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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Bedeutung der reversiblen Proteinphosphorylierung

Die reversible Proteinphosphorylierung durch Proteinkinasen und -phosphatasen als wichtiger
Mechanismus zur Veridnderung der biologischen Aktivitit vieler regulatorischer und Struktur-
Proteine spielt eine zentrale Rolle bei vielen zellulidren und metabolischen Prozessen, Protein-
Protein-Interaktionen, Gen-Transkription, Zellzyklus und Apoptose. Phosphorylierung oder
Dephosphorylierung von Proteinen kann deren Funktion in vielfdltiger Weise beeinflussen:
die Aktivitat erhGhen oder vermindern, ein Protein fiir den Abbau markieren, es von einem zu
einem anderen subzelluldren Kompartiment wandern lassen und eine Dissoziation von oder
Assoziation mit anderen Proteinen erlauben. Etwa 30 % der menschlichen Proteine enthalten
kovalent gebundenes Phosphat. Bei Eukaryoten findet Proteinphosphorylierung zu mehr als
98 % an Serin- und Threoninresten und zu 2 % an Tyrosin- und Histidinresten statt. Es
wurden bisher ungefihr 400 Gene fiir Serin/Threonin-Proteinkinasen, aber nur ca. 30 Gene
fiir Serin/Threonin-Protein-Phosphatasen (katalytische Untereinheiten) gefunden, wobei
Protein-Phosphatasen zahlreiche regulatorische Untereinheiten besitzen konnen (Cohen, 2001
und 2004, Honkanen und Golden, 2002).

1.2. Serin/Threonin-Protein-Phosphatasen

Serin/Threonin-Protein-Phosphatasen dephosphorylieren Phosphoserin und Phosphothreonin
und konnen hinsichtlich ihrer Aminosduresequenz und ihrer katalytischen Untereinheiten in
die drei strukturell verschiedenen Familien PPP (Prototyp PP1), PPM (Prototyp PP2C) und
FCP (Prototyp Fcpl) eingeteilt werden (Cohen, 2004).

Die PPP-Familie bei Sdugetieren kann in die Unterfamilien PPP1 (PP1), PPP2/4/6 (PP2A,
PP4, PP6), PPP3 (PP2B), PPP5 (PP5) und PPP7 (PP7) eingeteilt werden, wobei Mitglieder
der PPP1-Unterfamilie durch Inhibitor-1, Inhibitor-2 und relativ hohe Konzentrationen von
Okadasdure (ICsp: 45 nM) gehemmt werden und vorzugsweise die [-Untereinheit der
Phosphorylase-Kinase dephosphorylieren. Mitglieder der PPP2/4/6-Unterfamilie werden nicht
durch Inhibitor-1 und Inhibitor-2 gehemmt und dephosphorylieren vorzugsweise die o-
Untereinheit der Phosphorylase-Kinase. Mitglieder der PPP3-Unterfamilie benotigen fiir eine
Protein-Phosphatase-Aktivitét Ca** und Calmodulin (Cohen, 2004, Herzig und Neumann,
2000). Das menschliche Genom enthélt 13 Gene fiir Serin/Threonin-Protein-Phosphatasen der
PPP-Familie. Viele Vertreter der PPP-Familie sind hochmolekulare Komplexe mit einer oder
mehreren regulatorischen Untereinheiten (Barford et al., 1998, Cohen, 2004).

PP7 und PP5 bestehen aus fusionierten amino- und carboxyterminalen Dominen, welche die
katalytische Doméne um weitere Eigenschaften ergidnzen. PP5 enthilt eine inhibitorische und
eine der Interaktion mit anderen Proteinen dienende aminoterminale Domédne mit drei
Tetratricopeptid-Wiederholungen-Motiven (TPR) (Cohen, 2004, Huang und Honkanen,
1998).

Die meisten Mitglieder der PP1c — PP6¢c-Untergruppen werden in allen Geweben exprimiert,
dagegen ist die Expression von PP7c auf Retina und Gehirn begrenzt. Im Herzen werden alle
Phosphatasen der PPP-Familie auler PP7¢ exprimiert (Bastians und Ponstingl, 1996, Brewis
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Einleitung

et al., 1993, Chen et al., 1994, Huang und Honkanen, 1998, Kincaid et al., 1990, Liiss et al.,
2000).

Einzelne Vertreter der PPPs zeigen eine unterschiedliche Hemmung der Protein-Phosphatase-
Aktivitat durch verschiedene Phosphatasehemmstoffe (Okadaséure, Fostriecin usw.), wodurch
die Beteiligung verschiedener Phosphatasen an der Dephosphorylierung von Substraten in
Zellen beurteilt werden kann. Aber oft werden verschiedene Phosphatasen bei der gleichen
Konzentration eines Hemmstoffs gehemmt, z.B. hemmen 2 nM Okadasdure PP2A, PP4, PP5
und PP6 (Ubersicht zu Hemmstoffen der Phosphatasen der PPP-Familie in Herzig und
Neumann, 2000 und Honkanen und Golden, 2002). Der Komplex von PP2B und deren
regulatorischen Untereinheiten wird durch die Immunsuppressiva Cyclosporin und FK506
gebunden und hat wichtige Bedeutungen bei Transplantationen (Cohen, 2004).

Das menschliche Genom enthdlt mindestens 10 Gene fiir Serin/Threonin-Protein-
Phosphatasen der PPM-Familie, die im Gegensatz zur PPP-Familie Mn?* oder Mg" fiir eine
Protein-Phosphatase-Aktivitdt bendtigen. Die Enzyme sind mit Ausnahme von PDP
monomerisch. Vertreter der PP2C bei Sdugetieren bestehen aus zwei Doménen: einer N-
terminalen katalytischen Doméne und einer 90-Aminosduren groen C-terminalen Doméine
(Barford et al., 1998, Cohen, 2004).

Vertreter der PPM-Familie zeigen keine Sequenzéhnlichkeit zur PPP-Familie, aber eine sehr
dhnliche drei-dimensionale Struktur und einen sehr dhnlichen katalytischen Mechanismus.

Im Herz werden u.a. PP2C, und PP2Cy exprimiert (Lifschitz-Mercer et al., 2001, Marley et
al., 1998).
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1.3. Protein-Phosphatase 5

Protein-Phosphatase 5 (PP5) wurde 1994 von drei Forschergruppen unabhingig voneinander
entdeckt und beschrieben, besitzt ein scheinbares Molekulargewicht von 58 kDa, besteht aus
499 Aminosduren und wurde u.a. bei Drosophila melanogaster, S. cerevisieae (PPT1) und
verschiedenen Sidugetieren gefunden (Becker et al., 1994, Brown et al., 2000, Chen et al.,
1994, Chinkers, 1994, Jeong et al., 2003). Das Gen fiir PP5 besteht aus 12 Exons und ist auf
dem Chromosom 7 der Maus bzw. Chromosom 19 des Menschen lokalisiert (Chinkers, 1997,
Xu et al., 1996). Der Aufbau des Proteins ist in Abbildung 1 dargestellt.

Aktivierung durch Lipide katalvtische Domine
Dwnein-Bindung NLS
A
1 EITIS /_H R273 N?iDB R400 F—lTIIS N—|191
TPE. | TPR | TPR |PPlase-ihnlich Phosphatase
— 1 T I
K32 E74 K97 R101 H304 490 40940
— -
Bindung von Hsp90 inhibitorische
Region

Abbildung 1: Schema zum Aufbau der Protein-Phosphatase 5 (TPR: Tetratricopeptid-
Wiederholungen-Motiv, PPlase-dhnlich: Peptidyl-Prolyl-Isomerase-ihnliche Domiine,
Phosphatase: katalytische Domiine, NLS: Kernlokalisationssignal, aus Hinds und
Sanchez, 2008).

Im Gegensatz zu PPl und PP2A sind bei PP5 alle Doménen in einer Peptidkette
zusammengefasst. Die katalytische Doméne enthilt fiir Serin/Threonin-Protein-Phosphatasen
typische Motive, ist aber nur entfernt verwandt mit PP1, PP2A und PP2B (38 - 42 %
identische Aminoséduren). Die dreidimensionale Struktur der katalytischen Doméne (Reste
169 — 499) wurde von Swingle et al. (2004) untersucht. PP5 wird durch eine Mutation von
Histidin 304 zu Alanin enzymatisch inaktiv (Becker et al., 1994, Borthwick et al., 2001,
Swingle et al., 2004).

Aminoterminal befindet sich eine Doméne mit drei TPR-Motiven und einem TPR-@hnlichen
Motiv. TPR-Motive sind degenerierte 34-Aminosiduren-Wiederholungen mit einigen
konservierten Aminosduren, die oft in Tandem-Arrays von 3 - 16 Motiven angeordnet sind.
Sie dienen der Protein-Protein-Interaktion und bestehen aus zwei antiparallelen o-Helices,
wodurch Tandem-Arrays der TPR-Motive eine rechtshindige Helixstruktur mit einem
amphipathischen Kanal bilden. Die meisten TPR-enthaltenden Proteine sind in
Mulitproteinkomplexen assoziiert. TPR-Motive sind wichtig fiir die Funktion von
Chaperonen, Zellzyklus, Transkription und Protein-Transport-Komplexen (Becker et al.,
1994, Blatch und Lissle, 1999, D’ Andrea und Regan, 2003, Das et al., 1998).
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TPR-Motive bilden eine Geriist-dhnliche Struktur, um Interaktionen mit anderen Proteinen
oder TPR-Doménen zu ermoglichen. Bei der PP5 konnte diese Doméne das Enzym zum
Substrat fithren. AuBlerdem reguliert die TPR-Domine die Aktivitit der PP5. Die Protein-
Phosphatase-Aktivitidt wird durch die TPR-Domine gehemmt, indem diese das katalytische
Zentrum blockiert. Dabei bindet die TPR-Domine an die letzten 13 Reste des C-Terminus
und hélt so die Phosphatase in einem inaktiven Zustand. Die Entfernung der TPR-Doméne
oder der letzten 13 C-terminalen Aminosduren durch limitierte Proteolyse oder Deletions-
Mutagenese erhoht die Protein-Phosphatase-Aktivitit um ein Vielfaches (Sinclair et al, 1999).
Durch mehrfach ungesittige Fettsduren (Arachidonsédure), Lipidmolekiile mit mehrfach
ungesittigten Fettsduren (Phosphatidylinositol) oder gesittigte langkettige Fettsdure-CoA-
Ester kann die Protein-Phosphatase-Aktivitdt allosterisch 25fach gesteigert werden, wobei
Phosphatidylinositol oder Arachidonsédure direkt an die TPR-Domine binden (Chen & Cohen,
1997). Die Struktur der autoinhibierten PP5 und die Strukturveridnderungen bei Zugabe von
Hsp90 bzw. Arachidonsdure wurde von Yang et al., 2005 beschrieben. Hsp90 erhoht die
Protein-Phosphatase-Aktivitdt etwa 10fach. Bindung von Fettsduren an die TPR-Doméne
fiihrt zur Freilegung des aktiven Zentrums durch eine Bewegung der TPR-Doméne, wodurch
Substrate zum aktiven Zentrum gelangen (Beaufils et al., 2008, Chen und Cohen, 1997, Kang
et al., 2001, Ramsey und Chinkers, 2002, Sinclair et al., 1999, Yang et al., 2005).

Es ist nicht gekldrt, ob Fettsdauren oder bis jetzt unbekannte Faktoren die wirklichen
physiologischen Aktivatoren der PP5 sind. Es konnten auch andere Molekiile oder die
spezifische subzelluldre Lokalisierung eine Rolle in der Aktivierung der PP5 durch Fettsdauren
spielen (Fukuda et al., 2007, Skinner et al., 1997).

Silverstein et al. (1997) fanden eine 55-Aminosduren-lange verbindende Region zwischen der
N-terminalen TPR-Doméne und der C-terminalen Phosphatase-Doméne, die eine 50%ige
Aminosiduren-Homologie und 22%ige Identitit mit dem zentralen Teil der Peptidylprolyl-
Isomerase-Domine von FKBP52 besitzt (PPlase-dhnliche Doméne). Die PPlase-Aktivitit
dieser Doméne ist umstritten (Silverstein et al., 1997, Wandinger et al., 2006).

Einige Gruppen beschreiben die Lokalisation der PP5 im Zellkern und weniger im Zytosol, es
wird vermutet, daf} diese Phosphatase eine Rolle in RNA-Biogenese spielt (Chen et al., 1994).
Es wird aber auch eine bevorzugte Lokalisation im Zytosol beschrieben. Allerdings sind die
C-terminalen Aminosduren 420 - 499 mit der Konsensus-Sequenz FXAVPHPX®XPMAYAN
essentiell fiir die Lokalisation im Kern (Borthwick et al., 2001, Brown et al., 2000, Jeong et
al., 2003). PP5 konnte eine Rolle bei der Bildung der Kernmembran spielen (Fukuda et al.,
2007). Eine Lokalisation der PP5 an/in Membranen wird diskutiert (Chen und Cohen, 1997).
PP5 wird ubiquitidr mit teilweise hohen Expressionsspiegeln im Gehirn exprimiert (Bahl et al.,
2001, Becker et al., 1994).

PP5 ist weitgehend unempfindlich gegeniiber Fostriecin (ICsp, 700 uM), wird aber stark
gehemmt durch Okadaséure (ICsg, 7 nM), Microcystin (ICsg, 2,5 nM), Calyculin A (ICsp, 100
nM), Tautomycin (ICsp, 120 nM), Cantharidin (ICsp, 50 nM) und Spermin. PP5 ist im
Vergleich zu anderen Phosphatasen der PPP-Familie am empfindlichsten gegeniiber
Fumonisin B1 (ICsp: 80 uM) (Borthwick et al., 2001, Fukuda et al., 1996, Kutuzov et al.,
2005).
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PP5 interagiert mit zahlreichen Proteinen bzw. Proteinkomplexen, dazu gehoren: die
Proteinkinasedomine des  ANP/Guanylatcyclase-Rezeptors, Glucocorticoid-Rezeptor-
Komplexe bzw. Glucocorticoid-Rezeptor-Hsp90-Komplexe, Mineralocorticoid-Rezeptoren,
A- und B-Untereinheiten der PP2A, CDC16/CDC27-Untereinheiten des Anaphase-Promoting
Komplexes, Cryptochrom-2, Hsp90-abhingige Hiam-regulierte elF2a-Kinase, ASK1, DNA-
PKc, ATM, ATR, Gg12-/Gq3-Untereinheiten aktivierter heterotrimerischer G-Proteine, Rac,
Rafl, MRK, G5PR, Chpl, p53, Hsp90 (EEVD-Motiv des C-Terminus), Hsp70, Dynein,
Copinen, Ostrogen-Rezeptoren und Hsf-1-Hsp90-Komplexe (Chen et al., 1996, Fu et al.,
2006, Galigniana et al., 2002 und 2004, Gallo et al., 2007, Golden et al., 2008b, Hahn, 2005,
Kono et al., 2002, Liu und Khawaja, 2005, Tomsig et al., 2003, Zeke et al., 2005). Es wird
eine Assoziation der PP5 mit Androgen-Rezeptoren angenommen (Periysamy et al., 2007). In
vielen Fillen stellt der Bindungspartner der PP5 kein Substrat dar, sondern eher einen Partner
in einem Proteinkomplex, der auch ein bzw. mehrere Substrate enthélt (Golden et al., 2008b).

Substrate rekombinanter PP5 in vitro sind Histon HI, Myelin basisches Protein und Casein,
wobei die Protein-Phosphatase-Aktivitidt geringer ist als bei PP1 oder PP2A (Skinner et al.,
1997). PP5 dephosphoryliert tau (Gong et al., 2004), MRK (Thr157, Fu et al., 2006), p53
(Ser15, Urban et al., 2003), Raf-1 (Ser-338, von Kriegsheim et al., 2006) und Chaperon-
Protein CDC37 (Ser13, Vaughan et al., 2008). PP5 scheint an der Dephosphorylierung von
Ser118 der Ostrogen-Rezeptoren beteiligt zu sein (Ikeda et al., 2005). PP5 ist an der
Dephosphorylierung des GR beteiligt (Wang et al., 2007). Die homologe Protein-Phosphatase
der PP5 in Saccharomyces cerevisieae PPT1 kann Hsp90 dephosphorylieren (Wandinger et
al., 2006).

Eine Interaktion von Ggi2-/Gqi3-Untereinheiten aktivierter heterotrimerischer G-Proteine mit
PP5 bewirkt deren Translokation vom Zytosol zur Zellmembran und eine Aktivierung der
PP5 (Yamaguchi et al., 2002). Bei ldngerer Hypoxie ist die Expression der PP5 — {iber eine
Aktivierung des Transkriptionsaktivators HIF1 — erhoht (Zhou et al., 2004). PP5 hemmt iiber
eine Dephosphorylierung von Ostrogen-Rezeptoren die Transkriptionsaktivitit dieser
Rezeptoren (Ikeda et al., 2005). Auch hemmt sie die DNA-Bindungsaktivitit und
Transkriptionsaktivitdt von Hsf-1 (Conde et al., 2005). Eine Aktivierung von ASK1 fiihrt zur
schnellen Dissoziation der PP2A-B’’-regulatorischen Untereinheit (PR72) vom PP5-ASKI1-
Komplex und senkt die Protein-Phosphatase-Aktivitdt der PP5 (Huang et al., 2004). Bei einer
Behandlung von Zellen mit Arachidonsdure bzw. mit Nocadazol dissoziiert PP5 von
Hsp90/70 und erhoht die Aktivitit der Phosphatase. Das Kernlokalisationssignal wird
abgespalten und die PP5 kann ins Zytosol wandern. PP5 vermittelt eine Dephosphorylierung
von FKBP52 (Zhao et al., 2006). Bei akuter Gabe physiologischer Aldosteronkonzentrationen
an Miusen, denen vorher die Nebennieren entnommen wurden, sinkt im Herzen in den ersten
drei Stunden die PP5-Expression (mRNA) und normalisiert sich wieder nach 5 Stunden
(Turchin et al., 2006).

Im Gegensatz zu Knockouts anderer Serin/Threonin-Protein-Phosphatasen iiberleben Miuse
mit einem Knockout der PP5 die Embryonalentwicklung, zeigen allerdings einen Defekt im
durch ionisierende Strahlung induzierten G,/M-DNA-Schaden-Checkpoint, was durch eine
verminderte Aktivitit der ATM-Kinase und eine verminderte Phosphorylierung von Rad17 an
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Serin-645/Serin-635 und von Chk2 an Threonin-68 erklirt werden kann (Brown et al., 2000,
Sasaki et al., 2007, Yong et al., 2007).

Bei verschiedenen Tumoren ist die Expression der PP5 auf Proteinebene erhoht (Golden et al.,
2008a, Periyasamy et al., 2007, Shirato et al., 2000).

1.4. Protein-Phosphatase 2Cg

Es gibt mindestens 5 verschiedene Isoformen der Protein-Phosphatase 2Cg (PP2Cy), die sich
nur im C-terminalen Bereich unterscheiden und durch alternatives Spleilen entstehen. Das
PP2Cg-Gen besteht aus 8 Exons, wobei die Transkripte des Exon 1 ubiquitér, des Exon 2 v.a.
in Hoden, im Darm und in der Leber exprimiert werden. Die Expression ist gewebs- und
entwicklungsspezifisch. Die PP2Cg enthédlt mindestens zwei verschiedene funktionelle
Doménen (N-terminale katalytische Doméne und Substratspezifitdt bestimmende C-terminale
Domiine). Die Isoformen zeigen unterschiedliche Protein-Phosphatase-Aktivititen gegeniiber
[**P]-Phospho-Histon, aber nicht gegeniiber [**P]-Phospho-Casein. Die Aktivitit der PP2Cg
kann durch Mg2+ in Kombination mit einfach bzw. mehrfach ungesittigten Fettsduren
stimuliert werden (Klumpp et al., 1998, Marley et al., 1998, Ohnishi et al., 1999).

PP2Cg kann mit dem IxkB-Kinasen-Komplex assoziieren, was zur Dephosphorylierung und
reduzierten Kinaseaktivitit der IkB-Kinase B sowie zur reduzierten Aktivitit von NF-xB
fithrt. Dadurch wird die Immun- und Entziindungsantwort gechemmt. PP2Cy fordert Apoptose
durch Kolokalisierung und Dephosphorylierung von Bad, einem pro-apoptotischen Mitglied
der Bcl2-Familie. Unter bestimmten Bedingungen unterdriickt PP2Cg Phosphorylierung von
Kinasen des Stress-aktivierten Kinase-Signalwegs. PP2Cy kann durch Dephosphorylierung
der Zyklin-abhingigen Kinase 2 an Position 160 das Fortschreiten des Zellzyklus hemmen
und durch  Dephosphorylierung von  Phosphomoesin  aus  Blutplidttchen  die
Plittchenaggregation hemmen (Hanada et al., 1998 und 2001, Hishiya et al., 1999, Hufnagel
et al., 2005, Kaldis et al., 2000, Prajapati et al., 2004).

Ein Knockout der PP2Cy ist embryonal letal, damit scheint diese Phosphatase eine Rolle in
der Embryonalentwicklung zu spielen (Sasaki et al., 2007).

1.5. Regulation der Kontraktilitit des Herzens

Basalbedingungen: Nach der Depolarisation der Herzmuskelzellmembran steigt die
intrazellulire Ca®*-Konzentration durch den spannungsabhingigen L-Typ-Ca’*-Kanal, der
Ca” in das Zytosol stromen LiBt. Die L-Typ-Ca®*-Kanile sind in den transversen Tubuli (T-
Tubuli) und in der Nihe des sarkoplasmatischen Retkulum (SR) lokalisiert, werden durch
Proteinkinasen und Protein-Phosphatasen in ihrer Aktivitit reguliert. Dieser Ca”**-Einstrom
16st eine Ca®*-Freisetzung aus dem SR durch Ca®*-Freisetzungskanile oder Ryanodin-
Rezeptoren (RyR) aus (Ca**-induzierte Ca**-Freisetzung). In geringem AusmaBe kann Ca’*
auch iiber den Natrium-Calcium-Austauscher (NCX, Sarkolemma) in die Zelle eintreten.
Durch diese Prozesse steigt die zytosolische Ca®*-Konzentration, Ca®* diffundiert zu den
Myofilamenten, bindet an Troponin C und initiiert so die Kontraktion. Fiir die Relaxation
wird Ca®* hauptsichlich durch die SR Ca®*-ATPase SERCA und durch NCX, aber auch durch
die Ca’*-ATPase des Sarkolemmas und den mitochondrialen Ca2+—Uniporter, aus dem

Zytoplasma entfernt, wodurch Ca** von Troponin dissoziiert. Gleichzeitig wird der Ca**-
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Ausstrom aus dem SR durch Inaktivierung des RyR gehemmt. Im SR bindet Ca®*
hauptsichlich an Calsequestrin (CSQ) und an das Histidin-reiche Protein. CSQ ist iiber die
Proteine Junctin und Triadin mit dem RyR assoziiert, somit ist eine schnellere Ca**-
Freisetzung aus dem SR wihrend der frithen Systole moglich. Fiir die Aktivitat von SERCA
ist das Verhiltnis der Proteinexpression von SERCA und Phospholamban (PLB) wie auch der
Phosphorylierungszustand von PLB entscheidend (Bers, 2002, Bodi et al., 2005, duBell und
Rogers, 2004, MacLennan und Kranias, 2003, Suk et al., 1999, Zhang et al., 1997). Der Ca’*-
Zyklus ist schematisch in Abbildung 2 dargestellt.

Sarkolemma

T-Tubulus

i
l

Ciie LTCC

Ca®* T Myofilamente
NCX

3Na*

Abbildung 2: Ca**-Transport in ventrikuliren Herzmuskelzellen und beteiligte
Proteine: Nach Depolarisation der Herzmuskelzellmembran wird Ca** vermehrt durch
den L-Typ-Ca**-Kanal (LTCC) ins Zytosol transportiert. Der Ca**-Einstrom lost eine
Freisetzung von Ca** aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) durch den
Ryanodin-Rezeptor (RyR) aus. In geringem MaB tritt Ca** auch durch den Natrium-
Calcium-Austauscher (NCX) in die Zelle ein. Ca** diffundiert zu den Myofilamtenten,
bindet an Troponin C und initiiert die Kontraktion. Bei der Relaxation wird Ca** durch
die sarkoplasmatische Ca**-ATPase (SERCA), durch NCX, die Ca’*-ATPase des
Sarkolemmas (Ca>*-ATPase) und durch mitochondriale Ca2+-Unip0rter aus dem
Zytosol entfernt. Ca>* dissoziiert von Troponin C und fordert damit die Relaxation. Fiir
die Aktivitit von SERCA ist Phospholamban (PLB) wichtig (nach Bers, 2002, Bodi et
al., 2005).
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B-adrenerge Stimulierung: Stimulierung von f-adrenergen Rezeptoren, z. B. durch
Isoprenalin oder endogene Katecholamine, aktiviert ein G-Protein (Gs), welches die
Adenylylcyclase stimuliert, zur Bildung von cAMP und infolgedessen zu einer Aktivierung
der Proteinkinase A (PKA) fiihrt. PKA phosphoryliert u. a. PLB, den L-Typ-Ca**-Kanal,
RyR, Troponin-Inhibitor, Inhibitor-1 und Myosin-bindendes Protein C. Durch die erhohte
intrazelluldre Ca®*-Konzentration wird auch die Calmodulin-Kinase 11 (CaMKII) aktiviert.
Die Aktivierung der Proteinkinasen fiihrt zu einer Phosphorylierung von PLB an Serin-16
durch PKA und Threonin-17 durch CaMKII. PLB besteht aus 52 Aminosduren, ist als
Monomer etwa 6,1 kDa grof3 und bildet in vivo Pentamere aus 5 identischen Untereinheiten.
Im unphosphorylierten Zustand bindet und hemmt PLB die SERCA. Beide
Phosphorylierungen erhohen die Affinitit der Ca**-ATPase SERCA fiir Ca**, somit wird
mehr Ca** in das SR gepumpt und es kommt zu einer Akkumulation von Ca®* im SR. Damit
wird die Relaxation beschleunigt (positiv lusitroper Effekt) und es steht mehr Ca®* fiir die
Freisetzung zur Verfiigung, was letztendlich die Kontraktilitit erhoht (positiv inotroper
Effekt) (Bers, 2002, Brittsan und Kranias, 2000, Gao et al., 1997, Jones et al., 1985, Kuschel
et al., 1999, Simmerman und Jones, 1998, Xiao et al., 2006).

Die durch die B-adrenerge Stimulierung hervorgerufenen Phosphorylierungen werden durch
Protein-Phosphatasen gegenreguliert und bewirken so die Riickkehr der Kontraktilitat zu
Basalwerten. PLB kann an Serin-16 und Threonin-17 durch PP1, PP2A und PP2C
dephosphoryliert werden, wodurch die Hemmung von SERCA durch PLB wieder hergestellt
werden kann. Der L-Typ-Ca®*-Kanal kann durch PP2A dephosphoryliert und in seiner
Aktivitat reguliert werden. Die PP1 ist an der Regulation der Antwort auf B-Adrenozeptor-
Agonisten beteiligt. Sie wird durch den von PKA an Thr-35 phosphorylierten Inhibitor-1
gehemmt. Die Antwort auf B-Adrenozeptor-Agonisten wird verstirkt. An Threonin-35
phosphorylierter Inhibitor-1 kann durch PP2A und PP2B dephosphoryliert und inaktiviert
werden (El-Armouche et al., 2006, Gupta et al., 2002, Hall et al., 2006, MacDougall et al.,
1991, Neumann et al., 1991).

Ein weiterer Mechanismus zur Modulierung der Kontraktilitit ist die Phosphorylierung von
Troponin-Inhibitor (Ser23 und Ser24) durch PKA. Durch diese Phosphorylierung sinkt die
Affinitit von Troponin C fiir Ca®*, die Myofilamente werden gegeniiber Ca** desensitiviert
und die Relaxation wird beschleunigt (Bers, 2002). Abbildung 3 gibt einen schematischen
Uberblick iiber B-adrenerge Effekte an der Herzmuskelzelle.
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Abbildung 3: Auswirkungen einer p-adrenergen Aktivierung auf die Ca**-Homéostase
einer Herzmuskelzelle: Stimulierung von f-adrenergen Rezeptoren aktiviert iiber ein G-
Protein die Adenylylcyclase (AC), welche zur Bildung von zyklischem Adenosin-3¢,5¢-
monophosphat (cAMP) angeregt wird. cAMP aktiviert die Proteinkinase A (PKA). PKA
phosphoryliert (P) eine Reihe von Proteinen, wie Phospholamban (PLB), die sarkoplas-
matische Ca**-ATPase (SERCA), den Ryanodin-Rezeptor (RyR) und den L-Typ-Ca**-
Kanal (LTCC). PLB, SERCA und RyR sind in der Membran des sarkoplasmatischen
Retikulums (SR) lokalisiert (nach Bers, 2002, MacLennan und Kranias, 2003).

pathologische Bedingungen: Unter pathologischen Bedingungen, beispielsweise bei
Hypertrophie, Dilatation oder Kardiomyopathien, konnen viele Proteine in ihrer Expression,
Aktivitdt oder in ihrem Phosphorylierungszustand veridndert sein und es gibt experimentelle
Nachweise, da3 zahlreiche Proteine bei Uberexpression, Knockout oder Mutation zu einer
Kardiomyopathie fiihren. Beispiele sind spannungs-abhingiger L-Typ-Ca**-Kanal, Inhibitor-
1, Myosin-bindendes Protein C, Protein-Phosphatase 1, Protein-Phosphatase 2A, PLB und
Troponin-Inhibitor. Bei einer Herzinsuffizienz ist die Anzahl der B-Adrenozeptoren
herabgesetzt. Dadurch ist die Phosphorylierung von PLB vermindert und die Ca**-Aufnahme
in das SR reduziert (Bilchick et al., 2007, Bodi et al., 2005, El-Armouche et al., 2004 und
2007, Gergs et al., 2004a, MacLennan und Kranias, 2003, Neumann et al., 1997).
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2. Fragestellung

PP5 ist eine ubiquitdr exprimierte und in ihrer Sequenz hochgradig konservierte Protein-
Phosphatase, deren katalytische Doméne in ihrer Struktur mit PP1, PP2A und PP2B verwandt
ist, aber nur eine etwa 40%ige Ubereinstimmung der Aminosiuresequenz mit diesen
Phosphatasen zeigt. Im Gegensatz zu diesen Phosphatasen sind bei PP5 katalytische und
regulatorische Funktionen in einem Polypeptid vereint. Die TPR-Domine ermdoglicht
Interaktionen mit einer Vielzahl von Proteinen, wie beispielsweise des ANP-Rezeptors im
Herzen. Zugleich fithrt die Hemmung der Protein-Phosphatase-Aktivitit durch die TPR-
Domiine (Autoinhibition) zu einer niedrigen basalen Protein-Phosphatase-Aktivitit, weshalb
die physiologische Rolle der PP5 im Herzen bisher kaum untersucht wurde. Zwar kann PP5
durch Arachidonsiure in vitro aktiviert werden, aber die physiologischen Aktivatoren sind
unbekannt (Becker et al., 1994, Swingle et al., 2004). Es ist wenig bekannt iiber die Funktion
der PP5 und ihre physiologischen Substrate im Herzen.

Ziel dieser Arbeit ist die Ermittlung von potentiellen Substraten der PPS im Herzen und die
Untersuchung der Bedeutung der PP5 im Herzen von Sdugetieren.

Dazu soll rekombinante PP5 in E. coli exprimiert und Substrate mittels Phosphatase-Assays
mit [**P]-markierten oder synthetisch phosphorylierten Peptiden bzw. Proteinen in Losung
oder auf einer Peptidmembran ermittelt werden. Vergleichend soll rekombinante PP2Cg in E.
coli exprimiert und die Protein-Phosphatase-Aktivitit dieser Mg**-abhiingigen, ebenfalls mit
Arachidonsdure stimulierbaren und im Herz vorkommenden Protein-Phosphatase gegeniiber
oben genannten Substraten analysiert werden.

Die Protein-Phosphatase-Aktivitit im menschlichen Herz gegeniiber [**P]-Casein in
Gegenwart von Arachidonsédure und eine Hemmung der Protein-Phosphatase-Aktivitdt durch
NaF sollen untersucht werden. Die PP5-Expression in Herzen von Spendern und
herzinsuffizienten Patienten soll ermittelt werden.

Die Rolle der PP5 soll auBerdem an einem Tiermodell mit herzspezifischer Uberexpression
der PP5 analysiert werden. Die Auswirkungen einer PP5-Uberexpression im Herzen sollen
biochemisch und physiologisch untersucht werden. Dazu sollen das Herzgewicht und die
Expression verschiedener Proteine im Herzen ermittelt werden. Nach [-adrenerger
Stimulierung von Herzmuskelzellen solle die Phosphorylierung von Troponin-Inhibitor und
PLB untersucht werden. Es sollen die Herzfunktion und die Phosphorylierung von PLB unter
Basalbedingungen und nach B-adrenerger Stimulierung analysiert werden. Im Rahmen des
Stressmodells der Lipopolysaccharid-induzierten Sepsis soll die Verdnderung der
Kontraktilitit, der Organgewichte und des Interleukin-6-Spiegels im Blut ermittelt werden.
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3. Methoden

3.1. Arbeiten mit Bakterien

Alle Arbeiten mit Bakterien wurden mit autoklavierten oder steril filtrierten Losungen unter
einer Sterilbank durchgefiihrt.

