
Erhohung der Kalziumsensitivitdt sowie eine Steigerung der Kontraktilitit anhand dieses
Tiermodells gezeigt werden. Auf Grund einer Verdopplung der B56a-Proteinexpression im
Herzen sollten die Phosphorylierung bekannter und putativer Phosphorylierungsstellen erh6ht
und damit die Hemmung der PP2A-Aktivitét gesteigert werden. Nach unseren Beobachtungen
zeichneten sich jedoch in zellphysiologischen Versuchen teilweise kontrdre Effekte im
Vergleich zu Wildtyp-Zellen ab. Diese konnten auf kompensatorische Mechanismen durch

B56a-Uberexpression (z.B. eine erhohte basale Kontraktionskraft oder eine verminderte
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Phosphorylierung wichtiger kontraktiler Proteine) bedingt sein, was zum Ausschluss der
transgenen Tiere aus der Versuchsreihe fiir die kontraktilen Messungen an Vorhofprédparaten
und zur Bestimmung des Phosphorylierungsgrades von B56a fiihrte.

In Anlehnung an die hypothetische Signaltransduktionskaskade (Abbildung 55) wurde der
Versuchsaufbau dieser Arbeit gestaltet. Dazu wurde die PKCoa pharmakologisch aktiviert,
um tiiber eine potentielle Abnahme der PP2A-Aktivitit zu einer Erhohung der intrazelluldren
Kalzium-Konzentration und somit einer Steigerung sowohl der maximalen Zellkontraktion als
auch Relaxation der Kardiomyozyten zu kommen. Die einzelnen Ergebnisse sollen im

Folgenden diskutiert werden.

P ﬂ
3 Ca** Kraft ?

Abbildung 55: Schematische Darstellung zur hypothetischen Regulation der kardialen Kontraktionskraft

iiber eine PKC-abhiingige Phosphorylierung von B560. Phenylephrin (PE) aktiviert die Gg-Protein-
gekoppelte Signalkaskade. Dadurch wird die Phospholipase C (PLC) aktiviert und spaltet dann Phosphatidyl-
Inositol-Bisphosphat (PIP,) in Diacylglycerol (DAG) und Inositoltriphosphat (IP;). IP; aktiviert den
Ryanodinrezeptor (RYR). Dadurch kommt es zu einer vermehrten Kalzium-Freisetzung aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum (SR) ins Zytosol. DAG hingegen aktiviert, ebenso wie das strukturdhnliche
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA), die Proteinkinase C, die dann den Serin-41 (S*)-Rest an der B560.-
Untereinheit phosphoryliert und damit die Proteinphosphatase 2A (PP2A) inhibiert. Ao und Ca sind die
strukturelle bzw. die katalytische Untereinheit der PP2A und bilden das Core-Enzym. Zusammen mit B56a. ist
dies ein vollstidndiges heterotrimeres PP2A-Molekiil (modifiziert nach Kirchhefer et al., 2014a).
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5.1 Pharmakologische Aktivierung der PKC durch Phenylephrin
und PMA

Als ein erster Schritt der Arbeit stand die Frage nach den pharmakologischen Moglichkeiten
einer Aktivierung der PKC, um eine maximale intrazellulire Phosphorylierung von
potentiellen Zielproteinen (z.B. B56a und andere B56-Untereinheiten) zu ermoglichen. Dazu
existieren zwei Moglichkeiten, zum einen die direkte Aktivierung durch den Phorbolester
Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), zum anderen die indirekte Aktivierung durch das
Sympathomimetikum Phenylephrin (PE). Da PE als o.-Adrenozeptoragonist ebenfalls f3-
adrenerge Effekte aufweisen kann (Torp et al., 2001), wurde zur Verifizierung einer
vorwiegend oa-adrenergen Reaktion durch PE ein Kontrollversuch unter additiver Gabe von
Isoprenalin (ISO) an Wildtyp-Méusen durchgefiihrt. Hierbei kam es im Vergleich zum
Basalwert unter 10° M PE zu einer 5,4-fachen Steigerung der myozellulidren Kontraktion, die
als SL-Verkiirzung gemessen wurde. Die Peakamplitude der Kalzium-Transienten nahm unter
zusatzlicher [SO-Applikation auch 3,5-fach zu. Vergleichbare Steigerungen von
Zellkontraktilitdt und A[Ca]; wurden bei Messungen mit alleiniger Gabe von 10° M ISO
registriert (Kirchhefer et al.,, 2014b). Ferner war in meiner Arbeit der Abfall der
Relaxationskinetik wie auch der intrazelluldren Kalzium-Transienten prozentual vergleichbar
zu alten Ergebnissen ohne PE-Vorstimulation (Kirchhefer et al., 2014b). Diese ISO-bedingten
Effekte lassen auf eine nur minimale Restaktivierung von p-Adrenozeptoren durch PE
schlieBen. Mit anderen Worten, die Gabe von 10° M PE sollte demnach zu einer
vorwiegenden Besetzung von a-Adrenozeptoren mit nachfolgender Aktivierung der PKC
fiihren.

Die direkte Stimulation der PKC durch die Applikation von PMA (Ytrehus et al., 1994) stellt
in der vorliegenden Arbeit ein wichtiges Hilfsmittel zur Beurteilung der biologischen Antwort
PKC-aktivierter Signalwege dar. Bekannte PKC-vermittelte Signalwege sind z. B die
Aktivierung der Glycogen Synthase Kinase 3 (GSK3, Moore et al., 2013) oder auch die
Aktivierung der mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated protein kinase
(MEK/ERK, Mackay und Twelves, 2007). Dennoch wurden die erhobenen Daten immer mit
denen einer alleinigen Stimulation mit PE verglichen, da noch einige andere zelluldre Ziele,
wie zum Beispiel das Phorbolester-bindende Protein, Munc-13, welches fiir die rasche
Nachlieferung akut freisetzbarer Vesikel an Synapsen verantwortlich ist, fiir Phorbolester

existieren (Buchner, 2000). Es wurden deshalb in einem Kontrollversuch die PKC-Aktivitét
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(Yasuda et al, 1990) in Uberstinden von Wildtyp-Kardiomyozyten unter maximaler
Stimulation von PE und PMA gemessen. Diese stieg nach kombinierter Gabe von beiden
Wirkstoffen um mehr als das Doppelte im Vergleich zu nicht-behandelten Proben an. Es
kommt somit tatsdchlich zu einer PKC-Stimulation in den Kardiomyozyten, so dass die
funktionellen Auswirkungen einer potentiellen PKC-abhéngigen Phosphorylierung von B56a
untersucht werden konnen.

