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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Krankheitsbild der kardialen Hypertrophie und Herzinsuffizienz

Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems zdhlen zu den haufigsten Todesursachen in den
westlichen Industrienationen. Laut Angaben des statistischen Bundesamtes Deutschland lag im
Jahr 2008 bei 43% aller Verstorbenen eine solche Erkrankung vor. Besonders haufig sind
Menschen Uber dem 65sten Lebensjahr betroffen. Bei Ihnen gelten Erkrankungen des Herz-
Kreislaufsystems mit 91% als Haupttodesursache. Weltweit werden laut Schatzungen der WHO
(world health organisation) bis 2015 etwa 20 Millionen Menschen an Herz-Kreislauferkrankungen
und ihren Folgen sterben. Durch die hohe Anzahl an Krankheitsfillen sind auch die
wirtschaftlichen Folgen nicht zu unterschatzen. Herz-Kreislauferkrankungen verursachen die
hochsten Krankheitskosten. Fiir Pravention, Behandlung, Pflege und Rehabilitation von Patienten
mit Herz-Kreislauferkrankungen wurden alleine in Deutschland im Jahr 2006 rund 35 Milliarden
Euro bendtigt. Daher soll die grundlegende Erforschung dieser Krankheit bis in die molekularen
Mechanismen neue Ansatzmoglichkeiten fiir das Verstandnis der Entstehung und des Ablaufes
von Herz-Kreislauferkrankungen bieten (www.gbe-bund.de).

Bei der Herzinsuffizienz handelt es sich um eine Funktionsstérung der Pumpleistung des Herzens.
Blut kann nicht in ausreichender Menge weitergeleitet werden um die Versorgung des Korpers
und seiner Organe mit addaquaten Mengen Sauerstoff zu gewahrleisten. Organversagen kann
Folge dieser Mangelversorgung sein. Die Herzinsuffizienz kann durch eine Vielzahl von
Vorerkrankungen induziert werden. Typischerweise handelt es sich dabei um langjahrige
Hypertonie, Myokardinfarkt, Herzklappendefekte, Myokarditis, angeborene Herzfehler, familiare
hypertrophe Kardiomyopathie und diabetische Kardiomyopathie (Klein et al., 2003; Lips et al.,
2003). Folge dieser Vielzahl von Stimuli ist in der Regel zunachst ein kompensatorischer Zustand.
In diesem wird durch physiologische Kompensationsprozesse wie einer kardialen Hypertrophie
mit einem Wachstum der Myozyten die verminderte Pumpleistung des Herzens ausgeglichen
(Seidman und Seidman 2001). Patienten in diesem Stadium zeigen kaum Symptome und sind
weitgehend beschwerdefrei. Die Hypertrophie duRert sich typischerweise in einer VergroRerung
der Myozyten, einer veranderte Proteinbiosynthese und einem vermehrten Zusammenschluss
kontraktiler Untereinheiten im Myokard (Seidman und Seidman 2001; Olson und Schneider 2003).
Die kardiale Hypertrophie ist mehr als eine globale Wachstumsreaktion der Myozyten. Sie fihrt
auch zu intrinsischen Dysfunktionen als Folge einer Umprogrammierung des

Transkriptionsapparates der Zelle. Diese Umprogrammierung geht mit einer Reaktivierung von
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Genexpressions- und Proteinbiosynthesemustern einher, von denen viele normalerweise nur in
der fetalen Entwicklungsperiode des Myokards vorkommen. So fiihrt langer anhaltende
Hypertrophie zu schwerer Herzinsuffizienz und plotzlichem Herztod (Song et al., 2006). In diesem
spateren, dekompensierten Stadium leiden Patienten hiufig unter Symptomen wie Odemen,
Herzrhythmusstorungen und schneller Ermidung, was die Lebensqualitdt erheblich einschrankt.
Aus diesem Grund stellt die frihe Behandlung der Hypertrophie, ungeachtet der jeweiligen
Ursache, ein wichtiges Therapiekonzept in der Behandlung von Herzinsuffizienz und ploétzlichem

Herztod dar.

1.2 Zelluldre Mechanismen kardialer Hypertrophie

Adulte Kardiomyocyten sind terminal ausdifferenzierte Zellen, die den Zellzyklus seit der
perinatalen Periode verlassen haben. Somit haben sie die Fahigkeit der Zellteilung verloren
(Sugden und Clerk 1998). Daher scheidet Zellteilung als Reaktion auf die vermehrte Pumpleistung
des Herzens aus. Bei einer Hypertrophie kommt es sowohl zu einer Volumenzunahme der Zellen
aufgrund der gesteigerten Protein- und RNA-Biosynthese (Sudgen und Clerk, 1998; Yamazaki et
al., 1998) als auch zu einer Vermehrung der funktionellen Substanz des Myokards bei konstanter
Zellzahl (Olson und Schneider 2003). Man unterscheidet zwei Formen der Hypertrophie, die
konzentrische und exzentrische Hypertrophie. Bei erhohter Druckbelastung fihrt die gesteigerte
systolische Wandspannung zu einer Neubildung von Mpyofibrillen. Das fiihrt zu einer starken
Zunahme der Wanddicke des Ventrikels bei gleichbleibendem Innenvolumen, was als
konzentrische Hypertrophie bezeichnet wird. Sie ist assoziiert mit einem vergrofRerten
Myozytendurchmesser relativ zur Zelllange mit paralleler Deposition der Sarkomere (Smith und
Bishop 1985; Campbell et al., 1989; Campbell et al., 1991; Gerdes et al., 1988).

Bei gesteigerter Volumenbelastung durch Herzklappeninsuffizienz oder andere Gegebenheiten,
bei denen der kardiale Ausstoll vergroBert ist, kommt es zu einer Steigerung der initialen
diastolischen Wandspannung. Die Ventrikelwand nimmt proportional zu Ventrikelvolumen und -
radius zu, und man spricht von einer exzentrischen Hypertrophie. Sie ist assoziiert mit einer
Verlangerung des kontraktilen Apparats relativ zum Myozytendurchmesser durch die Synthese
neuer Sarkomere (Gerdes et al., 1988).

Durch die hypertrophe Stimulation von Myozyten kommt es unverziglich zu einer verstarkten
Expression der Transkriptionsfaktoren Egr-1, c-fos, c-jun und c-Myc. Dabei wird vermutet, dass die
Aktivierung dieser so genannten ,early response genes” eine unspezifische Antwort
ausdifferenzierter Zellen ist auf die durch Wachstum induzierten Reize anzusprechen (lzumo et

al.,, 1988; Kurabayashi et al., 1988; van Bilsen und Chien 1993). Eine weitere, spezifischere
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Reaktion auf hypertrophe Stimuli folgt durch die Re-Expression von Genen, die wahrend der
Embryonalentwicklung im Herzen exprimiert werden. Die Re-Expression des atrial natriuretic
factor (ANF) in den Myozyten ist sowohl in konzentrischer als auch exzentrischer Hypertrophie
charakteristisch (Calderone et al., 1995). Andere fetale Gene, wie die Strukturproteine skeletal
muscle a-actinin und 8-myosin heavy chain, scheinen eher in der konzentrischen Hypertrophie
spezifisch hoher exprimiert zu werden (Calderone et al., 1995). Analog zur Steigerung der ANF
Expression kommt es zu einer Steigerung der Expression des mit ihm nahe verwandten brain
natriuretic peptide (BNP) (Hanford et al., 1994). Die Sekretion der Peptid-Hormone BNP und ANF
stellen diagnostisch verwendete Marker der Herzinsuffizienz dar (Dao et al., 2001).

Die Zunahme des Proteingehalts in der Zelle wird vor allem durch den Anstieg der allgemeinen
Proteinsynthese verursacht (Sugden und Fuller 1991), wahrend die Proteindegradation
weitgehend unverdndert bleibt (McDermott und Morgan 1989). Notwendig dafiir ist eine
Zunahme der Ribosomen, da bereits im nicht hypertrophen Zustand 90% der Ribosomen
ausgelastet sind (Morgan et al., 1992; Hannan und Rothblum 1995).

Auch der Zelltod spielt eine bedeutende Rolle in der Herzinsuffizienzentstehung. Kommt es zur
Entwicklung einer pathologischen Herzinsuffizienz geht diese haufig mit dem progressiven
Untergang von Kardiomyocyten einher. Diese werden teilweise durch Bindegewebe ersetzt, was
zu einer Versteifung des Myokards und damit zu einer verminderten diastolischen Fillung und
systolischen Pumpfunktion fihrt. Grundsatzlich unterscheidet man zwischen drei Arten des
Zelltods: Apoptose, Autophagie und Nekrose. Die Apoptose wird (iber zwei zentrale Signalwege
vermittelt und ist wahrend der Evolution hoch konserviert. Der intrinsische Signalweg stimuliert
die Bindung des Multiprotein Komplexes DISC (death inducing signaling complex), was zur
Aktivierung von Procaspase-8 fiihrt. Die aktivierte Caspase-8 induziert die proteolytische Spaltung
der Procaspase-3, die anschlieRend als Caspase-3 den Zelltod einleitet. Der extrinsische Signalweg
wird Uber die Bindung von Liganden an einen Zelloberflachenrezeptor initiiert, die Gber Proteine
der Bcl-2-Familie zu den Mitochondrien transmittiert werden (Crow et al.,, 2004). Langlebige
Proteine und Organellen werden mit Hilfe von Autophagie degradiert. Dieser Prozess ist primar
abhangig von den Lysosomen und bewirkt durch den Abbau von Proteinen einen erhéhten Anteil
von freien Aminosduren und Fettsduren in der Zelle (Dunn 1990). Bei vielen kardiovaskularen
Erkrankungen tritt vermehrt Autophagie auf (Decker und Wildenthal, 1980; Shimomura et al.,
2001). Ob diese zu direktem Zelltod flihrt oder eine eher protektive Wirkung auf die Zelle hat, ist
noch unklar (Zhu et al., 2007; Hamacher-Brady et al., 2006). Nekrose ist ein irreversibler Prozess,
hervorgerufen durch oxidativen Stress oder toxische Substanzen. Zunadchst kommt es zu einem
typischen Anschwellen der Zelle. In der Folge stellen sich eine Entziindungsreaktion des

umliegenden Gewebes und eine Rekrutierung von Makrophagen ein. Diese schiitten entziindliche
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Botenstoffe wie den Tumornekrosefaktor (TNF) aus, was zur Apoptose betreffender Zellen fihrt.
Nach einem Herzinfarkt wird der nekrotische Gewebeteil durch eine bindegewebsartige Narbe

ersetzt, was zu entsprechenden Funktionseinschrankungen fiihrt (Eichbaum 1975).

1.3 Die MAPK Signalkaskade

Der MAPK (mitogen-activated protein kinase) Signalweg reguliert Wachstum, Proliferation,
Uberleben und Alterung der Zelle als Folge extrazelluldrer Signale (Robins und Cobb 1997;
Wellenbrock et al., 2004) und spielt eine bedeutende Rolle bei der Entstehung kardialer
Hypertrophie (Sugden und Clerk 1998; Lips et al., 2003; Bueno et al., 2000).