3.1.1. Herstellung kompetenter Zellen

Kompetente Zellen (BL21(DE3) und XL1ppe) wurden mit der RbCl-Methode hergestellt und
in 100 pl-weise bei —80 °C gelagert (Promega Subcloning Notebook, 2004). Eine einzelne
Kolonie von BL21(DE3) bzw. XL1pj,e wurde iiber Nacht in 2,5 ml LB-Medium bei 225 rpm
und 37 °C im Inkubator inkubiert. Am nédchsten Morgen wurde die Kultur 1:100 in LB-
Medium mit 20 mM MgSO;, verdiinnt und bis zu einer ODgp von 0,4 bis 0,6 inkubiert. Die
Zellen wurden fiir 5 Minuten bei 4.500 xg bei 4 °C zentrifugiert (Zentrifuge Beckman
AvantiTM30, Rotor C0650, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland). Das Sediment
wurde in 0,4 Volumen eiskaltem TFBI1-Puffer resuspendiert. Danach wurde auf Eis
weitergearbeitet. Die resuspendierten Zellen wurden 5 Minuten bei 4 °C inkubiert, danach 5
Minuten bei 4.500 xg und 4 °C zentrifugiert. Das Sediment wurde in 1/25 Volumen (10 ml)
eiskaltem TFB2-Puffer resuspendiert, die Zellen wurden 15 - 60 Minuten auf Eis inkubiert
und 100 pl-weise in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 gelagert.

3.1.2. Herstellung von Glycerinkulturen

Von einer Ubernacht-Kultur wurde 1 ml abgenommen, kurz zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen, weitere 1 ml derUbernacht-Kultur hinzugefiigt, kurz zentrifugiert und 500 ul
Uberstand abgenommen. Das Sediment wurde resuspendiert, 500 ul Glycerin hinzugefiigt und
die Kultur durch Schwenken gemischt und bei -80 °C gelagert.

3.1.3. Plasmid-DNA-Priparation

Aus 5 ml Bakterienkultur (X11py,e) wurden Plasmide durch alkalische Lyse isoliert (Birnboim
und Doly, 1979). 5 ml Bakterienkultur wurden bei 5.000 xg fiir 5 Minuten in einer
Tischzentrifuge (Eppendorf-Tischzentrifuge 5415 C, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
zentrifugiert, das Sediment wurde mit 100 ul Resuspensionspuffer P1 (RE) versetzt und
gemischt (Tisch-Riittler) bis eine Suspension entstanden war. Danach wurden 200 ul
Lysispuffer P2 (LY) hinzugefiigt, das Reaktionsgefal} leicht geschwenkt und 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. 150 ul Neutralisationspuffer P3 (NE) wurden zugefiigt, das
Reaktionsgefil} leicht geschwenkt und fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte
eine Zentrifugation fiir 30 Minuten bei 13.000 xg und Raumtemperatur in einer Eppendorf-
Tischzentrifuge (Modell 5415 C, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland). Der Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefal iiberfiihrt, zwei Volumen Ethanol (100 %) hinzugefiigt,
gemischt und 20 Minuten bei 13.000 xg bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Sediment
wurde 2-mal mit 70%igem Ethanol gewaschen, 5 Minuten bei 13.000 xg bei Raumtemperatur
zentrifugiert und danach der Uberstand abpipettiert. Die im Sediment enthaltene DNA wurde
in einem Vakuum-Concentrator (Concentrator 5301, Eppendorf GmbH, Hamburg,
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Deutschland) 5 - 10 Minuten vollstindig getrocknet. 50 ul EB-Puffer wurden zum Sediment
hinzugefiigt und die DNA 5 - 10 Minuten bei 65 °C im Thermomixer (Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) unter Schiitteln vollstindig gelost. Die DNA-Konzentration und
Reinheit wurden photometrisch (Biophotometer, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
bestimmt, das Plasmid durch Restriktionsverdau in einem 1%igem Agarosegel getestet und
die DNA bei —20 °C gelagert.

3.1.4. Transformation und Ubernachtkulturen

100 pl kompetente Zellen (BL21(DE3) oder XL1yy,.) wurden auf Eis aufgetaut, etwa 4 pg
Plasmid (Ampicillin-Resistenz) hinzugefiigt und das Gemisch 20 Minuten auf Eis, 45
Sekunden bei 42 °C im Thermomixer und weitere 5 Minuten auf Eis inkubiert. 900 ul LB-
Medium wurden hinzugefiigt und eine Stunde bei 37 °C im Thermomixer geschiittelt. Danach
wurden die Zellen kurz zentrifugiert, das Medium bis auf 100 pul abgenommen, der Rest
resuspendiert und auf eine Agar-Platte mit 100 pg/ml Ampicillin bei PP5 bzw. 50 pg/ml
Ampicillin bei PP2C;y plattiert und bei 37 °C iiber Nacht im Inkubator inkubiert.

Eine Kolonie wurde isoliert und iiber Nacht in 5 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin
bei 37 °C und 225 rpm inkubiert.

3.2. Arbeiten mit DNA

3.2.1. DNA-Isolierung aus Mausschwanzbiopsien

0,5 — 1 cm Schwanzspitze einer Maus wurde nach ortlicher Betdaubung mittels Kiltespray mit
einem sterilen Skalpell abgeschnitten und mit 700 ul TE/SDS-Puffer und 35 ul Proteinase K-
Stamm (10 mg/ml in destilliertem Wasser) iiber Nacht bei 55 °C im Thermomixer geschiittelt.
Am nichsten Morgen wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefiihrt, um die
genomische DNA von Lipiden und Proteinen zu trennen (Sambrook et al., 1998). Die Probe
wurde mit 700 ul Phenol versetzt und gemischt, es folgte eine Zentrifugation fiir 5 Minuten
bei 13.000 xg in einer Eppendorf-Tischzentrifuge (Modell 5415 C, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland). Die obere wissrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal tiberfiihrt, 700 ul
Chloroform-Isoamylalkohol-(24:1)-Gemisch hinzugefiigt und gemischt. Darauf folgte eine
Zentrifugation bei 13.000 xg fiir drei Minuten, die wissrige Phase wurde in ein neues
Reaktionsgefif} iiberfiihrt, mit 70 ul Na-Acetat und 700 pl Ethanol (100 %) versetzt, gemischt
und 10 Minuten bei 13.000 xg zentrifugiert. Das Sediment wurde mit Ethanol (70 %)
gewaschen, 10 Minuten bei 13.000 xg zentrifugiert und im Vakuum getrocknet (5 Minuten),
danach in TE-Puffer aufgenommen und 10 Minuten bei 65 °C im Thermomixer geschiittelt
bis die DNA gelost war. Die DNA wurde mindestens 4 Stunden bei 4 °C gelagert und danach
die Konzentration und Reinheit photometrisch (Biophotometer, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) bestimmt.

3.2.2. Restriktionsverdau von DNA

Beschrieben ist ein Doppelverdau mit zwei Restriktionsenzymen, deren Puffersysteme nicht
kompatibel waren. Im Falle eines Einfachverdaus entfiel der im Folgenden beschriebene
Féllungsschritt. 10 ug DNA wurden drei Stunden im Biometra-PCR-Gerit (T Personal,
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Biometra GmbH, Gottingen, Deutschland) mit dem entsprechenden Restriktionsenzym in
einem 20 pl-Ansatz im Puffer fiir das Restriktionsenzym geschnitten. Nach der Inkubation
wurde die DNA mit einem Zehntel-Volumen 3 M K-Acetat pH 5,5 und 2,5 Volumen Ethanol
(100 %) gefillt, gemischt und iiber Nacht bei —20 °C inkubiert. Die Ansitze wurden fiir 30
Minuten bei 14.000 xg und 4 °C zentrifugiert (Zentrifuge Beckman Avanti'™30, Rotor
F2402H), der Uberstand abgenommen, 100 ul Ethanol (70 %) hinzugefiigt, gemischt, fiir 5
Minuten bei 14.000 xg zentrifugiert, der Uberstand vollstindig abgenommen und die DNA im
Vakuum getrocknet (5 Minuten). Danach wurde 18 pul steriles destilliertes Wasser zugefiigt,
die DNA durch Mischen gel6st und ein zweiter Restriktionsverdau fiir drei Stunden mit einem
2. Restriktionsenzym im passenden Puffer folgte. Eine Zusammenfassung der
Restriktionsenzyme ist im Anhang dargestellt.

3.23. PCR

PCR-Reaktionen dienten hier entweder zur Einfiigung von Restriktions-Schnittstellen in eine
vorhandene cDNA und zu deren Amplifizierung oder zur Genotypisierung transgener Miuse
(3.2.3.1).

Die Deckeltemperatur wurde auf 105 °C eingestellt. Die PCR wurde in 0,2 ml-
ReaktionsgefidBen in einem Eppendorf Mastercycler Gradient (Eppendorf GmbH, Hamburg,
Deutschland) durchgefiihrt.

Fiir Tests, ob eine Klonierung erfolgreich war, wurde die oben beschriebene PCR mit etwa 4
png Plasmid-DNA und 3,5 U GoTag® DNA-Polymerase (Promega) im Green GoTag-
Reaktionspuffer in einem Ansatz von 50 ul durchgefiihrt (8.3).

3.2.3.1. PCR zur Genotypisierung der PP5-transgenen Mauslinie

Vewendete Primer, der PCR-Ansatz und das PCR-Programm sind in 8.4 dargestellt. Alle
weiteren Bedingungen entsprachen denen in 3.2.3. Das erwartete PCR-Produkt hatte eine
Grofe von 614 bp.

3.2.4. Herstellung einer radioaktiv-markierten DNA-Sonde

Als DNA-Sonde diente das PCR-Produkt aus 3.2.3.1 (mindestens 2 ng/ul). Die Sonde wurde
mit dem Random Primed DNA Labeling Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland) und 50 pCi [o*?P]-dCTP radioaktiv markiert. 9 ul DNA wurden 10 Minuten bei
95 °C denaturiert, auf Eis abgekiihlt und kurz anzentrifugiert, 1 ul dATP, 1 ul dGTP und 1 pl
dTTP, 2 ul Reaktionsmix, 50 puCi [o’*P]-dCTP und 1 pl Klenow-Enzym wurden zugefiigt.
Der Ansatz wurde kurz gemischt und zentrifugiert, 30 Minuten bei 37 °C inkubiert und 10
Minuten bei 65 °C abgestoppt. Zur Reinigung wurde der Markierungsansatz auf 50 ul mit
STE-Puffer aufgefiillt und gemischt. 2 pl wurden fiir die Bestimmung der Einbaurate als
Probe abgenommen. Von Gel-Sdulen (Amersham ProbeQuant-G50 Micro Columns, GE
Healthcare Europe GmbH, Miinchen, Deutschland) wurde der untere Verschluss entfernt, der
Deckel etwas geoffnet und in einem 1,5 ml Reaktionsgefil eine Minute bei 735 xg
zentrifugiert. Die Sédulen wurden in ein neues Reaktionsgefil gestellt und der
Markierungsansatz hinzupipettiert. Es folgte eine Zentrifugation fiir zwei Minuten. Der

Durchlauf enthielt die markierte Sonde. 2 ul wurden als Probe ,,Sdule* fiir die Bestimmung
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der Einbaurate mittels Szintillator (,,Liquid Scintillation Analyzer*, Cranberra-Packard
GmbH, Dreieich, Deutschland) abgenommen.

3.2.5. Ligation

Das aufgereinigte cDNA-Fragment aus dem Restriktionsverdau (3.2.2) wurde mit einem mit
den gleichen Restriktionsenzymen geschnittenen Vektor ligiert.

Die Ansitze wurden gemischt, kurz zentrifugiert (Eppendorf-Tischzentrifuge 5415 C,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) und 5 Stunden (pcDNA4-HisMaxA-Vektor,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) bzw. iiber Nacht (a-MHC-Expressionsvektor (Gergs et al.,
2004a) und pJET/blunt-Klonierungsvektor (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland))
bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Ligation von PCR-Produkten mit dem pJET/blunt-Klonierungsvektor (Fermentas GmbH,
St. Leon-Rot, Deutschland) erfolgte nach den Angaben des GeneJET™ PCR Cloning Kits
(Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland). Es wurde eine Blunting-Reaktion mit 10 pl 2
x Reaktionspuffer, 7 pl PCR-Produkt und 1 pl DNA-Blunting-Enzym fiir 5 Minuten bei 70
°C durchgefiihrt. Die Reaktion wurde einige Sekunden auf Eis gestoppt. Es folgte die
Ligation. Zum Mix wurden 1 pl pJET1/blunt-Klonierungsvektor (50 ng) und 1 ul T4-DNA-
Ligase (5 U, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland) hinzugefiigt und 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde das Ligationsprodukt in Bakterien
transformiert (siche 3.1.4).

3.2.6. Agarose-Gelelektrophorese

Zu einer Probe (Restriktionsverdau oder PCR-Ansatz) wurde 6 x Ladepuffer (Fermentas
GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland) zugegeben und diese auf ein 1%iges Agarosegel mit
Ethidiumbromid (9 pul/100 ml) aufgetragen. Als GroBenstandards wurden die DNA-Leitern
GeneRuler™ 1 kb-DNA-Leiter und GeneRuler™ 100 bp-DNA-Leiter (beide Fermentas
GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland) benutzt. Die Elektrophorese erfolgte bei 80 mA
(Biometra Standard Power Pack P25, Biometra GmbH, Gottingen, Deutschland). Das Gel
wurde unter UV-Licht (312 nm) mit einem AlphaDigiDoc™RT-Geldokumentationssystem
(AlphaDigi-Doc™RT-Geldokumentationssystem mit AlphaEase®FC-Software, Biozym
Scientific GmbH, Oldendorf, Deutschland) photographiert.

3.2.7. DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Die gewiinschte DNA-Bande wurde mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten, in ein
steriles Reaktionsgefdll iiberfithrt und mittels DNA-Extraktionskit (#K0513, Fermentas
GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland) gereinigt. Dazu wurden drei Volumen ,,Binding solution*
hinzugefiigt und die Probe 5 Minuten bei 55 °C im Thermomixer inkubiert, bis sich das Gel
vollstiandig gelost hatte. 5 pl der griindlich gemischten ,,Silica Suspension* wurden zur Probe
gegeben. Es folgte eine Inkubation fiir 5 Minuten bei 55 °C, wobei das Gemisch stindig
geschiittelt wurde. Danach wurde das Gemisch zentrifugiert (5 Sekunden bei maximaler
Geschwindigkeit in Eppendorf-Tischzentrifuge 5415 C, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland). Der Uberstand wurde verworfen und das Silica-Sediment mit 500 ul eiskaltem

Waschpuffer aus dem Kit dreimal gewaschen (5 Sekunden Zentrifugation bei maximaler
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Geschwindigkeit). Nach der Entfernung des letzten Waschpuffers wurde das Sediment
nochmals zentrifugiert und der Uberstand vollstindig abgenommen. Das Sediment wurde 5
Minuten im Vakuum getrocknet und danach in 20 ul TE-Puffer resuspendiert, 5 Minuten bei
55 °C inkubiert und 30 Sekunden zentrifugiert. Der Uberstand (Eluat) enthielt die DNA und
wurde in ein neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Die Elution wurde einmal wiederholt, beide
Eluate vereint, DNA-Konzentration und Reinheit im photometrisch (Biophotometer,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) bestimmt und die DNA bei -20 °C gelagert.

3.2.8. DNA-Sequenzierung

Sequenzierungen dienten der Uberpriifung von klonierten DNA-Sequenzen und wurden von
der Firma Seqlab (Gottingen) durchgefiihrt (8.5).

3.2.9. Aufreinigung endotoxinfreier DNA

Fiir eine Oozyteninjektion wurde Plasmid-DNA mit dem EndoFree Plasmid Maxi-Kit nach
Angaben des Herstellers (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) aus einer 200 ml-Ubernacht-
Kultur aufgereinigt.

3.3. Arbeiten mit RNA

3.3.1. RNA-Extraktion aus Herzgewebe

RNA wurde mittels TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) isoliert. Dazu wurden frisch
entnommene Herzen von Miusen in fliissigem Stickstoff eingefroren. Das Gewebe wurde
mittels Mikrodismembrator (Mikro-Dismembrator S mit Schiittelbehidlter aus PTFE und
Mahlkugeln aus Wolframcarbid, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland, siehe 3.4.2)
pulverisiert. 50 - 100 mg pulverisiertes Gewebe wurden in 1 ml TRIzol mit einem ULTRA-
TURRAX®—H0m0genisator (ULTRA-TURRAX-T25-Homogenisator ~mit  Dispergier-
werkzeug S25N-8G, IKAg-Labortechnik, Staufen, Deutschland) drei x 30 Sekunden bei
24.000 rpm homogenisiert. Es folgte eine Inkubation bei Raumtemperatur fiir 5 Minuten,
danach wurden 200 pl Chloroform/ml TRIzol zum Ansatz gegeben, 15 Sekunden gemischt
und weitere 5 Minuten inkubiert. Darauthin wurden die Ansdtze 15 Minuten bei 12.000 xg
und 4 °C zentrifugiert (Zentrifuge Beckman Avanti"™30, Rotor F2402H). Die wissrige Phase
wurde abgenommen, mit einem Volumen Isopropanol versetzt, 15 Minuten bei
Raumtemperatur geféllt und 10 Minuten bei 12.000 xg und 4 °C zentrifugiert. Danach wurde
die im Sediment enthaltene RNA zweimal mit je 900 ul 75 % (v/v) Ethanol gewaschen und
bei 7.500 xg und 4 °C 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde vollstindig
abgenommen und die im Sediment enthaltene RNA bei Raumtemperatur getrocknet. Die
getrocknete RNA wurde in 20 pl deionisiertem Formamid aufgenommen, 10 Minuten bei 60
°C gelost und bei -80 °C gelagert. Verwendetes destilliertes Wasser wurde mit DEPC
behandelt.
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3.3.2. RNA-Gelelektrophorese

Die Gelkammer, der Gelhalter und der Probenkamm wurden zunédchst mit Wasser und Seife,
dann mit 70 % (v/v) Ethanol, mit DEPC-Wasser und zum Schluss mit Methanol
abgewaschen. Es wurde ein 1 % (w/v) Agarosegel mit 1 x MOPS (in DEPC-WASSER), 5 %
(v/v) deionisiertes Formamid und 2 pl Ethidiumbromid/50 ml Puffer unter einem Abzug
gegossen. Nach Erstarren des Gels wurde die Gelkammer mit 1 x MOPS mit 2 % (v/v)
Formaldehyd gefiillt. Es wurden 15 - 30 pug RNA in einem Volumen von 10 - 50 pl
aufgetragen. Die RNA wurde bei 37 °C im Thermomixer aufgetaut, bis die Fliissigkeit klar
war, danach wurde die entsprechende Menge RNA zu den Ansitzen fiir das Gel gegeben und
diese zwei Minuten bei 95 °C denaturiert, es wurde 1 pl Ladepuffer zugegeben, kurz gemischt
und die Ansitze auf Eis abgekiihlt. Das gesamte Volumen der Ansidtze wurde in das Gel
pipettiert und elektrophoretisch bei 60V zwei bis drei Stunden getrennt. Die Trennung wurde
danach unter UV-Licht kontrolliert und photographisch dokumentiert.

3.3.3. Transfer von RNA-Gelen auf Nylonmembranen

Der Transfer des RNA-Gels auf eine Nylonmembran (GE Healthcare Europe GmbH,
Freiburg, Deutschland) erfolgte in 10 x SSC-Puffer mittels Vakuum-Transfer fiir 120 Minuten
bei einem Druck von 100 mbar mit einer Membran-Vakuum-Pumpe (Biometra
biomedizinische Analytik GmbH, Gottingen, Deutschland). Die Nylonmembran wurde 5
Minuten in 2 x SSC gespiilt und die RNA durch Bestrahlung mit 150 mJ/cm? UV-Licht (254
nm, GS Gene Linker, Biorad) auf der feuchten Membran fixiert. Bis zur weiteren
Verwendung wurde die Membran trocken bei 4 °C gelagert.

3.3.4. Northern-Hybridisierung

Die Membran wurde fiir eine Stunde bei 42 °C in einer Inkubationsflasche mit
Prihybridisierungs-Losung im Inkubationsofen (Bachofer Laboratoriumsgerite GmbH,
Reutlingen, Deutschland) drehend inkubiert. Fiir die Hybridisierung wurde die denaturierte
Sonde (5 Minuten bei 95 °C inkubiert) in die Prihybridisierungs-Losung gegeben und iiber
Nacht inkubiert. Am néchsten Morgen wurde der Blot 20 Minuten bei 42 °C mit 2 x SSC mit
0,1 % (w/v) SDS und zweimal mit 1 x SSC mit 0,1 % (w/v) SDS gewaschen. Die Membran
wurde feucht eingeschweilit, einen Tag in einer Phosphorlmager-Kassette exponiert und mit
dem STORM 860 (GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen, Deutschland) ausgelesen und
ausgewertet.
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3.4. Arbeiten mit Proteinen
3.4.1. Expression und Aufreinigung rekombinanter Proteine

34.1.1. PPS

Fiir die Proteinexpression wurde eine Vorkultur mit 50 ml LB-Medium und 100 pg/ml
Ampicillin mit einer Glycerinkultur (pQE80-L-rPP5 (pQE8OL-Vektor von Qiagen GmbH,
Hilden, Deutschland)) angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C und 225 rpm im Inkubator Innova
4200 (New Brunswick Scientific, Edison NY, USA) inkubiert. Die Vorkultur wurde in 250 ml
LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin tiberfiihrt und unter gleichen Bedingungen bis zu einer
ODggo von 1,5 inkubiert. Nach einer einstiindigen Inkubation bei 30 °C und 225 rpm wurde
die Proteinexpression mit 1 mM IPTG fiir 1,5 Stunden induziert. Im Anschluss wurde die
Kultur 30 Minuten auf Eis abgekiihlt und bei 2.000 xg und 4 °C fiir 5 Minuten zentrifugiert
(Zentrifuge Beckman AvantiTM30, Rotor C0650). Das Sediment wurde bis zur weiteren
Verarbeitung bei -20 °C gelagert.

Die rekombinante PP5 wurde mit dem Protino-Kit nach Angaben des Herstellers (Machery-
Nagel GmbH und Co. KG, Diiren, Deutschland) fiir native Bedingungen aufgereinigt, wobei
nach der Lyse 0,5 mM PMSF und 1 mM Benzamidin hinzugefiigt wurden und der
,Elutionspuffer fiir PP5* (pH 7,4) 0,5 mM PMSF und 1 mM Benzamidin enthielt. Die Eluate
1 - 3 wurden in 200 ul Aliquots bei -80 °C gelagert. Die PP5-Menge in den Eluaten wurde im
Vergleich mit einem BSA-Standard mit Coomassie-gefidrbten Gelen ermittelt.

Um eine hohere Reinheit und Menge der exprimierten Phosphatase zu erhalten, wurden sechs
5 ml-Vorkulturen in LB-Medium mit 100 pg/ul Ampicillin und 20 pul PP5-Glycerinkultur fiir
5 Stunden bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Zu diesen Kulturen wurden je 100 ml YT-Medium
mit 100 pg/ul Ampicillin  hinzugefiigt und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die
Ubernachtkulturen wurden jeweils in 11 YT-Medium mit 100 ug/ul Ampicillin iiberfiihrt und
bei 37 °C bis zu einer OD von 0,5 inkubiert, es folgte eine 30-miniitige Inkubation bei 28 °C
und anschlieBend 4 Stunden Induktion mit 1 mM IPTG bei 28 °C. Die Kulturen wurden bei
6.000 xg und 4 °C 10 Minuten zentrifugiert, die Sedimente vereinigt und bei -80 °C bis zur
weiteren Verwendung gelagert.

Das Sediment wurde auf Eis aufgetaut und mit Dialysepuffer bis auf 50 ml aufgefiillt, eine
Tablette Proteaseinhibitoren (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) wurde
hinzugefiigt. Das resuspendierte Sediment wurde 4 mal in einer Frenchpress (French Pressure
Cell Press, SLM Instruments, Rochester, NY, USA) homogenisiert, danach wurden auf Eis 50
ul Benzonase hinzugefiigt und 45 Minuten bei 135.000 xg zentrifugiert (Zentrifuge
SORVALL WX Ultra Series, Rotor: T647,5, Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland).

Eine NiNTA-Siule wurde mit Dialysepuffer #quilibriert. Der Uberstand aus der
Zentrifugation wurde mit 50 ml Dialysepuffer verdiinnt auf einen pH von 7,4 eingestellt und
auf die Sdule gegeben. Es folgten drei Waschschritte mit Dialysepuffer, mit Waschpuffer und
mit Dialysepuffer. Zur Kontrolle wurden Durchlauf und Waschpuffer in 5 ml-Fraktionen
gesammelt. Es wurde mit einem Gradient aus 100 ml Dialysepuffer und Elutionspuffer (mit
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250 mM Imidazol) eluiert. Das Eluat wurde in 5 ml-Fraktionen gesammelt. Die Sdule wurde
anschlieBend regeneriert (bidestilliertes Wasser, 100 mM EDTA, 10 mM NiSOy,
bidestilliertes Wasser). Aliquots der 5 ml-Fraktionen wurden auf einem 15%igem Trenngel
und 4,6%igem Sammelgel bei 34 mA aufgetrennt und mit Coomassie gefirbt.

Die Aktivitit der exprimierten und gereinigten PP5 im Eluat wurde mittels pNPP-Assay
bestimmt. Eine 20 mM pNPP-Losung wurde in pNPP-Puffer mit bzw. ohne 0,2 mM
Arachidonsdure hergestellt. 20 pl der 5 ml-Fraktionen wurden zusammen mit 100 ul pNPP-
Losung mit bzw. ohne Arachidonsdure bei Raumtemperatur auf einer Mikrotiterplatte
inkubiert. Die p-Nitrophenolat-Freisetzung wurde spektrophotometrisch bei 405 nm im
Mikrotiterplatten-Spektrometer MR7000 (Dynatech, Chantilly, USA) bei Raumtemperatur
gemessen. Anfangsanstiege der Reaktionen wurden mittels linearer Regression ermittelt.
Basierend auf Aktivitit und Gelelektrophorese wurden die Proben 52 bis 67 vereint, eine
Tablette Proteaseinhibitoren (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland)
hinzugefiigt, in einen mit destilliertem Wasser gespiilten Dialyseschlauch (Servapor®,
SERVA, Heidelberg, Deutschland) gegeben und iiber Nacht bei 4 °C in vorgekiihlten
Dialysepuffer (zweimal gewechselt) dialysiert. Das Dialysat wurde auf eine DEAE-Siule
gegeben und mit einem Gradienten von 0 — 500 mM KCI in Dialysepuffer aufgetrennt.
Basierend auf einer Gelelektrophorese und dem pNPP-Assay wurden die Fraktionen 11 — 17
vereint und in 200 pl-Aliquots bei -80 °C gelagert.

3.4.1.2. PP2C;

50 ml LB-Medium mit 50 pg/ml Ampicillin wurden mit einer Glycerinkultur angeimpft und
iiber Nacht bei 37 °C und 225 rpm im Inkubator inkubiert. Die Ubernacht-Kultur wurde in
250 ml LB-Medium mit 50 pg/ml Ampicillin tiberfiihrt und unter gleichen Bedingungen bis
zu einer ODgpp von 1,8 inkubiert. Die Proteinexpression wurde mit 1 mM IPTG fiir drei
Stunden induziert. Die Kultur wurde bei 2.000 xg fiir 5 Minuten zentrifugiert (Zentrifuge
Beckman Avanti'™30, Rotor C0650). Das Sediment wurde in 6 ml LEW-Puffer resuspendiert
und mit 1 mg/ml Lysozym versetzt und unter stindigem Riihren auf Eis 30 Minuten lysiert.
Es folgte eine Ultraschallbehandlung (10 x 15 Sekunden). Das Lysat wurde zweimal 30
Minuten bei 10.000 xg und 4 °C zentrifugiert (Zentrifuge Beckman Avanti'30, Rotor
C1015). Eine Siule aus dem Protino-Kit wurde mit 4 ml LEW é&quilibriert, das Lysat auf die
Sdule gegeben, die Sédule zweimal mit 4 ml LEW gespiilt und mit dreimal 3 ml
,Elutionspuffer fiir PP2C* eluiert. Die Eluate wurden 1:5 mit Substratpuffer fiir PP2C
verdiinnt und in Aliquots bei —80 °C gelagert. Die Konzentration der Eluate wurde mit
Coomassie-gefirbten Gelen ermittelt.

3.4.2. Herstellung von Homogenaten

Bei —80 °C gelagerte Mausherzen bzw. Herzgewebe wurden unter fliissigem Stickstoff im

Mikro-Dismembrator eine Minute bei 2.100 rpm pulverisiert. Der Vorgang wurde so lange

wiederholt, bis das Herz vollstiandig pulverisiert war. Das Pulver wurde bei —80 °C gelagert.

Zur Herstellung von Homogenaten fiir Westernblots wurde eine Spatelspitze Pulver in ein

neues Reaktionsgefid3 iiberfiithrt, 100 ul 10 mM NaHCO; und 21,3 pul 20 % SDS (w/v)

hinzugefiigt und gemischt bis das gesamte Pulver gelost war. Die Proben wurden drei x 15
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Sekunden mit einem Ultraschall-Homogenisator (Sonopuls Homogenisator HD2070,
Bandelin, Berlin, Deutschland) behandelt. Das Gemisch wurde 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, anschlieBend 30 Minuten bei 13.000 xg bei Raumtemperatur in
einer Eppendorf-Tischzentrifuge (Modell 5415 C, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt und die
Proteinkonzentration bestimmt (3.4.3). Die Homogenate konnten bei —20 °C gelagert werden.
Fiir eine SDS-Gelelektrophorese wurden 100 ug Probe mit Homogenisationspuffer auf 50 ul
aufgefiillt, 50 ul 2 x Ladepuffer fiir SDS-Page ohne SDS und 6 mg/ml DTT hinzugefiigt, die
Reaktionsgefile kurz geschiittelt und bei —20 °C bis zum Auftragen auf das Proteingel
gelagert.

Fiir eine Membranpréparation mit Trennung von Zytosol- und Membranfraktion wurden drei
Spatelspitzen Gewebepulver eines unter Kiihlung durch fliissigen Stickstoff im
Mikrodismembrator pulverisierten Herzens in 1 ml Puffer II aufgenommen und auf Eis
gemischt bis das Pulver gelost war. Nach der Ultraschallhomogenisation folgte eine 30-
miniitige Inkubation auf Eis. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 13.000 xg und 4 °C
zentrifugiert (Zentrifuge Beckman Avanti'“30, Rotor F2402H) und der Uberstand in ein
neues Reaktionsgefdll gegeben, als Zytosolhomogenat bezeichnet und bei —80 °C gelagert.
Die Zytosolhomogenate wurden nach Bartel et al., 2000 behandelt. Zum Sediment wurden
100 ul 10 mM NaHCOs; und 21,3 ul 20 % SDS (w/v) hinzugegeben, gemischt bis das
Sediment vollstindig resuspendiert war und 3 x 15 Sekunden mit einem Ultraschall-
Homogenisator (Sonopuls Homogenisator HD2070, Bandelin, Berlin, Deutschland)
behandelt. Nach einer 30-miniitigen Inkubation bei Raumtemperatur folgte eine
Zentrifugation fiir 30 Minuten bei 13.000 xg bei Raumtemperatur (Eppendorf-Tischzentrifuge
5415 C, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland). Der Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefil} iiberfiihrt, als Membranhomogenat bezeichnet und bei —20 °C gelagert. Die
Proteinkonzentration wurden bestimmt (3.4.3).

Zur Bestimmung von Protein-Phosphatase-Aktivitidten wurde ein SDS-freies Homogenat wie
oben hergestellt. Dazu wurde etwa das 10fache Volumen des Pulvers an Puffer II zum
Gewebepulver auf FEis zugegeben, vollstindig vermischt und mit einem Ultraschall-
Homogenisator auf Eis homogenisiert. Es folgte eine Zentrifugation fiir 20 Minuten bei
17.000 xg und 4 °C (Zentrifuge Beckman Avanti'“30). Der Uberstand wurde auf Eis
abgenommen und in ein neues Reaktionsgefal} {iberfiihrt, portioniert und bei -80 °C bis zur
weiteren Verwendung gelagert.

3.4.3. Proteinbestimmungen

Die Proteinbestimmung erfolgte bei SDS-haltigen Proben nach Lowry et al., 1951 und bei
Proben ohne SDS nach Bradford, 1976.