Die zelluliren Reaktionen auf PKC-vermittelte Effekte kann mittels der Messung der
Einzelkontraktion und Kalzium-Transienten bestimmt werden (Dobson et al., 2008). Dariiber
hinaus konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation der PKC zu einer Aktivierung der L-Typ
Kalzium-Kanalstrome fiihrt (Woo und Lee, 1999) sowie zur Aktivierung des Natrium-

Kalzium-Austauschers (NCX, Puglisi et al., 2011).

5.2 Charakterisierung der myozelluliren Kontraktion und
Kalzium-Homoostase an isolierten Kardiomyozyten und

Vorhof-priaparaten

Nach PE-Stimulation isolierter Wildtyp-Kardiomyozyten kommt es zu einem Anstieg der
intrazelluldiren Peakamplitude und einer beschleunigten Abfallkinetik der Kalzium-
Transienten, jedoch nicht zu einer verstdrkten SL-Verkiirzung und Relaxation. Dieser Effekt
konnte seinen Ursprung in einer reduzierten myofilamentiren Kalzium-Sensitivitit nach
Aktivierung durch die PKC haben (Kooij et al., 2009). Eine verminderte Kalzium-Sensitivitit
wurde auch in Maus-Kardiomyozyten nach Stimulation mit PE beobachtet (Hirano et al.,
2006). Die Abnahme der Kalzium-Sensitivitét entsteht durch eine gesteigerte PKC-induzierte
Troponin T (TnT)- und Troponin I (Tnl)-Phosphorylierung in Kardiomyozyten (Layland et
al., 2005). TnT wird in vitro durch verschiedene PKC-Isoformen (z. B. o und 8) an Threonin-
190, Serin-194, Threonin-199 und Threonin-280 in unterschiedlichem Umfang
phosphoryliert. Durch die PKCao-induzierte TnT-Phosphorylierung kommt es somit zu einer
verminderten Kalzium-Sensitivitit (Jideama et al, 1996). Tnl besitzt auch mehrere
Phosphorylierungsstellen, wovon Serin-43/45 und Threonin-144 durch PKC phosphoryliert
werden konnen (Noland et al., 1989). Serin-23/24 wird hauptsdchlich durch PKA
phosphoryliert, kann aber {iber Querphosphorylierung ebenfalls durch die PKC genutzt
werden (Noland et al., 1989). Die Phosphorylierung des Serin-43/45-Aminoséurerests bewirkt

eine Senkung der Kalzium-Sensitivitit in Bezug auf die Kraftentwicklung im Herzen. Die
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Phosphorylierung des Threonin-144-Rests hingegen fiihrt zu einer Verminderung der
Kalzium-Sensitivitit in Bezug auf das Filamentgleiten des Querbriickenzykluses (Burkart et
al., 2003). Falls die PKC nicht in der Lage ist, den Serin-43/45-Aminosdurerest zu
phosphorylieren, weicht sie auf die PKA-Phosphorylierungsstelle Serin-23/24 aus und senkt
damit ebenfalls die Kalzium-Sensitivitit (Roman et al., 2004). Verinderungen im
Phosphorylierungsstatus von kardialem Tnl reflektieren Verdnderungen in der Balance
zwischen Proteinkinasen und Proteinphosphatasen. Die Dephosphorylierung von Tnl erfolgt
vorwiegend durch die PP2A (Ke et al.,, 2004). Die Aktivierung der PP2A kann {iber
unterschiedliche Signalwege stattfinden, zum einen {iber die p21-activated Kinase 1 (PAKI),
zum anderen iiber die p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK; Liu und Hofmann,
2003). Durch die PP2A-abhéngige Dephosphorylierung des Serin-23/24-Aminosdurerests von
Tnl kommt es zu einer steigenden Kalzium-Sensitivitdt, Reduktion der
Querbriickenzyklusrate sowie diastolischen Dysfunktion (Ke et al., 2004; Liu und Hofmann,
2003). Entsprechend der eingangs aufgestellten Hypothese sollte die Aktivierung der PKC
neben einer Phosphorylierung von Tnl und TnT auBlerdem noch zu einer Hemmung der
PP2A-Aktivitdit fithren. Beide Prozesse wiirden somit zu einer {iberschieBenden
Phosphorylierung am Serin-23/24-Rest von Tnl und zu einer reduzierten Kalzium-Sensitivitéit
beitragen. Letzteres konnte durch unsere Messungen bestétigt werden. Die Bestimmung des
PKC-vermittelten Phosphorylierungsgrades von Tnl und anderen myofilamentiren Proteinen
ist das Ziel folgender Studien. Im Einklang mit unseren Ergebnissen konnte an ventrikuldren
Meerschweinchen-Kardiomyozyten gezeigt werden, dass die Aktivierung von oy-
Adrenozeptoren durch Gabe von PE zu einem Anstieg der Kalzium-Transienten fiihrt (Woo
und Lee, 1999). Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen konnten die Autoren eine gesteigerte
zelluldre Kontraktilitdt messen. Dieser Unterschied zwischen beiden Studien kénnte sowohl
spezies- als auch messbedingte Ursachen haben. Ferner ergaben unsere Untersuchungen, dass
PE alleine keine lusitropen Wirkungen aufweist. Vergleichbare Daten wurden in einer élteren
Studie bereits erhoben (Aoyagi et al., 1991).

Nach einer Stimulation von Kardiomyozyten transgener B56a-iiberexprimierender Mause mit
PE geht die Zunahme der Peakamplitude und die gesteigerte Abfallkinetik der Kalzium-
Transienten im Gegensatz zu den Wildtypzellen mit parallelen Verdnderungen der
gemessenen kontraktilen Parameter einher. Eine mdgliche Ursache fiir diese Diskrepanz
konnte in der erhdhten basalen Kalzium-Sensitivitit der transgenen Kardiomyozyten liegen

(Kirchhefer et al., 2014b). Die PE-bedingte Aktivierung der PKC wire somit nicht in der
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Lage, die beobachteten Effekte einer gesteigerten PP2A-Aktivitdt und den verminderten
Phosphorylierungszustand kontraktiler Proteine (z.B. Tnl und TnT) in den transgenen
Kardiomyozyten zu kompensieren.