Dieser Signalweg beginnt mit Ras (Rat sarcoma), das an der inneren Plasmamembran lokalisiert
ist. Ras ist ein Guanin-Nukleotid-bindendes Protein, welches stimulationsabhdngig zwischen
einem aktiven GTP-gebundenen und einem inaktiven GDP-gebundenen Zustand wechselt
(Downward, 1996). Die Ras-Proteinfamilie von Sdugern umfasst die vier Proteine H-Ras, N-Ras, K-
(A)Ras und K-(B)Ras (Barbacid, 1987). Wahrscheinlich kodieren diese Gene Proteine mit nicht
redundanten Funktionen. Einen Hinweis darauf liefern die unterschiedlichen Expressionsmuster
der Ras Proteine in den verschiedenen Organen und wahrend der Entwicklung. H-Ras zeigt die
hochste Expression in Gehirn, Haut und Muskel, wahrend K-Ras am hochsten in Darm, Lunge und
Thymus, und NRas hauptsachlich in Testis und Thymus exprimiert wird (Leon et al., 1987). Zudem
zeigen verschiedene Knockout Studien, dass k-ras eine wichtige Rolle wahrend der
Embryonalentwicklung spielen muss (Johnson et al., 1997; Koera et al., 1997), da k-ras defiziente
Mause am Entwicklungstag 12.5 sterben, wahrend weder h-ras noch n-ras fur die
Embryonalentwicklung essentiell zu sein scheinen. Auch das gleichzeitige Fehlen von h-ras und n-
ras fuhrt weder zu Entwicklungsdefekten noch zu einem postnatalen Phanotyp (Esteban et al.,
2001).

Ras ist der Gbergeordnete Regulator der RAF-Proteine (rat fibrosarcoma) (Robbins et al., 1994).
Die Bindung von extrazelluldren Liganden wie Wachstumsfaktoren, Cytokinen und Hormonen an
Zelloberflachenrezeptoren aktiviert Ras. Aktiviertes Ras transloziert RAF zur Plasmamembran, um
den Signalweg, der die Anderung des Phosphorylierungsstatus und die Bindung an andere Enzyme
und Scaffold Proteine beinhaltet, zu starten (Kolch 2000). Darauf folgend phosphoryliert RAF die
dual-spezifischen Proteinkinasen MEK1/2 (mitogen activated protein kinase) und diese wiederum
die Proteine ERK1/2 (extracellular signal regulated kinase). Die Komplexitit dieses Signalwegs
spiegelt sich in der Vielzahl seiner Komponenten wieder. Es gibt neben den vier beschriebenen
Ras-Genen drei RAF-Gene (A-RAF, B-RAF, C-RAF), sowie zwei MEK- (MEK1, MEK2) und ERK- (ERK1

und ERK2) Gene, die Proteine mit nicht redundanten Funktionen kodieren. Desweiteren ist der
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Signalweg nicht linear. Durch die Heterodimerisierung von B-RAF mit C-RAF ist B-RAF in der Lage,
C-RAF auf Ras-unabhingige Weise zu aktivieren (Garnett et al., 2005), (Abb.1.3). AulRerdem
unterscheiden sich die RAF-Isoformen unter anderem in ihrer Fahigkeit, MEK zu aktivieren (Marais
et al.,, 1997). B-RAF besitzt die hochste MEK-Kinaseaktivitdt, gefolgt von C-RAF und A-RAF
(Pritchard et al., 1995). Abhangig vom zelluldren Kontext steuert dieser Signalweg diverse
biologische Funktionen wie Zellwachstum, Apoptose und Differenzierung Gberwiegend durch die

Regulation von Transkription, Metabolismus und Cytoskelettreorganisation.

1 v .
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Abbildung 1.3 Vereinfachte Darstellung der MAPK Signalkaskade. Durch die Bindung von
Wachstumsfaktoren, Cytokinen und Hormonen aktiviert der G-Protein gekoppelte Rezeptor Ras. Ras
aktiviert und phosphoryliert anschlieBend RAF. Durch die Bildung von Heterodimeren ist aktives B-RAF in
der Lage C-RAF zu aktivieren. RAF phosphoryliert die dual-spezifischen Proteinkinasen MEK1/2 und diese
wiederum die Proteine ERK1/2. Aktiviertes ERK1/2 transloziert in den Zellkern und bewirkt dort eine
Anderung der Genexpression. Abhidngig vom Startstimulus steuert dieser Signalweg wichtige Funktionen

wie Zellwachstum, Apoptose und Differenzierung der Zelle.
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1.4 Die Rolle der MAPK Signalkaskade in kardialer Hypertrophie

Zahlreiche in vitro und in vivo Studien belegen die Bedeutung der MAPK Signalkaskade in der
kardialen Hypertrophie.

Ras spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung der kardialen Hypertrophie. Durch
Mikroinjektion von aktiviertem Ras Protein in kultivierte Kardiomyocyten kommt es zu einer
gesteigerten ANF-Expression und einer Verdnderung der Struktur der Myofibrillen (Thorburn et
al., 1993). Beides sind charakteristische Anzeichen einer kardialen Hypertrophie. Dieses Ergebnis
wird durch eine herzspezifische Uberexpression von konstitutiv aktivem H-Ras in transgenen
Mausen bestatigt. Sie fluhrt zu kardialer Hypertrophie und diastolischer Dysfunktion des Herzens
(Hunter et al. 1995).

Der herzspezifische c-raf Knockout fiihrt in Mdusen zu Herzdilatationen und Dysfunktion des
linken Ventrikels. Weiterhin kann ein erhéhter Anteil apoptotischer Zellen festgestellt werden.
Allerdings entwickeln diese Mause keine Hypertrophie und keine erhohte Letalitdt. Die
Expressionsmuster von Mek und Erk sind unverdandert, was darauf hinweist, dass es einen
weiteren Aktivator von Mek und Erk geben muss, der den Ausfall von C-Raf kompensieren kann
(Yamaguchi et al., 2004).

Eine herzspezifische Uberexpression von Mekl fiihrt in transgenen Mausen zu einer
kompensierten konzentrischen Hypertrophie. Da die Herzen eine erhéhte Pumpleistung
aufweisen, handelt es sich bei diesem Phanotyp um einen kompensierten Zustand der
Hypertrophie, der sich nicht zu einer Herzinsuffizienz weiterentwickelt (Bueno et al., 2000).

Die Aktivierung von ERK1/2 kann zahlreiche Vorginge wie Zellwachstum, Differenzierung und
Apoptose auslosen (Reddy et al., 2003). Die Funktion von ERK wird hauptsachlich durch die
intrazelluldre Lokalisation bestimmt. Abhangig vom Stimulus wechselt ERK zwischen Zellkern und
Zytoplasma. Durch eine mitogene Stimulation akkumuliert aktiviertes ERK fiir einige Minuten im
Zellkern (Pouyssegur et al., 2002), wo es weitere Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise Elk-1
aktiviert (Sharrocks 2001). Ein neu entdeckter Mechanismus, der ERK1/2 involviert, fiihrt ebenfalls
zu kardialer Hypertrophie. Uber einen komplizierten Prozess autophosphoryliert ERK1/2 an
Thr188. Das aktivierte ERK1/2 wandert anschlieRend in den Zellkern, um dort seine Zielproteine
zu aktivieren (Lorenz et al., 2009). Die ERK1/2 Substrate Elk1, Mskl und c-Myc, sind an der
Entstehung der kardialen Hypertrophie beteiligt (Bueno und Molkentin 2002; Zhong et al., 2006;
Markou et al., 2004).
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1.5 Die RAF Proteinfamilie

Alle RAF Proteine zeigen eine dhnliche Architektur mit drei konservierten Regionen (CRs). Zwei
davon (CR1 und CR2) befinden sich am N-Terminus, die dritte (CR3), welche die Kinasedoméane
kodiert, befindet sich am C-Terminus (Abb. 1.5). RAF Proteine unterliegen einer komplexen
Regulation, die sich in einer Vielzahl von Phosphorylierungsstellen widerspiegelt. Diese verteilen
sich iber das gesamte Protein. Ras bindet direkt an die N-terminale Regulierungsdomane der RAF
Proteine (Wittinghofer und Nassar 1996), wenn es selbst in der aktiven, GTP gebundenen Form
vorliegt. Die Bindung von Ras erfolgt an die sogenannte Ras binding domain (RBD). Diese formt
anschlieBend eine sekundare Interaktion mit der Cystein-reichen Doméane (CRD) aus, die sich
ebenfalls in CR1 befindet. Die vier bekannten Ras Proteine (HRas, NRas, K(A)Ras, K(B)Ras) binden
mit unterschiedlicher Affinitdt an die RBD der individuellen RAF Proteine (Weber et al., 2000).
Auch wenn die Bedeutung dieser Unterschiede noch nicht klar ist, weist dies auf eine
unterschiedliche Regulation der RAF Isoformen hin. Die Fahigkeit von Ras an RAF zu binden, wird
durch weitere Signalmolekiile wie 14-3-3 gesteuert. Dieses dimere Adaptorprotein bindet eine
Vielzahl von Proteinen abhangig von deren Phosphorylierungsstatus (Tzivion und Avruch 2002). Es
bindet an die CR2-Doméane von C-RAF, wenn dieses an S259 phosphoryliert ist. Diese Bindung von
14-3-3 vermittelt die Bindung an Ras (Dhillon et al., 2002; Light et al., 2002) und B-RAF (Avruch et
al., 2001). Ras-GTP ist in der Lage die Bindung von 14-3-3 an die CR2 Domaéne in vitro wieder zu
zerstoren (Clark et al., 1997; Rommel et al., 1996). RBD und CRD sind hoch konserviert in allen

RAF Isoformen.

1 606

RAF =] [ I —

765

o | I I [ s—

1 RBD CRD N-Region Aktivierungssegment
648
CRAF I | [ s—
CR1 CR2 CR3

Abbildung 1.5 Struktur der RAF Proteine. Die RAF Isoformen A-RAF, B-RAF und C-RAF haben 3 konservierte
Regionen gemeinsam: CR1 (gelb), CR2 (orange) und CR3 (rot). CR1 enthalt die Ras Bindungsdoméane (RBD)
und die Cystein-reiche Domane (CRD), die beide fiir die Rekrutierung zur Membran benétigt werden. CR2
enthalt die 14-3-3 Bindungsdomédne. CR3 enthélt die katalytische Domane mit dem Aktivierungssegment.
Die sogenannte negative charged regulatory region oder N-Region liegt vor der CR3 Region und ist in allen

RAF Isoformen konserviert.
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A-RAF ist mit 69 kDa die kleinste der drei Isoformen. C-RAF ist 72-74 kDa groR und B-RAF
unterliegt alternativem spleiRen was zu verschiedenen Proteinen fihrt, deren GréRe zwischen 75-
100 kDa variiert (Barnier et al., 1995; Storm et al., 1990). RAF mRNA wird ubiquitar exprimiert,
wobei A-RAF sowohl in embryonalem und adultem Mausgewebe exprimiert wird (Luckett et al.,
2000). B-RAF wird ebenfalls in allen Mausgeweben hoch exprimiert, allerdings in den meisten
Geweben niedriger als in neuronalen Geweben.