3.4.4. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) und Westernblot

Die zu analyysierenden Proben wurden, wie zuvor beschrieben (3.4.2), vorbereitet und bei 50
mA und 4 °C elektrophoretisch in einer Hoefer SE600 Elektrophorese-Einheit (Hoefer SE
600, Hoefer, San Francisco, CA, USA) getrennt (Stromquelle: Biometra Standard Power Pack

P25, Biometra GmbH, Gottingen, Deutschland). Fiir Phospholamban-Nachweise bestanden
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die Gele aus einem 12%igem Porzio-Trenngel und einem 4%igem Lammli-Sammelgel. Fiir
Nachweise groflerer Proteine wurden 10%ige Porzio-Trenngele und 4%ige Lammli-
Sammelgele benutzt (Porzio und Pearson, 1977). Molekulargewichtsstandards wurden vorher
10 Minuten bei 95 °C hitzedenaturiert, Proben fiir Phospholamban-Nachweise wurden nicht
hitzedenaturiert. Andere Proben wurden 5 Minuten bei 95 °C hitzedenaturiert. Die
Elektrophorese wurde in Elektrophoresepuffer durchgefiihrt bis die Lauffront etwa 1 cm vor
dem unteren Ende des Gels war. Die Gele wurden bei 0,28 A, 8 V und 16 h bei 4 °C in einer
Hoefer TE62 Tank-Transfer-Einheit (Hoefer, San Francisco, CA, USA, Stromquelle: Biorad
Modell 200/2.0 Stromquelle, Biorad, Miinchen, Deutschland) mit Transferpuffer auf eine
Nitrozellulosemembran (Whatman GmbH, Dassel, Deutschland) transferiert. Der Transfer
wurde darauf optimiert, da sowohl SERCA (94 kDa) als auch Phospholamban (25 kDa) im
Westernblot gut nachweisbar waren. Die Qualitit des Transfers wurde mittels Farbung mit
Ponceau-Rot iiberpriift.

3.4.5. Coomassie-Fiarbung

Gele wurden eine Stunde in Coomassie-Firbelosung gefirbt, iiber Nacht in Entférbelosung
entfarbt, mit einem Scanner (CanoScan LiDE 35, Canon Deutschland GmbH, Krefeld,
Deutschland) eingescannt und im Geltrockner (Biorad GmbH, Miinchen, Deutschland) bzw.
zwischen Gelfolien (Biorad GmbH, Miinchen, Deutschland) eingespannt und getrocknet.

3.4.6. Immunologische Identifizierung von Proteinen und Phosphorylierungszustinden

Die GroBenbereiche fiir das nachzuweisende Protein wurden aus der Ponceau-Rot-geféarbten
Membran ausgeschnitten (8.7).

Die Membranstreifen wurden zweimal 10 Minuten mit TBST gespiilt und danach eine Stunde
mit 2 % (w/v) BSA bzw. 5 % (w/v) Milchpulver in TBST geblockt (8.8). Es folgte die
Inkubation mit dem 1. Antikorper gelost in Blockierungspuffer iiber Nacht bei 4 °C. Die
Membranstreifen wurden dreimal 10 Minuten mit TBST gewaschen, zwei Stunden mit dem 2.
Antikorper (1:1000) in 5 % (w/v) Milchpulver in TBST bei Raumtemperatur inkubiert,
dreimal 10 Minuten mit TBST und zweimal zwei Minuten mit AP-Puffer gespiilt. Fiir
quantitative Auswertungen wurden die Membranstreifen mit dem Fluoreszenzfarbstoff ECF
(GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen, Deutschland) inkubiert und die Fluoreszenzsignale
mit dem Phosphorlmager STORM 860 (GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen,
Deutschland) detektiert. Ansonsten erfolgte der Nachweis des gebundenen 2. Antikérpers mit
der NBT/BCIP-Farbreaktion.

Die Quantifizierung der Signale (Proteinbanden) erfolgte mittels dreidimensionaler
Densitometrie mit der ImageQuant®-Software (GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen,
Deutschland), unspezifische Hintergrundsignale wurden vom Signal substrahiert.

PP2Cg wurde mittels Chemilumineszenz (enhanced chemiluminescence, ECL) nachgewiesen.
Der sekunddre Antikorper war mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt, wodurch bei
Zugabe des Ansatzes fiir die Reaktion der Meerrettich-Peroxidase, Licht entsteht. Um die
Entwicklung der Filme zu erméglichen, wurden die Membranstreifen nach der Inkubation mit
dem sekundéren Antikorper eine Minute in einem frisch-hergestellten Ansatz fiir die Reaktion

der Meerrettich-Peroxidase inkubiert. Dieser Ansatz enthielt 0,009 % Wasserstoffperoxid,
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1,25 mM Luminol und 0,225 mM p-Cumarsdure in 100 mM Tris-HCI pH 8,5. Nach der
Inkubation wurde der Ansatz abgenommen, die Membranen kurz mit 100 mM Tris-HCl pH
8,5 gespiilt. Es erfolgte eine Exposition auf einem Rontgenfilm (Amersham Hyperfilm ECL,
GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen, Deutschland) fiir bis zu 30 Minuten. Der Film
wurde in Entwickler-Losung (Kodak) entwickelt bis Banden sichtbar waren, in Fixierlosung
(Kodak) fixiert, mit Wasser gespiilt und danach getrocknet.

Um die Membran ein zweites mal zu verwenden, mussten die Antikorper des ersten Versuchs
entfernt werden. Fiir das sogenannte Stripping von Membranstreifen wurden die Membranen
drei x 10 Minuten mit TBST gespiilt, 30 Minuten mit ,,Stripping-Puffer* bei 50 °C inkubiert,
zwei Stunden mit TBST gespiilt und danach erneut geblockt.

3.4.7. 2D-Gelelektrophorese

Von je einer Spatelspitze Herzgewebepulver aus den Versuchen in 3.5.5 (n = 3 WT basal und
TG basal) wurden Homogenate mit 10 mM Tris-HCl pH 7,4 hergestellt, mittels 2D-
Elektrophorese aufgetrennt und mit Massenspektrometrie ausgewertet (Volke und Hoffmann,
2006a, Volke und Hoffmann, 2006b). Die Durchfiihrung erfolgte in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. R. Hoffmann (Biotechnologisch-Biomedizinisches Zentrum der
Universitit Leipzig).

3.4.8. Bestimmung von Protein-Phosphatase-Aktivititen

3.4.8.1. Bestimmung von Protein-Phosphatase-Aktivitiiten gegeniiber [**P]-Casein

Radioaktiv markiertes Casein wurde nach der Methode von McGowan und Cohen, 1988
hergestellt. Dazu wurden 10 mg Casein in 1 ml Phosphorylierungsmix 8 Stunden bei 30 °C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 0,1 ml 100 mM EDTA - 100 mM Natrium-
Pyrophosphat pH 7,0  gestoppt. Der Ansatz wurde mit mit einer mit G-50-Puffer
dquilibrierten Sephadex-G50 Superfine-Sdule (15 x 1 cm) aufgetrennt. Es wurden 30
Fraktionen a 500 ul gesammelt. Es wurde die Proteinkonzentration (E280) im Photometer und
die Gesamtaktivitit mit einem Szintillator (,,Liquid Scintillation Analyzer*, Cranberra-
Packard GmbH, Dreieich, Deutschland) bestimmt. Die Proben aus dem Bereich des
Maximums der Gesamtaktivitit (etwa Proben 10 — 12) wurden vereinigt, bei 4 °C gelagert
und fiir weitere Versuche verwendet. Von dieser Probe wurde die Gesamtaktivtitit (,,Total
Counts®) und die unspezifische Aktivitit (,,Blank*) bestimmt. Protein-Phosphatase-
Aktivititen wurden in einem Volumen von 50 ul in PP-Basispuffer mit 0,1 % (v/v) 2-
Mercaptoethanol und 0,25 - 1 pl [**P]-Casein und 1 - 5 pg PP5 bzw. 26-130 ng PP2C
gemessen. Die Proben wurden 20 Minuten bis eine Stunde inkubiert, mit 20 pul 50 % (w/v)
TCA und 30 ul 1 mg/ml BSA gefillt, 10 Minuten auf Eis inkubiert und 5 Minuten bei 13.000
xg zentrifugiert. Freigesetztes [°P] wurde in 70 ul des Uberstandes mit einem Szintillator
(,,Liquid Scintillation Analyzer”, Cranberra-Packard GmbH, Dreieich, Deutschland)
gemessen. Ansitze mit PPS wurden mit 200 uM Arachidonsédure durchgefiihrt, als Kontrolle
diente 2 % (v/v) Ethanol. Versuche mit PP2C wurden in Gegenwart von 0,7 mM
Magnesiumacetat und 500 uM Arachidonsdure durchgefiihrt. Die Gesamt-Aktivitit und
unspezifische Aktivitit wurden bei jedem Versuch bestimmt und enthielten kein
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Enzym/Homogenat. Die Probe fiir die Bestimmung der unspezifischen Aktivitit wurde mit
TCA gefillt, zur Probe zur Bestimmung der Gesamtaktivitit wurde destilliertes Wasser
anstelle von TCA gegeben. Als zusitzliche Kontrolle wurde die Aktivitit der PP5 in
Gegenwart von 50 mM NaF (Serin/Threonin-Protein-Phosphatase-Hemmstoff) untersucht.

3.4.8.2. Bestimmung von Protein-Phosphatase-Aktivititen gegeniiber Substraten auf
einer Peptidmembran

Durch Datenbank- und Literatursuche wurden potentielle Substrate der PKA im Herzen und
deren Phosphorylierungsstellen ermittelt. Von diesen Substraten wurden 19 Aminoséduren
lange Peptide im Bereich der Phosphorylierungsstelle abgeleitet und im Rahmen einer
Kooperation von Dr. S. Rothemund (IZKF Leipzig) auf einer Zellulosemembran synthetisiert
(Werner et al., 2007). Die Synthese der Peptide erfolgte mittels automatisierter SPOT-
Synthese (Frank et al., 1996) mit einem Robotor-System (Abimed Analysentechnik, Intavis
AG, Koln, Deutschland) direkt auf der Membran. Cellulose-Membranen mit aus 8 — 10
Ethylenglykol-Einheiten derivatisierten Polyethylen-Spacern wurden von Intavis bezogen.
Die Peptide wurden mittels Fmoc-Chemie ausgehend vom C-Terminus des Peptides
synthetisiert. Dreifach-Kopplungen von Aminosduren wurden mit Diisopropylcarbodiimid
und N-Hydroxybenzotriazol-Aktivierung in DMF durchgefiihrt. Die Kopplungszeit betrug 10
Minuten, danach wurde 10 Minuten mit 20%igem Piperidin in DMF deblockiert. Die Analyse
der freien Amino-Funktionen wurde nach jedem Zyklus mit einer Losung aus
Bromphenolblau in DMF durchgefiihrt. Nach dem letzten Zyklus wurden alle Peptide N-
terminal mit 2%igem Essigsdure-Anhydrid in DMF acetyliert. Zum Schluss wurden die
geschiitzten Seitenketten mit einer Mischung aus 95 % Trifluoressigsdure und 5 %
Dichlormethan fiir 30 Minuten wieder freigelegt. Ein einzelner Peptidspot auf der
Cellulosemembran war etwa 0,5 cm® groB und enthielt 50 nmol Peptid. Die Sequenzen der
Peptide sind im Abschnitt 8.11 dargestellt. Die immobilisierten Peptide wurden als
Phosphatase-Substrate untersucht.

Die Membran wurde, wie in Abschnitt 3.4.6 beschrieben, gestrippt, fiir zwei Stunden in
Rotiblock (Carl Roth GmbH + CO. KG, Karlsruhe, Deutschland) 1:10 blockiert, zwei mal
kurz mit PP-Basispuffer gespiilt und iiber Nacht mit Phosphorylierungsmix inkubiert. Der
Phosphorylierungsmix enthielt 0,1 % (v/v) 2-Mercaptoethanol, 0,2 uM ATP, 2500 Units
PKA, 0,25 mCi [y’P]-ATP und 10 mM Magnesiumacetat-Tetrahydrat in PP-Basispuffer. Der
Phosphorylierungsmix wurde am néchsten Morgen abgenommen, die Membran drei mal 10
Minuten mit TBST gespiilt, feucht eingeschweifit und in einer Phosphorlmager-Kassette
exponiert und mit dem STORM 860 (GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen, Deutschland)
ausgelesen.

Eine radioaktiv markierte Membran wurde in zwei gleiche Teile geteilt, 10 Minuten in TBST
gespiilt, gestrippt, 10 Minuten in einer Phosphorlmager-Kassette exponiert und mit dem
STORM 860 ausgelesen. Die Membranen wurden zwei Stunden mit Rotiblock 1:10 blockiert.
Danach wurden die Membranen zwei mal kurz mit PP-Basispuffer gespiilt und iiber Nacht bei
30 °C mit PP5 mit Arachidonsdure oder Ethanol inkubiert. Fiir eine Inkubation mit
rekombinanter PP2Cg wurden die Membranen zweimal kurz mit Substratpuffer fiir PP2C
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gespiilt und iiber Nacht bei 30 °C mit PP2Cg mit Magnesiumacetat oder unter
Kontrollbedingungen inkubiert.

Der Ansatz fiir die Inkubation mit PP5 und Arachidonsiure enthielt 2 mg rekombinante PP5
Eluat 1, 0,1 % (v/v) 2-Mercaptoethanol und 0,2 mM Arachidonsdure und wurde mit PP-
Basispuffer auf 10 ml aufgefiillt. Der Ansatz fiir die Inkubation mit PP5 und Ethanol enthielt
0,25 % (v/v) Ethanol anstelle von Arachidonsidure. Der Ansatz fiir die Inkubation mit PP2Cg
und Magnesiumacetat enthielt 10,4 pg rekombinante PP2Cg Eluat 1, 0,1 % (v/v) 2-
Mercaptoethanol und 0,7 mM Magnesiumacetat und wurde mit Substratpuffer PP2C auf 10
ml aufgefiillt. Der Kontrollansatz enthielt steriles destilliertes Wasser anstelle von
Magnesiumacetat.

Am néchsten Morgen wurde die Inkubationslésung abgenommen und die Membranen dreimal
10 Minuten mit TBST gespiilt, feucht eingeschweilt und 30 Minuten in einer
PhosphorImager-Kassette exponiert und diese mit dem STORM 860 (GE Healthcare Europe
GmbH, Miinchen, Deutschland) ausgelesen.

Die Spots wurden mit ImageQuant®-Software und den unten stehenden Gleichungen
ausgewertet.

Gleichung 1 (Anderung der Signalstirke jeder einzelnen Membran wihrend des
Versuchs):

% von vor Inkubation mit Phosphatase = Wert des Spots nach Inkubation mit Phosphatase /
Wert des Spots vor Inkubation mit Phosphatase x 100

Gleichung 2 (Vergleich der Membran mit aktiver PPS mit der Kontrollmembran):

% Arachidonsdure - % Ethanol = % von vor Inkubation mit PP5 (Arachidonsédure) - % von
vor Inkubation mit PP5 (Ethanol)

Gleichung 3 (Vergleich der Membran mit aktiver PP2Cy mit der Kontrollmembran):

% Magnesiumacetat - % Kontrolle = % von vor Inkubation mit PP2Cg (Magnesium) - % von
vor Inkubation mit PP2Cg (Kontrolle)

Da Substrate, deren Phosphorylierungsstelle ein Threoninrest war, auf den radioaktiv
markierten Peptidmembranen schlecht markiert wurden, wurden diese Substrate als Peptide
mit Phospho-Threonin auf Peptidmembranen synthetisiert. Die Dephosphorylierung erfolgte
wie oben beschrieben. Der Phosphorylierungszustand der Peptide wurde mittels Westernblot
mit anti-phospho-Threonin-Antikorper nachgewiesen. Die Entwicklung der Membranstreifen
erfolgte mit ECF. Der Phosphorylierungzustand der PP5-behandelten Peptide mit Ethanol
bzw. Arachidonsdure wurde verglichen. Als Kontrolle wurde die Membran ohne PP5 und mit
Arachidonsdure behandelt.

3.4.8.3. Bestimmung von Protein-Phosphatase-Aktivititen gegeniiber [**P]-PLB

[32P]—markiertes rekombinantes Phospholamban wurde nach der Methode von Neumann et al.,
1999 hergestellt. Der Reaktionsansatz enthielt 200ul rekombinantes Phospholamban (0,044
mg), 2500 U PKA (NEB), 0,1 mCi [732P]—ATP, 0,2 uM ATP (kalt), 0,003 mM DTT, 0,16 %
2-Mercaptoethanol, 50 mM Tris-HCI, 1 mM MgCl, (pH 7,4). Der Ansatz wurde 1 Stunde bei

30 °C inkubiert, kurz auf Eis gestoppt und dreimal 6 Stunden dialysiert. Der
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Phosphorylierungszustand wurde durch Gelelektrophorese und nachfolgende Autoradiografie
ermittelt. Der Versuchsansatz enthielt [*°P]-markiertes Phospholamban, 2,5 pg PP5, 200 uM
Arachidonsdure oder 2 % (v/v) Ethanol als Kontrolle in 50 mM Tris-HCI pH 7,4 in einem
Ansatz von 50 ul. Die Ansidtze wurden in 1,5 ml Reaktionsgefilen bei 30 °C auf einem
Heizblock inkubiert. Gestoppt wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 ul 2 x Ladepuffer fiir
SDS-Page mit SDS und 3 mg/ml DTT. Die Proben wurden gemischt, in fliissigen Stickstoff
schockgefroren und bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Die Elektrophorese der
Proben erfolgte in einem 12%igen Porzio-Trenngel und einem 4%igem Sammelgel bis die
Lauffront das untere Ende des Gels erreicht hatte. Es folgte eine Fiarbung des Gels mit
Coomassie fiir eine Stunde und eine Entfarbung iiber Nacht. Das Gel wurde in Folie
eingeschweil3t, 30 Minuten in einer Phosphorlmager-Kassette exponiert und im STORM 860
(beides GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen, Deutschland) ausgelesen. Die Auswertung
erfolgte mit ImageQuant®-Software (GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen, Deutschland).
Fiir eine Substratabhingigkeit wurden 1 bis 5 ul [**P]-Phospholamban und 2,5 ug PP5
verwendet. Als Kontrolle wurde ein Ansatz von 5 pl [**P]-Phospholamban mit alkalischer
Phosphatase behandelt. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 30 °C inkubiert.

Die Zeitabhingigkeit der Dephosphorylierung wurde mit 2,5 pl [**P]-markiertem
Phospholamban und 2,5 pg PP5 durchgefiihrt. Zeiten waren 30 Minuten, eine Stunde, 1,5
Stunden, zwei Stunden, drei Stunden und 4 Stunden.

3.4.8.4. Bestimmung von Protein-Phosphatase-Aktivitiiten gegeniiber Threoninl7
phoshoryliertem PLB-Peptid

Die Sequenz des Peptides entsprach den 12 C-terminalen Aminosduren von PLB
(RSAIRRAST(PO4)IEY). Thr”—phosphoryliertes Phospholamban-Peptid (0,5, 1 und 2 pg)
wurde in 500 mM Tris-Puffer pH 7,4 mit 2,5 pg PP5 mit 200 uM Arachidonsdure bzw. als
Kontrolle mit 2 % (v/v) Ethanol 4 Stunden inkubiert, je dreimal 6 pul wurden auf eine
Membran getropft, getrocknet und die Phosphorylierung mit dem anti-phospho-Threonin-
Antikorper nachgewiesen. Die Entwicklung der Membranstreifen erfolgte mit ECF. Der
Phosphorylierungzustand des Peptids bei Behandlung mit Ethanol bzw. Arachidonsiure
wurde verglichen. Als weitere Kontrolle wurde der Versuch mit 2 pg Peptid mit PP2Cg
durchgefiihrt.

3.4.8.5. Bestimmung von Protein-Phosphatase-Aktivitiiten gegeniiber [**P]-DARPP-32
[33P]—markiertes DARPP-32 wurde von Susann Kilka (Max-Planck-Forschungsstelle fiir
Enzymologie der Proteinfaltung) hergestellt und freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.
Der Phosphorylierungsmix enthielt: 19,6 uM rekombinantes DARPP-32 (Calbiochem, La
Jolla, CA, USA), 75 uCi [y"P]-ATP (Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig,
Deutschland), 0,25 pl Proteaseinhibitoren (eine Tablette in 1 ml geldst, Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Deutschland), 17500 U PKA, 20 mM MgCl,, 2 mM DTT, 200 uM ATP
in PKA-Puffer (Ansatz von 50 pl). Der Ansatz wurde bei 30 °C iiber Nacht auf einem
Heizblock inkubiert und mittels Mini Quick Spin Columns (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Deutschland) gereinigt.
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Protein-Phosphatase-Aktivititen wurden in einem Volumen von 5 ul gemessen. Der Ansatz
enthielt 1 pl [*>P]-markiertes DARPP-32 in entsprechender Verdiinnung, 1 ul PP5 (Eluat 1),
200 uM Arachidonséure oder 2 % (v/v) Ethanol als Kontrolle und PP-Basispuffer. Der Ansatz
wurde mit einem Tisch-Riittler gemischt, kurz bei 4 °C zentrifugiert und bei 30 °C inkubiert.
Fiir die Substratabhingigkeit wurde 20 Minuten und fiir die Zeitabhingigkeit 5, 10 und 20
Minuten inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wurden 20 ul 20 % (w/v) TCA und 1,5 ul 100
mg/ml BSA hinzugefiigt, gemischt, 15 Minuten auf Eis inkubiert und 15 Minuten bei 13.000
xg zentrifugiert (Zentrifuge Beckman Avanti'“30, Rotor F2402H). Der Uberstand wurde
abgenommen und freigesetzte Radioaktivitit mit Szintillator in Szintillationsgefiflen im
Szintillator (,,Liquid Scintillation Analyzer”, Cranberra-Packard GmbH, Dreieich,
Deutschland) gemessen. Das Sediment wurde mit 50 ul eiskaltem Aceton versetzt, gemischt
und 10 Minuten bei 13.000 xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Zum Sediment
wurde Szintillator gegeben, resuspendiert und in ein Szintillationsgefid3 iiberfiihrt und
ebenfalls im Szintillator gemessen.

3.4.9. Phosphorylierung von PPS mit PKA

Es wurde untersucht, ob PP5 durch PKA phosphoryliert werden kann (8.9).
Die Ansitze wurden gemischt und tiber Nacht bei 30 °C auf einem Heizblock inkubiert. Zum
Stoppen der Reaktion wurde % Volumen 5 x Ladepuffer fiir SDS-Page mit SDS mit 15 mg/ml
DTT zugegeben, die Ansdtze gemischt und 10 Minuten bei 95 °C hitzedenatueriert. Der
Nachweis erfolgte mittels Gelelektrophorese, Coomassie-Farbung, Exposition in einer
Phosphorlmager-Kassette und Auswertung mittels ImageQuant®-Software.

3.4.10. Riickphosphorylierung

Mit 10° M Isoprenalin- bzw. mit Puffer behandelte Herzen (siehe 3.5.5) der Linie PP5-K20
wurden, wie in 3.4.2 beschrieben, homogenisiert. Jeweils 200 pg Probe wurden
elektrophoretisch getrennt und auf Nitrozellulosemembran transferiert. Der Blot wurde mit
,»tripping-Puffer behandelt (3.4.6) und zwei Stunden mit Rotiblock, 1:10 verdiinnt,
blockiert. Nach zweimaligem kurzen Spiilen des Membranstreifens in PP-Basispuffer folgte
eine Inkubation mit Phosphorylierungsmix iiber Nacht. Der Phosphorylierungsmix enthielt:
2,1 mg/ml Magnesiumacetat, 0,1 % (v/v) 2-Mercaptoethanol, 0,2 uM ATP (kalt), 250 U PKA
und 0,5 mCi [y °P]-ATP in PP-Basispuffer. Am nichsten Morgen wurde der
Phosphorylierungsmix abgenommen, die Membran drei x 10 Minuten mit TBST gespiilt,
eingeschweillt, eine Stunde in einer Phosphorlmager-Kassette exponiert, im STORM 860
ausgelesen und mit ImageQuant®-Software ausgewertet (GE Healthcare Europe GmbH,
Miinchen, Deutschland).

3.5. Arbeiten mit Tieren

Alle notwendigen behordlichen Genehmigungen zur Durchfithrung der Organentnahme und
Tierversuchen lagen vor (Aktenzeichen: 42502-02-691 MLU und 42502-5.14 MLU)).
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3.5.1. Tierlinien

Fir die Versuche wurden transgene Mauslinien (CD-1-Stamm) mit herzspezifischer
Uberexpression der PP5 benutzt. Abbildung 4 zeigt eine schematische Darstellung der a-
MHC-PP5-Expressionskassette. Die cDNA der Ratten-PP5S mit deren 3‘-untranslatierten
Region wurde freundlicherweise von Prof. M. Chinkers (University of South Alabama,
Mobile, AL, USA) zur Verfiigung gestellt. Nachdem die cDNA aus dem Klonierungsvektor
(pET-16b-Vektor, Novagen, Darmstadt, Deutschland) ausgeschnitten wurde, wurden die
Enden geglittet und die cDNA in die EcolCR-Restriktions-Schnittstelle der a-MHC-
Promotor-Expressionskassette mit dem SV40 Transkriptions-Terminator ligiert. Das
Transgen, bestehend aus dem a-MHC-Promotor, der kompletten Protein-kodierenden Region
der Ratten-PP5 und 483 bp der 3‘-untranslatierten Region, und der SV40-
Polyadenylierungssequenz, wurde aus dem Plasmid als 7,7 bp Nrul-Fragment isoliert und fiir
eine Mikroinjektion in befruchtete Maus-Oozyten (CD1, Memorec, Koéln, Deutschland)
benutzt. Miuse, die fiir das Transgen positiv waren, wurden durch Southern-Blot und PCR
der genomischen DNA der Schwanzspitze identifiziert. Die herzspezifische Expression wurde
durch den oa-MHC-Promotor erreicht. Der a-MHC-Promotor gewihrleistet eine geringe
Expression wihrend der Embyonalentwicklung und eine starke postnatale Expression der von
diesem Promotor kontrollierten Gene (Gulick et al., 1991). Als Kontrollen dienten
gleichaltrige Wildtyp-Geschwistertiere. Benutzte Tierlinien waren PP5-K20 und PP5-K14,
wobei die Linie PP5-K20 eine stirkere Uberexpression des Transgens als die Linie PP5-K14
zeigte (4fache vs. 3fache Uberexpression, Gergs et al., 2004b). Tiere wurden in
schallisolierten Rdumen im 12:12 Licht-Dunkel-Zyklus mit handelsiiblichem Labortierfutter
(Altromin GmbH, Lage, Deutschland) und Leitungswasser versorgt und zur Unterscheidung
mit Ohrmarken markiert.

Mrul Sall Pstl Meul
| | | |
}> 5440 bp *{ —— 4% bp ————— — 482bp —— 1é0bp —
o-WHC- : :
1 Promotor cDIA PPL (Ratius norvegicus) — 3UTE polyd
WMHC-SEQ-Fl1-w 614 bp «+ PP5-SEQ-F3R

Abbildung 4: schematische Darstellung der a-MHC-PP5-Expressionskassette, die zur
Herstellung der transgenen Maiuse verwendet wurde. Mittels PCR mit spezifischen
Primern (MHC-SEQ-P1 und rPP5-SEQ-P3R) wurde das Transgen in genomischer DNA
der Maus nachgewiesen (Produktgrofie: 614 bp).
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3.5.2. Narkose und Herzpriparation

Miuse wurden mit 50 - 75 mg/kg Korpergewicht Pento-Barbital i.p. und 500 U Heparin i.p.
narkotisiert. Mit einer Pinzette wurde die Reflexfreiheit bei Zehenreizung iiberpriift. Erst dann
wurde die Bauchdecke erdffnet und das Herz ziigig entnommen, in 0,9 % (w/v) NaCl-Losung
gespiilt, von Blutresten befreit und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung
erfolgte bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung.

Fiir Perfusionen von Herzen im isolierten perfundierten Herzmodell wurde eine 0,67 g/ml
Urethan-Stammlosung frisch hergestellt. Den Miusen wurde von dieser Stammldsung das 4,9
fache in pul des Korpergewichtes (g) i.p. gespritzt. In eine Krebs-Henseleit-Puffer (Grupp et
al., 1998) enthaltende Schale, in der das Herz prépariert wurde, wurden 3 - 4 Tropfen Heparin
(5000 U/ml) gegeben.

3.5.3. Applikation von Lipopolysaccharid (LPS)

Maiusen wurden i.p. 27 pug Lipopolysaccharid/g Korpergewicht in 0,9 % (w/v) NaCl-Losung
oder als Kontrolle 0,9%ige (w/v) NaCl-Losung appliziert (jeweils in einem Volumen von 100
ul). Die Korpertemperatur wurde am Versuchstag 0 und am Versuchstag drei mit einem
Thermometer (Comfort Touch Stirnthermometer, Kaz Europe SA, Lausanne, Schweiz)
gemessen. Nach drei Tagen wurden die Tiere mit 50 - 75 mg/kg Korpergewicht Pentobarbital
i.p. narkotisiert und erhielten 500 U Heparin. Durch Offnung des Bauch- und Brustraumes
wurden das Herz, ein Teil der Leber, beide Nieren, die Milz und Blut entnommen. Die Organe
wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Das Herz wurde im isolierten perfundierten
Herzmodell (3.5.5) anterograd perfundiert und anschlieBend in fliissigem Stickstoff
eingefroren. Alle entnommenen Organe wurden bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung
aufbewahrt. Mittels Feinwaage wurden die Organgewichte ermittelt. Das Blut (etwa 450 ul)
wurde mit 50 ul 2000 U/ul Heparin aufgenommen und im Reaktionsgefdall vorsichtig
geschwenkt. Bis zur weiteren Bearbeitung wurde das Blut auf Eis gelagert. Das Blut wurde
fiir 10 Minuten bei 2.500 xg in einer Eppendorf-Tischzentrifuge (Modell 5415 C, Eppendorf
AG, Hamburg, Deutschland) zentrifugiert, der Uberstand (Plasma) wurde in ein neues
Reaktionsgefif} tiberfiihrt und bei -20 °C gelagert.

3.5.4. Bestimmung von Interleukin-6-Konzentrationen

In Plasmaproben aus 3.5.3 wurde die IL6-Konzentration mit Hilfe eines funktionalen 7TD1-
Assays fiir den IL6-Nachweis bestimmt (Schromm et al., 1998 und 2000, Westphal, 2003).
Die Bestimmung wurde im Labor von Dr. H. Loppnow (Martin-Luther-Universitit Halle-
Wittenberg, Zentrum fiir Innere Medizin, Universititsklinik und Poliklinik fiir Innere Medizin
III, Ernst-Grube-Strale 40, 06120 Halle) durchgefiihrt. Mit Hilfe der IL6-abhingigen murinen
B-Zelllinie 7TD1 wurde die biologische IL6-Aktivitdt bestimmt. Kultivierung der Zelllinie
erfolgte in RPMI 1640 mit 10 % (v/v) fetales Kilberserum, 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin,
1 % (w/v) L-Glutamin, 100 pg IL-6/ml und 0,5 pM 2-Mercaptoethanol. Proben bzw. der IL6-
Standard (10 ng/ml) wurden in 96-Well-Mikrotiter-Platten in 50 ul 7TDI-
Verdiinnungsmedium (RPMI 1640, 2 % (v/v) fetales Kilberserum, 1 % (v/v)
Penicillin/Streptomycin, 1 % (w/v) L-Glutamin) stufenweise in 1:4 Schritten verdiinnt. Nach
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zweimaliger Zentrifugation (150 x g, 10 Min) wurden die 7TD1-Zellen in Zellmedium (RPMI
1640, 18 % (v/v) fetales Kélberserum, 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin, 1 % (w/v) L-
Glutamin, 1 puM 2-Mercaptoethanol) aufgenommen. 50 pul Probe oder Standard wurden
zusammen mit 50 ul Zellsuspension (40.000 Zellen/ml) 72 Stunden bei 37 °C und 7,5 % CO,
inkubiert. Nach Zugabe von 10 ul MTT-Losung pro Well (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
Diphenyltetrazolium-Bromid, 5 mg/ml in PBS mit Ca** und Mg*") folgte eine weitere
Inkubation fiir 4 Stunden. Gestoppt wurde mit 100 ul Stop-Losung/Well (5 % (w/v) SDS, 50
% (v/v) Dimethylformamid) und die Extinktion der Proben wurde im ELISA-MeBgerit
(Spectra-Flour, Tecan, Berlin, Deutschland) bei 540 nm bestimmt. Anhand des IL6-Standards
wurde die IL6-Aktivitit der Proben bestimmt.