Neben der Testung der funktionellen Effekte einer alleinigen Stimulation mit PE an isolierten
Herzmuskelzellen wurden auch linke Vorhofe von Wildtyp-Méusen untersucht.
Ausgangspunkt dieser Messungen war die Frage, ob die an einzelnen Kardiomyozyten
beobachteten physiologischen Ergebnisse auf multizelluldre Préparate {ibertragbar sind. Die
Gabe von PE in das Organbad fiihrte im Gegensatz zu den Einzelzellen zu einer Steigerung
der Kontraktionskraft im Vergleich zu unbehandelten Priparaten. Unsere Daten werden von
Untersuchungen an linken Atrien von Ratten unter Stimulation mit PE bestitigt (Nakashima
et al., 1971). Eine stirkere o,-adrenerge Reaktion im Vorhof im Vergleich zum Ventrikel ist
trotz geringerer o -Adrenozeptor-Dichte von einer anderen Arbeitsgruppe beschrieben
worden (Steinfath et al., 1992). Der Unterschied in der Kontraktionskraftentwicklung
zwischen ventrikuldren Kardiomyozyten und atrialen Préparaten kann auf zusitzlich noch
vorhandene Strukturen im multizelluldren Priparat, wie z. B. Kollagenfasern oder auch
Blutgefifle, zuriickzufiihren sein. Auflerdem wurde zur Bestimmung der Kontraktionskraft an
den Vorhofen durch uns eine andere Methode als bei den Zellen angewendet, bei der eine
bestimmte Vorspannung an die Muskulatur angelegt wird (=isotonische Kontraktion). Es ist
vorstellbar, dass es sich beim Kontraktionsanstieg im Vorhof zum Teil um eine
Myosinleichtketten (MLCK)-vermittelte Reaktion handelt, die durch Phosphorylierung nach
PE-Gabe verstiarkt wird (Grimm et al., 2005). Es kann ausgeschlossen werden, dass eine
verdnderte Expression bzw. Verteilung regulatorischer Untereinheiten der PP2A fiir die
Unterschiede zwischen ventrikulédrer und atrialer Kontraktion verantwortlich ist (Degrande et
al., 2013). Jedoch konnte ein geringerer mRNA-Gehalt fiir die katalytische Untereinheit der
PP2A in humanen Atrien im Vergleich zum Ventrikel gemessen werden (Liiss et al., 2000).
Ferner ist in Vorhofen im Unterschied zu ventrikuldirem Gewebe die Proteinexpression von
SERCA2a erhoht und die von Phospholamban erniedrigt (Liiss et al., 1999). Schlielich
besteht ein bedeutender Unterschied in der Kalzium-Homoostase zwischen Vorhof und
Ventrikel. Auf Grund der fehlenden T-Tubuli im Atrium bedarf es einer sehr viel stirkeren
Aktivierung, um einen Kalziumanstieg im Zentrum der atrialen Zellen sowie des gesamten
Atriums zu bewirken. Daher kommt es unter Ruhebedingungen zu einer geringeren atrialen
Kontraktion im Vergleich zum Ventrikel. Erst bei einer starken Aktivierung triggern die

peripheren Zellen eine zentripetale Kalziumwelle ins Innere des Atriums, und es kommt zur
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gesteigerten Kontraktion. Im Ventrikel herrscht dagegen eine ausgeprigte Kalzium-induzierte
Kalzium-Freisetzung vor (Bootman et al., 2011). Diese Prozesse konnten somit teilweise oder
vollstindig zu den beobachteten Unterschieden zwischen PE-stimulierten isolierten
Kardiomyozyten und Vorhdfen beitragen.

Durch die Gabe von PMA sollte eine direktere und stirkere Aktivierung der PKC erreicht
werden. PMA ist ein potenter PKC-Aktivator (Castagnag et al., 1982), der
konzentrationsabhingig wirkt (Ward und Moffat, 1992). Im Gegensatz zur ausschlieBlichen
Gabe von PE stieg die maximale myozelluldre Kontraktion unter der Gabe von PMA in den
Wildtyp-Kardiomyozyten an. Dieser neu aufgetretene Effekt erfolgte unter -einer
vergleichbaren Zunahme der intrazelluldren Peakamplitude der Kalzium-Transienten. Aus
diesen Daten kann vermutet werden, dass die PE-Stimulation des a;-Adrenozeptors noch
andere zelluldre Effekte auler einer Aktivierung der PKC aufweist. Nach Aktivierung des Gq-
Protein-gekoppelten Rezeptors kommt es zur Aktivierung der PLC, welche PIP, in DAG
(—Aktivierung der PKC) und IP; spaltet. Dieses IP3 aktiviert sowohl IPs3-Rezeptoren (IP3R)
als auch Ryanodinrezeptoren (RyR). Die IP;R spielen in der frithen Herzentwicklung eine
grofle Rolle, spiter sinkt deren Expression. Bei den RyR hingegen verhélt es sich genau
gegenldufig. Die Anzahl der Rezeptoren steigt im Alter (Niggli, 2015). Beide Rezeptoren
bewirken einen Kalzium-getriggerten Kalzium-Einstrom in die Zelle aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum. Die IPs;-vermittelte Mobilisierung von intrazelluldrem
Kalzium konnte somit an der Abnahme der myofilamentiren Kalzium-Sensitivitidt in den
Wildtyp-Zellen beteiligt sein und teilweise den ausbleibenden Effekt einer SL-Verkiirzung
erklidren. Die kombinierte Stimulation mit PE und PMA nach Vorstimulation mit PMA ergibt
eine weitere Zunahme von SL-Verkiirzung und A[Ca];. Aus dem Vergleich der Ergebnisse
kann geschlossen werden, dass unter der Voraussetzung einer maximalen Aktivierung der
PKC durch die eingesetzte PMA-Konzentration (Liou et al., 2000) ungefdhr ein Drittel des
durch PE bedingten Anstiegs der Peakamplitude der Kalzium-Transienten nicht durch eine
Stimulation der PKC bedingt ist. Passend zu diesen Daten konnte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit eine Verkiirzung des Abfalls der Kalzium-Transienten und
Beschleunigung der zelluldren Relaxationskinetik unter kombinierter Gabe von PMA und PE
gemessen werden. Dieser Effekt war jeweils unter Einzelgabe der Substanzen nicht zu
beobachten. Wie bereits oben diskutiert, kann nicht grundsdtzlich ausgeschlossen werden,
dass sich ein Teil der PE-bedingten funktionellen Effekte auf PKC-unabhéngige intrazelluldre

Wirkungen zuriickfiihren lisst. Uber diese und weitere Wirkungen (z. B. unspezifische
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Aktivierung von f-Adrenozeptoren) kann auch die Zunahme der Kontraktionskraft an linken
Atrien von Wildtyp-Miusen unter héherer PE-Konzentration (10* M) im Vergleich zur
iiblicherweise eingesetzten Konzentration von 10° M in Kombination mit PMA erklirt
werden. Die transgenen Herzmuskelzellen weisen im Vergleich zur alleinigen Gabe von PE
parallele Verdanderungen der Peakamplitude der Kalzium-Transienten und SL-Verkiirzung bei
Stimulation mit PMA und PE auf. Aus den geringeren prozentualen Zunahmen dieser
Parameter nach alleiniger Gabe von PMA ldsst sich wiederum eine additive, PKC-

unabhingige Aktivierung von Kalzium-mobilisierenden Signalwegen schlussfolgern (s.o.).