Genetische Studien an Mausen haben gezeigt, dass RAF Proteine wahrend der Entwicklung nicht
redundante Funktionen steuern. A-raf defiziente Knockout Mause Uberleben zwar die Geburt,
sterben aber 7-21 Tage danach an neurologischen und gastrointestinalen Defekten (Pritchard et
al., 1996). Dagegen sterben b-raf und c-raf defiziente Mausembryonen in utero zwischen Tag 10.5
und 12.5 der Embryonalentwicklung (Wojonowski et al., 1997; Hiser et al., 2001; Mikula et al.,
2001). Die b-raf defizienten Embryonen zeigen Wachstumsverzogerungen und vaskuldre sowie
neuronale Defekte. C-raf defiziente Embryonen sterben offenbar an massiver Apoptose in der
Leber. Die fehlende Kompensation der RAF Proteine in der Maus untereinander scheint nicht die
Folge von unterschiedlichen Expressionsmustern zu sein, was impliziert, dass den Isoformen
individuelle Funktionen zufallen.

Die Phosphorylierung spielt eine wichtige Rolle in der Aktivierung der RAF Proteine. Der Fokus der
Untersuchungen lag bis jetzt auf C-RAF, daher ist das Verstandnis der Aktivierung von C-RAF
nahezu vollstdandig. Einige Phosphorylierungsstellen inhibieren die C-RAF Aktivitdt (Dumaz et al.,
2001). Diese Stellen werden durch die Protein Kinase A (PKA) angesprochen (Dumaz und Marais
2003) einer Cyclin-abhdngigen Kinase (Mischak et al., 1996). Steigt der cAMP Spiegel in der Zelle
werden drei Phosphorylierungsstellen aktiviert: S43, S233 und S259 (Dhillon et al., 2002; Wu et
al., 1993; Sidovar et al., 2000; Dumaz et al., 2001; Dumaz und Marais 2003). Die Phosphorylierung
von S43 scheint die Bindung des N-Terminus von C-RAF an Ras sterisch zu hindern (Wu et al.,
1993). FUnf Phosphorylierungsseiten innerhalb und in unmittelbarer Nahe der Kinasedomane
stimulieren die C-RAF Aktivitat. Zwei wichtige Phosphorylierungsstellen, S338 und Y341, liegen in
der N-terminalen CR3 Region (King et al., 1998; Marais et al., 1995; Fabian et al., 1993, Mason et
al., 1999). Dort liegen sie in einer Subdomaéne, der N-Region. Die negative Ladung innerhalb dieser
N-Region ist essentiell fir die C-RAF Kinaseaktivitdt (Mason et al., 1999). Eine Phosphorylierung
beider Reste hebt die inhibierende Funktion der N-Region auf die Kinasedomane auf (Avruch et
al., 2001; Wellenbrock et al., 2004). SRC (sarcoma) Kinasen sind in der Lage Y341 in vitro und in
Zellkultur zu phosphorylieren (Marais et al., 1995; Marais et al., 1997; Fabian et al., 1993, Chow et
al., 1995; King et al., 2001; Tilbrook et al., 2001). Zwei weitere Phosphorylierungsstellen T491 und
S494 liegen innerhalb der Kinasedomane in dem sogenannten Aktivierungssegment. Mutationen

in diesem Bereich lassen die Kinaseaktivitat vollstandig zum erliegen kommen (Chong et al.,



Einleitung

2001). Analog zu B-RAF wird vermutet, dass die Phosphorylierung von T491 die Aktivierung durch
die Trennung der Interaktion von Glycin-reichem Loop und Aktivierungssegment sterisch
begilinstigt (Wan et al., 2004). AbschlieRend erméglicht die Phosphorylierung von S621 im C-
Terminus von C-RAF die Bindung des 14-3-3 Adaptorproteins (Light et al., 2002; Jaumot und
Hancock 2001; Tzivion et al., 1998; Yip-Schneider et al., 2000). Dieser Schritt ist ebenfalls fur die
Aktivierung von C-RAF notwendig (Avruch et al., 2001; Wellenbrock et al., 2004). Die Bindung von
14-3-3 an diese konservierte Region scheint die Formation eines C-RAF/B-RAF Heterodimers
herbeizufihren (Weber et al., 2000). In B-RAF ist diese konservierte Region im C-Terminus
verantwortlich fir die Kupplung der Signale zu MEK (MacNicol et al., 2000). Die Bindung von 14-3-
3 an diese Region der RAF Isoformen scheint unterschiedlich und dynamisch reguliert (Hekman et
al., 2004). Kinasen die fiir diese Phosphorylierungsstelle zustiandig sein konnten, wurden bis jetzt
noch nicht entdeckt.

Bei der Phosphorylierung zeigen sich deutliche Unterschiede zwischen den RAF Isoformen. Die
finf Phosphorylierungsstellen, die fir die vollstandige C-RAF Aktivitat bendtigt werden, sind auch
in A-RAF konserviert. Daher wird vermutet, dass A-RAF durch einen dhnlichen Mechanismus
aktiviert wird wie C-RAF (Marais et al., 1997). B-RAF weist dagegen deutliche Unterschiede auf.
Zum einem sind nur vier der flnf aktivierenden Phosphorylierungsstellen konserviert und nur drei
von ihnen scheinen Gber eine dhnliche Funktion zu verfligen. S728 aus B-RAF entspricht S621 in C-
RAF und vermittelt ebenfalls die Bindung des Adaptorproteins 14-3-3 an den C-Terminus von B-
RAF. Wie in C-RAF sind die Phosphorylierungsstellen des Aktivierungssegments T598 und S601 in
B-RAF notwendig fiir die Aktivierung (Zhang und Guan, 2000). Der deutlichste Unterschied von B-
RAF zu den anderen beiden RAF Isoformen befindet sich in der N-Region. B-RAF fehlt eine
Phosphorylierungsstelle &dquivalent zu Y341 aus C-RAF. Das Aquivalent zu der zweiten
Phosphorylierungsstelle S338 ist konserviert in B-RAF (S445) aber konstitutiv phosphoryliert
(Mason et al., 1999). Wahrend die N-Region von A-RAF und C-RAF phosphoryliert werden muss
um eine negative Ladung zu erhalten, die fiir die vollstandige Aktivitdt beider Isoformen
notwendig ist tragt die N-Region von B-RAF durch die konstitutive Phosphorylierung eine
konstante negative Ladung. Somit besitzt B-RAF eine starke basale Kinaseaktivitdt im Gegensatz
zu C-RAF (Mason et al., 1999). B-RAF bendtigt zusatzlich nur die Ras vermittelte Aktivierung
wahrend C-RAF und A-RAF auf weitere Signale von Tyrosin Kinasen wie z.B. SRC und anderen
unbekannten Kinasen angewiesen sind. Wahrscheinlich ist genau diese konstitutive
Phosphorylierung in der N-Region und die damit verbundene starke basale Aktivitdt dafir
verantwortlich, dass B-RAF in vielen Krebsarten mutiert ist wahrend Mutationen in A-RAF und C-

RAF extrem selten sind (Emuss et al., 2005).
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1.6 Die Bedeutung von B-RAF

In den letzten Jahren riickte B-RAF weiter in den Fokus des Interesses, allerdings blieben viele
Fragen bislang ungeklart. B-RAF konnte eine weitaus wichtigere Rolle spielen, als bislang
angenommen. Eine Vielzahl von Studien deutet darauf hin, dass B-RAF der Hauptaktivator von
MEK1/2 in Zellen sein kénnte (Jaiswal et al., 1994; Catling et al., 1994; Wojnowski et al., 2000;
Pritchard et al., 2004).

B-RAF ist in der Lage C-RAF im Cytosol auf Ras unabhéngige weise zu aktivieren. Dafiir bendétigt C-
RAF die Phosphorylierung des Aktivierungssegments (T491, S494) und die Bindung des
Adaptorproteins 14-3-3. Unter basalen Bedingungen besitzt B-RAF eine geschlossene
Konformation, wodurch die Bindung an C-RAF sterisch verhindert wird. Die intramolekulare
Interaktion eines Glycin-reichen Loops mit dem Aktivierungssegment von B-RAF hilt es in einer
inaktiven Konformation (Wan et al., 2004). Durch eine Phosphorylierung im Aktivierungssegment
von B-RAF nimmt es seine offene Konformation an und die 14-3-3 abhangige Bindung an C-RAF
wird ermoglicht. Die bendétigte Phosphorylierung des Aktivierungssegments von C-RAF ist
abhangig von der B-RAF Kinaseaktivitat. Daher wird vermutet, dass B-RAF die Phosphorylierung
des Aktivierungssegments von C-RAF entweder direkt oder indirekt durch die Rekrutierung
weiterer Kinasen steuert (Avruch et al., 2001). Anders als bei einer Aktivierung durch Ras scheint
die N-Region nicht wichtig fir die Aktivierung von C-RAF durch B-RAF (Garnett et al., 2004).

Obwohl alle drei RAF Isoformen in der Lage sind MEK1/2 in vitro zu aktivieren (Marais et al.,
1997), bindet und phosphoryliert B-RAF MEK1/2 effizienter als A-RAF und C-RAF (Marais et al.,
1997; Papin et al., 1996). Eine induzierbare Form von B-RAF stimuliert auRerdem zuverlassiger
und konstanter die ERK Phosphorylierung als gleiche C-RAF und A-RAF Konstrukte (Pritchard et al.,
1995). Eine Studie von Zellfraktionen zeigt, dass B-RAF und nicht C-RAF die hauptséchliche MEK
Kinase in Zellen ist (Jaiswal et al., 1994; Catling et al., 1994). Der Abbau von B-RAF in Hirnlysaten
flhrt zu einem 96%igen Verlust von Ras assoziierter MEK Aktivierung (Jaiswal et al., 1994).
Zusatzlich weisen embryonale b-raf”" Mausfibroblasten eine stark reduzierte ERK Aktivitit auf
(Wojnowski et al., 2000), wahrend die ERK Aktivitat in c-raf’ und a-raf’" Fibroblasten weitgehend
normal bleibt (Huser et al., 2001; Mikula et al., 2001, Mercer et al., 2002). Die ERK Aktivierung
durch Wachstumsfaktoren ist in b-raf defizienten Fibroblasten der Maus stark eingeschrankt
(Pritchard et al.,, 2004). Dies weist darauf hin, dass B-RAF diejenige RAF Isoform ist, die

hauptsachlich die Signale in der Zelle an ERK weiterleitet.
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

In Gber 25 Jahren Forschung auf dem Gebiet der MAPK Signalkaskade und der RAF Proteine
wurde der primare Fokus bis jetzt auf C-RAF gelegt. Aber es ist wichtig zu erkennen, dass alle drei
RAF-Isoformen wichtige Vermittler der zelluldren Antwort auf extrazelluldre Signale sind, da ihnen
nicht redundante Aufgaben zufallen. Lange Zeit wurde angenommen, dass das Signal von Ras
sowohl an B-RAF und C-RAF weitergeleitet wird, und diese unabhingig voneinander MEK1/2
aktivieren. Mittlerweile zeigen neue Ergebnisse das B-RAF eine weitaus wichtigere Rolle spielen
konnte als bislang angenommen. Daher ist die genauere Untersuchung der Rolle von B-RAF in der
Entstehung kardialer Hypertrophie sehr interessant und kann neue Ansatzpunkte fir das

Verstandnis und die Therapie von Herz-Kreislauferkrankungen liefern.