3.5.5. Messung kontraktiler Parameter des Herzens an isolierten perfundierten
Maiuseherzen

Mit der Methode des isolierten perfundierten Herzens (,,isoliert-perfundiertes Arbeit-
leistendes Herz*“-Modell oder “Working-heart”’-Modell) ist es moglich, die Myokardfunktion
unabhidngig von autonomem oder hidmodynamischem Feedback oder anderen
Kompensationen zu untersuchen (Grupp et al., 1998). Die Methode wurde, wie in Grupp et
al., 1998 beschrieben, durchgefiihrt. Als Nachlast wurde 50 mmHg und als Vorlast 5
ml/Minute eingestellt. Als Nachlast wird der Aortendruck und als Vorlast die Fiillung des
Herzens bezeichnet (Silbernagl und Despopoulos, 2003). Nach der Priparation des Herzens
wurde dieses mit Krebs-Henseleit-Puffer (Grupp et al., 1998) zunichst im Langendorft-
Modus (retrograd) iiber die Aorta perfundiert und danach 30 Minuten anterograd iiber den
linken Vorhof perfundiert, es folgte die Applikation einer Substanz bzw. von Puffer fiir 5
Minuten. Nach dem Versuch wurde das Herz in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —
80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Wihrend der Perfusion wurden die
Kontraktionsdaten mit Hilfe des Programms ,,Chart 5 (PowerLab)* aufgezeichnet. Folgende
Daten wurden aufgezeichnet: Druck des linken Ventrikels (mmHg), des linken Vorhofs
(mmHg) und der Aorta (mmHg) sowie Frequenz (Schlige/Minute) und 1. Ableitung des
links-ventrikuldren Drucks (mmHg/s). Aus den Druckkurven des linken Ventrikels wurden
Einzelkontraktionen hinsichtlich der Relaxationszeit (Tf10-90, Tf20-90 und Tf50-90, siche
Abbildung 5) ausgewertet.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Relaxationszeit. Tf10-90, T£20-90 und Tf50-
90 sind die Zeit von 10, 20 bzw. 50 % bis 90 % Relaxation.

3.5.6. Priaparation von Herzmuskelzellen aus adulten Mausherzen

Herzmuskelzellen wurden aus Herzen von drei Monate alten Méusen nach der Methode von
Ponicke et al., 2000 und 2006 prépariert. Nach Narkose mit 50 - 75 mg/kg Korpergewicht
Pento-Barbital i.p. und 500 U Heparin i.p. wurde der Brustraum ged6ffnet, ein Faden um den
Aortenbogen gelegt, locker verknotet und mit einer Klemme fixiert. Die untere Aorta
thoracica wurde durchgeschnitten und das Herz vorsichtig herausgeschnitten sowie der
Aortenbogen in Hohe der Arteria carotis communis sinistra durchtrennt. Das Herz wurde in
eiskalte physiologische NaCl-Losung gelegt und in einer kleinen Schale mit begaster NaCl-
Losung kaniiliert. Das Herz wurde an eine Langendorff-Apparatur angeschlossen und 5
Minuten mit Losung B perfundiert. Es folgten 5 Minuten Perfusion mit Losung A mit 0,1 %
fettsdure-freiem BSA. Es wurde auf rezirkulierende Perfusion mit Losung C1 umgeschalten.
Nach 5 Minuten wurde durch Zugabe einer 100 mM CaCl,-Losung die Ca’*-Konzentration
auf 0,025 mM, nach 10 Minuten auf 0,05 mM und nach 15 Minuten auf 0,1 mM erhoht. Die
Perfusionsfliissigkeit wurde unter dem Mikroskop auf Herzmuskelzellen iiberpriift. Das Herz
wurde aus der Apparatur genommen und auf einem Uhrglas der rechte Ventrikel
abgeschnitten. Der linke Ventrikel wurde mit zwei Skalpellmessern zerschnitten und in
Perfusionslosung in einem Becherglas iiberfiihrt und im Wasserbad bei 37 °C begast und
inkubiert. Nach zwei Minuten wurden Gewebestiickchen mit einer sterilen Pipette aufgesaugt
und langsam wieder auslaufen gelassen. Dieser Vorgang wurde bis 10 Minuten wiederholt.
Danach wurde die Suspension in 25 ml-Rohrchen iiberfiihrt, fiir 2 Minuten bei 400 x g

zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Nach Resuspendieren des Sediments mit Losung
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D wurde die Suspension nochmals zentrifugiert und der Uberstand abgenommen und das
Sediment in Losung D aufgenommen. Nach Filtration durch einen Nylonfilter wurden die
Zellen langsam sedimentieren gelassen, der Uberstand vorsichtig abgenommen und in Losung
D resuspendiert, nochmals langsam sedimentieren gelassen, der Uberstand abgenommen und
das Sediment in Medium M199 mit 10 % (v/v) neugeborenes Kélberserum und 1 % (v/v)
Penicillin/Streptomycin aufgenommen. Die Zellzahl und die Anzahl von Stidbchen-formigen
und abgerundeten Zellen wurde in einer Sedgewick-Rafter-Zahlkammer bestimmt. Fiir
Versuche wurden nur Zellprdaparationen benutzt bei denen der Anteil Stidbchen-formiger
Zellen iiber 70 % der gesamten Zellen betrug. Herzmuskelzellen wurden auf 100.000
Zellen/ml in Medium M199 mit 10 % (v/v) neugeborenes Kilberserum und 1 % (v/v)
Penicillin/Streptomycin (alles von Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) verdiinnt und bis zur
weiteren Verwendung in einem Inkubator mit Wasser-gesittigter Atmosphére mit 95 % Luft
und 5 % CO, bei 37 °C inkubiert.

3.5.7. Versuche mit isolierten Herzmuskelzellen

3.5.7.1. Markierung von Zellen mit [32P]-Phosph0rséiure

Herzmuskelzellen wurden in Losung C aufgenommen (100.000 Zellen/ml) und auf einem
Heizblock 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Losung C wurde abgenommen und durch
Losung C mit 0,5 mCi [*2P]-Phosphorsiure ersetzt. Die Zellen wurden vorsichtig geschwenkt
und eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
Applikationslosung und Adenosindeaminase zu den Zellen gegeben, wodurch eine
Konzentration von 1,7 mg/ml erreicht wurde, geschwenkt und 10 Minuten inkubiert. Die
Zellen wurden aufgeteilt und weiter behandelt.

3.5.7.2. p-adrenerge Stimulierung von Zellen mit Isoprenalin

Herzmuskelzellen wurden wie in 3.5.7.1 beschrieben markiert. Die Zellen wurden in Aliquots
aufgeteilt und mit 10'10, 10'9, 10'8, 10'7, 10'6, 107 , 10* mol/l Isoprenalin oder mit
Kontrolllésung 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde mit Ladepuffer fiir SDS-
Page mit SDS und DTT abgestoppt, das Zelllysat gemischt und bei —20 °C bis zur weiteren
Verwendung gelagert. Proben wurden 10 Minuten bei 95 °C hitzedenaturiert und auf ein
12%iges Porzio-Trenngel mit 4%igem Sammelgel aufgetragen, bei 50 mA elektrophoretisch
getrennt, die Gele mit Coomassie gefarbt, getrocknet, in einer PhosphorImager-Kassette
exponiert und die Kassette mit dem STORM 860 ausgelesen. Die Tnl-Phosphorylierung
(Bande bei etwa 30 kDa) sowie die Phospholamban-Phosphorylierung (Bande bei etwa 6
kDa) wurde mit der ImageQuant®-Software ausgewertet. Durch einen Abgleich auf eine
Bande mit konstanter Phosphorylierung konnten verschiedene Gele verglichen werden bzw.
Beladungsunterschiede der Proben ausgeglichen werden.

Um die Phosphorylierung von Phospholamban an Ser'® zu untersuchen wurden Zellen, wie im
Abschnitt oben beschrieben, ohne [32P]—Phosph0rséure behandelt. Der
Phosphorylierungszustand des Phospholambans wurde mittels Westernblot untersucht. Der
immunologische Nachweis von CSQ diente hier als Beladungskontrolle.
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3.6. Menschliche Proben

Patientenproben aus dem rechten Vorhof stammten aus dem Universititsklinikum Halle und
wurden in Kooperation mit der Universititsklinik fiir Herz und Thoraxchirurgie (Leitung:
Prof. R.-E. Silber) gesammelt. Die Gewebeentnahme erfolgte im Rahmen einer Routine-
Bypass-Operation. Die Patienten wurden aufgeklirt und stimmten vorher der Abgabe von
Proben zu. Ventrikelgewebe stammte von Organspenden bzw. von Spenderherzen, die fiir
eine Transplantation nicht geeignet waren (Universitédtskliniken Miinster und Hamburg).

3.7. Statistische Auswertung

Es wurden Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) berechnet, n ist die Anzahl
der Einzelwerte. Statistisch signifikante Unterschiede wurden mittels t-Test fiir verbundene
bzw. unverbundene Stichproben {iiberpriift. p-Werte < 0,05 wurden als signifikant (*)
angesehen.
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4. Ergebnisse

4.1. Expression rekombinanter Protein-Phosphatasen in E. coli

4.1.1. PPS

Rekombinante PP5 wurde in E. coli exprimiert und mit dem Protino-Kit bzw. mittels Ni-
NTA-Sdule und Fast Protein Liquid Chromatografie (FPLC) aufgereinigt. Die FPLC
ermOglicht eine Trennung von Proteinen aus einem komplexen Reaktionsgemisch. Durch
Coomassie-Fiarbung von Proteingelen und Westernblots gegen PP5 und gegen den His-Tag
wurde die Qualitdt der Priparationen analysiert. Ein His-Tag ist ein Motiv in Proteinen,
welches mindestens 6 Histidin-Reste hintereinander am N- oder C-Terminus enthilt.
Abbildung 6 zeigt ein Coomassie-gefirbtes Gel einer FPLC-Pridparation. Es wurden der
Durchlauf vom Dialysepuffer, der Durchlauf vom Waschpuffer und die Fraktionen 44, 51, 54,
57, 60, 63 und 66 aufgetragen. In den Fraktionen 51, 54, 57, 60, 63 und 66 ist jeweils eine
Bande bei 58 kDa (PPS5) und eine Bande unter 58 kDa (mdgliches proteolytisches Fragment)
zu sehen. Trotz Kiihlung und Zugabe von Proteasehemmstoffen wihrend der Aufreinigung
blieb eine Bande bei etwa 45 kDa nachweisbar, was auf eine eventuelle Proteolyse schon
wihrend der Expression hinweisen konnte.

Die Protein-Phosphatase-Aktivitdt der PPS5-Prédparation wurde im p-Nitrophenylphosphat-
Assay (pNPP-Assay) untersucht. Die maximale Protein-Phosphatase-Aktivitit war in den
Fraktionen Nummer 55 bis 59 messbar. Die Protein-Phosphatase-Aktivitit wurde nur
schwach durch Arachidonsédure stimuliert (Abbildung 7).

Nach der Reinigung der PP5 mit dem Protino-Kit war im Westernblot mit einem Antikorper
gegen PP5 und gegen den His-Tag im 1. Eluat nach der Reinigung der PP5 mit dem Protino-
Kit die PP5 bzw. der His-Tag und ein proteolytisches Fragment nachweisbar (Abbildung 8).
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Abbildung 6: Nachweis der PPS5 im Coomassie-gefirbten Gel (1: Durchlauf
(Dialysepuffer), 2: Durchlauf (Waschpuffer), 3: Molekulargewichtsstandard (190, 120,
85, 60, 50, 40, 25, 20, 15 und 10 kDa), 4: Fraktion 44, 5: Fraktion 51, 6: Fraktion 54, 7:
Fraktion 57, 8: Fraktion 60, 9: Fraktion 63, 10: Fraktion 66).
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Abbildung 7: Protein-Phosphatase-Aktivitiit in FPLC-Fraktionen einer PPS5-
Aufreinigung mit pNPP als Substrat. Die Dephosphorylierung von pNPP wurde mittels
Messung der p-Nitrophenolat-Freisetzung bei 405 nm bestimmt.
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Abbildung 8: Nachweis der PP5 und des His-Tags im Westernblot (1: 1. Eluat (30 ul), 2:
2. Eluat (30 pl), 3: 3. Eluat (30 ul), 4: 1. Eluat (5 pl)).
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4.1.2. PP2C;

Rekombinante PP2Cg wurde in E. coli exprimiert und mittels SDS-Gelelektrophorese und
Coomassie-Fiarbung (Abbildung 9 A) sowie Westernblot (Abbildung 9 B) nachgewiesen. Im
Coomassie-gefirbten Gel ist in der Spur des 1. Eluats (Spur 7 in Abbildung 9 A) eine Bande
bei etwa 40 kDa zu sehen, diese wurde im Westernblot als PP2Cg identifiziert.
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Abbildung 9: A: Nachweis der PP2Cg im Coomassie-gefirbten Gel (1: E. coli-Lysat vor
Induktion mit IPTG, 2: E. coli-Lysat nach Induktion mit IPTG, 3: Lysozymextrakt, 4:
Durchfluss durch His-Tag-Siule, 5: 1. Waschfraktion, 6: 2. Waschfraktion, 7: 1. Eluat,
8: 2. Eluat, 9: 3. Eluat, kDa: Molekulargewichtsstandard, B: Nachweis von PP2Cy (1.
Eluat) im Westernblot (10: 1. Eluat, kDa: Molekulargewichtsstandard).
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4.2. Klonierung der PP5-cDNA in einen eukaryotischen Expressionsvektor

Um die cDNA der PP5 in einer eukaryotischen Zelllinie exprimieren zu konnen, wurde ein
eukaryotischer Expressionsvektor (pcDNA 4/HisMax A, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) mit
BamHI und EcoRI geschnitten, elektrophoretisch getrennt und das Fragment gereinigt.

Da die cDNA der PP5 im PP5-PQE-Vektor keine entsprechenden Schnittstellen enthielt,
wurde die cDNA mittels PCR mit Primern, die Schnittstellen fiir BamHI und EcoRI
enthielten, amplifiziert. Die GroBe des erwarteten PCR-Produkts von etwa 1,5 kb stimmte mit
den Ergebnissen iiberein.

Das PCR-Produkt wurde in den pJET1/blunt-Klonierungsvektor ligiert und transformiert. Es
wurden Klone isoliert, amplifiziert und mittels Restriktionsverdau mit BamHI und EcoRI
getestet.

Fiir einen priparativen Restriktionsverdau wurde eine grolere Menge DNA von positiven
Klonen nacheinander mit BamHI und EcoRI geschnitten. Alle Proben wurden in einem
1%igen Agarosegel elektrophoretisch getrennt, die Bande bei 1,5 kb ausgeschnitten und
aufgereinigt.

Die aufgereinigten Restriktionsprodukte (PP5-cDNA und pcDNA 4/HisMax A) wurden ligiert
und in XLl kompetente Zellen transformiert. Es wurden Klone isoliert, amplifiziert und
mittels Restriktionsverdau iiberpriift (Abbildung 10).

AL 1 2 3 4 5 6 BL 1 2 3 4 5 6

LU

RN |

Abbildung 10: Uberpriifung der pcDNA/HisMax-PP5 A-Klone mittels A:
Restriktionsverdau mit EcoRI und BamHI und B: mittels PCR (L: 1 kb-DNA-Leiter
(10, 8,6,5,4,3,5,3,2,5,1,5, 1, 0,75, 0,5 und 0,25 kb), 1: Klon Nr 1, 2: Klon Nr 2, 3: Klon
Nr 3, 4: Klon Nr 4, 5: Klon Nr 5, 6: Klon Nr 6).

Die erwarteten Fragmente waren 5235 bp (Vektor) und 1492 bp (PP5) gro3. Alle Klone waren
positiv. Die Sequenz des Klons Nr 1 wurde mittels Sequenzierung bestétigt. Es wurden keine
Mutationen nachgewiesen.

Abbildung 11 zeigt eine Plasmidkarte des pcDNA/HisMaxA-PP5-Plasmids.
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BamHI- 1180

pcDNA 4-HisMaxA-PP5
(6,7 kb)

EcoRI- 2672

Abbildung 11: Plasmidkarte des pcDNA/HisMaxA -PP5-Plasmids.

4.3. Klonierung der PP2Cg-cDNA in einen eukaryotischen Expressionsvektor

Fiir die Generierung einer transgenen Mauslinie mit herzspezifischer Uberexpression der
PP2C wurde die cDNA der PP2Cy mittels PCR amplifiziert. Das PCR-Produkt entsprach der
erwarteten Grofle von etwa 1,2 kb. AnschlieBend wurde das PCR-Produkt in den
pJET1/blunt-Klonierungsvektor kloniert.

Fiir eine Klonierung in den paMHC-Vektor wurden die Plasmide pJET1-PP2Cg und paMHC
mit Eco52I und Kpnl geschnitten. Die Produkte wurden miteinander ligiert und in kompetente
E. coli XL1pwe-Zellen transformiert. Die Plasmid-DNA-enthaltenden Klone wurden mittels
Doppelverdau mit Eco52I und Kpnl getestet. Das paMHC-PP2Cg-Plasmid eines positiven
Klones wurde mittels Qiagen EndoFree-Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) fiir die
Injektion in Oozyten von Miusen gereinigt. Die Identitit des Plasmids wurde mittels
Doppelverdau mit Eco521 und Kpnl sowie mittels Verdau mit Nrul elektrophoretisch
tiberpriift (Abbildung 12). Das mit Nrul geschnittene Plasmid stand fiir die Injektion in
Mausoozyten zur Verfiigung.

Abbildung 13 zeigt eine Plasmidkarte des paMHC-PP2Cg-Plasmids.
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Abbildung 12: Restriktionsverdau der gereinigten poMHC-PP2Cg-Plasmid-DNA mit 1:
Eco521 und Kpnl bzw. bei 2: mit Nrul, L: 1 kb-DNA-Leiter (10, 8, 6, §, 4, 3,5, 3, 2,5, 1,5,
1, 0,75, 0,5 und 0,25 kb).

Kpnl
Nrul

paMHC-PP2CPB

(9,2 kb)

Abbildung 13: Plasmidkarte des paMHC-PP2Cg-Plasmids.
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4.3.1. PP2C;-Proteinexpression in verschiedenen Organen

PP2Cg konnte mittels Westernblot in der Leber und in Herzmuskelzellen der Maus
nachgewiesen werden. Leberproben wurden gewihlt, da PP2Cg bekanntermalen in der Leber
exprimiert wird (Ohnishi et al., 1999).

1 2 3 4 kDa
- 94

- 67

2 4 - 45

Abbildung 14: PP2Cg-Nachweis in Proben von Maus und Ratte (100 pg Protein/Spur, 1:
Rattenleber, 2: Maus-Herzmuskelzellen, 3 und 4: Mausleber).
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4.4. Protein-Phosphatase-Aktivitiiten
44.1. PP5

4.4.1.1. Dephosphorylierung von [**P]-Casein

Die Protein-Phosphatase-Aktivitdt rekombinanter PP5S wurde mit [32P]—Casein als Substrat
untersucht. In jedem Versuch wurden unspezifische und Gesamtaktivitit der Ansitze mit
bestimmt, nur wenn die unspezifische Aktivitit weniger als 10 % der Gesamtaktivitiit betrug,
wurden die Versuche ausgewertet. In einer Proteinabhédngigkeit wurden 1 bis 5 pg PPS in
ithrer Aktivitit gegeniiber [32P]—Casein unter unstimulierten Bedingungen (Ethanol,
Losungsmittelkontrolle) und nach Stimulierung durch 200 uM Arachidonsdure untersucht.
Die Protein-Phosphatase-Aktivitit von PP5 war in Anwesenheit von Arachidonsédure
gegeniiber unstimulierten Bedingungen erhoht (Abbildung 15).

AuBlerdem wurde eine Zeitabhingigkeit der Dephosphorylierung von [**P]-Casein (3 bis 40
Minuten) bestimmt (Abbildung 16). Die Protein-Phosphatase-Aktivitidt der PP5 stieg unter
Arachidonsédure-Stimulierung bis etwa 20 Minuten an und erreichte dann ein Plateau. Unter
unstimulierten Bedingungen konnte nur ein geringer Anstieg der PP5-Aktivitit gemessen
werden.

NaF ist ein Hemmstoff der Serin/Threonin-Protein-Phosphatasen. Es wurde die Protein-
Phosphatase-Aktivitdt der PPS gegeniiber [**P]-Casein als Substrat in Anwesenheit von NaF
bzw. unter Bedingungen ohne NaF untersucht (60 Minuten Inkubation). Die Protein-
Phosphatase-Aktivitdt der rekombinanten PP5 war in Gegenwart von 50 mM NaF nicht mehr
durch Arachidonséure stimulierbar und entsprach der unstimulierten PP5 (Abbildung 17).

Ein weiterer Hemmstoff der Serin/Threonin-Protein-Phosphatasen ist Cantharidin,
Cantharidin hemmt die Arachidonséure-stimulierbare Protein-Phosphatase-Aktivitit der PP5
mit einem ICs9-Wert von 50 nM (Borthwick et al., 2001). Hier wurde ein Versuch mit 10* M
Cantharidin durchgefiihrt. Cantharidin hemmte PP5, wenn diese mit Arachidonsdure
behandelt worden war um 55 % (Abbildung 18).
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Abbildung 15: Proteinabhingigkeit der Protein-Phosphatase-Aktivitit von PPS
gegeniiber [**P]-Casein als Substrat im Vergleich zwischen Stimulierung mit 200 pM

Arachidonséiure und unstimulierte Bedingung (Ethanol, x p < 0,05 vs. Ethanol, n = 3).
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Abbildung 16: Zeitabhiingigkeit der Protein-Phosphatase-Aktivitit von PP5 gegeniiber
[**P]-Casein als Substrat im Vergleich zwischen Stimulierung mit 200 pM

Arachidonséiure und unstimulierte Bedingung (Ethanol, x p < 0,05 vs. Ethanol, n = 3).
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Abbildung 17: Hemmung der Protein-Phosphatase-Aktivitit von PPS gegeniiber [**P]-
Casein durch NaF (50 mM) im Vergleich zwischen Stimulierung mit 200 pM
Arachidonsiure und unstimulierte Bedingung (Ethanol, * p < 0,05 vs. Ethanol,
*p < 0,05 vs. Kontrolle, n = 3).

12000 1 m Ethanol

10000 - O Arachidonsaure

HH %

* +

B (o)) [0}

o o o

o o o

o o o
1

freigesetztes [32P] (cpm

Kontrolle Cantharidin

Abbildung 18: Hemmung der Protein-Phosphatase-Aktivitit von PPS gegeniiber [**P]-
Casein durch 10* M Cantharidin im Vergleich zwischen Stimulierung mit 200 pM
Arachidonsiure und unstimulierte Bedingung (Ethanol, * p < 0,05 vs. Ethanol,
*p < 0,05 vs. Kontrolle, n = 3).
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4.4.1.2. Dephosphorylierung membrangebundener Phosphopeptide

Um potentielle Substrate der PP5 zu finden, wurden Peptide, die aus der Literatur bekannte
PKA-Phosphorylierungsstellen enthielten, auf Zellulosemembranen synthetisiert. Die
Membranen wurden mit [y*°P]-ATP und PKA phosphoryliert und danach mit unstimulierter
(Ethanol) bzw. stimulierter (200 uM Arachidonsédure) rekombinanter PP5 behandelt. Es
wurde die Phosphorylierung der Peptide im Vergleich von PP5 mit Arachidonsdure und PP5
mit Ethanol untersucht, als Ausgangslage diente die Phosphorylierung vor dem Versuch. Die
Peptide wurden durch Datenbanksuche ermittelt (sieche 8.11). Abbildung 19 zeigt die
Membran nach der radioaktiven Markierung und vor der Behandlung mit PP5, Abbildung 20
zeigt die Membran nach Behandlung mit PP5 mit Arachidonsdure bzw nach
Kontrollbehandlung.

Die Auswertung ist in Tabelle 1 wiedergegeben. Dephosphoryliert wurden cGMP-gehemmte
Phosphodiesterase PDE3B (PDE3B, Serl0), Phospholamban (PLB, Serl6), cAMP-
responsives Element Modulator (CREMt, Ser113), Phospholipase C-yl (PLC-y1, Ser1248),
Kv4.2-a-Untereinheit des Shal-Typ K'-Kanals (Kv4.2, Ser552), Elongationsfaktor 2 Kinase
(EF-2-Kinase, Ser499), p,-adrenerger Rezeptor (B,AR, Ser345/Ser346/Ser261/Ser262),
Kir2.3 K*-Kanal (Kir2.3, Ser443), regulatorische (inhibitorische) Untereinheit 9B der PP1
(PPP1R9B, Ser94), Myosin-bindendes Protein C (Herzisoform, MBC-C,
Ser282/Ser302/Ser273), Troponin-Inhibitor (Herzmuskel, Tnl, Ser23/Ser24), Na",K*-ATPase
o1-Untereinheit (Na-K-H1, (Herz), Ser528), Bcl-2-Antagonist des Zelltodes (BAD, Serl55),
cAMP responsives Element-Bindingsprotein (CREB, Ser133), Na"H'-Austauscher 3 (NHE3,
Ser540), Ryanodin-Rezeptor 2 (RyR2, Ser2808), Phospholemman (PLM, Ser88), Human
Ether-A-Go-Go Related Gen / K™-Ionen-Transportkanal (hERG, Ser1140/Ser285), Inositol
1,4,5-Triphosphat Typ I Rezeptor (IP3R, Ser1588/Ser1755), cAMP-abhingige Proteinkinase
regulatorische Untereinheit Typ II, (PKA-RII,, Ser96), Dihydropyridin-sensitiver L-Typ-
Ca**-Kanal (Skelettmuskel, CICC, Ser687/Ser1502), Phospholipase C-B3 (PLC-B3, Ser1105)
und Kir6.2-Untereinheit des ATP-abhingigen K'-Kanals (Kir6.2, Ser372). Diese Proteine
konnten potentielle Substrate der PPS darstellen. Einige Peptide konnten nicht ausgewertet
werden, da sie von der PKA nicht phoshoryliert wurden (Tabelle 1).
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Abbildung 19: Typische Autoradiografie der Peptidmembran nach radioaktiver
Markierung (Phosphorylierung) mit [732P]-ATP und PKA.
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Abbildung 20: Typische Autoradiografie der Peptidmembran nach Behandlung mit PPS
in Gegenwart von Ethanol (Kontrolle) bzw. 200 uM Arachidonsiure.

43



Ergebnisse

Tabelle 1: Auswertung der Dephosphorylierungsversuche der Peptidmembranen mit

PP5 (n = 3).
Peptid (vgl. auch Position potentielles Substrat % Dephosphorylierung +
8.11): auf (wenn in allen Versuchen SEM
Membran dephosphoryliert)

PDE3B S10 J1/J6 potentielles Substrat 24 +
PLB S16 J3/18, potentielles Substrat 21

N5/N10,

M5/M10
CREMt S113 B2/B7 potentielles Substrat 21+
PLC-yl S1248 L3/1.8 potentielles Substrat 20+
Kv4.2 S552 B3/B8 potentielles Substrat 17x12
EF-2-Kinase S499 D2/D7 potentielles Substrat 16 £
B,AR S345 F1/F6 potentielles Substrat 16 +
Kir2.3 S443 M2/M7 potentielles Substrat 15+
PPP1R9B S94 M3/M8 potentielles Substrat 14+
MBP-C S282 D3/D8 potentielles Substrat 13+
Tnl S23 M4/M9 potentielles Substrat 11+
B2AR S346 G1/G6 potentielles Substrat 11+
Tnl S24 N4/N9 potentielles Substrat 11+
Na-K-H1, (Herz) L4/1.9 potentielles Substrat
S528 9+5
BAD S155 C1/C6 potentielles Substrat 9+ 1
CREB S133 A2/7 potentielles Substrat 8+5
NHE3 S540 G3/G8 potentielles Substrat 8+2
Kir2.1 S426 L2/17 - 8§+9
RyR2 S2808 B4/B9 potentielles Substrat 7+4
MBC-C S302 E3/E8 potentielles Substrat 6+2
PLM S88 13/18 potentielles Substrat 6+1
hERG S1140 12/17 potentielles Substrat 6+2
IP3R S1588 J12/17 potentielles Substrat +1
Glykogen PP1 S44 F2/F7 - +5
PKA-RII, S96 H1/H6 potentielles Substrat 4+0,2
B,AR S261 D1/D6 potentielles Substrat 4+1
hERG S285 H2/H7 potentielles Substrat 4+1
MBP-C S273 C3/C8 potentielles Substrat 4+1
CICC S687 K1/K6 potentielles Substrat 4+3
PLC-B3 S1105 K3/K8 potentielles Substrat 341
Glykogen PP1 S67 G2/G7 - 3+2
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IP3R S1755 K2/K7 potentielles Substrat 3+1
B,AR S262 E1/E6 potentielles Substrat 2+2
LTCC-al S1897 G4/G9 - 212
CICC S1502 D4/D9 potentielles Substrat 2+1
Na-K-H1, S943 F3/F8 - 2+2
PDE4D3 S129 11/16 - 1+1
Na-K-H1, (Herz)| K4/K9

S525 - 1+1
LTCC-al S1889 F4/F9 - 11
Kir6.2 S372 N2/N7 potentielles Substrat 1£04
LTCC-al S1597 M1/M6 - 1+1
CICC S1392 L1/L6 - 0
LTCC-al S1487 C4/C9 - 0
NHE3 S593 H3/HS8 - 0
AKAP95 S325 Al/6 nicht phosphorylierbar -
ANP S104 B1/B6 nicht phosphorylierbar -
CICC S1575 N1/N6 nicht phosphorylierbar -
Connexin 43 S364 I5/110 nicht phosphorylierbar -
Connexin 43 S365 J5/J10 nicht phosphorylierbar -
Connexin 43 S369 | K5/K10 nicht phosphorylierbar -
Connexin 43 S373 L5/L10 nicht phosphorylierbar -
CREP S44 C2/C7 nicht phosphorylierbar -
Fos S362 E2/E7 nicht phosphorylierbar -
Kvl.1, S446 A3/8 nicht phosphorylierbar -
LTCC-al S1670 E4/E9 nicht phosphorylierbar -
LTCC-B2a S510 H4/H9 nicht phosphorylierbar -
LTCC-B2a S529 14/19 nicht phosphorylierbar -
LTCC-B2a S530 J4/J9 nicht phosphorylierbar -
PPPI1R9B S100 N3/N8 nicht phosphorylierbar -
RyR?2 S2030 A4/9 nicht phosphorylierbar -
Tnl S151 A5/10 nicht phosphorylierbar -
VASP S153 B5/B10 nicht phosphorylierbar -
VASP S235 C5/C10 nicht phosphorylierbar -
Vimentin S25 ES/E10 nicht phosphorylierbar -
Vimentin S47 F5/F10 nicht phosphorylierbar -
Vimentin S51 G5/G10 nicht phosphorylierbar -
Vimentin S7 D5/D10 nicht phosphorylierbar -
Yotiao S43 H5/H10 nicht phosphorylierbar -
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4.4.1.3. Dephosphorylierung Thr-phosphorylierter membrangebundener Peptide

Da Peptide auf der Peptidmembran, die an Threonin phosphoryliert werden sollten, schlecht
radioaktiv markiert wurden, wurden die Versuche mit synthetisch hergestellten an Threonin-
phosphorylierten Peptiden durchgefiihrt. Der Nachweis der Phosphorylierung an Threonin
erfolgte mittels Westernblot (Abbildung 21). Dephosphorliert wurden DARPP-32 Thr34 und
Inhibitor-1 Thr35 von Arachidonsdure-stimulierter rekombinanter PPS.

DARPP-32 (T34)
Galphai3 (T203)
Inhibitor-1 (T35)
Kir6.2 (T224)

Kv4.2alpha (T38)

VASP (T275)

I

20 40 60 80 100
Thr-Phosphorylierung (% von Kontrolle)

o

Abbildung 21: Dephosphorylierung von Thr-phosphorylierten membrangebundenen
Phosphopeptiden durch PP5. Die Werte sind in % der Kontrolle angegeben (Kontrollen
waren Ansitze ohne PP5 mit Arachidonsiure bzw. mit PP5 ohne Arachidonsiure, n = 2,
Mittelwerte).
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4.4.1.4. Dephosphorylierung von Thr17-phosphoryliertem Phospholamban

Da Phospholamban in vivo an Threonin-17 phosphoryliert werden kann und nicht bekannt ist,
ob PP5 dieses dephosphorylieren kann, wurde die Protein-Phosphatase-Aktivitit der PP5
gegeniiber Thrl7-phosphoryliertem Phospholamban-Peptid untersucht. Rekombinante PPS5
dephosphorylierte in  Anwesenheit von  Arachidonsdure  Thrl7-phosphoryliertes
Phospholamban-Peptid (Abbildung 22) im Vergleich zur Kontroll-Bedingung (Ethanol). Als
Positiv-Kontrolle wurde ein Versuch mit PP2Cg durchgefiihrt, da PP2C Phospholamban an
Thrl17 dephosphorylieren kann (MacDougall et al., 1991). PP2Cy dephosphorylierte das
Peptid nur in Anwesenheit von 0,7 mM Magnesiumacetat (ohne Abbildung).

A
ug Peptid 0,5 0,5 1,0 1,0 2,0 2,0
Arachidonsédure - 200 uM - 200 uM - 200 uM

> » O0:"¢ € .