5.3 Beeinflussung der PP2A-Aktivitit durch direkte und
indirekte Aktivierung der PKC

Frithere Ergebnisse in HEK293-Zellen zeigten bereits, dass deren Stimulation mittels 10° M
PE und 107 M PMA zu einem Abfall der PP2A-Aktivitit fiihrt (Kirchhefer et al., 2014a).
Dieser Effekt war mit einer vermehrten Kalzium-Freisetzung aus dem endoplasmatischen
Retikulum dieser Zellen verbunden. Ein wichtiger Aspekt der vorliegenden Arbeit
beschiftigte sich daher mit der Frage, ob die gemessenen funktionellen Effekte der
myozelluldren Kontraktilitdit und Kalzium-Homoostase mit Verdnderungen der PP2A-
Aktivitdt einhergehen. Dazu wurden isolierte Kardiomyozyten oder linke Vorhdfe mit PE,
PMA oder in Kombination beider Substanzen zur Aktivierung der PKC in den fiir die
physiologischen Messungen benutzten Konzentrationen vorstimuliert. Zur Bestimmung der
PP-Aktivititen wurden Zell- oder Vorhofiiberstinde und **P-markierte Phosphorylase a als
Substrat eingesetzt. Die Differenzierung zwischen PP1 und PP2A erfolgte mittels Inkubation
von 3 nM Okadasdure (Abbildung 17). Diese Konzentration wurde auf der Grundlage
fritherer Messungen an Homogenaten aus ventrikulirem Herzgewebe verwendet (Neumann et
al., 1993; Boknik et al., 2000; Kirchhefer et al., 2014b). Wahrend die alleinige Gabe von PE
keine Auswirkungen auf die Geamtaktivitdt, PP1- und PP2A-Aktivitit in isolierten Zellen und
Vorhofpridparaten von Wildtyp-Méusen hatte, fiihrte die Stimulation mit PMA zu einer
exklusiven Abnahme der PP2A-Aktivitit in den Herzmuskelzellen. Die gemeinsame Gabe
von PE und PMA fiihrte auch zu einer ausschlieBlichen Verminderung der PP2A-Aktivitit.
Eine kausale Wirkung von PMA auf die PP2A kann vermutet werden, da die PP1-Aktivitét
unter beiden Bedingungen unverdndert blieb. Es existieren zahlreiche Beispiele in der

Literatur fiir eine unabhéngige Regulation beider Proteinphosphatasen (Braz et al., 2004). Die
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Spezifitit der Wirkungen von PMA auf die PP2A iiber eine akute Aktivierung der PKC kann
auch aus den Daten an transgenen Kardiomyozyten abgeleitet werden. Hier nahm die PP2A-
Aktivitdt unter Stimulation mit PE ab, wihrend die Gabe von PMA in An- oder Abwesenheit
von PE keine Verdnderung nach sich zog. Der Effekt einer direkten Aktivierung der PKC
durch PMA scheint somit die PE-vermittelten Wirkungen zu iibertreffen. Die chronische
herzspezifische Aktivierung der PKCa in einem transgenen Mausmodell scheint eher
gegenteilige Effekte aufzuweisen. Hier kommt es zu einer Aktivitdtserhohung der PPI,
wihrend die PP2A-Aktivitdt unveridndert bleibt (Braz et al., 2004). Dies konnte bedeuten,
dass es zu einer Desensitivierung der Phosphorylierungsstellen der PP2A-Untereinheiten mit
der Zeit kommt. Die Folgen wiren eine Aufhebung der unter akuter PKC-Stimulation

beobachteten PP2A-Hemmung und eine Inaktivierung der PKC.

5.4 Phosphorylierungsstatus von B5S6a in isolierten Kardiomyo-

zyten und Vorhofpraparaten

Auf der Suche nach den Ursachen der erniedrigten PP2A-Aktivitét nach einer Aktivierung der
PKC durch Gabe von PMA (+ PE) wurde entsprechend der eingangs der Arbeit aufgestellten
Hypothese der Phosphorylierungszustand von B56o. untersucht. Ausgangspunkt dieser
Uberlegung waren Ergebnisse der Arbeitsgruppe, die zeigen konnten, dass die Reduktion der
PP2A-Aktivitdt in transfizierten HEK293-Zellen nach Stimulation mit PMA und PE durch die
Phosphorylierung der B56a-Untereinheit an Serin-41 entsteht (Kirchhefer et al., 2014a).
Urspriinglich konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung der PP2A durch die PKC auf
einer ihrer regulatorischen Untereinheiten stattfindet (Ricciarelli und Azzi, 1998). Diese
Autoren detektierten ein PKC-phosphoryliertes Protein von 55 kDa, waren aber nicht in der
Lage, die Isoform der B-Untereinheit der PP2A zu identifizieren. Inzwischen konnten
mehrere Phosphorylierungsstellen an einzelnen BS56-Untereinheiten, die alle als
Phosphoproteine fungieren, nachgewiesen werden. Die Phosphorylierung der B56- und
anderer B-Untereinheiten kann entweder den Zusammenbau des PP2A-Heterotrimers oder
aber die enzymatische Aktivitdt und Lokalisation in der Zelle beeinflussen. So bewirkt die
Phosphorylierung der B56y1-Untereinheit am Serin-327-Rest durch die ERK (extracellular
signal-regulated kinase) ebenfalls eine Hemmung der PP2A-Aktivitdt (Letourneux et al.,