1. Bisher ist die Bedeutung von B-RAF in Kardiomyocyten nahezu nicht untersucht. Daher
galt zu beweisen, dass B-RAF ein essentieller MEK1/2 Aktivator in Kardiomyocyten ist und

dass B-RAF eine wichtige Rolle in der Entstehung kardialer Hypertrophie spielt.

2. Mit Hilfe eines genomweiten cDNA Library Screen kénnen neue Modulatoren der B-
RAF/MEK Interaktion ermittelt werden. Diese sollen anschlieRend auf ihre Relevanz in der

kardialen Hypertrophie untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Chemikalie Bezugsquelle
Aceton Sigma-Aldrich, Miinchen
Agar Agar Carl Roth, Karlsruhe

Agarose, low melting GQT

Agarose Sea Plaque® GTG

Albumin Fraktion V
Ammoniumpersulfat
Antibiotic/Mycotic-Solution
Aprotinin

Bacto-Trypton
Bromphenolblau-Natriumsalz
Carbenicillin

Carnitin Hydrochlorid

Casiumchlorid

Cytosine B-D-arabinoturanoside hydrochloride
Chloroform

Chloramphenicol

Creatin anhydrous
Cytosin-p-D-arabinofuranosid Hydrochlorid
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

dNTPs (100 mM)

DPBS

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Ethylenglycoltetraessigsaure (EGTA)

Severn Biotech, Kidderminster, UK
Biozym Scientific, Oldendorf
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe
Roche, Mannheim

Carl Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Miinchen
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Chemikalie

Bezugsquelle

Fetales Kalberserum (FCS)
Formalin

FUGENE®6 Transfection Reagent
Gelantine

Glukose (Dextrose)
Glutaminsaure D-,L-
Glutaraldehyd

Glycerol
B-Glycerolphosphat
Hefeextrakt
Heparin-Natrium

IGEPAL CA-630

Isopropanol

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

Kaliumchlorid

Kanamycin

Kalziumchlorid
Kollagenase CLS-2

Laminin

Leupeptin
B-Mercaptoethanol
Methanol
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumfluorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natriumorthovanadat
Natriumpyrophosphat
Paraformaldehyd
Penicillin/Streptomycin
Pepstatin

Phenol

Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Minchen
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Carl Roth, Karlsruhe
Ratiopharm, Ulm
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Biomol, Hamburg
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Miinchen
Biomol, Hamburg
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Biomol, Hamburg

Invitrogen, Karlsruhe
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Chemikalie

Bezugsquelle

Phenylephrine hydrochloride
Phenylmethylsulfonylfluorid

Polyoxyethylene sorbitan monolaurate (Tween20)

Ponceau-LOsung

Rinderserumalbumin

Rontgen Superfix

Roti®-Blue

Rotiphorese® Gel 30

Salzsdure

SuperFect®Transfection Reagent
Taurin

Tetramethylethylenediamine (TEMED)
Trishydroxymethyl-aminoethan (Tris-Base)
Triton X-100

Trypsin

Vecta Shield ohne DAPI
XRay-Developer LX24

Xylenxyanol FF

Xylol

2.2 Enzyme

Enzym

Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Tetenal AG, Norderstedt
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Qiagen, Hilden
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Biochrom, Berlin

Vectorlab, Burlingame, USA
Kodak, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Miinchen

Bezugsquelle

Alkaline Phosphatase Claf Intestinal (CIAP)
Collagenase Typ Il

DNase, RNase-free

Fast-Link™ DNA-Ligase

Gateway®BP Clonase™ Enzyme Mixtures
Gateway®LR Clonase™ Enzyme Mixtures
iScript™ Reverse Transkriptase

Mango Taqg DNA-Polymerase

PfuUltra Hotstart DNA-Polymerase

Promega, Mannheim
Worthington, Lakewood, USA
Qiagen, Hilden

Biozym Scientific, Oldendorf
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Biozym Scientific, Oldendorf

Bioline, Luckenwalde

Agilent Technologies, Santa Clara, USA
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Enzym

Bezugsquelle

Proteinase K
Restriktionsenzyme
RNase A

Shrimp Alkaline Phosphatase

2.3 Gebrauchswaren

Gebrauchsware

Invitrogen, Karlsruhe
Promega, Mannheim
Roche, Mannheim

Promega, Mannheim

Bezugsquelle

2 well Lab-Tek™ Chamber Slides Permanox™

6 well Zellkulturschalen

24 well Zellkulturschalen

96 well RealTime-PCR-Platten
96 well twin.tec PCR Platten
96 well Microtiterplatten, klar
96 well Kollektionsplatten

96 well deepwell Kulturplatten
Blottingpapier GB 003
Elektroporationskiivetten
Filterplatte A

Filterplatte DB

Nitrozellulose Transfer Membran
Petrischalen

Pipettenspitzen

Kivetten, UVette
ReaktionsgefaRe
Rontgenfilme, Super RX
Sterilfilter

Zellkulturflaschen
Zellkulturplatten

Zellschaber

Nunc, Wiesbaden

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Nunc, Wiesbaden

Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Eppendorf, Hamburg

Nunc, Wiesbaden

Sprime, Hamburg

Sprime, Hamburg

Schleicher & Schiill, Dassel
Biozym Scientific, Oldendorf
S5prime, Hamburg

5prime, Hamburg

Whatman, Dassel

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Sarstedt, Nimbrecht
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Fujifilm GmbH, Disseldorf
Millipore Corporate, Billerica, USA
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht



Material und Methoden

16

2.4 Gerate

Gerate

Bezugsquelle

BioPhotometer

Centrifuge 5415 R

Centrifuge 5810 R

Easyjec T Elektroporationsgerat
Evolution RC Superspeed Centrifuge
epMotion 5075
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200
Gelelektrophoresekammer SDS-PAGE
iQ5™ Multicolor Real-Time PCR Detection System
L-70 Ultracentrifuge

Lichtmikroskop

Mithras LB 940 Multimode Reader
Multi Image Light Cabinet

pQuant Universal Microplate-Spektralphotometer

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Wolf Laboratories Limited, York, England
Sorvall, Newtown, USA

Eppendorf, Hamburg

Carl Zeiss, Hamburg

Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Beckman Coulter, Brea, USA

Carl Zeiss, Hamburg

Berthold Technologies, Bad Wildbad
Alphalnnotech Inc., San Leandro, USA

Bio-Tek Instruments Inc., Winooski, USA

2.5 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme

Reaktionssystem

Bezugsquelle

BCA™ Protein Assay Kit

B-Raf Kinase Assay Kit

BLOCK iT™Pol Il miR RNAi Expression Vector Kit
Check-Mate™ Mammalian Two Hybrid System
Dual Luciferase® Reporter Assay System
HiSpeed® Plasmid Midi Kit

iQ™ SYBR® Green Supermix

QlAamp® DNA Mini Kit

QIAprep® Spin Miniprep Kit

QIAquick® Gel Extraction Kit

QlAquick® PCR Purification Kit

Quick change® Il XL Mutagenesis Kit

Pierce Biotechnology, Rockfort, USA
Millipore Corporate, Billerica, USA
Invitrogen, Karlsruhe

Promega, Mannheim

Promega, Mannheim

Qiagen, Hilden

Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Agilent Technologies, Santa Clara, USA
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Reaktionssystem

Bezugsquelle

Ras Activation Assay Kit

Perfectprep® Plasmid 96 Vac Direct Bind Kit
RNeasy® Fibrous Tissue Mini Kit

RNeasy® Mini Kit

SuperSignal® West Pico Chemiluminescent
Substrate

Immobilon™ Western Chemiluminescent

Substrate

2.6 Sterilisation

Upstate, Lake Placid, USA

S5prime, Hamburg

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Pierce Biotechnology, Rockford, USA

Millipore Corporate, Billerica, USA

Die Sterilisation von Losungen und Kulturmedien erfolgte im Dampfdruckautoklaven bei 121°C

und 1,5 Bar. Gebrauchswaren wurden autoklaviert oder (iber Nacht bei 220°C hitzesterilisiert.

Hitzeempfindliche Losungen wurden steril-filtriert (Porengréfe 0,2 um).

2.7 Puffer und Stammlosungen

Puffer und Stammldésungen

Zusammensetzung

Carbenicillin-Stammldsung

Chloramphenicol-Stammldsung

DEPC-H,0

Kanamycin-Stammlésung

Kollagenasel6sung

100 mg Carbenicillin/ml in H,0

30 mg Chloramphenicol/ml in Methanol

0,1% (v/v) Diethylpyrocarbonat
Inkubation fiir 24 Stunden unter Rithren mit

anschlieRender Dampfdrucksterilisation

50 mg Kanamycin in H,0O

60 mM Taurin

8 mM D-, L-Glutaminsaure

2 mM D-, L-Carnitin
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Puffer und Stammlésungen Zusammensetzung

1,3 mg/ml Collagenase Il

26 ug/ml Protease XIV

0,025 mM CaCl,

in 1x Thyrodepuffer ohne Ca**
pH 7,54

Ladepuffer fiir PCR-Produkte 40% Sucrose
1 mM EDTA
0,05% Bromphenolblau
0,05% Xylenxyanol FF

Lammli-Ladepuffer 312,5 mM Tris/HCL pH 6,8
50% Glycerol
10% SDS
150 mM DTT
5mM EDTA
0,05% Bromphenolblau

Lysepuffer fur Zellen/Gewebe 1% (v/v) NP 40
10% (v/v) Glycerol
137 mM NacCl
20mM TrispH 7,4
10 mM EDTA pH 8,0
1 mMEGTApH 7,0
20 mM NaF
1 mM Natrium-Orthovanadat
1 mM Natrium-Pyrophosphat
50 mM B-Glycerophosphat
4 pg/ml Aprotinin
4 pg/ml Leupeptin
4 pg/ml Pepstatin A
1 mM PMSF
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Puffer und Stammldsungen

Zusammensetzung

NP40-Lysepuffer

5x SDS-PAGE-Laufpuffer

Ras-Aktivierungs-Assay-Lysepuffer

Sammelgelpuffer

Sucrosepuffer

5x TBE-Puffer

100 mM Tris pH 7,4

150 mM NacCl

1% (v/v) NP-40

20 mM NaF

50 mM B-Glycerolphosphat
5 ug/ml Aprotinin

5 ug/ml Leupeptin

125 mM Tris Base
96 mM Glycin
0,5% (w/v) SDS

125 mM HEPES pH 7,5

750 mM Nacl

5% IGEPAL

10% Glycerol

50 mM MgCl,

5 mM EDTA

4 pg/ml Aprotinin

4 pg/ml Leupeptin

20 mM NaF

1 mM Natrium-Orthovanadat

0,5 M Tris/HCl pH 6,8
0,4% (w/v) SDS

10 mM Tris
2 mM MgCl,
4% (w/v) Sucrose pH 8,0

445 mM Tris/HCl pH 8,0
445 mM Borsaure
10 mM EDTA
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Puffer und Stammlésungen Zusammensetzung
10x TBS 0,2 M Tris