B B ) > ® s

Thr-Phosphorylierung (Dotblot)

B
5000
—&— Ethanol *
> —O— Arachidonséure
S 4000 -
- O
Q0 o
=I
- C _
S3 3000
o o
8 €
o w2000 -
=
|_
1000 -
0 T T T 1
0 0,5 1,0 1,5 2,0

Thr17-phosphoryliertes Phospholamban-Peptid (ug)

Abbildung 22: A: Dotblot zum Nachweis der Thr-Phosphorylierung im Thr17-
phosphoryliertem PLB-Peptid nach Inkubation mit PP5 unter Kontroll-Bedingung
(Ethanol) bzw. nach Stimulierung durch Arachidonsiure (Detektion mittels
Westernblot), B: Substratabhiingigkeit der Dephosphorylierung von Thrl7-
phosphoryliertem PLB-Peptid durch PP5 (2,5 pug) unter Kontrollbedingung und nach
Stimulierung mit Arachidonsiure (PI-Einheiten: PhosphorImager-Einheiten, * p < 0,05
vs. Arachidonséiure, n = 3).
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4.4.1.5. Dephosphorylierung von [32P]-Phospholamban

Abbildung 23 zeigt eine Substratabhingigkeit der Dephosphorylierung von [**P]-markiertem
PLB mit unstimulierter und stimulierter PP5. Bei der Markierung von PLB mit [732P]—ATP
und PKA wird PLB hauptsichlich an Serl6 phosphoryliert. Zunichst wurde ein Versuch
durchgefiihrt, bei dem die rekombinante PP5 entweder unstimuliert (Ethanol) oder stimuliert
(Arachidonsiure) eingesetzt wurde (Abbildung 23). Hier konnte keine bzw. kaum
Arachidonsiure-stimulierbare Dephosphorylierung von [’P]-PLB gemessen werden. Es
wurde die Phosphorylierung von PLB bestimmt. In einem anderen Versuchsansatz enthielten
alle Ansitze 200 uM Arachidonsidure. Die Kontrollen waren in diesen Fall Ansédtze ohne PPS.
Es konnte eine Dephosphorylierung von [**P]-PLB durch PP5 nachgewiesen werden
(Abbildung 24 und Abbildung 25).

Abbildung 25 zeigt die graphische Auswertung der in Abbildung 24 dargestellten
Zeitabhingigkeit der Dephosphorylierung von [**P]-markiertem rekombinantem PLB durch
mit Arachidonsdure stimulierte PP5. Im Ansatz mit stimulierter PP5 ist weniger PLB
phosphoryliert als im Kontrollansatz, was fiir eine Dephosphorylierung von PLB (an Ser16)
durch PP5 sprechen konnte. Allerdings zeigen die Ergebnisse in Abbildung 23, dass PLB ein
schwaches oder kein Substrat der PPS5 ist.
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Abbildung 23: Bestimmung der Phosphorylierung von [*’P]-markiertem PLB:
Substratabhiingigkeit der Dephosphorylierung von [*’P]-markiertem PLB durch PP5

unter Kontroll-Bedingung (Ethanol) und nach Stimulierung mit 200 pM
Arachidonséure (2,5 ug PP5, 200 uM Arachidonsiure, n = 1).
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Inkubations- 0,5 1,0 1,5 2,0 3,0 4,0
zeit (h)
Arachidon- 200 200 200 200 200 200
sdure (UM)
PP5 - | + | - + -+ - + | - + - +

Abbildung 24: Bestimmung der Phosphorylierung von [*’P]-markiertem PLB:
Beispielautoradiografie der Zeitabhiingigkeit der Dephosphorylierung von [**P]-
markiertem PLB durch PP5 (Kontrolle: 200 pM Arachidonsiure ohne PPS,
Dephosphorylierung: PP5S (2,5 pg) mit 200 pM Arachidonsiure).
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Abbildung 25: Bestimmung der Phosphorylierung von [*’P]-markiertem PLB:
Zeitabhiingigkeit der Dephosphorylierung von [**P]-markiertem PLB durch PP5

(Kontrolle: 200 uM Arachidonsdure ohne PP5, Dephosphorylierung: PP5 (2,5 ug) mit
200 uM Arachidonséure, n = 2).
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4.4.1.6. Dephosphorylierung von [**P]-DARPP-32

Die Protein-Phosphatase-Aktivitit von rekombinanter PP5 gegeniiber [**P]-markiertem
DARPP-32 als Substrat wurde untersucht. Es wurden eine Substratabhiingigkeit (Abbildung
26) und eine Zeitabhingigkeit (Abbildung 27) der Dephosphorylierung durchgefiihrt. Bei
beiden Experimenten war die Protein-Phosphatase-Aktivitit der PP5 gegeniiber [“P]-
markiertem DARPP-32 bei Arachidonsdurestimulierung hoher als unter Kontroll-
Bedingungen.

*

200 —a— Ethanol

175 1 —o— Arachidonsaure
150
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75
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50

25

0 T T T T 1
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Abbildung 26: Substratabhiingigkeit der Protein-Phosphatase-Aktivitit der PP5
gegeniiber [*’P]-markiertem DARPP-32 unter stimulierten (200 uM Arachidonsiiure)
und unstimulierten Bedingungen (Ethanol, * p < 0,05 vs. Ethanol, n = 3).
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Abbildung 27: Zeitabhingigkeit der Protein-Phosphatase-Aktivitit der PPS gegeniiber
[33P]-markiertem DARPP-32 unter stimulierten (200 pM Arachidonsiure) und
unstimulierten Bedingungen (Ethanol, x p < 0,05 vs. Ethanol, n = 3).
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44.2. PP2C;

4.4.2.1. Dephosphorylierung von [**P]-Casein

Die Protein-Phosphatase-Aktivitidt rekombinanter PP2Cg wurde mit [32P]—Casein als Substrat
in Abhingigkeit von Mg** (0,7 mM) und Arachidonsiure (500 pM) untersucht. PP2Cy war
ohne Mg”* nicht aktiv. Die Aktivitit war mit Magnesiumacetat stark erhoht und konnte durch
Arachidonsdure nicht weiter gesteigert werden (Abbildung 28).

Die  Protein-Phosphatase-Aktivitit ~der rekombinanten PP2Cg wurde in einer
Proteinabhingigkeit (5,2 — 26 ng) und einer Zeitabhingigkeit (26 ng PP2Cg) untersucht.
Bedingungen waren Arachidonsidure ohne Mg2+ und Arachidonsédure mit 0,7 mM Mg2+
(Abbildung 29 und Abbildung 30). Die unspezifische Aktivitdt war jeweils geringer als 10 %
der eingesetzten Gesamtaktivitit.
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Abbildung 28: Abhingigkeit der Protein-Phosphatase-Aktivitit der rekombinanten
PP2C;y (13 ng) gegeniiber [**P]-Casein von Mg2+ und Arachidonsidure (x p < 0,05 vs.
Ethanol, + p < 0,05 vs. Kontrolle, n = 3).
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Abbildung 29:
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PP2Cg (Ug)

Proteinabhingigkeit der Protein-Phosphatase-Aktivitit der PP2Cg

gegeniiber [**P]-Casein in Gegenwart von 200 puM Arachidonsiure allein oder
zusammen mit 0,7 mM Mg2+ (* p < 0,05 vs. Arachidonsiure, n = 3).
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Abbildung 30:
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Zeitabhiingigkeit der Protein-Phosphatase-Aktivitit der PP2Cg

gegeniiber [**P]-Casein in Gegenwart von 200 puM Arachidonsiure allein oder
zusammen mit 0,7 mM Mg2+ (* p < 0,05 vs. Arachidonsiure, n = 3).
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4.4.2.2. Dephosphorylierung membrangebundener Phosphopeptide durch PP2Cy im
Vergleich zur PPS

Vergleichend zur Dephosphorylierung membrangebundener Phosphopeptide durch PP5
wurde ein Versuch mit rekombinanter PP2Cg durchgefiihrt (Tabelle 2). Potentielle Substrate
der PP2Cy waren folgende Peptide: CICC S687/S1392, IP3R S1588, Kir2.3 S443, PLC-y1
S1248, Spannungs-abhédngiger L—Typ—Ca2+—Kana1 (Herz) ol-Untereinheit (LTCC-al,
S1487/S1889/1897), CREMt S113, B2AR S261/S262/S345/S346, Kv4.2, S552, Na-K-H1,
und Na-K-HI1, (Herz) S525/S528/S943, PLB S16, PLM S88, PPPIR9B S94, MBP-C
S282/S273/S302, cAMP-spezifische Phosphodiesterase PDE4D3 (PDE4D3, S129), EF-2-
Kinase S499, Kir2.1 K*-Kanal (Kir2.1, S426), Tnl S23/S24, BAD S155, PLC-B3 S1105,
CREB S133, Glykogen-bindende Untereinheit der Protein-Phosphatase 1 (Glykogen PP1,
S44), NHE3 S540 und PDE3B S10.

Tabelle 2: Vergleich der Dephosphorylierung der Peptidmembranen mit PP5 (n = 3)
und PP2Cg (n = 1).

Substrat: Position PP2Cp PP5
auf (% Dephosphorylierung) | (% Dephosphorylierung
Membran + SEM)
B,AR S261P D1/D6 11 4+1
B,AR S262P E1/E6 11 212
B,AR S345P F1/F6 26 167
B2AR S346P G1/G6 30 11£5
BAD S155P C1/C6 16 9t1
CICC S1392pP L1/L6 41 0
CICC S1502pP D4/D9 4 2+1
CICC S687P K1/K6 11 4+3
CREB S133P A2/7 12 8£5
CREMt S113P B2/B7 33 21+4
EF-2-Kinase S499P D2/D7 21 16£9
Glykogen PP1 S44P F2/F7 11 55
Glykogen PP1 S67P G2/G7 7 3+2
hERG S1140P 12/17 8 62
hERG S285P H2/H7 5 4+1
IP3R S1588P 12/37 36 5%1
IP3R S1755P K2/K7 4 31
Kir2.1 S426P L2/17 17 8+9
Kir2.3 S443P M2/M7 34 15£6
Kir6.2 S372P N2/N7 5 1+04
Kv4.2, S552P B3/B8 26 17£12
LTCC-al S1487P C4/C9 34 0
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LTCC-al S1597P M1/M6 4 1£1
LTCC-al S1889P F4/F9 14 1£1
LTCC-al S1897P G4/G9 15
MBC-C S302P E3/ES8 20 +
MBP-C S273P C3/C8 20 t
MBP-C S282P D3/D8 22 13+4
Na-K-H1, (Herz) K4/K9
S525P 21 11
Na-K-H1, (Herz) L4/1L.9
S528P 25
Na-K-H1, S943P F3/F8 11
NHE3 S540P G3/G8 11 t
NHE3 S593P H3/H8 4 0
PDE3B S10P J1/J6 10 2413
PDE4D3 S129P 11/16 22 1£1
PKA-RII, S96P HI1/H6 9 4+0,2

J3/18,

N5/N10,

PLB S16P MS5/M10 24 213
PLC-B3 S1105P K3/K8 13 3t1
PLC-y1 S1248P L3/L8 34 20+9
PLM S88P 13/18 23 61
PPP1R9B S94P M3/M8 22 1413
RyR2 S2808P B4/B9 8 74
Tnl S23P M4/M9 17 11+£2
Tnl S24P N4/N9 13 112
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4.4.3. Protein-Phosphatase-Aktivitit in menschlichen Herzhomogenaten

4.4.3.1. Dephosphorylierung von [**P]-Casein

In linken und rechten Ventrikeln (LV, RV) von explantierten Herzen sowie linken und
rechten Vorhofen (LA, RA) von Bypass-operierten Patienten wurde die Protein-Phosphatase-
Aktivitdt gegeniiber [**P]-Casein in Abhingigkeit von 200 uM Arachidonsédure bestimmt
(Abbildung 31). Es gab keine Unterschiede in der Protein-Phosphatase-Aktivitdt zwischen der
Kontrollbedingung und einer Stimulierung durch Arachidonsdure. Zudem war die Protein-
Phosphatase-Aktivitit in den Préparationen der Ventrikel hoher als in denen der Vorhofe.
Zusitzlich wurden Versuche mit 50 mM NaF, ein Hemmstoff von Serin/Threonin-Protein-
Phosphatasen, durchgefiihrt (Abbildung 32). Die Protein-Phosphatase-Aktivitit sank durch
NaF nur teilweise auf den Wert der unspezifischen Aktivitét, was auf das Vorhandensein von
Phosphatasen, die nicht durch NaF gehemmt wurden, schlieBen lie. Da im Reaktionsansatz
EDTA und EGTA enthalten waren, konnte PP2C als Phosphatase ausgeschlossen werden.
Andererseits zeigen die Ergebnisse auch, dass ein Grofteil der Phosphatasen in den
Préaparationen durch NaF gehemmt werden.
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Abbildung 31: Protein-Phosphatase-Aktivitit in menschlichen Herzhomogenaten (LA,
RA, LV, RV) gegeniiber [**P]-Casein in Abhiingigkeit von 200 uM Arachidonsiure
(+ p < 0,05 vs. Vorhof, n = 3).
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Abbildung 32: Protein-Phosphatase-Aktivitit in menschlichen Herzhomogenaten (LA,
RA, LV, RV) gegeniiber [**P]-Casein in Abhéngigkeit von 50 mM NaF und 200 uM
Arachidonséure (* p < 0,05 vs. korrespondierende Bedingung ohne NaF, n = 3).
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4.5. Phosphorylierung von PP5 mit PKA

Um mogliche Unterschiede in der Phosphorylierung von Proteinen des Herzens zwischen WT
und PP5-K20-Miusen zu sehen, wurden je zwei Herzproben beider Genotypen homogenisiert
(3.4.2), auf ein Gel aufgetragen und transferiert (3.4.4). Der Blot wurde mit PKA und [y3 2P]—
ATP behandelt und mittels Autoradiografie ausgewertet (3.4.10). Da in der
Backphosphorylierung mit PKA eine Bande auf Hohe der PP5 phosphoryliert wurde, wurde
eine mogliche Phosphorylierung der PP5S mit PKA in vitro untersucht. PP5 konnte durch PKA
phosphoryliert werden. Es wurden 0,04 % des eingesetzten [732P]—ATP pro ug PP5 eingebaut.
Aufgrund des geringen Umsatzes ist eine Phosphorylierung der PP5 durch PKA in vivo
unwahrscheinlich bzw. funktionell unbedeutend. Phosphorylierungen der PP5 sind bisher
nicht bekannt. In der Abbildung 34 wurde eine Autoradiografie mit mehreren auf eine
Nitrozellulosemembran aufgetropften Konzentrationen von [y’°P]-ATP ausgewertet, eine
Regressionsgerade gebildet und damit die Radioaktivitit der PP5-Bande und der unteren
Bande aus der Abbildung 33 B berechnet.

A B C
1 2 3 4 kba 1 2 3 kba 1 2 3 kDa
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Abbildung 33: Versuche zur Phosphorylierung von PP5 mit PKA: A: Autoradiografie
einer Backphosphorylierung von Herzproben von WT und PP5-K20 mit PKA (1 und 2:
WT, 3 und 4: PP5-K20, kDa: Molekulargewichtsstandard), B: Autoradiografie einer in
vitro Phosphorylierung rekombinanter PPS mit PKA (1: PPS ohne PKA, 2: PP5 mit
PKA, 3: PKA ohne PPS, PP5-Bande: 0,002 mCi, eingesetzt: 0,15 mCi [732P]-ATP), C:
Coomassie-Fiarbung des Gels aus B (1: PP5 ohne PKA, 2: PPS mit PKA, 3: PKA ohne
PP5, kDa: Molekulargewichtsstandard).
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Abbildung 34: Vergleich der eingesetzten Radioaktivitit (mCi) von [732P]-ATP und der
gemessenen Radioaktivitit (PhosphorImager-Einheiten). Die ATP-Werte dienten als
Eichkurve zur Bestimmung der in PPS eingebauten Radioaktivitit.
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4.6. PP5-Proteinexpression in Herzen verschiedener Spezies

PP5 wurde mittels Westernblot in Homogenaten von Herzen bzw. Herzmuskelzellen
verschiedener Spezien nachgewiesen. PP5S kommt in Herzen von Menschen, Ratten und
Mausen vor (Abbildung 35).

h r m kDa
- 67
- 45

Abbildung 35: Nachweis der PPS5-Proteinexpression im Westernblot in
Herzen/Herzmuskelzellen verschiedener Spezien (h: Homogenat des linken Ventrikels
eines menschlichen Spenderherzens, r: Homogenat von isolierten Herzmuskelzellen
einer adulten Ratte.,, m: Herzhomogenat einer Wildtyp-Maus, 100ug/Spur, kDa:
Molekulargewichts-standard).

4.7. PP5-Proteinexpression im menschlichen Herzen

Es wurde die PP5-Proteinexpression in Proben des linken Ventrikels von gesunden
Spenderherzen, die nicht fiir Transplantationen geeignet waren, und von Herzen
herzinsuffizienter Patienten untersucht. Als Beladungskontrolle in der Gelelektrophorese
wurde die Expression von Calsequestrin (CSQ) mittels Westernblot erfasst. Es gab keine
Unterschiede in der PP5-Proteinexpression zwischen gesunden und kranken Herzen
(Abbildung 37). AuBer der PP5-Bande bei 58 kDa war noch eine kleinere Bande im PP5-
Westernblot zu sehen (Abbildung 36). Diese Bande konnte, wie schon bei der rekombinanten
PP5 gemutmalt, eine proteolytische Bande der PP5 sein. PP5S war auBlerdem im rechten und
linken Vorhof sowie in der rechten und linken Herzkammer nachweisbar (ohne Abbildung).

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8
67 -
< PP5
29 -
67 -
. < Calsequestrin

Abbildung 36: PPS- und CSQ-Nachweis in Proben des menschlichen linken Ventrikels
(kDa: Molekulargewichtsstandard, 1, 3, S und 7: Proben des linken Ventrikels von
Spendern, 2, 4, 6, 8: Proben des linken Ventrikels von herzinsuffizienten Patienten).
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Abbildung 37: Vergleich der PPS-Expression (relativ zu Calsequestrin) und der
Expression einer moglichen proteolytischen Bande (relativ zu Calsequestrin) in Proben
des menschlichen linken Ventrikels von gesunden Spendern und von herzinsuffizienten
Patienten (PI-Einheiten: PhosphorImager-Einheiten, n = 4).
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4.8. PP5-transgene Miuse

Fiir folgende Versuche dienten Miuse der Linie PP5-K20. Transgene Tiere zeigten eine
Uberexpression der PP5 spezifisch im Herz gegeniiber Wildtyp-Miusen. Die herzspezifische
Expression wurde durch den a-MHC-Promotor kontrolliert (Subramaniam et al., 1991).
Transgene Tiere wurden mittels PCR von aus Schwanzspitzen isolierter DNA genotypisiert.
Die Uberexpression der PP5 wurde auBerdem im Westernblot von Herzproben nachgewiesen.
Daneben wurde an einer weiteren transgenen Mauslinie mit geringerer Uberexpression der
PP5 (PP5-K14) die Herzfunktion vergleichend untersucht.

4.8.1. Herzgewicht

Das relative Herzgewicht von Miusen mit Uberexpression der PP5 (PP5-K20) und von
Wildtypen wurde erfasst. Das relative Herzgewicht berechnet sich aus dem Quotienten des
absoluten Herzgewichts (mg) und des Korpergewichts (g).

Das relative Herzgewicht von 6 — 8 Monate alten transgenen Tieren ist gegeniiber Wildtypen
erhoht (Abbildung 38). Dieser Unterschied im relativem Herzgewicht ist bei 4 Monate alten
Tieren noch nicht vorhanden (Gergs et al., 2004b).
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Abbildung 38: relatives Herzgewicht (mg/g) von Méusen der Linie PP5-K20 (x p < 0,05
vs. WT, Alter: 6 - 8 Monate, n =19 - 20).
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4.8.2. PP5-mRNA-Expression in Herzen von Wildtyp- und PP5-transgenen Méusen

Exemplarisch wurde an einem Wildtyp und einer transgenen Maus (TG) die PP5-Expression
im Herzen auf mRNA-Ebene untersucht. Fiir die Hybridisierung wurde eine fiir das Transgen
spezifische Sonde eingesetzt. Die Expression der Ratten-PP5 war nur in den Herzen
transgener Mause nachweisbar (Abbildung 39).

WT TG
28S -

g

¢
185 -6 &%
i & PP5

Abbildung 39: Northernblot zum Nachweis der PPS-mRNA in einer Herzprobe von WT
und PP5-K20.

4.8.3. PP5-Proteinexpression in Herzen von Wildtyp- und PP5-K20-Méusen

Die PP5-Proteinexpression im Herzen wurde in Membran-Homogenaten und Zytosol-
Homogenaten von Wildtyp-Miusen und PP5-K20-Miusen untersucht. Bei beiden Genotypen
war PP5 in der Membran- und in der Zytosolfraktion nachweisbar. Die PP5-Proteinexpression
im Herzen war bei PP5-K20-Tieren erhoht.

1 2 3 4 kDa

- - o7 & PP5

Abbildung 40: Expression der PP5 in Zytosol und in Membran. Untersucht wurden
vergleichend Herzen von WT und PP5-K20 (1: Membran-Herzhomogenat von WT, 2:
Membran-Herzhomogenat von PP5-K20, 3: Zytosol-Herzhomogenat von WT, 4:
Zytosol-Herzhomogenat von PP5-K20, kDa: Molekulargewichtsstandard, n = 1).
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4.8.4. Expression regulatorischer Proteine in Herzen von Wildtyp- und PP5-K20-
Maiusen

Die Expression wichtiger regulatorischer Proteine des Calciumhaushalts im Herzen, die
Einfluss auf die Kontraktilitit haben, wurde mittels Westernblot untersucht. Es gab keine
Unterschiede in der Expression der Proteine SERCA, CSQ, Triadin, Junctin und PLB im
Herzen zwischen Wildtypen (WT) und transgenen Tieren (TG). Die Proteinexpression der
PP5 war bei transgenen Tieren erhoht (Abbildung 41 - Abbildung 46).

ug 20 20 40 40 60 60 100 100
Genotyp WT TG WT TG WT TG WT TG

kDa

94« e — — — —— . S s < SERCA

58 - -— — —_— S < PP5
55 - — — — —— — < CSQ
< Triadin
45 -
< Junctin
29 -
29
< PLB

Abbildung 41: Nachweis der Expression von SERCA, PP5, CSQ, Triadin, Junctin und
PLB im Westernblot von Homogenaten perfundierter Herzen der Linie PP5-K20 im
Vergleich zum Wildtyp. Dargestellt ist hier eine Proteinabhiingigkeit (20, 40, 60 und 100
pg Protein, n = 1).
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Abbildung 42: Expression von SERCA im Westernblot von Homogenaten perfundierter
Herzen der Linie PP5-K20 im Vergleich zum Wildtyp. Dargestellt ist hier eine
Proteinabhéingigkeit (20, 40, 60 und 100 pg Protein, n = 1).
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Abbildung 43: Expression von PP5 im Westernblot von Homogenaten perfundierter
Herzen der Linie PP5-K20 im Vergleich zum Wildtyp. Dargestellt ist hier eine
Proteinabhéingigkeit (20, 40, 60 und 100 pg Protein, n = 1).
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Abbildung 44: Expression von CSQ im Westernblot von Homogenaten perfundierter
Herzen der Linie PP5-K20 im Vergleich zum Wildtyp. Dargestellt ist hier eine
Proteinabhéingigkeit (20, 40, 60 und 100 pg Protein, n = 1).
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Abbildung 45: Expression von Triadin im Westernblot von Homogenaten perfundierter
Herzen der Linie PP5-K20 im Vergleich zum Wildtyp. Dargestellt ist hier eine
Proteinabhéingigkeit (20, 40, 60 und 100 pg Protein, n = 1).
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Abbildung 46: Expression von Junctin im Westernblot von Homogenaten perfundierter

Herzen der Linie PP5-K20 im Vergleich zum Wildtyp. Dargestellt ist hier eine
Proteinabhéingigkeit (20, 40, 60 und 100 pg Protein, n = 1).
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4.8.5. Differentielle Proteinexpression

Mittels 2D-Elektrophorese (DIGE, n = 3) wurden Herzen von Wildtyp und PP5-K20-Tieren
hinsichtlich der Proteinexpression untersucht. In den Herzen transgener Tiere war die
Expression der Protein-Phosphatase 5 (ID2661 und 1D2667), Serum-Albumins (ID2552 und
ID2575), der ATP-Synthase (ID2727), der Ethanolamin-Kinase 1 (ID2872), der Malat-DH
(ID2868) und des Tropomysins (ID2854) erhoht. Die unidentifizierten Proteine 1D2652,
ID2827 und ID3223 zeigten in Herzen von transgenen Tieren eine erhohte Expression
gegeniiber Herzen von Wildtypen. Die Expression der Langketten-spezifischen Acyl-CoA-
DH (ID2793, ID2798, ID2800 und ID2803), der B-Enolase (ID2754), der a-Untereinheit des
Elektronentransfer-Flavoproteins (ID2935), des eukaryotischen Elongationsfaktor 1 ¢l
(ID2781), der Phosphoglycerat-Mutase (ID3013) und der Superoxiddismutase (ID3070) war
reduziert. Die Expression der unidentifizierten Proteine ID2503, ID2778, ID2780, ID2787,
ID2828, 1D2869, 1D2928, ID3066 und ID3084 war gegeniiber Herzen von Wildtypen
reduziert (Abbildung 47 und Tabelle 3).
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Abbildung 47: 2D-Gelelektrophorese einer Herzprobe einer Wildtyp- und einer PP5-

K20-Maus. Verindert exprimierte Proteine sind gekennzeichnet.
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Tabelle 3: Quantifizierung und Identifikation diferentiell exprimierter Proteine in
Herzen von Wiltyp und PP5-K20. Es sind 12 Proteine dargestellt, die mittels
Massenspektrometrie identifiziert werden konnten. Bei 12 IDs war eine Identifizierung

mittels Massenspektrometrie nicht erfolgreich (n = 2).

Protein Expression | Diagramm | WT1 WT2 TG1 TG2
ATP-Synthase erhoht ID2727 _—— i - )
& - . - -
Ethanolamin-Kinase 1 | erhoht ID2872
i |
Malat-DH erhoht ID2363
wl |
PP5 erhoht ID2661,
[] ' ' e (&
PP5 erhoht ID2667
QMY e b
Serum-Albumin erhoht ID2552 i :
T R
Serum-Albumin erhoht ID2575 ]
e “He “—a -
Tropomyosin o erhoht ID2854,
R i Y )
unidentifiziertes erhoht ID2652
Protein ID2652 N O O (9 O
unidentifiziertes erhoht ID2827 i i e
Protein 1D2827 s O O ® O
unidentifiziertes erhoht ID3223 )
Protein 1D3223 L O O O
B-Enolase reduziert ID2754
I s W e e
Elektronentransfer reduziert ]
ID2935
Flavoprotein D
o-Untereinheit @ @ Q
Eukaryotischer reduziert ID2781
Elongationsfaktor 1 €1 1l .'Q ﬂ ..Q. ™ Q
Langketten- reduziert D783
sperifische L |
Acyl-CoA-DH - - - .

(@)
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Langketten- reduziert

1D27498
spezifische g % @ @
Acyl-CoA-DH a4 | - - -
Langketten- reduziert

ID2800
spezifische | g 9 g @
Acyl-CoA-DH - - -
Langketten- reduziert

1D2803
speriische L | NN N
Acyl-CoA-DH
Phosphoglycerat- reduziert ID3013,
Mutase L] @ @ @ @
Superoxid-Dismutase | reduziert ID3070

SR I Y
unidentifiziertes reduziert ID3084 _

' (_,_,_,v—ﬂ—..‘

Protein ID 3084 ui O‘ @ @ :,J
unidentifiziertes reduziert ID2503
Protein ID2503 Il 9 e =0 B
unidentifiziertes reduziert ID2778
Protein ID2778 | :@ 3 Q- -Gq-
unidentifiziertes reduziert ID2780
Protein ID2780 Il ‘Qt b% Q " .@-
unidentifiziertes reduziert ID2787
Protein ID2787 Il | Q _ Q‘ ‘% C:l_
unidentifiziertes reduziert ID2828
Protein ID2828 I 5 ‘74 .,"34 ,7‘ ',’:j,.
unidentifiziertes reduziert ID2369 '
Protein ID2869 Il . @ © =
unidentifiziertes reduziert ID2928, i 5
Protein ID2928 2 @ @ @ @
unidentifiziertes reduziert ID3066 Farw FWY Wy pws
Protein ID3066 | NONEEN VIR
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4.8.6. p-adrenerge Stimulierung isolierter Herzmuskelzellen

4.8.6.1. B-adrenerge Stimulierung [*P]-markierter Herzmuskelzellen

Es wurden Herzmuskelzellen von Wildtyp- und PP5-K20-Miusen isoliert, radioaktiv markiert
und mit 107" bis 10™ M Isoprenalin bzw. Puffer behandelt. Mittels Autoradiografie wurde die
Phosphorylierung von Troponin-Inhibitor (TnI) und PLB bestimmt (Abbildung 48).

Die Phosphorylierung von Tnl und von PLB wurde quantifiziert. Abbildung 49 und
Abbildung 50 zeigen die Ergebnisse. Es gab keine Unterschiede in der Phosphorylierung der
beiden Proteine zwischen den Genotypen.

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8

Wildtyp PP5-K20

Abbildung 48: Autoradiografie [**P]-markierter und mit 10 bis 10* M Isoprenalin
bzw. mit Puffer behandelter Herzmuskelzellen von WT und PP5-K20 (P-Tnl:
phosphorylierter Tnl, P-PLB: phosphoryliertes PLB, 1: Kontrollbedingung, 2: 10* M
Isoprenalin, 3: 10° M Isoprenalin, 4: 10°M Isoprenalin, 5: 10”7 M Isoprenalin, 6: 10° M
Isoprenalin, 7: 10° M Isoprenalin, 8: 10" M Isoprenalin).
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Abbildung 49: Phosphorylierung von Tnl nach p-adrenerger Stimulierung mit
Isoprenalin (10" bis 10* M) in radioaktiv markierten Herzmuskelzellen von WT und
PP5-K20. Ctr: Kontrolle (n = 3).
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Abbildung 50: Phosphorylierung von PLB nach p-adrenerger Stimulierung mit
Isoprenalin (10" bis 10* M) in radioaktiv markierten Herzmuskelzellen von WT und
PP5-K20. Ctr: Kontrolle (n = 3).
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4.8.6.2. p-adrenerge Stimulierung unmarkierter Zellen

Es wurden Zellen, wie in 3.5.7.2 beschrieben, behandelt. Die Phosphorylierung von PLB an
Serl6 wurde mittels Westernblot ermittelt und mit der im Westernblot erfassten CSQ-
Expression abgeglichen. Es gab keine Unterschiede in der Phosphorylierung von PLB an
Ser16 bei Wildtyp-Zellen und Zellen von transgenen Tieren.
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Abbildung 51: Phosphorylierung von PLB an Ser16 nach p-adrenerger Stimulierung
mit Isoprenalin (10" bis 10 M) in Herzmuskelzellen von WT und PP5-K20 (n = 3).
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4.8.7. Kontraktilitit der Herzen von Wildtyp- und PP5-transgenen Miusen — Vergleich
von zwei transgenen Tierlinien

Mit dem Modell des ,,isoliert-perfundierten Arbeit-leistenden Herzens* wurden Parameter der
Herzfunktion unter Basalbedingungen und nach Stimulierung durch 10° M Isoprenalin im
Vergleich zwischen Wildtyp-Miusen und PP5-transgenen Miusen untersucht.

Untersuchte Tierlinien waren PP5-K20 und PP5-K14, wobei die Linie PP5-K20 eine stirkere
Uberexpression des Transgens als die Linie PP5-K14 zeigte (4fache vs. 3fache
Uberexpression, Gergs et al., 2004b). Im Vergleich der Linien PP5-K20 und PP5-K14 zeigte
sich eine Abhingigkeit der Herzfunktion vom Uberexpressionsniveau der PP5 im Herz.

Zur Veranschaulichung sind alle Parameter, bei denen es Unterschiede zwischen den
Genotypen der Linie PP5-K20 gab, in Abbildung 52, Abbildung 53, Abbildung 54 und
Abbildung 55 dargestellt. Unter Basalbedingungen zeigten Herzen transgener Tiere einen
niedrigeren links-ventrikuldren systolischen Druck (LVSP). In der Linie PP5-K14 gab es
dagegen keine Unterschiede im LVSP. Durch Isoprenalin sank bei beiden untersuchten
Genotypen der Linie PP5-K20 der links-ventrikulére diastolische Druck (LVDP), der LVSP
stieg an.

Die Relaxationszeit (Tf10-90) war in den Herzen transgener Tiere der Linie PP5-K20 sowohl
unter Basalbedingungen als auch nach Isoprenalin-Stimulierung gegeniiber Wildtypen
verlangert. Bei beiden Genotypen kam es zu einer Verkiirzung der Relaxationszeit nach
Isoprenalin-Stimulierung. Dagegen gab es in der Linie PP5-K14 keine Unterschiede in der
Relaxationszeit zwischen den Genotypen unter Basalbedingungen und nach Isoprenalin-
Stimulierung. Bei beiden Genotypen der Linie PP5-K14 kam es zu einer Verkiirzung der
Relaxationszeit nach Isoprenalin-Stimulierung.