2006). Eine vergleichbare Wirkung konnte durch Phosphorylierung der B56y3-Untereinheit
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am Serin-510-Rest durch ATM (ataxia-telangiectasia mutated) erreicht werden (Shouse et al.,
2011). Die Phosphorylierung der B56y3-Untereinheit durch die ,,Checkpoint-Kinase* Ch2
hingegen zieht eine Steigerung der PP2A-Aktivitdt nach sich (Dozier et al., 2004). Eine
Steigerung der PP2A-Aktivitdt konnte aulerdem bei einer Phosphorylierung am Serin-566-
Aminosdurerest der B56d-Untereinheit mit Hilfe der PKA und der PKC in neuronalen Zellen
beobachtet werden (Ahn et al., 2007, 2011). Diese Versuche machen deutlich, dass die
Phosphorylierung einer speziellen Untereinheit mit unterschiedlichen Enzymen oder in
unterschiedlichen Zelltypen zu einer entgegengesetzten Entwicklung der PP2A-Aktivitét
fihren kann. Diese Beobachtung wird auch dadurch verdeutlicht, dass es bei einer
Phosphorylierung von B56a mit CaM-Kinase II zu einer Aktivitdtssteigerung der PP2A
kommt (Kirchhefer et al., 2014a). Dieser Effekt einer zellspezifischen Phosphorylierung von
B56a und anderen B-Untereinheiten konnte eine Erkldrung dafiir sein, warum in der
vorliegenden Arbeit keine Verdnderung des B56a-Phosphorylierungsgrades sowohl in
isolierten Kardiomyozyten als auch an multizelluldren Vorhofpraparaten gemessen wurde. Da
die PKC-vermittelte Phosphorylierung von B560 in neuronalen Zellen (Ahn et al., 2011) zu
einer Aktivierung der PP2A fiihrt, wire in zukiinftigen Studien zu untersuchen, ob dieser
Effekt ebenfalls in Kardiomyozyten auftritt. Falls nicht, wire dieses ein weiterer Hinweis
darauf, dass die Phosphorylierung einzelner B56-Untereinheiten durch ein und dasselbe
Enzym zellspezifisch ablduft. Eine unverdnderte Gesamtphosphorylierung von B56a schlief3t
trotzdem eine vermehrte Phosphorylierung an Serin-41 nicht aus, da weitere, bisher nicht
identifizierte PKC-Phosphorylierungsstellen existieren konnen. Neben der Annahme, dass die
Phosphorylierung der B56o-Untereinheit zellspezifisch ist (d.h. nicht in Herzmuskelzellen
auftritt), besteht auch die Moglichkeit, dass die PKC zwar grundsétzlich in der Lage ist, diese
Untereinheit zu phosphorylieren, aber zu einer der anderen B-Untereinheiten eine hohere
Affinitdit aufweist. Die PKC-abhingige Phosphorylierung einer anderen B-Untereinheit
konnte dann wiederum auch eine Aktivititsminderung der PP2A in Kardiomyozyten nach
sich ziehen. Alle weiteren B56-Untereinheiten werden sowohl im Ventrikel als auch im
Vorhof exprimiert und tragen potentielle Phosphorylierungsstellen fiir PKC (DeGrande et al.,
2013). Der Nachweis der PKC-vermittelten Phosphorylierung einer dieser Untereinheiten
konnte Gegenstand weiterer Forschung sein. Prinzipiell ist es jedoch auch auBerhalb dieser
molekular-mechanistischen Uberlegungen méglich, dass die verwendete Nachweismethode

der Phosphorylierung mit der ProQ-Diamond-Féarbung (Martin et al., 2003; Steinberg et al.,
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2003) nicht sensitiv genug war. Die Methode eines Nachweises von phosphoryliertem B56a
an B56a-immunprézipitierten myozelluldren Proben mittels ProQ-Diamond wurde eingesetzt,
da die in Vorversuchen getesteten anti-Phosphoserin/Phosphothreonin-Antikorper kein
spezifisches Signal bei PKC-phosphorylierten Wildtyp-Kardiomyozyten oder PKA-

phosphoryliertem rekombinantem Phospholamban zeigten.

6 Zusammenfassung

Beeinflussung der Kontraktionskraft des Herzens iiber eine Proteinkinase

C-abhangige Regulation der Proteinphosphatase 2A

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Frage, ob sich durch eine
pharmakologische Aktivierung der PKC die Kontraktilitdt und das Kalzium-Handling von
Kardiomyozyten durch eine Verdnderung der B56a-regulierten PP2A-Aktivitit beeinflussen
lassen. Dazu wurde die PKC durch Applikation von Phenylephrin (PE) und Phorbol-12-
myristat-13-acetat (PMA) an Kardiomyozyten und linken Vorhéfen von BS56ao-
iiberexprimierenden und Wildtyp-Méusen aktiviert. Die optimale PE-Konzentration wurde
mittels Konzentrations-Wirkungskurven ermittelt. Zur Differenzierung der Effekte von PE auf
a- und P-Adrenozeptoren wurde zusidtzlich Isoprenalin appliziert. Die durch
pharmakologische Aktivierung der PKC mittels PE und PMA ausgeldsten funktionellen
Effekte wurden durch Messung der myozelluliren Sarkomerléngen (SL) und Kalzium-
Transienten sowie der Kontraktionskraft an linksatrialen Priaparaten bestimmt. Die Gabe von
PE fiihrte in Wildtyp-Zellen, die die intrazelluldre Situation unter nativen physiologischen
Bedingungen widerspiegeln, zu einem Anstieg der Peakamplitude und einer Verkiirzung der
Abfallzeit der Kalzium-Transienten. Die SL-Verkiirzung &nderte sich ebenso wie die
Relaxationszeit dagegen nicht. Diese Ergebnisse lassen sich durch eine Abnahme der
myofilamentiren Kalzium-Sensitivitdt erkldren. Die direkte Aktivierung der PKC durch Gabe
von PMA bewirkte in An- oder Abwesenheit von PE einen Anstieg der SL-Verkiirzung und
von A[Ca]; in Wildtyp-Kardiomyozyten. Dariliber hinaus war die Relaxationszeit und die
Abfallzeit der Kalzium-Transienten verkiirzt. Vergleichbare kontraktile Effekte einer
Stimulation mit PMA und PE wurden in linken Vorhofprdparaten registriert. Die in

transgenen Kardiomyozyten beobachteten parallelen Verdnderungen von gesteigerter
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zelluldrer Kontraktilitdt und Peakamplitude der Kalzium-Transienten nach pharmakologischer
Stimulation der PKC konnten im Gegensatz zu den Wildtyp-Zellen ihre Ursache in der
erhohten basalen Kalzium-Sensitivitit der Myofilamente haben. Die Zunahme der
Kontraktilitit und intrazelluldren Peakamplitude der Kalzium-Transienten nach maximaler
Aktivierung der PKC durch Gabe von PMA (+ PE) war mit einer Abnahme der PP2A-
Aktivitdt in Extrakten von isolierten Zellen oder atrialen Praparaten assoziiert. Dieser Effekt
war unabhéngig von entsprechenden Verdnderungen der PP1-Aktivitit. Im Gegensatz dazu
waren PP2A- und PP1-Aktivitdt in transgenen Proben nach PMA-Gabe (= PE) unverédndert.
Die Abnahme der PP2A-Aktivitit in Wildtyp-Herzen war allerdings nicht mit einer
Verinderung des Gesamtphosphorylierungsgrades der regulatorischen Untereinheit B56a.
vergesellschaftet. Dieses konnte sowohl auf die Phosphorylierung einer anderen
regulatorischen B56-Untereinheit als auch auf eine zellspezifische PKC-abhingige (d.h. nicht
in Kardiomyozyten) Phosphorylierung von B56a hinweisen.