2 M Nacl

pH 7,5

1x TE-Puffer

1x Transferpuffer

10x Thyrodepuffer

1x Thyrodepuffer ohne Kalzium

1x Thyrodepuffer mit Kalzium

1x Transferpuffer (Western-Blot)

Trenngelpuffer

10 mM Tris-HCl pH 8,0
1 mM EDTA

25 mM Tris

150 mM Glycin
20% (v/v) Methanol
pH 8,3

137 mM NacCl
5,4 mM KCl

1,2 mM MgSO,
1,2 mM Na,HPO,
20 mM HEPES

10% 10x Thyrodepuffer
2,7 g/1 Glukose

1% 100x Penicillin/Streptomycin

1 M CaCl,in Thyrodepuffer ohne Ca**

25 mM Tris

150 mM Glycin

20% (v/v) Methanol
pH 8,3

1,5 M Tris/HCl pH 8,8
0,4% (w/v) SDS
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2.8 Nahrmedien

2.8.1 Nahrmedien fiir Escherichia Coli

Medium Zusammensetzung

LB (Luria-Bertani)-Medium 10 g/ Trypton
5 g/l Hefeextrakt
10 g/I NaCl

SOC-Medium 2,0% Trypton
0,5% Hefeextrakt
10 mM NaCl
2,5 mM KCl
10 mM MgSO,
nach dem Autoklavieren:
10 mM MgCl, (steril-filtriert)

20 mM Glukose (steril-filtriert)

Die Ndhrmedien wurden mit bidestilliertem Wasser angesetzt, autoklaviert und bei 4°C
aufbewahrt. Zusatze fir die Selektion wurden nach dem Autoklavieren zugegeben. Der jeweiligen
Resistenz entsprechend wurde Carbenicillin (Endkonzentration: 100 pg/ml), Chloramphenicol
(Endkonzentration: 30 pg/ml) oder Kanamycin (Endkonzentration: 50 pg/ml) zugegeben. Fir
Agarplatten wurde 1,5% Agar-Agar beigemengt.
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2.8.2 Nahrmedien fiir eukaryotische Zellkultur

Die zur Kultur eukaryotischer Zellen verwendeten Medien wurden als sterile Lésungen oder
Pulver bezogen und vor Gebrauch mit folgenden Komponenten (siehe unten) versetzt. Fiir die

Langzeitlagerung von Zellen wurde Gefriermedium benutzt.

Medium Zusammensetzung /Hersteller
Medium fiir HeLa und QBI-HEK293A Zellen basal Iscove Medium (Biochrom AG, Berlin)
8% FKS

100 U/ml Antibiotic/Antimycotic Solution

Medium fiir COS7 und NIH3T3 Zellen DMEM (Invitrogen, Karlsruhe)
10% FCS

1% (v/v) Penicillin/Streptomycin Losung

Medium fiir neonatale Kardiomyocyten 4 Teile DMEM (Sigma-Aldrich, Miinchen)
1 Teil M199, Sigma-Aldrich
1% (v/v) Penicillin/Streptomycin Losung
1% (v/v) L-Glutamin

Medium fiir adulte Kardiomyocyten M199 (Sigma-Aldrich, Miinchen)
1% (v/v) Penicillin/Streptomycin Losung
1% (v/v) L-Glutamin
5 mM Taurin
5 mM D-, L-Carnitin
5 mM Creatin
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2.9 Biologisches Material

2.9.1 Bakterienstamme

Bakterienstamm

Bezugsquelle

Escherichia coli DH50 (Hanahan, 1983)
Escherichia coli XL1-blue
Escherichia coli One Shot® ccdB survival 2 T1

Escherichia coli One Shot® Top 10

2.9.2 Eukaryotische Zelllinien

Invitrogen, Karlsruhe
Agilent Technologies, Santa Clara (USA)
Invitrogen Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Zelllinie Bezugsquelle
COS-7 LGC Prochem, London, England
NIH3T3 ATCC, Rockville, USA

Hela (Scherer et al., 1953)
QBI-HEK-293A (Graham et al., 1977)

2.9.3 Adenoviren

Adenovirus

DSMZ, Braunschweig

Microbix, Toronto, Canada

biologische Aktivitat

Ad-Balt-CMV Bgal (lacz)

Ad-GAL4-Mek1

Ad-pG5luc

Ad-Raf-BXB (Klesse et al., 1999)

zu Verfligung gestellt von Dr. Luis Parada
Ad-Rcnl

Ad-Rcnl-miR2

Ad-Rcnl-miR3

Ad-Pkm?2

Ad-VP16-BRaf

5,4x10" Pfu/ml

8,84x10° Pfu/ml
6,43x10° Pfu/ml
2,07x10" Pfu/ml

1,26x10" Pfu/ml
3,71x10" Pfu/ml
1,59x10™ Pfu/ml
1,56x10™ Pfu/ml
1,11x10™ Pfu/ml
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2.9.4 Antikorper

Primarantikorper

Bezugsquelle

anti-a Actinin (Sarcomeric), monoklonaler
Antikorper (#A7811), Maus

anti-GAPDH, monoklonaler Antikérper, Maus

anti-MEK1/2, polyklonaler Antikdrper (#9122),
Kaninchen

anti-phospho-MEK1/2, polyklonaler Antikorper
(#9154), Kaninchen

anti-B-RAF (L12G7), monoklonaler Antikdrper
(#9434), Maus

anti-KSR1, monoklonaler Antikérper (611511),
Maus

anti-Raf1, polyklonaler Antikorper (sc-133),
Kaninchen

anti-Ras, Clone Ras 10, monoklonaler Antikérper
(05-516), Maus

anti-Rcn1, polyklonaler Antikorper (A300-407A),

Kaninchen

Sekundarantikorper

Sigma-Aldrich, Miinchen

Biotrend Chemikalien, Koln

New England Biolabs GmbH, Bad Schwalbach

New England Biolabs GmbH, Bad Schwalbach

Cell Signaling Technology, Danvers, USA

BD Biosciences, San Jose, USA

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Millipore Corporate, Billerica, USA

Bethyl Laboratories, Montgomery, USA

Bezugsquelle

Anti-mouse 1gG, Horseradish peroxidase-

linked whole Antibody (Schaf)

Anti-mouse IgG Cy3-linked Antibody (Ziege)

Anti-rabbit 1gG Horseradish peroxidase-linked
whole Antibody (Esel)

Amersham Biosciences, Freiburg

Jackson ImmunoResearch Laboratories, West

Grove, USA

Amersham Biosciences, Freiburg



Material und Methoden

25

2.9.5 DNA-Plasmide

Plasmid/Vektor

Bezugsquelle

pBHGfrtAE1,3FLP

pDC511
pDC515
pDC516
pACT
pBIND
pG5luc

pcDNA™6.2-GW/miR

pDONR221

2.9.6 DNA-Konstrukte

Microbix, Toronto, Kanada

Microbix, Toronto, Kanada

Microbix, Toronto, Kanada

Microbix, Toronto, Kanada

Promega, Mannheim

Promega, Mannheim

Promega, Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Konstrukt Datenbank-Nr. Insertposition Primer Enzyme
pACT-BRAF NM_004333.4 120-2340 BRAF-BamHI-f BamHI / EcoRV
B-RAF (Human) BRAF-EcoRV-r2
pACT-CRaf NM_029780 426-2380 CRaf-EcoRV-f EcoRV / Kpnl
C-Raf (Maus) CRaf-Kpnl-r
pACT-CRAF-BXB NM_002880.3 1324-2469 CRAF-BXB-BamHI-f BamHI / Xbal
C-RAF (Human) CRAF-BXB-Xbal-r
pBIND-Mek1 NM_008927.3 312-1502 Mek1-BamHI-f BamHI / Kpnl
Mek1 (Maus) Mek1-Kpnl-r
pDC511-pG5luc AF264724 37-3128 pG5luc-Sacl-f Sacl /Sall
Luciferase aus pG5luc pG5luc-Sall-r
pDC515-VP16- NM_004333.4 120-2340 pAct-BRAF-Nhel-AS  Nhel
BRAF VP16-BRAF aus pACT-BRAF pAct-BRAF-Nhel-S
pDC515-Gal4- NM_008927.3 312-1502 pAct-BRAF-Nhel-AS  Nhel
Mek1 Mek1 Gal4 aus pBIND-Mek1l  pAct-BRAF-Nhel-S
pDC516-CfB-Rcnl  NM_009037.2 107-1103 BxP Klonase

Rcnl (Maus) aus pcDNA-
DEST40
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Konstrukt Datenbank-Nr. Insertposition Primer Enzyme
pDONR221-Rcnl  NM_009037.2 107-1103 LxR Klonase
Rcnl (Maus) aus pcDNA-
DEST40
pDC515-Pkm?2 NM_011099.2 52-1665 EcoRI
Pkm2 (Maus) aus CMV-Sport6
pDC516-CfB Gateway Kassette EcoRl

2.9.7 Synthetische Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen Eurofins MWG Operon oder Sigma-

Aldrich bezogen, mit sterilem Wasser auf eine Konzentration von 100 uM eingestellt und als

Stocklésung bei -20°C gelagert.

Oligonukleotid

Sequenz (5’-3’)

18S-RT-f

18S-RT-r
Ankr13a-RT-f
Ankr13a-RT-r

attR-f

attR-r

BRAF-BamHI-f
BRAF-EcoRV-f
BRAF-EcoRV-r2
BRaf-RT-f

BRaf-RT-r

BRAF-Seq

BRAF-Seq1l
BRAF-Xbal-r
Calsequestrin-mouse-f
Calsequestrin-mouse-r

CRaf-EcoRV-f

CGAAAGCATTTGCCAAGAAT

GAGGTTTCCCGTGTTGAGTC
CCGAGACTACCACAACACGTC

GTGAACTCCCACTTCATCTGC
CACATTATACGAGCCGGAAGCAT
CAGTGTGCCGGTCTCCGTTATCG
CGGATCCACGGGGACATGGAG
CATGGAGCAGAAGCTGATATC
GCAAGATATCGAGCTTAGTGA
AATTTGGTGGAGAGCATAACC
CAAAAGCTGCTGTTCTCTTTG
TTTGAACAGTTGTCTGGGTCC
CTCTCTGCCGAAAATCAACAG
TTCCTTTTCTAGATACTCTCCTG
AAGACCCAGTGGAGATCGTG
TGACATTGGGCTCATCCATA
TTAAACGATATCAATGGAGCACA
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Oligonukleotid

Sequenz (5’-3')