Die Herzfrequenz stieg bei beiden Genotypen der Linien PP5-K20 und PP5-K14 durch
Isoprenalin an. Unter Basalbedingungen und nach Isoprenalin-Stimulierung war die
Herzfrequenz bei transgenen Tieren der Linie PP5-K20 niedriger als bei Wildtypen. Dagegen
gab es keine Unterschiede zwischen den Genotypen der Linie PP5-K14.

Die  maximale  Druckanstiegsgeschwindigkeit  (+dP/dt) und die = maximale
Relaxationsgeschwindigkeit (-dP/dt) des linksventrikuldren Drucks waren unter
Basalbedingungen und nach Stimulierung mit Isoprenalin bei transgenen Tieren der Linie
PP5-K20 niedriger als bei Wildtypen. Bei transgenen Tieren der Linie PP5-K14 war unter
Basalbedingungen die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit niedriger als bei Wildtypen.
Die Absolutwerte der 1. Ableitung stiegen sowohl bei Wildtypen als auch bei transgenen
Tieren der Linien PP5-K20 und PP5-K14 durch Isoprenalin-Stimulierung an.

Nach B-adrenerger Stimulierung mit 10° M Isoprenalin gab es keine signifikanten
Unterschiede in den erfassten Parametern der Herzfunktion zwischen Wildtypen und
transgenen Méausen der Linie PP5-K14.
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Abbildung 52: Vergleich von linksventrikulirem diastolischen Druck (LVDP) und
linksventrikulirem systolsichen Druck (LVSP) zwischen Wildtyp und transgenen Tieren
der Linie PP5-K20 unter Basalbedingungen und nach Stimulierung mit 10° M
Isoprenalin (LVP: linksventrikulirer Druck, * p < 0,05 vs. Wildtyp, * p < 0,05 vs. basal,
n=_§-10).
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Abbildung 53: Vergleich der Relaxationszeit Tf10-90 (Zeit von 10 % zu 90 %
Relaxation) zwischen Wildtyp und transgenen Tieren der Linie PP5-K20 unter
Basalbedingungen und nach Stimulierung mit 10°® M Isoprenalin (* p < 0,05 vs.
Wildtyp, * p < 0,05 vs. basal, n = 8 - 10).
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Abbildung 54: Vergleich der Herzfrequenz zwischen Wildtyp und transgenen Tieren
der Linie PP5-K20 unter Basalbedingungen und nach Stimulierung mit 10° M
Isoprenalin (* p < 0,05 vs. Wildtyp, * p < 0,05 vs. basal, n = 8 - 10).
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Abbildung 55: Vergleich von Maximum und Minimum der 1. Ableitung des
linksventrikuliren Drucks (-dP/dt und +dP/dt) zwischen Wildtyp und transgenen Tieren
der Linie PP5-K20 unter Basalbedingungen und nach Stimulierung mit 10° M
Isoprenalin (* p < 0,05 vs. Wildtyp, * p < 0,05 vs. basal, n = 8 - 10).
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4.8.7.1. PP5-K20: Basalbedingungen

Tabelle 4 zeigt eine Zusammenfassung der Kontraktilitdtsdaten unter Basalbedingungen. In
die Berechnung wurden sowohl Herzen, die spiter mit 10° M Isoprenalin als auch unter
Kontrollbedingungen perfundiert wurden, einbezogen. Der LVDP transgener Méuse war
gegeniiber denen von Wildtyp-Médusen erhoht, der LVSP war dagegen kleiner als bei
Wildtyp-Miusen. Bei transgenen Miusen waren die Relaxationszeiten gegeniiber Wildtyp-
Mausen verldngert. Der diastolische Vorhofdruck war bei transgenen Tieren erhoht und die
Herzfrequenz geringer als bei Wildtyp-Miusen. Die absoluten Werte von -dP/dt und +dP/dt
waren bei transgenen Tieren niedriger als bei Wildtypen.

Tabelle 4: Ubersicht der Kontraktilitiitsdaten von Herzen von Wildtyp- und PP5-K20-
Tieren im Modell des isolierten perfundierten Herzens unter Basalbedingungen
(* p< 0,05 vs. WT).

Wildtyp PP5-K20
n=19-20) n=18-19)

Parameter: Mittelwert + SEM Mittelwert + SEM
linker Ventrikel:
LVDP (mmHg): 6+0,9 10+1,7*
LVSP (mmHg): 8626 71 £3,0*
Relaxationszeit linker
Ventrikel:
T£10-90 (msec): 46 +2.2 60 +3,3*
T£20-90 (msec): 40+ 1,9 52 +£2.9*
Tf50-90 (msec): 26+ 1,1 33+1,9*
linker Vorhof:
diastolischer Druck (mmHg): 15+£1,0 20+2,2*
systolischer Druck (mmHg): 29+3,0 38+39
Frequenz (Schlige/Minute): 330+ 15,0 286 +7,6*
1. Ableitung des LVP:
-dP/dt (mmHg/sec): 2134 £ 134,7 -1448 + 143,5*
+dP/dt (mmHg/sec): 3453 + 188,3 2210 +£222.5*
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4.8.7.2. PP5-K20: p-adrenerge Stimulierung

Tabelle 5 fasst die Kontraktilitdtsdaten von Wildtyp- und PP5-K20-Herzen nach pB-adrenerger
Stimulierung mit Isoprenalin zusammen. Nach [-adrenerger Stimulierung zeigten Herzen
transgener Méuse gegeniiber denen von Wildtyp-Médusen verldngerte Relaxationszeiten, eine
niedrigere Herzfrequenz und niedrigere absolute Werte von —dP/dt und +dP/dt.

Tabelle 5: Vergleich der Kontraktilititsdaten von Herzen von Wildtyp- und PP5-K20-
Miusen im Modell des isolierten perfundierten Herzens nach p-adrenerger
Stimulierung mit 10"® M Isoprenalin (* p < 0,05 vs. WT).

Wildtyp PP5-K20

(n =10) (n=38)
Parameter: Mittelwert + SEM Mittelwert + SEM
linker Ventrikel:
LVDP (mmHg): 2+2.1 0x24
LVSP (mmHg): 128 £ 6,7 114+5,0
Relaxationszeit linker
Ventrikel:
Tf10-90 (msec): 31+1,5 45+3,0*
T£20-90 (msec): 28+1,3 39+2,5*
T£50-90 (msec): 18+0,9 25+1,7*
linker Vorhof:
diastolischer Druck (mmHg): 13+1,1 15+2,1
systolischer Druck (mmHg): 24+2.0 34+6,6
Frequenz (Schliage/Minute): 411 £9,0 362+ 12,1*
1. Ableitung des LVP:
-dP/dt (mmHg/sec): -4511 £ 385,3 -3102 +333,5*
+dP/dt (mmHg/sec): 7909 + 591,4 5898 +489,3*
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4.8.7.3. PP5-K20:
Stimulierung

Vergleich zwischen Basalbedingungen und f-adrenerger

Tabelle 6 zeigt einen Vergleich der basalen Kontraktilitdtsdaten und denen nach B-adrenerger
Stimulierung von Wildtyp- und TG-Herzen. Bei beiden Genotypen stieg nach B-adrenerger
Stimulierung der LVSP, der LVDP sank. Die Relaxationszeiten verkiirzten sich bei beiden
Genotypen. Die Herzfrequenz und die absoluten Werte von —dP/dt und +dP/dt erhdhten sich
bei beiden Genotypen durch -adrenerge Stimulierung.

Tabelle 6: Vergleich der im Modell des isolierten perfundierten Herzens erfassten
Herzfunktionen von Wildtypen und PP5-K20-Tieren zwischen Basalbedingungen und -
adrenerger Stimulierung durch 10° M Isoprenalin (* p < 0,05 vs. WT, * p < 0,05 vs.
basal).

Wildtyp (n = 10) PP5-K20 (n=98)

Bedingung: basal 10°M basal 10°M

Isoprenalin Isoprenalin
Parameter: Mittelwert Mittelwert Mittelwert Mittelwert

+ SEM + SEM + SEM + SEM

linker Ventrikel:
LVDP (mmHg): 5+1,3 2+2.1° 9+23 0+24"
LVSP (mmHg): 90+4,0 128 £6,7* 70 £ 4.4* 114 +5,0*
Relaxationszeit linker
Ventrikel:
Tf10-90 (msec): 45+2.4 31+1,5° 63 +4,6* 45 £3,0**
T£20-90 (msec): 39+2.,0 28 +1,3" 54 +4,0* 39 +2,5**
Tf50-90 (msec): 25+1,2 18 +0,9* 34 +2.4* 25+ 1,7*F
linker Vorhof:
diastolischer Druck
(mmHg): 14+£1,7 13£1,1 19+£29 15+2,1°
systolischer Druck
(mmHg): 26 £3,6 24+£20 38+59 34+£6,6
Frequenz
(Schldge/Minute): 322+ 13,5 411 £9,0* 273 +£9,3* 362+ 12,1*
1. Ableitung des LVP:
-dP/dt (mmHg/sec): 22249+ 175,0 | -4511 +385,3%| -1360 + 186,0* | -3102 £+ 333,5**
+dP/dt (mmHg/sec): 3624 +271,6 | 7909 +591.47 | 2119+260,5* | 5898 +489,3**
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4.8.7.4. Phosphorylierung von PLB

In den Herzen der Linie PP5-K20 aus der Versuchsserie aus 4.8.7 wurde die
Phosphorylierung von PLB an Ser16 und Thr17 mittels Westernblot, wie in 3.4.6 beschrieben,
bestimmt (Abbildung 56). Als Kontrolle fiir eine gleichmifBige Proteinbeladung der Gele
wurde CSQ im Westernblot parallel bestimmt und die Phosphorylierung von PLB an Serl6
bzw. Thr17 durch die Proteinexpression von CSQ geteilt.

Die Phosphorylierung von PLB an Ser16 war unter Kontrollbedingungen, aber nicht nach (-
adrenerger Stimulierung in Herzen von PP5-K20-Tieren geringer als in denen von Wildtypen.
Durch B-adrenerge Stimulierung stieg bei beiden Genotypen die Phosphorylierung von Ser16
auf den gleichen Wert an (Abbildung 57).

Sowohl unter Kontrollbedingungen, als auch nach B-adrenerger Stimulierung gab es keine
Unterschiede in der Phosphorylierung von PLB an Thrl7 zwischen den Genotypen. Bei
beiden Genotypen nahm auch hier die Phosphorylierung an Thrl7 durch Isoprenalin zu
(Abbildung 58).

Weiterhin wurden die Relaxationszeiten (Tf10-90) mit der Phosphorylierung von PLB an
Ser16 bzw. Thr17 korrelliert (Abbildung 59 und Abbildung 60).

Die Korrelation der Phosphorylierung von PLB an Ser16 und Thr17 mit der Relaxationszeit
ist bei den Herzen transgener Tiere nach rechts verschoben.

WT WT TG TG
basal Iso basal Iso
— < p
| — R — & CSQ

< Ser16P-PLB

T

< Thr17P-PLB

| —
B

- —

Abbildung 56: Beispielblot zum Nachweis von PP5, Calsequestrin (CSQ), Serl6-

phosphoryliertem und Thr17-phosphoryliertem Phospholamban (PLB) an unter

Basalbedingungen bzw. nach B-adrenerger Stimulierung mit 10° M Isoprenalin in

perfundierten Herzen. (WT: Herz einer Wildtyp-Maus, TG: Herz einer PP5-K20-Maus,
Ko: Kontrollbedingung, Iso: f-adrenerge Stimulierung mit 10 M Isoprenalin).
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Abbildung 57: Phosphorylierung von PLB an Ser16 relativ zur CSQ-Expression in
Herzen von WT und PP5-K20 (% p < 0,05 vs. WT, ¥ p < 0,05 vs. basal, n = 8).
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Abbildung 58: Phosphorylierung von PLB an Thrl7 relativ zur CSQ-Expression in
Herzen von WT und PP5-K20 (* p < 0,05 vs. WT, ¥ p < 0,05 vs. basal, n = 8).
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Abbildung 59: Korrelation der Phosphorylierung von PLB an Serl6 und der
Relaxationszeit Tf10-90 unter Basalbedingungen bzw. nach B-adrenerger Stimulierung
mit 10°° M Isoprenalin im Vergleich zwischen Herzen von WT und PP5-K20 (n=7 - 9).
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Abbildung 60: Korrelation der Phosphorylierung von PLB an Thr17 und der
Relaxationszeit Tf10-90 unter Basalbedingungen bzw. nach B-adrenerger Stimulierung
mit 10°° M Isoprenalin im Vergleich zwischen Herzen von WT und PP5-K20 (n=7 - 9).
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4.8.7.5. PP5-K14: Basalbedingungen

Tabelle 7 zeigt eine Ubersicht der Kontraktilititsdaten unter Basalbedingungen. Es gab keine
Unterschiede im LVDP, LVSP, in den Relaxationszeiten, in den Driicken des linken Vorhofs
und in der Herzfrequenz zwischen Herzen von Wildtyp- und PP5-K14-Tieren. Das Maximum
der 1. Ableitung des LVP war in Herzen von PP5-K14-Miusen niedriger als in Herzen von
Wildtypen.

Tabelle 7: Ubersicht der Kontraktilitiitsdaten von Herzen von Wildtyp- und PP5-K14-
Maiusen im Modell des isolierten perfundierten Herzens unter Basalbedingungen
(* p< 0,05 vs. WT).

Genotyp: Wildtyp PP5-K14
(n=10) n=9)

Parameter: Mittelwert =+ SEM Mittelwert £ SEM

linker Ventrikel:

LVDP (mmHg): 11+2,6 19+£4,0

LVSP (mmHg): 831+5,6 67 6,5

Relaxationszeit linker

Ventrikel:

T£10-90 (msec): 50+33 5138
T£20-90 (msec): 43+28 44+33
Tf50-90 (msec): 28 +1,7 28 £ 2,1

linkes Atrium:

diastolischer Druck (mmHg): 21+3,3 31+£3,0
systolischer Druck (mmHg): 37+5,6 51+6,3
Frequenz (Schliage/Minute): 304 £ 15,5 317+ 16,0

1. Ableitung des LVP:

-dP/dt (mmHg/sec): -1696 £ 258,5 -1107 £221,9
+dP/dt (mmHg/sec): 3000 +432,9 1701 £421,2*
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4.8.7.6. PP5-K14: B-adrenerge Stimulierung

Tabelle 8 veranschaulicht die Kontraktilitdtsdaten der perfundierten Herzen von Wildtyp- und
PP5-K14-Méusen nach B-adrenerger Stimulierung mit 10° M Isoprenalin. Es gab keine
Unterschiede in den erfassten Parametern der Herzfunktion zwischen Wildtypen und PP5-
K14-Miusen.

Tabelle 8: Vergleich der Kontraktilititsdaten von Herzen von Wildtyp- und PP5-K14-
Miusen im Modell des isolierten perfundierten Herzens nach p-adrenerger
Stimulierung mit 10"® M Isoprenalin (* p < 0,05 vs. WT).

Genotyp: Wildtyp PP5-K14

(n =10) m=8-9)
Parameter: Mittelwert + SEM Mittelwert + SEM
linker Ventrikel:
LVDP (mmHg): 4+£29 8+5,1
LVSP (mmHg): 122+93 120 £ 13,9

Relaxationszeit linker
Ventrikel:

Tf10-90 (msec): 40+£1,5 40+ 1,6
T1f20-90 (msec): 35+1,5 35+1,6
T£50-90 (msec): 23+1,5 23+1,2
linker Vorhof:

diastolischer Druck (mmHg): 18+25 27+3,2
systolischer Druck (mmHg): 390+7,6 45+ 6,3
Frequenz (Schlige/Minute): 370 £ 13,0 358 £ 18,1

1. Ableitung des LVP:

-dP/dt (mmHg/sec): -3364 + 4235 -3013 £ 524,2
+dP/dt (mmHg/sec): 6269 + 830,8 5281 +£1061,5
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4.8.7.7. PP5-K14:
Stimulierung

Vergleich zwischen Basalbedingungen wund p-adrenerger

Tabelle 9 zeigt einen Vergleich der Werte zwischen Basalbedingungen und B-adrenerger
Stimulierung mit 10° M Isoprenalin von Herzen von Wildtypen und PP5-K14-Tieren. Bei
beiden Genotypen sank bei Isoprenalingabe der LVDP und der LVSP stieg an, die
Relaxationszeiten verkiirzten sich, die Herzfrequenz nahm zu und die absoluten Werte von —
dP/dt und +dP/dt nahmen zu.

Tabelle 9: Vergleich der im Modell des isolierten perfundierten Herzens erfassten
Herzfunktionen von Wildtypen und PP5-K14-Tieren zwischen Basalbedingungen und
nach p-adrenerger Stimulierung mit 10 M Isoprenalin (* p < 0,05 vs. WT, * p < 0,05 vs.
basal).

Wildtyp (n = 10) PP5-K14 (n=8-9)
10°M 10°M
Bedingung: basal ) basal )
Isoprenalin Isoprenalin

Mittelwert + Mittelwert + Mittelwert + Mittelwert +
Parameter: SEM SEM SEM SEM
linker Ventrikel:
LVDP (mmHg): 11+£2,6 4+29" 19+40 8+5,1"
LVSP (mmHg): 83+5,6 122 £9,3* 67 +£6,5 120 £ 13,9"
Relaxationszeit linker
Ventrikel:
T£10-90 (msec): 50+3,3 40+ 1,5" 51 +£3,8 40+ 1,6"
T£20-90 (msec): 43 +£28 35+1,5" 44 +373 35+ 1,67
T£50-90 (msec): 28 1,7 23 +1,5" 28 £2.1 23+1,2°
linker Vorhof:
diastolischer Druck
(mmHg): 21+33 18 +2,5" 31+3,0 27 +£3,2°
systolischer Druck
(mmHg): 37+5,6 39+7.6 51+6,3 45 +£6,3
Frequenz
(Schldge/Minute): 304 £ 15,5 370 £ 13,0* 317 +16,0 358 £ 18,17
1. Ableitung des LVP:
-dP/dt /mmHg/sec): -1696 £258,5 | -3364 +423,57 | -1107 £221,9 | -3013 +524,2*
+dP/dt (mmHg/sec): 3000 +432,9 6269 + 830,87 | 1701 £421,2* | 5281 + 1061,5"
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4.9. Lipopolysaccharid-induzierte Sepsis

Die Lipopolysaccharid (LPS)-induzierte Sepsis ist eine anerkannte Methode und fiihrte hier
zu dhnlichen Ergebnissen wie in der Literatur beschrieben (Miiller-Werdan et al., 2006, Sing
et al., 2000). Zur Veranschaulichung sind die Ergebnisse in Tabelle 10 dargestellt. Wéhrend
unter Kontrollbedingungen das Korpergewicht konstant war, sank es bei LPS-Behandlung
leicht (Abbildung 61). Die LPS-Gabe hat die Korpertemperatur nicht verdndert (Abbildung
62). Das absolute Milzgewicht stieg durch Behandlung mit LPS bei beiden Genotypen an
(Abbildung 63). Das absolute Gewicht der Nieren und der Herzen veridnderte sich durch die
Behandlung mit LPS nicht (Abbildung 64 und Abbildung 65). AuBerdem wurde die
Interleukin-6 (IL6)-Konzentration im Blutplasma erfasst. Unter Kontroll-Behandlung war bei
beiden Genotypen IL6 unterhalb des Detektionsniveaus. Bei Behandlung mit LPS hatten
Wildtyp-Miuse hohere IL6-Spiegel im Plasma als transgene Tiere (Abbildung 66).

Drei Tage nach LPS-Injektion gab es keine Unterschiede im LVDP zwischen Wildtypen und
transgenen Tieren in der Kontroll- und der LPS-Gruppe (Abbildung 67). LPS-behandelte
Tiere zeigten aber einen geringeren LVSP als Kontrolltiere. Zudem war der LVSP der mit
LPS-behandelten transgenen Tiere hoher als bei LPS-behandelten Wildtypen (Abbildung 68).
Die Relaxationszeit (Tf10-90) war bei transgenen Kontrolltieren ldnger als bei Wildtypen.
Durch LPS wurde die Relaxationszeit nur bei Wildtypen verldngert, aber nicht bei transgenen
Tieren (Abbildung 69).

Es gab keine Unterschiede im systolischen und diastolischen Druck des linken Vorhofs
zwischen Wildtypen und transgenen Tieren und zwischen LPS- und Kontroll-Tieren
(Abbildung 70 und Abbildung 71).

Transgene Tiere zeigten unter Kontrollbedingungen eine geringere Herzfrequenz als
Wildtypen. Im Vergleich zu LPS gab es keine Unterschiede (Abbildung 72).

Unter Kontrollbedingungen hatten Herzen transgener Miuse ein geringeres Maximum der 1.
Ableitung des linksventrikuldren Drucks. Bei Behandlung mit LPS zeigten Herzen transgener
Maiuse ein geringeres Minumum und ein geringeres Maximum der 1. Ableitung des
linksventrikuldren Drucks. Bei beiden Genotypen sanken durch LPS-Behandlung die
absoluten Werte der 1. Ableitung des linksventrikuldren Drucks (Abbildung 73 und
Abbildung 74).
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Abbildung 61: Korpergewicht am Tag 0 und Tag 3 bei WT und PP5-K20 nach LPS-
oder Kontroll-Behandlung (n =4 - 7).
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Abbildung 62: Korpertemperatur am Tag (0 und Tag 3 bei WT und PP5-K20 nach LPS-
oder Kontroll-Behandlung (n =4 - 7).
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Abbildung 63: Milzgewicht bei WT und PP5-K20 nach LPS- oder Kontroll-Behandlung
(* p < 0,05 vs. Kontrolle, n = 4 - 7).
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Abbildung 64: Gewicht der Nieren bei WT und PP5-K20 nach LPS- oder Kontroll-
Behandlung (n =4 - 7).
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Abbildung 65: Herzgewicht bei WT und PP5-K20 nach LPS- oder Kontroll-Behandlung
mn=4-7).
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Abbildung 66: IL6-Konzentration im Plasma von WT und PP5-K20 nach LPS- oder
Kontroll-Behandlung. Die IL6-Konzentration im Plasma bei Wildtyp Kontrolle lag
unter dem Detektionsniveau (n =4 - 7).
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Abbildung 67: linksventrikulirer diastolischer Druck (LVDP) in Herzen von WT und
PP5-K20 nach LPS- oder Kontroll-Behandlung (n =4 - 7).
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Abbildung 68: linksventrikulirer systolischer Druck (LVSP) in Herzen von WT und
PP5-K20 nach LPS- oder Kontroll-Behandlung (* p < 0,05 vs. WT, ¥ p < 0,05 vs.
Kontrolle,n =4 - 7).
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Abbildung 69: Relaxationszeit Tf10-90 (Zeit von 10 % zu 90 % Relaxation) in Herzen
von WT und PP5-K20 nach LPS- oder Kontroll-Behandlung (* p < 0,05 vs. WT, " p <
0,05 vs. Kontrolle,n =4 - 7).
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Abbildung 70: diastolischer Druck des linken Vorhofs (LADP) in Herzen von WT und
PP5-K20 nach LPS- oder Kontroll-Behandlung (n =4 - 7).
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Abbildung 71: systolischer Druck des linken Vorhofs (LASP) in Herzen von WT und
PP5-K20 nach LPS- oder Kontroll-Behandlung (n =4 - 7).
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Abbildung 72: Herzfrequenz von WT und PP5-K20 nach LPS- oder Kontroll-
Behandlung (* p < 0,05 vs. WT,n=4-7).
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Abbildung 73: Minimum der 1. Ableitung des linksventrikuliren Drucks (-dP/dt) in
Herzen von WT und PP5-K20 nach LPS- oder Kontroll-Behandlung (* p < 0,05 vs. WT,
*p < 0,05 vs. Kontrolle, n = 4 - 7).
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Abbildung 74: Maximum der 1. Ableitung des linksventrikuliren Drucks (+dP/dt) in
Herzen von WT und PP5-K20 nach LPS- oder Kontroll-Behandlung (% p < 0,05 vs. WT,
*p < 0,05 vs. Kontrolle, n = 4 - 7).
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Tabelle 10: Zusammenfassung der LPS-Versuche (* p < 0,05 vs. WT, * p < 0,05 vs.
Kontrolle, n =4 - 7).

Wildtyp PP5-K20

Bedingung: Kontrolle LPS Kontrolle LPS
Parameter: Mittelwert Mittelwert Mittelwert Mittelwert

+ SEM + SEM + SEM + SEM
Korpergewicht (g):
Tag O: 35+2,1 34+4,1 34+1,0 35+1,
Tag 3: 36 +£2,0 30+4,2 34+0,9 30£1,5
Korpertemperatur (°C):
Tag O: 35+0,3 35+0,6 36 +£0,5 36 +£0,5
Tag 3: 3604 35+04 36 £0,1 3504
Milzgewicht (mg): 90 + 6,1 170 +20,9" 94 + 6,9 178 +6,9*
Nierengewicht (mg): 498 + 50,2 429 + 88,9 409 + 15,3 423 +26,7
Herzgewicht (mg): 190 £ 15,5 189 +334 189 £ 8,2 199+ 154
IL6-Plasmaspiegel
(pg/ml): 1+£1,0 2651 +1302,0 12 +£2.8 119 £ 86,7
LVDP (mmHg): 6+4,3 12+£1,0 9+28 11+£3,0
LVSP (mmHg): 88 +49 25+2,0" 66 £9,3 36 £2,9*F
Relaxationszeit
Tf10-90 (msec): 60+34 110 +12,2* 81 +7.2* 89+74
LADP (mmHg): 17£2,5 17 £0,5 16 £34 17+49
LASP (mmHg): 27 £2,7 26+ 1,5 28 £5,6 26 £8,0
Herzfrequenz
(Schldge/Minute): 238 £ 13,5 157 £31,7 188 +15,6* 220+ 184
-dP/dt (mmHg/sec): -1564 +268,6 | -211+£25,6" -892 +170,2 | -428 £79,6*"
+dP/dt (mmHg/sec): 2617 £271,1 351 £63,5" 1533 £321,7 699 +105,5*"
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5. Diskussion

5.1. potentielle Substrate der PPS im Herzen

Wie in der Einleitung beschrieben und in den Ergebnissen gezeigt, ist Phospho-Casein ein
Substrat der PP5. Der Caseinassay wurde hier als Standard-Phosphatase-Assay benutzt und
zeigte eine  Stimulierbarkeit der PP5-Aktivitit durch  Arachidonsdure. Unter
Kontrollbedingungen wurde nur wenig Substrat umgesetzt. Ahnlich wie in friiheren
Untersuchungen wurde eine Hemmung der Arachidonsiure-stimulierten Protein-Phosphatase-
Aktivitdt durch NaF oder Cantharidin gefunden (Chen und Cohen, 1997).

Potentielle Substrate der PP5, die wichtige Bedeutungen im Herzen haben und in bzw. auf der
Membran des sarkoplasmatischen Retikulums (SR) lokalisiert sind, sind Phospholamban
(PLB, Serl6, Thrl7) und Ryanodin-Rezeptoren (Ser2808). An den Myofilamenten
lokalisierte potentielle Substrate der PP5 sind Troponin-Inhibitor (Tnl, Ser23/24) und
Myosin-bindendes Protein C (MBC-C, Ser282, Ser302, Ser273). Kanile, Pumpen und
Rezeptoren, die als potentielle Substrate der PP5 gefunden wurden, sind transiente
Auswirtskanile z.B Kv4.2, (Ser552), B,-adrenerge Rezeptoren (Ser345/346, Ser261/262),
Kir2.3-Kaniile (Ser443), Na-K-Pumpe (Ser528), Na"H"-Austauscher 3 (NHE3, Ser540) und
hERG (Ser1140, Ser285). Zytosolische Proteine als potentielle Substrate der PP5 sind
Inhibitor-1 (I-1, Thr35), EF2-Kinase (Ser499), BAD (Serl155) und die regulatorische
(inhibitorische) Untereinheit 9B der PP1 (PPPIR9B, Ser94). An bzw. in der Membran
lokalisierte Proteine als potentielle Substrate der PP5 sind Phosphodiesterase 3B (PDE3B,
Ser10), Phospholipase Y1 (PLC-yl, Serl1248) und Phospholemman (PLM, Ser88).
Transkriptionsfaktoren als potentielle Substrate der PP5 sind cAMP-responsives Element
Modulator (CREMt, Ser113), cAMP responsives Element-Bindingsprotein (CREB, Ser133).
potentielle Substrate der PP5 auf bzw. in Membran des SR:

Phosphorylierung von PLB erhoht die Aktivitit von SERCA. Mehr Ca®* wird in das SR
gepumpt und akkumuliert dort, wodurch beim néichsten Zyklus mehr Ca®* fiir die Kontraktion
zur Verfiigung gestellt werden kann. Die Relaxationsrate und die Kontraktilitdt steigen an.
Dephosphorylierung von PLB hemmt SERCA und verringert damit die Relaxationsrate und
die Kontraktilitdt (Brittsan und Kranias, 2000). AuBerdem ist die Phosphorylierung von
Phospholamban nach Isoprenalin-Stimulierung bzw. unter Basalbedingungen in insuffizienten
menschlichen Herzen vermindert (Bartel et al., 1996, El-Armouche et al., 2004). Damit
konnte PP5 durch Dephosphorylierung die Relaxationsrate und Kontraktilitit senken.

Eine mogliche Hyperphosphorylierung des Ryanodin-Rezeptors (Ser-2808 bzw. Ser-2030) bei
Herzfehler wird kontrovers diskutiert (Bers, 2002 und 2006). Einerseits sind transgene Miuse,
bei denen Ser2808 durch Alanin ersetzt wurde, geschiitzt gegeniiber Kardiomyopathie
(Phrommintikul und Chattipakorn, 2006, Wehrens et al., 2006) und Marx et al. 2000 zeigten
eine Hyperphosphorylierung des Ryanodin-Rezeptors an Ser-2808 bei Herzfehler und eine
damit verbundene erhéhte Ca**-Sensitivitit des Ryanodin-Rezeptors, diastolische Ca**-Lecks,
reduzierter Ca**-Gehalt des SR und eine kontraktile Dysfunktion, andererseits konnten viele
Labore Teilaspekte nicht nachweisen (Bers, 2006). Damit ist nicht klar, inwieweit sich eine
mogliche Dephosphorylierung des Ryanodin-Rezeptors durch PP5 an Ser-2808 auf die
Funktion des Rezeptors auswirken konnte. Da bekannt ist, da3 PP1 und PP2A an den
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Ryanodin-Rezeptor binden konnen (Lehnart et al., 2004), wire es von Interesse zu
untersuchen, ob auch PP5 im Komplex des Ryanodin-Rezeptors enthalten ist. Allerdings ist
der Effekt der Phosphatasen auf die Funktion des Ryanodin-Rezeptors noch nicht geklért.

an den Myofilamenten lokalisierte potentielle Substrate der PP5:

Durch Phosphorylierung des Tnl sinkt die Ca®*-Affinitit von Troponin C, die Relaxation wird
beschleunigt (Zhang et al., 1995). Da Tnl-Dephosphorylierung die Relaxation verlangsamt,
konnte sich aktivierte PP5S im Herzen negativ auf die Relaxationsrate und die Kontraktilitat
auswirken. Zudem ist die Phosphorylierung von Tnl nach Isoprenalin-Stimulierung bzw.
unter Basalbedingungen bei Kardiomyopathien vermindert (Bartel et al, 1996, Messer et al.,
2007, entgegengesetzte Ergebnisse in El-Armouche et al., 2004).

Da Phosphorylierung von MBC-C durch PKA nach [-adrenerger Stimulierung die
Kraftentwicklung des Herzens verbessert (Lecarpentier et al., 2008, Nagayama et al., 2007),
konnte Dephosphorylierung von MBC-C durch PP5 die Kontraktilitit und Herzfunktion
sowie die Struktur der dicken Filamente der Myofibrillen und die Interaktion von
Myosinkopfen und Aktin/diinnen Filamenten verdndern und so zu einer kontraktilen
Dysfunktion beitragen (Decker et al., 2005). Hier wurde eine verminderte Kontraktilitit und
eine abgeschwichte [-adrenerge Stimulierbarkeit bei PPS5-iiberexprimierenden Miusen
gefunden. Die Phosphorylierung von MBC-C ist nach Isoprenalin-Stimulierung bzw. unter
Basalbedingungen bei Kardiomyopathien herabgesetzt (Bartel et al, 1996, EI-Armouche et al.,
2007, Sadayappan et al., 2005).

Kaniile, Pumpen und Rezeptoren als potentielle Substrate der PPS:

Durch a- und B-adrenerge Stimulierung kann Kv4.2, reguliert werden (van der Heyden et al.,
2006). Bei Herzerkrankungen kann es durch adrenerge Stimulierung zur Phosphorylierung
und Herabregulierung des Kv4.2,-Kanals kommen (van der Heyden et al., 2006). Durch
Dephosphorylierung konnte PP5 der Herabregulierung der Kanile entgegenwirken.