Zusammengefasst wird deutlich, dass entsprechend der Arbeitshypothese der Beweis eines
Zusammenhangs von PKC-Aktivierung, positiver Inotropie in Herzmuskelprdparaten und
Abnahme der PP2A-Aktivitét erbracht werden konnte. Die Verminderung der PP2 A-Aktivitét
ist jedoch nicht Folge einer vermehrten Phosphorylierung von B56a unter den

experimentellen Bedingungen dieser Arbeit.

7 Summary

Cardiac contractility is influenced by protein kinase C-dependent

regulation of protein phosphatase 2A

The main objective of the present study was the examination of the influence of PKC
activation on cardiac contractility and Ca*" handling by modulating the B560-regulated PP2A
activity. For this purpose PKC was activated by the a-adrenoceptor agonist phenylephrine
(PE) and phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) in ventricular cardiomyocytes and left atria
of B56a-overexpressing and wild-type mice. The functional effects of pharmacological PKC
activation by PE and PMA were determined by measuring myocellular sarcomere lengths
(SL) and Ca®" transients as well as force of contraction on left atrial preparations. The

application of PE to wild-type cells, reflecting native physiological conditions, resulted in an
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increase of the peak amplitude and a reduction of the decay time of Ca>" transients. SL
shortening and relaxation time were unchanged compared to controls. These findings might
be explained by a decrease of the myofilament Ca®" sensitivity. The direct activation of PKC
by PMA caused an increase in SL shortening and A[Ca]; in wild-type cardiomyocytes, both in
the presence or absence of PE. Furthermore, relaxation time and Ca®" transient kinetics were
shortened. We observed comparable contractile effects after stimulation with PMA and PE in
left atria. In contrast to wild-type cells, transgenic cardiomyocytes exhibited parallel increases
of myocellular contractility and peak amplitude of Ca®" transients after PKC stimulation.
These effects may result from a higher basal myofilament Ca®" sensitivity in transgenic
cardiomyocytes. The increase in SL shortening and A[Ca]i in wild-type cardiomyocytes,
following maximum PKC activation by PMA (+ PE), was associated with a decrease in PP2A
activity in extracts of isolated cells or atrial preparations, whereas PP1 activity was not
changed. In transgenic samples, PP2A and PP1 activities remained unchanged after PMA
application (+ PE). However, the reduction in PP2A activity in wild-type hearts was not
accompanied by changes in the total phosphorylation status of the regulatory subunit B560.
This might result from either a phosphorylation of a different regulatory B56 subunit or other
B56a-independent mechanisms.

Taken together, according to the underlying working hypothesis this study provides evidence
for a relationship between PKC activation, decreased PP2A activity and positive inotropy in
myocardial preparations. However, the reduced PP2A activity is not a direct consequence of

an increased B56a phosphorylation under experimental conditions of the present study.
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8 Anhang

8.1 Puffer und Losungen

Tabelle 2: NID-Puffer.

Substanz Menge
KCL (1M) 12,5 ml
Tris/CI pH 8,3 (1M) 2,5ml
Igepal CA-630 1,13 ml
Gelatine (100mg/ml) 0,25 ml
ddH,O Ad 250 ml

Die Losungen wurden miteinander vermengt, mit destilliertem Wasser (ddH,O) auf 250 ml
aufgefiillt und autoklaviert.

Tabelle 3: PCR-Programm.

Temperatur [°C] Zeit [min] Vorgang
95 3:00 Denaturierung
95 0:45 Denaturierung
30x { 57,5 0:45 Annealing
72 0:45 Verlédngerung
72 10:00 Verlédngerung
4 0 Abkiihlung
Tabelle 4: 1%iges Agarose-Gel.
Substanz Menge
Agarose (Serva) 2g
I1x TAE-Puffer 200 ml
Ethidiumbromid (Sigma Aldrich) 8-10 ul

Die Agarose wurde durch Aufkochen in der Mikrowelle 100 ml des 1x TAE-Puffers geldst.
Nach Zugabe des restlichen TAE-Puffers und kurzem Abkiihlen wurde das Ethidiumbromid
zugegeben und anschlieBend das Gel in den Triger gegossen.
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Tabelle 5: 50x TAE-Puffer.

Substanz Menge

Tris 2421 g

EDTA 144 ¢

Eisessig 57,1 ml

ddH,O Ad 1000 ml

Die Salze wurden in Eisessig gelost und mit ddH,0 auf 1L aufgefiillt.

1x TAE-Puffer:

100 ml 50x TAE-Puffer wurden mit 5 L ddH,O auf 1x TAE-Puffer verdiinnt.

Tabelle 6: Chemikalien zur Herstellung des Perfunsionspuffers.

Substanz Summenformel | Molekulargewicht | Hersteller Reinheit

Natriumchlorid NaCl 58,5 g/mol J.T. Baker Min
99,5%

Kaliumchlorid KCl 74,6 g/mol Merck Min
99,5%

Kaliumhydrogenphosp | KH,PO4 136,1 g/mol Merck 99,5-

hat 100,5%

Di- Na,HPO, 177,99 g/mol Merck 99,5%

Natriumhydrogenphos

phat

Magnesiumsulfat- MgSO4x7H,O 246,5 g/mol Merck Min

Heptahydrat 99,5%

Natrium-Bicarbonat NaHCO3 84,0 g/mol SIGMA 99,7-
100,3%

Kalium-Bikarbonat KHCO:3; 101,0 g/mol SIGMA- Min

Aldrich 99,5%

Taurin C,H7NOsS 125,1 g/mol SIGMA 99%

HEPES C8H18N204S 238,31 g/mol Carl Roth 99,5%

Glucose CeH1206 198,17 g/mol Merck

2,3.Butanedione C4H7NO; 101,10 g/mol SIGMA < 98%

monoxime

Newborn Calf Serum Gibco by life

(NCS) 1 Stunde bei technologies

56°C hitzedeaktiviert
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Tabelle 7: Herstellung der Perfusionspuffer-Stammlésung.