CRaf-Kpnl-r
CRaf-Seq
CRaf-Seq2
CRAF-BxB-BamHI-f
CRAF-BxB-Xbal-r
Ddx46-RT-f
Ddx46-RT-r
G3bp1_2-RT-f
G3bpl_2-RT-r
Mek1-BamHI-f
Mek1-Kpnl-r

miRNA1_Rcnl_358 bottom

miRNA1_Rcnl_358 top

miRNA2_Rcnl_374_bottom

miRNA2_Rcnl_374 top

miRNA3_Rcnl_414_bottom

miRNA3_Rcnl_414 top

miRNA4_Rcnl1_455_bottom

miRNA4_Rcnl_455_ top

Kontroll-miR_top

Kontroll-miR_top

pAct-BRAF-Nhel-AS
pAct-BRAF-Nhel-S
pDC511-f

pDC515-f

ACAGGTACCTCATCAGCTAGAA
TCATGAGCACTGTAGCACCA
GGACGAGCTCCACTTAGACG
CCAGGATCCATATGGCTTACC
CCTGTCTTCTAGTCTAGATTGCA
GAGACAGAGACCGGAGGAGAG
ACTCCTTGAGCGCCTTCTATC
CCTGACAGTCACCAGCTCTTC
GGCAGCTCGAGTCTTCTTCTC
CGGGATCCAGATGCCCAAGAAGAA
TTGCTGGTACCTAAAGGCTCA

CCTGATCACTGTCAACGATCCACGTCAGTCAGTGGCCAA

AACGTGGATCGAATTGACAGTGATC
TGCTGATCACTGTCAATTCGATCCACGTTTTGGCCACTGA

CTGACGTGGATCGTTGACAGTGAT
CCTGTAACAAGGCCAACCATCACGTCAGTCAGTGGCCAA
AACGTGATGGTGATGGCCTTGTTAC
TGCTGTAACAAGGCCATCACCATCACGTTTTGGCCACTG
ACTGACGTGATGGTTGGCCTTGTTA
CCTGTTCTGTACCCGTGATCCAAGTCAGTCAGTGGCCAA
AACTTGGATCAAACGGGTACAGAAC

TGCTGTTCTGTACCCGTTTGATCCAAGTTTTGGCCACTGA
CTGACTTGGATCACGGGTACAGAA

CCTGAATCCTTCCAGTTTAGCGAGTCAGTCAGTGGCCAA
AACTCGCTAAAGTCTGGAAGGATTC

TGCTGAATCCTTCCAGACTTTAGCGAGTTTTGGCCACTGA
CTGACTCGCTAAACTGGAAGGATT

AAATGTACTGCGTGGAGACGTCAGTCAGTGGCCAAAAC

GTCTCCACGCGCAGTACATTTC
GAAATGTACTGCGCGTGGAGACGTTTTGGCCACTGACTG

ACGTCTCCACGCAGTACATTT
CCTCACTAAAGGCTAGCGGCCTTAGTTATTCAGGTACC

GGTACCTGAATAACTAAGGCCGCTAGCCTTTAGTGAGG
TTTGACCGTTTACGTGGAGAC
AGCTGCGTTCTACGTGGGTA
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Oligonukleotid

Sequenz (5’-3')

pDC515-r
pG5luc-Sacl-f
pG5luc-Sall-r
Pjal-RT-f
Pjal-RT-r
Pkm2-RT-f
Pkm2-RT-r
Renl-RT-f
Renl1-RT-r
Wdr92-RT-f
Wdr92-RT-r
Zfand2a-RT-f

Zfand2a-RT-r

2.9.8 Langenstandards

Zur Bestimmung der Lange von DNA-Fragmenten auf Agarosegelen wurden folgende

Langenstandards mitgefiihrt:

Liangenstandard

TTGTGAAATTTGTGATGCTA

GGTACCGAGCTCCTAGACGGAGTAC
CGGAAGGAGTCGACTGGGTTGAA

TGAGGAACAGCACCAGATTTC

CTCAAAAGCGTCATTTCGTTC

TTTGCATCTGATCCCATTCTC

TAGTCCAGCCACAGGATGTTC
GCTTCCAGTACGATCATGAGG

ACCCGTTTGATCCAAAGTTTC

CAAGCCCATTAAATGTGGAAC

TCCAAGTCCACCTACACCATC

TTTCCTACGTGGGTCATAAGTG

TGAAAGGTGCAATCTCTGTCC

Bezugsquelle

Gene Ruler™ 100 bp DNA Ladder Plus
Gene Ruler™ 1 kb DNA Ladder

2.9.9 Versuchstiere

Versuchstiere

Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

Bezugsquelle

Adulte und neonatale Wistar Ratten

FVB/N Mause

Tierzucht Universitdatsmedizin Gottingen

European Neuroscience Institute, Gottingen

Max-Planck-Institut flir experimentelle Medizin,

Gottingen
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Die Versuchstiere wurden in einem zwolfstiindigen Hell-Dunkel-Rhythmus bei 22°C und 55+5%
relativer Luftfeuchtigkeit gehalten. Das Tierfutter wurde von der Firma ssniff-Spezialdidten (Soest)

bezogen.

2.9.10 Herkunft des Patientenmaterials

Im Rahmen dieser Arbeit fanden molekularbiologische Untersuchungen an Protein aus
Myokardbiopsien von Patienten mit der klinischen Diagnose einer Aortenklappeninsuffizienz statt.
Die Gewebe-Proben der Patienten wurden zum Zweck der Grundlagenforschung aus der
Abteilung Herz-Thorax-Gefalichirurgie des Universitdtsklinikums Gottingen und aus dem
Herzzentrum Bad Oeynhausen bezogen. Die Verwendung ist durch die Ethikkomission der
Universitat Gottingen genehmigt und die Patienten haben schriftlich ihre Zustimmung erklart. Es
sich  um den Antrag 21/10/00 "Funktionelle, biochemische undmolekularbiologische
Charakterisierung von menschlichem Vorhofmyokard anhand von Gewebeproben aus dem
rechten Vorhofohr”. Die Proben wurden freundlicherweise von Dr. Samuel Sossalla zur Verfligung

gestellt.

2.9.11 cDNA-Library

Die Mouse Embryo Uncut Full-length cDNA Library @ pENTR222 wurde bei Invitrogen (Karlsruhe)
bestellt. Die Untersuchung der Primérlibrary mit insgesamt 1,6x10’ Priméarklonen ergab eine
durchschnittliche InsertgroRe von 3 kb. Insgesamt enthielten 96% der Priméarklone ein Insert und
87% davon ein Full-length cDNA Insert. Diese Primarlibrary wurde von der Firma Invitrogen mit
Hilfe der Gateway Cloning Technology in einer LxR Klonasereaktion in den gewiinschten

Expressionsvektor pcDNA-DEST40 transferiert.



Material und Methoden

30

2.10 Datenbanken und Analyse-Software

Folgende Programme wurden zur Bearbeitung und Auswertung von Daten verwendet:

Programm

Verwendung

Axio-Vision 4.0
(Carl Zeiss, Hamburg)

BLAST-Programm (Altschul et al., 1990)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov

BLAST-Programm (Altschul et al., 1990)
http://www.ensembl.org/index.html

BLAT-Search (Kent, 2002)
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat

DNAStar Lasergene SeqBuilder
(Version 7.2.1)

GraphPad Prism
(Version 5.0)

Imagel) 1.38x
http://rsb.info.nih.gov/ij/

1Q5
(Bio-Rad Laboratories, Miinchen)

Ligation Calculator
http://www.insilico.uni-duesseldorf.de/Lig_Input.html

NEB Cutter 2.0
http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php

Primer3
http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi

BLOCK-iT™ RNAI Designer
https://rnaidesigner.invitrogen.com/rnaiexpress/

Fluoreszenzmikroskop

Analyse von DNA-Sequenzen

Analyse von DNA-Sequenzen
Uberpriifung der Spezifitat von Primern
Erstellung von Klonierungsstrategien und
veranschaulichen von Sequenzen
Statistische Auswertungen

Vermessung von Zelloberflachen
Auswertung von Real-Time PCR Daten
Berechnung des Ligationsansatzes bei

Ligationen

Ermittlung von Restriktionsschnittstellen

Auswahl von Oligonukleotiden fir PCR

Auswahl von miRNAs


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/�
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2.11 Zellbiologische Arbeitsmethoden

2.11.1 Kultur eukaryotischer Zellen

Die adhdrent wachsenden QBI-HEK-293A- und Hela-Zellen wurden in basal Iscove-Medium
(Biochrom AG, Berlin) mit Zusatz von 1% Antibiotic/Mycotic-Solution und 8% FCS (fetales
Kalberserum) kultiviert. Die ebenfalls adharent wachsenden COS-7- und NIH3T3-Zellen wurden in
DMEM (Invitrogen, Karlsruhe) mit Zusatz von 1% Penicillin/Streptomycin und 10% FCS kultiviert.
Die Inkubation erfolgte im Brutschrank mit 5% CO, bei 37°C. In Abhédngigkeit von der
Proliferationsrate wurden die Zellen ein- bis zweimal pro Woche umgesetzt. Die Zellen wurden
dabei mit 1x DPBS gewaschen und mit einer Trypsin/EDTA-L6sung (0,05% Trypsin/0,02% EDTA in
Ca’*/Mg*-freier PBS-Losung) so lange inkubiert bis sich die Zellen vom Boden der Kulturflasche
I6sten. Nach dem Abldsen der Zellen wurde die Wirkung des Trypsins durch Zugabe von Medium

gestoppt. 5-10% der Zellsuspension wurden zur weiteren Kultivierung verwendet.

2.11.2 Kryokonservierung eukaryotischer Zellen

Zur Langzeitkultivierung wurden die Zellen bei einer Konfluenz von 80-90% in DPBS gewaschen,
mit Trypsin abgel6st und in einer entsprechenden Menge FCS mit 10% DMSO resuspendiert. Die
Zellen wurden langsam in einer mit Isopropanol gefillten Einfrierbox (Nunc, Wiesbaden)
eingefroren. In dieser findet eine Abnahme der Temperatur mit einem Grad Celsius pro Minute
statt. Flr die Langzeitlagerung wurden die Zellen anschlieRend in fllissigem Stickstoff konserviert.
Zur Revitalisierung wurden die Zellen moglichst schnell aufgetaut, in vorgewarmtes Kulturmedium
Uberfihrt und Uber Nacht kultiviert. Am darauffolgenden Tag wurde das Medium zur

vollstandigen Entfernung des DMSO gewechselt.

2.11.3 Transfektion eukaryotischer Zellen mit FUGENE®6

Die Transfektion eukaryotischer Zellen wurde mit FUGENE®6 (Roche, Mannheim) durchgefiihrt.
Bei dieser transienten Transfektion integriert die DNA nicht in das Genom der Zellen. Diese
Methode nutz man, um die Aktivitat von Reportergenen zu detektieren. Da zahlreiche Kopien der

transfizierten Plasmide in der Zelle vorliegen, werden groRe Proteinmengen exprimiert.
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Die zu transfizierenden Zellen wurden in 24 well Platten, oder Zellkulturschalen (55 cm?)
ausplattiert und in geeignetem Ndhrmedium bei 37°C und 5% CO, herangezogen, bis sie eine
Konfluenz von 60-80% erreichten. Das Verhaltnis FUGENE®6 zu DNA wurde wie vom Hersteller
empfohlen ausgetestet. Das Verhéltnis von 3:1 von FUGENE®6 zu DNA (1 pg DNA entsprechen 3
ul FUGENE®6) lieferte die beste Transfektionseffizienz und wurde daher fir alle nachgehenden
Versuche verwendet. Zunachst wurde die fiir die verwendete Zellkulturschale empfohlene Menge
serumfreies DMEM mit FUGENE®6 versetzt und fir 5 min bei RT inkubiert. AnschlieRend erfolgte
die Zugabe der DNA und eine erneute Inkubation des Transfektionsansatzes fir 2 h bei RT.
Danach wurde der Transfektionsansatz zu dem Medium der Zellen zugegeben und je nach
Versuch fur 24-72 h bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die Mengenangaben fiir den
Transfektionsansatz und Menge des Zellkurlturmediums wurden den Angaben des Herstellers

entnommen.