Neben den Pj-adrenergen Rezeptoren gibt es im Herzen auch [,-adrenerge Rezeptoren
(Verhiltnis etwa 3:1 beim Mensch). Auch der B,-adrenerge Rezeptor koppelt an Gs-Proteine,
aktiviert die Adenylylcyclase, erhoht die cAMP-Konzentration und fiithrt somit zur
Aktivierung der PKA, die wichtige Proteine des Herzens phosphoryliert. Eine Kopplung des
B.-adrenergen Rezeptors an Gj ist ebenfalls beschrieben. In diesem Komplex kommen
auBerdem der L—Typ—Ca2+—Kanal (LTCC), Caveolin-3, G-Protein G,s, Adenylylcyclase,
Proteinkinase A und PP2A vor. Dieser Proteinkomplex befindet sich v. a. in den Caveolae
(Balijpalli et al., 2006, Pavoine und Defer, 2005). Bei Kardiomyopathien kommt es zu einer
Herabregulierung von B;-Adrenozeptoren, einer vermehrten Aktivierung von Gj, und einer
Desensitivierung der Adenylylcyclase. Eine Stimulierung der zytosolischen Phospholipase A,
(cPLA;) fiihrt zur Erhohung der intrazelluldren Arachidonsdurekonzentration. Werden [-
Adrenozeptoren durch Katecholamine stimuliert, so steigt die intrazellulire cAMP-
Konzentration, PKA wird aktiviert und phosphoryliert u. a. B-Adrenozeptoren, wodurch diese
entkoppelt bzw. desensitiviert und danach internalisiert werden. 3;-adrenerge Rezeptoren mit
dem Gy/cPLA,-Signalweg haben eine erhohte Bedeutung bei Kardiomyopathien (Bohm et al.,
1997, Pavoine et al., 2003, Pavoine und Defer, 2005, Pavoine et al., 1999). Durch die
freigesetzte Arachidonsédure konnte PP5 aktiviert werden und damit durch Phosphorylierung
des B,-adrenergen Rezeptors Einfluss auf dessen Aktivitit haben.
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Kir2.3-Kanile im Myokard halten das Ruhemembranpotential aufrecht (Zhu et al., 1999). Da
Phosphorylierung und Dephosphorylierung dieses Kanals dessen Aktivitdt verdndern kann,
konnte PP5 die Aktivitit des Kanals verdndern.

Eine Stimulierung der B-Adrenozeptoren durch Isoprenalin reduziert den Strom durch die
Na/K-Pumpe (Na-K-H1,), dieser Effekt ist durch PKA vermittelt (Gao et al., 1998). Eine
PKA-vermittelte Reduzierung des Stroms durch die Na/K-Pumpe (Na-K-H1,) kann durch den
Phosphatasehemmstoff Calyculin A vermindert werden (Gao et al., 1998). Da PP5 ein Peptid
der Na/K-Pumpe dephosphorylieren konnte und da PP5 ebenfalls durch Calyculin A gehemmt
wird, konnte sie durch Dephosphorylierung an der Regulation des Kanals beteiligt sein.

hERG ist ein durch PKA bzw. cAMP-erhhende Substanzen phosphorylierbarer K*-Kanal im
Herzen, durch die Phosphorylierung sinkt der K*-Strom (Cui et al., 2000, Wei et al., 2002).
Werden die phosphorylierbaren Reste von hERG wegmutiert, so reagiert der Kanal nicht auf
PKA, dariiber hinaus konnen Arrhythmien bei Menschen zum Teil durch Mutationen des
hERG erklédrt werden. Phosphorylierung durch PKA nach B-adrenerger Stimulation stimuliert
hERG, ein Adaptorprotein (14-3-3¢) zu binden, welches den phosphorylierten Zustand
stabilisiert und die Aktivierung des Kanals zu hyperpolarisierenden Membranpotentialen
verschiebt. Ist hERG z.B. durch Mutationen nicht phosphorylierbar, so wird die
Aktvierungsschwelle nicht veridndert und verfrithte Aktionspotentiale sind moglich (Choe et
al., 2006). Phospho-hERG ist ein potentielles Substrat fiir PP5, damit konnte diese
Phosphatase an der Dephosphorylierung des Kanals beteiligt sein.

potentielle Substrate der PP5 im Zytosol:

Phosphorylierter I-1 bzw. DARPP-32 hemmt PP1, die Antwort auf B-Adrenozeptor-
Agonisten wird verstirkt (Endo et al, 1996, Gupta et al., 2002). Durch die
Dephosphorylierung des I-1 durch aktivierte PP5 konnte im Herzen die Aktivitit der PP1
erhoht und die Antwort auf [(-adrenerge Agonisten abgeschwicht werden. In diesem
Zusammenhang ist die hohe Ahnlichkeit der Sequenzen von I-1 und DARPP-32 an den oben
genannten Phosphorylierungstellen zu nennen. Die Phosphorylierung von I-1 ist bei
Kardiomyopathien verringert (El-Armouche et al., 2004).

Bei Sauerstoffmangel hiufen sich missgefaltete Proteine im endoplasmatischen Retikulum an
und es kommt zur Beendigung der Proteinsynthese (Terai et al., 2005). Dabei wird AMPK in
den Herzmuskelzellen aktiviert, die Phosphorylierung des Elongationsfaktors 2 (EF-2) ist
erhoht und somit die Proteinsynthese gehemmt, was in diesem Fall kardioprotektiv ist (Terai
et al., 2005). Eine Behandlung mit siRNA gegen die EF-2-Kinase fiihrt zur herabgesetzten
Phosphorylierung von EF-2 und zum Wegfall der kardioprotektiven Wirkung. AMPK
phosphoryliert die EF-2-Kinase direkt und erhoht so die Phosphorylierung von EF-2 (Chan et
al., 2004, Terai et al., 2005). Eine Dephosphorylierung der EF-2-Kinase durch PP5 hitte eine
verminderte Phosphorylierung von EF-2 zur Folge und konnte zu einer weiteren
Proteinsynthese und damit zum Wegfall der kardioprotektiven Wirkung fiihren.

In Herzmuskelzellen fiihrt eine Behandlung mit Wasserstoffperoxid zur Herabregulierung der
BAD-Expression und zur Apoptose. Eine Phosphorylierung von BAD an Ser112, Ser136 und
Serl55 steigert die anti-apoptotische Wirkung des Proteins. Phosphatasehemmung durch
Okadasidure erhoht die Spaltung von BAD. Eine lingerdauernde Applikation von Isoprenalin
fiihrt iiber eine Erhohung des Ca**-Spiegels und einer Aktivierung der PP2B zur Apoptose,

97



Diskussion

dabei ist auch die Phosphorylierung von BAD herabgesetzt (Cieslak und Lazou, 2007, Saito et
al., 2000, Valks et al., 2002). Da die Dephosphorylierung von BAD die antiapoptotischen
Wirkungen dieses Proteins authebt, konnte auch PP5 - {iber eine Dephosphorylierung von
BAD - die Apoptose fordern.

PPPIR9B, auch als Spinophilin oder Neurabin II bezeichnet, ist ein Teil des
makromolekularen Komplexes des Ryanodin-Rezeptors, jedoch ist die genaue Funktion
unbekannt (Bers, 2004, Cohen, 2002). Die Bindung von PPP1R9B an Aktin wird durch eine
Phosphorylierung an Ser94 gehemmt (Uematsu et al., 2005). PP5 konnte durch eine
Dephosphorylierung von PPP1R9B Einfluss auf die Funktion des Proteins haben.

an bzw. in Membranen lokalisierte Proteine als potentielle Substrate der PP5:

PDE3B kommt in vielen Zelltypen vor und baut cAMP ab (Palmer et al., 2007). Im Herzen
assoziiert sich PDE3B in einem Multiproteinkomplex mit PI3Ky und kontrolliert den Abbau
von cAMP (Patrucco et al., 2004). Da PP5 ein Peptid der PDE3B dephosphorylieren konnte,
kolnnte PPS PDE3B dephosphorylieren und inaktivieren.

PLC-y1 kann in Stressmodellen des Herzens in der Phosphorylierung und Expression erhoht
sein und konnte eine Rolle beim Uberleben der Herzmuskelzellen spielen (Mangat et al.,
2006).

Unter Basalbedingungen hemmt PLM die Na-K-ATPase und senkt deren Affinitit fiir Na*.
Durch B-adrenerge Rezeptoragonisten wird die Hemmung der Na-K-ATPase durch PLM
durch Phosphorylierung von PLM an Ser88 aufgehoben, die Affinitit der Na-K-ATPase fiir
Na* wird erhoht (Despa et al., 2005). Da PP5 ein Peptid der Na-K-ATPase dephosphorylieren
konnte, konnte aktivierte PP5 durch Dephosphorylierung von PLM die Na-K-ATPase
hemmen und damit -adrenerge Effekte abschwéchen.

Transkriptionsfaktoren als potentielle Substrate der PP5:

Phosphorylierung von CREMt und CREB beispielsweise nach -adrenerge Stimulierung kann
zur Transkriptionsaktivierung fithren (Miiller et al., 2005). Somit wiirde sich eine
Dephosphorylierung von CREM durch PP5 negativ auf die Transkriptionsaktivitit auswirken.
Uberexpression einer menschlichen CREM-Form im Herzen von Miusen fiihrt zur
VergroBerung der Vorhofe, Vorhof- und Ventrikelhypertrophie, Vorhofflimmern, frithzeitigen
Tod und zu einer verminderten Phosphorylierung von CREB (Miiller et al., 2005).
AbschlieBend muf} gesagt werden, dafl die gefundenen Substrate potentielle Substrate der PP5
sind, da es Peptide und in vitro-Versuche waren. Ergdnzend miiiten Untersuchungen mit
rekombinanten Proteinen als Substrate und beispielsweise Zellkulturversuche, in denen PP5
tiberexprimiert und experimentell aktiviert wird, durchgefiihrt werden und es miilite
untersucht werden, ob die gefundenen Substrate auch dort Substrate der PP5 sind. Um die
Aktivitdat anderer Protein-Phosphatasen auszuschliefen, wiren auch Zellkulturversuche mit
Knockouts anderer Protein-Phosphatasen, wie beispielsweise PP1, PP2A oder PP2B, wichtig.
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5.2. potentielle Substrate der PPS im Vergleich zu denen der PP2C;

Als Substrat fiir PP2Cy ist ebenfalls Casein beschrieben (Klumpp et al., 1998). Im Gegensatz
zur PPS ist die Aktivitit von PP2C allerdings abhéngig von Mg2+, was eine Unterscheidung
der Phosphatasen ermdglicht. In den Ergebnissen ist eine Expression im Herzen gezeigt.
Somit ist es von Interesse, welche Peptide von PP5 und/oder PP2C dephosphoryliert werden
konnten. Teilweise werden die Peptidsubstrate von PP5 und PP2Cg dephosphoryliert (Kir2.3,
PLC-y1, CREMt, B;-adrenerger Rezeptor, Kv4.2,, Na-K-H1, (Herz), PLB, PLM, PPP1R9B,
MBC-C, EF-2-Kinase, Tnl und BAD). Einige dieser Substrate haben wichtige Bedeutungen
im Herzen (siehe 5.1). Es ist bekannt, dal BAD wichtige Bedeutungen in der Regulation der
Apoptose hat. Es ist auch eine Dephosphorylierung von BAD durch PP2C, und PP2Cjy gezeigt
worden (Schwarz et al., 2006). Daneben gibt es auch Peptide, die von PP2Cg besser als von
PP5 dephosphoryliert worden sind (Dihydropyridin-sensitiver L-Typ Ca**-Kanal in
Skelettmuskeln (CICC), Inositol 1,4,5-Triphosphat Typ I Rezeptor (IP3R), LTCC, cAMP-
spezifische Phosphodiesterase (PDE4D3)).

DeSouza et al, 2002 zeigen, dal IP3-Rezeptoren in der Plasmamembran einen
makromolekularen Komplex mit PP1, PP2A und PKA bilden und diese Rezeptoren durch
PKA-Phosphorylierung aktiviert werden konnen. Durch eine mogliche Dephosphorylierung
des Kanals konnte PP2Cg Einfluss auf die Aktivitét haben.

CICC und L—Typ—Ca2+—Kanéile sind spannungsabhingige Ca®*-Kanile in der Skelett- bzw.
Herzmuskulatur. Durch B-adrenerge Stimulierung nimmt der Strom durch L—Typ—Ca2+—Kanéile
zu. PKA kann die Kanile direkt phosphorylieren und die Aktivitit verdndern (Anderson et al.,
2006, van der Heyden et al., 2005). Da PP2Cy auf der Peptidmembran Peptide des L-Typ-
Ca**-Kanals und des CICC dephosphorylieren konnte, konnte diese Phosphatase eine Rolle
bei der Dephosphorylierung und Verdnderung der Aktivitit der Kanéle haben.

Murthy et al., 2002 zeigen, dal PDE4 in Herzmuskelzellen an der Regulation der Kontraktion
beteiligt ist, durch Hydrolyse von cAMP lokal begrenzte Pools der Aktivitidt von PKA bildet
und das AusmaBl der PKA-vermittelten Phosphorylierung von zelluldren Proteinen
mitbestimmt (Murthy et al., 2002). PP2Cg konnte an der Regulation dieser Prozesse beteiligt
sein.

5.3. Bedeutung der PP5 im Sdugetierherz

Die Ergebnisse der Versuche mit dem Modell des ,,isoliert-perfundierten Arbeit-leistenden
Herzens* zeigen eine negative Abhingigkeit der Herzfunktion vom Ausmall der
Uberexpression der PP5 im Herzen. Miuse der Linie PP5-K20 zeigen eine schlechtere
Herzfunktion als Miause der Linie PP5-K14 (Gergs et al., 2004b). In den Ergebnissen konnte
eine schlechtere Herzfunktion bei transgenen Mdiusen der Linie PP5-K20, aber nicht bei
transgenen Tieren der Linie PP5-K14, gegeniiber Wildtypen gezeigt werden. Transgene
Mause der Linie PP5-K20 haben unter Basalbedingungen eine geringere Phosphorylierung
von PLB an Serl6, aber nicht an Thrl7. Durch Versuche mit Peptiden bzw. der
Peptidmembran ist PLB als potentielles Substrat der PP5 gefunden worden. Die Bedeutung
der PLB-Phosphorylierung wird in 5.1 besprochen. Es gibt keine Verdanderung der Expression
kontraktiler Proteine im Herzen in der PP5-K20-Linie. Eine 2D-Elektrophorese zeigt eine
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erhohte Expression von PP5, Serum-Albumin, ATP-Synthase, Malat-DH, Ethanolamin-
Kinase 1, Tropomyosin und drei nicht identifizierbaren Proteinen in den Herzen transgener
Tiere. Die Expression der Langketten-spezifischen Acyl-CoA-DH, der a-Untereinheit des
Elektronentransfer-Flavoproteins, des eukaryotischen Elongationsfaktor 1 €1, der
Superoxiddismutase, der Phosphoglycerat-Mutase, der B-Enolase und 9 nicht identifizierbaren
Proteinen ist vermindert. In Kardiomyopathie-Modellen sind die Expressionspiegel der ATP-
Synthase und des Tropomyosins erhoht (Crabos et al., 1991, Schott et al., 2008). Bei den
restlichen Proteinen, deren Expression veridndert ist, gibt es in der Literatur bei verschiedenen
Kardiomyopathie-Modellen gegensitzliche Ergebnisse (Knecht et al., 1994, Lopes et al.,
2006). Die Expression der Phosphoglycerat-Mutase ist in einer durch tachykarde elektrische
Reizung (,,Pacing®) ausgelosten Herzinsuffizienz verdndert (Heinke et al., 1999). Die
Konzentration der B-Enolase im Serum steigt zwar nach Myokard-Infarkt an, ist aber bei
anderen kardiovaskuldren Erkrankungen nicht erhoht (Nomura et al., 1987). Die Bedeutung
der Expression der Ethanolamin-Kinase 1, der a-Untereinheit des Elektronentransfer-
Flavoproteins und des eukaryotischen Elongationsfaktor 1 €l fiir die Herzfunktion im
gesunden und kranken Herz ist nicht bekannt.

Die Ergebnisse von den Tierlinien und aus 5.1 zeigen einen Einfluss der PP5-Expression und
moglicherweise der PP5-Aktivitit auf die Herzfunktion und mogliche Substrate im Herzen.
Chen und Cohen, 1997 zeigen, dal PP5 durch Arachidonsiure aktiviert werden kann.

Im folgenden Abschnitt werden Signalwege, die zur Freisetzung von Arachidonsiure fiihren,
beschrieben. Freisetzung von Arachidonsdure kann iiber Stimulierung purinerger und [,-
adrenerger Rezeptoren, sowie durch TNF,, Somatostatin, Acetylcholin, Bradykinin,
Thrombin, Angiotensin II, Arginin-Vasopressin und Endothelin stimuliert werden. Damit ist
eine Aktivierung der PP5 bei diesen Signalwegen vorstellbar. Eine Stimulierung purinerger
Rezeptoren des Herzen fiihrt zur Aktivierung der cPLA,, zur Freisetzung von Arachidonséure
und zur Aktivierung des K'-Stroms durch den TREK-Kanal (Aimond et al., 2000).
Stimulierung von P,-adrenergen Rezeptoren fiihrt iiber ein Gj-Protein zur Translokation von
cPLA; und Kosedimentierung mit MSK1, eNOS, PLB und SERCA in einer Caveolin-3-
angereicherten Membranfraktion und zur Freisetzung von Arachidonsédure (Ait-Mamar et al.,
2005). Es wird auch eine Beteiligung der PP5 diskutiert, da diese im Herzen exprimiert, durch
Arachidonsdure stimuliert und durch Calyculin A gehemmt wird (Ait-Mamar et al., 2005,
Pavoine und Defer, 2005, Pavoine et al., 1999). Zudem kann PP5 mit den G-Proteinen Gy,
und G 3 interagieren, diese aktivieren eine Phospholipase, die Arachidonsidurekonzentration
steigt an (Yamaguchi et al., 2002). Bei Stress ausgeschiittetes TNF, fiihrt im Herzen iiber eine
Stimulierung der cPLA, und Arachidonsdurefreisetzung zur Verdnderung der Ca**-
Transienten und der Kontraktion (Amadou et al., 2002). Die Bindung von Somatostatin an
den Somatostatin-Rezeptor fiihrt tiber Aktivierung der PLA, und Arachidonsdurefreisetzung
zur Aktivierung eines Ca**-aktivierten K*-Kanals. Die Beteiligung einer Protein-Phosphatase
wird vermutet (Duerson et al., 1996). Auch in Herzmuskelzellen sind Somatostatin-
Rezeptoren nachgewiesen (Duerson et al., 1996, Smith et al., 2005). Tang et al., 2006 zeigen
eine Acetylcholin-abhéngige Aktivierung von Phospholipase C, DAG-Lipase und MAG-
Lipase und eine Freisetzung von Arachidonsdure aus Membranlipiden vaskulirer
Endothelzellen.  Bradykinin  aktiviert = Bradykinin-2-Rezeptoren und  fiihrt  zur
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Arachidonsdurefreisetzung. G;o-Protein und PLA; sind am Signalweg beteiligt (Hecquet et
al., 2006). Thrombin fiihrt tiber G213 und Rho sowie iiber G4, Phospholipase CB und IP3 zu
einer Ca**-abhingigen Arachidonsiurefreisetzung (Hecquet et al., 2006). Thrombin kann in
Herzmuskelzellen eine Ca**-unabhiingige PLA, aktivieren und zur Arachidonsiurefreisetzung
fiihren (Beckett et al., 2006). Angiotensin II und Arginin-Vasopressin fiithren in
Herzmuskelzellen iiber eine Stimulierung der PLA, zur Freisetzung von Arachidonsédure
(Chen und Chen, 1999, Lokuta et al., 1994). Endothelin fiihrt iiber Aktivierung einer PLA,
zur Arachidonsiurefreisetzung (Wu-Wong et al., 1996). Im Herzen kann Arachidonsiure K*-
Kanile, Spannungs-gesteuerte Ca**-Kaniile, Ryanodin-Rezeptoren, PKCS, PKCe und PKCY
modulieren (Pavoine und Defer, 2005).

Da einige der potentiellen Substrate der PP5 (PLB, Tnl, I-1, MBC-C, [;-adrenerge
Rezeptoren) auch wichtige Bedeutungen in der Regulation der Kontraktilitdt des Herzens
haben, konnte unter Bedingungen, bei denen Arachidonsiure freigesetzt wird, eine
Dephosphorylierung stattfinden. Eine Phosphorylierung von PLB, Tnl, I-1 und MBC-C
erhoht die Kontraktilitdt (Bers, 2002, Brittsan und Kranias, 2000, Lecarpentier et al., 2008).
Demnach konnte eine Dephosphorylierung die Kontraktilitit senken. Auf diese Weise
konnten die Ergebnisse der Versuche mit dem Modell des isolierten perfundierten Herzens
der Linien PP5-K20 und PP5-K14 erklirt werden.

Im linken Ventrikel von menschlichem Herzen gibt es keine Unterschiede in der Expression
der PP5 zwischen Proben von gesunden Spendern und Patienten mit Herzinsuffizienz. Daraus
folgt, daB3 die Proteinexpression der PPS im Herzinsuffizienzmodell langfristig nicht verdndert
ist. Akute Verdnderungen wihrend einer Ischdmie konnen nicht ausgeschlossen werden. Im
Caseinassay kann Protein-Phosphatase-Aktivitit von Serin/Threonin-Protein-Phosphatasen
nachgewiesen werden, allerdings gibt es keine Stimulierung durch Arachidonsdure.
Verschiedene Untersuchungen zeigen, dal3 Arachidonsdure PP1 hemmen und PP2A und PP5
aktivieren kann (Chen und Cohen, 1997, Herzig und Neumann, 2000), was die fehlende
Stimulierbarkeit der  Gesamt-Protein-Phosphatase-Aktivitit in den  menschlichen
Herzgewebeproben erkliren konnte. Die Protein-Phosphatase-Aktivitit ist nur zum Teil durch
NaF hemmbar, was auf die Aktivitit einer/mehrerer nicht durch NaF hemmbarer
Phosphatasen schlieen lasst. Zudem zeigen Lubert et al., 2001 eine Interaktion von PP2A
und PP5. Es ist nicht klar, inwiefern sich dadurch die Protein-Phosphatase-Aktivititen der
PP2A und PP5 verindern oder ob PP5 andere Phosphatasen aktiviert oder hemmt. Da die
Bedeutung von B,-adrenergen Rezeptoren und von G; bei Entwicklung einer Kardiomyopathie
zunimmt (Pavoine und Defer, 2005), und da hier z.B. durch TNF,, Wasserstoffperoxid und
Angiotensin II Arachidonsiure freigesetzt werden (Amadou et al., 2002, Colston et al., 2005,
Lokuta et al., 1994), konnte es zu einer Stimulierung der PP5 und zu einer
Dephosphorylierung von an der Kontraktion beteiligten Proteinen des Herzens sowie zu einer
Verschlechterung der Herzfunktion kommen. Unter Sauerstoffmangel, beispielsweise
wihrend einer Ischdmie, induziert der Hypoxie-induzierbare Faktor iiber das Hypoxie-
responsive Element die Expression von PP5 und eine Hemmung der Apoptose (Zhou et al.,
2004). Damit konnte PPS eine Rolle bei ischdmischen Zustinden des Herzens spielen.
Abbildung 75 stellt mogliche Substrate der PP5 und/oder eventuell beeinflusste Signalwege
noch einmal schematisch dar.
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Abbildung 75: Schema der potentiellen Substrate der PPS im Herzen.

5.4. Bedeutung der PPS im Siugetierherz unter Belastung/Sepsis

LPS fiihrt zur Aktivierung eines Komplexes aus dem Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4), CD14 und
myeloidem Differenzierungsprotein (MD2). TLR4 wird auch in Herzmuskelzellen exprimiert
(de Kleijn und Pasterkamp, 2003). Das Adaptorprotein myeloider Differenzierungsfaktor 88
(MyD88) bindet an den Komplex und fiihrt zur frithen Aktivierung von NF-kB und von
Mitogen-aktivierten Proteinkinasen. Gleichzeitig fiihrt ein MyD88-unabhiingiger Signalweg
zu einer spiten Aktivierung von NF-kB, es werden verschiedene proinflammatorische
Mediatoren (z.B. Interleukin-6 (IL6) und TNF,) produziert und es kommt zur Zellschiddigung,
was zur Sepsis mit Dysfunktion des Herzens fiihrt (Dauphinee und Karsan, 2006, de Kleijn
und Pasterkamp, 2003, Wright et al., 2002). Induktion einer Sepsis reduziert nach 18 Stunden
die Phosphorylierung von PLB, die Ca**-ATPase-Aktivitit, die Ca**-Aufnahme, die Ca**-
Sensitivitidt der Myofilamente, die linksventrikulire Funktion und den cAMP-Gehalt im
Herzen (Tavernier et al., 2001, Wu et al., 2002). Der kontraktile Apparat kann im Laufe einer
Sepsis zerstort werden (Rossi et al., 2007). Die Aktivitit der PLA, ist wihrend eines
Endotoxin-Schocks erhoht (Wu et al., 1992).

Ahnlich wie oben beschrieben fiihrt eine Behandlung mit Lipopolysacchariden bei Tieren der
Linie PP5-K20 zu einer Verschlechterung der Herzfunktion, wobei transgene Tiere nach LPS-
Behandlung im Vergleich zu Wildtypen eine bessere Herzfunktion zeigen. Die
Organgewichte sind bei Wildtypen und transgenen Tieren dhnlich und bei beiden Genotypen
steigt die IL6-Konzentration im Blut an. Allerdings ist die Konzentration des IL6 im
Blutplasma transgener Tiere geringer als bei Wildtypen. Im Gegensatz dazu zeigt Gergs et al.,
2009 nach Behandlung von Wildtypen und transgenen Tieren der Linie PP5-K20 mit LPS
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keine Unterschiede in der IL6-mRNA-Expression, allerdings sind TNF,- und IL6-mRNAs
unter Kontrollbedingung in Herzen transgener Tiere niedriger exprimiert als bei Wildtypen
der Linie PP5-K20. Dies deutet auf eine mogliche Beeinflussung des NF-kB-Signalweges
durch PPS5 hin.

Es ist bekannt, daf} bei ischdmischer oder dilatativer Kardiomyopathie die IL6-Konzentration
im Serum/Herzgewebe erhoht ist. Die Hohe der IL6 Spiegel korreliert negativ mit der
Herzfunktion (Plenz et al., 2001, entgegengesetzte Ergebnisse bei IL6 Knockout-Méusen in
Fuchs et al., 2003). Bei PP5-K20-Tieren ist die negative Wirkung von LPS schwicher und die
Produktion von IL6 geringer als bei Wildtypen. Damit konnte die Uberexpression der PP5
einen Einfluss auf die Produktion von IL6 (im Herzen) haben und so protektiv auf die
Herzfunktion unter Stressbedingungen wirken. Da unter vielen Stressbedingungen auch
Arachidonsdure gebildet wird, konnte in Herzen PP5-iiberexprimierender Mause mehr PP5
aktiviert werden und evtl. auf einen Signalweg, der zur IL6-Expression fiihrt, Einfluss
nehmen (Amadou et al., 2002). Es miisste noch untersucht werden, wie sich PP5 auf die
Bildung von IL6 auswirkt und ob Substrate oder Interaktionspartner dieser Phosphatase an der
Modulation beteiligt sind.

Da bei einer Behandlung mit LPS auch Phospholipase A, aktiviert wird (Wu et al., 1992),
konnte Arachidonsdure gebildet werden und die Protein-Phosphatase-Aktivitat der PPS5
stimulieren (Chen und Cohen, 1997). Arachidonsédure (5 uM) hemmt den Strom durch mit
Isoprenalin stimulierte L-Typ-Ca**-Kanile. Dieser Effekt kann durch die Protein-
Phosphatasehemmstoffe Microcystin (20 uM), Okadasdure (25 uM) und Calyculin (200 nM)
gehemmt werden (Petit-Jacques und Hartzell, 1996). Bei diesen Konzentrationen der
Phosphatasehemmstoffe ist auch PP5 gehemmt (Borthwick et al., 2001). L-Typ-Ca**-Kaniile,
Zellverkiirzung und Ca®*-Transienten konnten durch Arachidonsiure (5 bzw. 8,5 puM)
gehemmt werden (Liu, 2007).
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6. Zusammenfassung

PP5 ist eine ubiquitdr exprimierte, durch Arachidonsédure aktivierbare Protein-Phosphatase,
deren physiologische Funktionen weitgehend unbekannt sind. Es sind potentielle Substrate
der PP5 im Herz ermittelt und mit einer Mg2+—abhéingigen ebenfalls durch Arachidonsiure
stimulierbaren Phosphatase, der PP2Cg, verglichen worden. Potentielle Substrate der PP5, die
in bzw. auf der Membran des sarkoplasmatischen Retikulums lokalisiert sind, sind
Phospholamban und Ryanodin-Rezeptor 2. An den Myofilamenten lokalisierte potentielle
Substrate der PP5 sind Troponin-Inhibitor und Myosin-bindendes Protein C. Kanéle, Pumpen
und Rezeptoren als potentielle Substrate der PP5 sind Kv4.2,, B,-adrenerge Rezeptoren,
Kir2.3, Na'/K*-ATPase al-Untereinheit, NHE 3, hERG und IP3;-Rezeptoren. Cytosolische
Proteine als potentielle Substrate der PP5 sind Inhibitor-1, DARPP-32, EF-2-Kinase, BAD
und PPP1R9B. An bzw. in der Membran lokalisierte Proteine als potentielle Substrate der
PP5 sind PDE3B, PLC-yl und Phospholemman. Transkriptionsfaktoren als potentielle
Substrate der PP5 sind CREMt und CREB. Potentielle Substrate der PP2Cg, die in bzw. auf
der Membran des sarkoplasmatischen Retikulums lokalisiert sind, sind Phospholamban und
Glykogen-bindende Untereinheit der PP1. An den Myofilamenten lokalisierte potentielle
Substrate der PP2Cg sind Troponin-Inhibitor und Myosin-bindendes Protein C. Kaniile,
Pumpen und Rezeptoren als potentielle Substrate der PP2Cy sind L-Typ-Ca**-Kanal, IP3-
Rezeptoren, Kir2.3, Br-adrenerge Rezeptoren, Kv4.2,, Na'/K'-ATPase al-Untereinheit,
spannungsregulierter Na'-Kanal (Herztyp HI1) o-Untereinheit, Kir2.1 und NHE3.
Cytosolische Proteine als potentielle Substrate der PP2Cg sind EF-2-Kinase, BAD und
PPP1R9B. An bzw. in der Membran lokalisierte Proteine als potentielle Substrate der PP2Cg
sind PDE3B, PDE4D3, PLC-B3,PLC-yl und Phospholemman. Transkriptionsfaktoren als
potentielle Substrate der PP2Cg sind CREMt und CREB. Die Bedeutung der PP5 im
S#ugetierherzen ist an einer transgenen Mauslinie mit herzspezifischer Uberexpression der
PP5 untersucht worden. Das relative Herzgewicht ist bei transgenen Tieren leicht erhoht, die
Expression von Ca®*-regulatorischen Proteinen des sarkoplasmatischen Retikulums
unverdndert. Die Expression von PP5, Serum-Albumin, ATP-Synthase, Malat-DH und
Tropomyosin ist erhoht und die Expression der Langketten-spezifischen Acyl-CoA-DH und
der Superoxiddismutase ist vermindert. Im Modell des isolierten perfundierten Herzens haben
Herzen transgener Tiere unter Kontrollbedingungen einen hoheren diastolischen und
niedrigeren systolischen linksventrikuldren Druck, eine verlingerte Relaxationszeit, eine
niedrigere Herzfrequenz und niedrigere Absolutwerte der Extrema der 1. Ableitung des
linksventrikuldren Drucks als Herzen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren. In Herzen transgener
Tiere ist unter maximaler [B-adrenerger Stimulierung die Relaxationszeit ldnger, die
Herzfrequenz und die Absolutwerte der Extrema der 1. Ableitung des linksventrikuldren
Drucks niedriger als in Herzen von Wildtyp-Tieren. Unter Kontrollbedingungen ist die
Phosphorylierung von PLB an Serl6, aber nicht an Thrl17, in Herzen transgener Tiere
geringer als in Herzen von Wildtypen. Vergleichend ist die Herzfunktion einer Mauslinie mit
schwicherer Uberexpression der PP5 untersucht worden (PP5-K14), hier gibt es abgesehen
vom Maximum der 1. Ableitung des linksventrikuldren Drucks unter Kontrollbedingungen
keine Unterschiede zwischen den Genotypen unter Basalbedingungen oder nach B-adrenerger
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Stimulierung. Behandlung von isolierten Herzmuskelzellen mit Isoprenalin zeigt keine
Unterschiede in der Phosphorylierung von PLB und Troponin-Inhibitor zwischen Wildtypen
und transgenen Zellen (PP5-K20). Induktion einer Sepsis mit LPS vermindert die
Herzfunktion bei transgenen und Wildtyp-Méausen. Dieser Effekt ist bei Wildtypen jedoch
deutlich ausgeprigter als bei transgenen Tieren (PP5-K20). Das relative und absolute
Milzgewicht ist bei beiden Genotypen erhoht, aber der IL6-Spiegel ist unter
Kontrollbedingungen nicht detektierbar und nach Behandlung mit LPS bei Wildtypen hoher
als bei transgenen Tieren. Es gibt keine Unterschiede in der PP5-Proteinexpression in linken
Ventrikeln herzgesunder und herzkranker Menschen.
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8. Anhang