Reagenz fiir Perfusionspuffer Mol-Gewicht oder | Menge End-

Stammlosung Stammlosung- konzentration
Konzentration

Natriumchlorid (NaCl) 58,5 g/mol 6,6 g 113 mM

Kaliumchlorid (KCI) 74,6 g/mol 0,35¢g 4,7 mM

Kaliumhydrogenphosphat 136,1 g/mol 0,082 g 0,6 mM

(KH,PO4)

Di-Natriumhydrogenphosphat 177,99 g/mol 0,107 g 0,6 mM

(Na,HPO,)

Magnesiumsulfat-Heptahydrat 246,5 g/mol 03¢g 1,2 mM

(MgSO4 + 7H,0)

Natrium-Bicarbonat (NaHCOs) 84,0 g/mol 1,01 g 12 mM

Kalium-Bikarbonat (KHCOs3) 101,0 g/mol 1,0l g 10 mM

Taurin 125,1 g/mol 375¢g 30 mM

HEPES-Losung IM 10 ml 10 mM

2,3-Butanedione Monoxime 101,10 g/mol 25,275 g/500 ml | 5 ml/250 ml

ddH20

Stammldsung fiir 1 Liter Perfusionspuffer (auf 1 Liter ddH,O auffiillen).

Tabelle 8: Perfusionspuffer.

Substanz Menge
Perfusionspuffer-Stammldsung 250 ml
BDM-Lo6sung 5ml
Glucose 500 mg
mit NaOH auf pH 7,46 titrieren.

Tabelle 9: Enzymlésung.

Substanz Menge
Perfusionspuffer 25 ml
CaCl, 10 mM 12,5 ul
Trypsin 2,5% 75 ul
Liberase Dehydrase 333 ul
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Tabelle 10: Stopplosung 1.

Substanz Menge
Perfusionspuffer 9 ml
CaCl, 10 mM 12,5 ul
Newborn Calf Serum (NCS) 1 ml
Lagerung im Wasserbad bei 38°C.

Tabelle 11: Stopplésung 2.

Substanz Menge
Perfusionspuffer 28,5 ml
CaCl, 10 mM 37,5 ul
NCS 1,5 ml

Lagerung im Wasserbad bei 38°C.
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Tabelle 12: Chemikalien zur Kalziumstransientenbestimmung.

Substanz Summenformel | Molekulargewicht | Hersteller Reinheit
Pluronic® F-127 (low UV Molecular

absorbance) probes
Dimethyl  Sulfoxide | C;HsSO 78,13 g/mol SIGMA Min 99,5%
(DMSO)
Indo-1/AM (cell permanent) Life

technologies

Phenylephrin- CoH3sNO,+HCL | 203,7 g/mol SIGMA
Hydrochlorid
Immersol™ 518 F Zeiss
Isoprenalin- C11H17NO3 247,72 SIGMA
Hydrochloride
PMA C36Hs60s 616,8 Invivo Gen
Natriumchlorid NaCl 58,5 g/mol J.T. Baker Min 99,5%
Kaliumchlorid KCl1 74,6 g/mol Merck Min 99,5%
Kaliumhydrogen- KH,PO4 136,1 g/mol Merck 99,5-
phosphat 100,5%
Di-Natriumhydrogen- | Na;HPO4 177,99 g/mol Merck 99,5%
phosphat
Magnesiumsulfat- MgSO4x7H,O 246,5 g/mol Merck Min 99,5%
Heptahydrat
HEPES C8H18N204S 238,31 g/mol Carl Roth 99,5%
Glucose CeH1206 198,17 g/mol Merck
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Tabelle 13: Lagerlosung.

Reagenz fiir Lagerlosung Molgewicht Menge End-
konzentration
Natriumchlorid (NaCl) 58,4 g/mol 1,53 ¢/500 ml | 52,5 mM
Kaliumchlorid (KCI) 74,6 g/mol 0,179 g/500 ml | 4,8 mM
Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO4) | 136,1 g/mol 0,082 g/500 ml | 1,2 mM
Magnesiumsulfat-Heptahydrat 246,5 g/mol 0,148 g/500 ml | 1,2 mM
(MgSO4 X 7H20)
Glucose 198,17 g/mol 1,09 g/500 ml | 11,1 mM
Saccharose 24,8 g/500ml | 145 M
Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl, x 2 | 147,02 g/mol 0,0147 g/500 0,2 mM
HzO) ml
HEPES 238,31 g/mol 1,192 g/500 ml | 10 mM
pH auf 7,3 einstellen.
Tabelle 14: 5x Kalzium freie Tyrode.
Reagenz fiir Sx Kalzium freie Molgewicht Menge End-
Tyrode konzentration
Natriumchlorid (NaCl) 58,4 g/mol 2045 ¢ 140 mM
Kaliumchlorid (KCI) 74,6 g/mol 1,08 g 5,8 mM
Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO4) | 136,1 g/mol 0,17 ¢g 0,5 mM
Dinatriumhydrogenphosphat 142,0 g/mol 0,18 ¢ 0,4 mM
(NazHPO4 X 2H20)
Magnesiumsulfat-Heptahydrat 246,5 g/mol 0,909 g 0,9 mM
(MgSO4 X 7H20)
HEPES 595¢g 10 mM
Glucose 11,1 mM

auf 0,5 Liter ddH,O auffiillen.
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Tabelle 15: Tyrode.

Substanz Menge
5x Kalzium-freie Tyrode 100 ml
CaCl, (1M) 1 ml
Glucose lg
ddH,O Ad 500 ml
mit NaOH auf pH 7,3 titrieren.

Tabelle 16: Indolésung.

Substanz Menge
Lagerlosung 250 ul
Indo-1 Acetoxymethylester (AM) 12,5 ul
Pluronic 10 ul

Tabelle 17: Stammreagenzien zur Kontraktionskraftmessung.

Stamm |

Reagenz Mol-Gewicht oder | Menge End-
Stammlosung- konzentration
Konzentration

Natriumchlorid (NaCl) 58,5 g/mol 175 ¢ 2,99 M

Kaliumchlorid (KCI) 74,6 g/mol 10g 0,134 M

CaCl,-Stamm ( CaCl, x 2 H,0) 147,02 g/mol 20 ml 225M
165,57g/500 ml
ddH20

MgCl,-Stamm (MgCl, x 6 H,O) 203,31 g/mol 25 ml 105 M
106,83g/500ml
ddH20

ddH,O ad 1000 ml

Stamm II

Reagenz Mol-Gewicht oder | Menge End-
Stammlosung- konzentration
Konzentration

Natriumbicarbonat (NaHCO3) 84,01 g/mol 50g 0,595 M

ddH,O ad 1000 ml
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Stamm I1I
Reagenz Mol-Gewicht oder | Menge End-
Stammlosung- konzentration
Konzentration
Natriumdihydrogenphosphat 137,99 g/mol 58¢g 0,042 M
(NaH,POy,)
ddH,O ad 1000 ml
Ansatz Tyrode: = T _
40 ml Stamm I eagenz ndkonzentration
38 ml Stamm II Natriumchlorid (NaCl) 119,8 mM
10 ml Stamm IIT Kaliumchlorid (KCI) 5,4 mM
1 g Glucose CaCl TR M
50 mg Ascorbinsiure arh S M
18,6 mg Triplex IIT MgCl, 1,05 mM
ad 1000 ml ddeO NaH2PO4 0,42 mM
NaHCO;s; 22,6 mM
Na,EDTA 0,05 mM
Ascorbinsdure 0,28 mM
Glucose 5,0 mM

Die Tyrode wurde mit 95% O, und 5% CO, begast. Der pH-Wert wurde bei 35°C im

Wasserbad auf 7,4 eingestellt.
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Tabelle 18: Chemikalien fiir die Biochemie.