2.12 Primar-Zellbiologische Arbeitsmethoden

2.12.1 Isolation ventrikuldrer Kardiomyocyten adulter Ratten

Fir die Gewinnung isolierter RattenKardiomyocyten wurden weibliche Wistar-Ratten mit einem
Korpergewicht zwischen 200-250 g aus der Tierzucht der Universitatsmedizin Gottingen
verwendet. Die Isolation erfolgte an einer modifizierten Langendorff-Perfusionsanlage. Die
Zellgewinnung erforderte die ,Totung von Tieren zu wissenschaftlichen Zwecken“ nach §4
TierSchG. Die gesetzlich geforderte Mitteilung an die Landesbehorde erfolgte Uber den
Tierschutzbeauftragten der Universitdtsmedizin Gottingen. Die Tierhaltung erfolgte bei einem
zwolfstiindigen Tag-Nacht-Rhythmus bei einer Raumtemperatur zwischen 19°C und 23°C mit
uneingeschranktem Zugang zu Wasser und Futter.

Die Ratten wurden durch Isofluraninhalation tiefandsthesiert. Nach dem Eintritt der Andsthesie
wurde der Thorax der Tiere schnellstmoéglich gedffnet, um das Herz freizulegen und 625
Injektionseinheiten (I.E.) Heparin in das linke Atrium zu injizieren. Das Herz wurde mit einem
moglichst langen Aortenstumpf entnommen. Das im Herzen verbliebene Blut wurde in
eisgekiihlter Tyrodelésung (inklusive 1,25 mM Kalziumchlorid) behutsam ausgespiilt.
AnschlieBend wurde eine Kanile in den Aortenstumpf eingefihrt und das Herz an die
Langendorff-Apparatur fir die Perfusion aufgehdngt. Mit Hilfe einer Pumpe wurde das Herz mit
einer Flussrate von 8-10 ml/min retrograd perfundiert (Langendorff-Perfusion nach Marsh, 1979).
Die fur die Perfusion verwendeten Lésungen wurden auf 37°C vorgewarmt und wahrend des

Isolationsprozesses mit 100% Sauerstoff begast. Die 1895 von Oscar Langendorff beschriebene
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Apparatur erhdlt die Herzfunktion durch die Zufuhr einer oxigenierten, alle notwendigen
Nahrstoffe enthaltenden, Flissigkeit Uber die Aorta ascendens aufrecht. Die retrograde
Applikation der Nahrlésung (iber die Aorta ascendens bewirkt einen Verschluss der Aortenklappe
und konsekutiv eine Perfusion der KoronargefdRe (Langendorff, 1895). Die Perfusion mit einer
kalziumchloridhaltigen Tyrodelosung erfolgte solange bis das Herz kraftig und regelmafig zu
schlagen begann. Im Anschluss folgte eine etwa flinfminitige Perfusion mit 400 ml einer
kalziumfreien Tyrodel6sung bis zum vollstdandigen Sistieren der Perfusion. Das Herz wurde
daraufhin circa 15-20 min mit einer kollagenasehaltigen Enzymlésung perfundiert, wodurch das
Organ eine weiche Konsistenz erhielt. Die Ventrikel wurden dann vom Herz abgetrennt und in
einem Erlenmeyerkolben mit der Kollagenaseldsung vorsichtig zerteilt.

Der Gewebeaufschluss erfolgte 20 min bei 37°C schittelnd bei 100 U/min. Durch behutsames Auf-
und Abpipettieren des verbleibenden Gewebes wurden moglichst viele Zellen aus dem
Zellverband gelost. AnschlieBend wurde die Zellsuspension durch ein Nylonnetz gefiltert. Die
Kollagenaselosung wurde mit Tyrodelosung (0,125 mM Kalzium) 1:1 verdinnt. Nach der
Sedimentation der Zellen wurde die Kollagenaselésung abgenommen. Es folgten mehrfache
Waschvorgénge der Zellen mit Tyrodelésungen ansteigender Kalziumkonzentrationen (0,125 mM,
0,24 mM, 0,5 mM und 1 mM). Nach dem letzten Sedimentationsschritt wurden die Zellen in
M199-Medium mit Zusatz von 6% Albumin tberfiihrt. Die Zellen wurden mit Tryptan-Blau gefarbt,
um unvitale Zellen kenntlich zu machen und die Morphologie der Zellen beurteilen zu kénnen.
Dafir wurden 40 pul Zellsuspension mit 40 pl Tryptan-Blau-Losung gemischt und die Zellen
anschlieBend gezahlt. Durchschnittlich betrug die Gesamtzahl an vitalen Zellen etwa vier
Millionen. Das Verhéltnis der Anzahl vitaler Zellen zu der Gesamtzahl sichtbarer Zellen betrug

etwa 70%.

2.12.2 Kultivierung von Kardiomyocyten adulter Ratten

Die isolierten Kardiomyocyten adulter Ratten wurden auf mit Laminin beschichteten
Kulturschalen ausplattiert. Daflir wurde Laminin 1:100 in M199-Medium verdiinnt und die Platten
nach der Beschichtung mindestens 30 min bei 37°C inkubiert. Nach dem Abnehmen der Laminin-
Medium Loésung wurde eine je nach Versuch angemessene Zellzahl in M199-Medium verdiinnt
und ausplattiert. Im Anschluss erfolgte gegebenenfalls die adenovirale Transfektion der Zellen
(2.15.4.2). Nach einer Inkubationszeit von 4 h wurde das M199-Medium gewechselt. So wurden
nicht adharente Zellen entfernt oder die Virustransfektion terminiert. Nach der Zugabe von

frischem M199-Medium wurden die Kardiomyocyten {iber 24 h bei 37°C und 5% CO; inkubiert.
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2.12.3 Isolation ventrikuldrer Kardiomyocyten neonataler Ratten

Die Isolation der Kardiomyocyten neonataler Ratten erfolgte aus einem Wurf von maximal zwei
Tage alten Wistar-Ratten (meistens 8-14 Tiere). Die Tiere stammten aus der Tierzucht des
European Neuroscience Institute, Gottingen. Die Zellgewinnung erforderte die , T6tung von Tieren
zu wissenschaftlichen Zwecken” nach §4 TierSchG. Die gesetzlich geforderte Mitteilung an die
Landesbehorde erfolgte durch den Tierschutzbeauftragten der Universitdtsmedizin Gottingen
unter dem Aktenzeichen T 13.07.

Die durch Dekapitation getoteten Tiere wurden auf einer Styroporunterlage fixiert und mit
Ethanol desinfiziert. AnschlieBend wurde der Thorax gedffnet, das Herz entnommen und die
Ventrikel abgetrennt. Die Ventrikel wurden in einem Becherglas mit 1x DPBS-Lésung gesammelt.
Die weiteren Schritte der Isolation erfolgen unter sterilen Bedingungen. Zu Beginn wurden die
Ventrikel in einer 10 cm Zellkulturschale mit 3 ml einer Enzymlésung, bestehend aus 0,2% Trypsin
und 0,1% Collagenase in 1x DPBS mechanisch mit einer Schere zerkleinert. Die Gewebesuspension
wurde dann in einen 50 ml Erlenmeyerkolben Uberfiihrt. Es folgten vier Inkubationsschritte,
wahrend denen das Ventrikelgewebe jeweils 14 min lang auf einer magnetischen Heizplatte bei
37°C in Enzymldsung inkubierte und dabei mittels eines Rilhrmagneten mit einer Geschwindigkeit
von 180 rpm gerihrt wurde. In dieser Phase der Isolation wurden die Zellen durch die
Enzymaktivitat aus dem Zellverband herausgel6st. Nach abgeschlossenem Inkubationsschritt
wurde der Uberstand und damit die herausgelsten Zellen vorsichtig mit einer Pasteurpipette
abgenommen und in ein vorbereitetes 50 ml Falcon-Réhrchen mit 37°C warmen DMEM:F12-
Medium (Invitrogen, Karlsruhe) Gberfiihrt. Die Zellen wurden darauf im Zellkulturinkubator bei
37°C gelagert. Zu der im Erlenmeyerkolben verbleibenden Zellsuspension wurden vor jedem der
vier Inkubationszyklen erneut 10 ml vorgewarmte Enzymlosung zugegeben. Die vier 50 ml Falcon-
Roéhrchen mit der Zellsuspension wurden nun bei 400 x g fiir 10 min bei RT zentrifugiert. Die
entstandenen Pellets wurden in insgesamt 20 ml DMEM:F12-Medium resuspendiert. Um die
Kardiomyocyten von den im Herzgewebe befindlichen Fibroblasten zu separieren, wurde die
Zellsuspension fir 45 min bei 37°C in zwei 10 cm Zellkulturschalen inkubiert. Bei diesem so
genannten Praplattieren adharieren Fibroblasten im Gegensatz zu Kardiomyocyten schneller an
unbeschichteten Zellkulturschalen. Die im Uberstand enthaltenen Kardiomyocyten wurden von
den Platten abgenommen. Um noch verbliebene Fibroblasten am Wachstum zu hindern, wurde
dem Kulturmedium der Fibroblasten-Wachstumsinhibitor Cytosin-f-D-arabinofuranosid (AraC)
zugefiigt. Die Zellen wurden mit Hilfe einer Neubauer-improved Zellzahlkammer ausgezahlt und

auf zuvor mit Gelatine-beschichteten Zellkulturschalen ausplattiert.
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2.12.4 Kultivierung von Kardiomyocyten neonataler Ratten

Die isolierten Kardiomyocyten neonataler Ratten wurden auf Zellkulturschalen ausplattiert. Die
Zellkulturschalen wurden vorher mit einer Gelatinelésung, bestehend aus 2% Gelatine geldst in
0,1 N HCI, beschichtet. Die frisch isolierten Zellen wurden in DMEM/M199-Medium 4:1
ausplattiert. Nach 18 h wurden tote Zellen durch mehrmaliges Waschen mit DMEM-Medium
entfernt und die adharenten Zellen mit frischem DMEM/M199-Medium 4:1 lberschichtet. Dann
erfolgte der adenovirale Gentransfer (2.13.2) oder die Behandlung der Zellen mit dem B-RAF
Inhibitor SB590885. Die Zellen wurden anschliefend 24-72 h lang in bei 37°C und 5% CO, inkubiert

und analysiert.