8.1. Puffer und Losungen
Agar-Platten mit Ampicillin:

Ampicillin-Stamm (100 mg/ml):

Ansatz fiir die Reaktion der Meerrettich-
Peroxidase:

Applikationslosung:

AP-Puffer:

10 % APS:
Arachidonsdure (10 mg/ml):

BCIP:
Benzamidin-Stamm (100 mM):
Coomassie-Entfirbelosung:

Coomassie-Firbelosung:

Denaturierungspuffer:

1 % (w/v) Trypton

0,5 % (w/v) Hefeextrakt

1 % (w/v) NaCl

1,5 % (w/v) Agar

autoklaviert

abgekiihlt auf 50 °C

100 bzw. 50 pg/ml Ampicillin
Platten unter Sterilbank gegossen
100 mg Ampicillin

1 ml steriles destilliertes Wasser
sterilfiltriert

0,009 % H,0,

1,25 mM Luminol

0,225 mM p-Cumarsiure

100 mM Tris/HCI pH 8,5

27,5 mM L(+)-Ascorbinsédure

219 uM Na-Metabisulfit

in Losung C

100 mM NaCl

5 mM MgCl, x 6 H,O

1,49 % (w/v) Triethanolamin

pH 9.4

1 g APS/10 ml destilliertes Wasser
10 mg Arachidonséure

gelost in 1 ml 100 % reinen, unvergéllten Alkohol
in fliissigem Stickstoff schockgefroren
bei -80 °C gelagert

50 mg BCIP in 1 ml DMF

100 mM Benzamidin

30 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsdure

45 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsdure

2,5 g/1 Brilliant-Blue G

63,3 % (v/v) Formamid

9 % (v/v) Formaldehyd

in 1 x MOPS

bei —20 ° maximal eine Woche gelagert
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DEPC-Wasser:

Dialysepuffer:
Dialysierlosung:

EB-Puffer:

EDTA-Na-Pyrophosphat-Puffer:

Elektrophoresepuffer:

Elutionspuffer fiir PP2C:

Elutionspuffer fiir PP5:

G-50-Puffer:

Homogenisationspuffer Zytosol:

IPTG-Stamm (1 M):

Krebs-Henseleit-Puffer:

0,2 % (w/v) DEPC

tiber Nacht durch Riihren gemischt
autoklaviert

50 mM Tris pH 7,5

50 mM Tris-HCl

5 mM EDTA

0,1 % (v/v) Triton X-100
10 mM Tris-HCI pH 8,5
100 mM EDTA

100 mM Na-Pyrophosphat
pH 7,0

51,6 mM Tris-Base

150 mM Glycin

0,1 % (w/v) SDS

20 mM Tris-HCl

5 mM Imidazol

500 mM NaCl

pH 7.9

50 mM NaH,PO,

300 mM NaCl

250 mM Imidazol

pH 8,0

50 mM Tris-HCl

0,1 mM-EGTA

5 % (v/v) Glycerin

0,02 % (w/v) NaN3

pH 7,0

50 mM Tris-HCI1 pH 7,4
10 pl/ml PMSF-Stammlosung
10 ul/ml Benzamidin-Stamml&dsung
1 M IPTG (0,24 g/ml)
sterilfiltriert

bei —20 °C gelagert

118 mM NaCl

25 mM NaHCO3

0,5 mM EDTA

4,7 mM KCI

1,2 mM KH2PO4

1,2 mM MgSO4x 7 H,O
2.5 mM CaCl,

11 mM Glukose

pH 7,4, mit Carbogen begast
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Ladepuffer (fiir RNA):

1 x Ladepuffer fiir SDS-Page mit DTT:
3 x Ladepuffer fiir SDS-Page mit SDS:

2 x Ladepuffer fiir SDS-Page ohne SDS:

LB-Medium mit 20 mM MgSOy:

LB-Medium:

LEW-Puffer:

Losung A:

Losung B:

Losung C:

gesittigte Bromphenolblaulosung
50 % (v/v) Glycerin

in DEPC-Wasser

3 mg DTT/ml 1 x Ladepuffer fiir SDS-Page
30 mM Tris-Base

3 mM EDTA

15 % (v/v) Glycerin

6 % (w/v) SDS

pH 7,8

Spur Bromphenolblau

20 mM Tris-Base

2 mM EDTA

10 % (v/v) Glycerin

pH 7,8

Spur Bromphenolblau
LB-Medium

20 mM MgSO4 x 7 H,O
autoklaviert

1 % (w/v) NaCl

1 % (w/v) Trypton

0,5 % (w/v) Hefeextrakt
autoklaviert

50 mM NaH,PO,

300 mM NacCl

pH 8,0

Joklik-MEM

24 mM NaHCO;

0,6 mM MgSOy4

1 mM L-Carnitin

10 mM Creatin

20 mM Taurin

mit Carbogen (95 % O, 5 % CO,) begast
pH 7,2 bei 37 °C eingestellt
Losung A

1 mM CaCl,

60 - 180 U/ml Trypsin

mit Carbogen (95 % O, 5 % CO,) begast
pH 7,2 bei 37 °C eingestellt
132 mM NaCl

4,4 mM KCl

1,2 mM MgSO, x 7 H,O

10 mM Glucose

10 mM HEPES
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Losung C1:

Losung D:

Lysispuffer P2 (LY):

Lysozym-Stamm:
10 x MOPS:

Na-Acetat:
NBT:

Neutralisationspuffer P3 (NE):

Phosphorylierungsmix:

PMSF-Stamm:

pNPP-Puffer:

Ponceau-Rot-Farbelosung:

2 x Porziogelpuffer:

2,5 mM Na-Pyruvat

pH 7,4

Losung A

0,1 % (w/v) fettsdurefreies BSA
60 - 180 U/ml Trypsin

90 U/ml Collagenase

mit Carbogen (95 % O, 5 % CO,) begast
pH 7,2 bei 37 °C eingestellt
Losung A

1 % fettsaurefreies BSA

0,1 mM CaCl,

mit Carbogen (95 % O, 5 % CO,) begast
pH 7,2 bei 37 °C eingestellt

0,2 M NaOH

1 % (w/v) SDS

100 mg Lysozym/ml steriles destilliertes Wasser
200 mM MOPS

50 mM Natriumacetat wasserfrei
10 mM EDTA

ad 2 1 destilliertes Wasser
autoklaviert

3 M Na-Acetat pH 6

50 mg NBT

300 pl destilliertes Wasser

700 ul DMF

3 M Kaliumacetat pH 5,5

0,1 % (v/v) 2-Mercaptoethanol
0,2 uM ATP (kalt)

250 U PKA

0,5 mCi [y*°P]-ATP

in PP-Basispuffer mit Mg-Acetat
50 mM PMSF

in 100 % Ethanol

50 mM Tris

33 mM MgCl,

6 mM CaCl,

pH 8,0

frisch dazugegeben: 1 mM DTT
0,2 % (w/v) Ponceau S

3 % (w/v) TCA

0,4 % (w/v) Polyacrylamid

0,2 M Tris-Base

0,6 M Glycin
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Porzio-Trenngel (10 %):

Porzio-Trenngel (12 %):

PP-Basispuffer mit Magnesiumacetat:

PP-Basispuffer:

Prahybridierungs-Losung:

Proteinstandard:
Proteinstandard:

Puffer I:

Puffer II:

0,12 mM EDTA

0,2 % (w/v) SDS

10 % (v/v) Glycerin

pH 8,8

37,5 ml Porziopuffer 2 x

24,5 ml Rotiphorese® Gel 30

6,25 ml Glycerin

6,385 ml destilliertes Wasser

65 ul TEMED

300 ul 10 % (w/v) APS

37,5 ml Porziopuffer 2 x

29,5 ml Rotiphorese® Gel 30

6,25 ml Glycerin

1,385 ml destilliertes Wasser

65 ul TEMED

300 ul 10 % (w/v) APS

10 mM Magnesiumacetat -Tetrahydrat
in PP-Basispuffer

50 mM Tris-HCI pH 7,4

0,1 mM EGTA

0,5 % (w/v) SDS

100 pg/ml Salmon Sperm DNA (denaturiert)
50 % (v/v) deionisiertes Formamid

in 5 x Denhardt-Losung

in 6 x SSC

von Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland
0,6 mg/ml Lipoxidase

0,1 mg/ml BSA

0,175 mg/ml Albumin aus Hiithnereiweif3
0,4 mg/ml Carboanhydrase

0,5 mg/ml Chymotrypsinogen A

0,25 mg/ml Ribonuclease A

0,25 mg/ml Cytochrom C

in 1 x Ladepuffer fiir SDS-Page mit SDS und 3
mg/ml DTT

Aliquots von 100 ul bei —20 °C gelagert
vor Auftragen 10 Minuten bei 95 °C
hitzedenaturiert

20 mM Tris-HCI pH 7,4

5 mM EDTA

2 mM EGTA

frisch hergestellt

9.8 ml Puffer I
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Resuspensionspuffer P1 (RE):

Sammelgel (4 %, Lammli):

Sammelgel (4,6 %, Lammli):

Sammelgelpuffer:

1 x SSC:

Stammlosung A:

STE-Puffer:

Strippingpuffer:

Substratpuffer fiir PP2C:

50 x TAE-Puffer:

TBS:

100 ul PMSF-Stamml&sung
100 ul Benzamidin-Stammlésung
50 mM Tris-HCI pH 8,0

10 mM EDTA

100 ug/ml RNase A

4,7 ml Sammelgelpuffer
2,55 ml Rotiphorese® Gel 30
11,8 ml destilliertes Wasser
12 ul TEMED

190 pul 10 % (w/v) APS

1,6 ml Rotiphorese® Gel 30
7,2 ml destilliertes Wasser

1 ml 1,25 M Tris pH 6,8
100 ul 10 % (w/v) SDS

20 ul TEMED

68 ul 10 % (w/v) APS

0,5 M Tris-Base

0,4 % (w/v) SDS

pH 6,8

0,15 M NaCl

0,015 M Natriumcitrat-Dihydrat
pH 7,0

2 % (w/v) Na,COs3

in 0,1 N NaOH

150 mM NaCl

10 mM Tris-HCl

0,25 mM EDTA

pH 8,0

62,5 mM Tris-HCl

pH 6,7

2 % (w/v) SDS

100 mM 2-Mercaptoethanol
50 mM Tris-HCl

0,1 mM EGTA

1 mg/ml BSA

pH 7,0

sterilfiltriert

2 M Tris/Acetat

5 M Natriumacetat

0,5 M EDTA

pH 7,8

10 mM Tris-Base

154 mM NaCl
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TBST:

TCA-Losung:
TE 0,5 % SDS:

TE/SDS-Puffer:

TE-Puffer:

TFB1-Puffer:

TFB2-Puffer:

Transferpuffer:

Trenngel (15 %, Lammli):

Waschpuffer:

YT-Medium:

pH 7,4

TBS

0,1 % (v/v) Tween 20
pH 7,4

50 % (w/v) TCA

10 mM Tris/HCl

1 mM EDTA

0,5 % (w/v) SDS

in DEPC-Wasser

50 mM Tris/HCI pH 8
100 mM EDTA

0,5 % (w/v) SDS

10 mM Tris-HCI pH 8,0
0,25 mM EDTA

30 mM Natriumacetat
10 mM CaCl,

50 mM MnCI2 x 4 H,O
100 mM RbCl,

15 % (v/v) Glycerin

pH 5,8

steril filtriert

100 mM MOPS

75 mM CaCl,

10 mM RbCl,

15 % (v/v) Glycerin

pH 6,5

steril filtriert

210 mM di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
40 mM Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
11,25 ml Rotiphorese® Gel 30
6 ml destilliertes Wasser
4,5 ml 1,8 M Tris pH 8,8
225 ul 10 % (w/v) SDS
22,5 ul TEMED

150 pl 10 % (w/v) APS
50 mM Tris

400 mM NaCl

pH7,5

1,6 % (w/v) Pepton

1 % (w/v) Hefeextrakt
0,5 % (w/v) NaCl
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8.2. verwendete Restriktionsenzyme

Restriktionsenzym | Puffer Units/10 ug DNA | Hersteller
BamHI Puffer BamHI | 8 Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland
Eco521 Puffer Eco521 | 20 Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland
EcoRI Puffer EcoRI 10 Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland
Kpnl Puffer Kpnl 100 Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland
Nrul Puffer Nrul 25 Promega GmbH, Mannheim,
Deutschland
8.3. PCR
PCR-Ansatz
Substanz:
DNA etwa 4 ug
Forward-Primer 1 uM
Reverse-Primer 1 uM

Triple Master Polymerase Mix (Eppendorf |3,5U
GmbH, Hamburg, Deutschland)
dNTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP und dTTP) |200 uM
in High Fidelity PCR-Puffer ad 50 pl

verwendete PCR-Primer

Konstrukt: |Primer: Sequenz: Annealing- | Schnittstelle
temperaturen | fiir:
(°C):
pcDNA- pcDNA-PP5- |5°-tca cg'g atc cga agg cga|57,9;60,9; |BamHI
PP5 Forward- acg tac t-3° 64,2; 67,0
Primer:
pcDNA- pcDNA-PP5- |5’-cga cg™a att cac atc att cct|57,9; 60,9; |EcoRI
PP5 Reverse- agc t-3’ 64,2; 67,0
Primer:
a-MHC- PP2Cb-Kpn 5’-ggt ac’c cta cca tgg gtc ttc|51,6; 56,8; | Kpnl
PP2Cy tag-3’ 60,0
a-MHC- PP2Cb-Eco 5’-c’gg ccg atg ggt gcea ttt ttg|51,6; 56,8; | Eco52I
PP2Cy g-3 60,0
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PCR-Programm

Zyklen: Zeit Temperatur (°C): Bemerkungen:
(Minuten):
I x 2:00 95
30 x 0:30 95
0:30 Annealingtemperatur(en) |Optimierung der PCR-Bedingungen
1:30 72
I x 5:00 72
1x hold 4

8.4. PCR zur Genotypisierung der PP5-transgenen Mauslinie

PCR-Ansatz zur Genotypisierung der PP5-K20-Mauslinie

Substanz:

DNA etwa 0,1 - 0,5
ug

Forward-Primer 1 uM

Reverse-Primer 1 uM

Ampliqon Taq DNA-Polymerase 1,25U

dNTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP und dTTP) {200 uM

in Standardpuffer mit 1,5 mM ad 20 ul

Magnesiumchlorid

PCR-Primer zur Genotypisierung der PP5-K2(0-Mauslinie

Konstrukt Primer: Sequenz: Annealingtemperatur
(Transgen): O):
oaMHC-PP5-K20 | MHC-SEQ-P1 |5’-acc ctt acc cca cat aga cc-3” |55
oaMHC-PP5-K20 [rPP5-SEQ-P3R |5’-gct tca cct tca cca ccg te-3° |55
PCR-Programm zur Genotypisierung der PP5-K20-Mauslinie
Zyklen: |Zeit (Minuten): | Temperatur (°C): Bemerkungen:
1x 2:00 94
10 x 0:30 94
0:30 55
2:00 72
20 x 0:30 94
0:30 55
2:00+57 |72 5 Sekunden Inkrement
I x 5:00 72
1x hold 4
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8.5. Primer fiir Sequenzierungen

Primer: Konstrukt: Sequenz: Position im
Plasmid:
MHC-SEQ-P1 |a-MHC-PP2Cy | 5’-acc ctt acc cca cat aga cc-3’ 8342 forward
M13 forward a-MHC-PP2Cy | 5’-tgt aaa acg acg gcc cca gt-3’ 9936 reverse
PP2Cb-SEQ-P1 | a-MHC-PP2Cy | 5’-aac aac gaa gac ttc agg gc-3’ 8796 forward
PP2Cb-Kpn a-MHC-PP2Cg | 5’-ggt ac”c cta cca tgg gtc ttc tag-3" | 9683 reverse

8.6. Ligations-Ansatz

Kontrolle Fragment/Vektor
ul Vektor 1 1
ul Fragment 0 9
U T4-Ligase 2 2
Ligationspuffer T4 ad 20 ul ad 20 ul

8.7. GroBenbereiche fiir Proteinnachweise im Westernblot

Grofenbereich (kDa): nachzuweisendes Protein:
67 - 110 SERCA

45 - 67 PP5

45 - 65 Calsequestrin

30 - 67 PP2Cg

14 - 30 Phospholamban

8.8. Ubersicht der verwendeten Antikorper

Antikorper:

2. Antikorper:

anti-Calsequestrin

anti-Junctin (JCN4)

anti-Phospholamban

anti-PP2Cg

anti-PP5

Medium Verdiinnung
1. Antikorper: 1. Antikorper:
5 % (w/v) Milchpulver 1:10.000
in TBST
5 % (w/v) Milchpulver 1:1.000
in TBST
2 % (w/v) BSA in 1:5.000
TBST
5 % (w/v) BSA in TBS 1:1.000
5 % (w/v) Milchpulver 1:1.000
in TBST

(fir Nachweis rekombinanter
PP5 und zur Unterscheidung
von Wildtypen und transgenen
Miusen)

anti-rabbit IgG

anti-rabbit IgG

anti-mouse IgG

anti-rabbit IgG-
HRP,
nachgewiesen
mit ECL
anti-mouse IgG
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anti-PP5

(fur Nachweis von PP5 in

Herzgeweben von Ratte,
Mensch und Maus (Wildtyp))
anti-Ser16P-Phospholamban
anti-SERCA
anti-Thr17P-Phospholamban

anti-Triadin (TRNG6)

Phospho-Threonin-Antikorper
(P-Thr-Polyclonal)

Tetra-His-Antikorper

5 % (w/v) Milchpulver
in TBST

2 % (w/v) BSA in
TBST
5 % (w/v) Milchpulver
in TBST
2 % (w/v) BSA in
TBST
5 % (w/v) Milchpulver
in TBST
5 % (w/v) BSA in
TBST
Protokoll von Cell
Signaling
Technology®
3 % (w/v) BSA in TBS
Protokoll von Qiagen
GmbH

1:500

1:5000

1:3000

1:5000

1:1.000

1:1.000

1:1000

anti-mouse IgG

anti-rabbit IgG

anti-mouse IgG

anti-rabbit IgG

anti-rabbit IgG

anti-rabbit IgG

anti-mouse IgG

8.9. Ansiitze zum Versuch Phosphorylierung der PP5 durch PKA

Ansitze 1 2 3
PP5 Eluat 1 (ug) 30 30 -
PKA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, - 125 125
USA, U)
[y""P]-ATP (mCi) 0,15 0,15 0,15
ATP (kalt) (uM) 1 1 1
PP-Basispuffer mit Magnesiumacetat ad 200 pl ad 200 pl ad 200 pl
aufgefiillt aufgefiillt aufgefiillt

8.10. Bezugsquellen

8.10.1. Substanzen

Firma: Substanzen:

AppliChem GmbH, Darmstadt, NaCl, Tris

Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland Collagenase

Boehringer Mannheim GmbH,
Mannheim, Deutschland

Calbiochem/EMD Biosciences, La Jolla,

CA., USA

Carl Roth GmbH + CO. KG, Karlsruhe,

PMSF
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Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

Hartmann Analytic GmbH,
Braunschweig, Deutschland

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

New England Biolabs GmbH,
Frankfurt/M, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Formamid, Glycerin, Glycin, Hefeextrakt, IPTG,
Isopropanol, Lysozym, 2-Mercaptoethanol,
Methanol, MOPS, NaN3, NaOH, Polyacrylamid,
Rotiphorese® Gel 30, Triethanolamin, Tris-HC1
Sheared Salmon Sperm DNA (10 mg/ml)

dATP, dCTP, dGTP, dTTP, BCIP-T, DTT, NBT,
RNase A (fiir Miniprdparationen)
[**P]-Phosphorsiure (37 MBg/mCi), [a’*P]dCTP
(3.000 Ci/mmol), [y**P]-ATP (110 TBg/mmol),
[v’P]-ATP

Medium M 199, Neugeborenes Kilberserum,
Penicillin/Streptomycin, TRIzol

Benzonase (Reinheitsgrad II, 10.000 U/Glas),
BSA, CaCl,, Chloroform, Essigsédure, Essigsdure-
Anhydrid, Glucose, HC104, KH,PO4, L(+)-
Ascorbinsdure, MgCl, x 6 H,O, MgSO,4 x 7 H,0,
Na,CO;3, NaH,PO,4, NaHCOs;, Natriumcitrat-
Dihydrat, N-Hydroxybenzotriazol, Piperidin, SDS,
Trifluoressigsdure, Tris-Base, Tween 20

PKA

Adenosindeaminase (from calf intestine, 10
mg/ml), Proteaseinhibitoren (complete, EDTA
free)

Carboanhydrase B aus Rindererythrozyten,
Chymotrypsinogen A aus Rinderpankreas,
Cytochrom C aus Pferdeherz lyophil., Lipoxidase
aus Sojabohnen, Ribonuclease A aus
Rinderpankreas (fiir Proteinstandard), TEMED
Agar, Albumin aus Hiihnereiweif3,
Arachidonsiure, ATP, Benzamidin, Brilliant-Blue
G, Bromphenolblau, Creatin, Denhardt-Losung,
Dichlormethan, Diisopropylcarbodiimid, DL-
Homocystein, DMF, EGTA, Ethidiumbromid
(1%ige Losung), fettsdaurefreies BSA, Glutathion,
HEPES, Imidazol, Joklik-MEM, Kaliumacetat,
KCl, L-Carnitin, Magnesium-Acetat-Tetrahydrat,
MnCl, x 4 H,O, Na-Metabisulfit, Na-
Pyrophosphat, Na-Pyruvat, Natriumacetat,
Natriumacetat wasserfrei, Pepton, PKA (wegen
Lieferschwierigkeiten Firma gewechselt), Ponceau
S, Proteinase K, RbCl,, Sephadex G-50 Superfine,
Taurin, TCA, Triton X-100, Trypsin, Trypton,
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TSI GmbH und Co. KG, Zeven,
Deutschland

8.10.2. Antikorper

Firma/Herkunft:
Badrilla Ltd., Leeds, Grofbritannien

BD Biosciences — Becton Dickinson
GmbH, Heidelberg, Deutschland

Cell Signaling Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

Prof. L. Jones, University of Indianapolis,
IN, USA

Prof. S. Klumpp, Universitit Miinster,
Deutschland

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Urethan,
Magermilchpulver

Antikorper:

anti-Phospholamban, anti-Ser16P-Phospholamban,
anti-Thr17P-Phospholamban

anti-PP5

rabbit anti-Phospho-Threonin (P-Thr-Polyclonal)

anti-Calsequestrin, anti-Junctin (JCN4), anti-
SERCA, anti-Triadin (TRNG6)
anti-PP2Cg

Tetra-His-Antikorper
mouse anti-rabbit IgG-HRP

anti-mouse polyvalent Immunoglobulins (GAM) —
Alkaline Phosphatase Antibody produced in goat,
anti-rabbit IgG (whole molecule) - Alkaline
Phosphatase Antibody produced in goat
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8.11. Peptide fiir Peptidmembran

Substrat: Phospho- Sequenz: Datenbanknummer: Referenz:

rylierungs-
stelle:

AKAP95 Ser325 RADSDGDLSENDDGAGDL QI9DBRO (Pubmed) Pubmed-Datenbank: Protein Q9DBRO
ANP Ser104 ASRRSPWDPSDRSALLKSK P05125 (Pubmed) Shabb, 2001

B2AR Ser262 RSGHGLRRSSKFCLKEHKA P18762 (Pubmed) Shabb, 2001

B2AR Ser346 QELLCLRRSSSKTYGNGYS P18762 (Pubmed) Shabb, 2001

B2AR Ser261 GRSGHGLRRSSKFCLKEHK P18762 (Pubmed) Shabb, 2001

B2AR Ser345 FQELLCLRRSSSKTYGNGY P18762 (Pubmed) Shabb, 2001

BAD Serl55 RYGRELRRMSDEFEGSFKG AAA64465 (Pubmed) Shabb, 2001

CICC Ser1392 NFDYLTRDWSILGPHHLDE Q02789 (Pubmed) Pubmed-Datenbank: Protein Q02789
CICC Ser1502 INKKIWKRTSMKLLDQVIP Q02789 (Pubmed) Leach et al., 1996,

Pubmed-Datenbank: Protein Q02789
CICC Ser687 EERKRRKMSKGLPDKSEE Q02789 (Pubmed) Pubmed-Datenbank: Protein Q02789
CICC Ser1575 AAPEIHRAISGDPTAEEEL Q02789 (Pubmed) Leach et al., 1996,
Pubmed-Datenbank: Protein Q02789

Connexin 43 Ser373 SSRASSRASSRPRPDLEI CAA43778 (Pubmed) Lampe und Lau, 2004

Connexin 43 Ser364 PLAIVDQRPSSRASSRASS CAA43778 (Pubmed) Lampe und Lau, 2004

Connexin 43 Ser365 LAIVDQRPSSRASSRASSR CAA43778 (Pubmed) Lampe und Lau, 2004

Connexin 43 Ser369 DQRPSSRASSRASSRPRPD CAA43778 (Pubmed) Lampe und Lau, 2004

CREB Ser133 RREILSRRPSYRKILNDLS Q01147 (Pubmed) Shabb, 2001

CREMt Serl13 DSHKRREILSRRPSYRKIL P27699 (Pubmed) Shabb, 2001

CREP Serd4 LKFGPARNDSVIVADQTPT P16951 (Pubmed) Sakurai et al., 1991
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DARPP-32 Thr34 VEMIRRRRPTPATLVLTSD Q60829 (Pubmed) Hemmings et al., 1984, Williams et al.,
1986

EF-2-Kinase Serd99 PSRLHLPRPSAVALEVQRL 008796 (Pubmed) Shabb, 2001

Fos Ser362 SCAAAHRKGSSSNEPSSDS CAA24105 (Pubmed) Tratner et al., 1992

Guis Thr203 QDILLARRPTKGIHEYDFE NP_034433 (Pubmed) Manganello et al., 2003

Glykogen PP1 Ser67 TPTSASRRVSFADSLGFSL Q99MR9 (Pubmed) Shabb, 2001

Glykogen PP1 Serd4 FKPGFSPQPSRRGSGSSED Q99MR9 (Pubmed) Shabb, 2001

hERG Ser1140 PQDGPTRRLSLPGQLGALT 035219 (Pubmed) Thomas et al., 1999

hERG Ser285 ESCASVRRASSADDIEAMR 035219 (Pubmed) Thomas et al., 1999

Inhibitor-1 Thr35 AEQIRRRRPTPATLVLTSD Q9ERT9 (Pubmed) Shabb, 2001

IP3R Ser1588 SARNAARRDSVLAASRDYR NP_034715 (Pubmed) Shabb, 2001

IP3R Ser1755 NIRPSGRRESLTSFGNGPL NP_034715 (Pubmed) Shabb, 2001

Kir2.1 Serd26 LHNQASVPLEPRPLRRESEI P35561 (Pubmed) Shabb, 2001

Kir2.3 Serd43 RMQAATLPLDNISYRRESRI P52189 (Pubmed) Shabb, 2001

Kir6.2 Ser372 SSRGPLRKRSVAVAKAKPK Q61743 (Pubmed) Shabb, 2001

Kir6.2 Thr224 IHMQVVRKTTSPEGEVVPL Q61743 (Pubmed) Shabb, 2001

Kvl.1, Serd46 SDSDLSRRSSSTISKSEYM P16388 (Pubmed) Shabb, 2001

Kv4.2, Ser552 ANVSGSHRGSVQELSTIQI NP_062671 (Pubmed) Shabb, 2001, van der Heyden et al.,
2006

Kv4.2, Thr38 APPRQERKRTQDALIVLNV NP_062671 (Pubmed) Shabb, 2001, van der Heyden et al.,
2006

LTCC-al Ser1487 NFDYLTRDWSILGPHHLDE Q01815 (Pubmed) Pubmed-Datenbank: P15381
(Kaninchen), Vergleich mit Q01815
(Maus)

LTCC-al Ser1897 RSASLGRRASFHLECLKRQ Q01815 (Pubmed) Shabb, 2001, Yang et al., 2005
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LTCC-al Ser1889 PSPKRSFLRSASLGRRASF Q01815 (Pubmed) Pubmed-Datenbank: P15381
(Kaninchen), Vergleich mit Q01815
(Maus)

LTCC-al Ser1670 IGPEIRRAISGDLTAEEEL Q01815 (Pubmed) Pubmed-Datenbank: P15381
(Kaninchen), Vergleich mit Q01815
(Maus)

LTCC-al Ser1597 IIKKIWKRTSMKLLDQVVP Q01815 (Pubmed) Pubmed-Datenbank: P15381
(Kaninchen), Vergleich mit Q01815
(Maus)

LTCC-B2a Ser530 VKKSQHRSSSATHQNHRSGT NP_075605 (Pubmed) Shabb, 2001

LTCC-B2a Ser529 PVKKSQHRSSSATHQNHRSG NP_075605 (Pubmed) Shabb, 2001

LTCC-p2a Ser510 PDRSAPRSASQAEEEPCLE NP_075605 (Pubmed) Shabb, 2001

MBC-C Ser282 SLAGAGRRTSDSHEDAGTP NP_032679 (Pubmed) Shabb, 2001

MBC-C Ser302 FSSLLKKRDSFRRDSKLEA NP_032679 (Pubmed) Shabb, 2001

MBC-C Ser273 DLRSAFRRTSLAGAGRRTS NP_032679 (Pubmed) Shabb, 2001

Na-K-H1, Ser943 LVICKTRRNSVFQQGMKNK Q8VDN2 (Maus) Shabb, 2001

Na-K-H1, (Herz) Ser525 SRTSMRPRSSRGSIFTFRR NP_067519 (Pubmed) Shabb, 2001

Na-K-H1, (Herz) Ser528 SRTSMRPRSSRGSIFTFRR NP_067519 (Pubmed) Shabb, 2001

NHE3 Ser540 YVAEGERRGSLAFIRSPST XP_127434 (Pubmed) Shabb, 2001

NHE3 Ser593 MQSLEQRRRSIRDTEDMVT XP_127434 (Pubmed) Shabb, 2001

PDE3B Ser10 GIPEMFRRPSLPCISREQM Q61409 (Pubmed) Shabb, 2001

PDE4D3 Ser129 NFVHSQRRESFLYRSDSDY Q01063 (Pubmed) Dodge et al., 2001, Murthy et al., 2002

PKA-RIIa Ser96 VPSKFTRRVSVCAETENPD P12367 (Pubmed) Shabb, 2001

PLB Serl6 LTRSAIRRASTIEMPQQAR NP_075618 (Pubmed) Shabb, 2001

PLC-B3 Ser1105 KILDRKRNNSISEAKTREK P51432 (Pubmed) Shabb, 2001
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PLC-y1 Ser1248 LFHVRAREGSFEARYQQPF NP_067255 (Pubmed) Shabb, 2001
PLM Ser88 DEEEGTFRSSIRRLSSRRR Q97239 (Pubmed) Despa et al., 2005, Shabb, 2001
PPP1R9B Ser100 VRLSLPRASSLNENVDHSA CAI23964 (Pubmed) Hsieh-Wilson et al., 2003
PPP1R9B Ser94 RASDRGVRLSLPRASSLNE CAI23964 (Pubmed) Hsieh-Wilson et al., 2003
RyR2 Ser2030 DLTIRGRLLSLVEKVTYLK NP_076357 (Pubmed) Xiao et al., 2005 und 2006
RyR2 Ser2808 ALYNRTRRISQTSQVSIDA NP_076357 (Pubmed) Lehnart et al., 2004, Shabb, 2001
Tnl Serl51 RPTLRRVRISADAMMOQALL P48787 (Pubmed) Moir und Perry, 1977
Tnl Ser23 PAPAPVRRRSSANYRAYAT P48787 (Pubmed) Shabb, 2001
Tnl Ser24 APAPVRRRSSANYRAYATE P48787 (Pubmed) Shabb, 2001
VASP Serl153 QPEHMERRVSNAGGPPAPP P70460 (Pubmed) Chen et al., 2004
VASP Ser235 IAGAKLRKVSKQEEASGGP P70460 (Pubmed) Chen et al., 2004
VASP Thr275 AMLARRRKATQVGEKPPKD P70460 (Pubmed) Chen et al., 2004
Vimentin Ser47 YSLGSALRPSTSRSLYSSS P20152 (Pubmed) Ando et al., 1989
Vimentin Ser51 SALRPSTSRSLYSSSPGGA P20152 (Pubmed) Ando et al., 1989
Vimentin Ser7 MSTRSVSSSSYRRMFGGSGT P20152 (Pubmed) Ando et al., 1989
Vimentin Ser25 GGSGTSSRPSSNRSYVTTS P20152 (Pubmed) Ando et al., 1989
Yotiao Ser43 KQKKKRTSSSKHDSSLHTD NP_919444 (Pubmed) Chen et al., 2005
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