Chemikalie Summenformel | Molekulargewicht | Hersteller | Reinheit

Acetonitrile CH;CN 41,05 g/mol J.T. Baker

Acrylamid

Ammonium- HsN,O5S, 228,20 g/mol SIGMA >98%

Persulfate

Bromphenol-blue C19H10Br4OsS 669,96 g/mol Merck

(ACS)

Coomassie  Brillant | C47H4sN3NaO4S, | 854,03 g/mol Merck

Blau G250

Di- Na,HPO4+2H,0 177,99 g/mol Roth >98%

Natriumhydrogenphos

phat-Dihydrat

Eisessig C2H40 60,05 g/mol Roth 96%
100%

Glycerol ultrapur 92,02 g/mol MP

Glycine C2HsNO 75,07 g/mol Applichem

Magnesiumchlorid MgCl2+6H20 203,30 g/mol Merck 99-101%

Hexahydrat

Methanol CH40 32,04 g/mol Applichem | 99%

Natriumacetat CH3COONa 82,03 g/mol Merck 99%

Natrium Chlorid NaCl 58,44 g/mol Applichem | 99-
100,5%

Natriumhydrogenphos | NaH2PO4 137,99 g/mol Roth >98%

phat Monohydrat

NNNN CeH16N2 116,20 g/mol SIGMA 99%

Tetramethylethylened

iamine

Polyacrylamid C3HsNO 71,08 g/mol Roth

SDS ultrapur C12H25Na04S 288,38 g/mol Roth >99,5%

Triethanolamine N(CH2CH20H)3 149,10 g/mol Merck

Tris ultrpur C4H11NO3 121,14 g/mol Applichem

Tritriplex EDTA C10H14N2Na208+ | 372,24 g/mol Merck

H20
TWEEN 20 C58H114026 1.227,72 g/mol Merck
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Tabelle 19: Inkubationsléosung.

Substanz Menge
Tris 62,5 mM
Magnesiumchlorid 20 mM
Calciumchlorid I mM
B-Mercaptoethanol 2,25%
BSA 0,25 g/l
Phosphorylase b 5¢/1
ATP I mM
v-[’P]-ATP 20 MBg/ml
Phosphorylase-Kinase 16,67 IU/ml
ddH,O

pH auf 7,4 einstellen.

Tabelle 20: Dialysepuffer.

Substanz Menge
Tris 10 mM
EDTA I mM
ddH,O

pH auf 7,4 einstellen.

Tabelle 21: Phosphorylase a enthaltende Losung.

Substanz Menge
Tris-HCI 2,0 mM
Koffein 5,0 mM
EDTA 1,0 mM
B-Mercaptoethanol 12 %
B-Mercaptoethanol DMSO 0,4 %
[**P]-Phosphorylase a 4-5 uM

pH auf 7,4 einstellen.
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Tabelle 22: S0mM Tris-Puffer (+Phosphostop und Proteaseinhibitor, PP).

Substanz Menge
Tris ultra pur 3,0285 ¢
ddH,O 500 ml

pH mit HCI auf 7,4 einstellen.

Der Tris-Puffer wurde mit Phosphostop-Reagenz (Roche, Basel, Schweiz) und einem

Proteaseinhibtor-Cocktail (Roche, Basel, Schweiz) versetzt.

Tabelle 23: 2,5% SDS Proben Puffer + DTT.

Substanz Menge

Tris ultra pur 1,89 ¢

SDS 125¢g
Glycerol 50 ml
Bromphenolblau 1 Spatelspitze
ddH,O ad 250 ml

pH auf 6,8 einstellen.

1 ml der 2,5% SDS Probenpuffer auf 6 mg Dithiothreitol (DTT) plus one geben.

Tabelle 24: 5% SDS Probenpuffer +DTT.

Substanz Menge

Tris ultra pur 1,89 ¢

SDS 6,25 ¢g
Glycerol 50 ml
Bromphenolblau 1 Spatelspitze
ddH,O ad 250 ml

pH auf 6,8 einstellen.

1 ml der 5% SDS Probepuffer auf 6 mg Dithiothreitol (DTT) plus one geben.

Tabelle 25: 4x konzentrierter Elektrode Puffer.

Substanz Menge
Tris ultrapure 50,00 g
Glycine 90,00 g
SDS 8,00 g
ddH20 ad21

pH kontrollieren, sollte bei etwa 8,8 liegen.
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Tabelle 26: Ponceau Losung.

Substanz Menge
Ponceau 0,1g
Eisessig I ml
ddH,O 100 ml
Tabelle 27: Puffer A.

Substanz Menge
Tris 242 g
NaCl 80 g
pH auf 7,4 einstellen.

Tabelle 28: Puffer C.

Substanz Menge
Tris 242¢g
NaCl 80 g
Tween 20 1 ml
pH auf 7.4 einstellen.

Tabelle 29: Fixierlosung ProQ.

Substanz Menge
Methanol 500 ml
Eisessig 100 ml
ddH,O 400 ml
Tabelle 30: Entfirbelosung ProQ.

Substanz Menge
1 M Natriumacetat (pH 4,0) 50 ml
Acetonitrile 200 ml
ddH,O 750 ml
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Anhang

Tabelle 31: Entfirbelosung Sypro Ruby.

Substanz Menge
Methanol 100 ml
Eisessig 70 ml
ddH,O 830 ml
Tabelle 32: Farbelosung Coomassie Blau.

Substanz Menge
Coomassie Brillant Blau G250 (Merck) 25¢g
Methanol 400 ml
Eisessig 96% 100 ml
ddH,O 500 ml
Tabelle 33: Entfirbelosung Coomassie Blau.

Substanz Menge
Methanol 300 ml
Eisessig 100 ml
ddH,O 600 ml
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