2.12.5 Immuncytochemische Farbung und Planimetrie von Kardiomyocyten neonataler

Ratten

Durch a-adrenerge Stimulation konnen Kardiomyocyten neonataler Ratten zu hypertrophem
Wachstum angeregt werden. Fir die Analyse der zelluliren Hypertrophie wurden die
Kardiomyocyten auf 2 well Chamber Slides mit einer Permanox™ Beschichtung ausplattiert (Nunc,
Wiesbaden). Dabei diirfen sich kaum Kontakte zwischen den Zellen ausbilden, damit anschliefend
der Zellumfang von Einzelzellen bestimmt werden kann. Auf ein well wurden jeweils 100.000
Zellen ausplattiert. 18 h nach der Zellisolation wurden die Zellen mehrfach gewaschen, um tote
Zellen zu entfernen. AnschlieRend erfolgte der Adenovirale Gentransfer oder die Behandlung mit
dem B-RAF Inhibitor SB590885. Zur Induktion hypertrophen Wachstums wurde dem Medium
Phenylephrin (10 mM) zugesetzt. 48 h nach der Stimulation wurden die Zellen zweimal mit
eiskaltem DPBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Fixierung in Methanol:Aceton im Verhiltnis
7:3 bei -20°C fiir 10 min. Nach der Fixierung wurde erneut dreimal in eiskaltem DPBS gewaschen,
wobei der mittlere Waschschritt etwa 10 min bei RT inkubiert wurde. Daraufhin wurden die Zellen
in 1% BSA in DPBS bei 4°C fir mindestens 40 min geblockt. Nach dem Blocken wurden die Zellen
erneut in 1% BSA in DPBS gewaschen. Die Permeabilisierung der Zellkerne erfolgte mit 0,1% Triton
X-100 in 1% BSA in DPBS 10 min bei RT. Dann wurden die Zellen in 1% BSA in DPBS fiir 30-40 min
bei RT geblockt. Der primare Antikorper Anti-a-Actinin (Sigma-Aldrich, Miinchen) ist spezifisch fur
a-kardiales Muskelactinin und wurde in einer 1:200 Verdlinnung in 1% BSA in DPBS eingesetzt.
Die Inkubation erfolgte 1 h bei 37°C. Nach drei erneuten Waschschritten wurde der Cy3-

gekoppelte sekundare Antikérper Anti-mouse 1gG in einer 1:600 Verdiinnung ebenfalls fir 1 h bei
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37°C inkubiert. Ab jetzt erfolgten alle weiteren Inkubationsschritte im Dunkeln. Nach drei
weiteren Waschschritten wurde DAPI zur Anfarbung der Zellkerne in einer 1:5000 Verdiinnung
zugegeben und 10 min bei RT inkubiert. Es folgten drei Waschschritte in 1% BSA in DPBS und ein
Waschschritt in H,0. AbschlieBend wurden zwei Tropfen Vecta Shield Mounting Medium fir
Immunfluoreszenz (VectorLab, Burlingame, USA) zugegeben, Deckglaschen aufgesetzt und
versiegelt.

Die Auswertung des Versuches erfolgte verblindet. Das Ausmessen der Kardiomyocyten erfolgte
mit dem Programm Imagel Version 1.38. Es wurden mindestens 300 Zellen pro Slide vermessen.

Der Versuch wurde stets in Doppelbestimmung durchgefiihrt.

2.13 Adenoviraler Gentransfer

2.13.1 Herstellung eines Adenovirus

Um Proteine von Interesse in Kardiomyocyten lberexprimieren zu konnen, wurden modifizierte
Typ-5-Adenoviren als Gentransfervektoren hergestellt. Dazu wurde die fir das Protein kodierende
cDNA in einen Plasmidvektor (shuttle-Vektor) kloniert. Dieser Vektor enthalt die kodierende DNA
unter der Kontrolle eines Zytomegalie-Virus (CMV)-Promotors und kurze Bereiche des viralen
Genoms. Durch die sequenzspezifische Rekombination des shuttle-Vektors mit dem Vektor
pBHGfrtAE1,3FLP vervollstandigt sich das virale Genom nach simultaner Transfektion in QBI-HEK-
293A-Zellen. Katalysiert wird die Rekombination durch das Enzym FLP-Rekombinase. QBI-HEK-
293A-Zellen enthalten das fir die Virus-Replikation essentielle E1-Gen, welches aus dem
urspriinglichen Zielvektor deletiert wurde. Daher kdnnen sich die modifizierten Adenoviren nur in

QBI-HEK-293A-Zellen vermehren (Abb. 2.13.1).
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Abbildung 2.13.1 Schematische Darstellung der Herstellung rekombinanter Adenoviren. QBI-HEK-293A
Zellen wurden zeitgleich mit dem 40 kb grofRen Virus-Genom-Vektor und dem shuttle-Vektor transfiziert.
Durch sequenzspezifische Rekombination entstand der rekombinante Virusvektor.

Die Transfektion der beiden Vektoren basiert auf der Lipofektations-Methode. Hierzu wurden die
in 6 well Schalen zu 80% konfluent gewachsenen QBI-HEK-293A-Zellen mit dem
Transfektionsreagenz Superfect (Qiagen, Hilden) fir 2 Stunden mit je 0,5-1,5 ug DNA beider
Plasmide und 8 pl Superfect pro well transfiziert. Im Anschluss wurde das Transfektionsmedium
abgenommen und die Zellen vorsichtig mit einem Agarose-Medium-Overlay iberschichtet. Dieser
Overlay bestand aus je einem Teil Low melting point-Agarose (1,5% LM GQT Agarose in dH,0,
Severn Biotech, Kidderminster) und einem Teil zweifach konzentriertem basal Iscove-Medium.
Nach 10-14 Tagen wurden Stellen lokaler Zelllyse im vorher konfluenten QBI-HEK-293A-Zellrasen
sichtbar. Die sogenannten Plaques wurden mit einer Luer-Einwegspritze aus der Agarose
ausgestanzt. Die Plaques entsprechen einem Bereich, in dem es vermittelt durch die FLP-
Rekombinase zu einer Rekombination beider Plasmide kam. Dies fiihrt zu einer Vermehrung des
Virus in den Zellen dieses Bereiches. Zur Vermehrung des Virus eines solchen Plagues wurden
QBI-HEK-293A-Zellen in einer 10 cm Zellkulturschale mit dem Virus infiziert und nach deren
vollstandiger Lyse der Uberstand entnommen. Mit diesem Uberstand wurde dann eine gréRere
Menge QBI-HEK-293A-Zellen in einer 175 cm’ Flasche infiziert. So entstanden ausreichende
Mengen an virushaltigem Uberstand fiir die Infektion von 35 Zellkulturschalen (15 cm @). Die
Infektion der QBI-HEK-293A-Zellen erfolgte stets in basal Iscove-Medium mit 5% FKS bei 37°C und
5% CO,. Nach der Lyse der Zellen wurde der Mediumiiberstand abgenommen. Um noch
verbliebene Zellen vollstandig aufzuschlieRen, wurden sie mit 0,1% NP-40 versetzt und unter
konstanter Bewegung fiir 30 min bei RT inkubiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt fiir 25 min
bei 18000 x g und 4°C zur Pelletierung der Zellreste. Der Uberstand wurde anschlieRend mit
einem halben Volumen 20% Polyethylenglykol 8000/2,5 M NaCl versetzt und die Suspension fiir 4
h in einem 4°C kalten Eisbad inkubiert um die Viruspartikel zu prazipitieren. Die Viren wurden
durch eine erneute Zentrifugation flir 25 min bei 18000 x g und 4°C pelletiert und anschlieflend
unter kontinuierlicher Rotation in 11 ml DPBS, pH 8,0 . N. gelost. Zur Eliminierung von
ungelosten Aggregaten folgte am nachsten Tag eine Zentrifugation bei 800 x g flir 2 min. Durch
Ultrazentrifugation bei 137000 x g und 16°C fur 12 h in einem Céasiumchlorid-Dichtegradienten
wurden die Viruspartikel von beschadigten Viren und den Ubrigen Zellresten getrennt. Durch
zweifache Dialyse gegen je funf Liter Sucrosepuffer (Nyberg-Hoffmann und Aguilar-Cordova,
1999) wurde das zelltoxische Casiumchlorid entfernt. Die Konzentrationsbestimmung des Virus
erfolgte zunachst photometrisch bei 260 nm. Mit Hilfe dieses Wertes wurde eine
Verdinnungsreihe der Viruslosung erstellt. Diese Verdinnungen wurden zur endgiltigen

Konzentrationsbestimmung in der oben beschriebenen Agarose-Overlay-Methode eingesetzt. Die
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Konzentration intakter Viruspartikel wurde in der Einheit plagque forming units (Pfu)/ml

angegeben.

2.13.2 Adenoviraler Gentransfer in Kardiomyocyten der Ratte

Bei dem adenoviralen Gentransfer handelt es sich um eine transiente Transfektion, bei der die
DNA nicht in das Wirtsgenom integriert wird. Die Virusmenge fir eine Infektion wird in MOI
(multiplicity of infection) angeben. MOI ist definiert als die Anzahl aktiver Viruspartikel pro Zelle.
Die biologische Aktivitat eines hergestellten Virus basiert auf der im Plaque-Assay errechneten
Viruskonzentration und wird angegeben in Pfu/ml. Zur Infektion wurden verschiedene MOlIs
verwendet, um verschiedene Konzentrationen der genetischen Uberexpression zu erreichen. Die
jeweilige MOI wurde in Abhdngigkeit von der zu transfizierenden Zellzahl und der biologischen
Virusaktivitat dem Kulturmedium der Zellen zugesetzt. Bei den nicht mehr teilungsfahigen adulten
Kardiomyocyten wurde nach 4 h Inkubation die Virusinfektion durch Mediumwechsel abgestoppt.
Die noch teilungsfahigen neonatalen Kardiomyocyten wurden einen Tag nach der Isolation nach
Entfernen der toter Zellen durch waschen in DMEM transfiziert. Der Virus wurde fir 24-48 h auf

den Zellen belassen.

2.14 Isolierung und Aufreinigung von Nukleinsduren

2.14.1 Minipraparation von DNA

Zur Isolierung rekombinanter Plasmide im analytischen MaRstab wurde das QlAprep® Spin
Miniprep Kit der Firma Qiagen (Hilden) verwendet. Dazu wurden 3 ml einer Ubernachtkultur bei
16000 x g zentrifugiert und das entstandene Pellet in 250 pl RNase enthaltener P1-Losung
resuspendiert. Um die Zellen zu lysieren, wurden 250 pl der alkalischen P2-Losung zugegeben
und vorsichtig gemischt. Unter diesen Bedingungen wurde die DNA denaturiert. Durch Zugabe
der P3-Losung spatestens 5 min nach Start der Lyse, erfolgte die Neutralisation. Die genomische
DNA fallt aus, wahrend die Plasmid DNA renaturiert und gel6st bleibt. Die denaturierten Proteine
und die genomische DNA wurden durch Zentrifugation gefillt und der Uberstand auf Silika-
Saulen gegeben. Plasmid DNA bindet bei hoher Salzkonzentration und niedrigem pH Wert an der
Silika-Membran. Die Elution erfolgte unter geringer Salzkonzentration und einem neutralen pH
Wert in Ampuwa-Wasser.

Die Qualitat der so gewonnenen DNA ist ausreichend, um sie in Restriktionsanalysen und fur die

Isolierung von DNA-Fragmenten einzusetzen.
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2.14.2 Midipraparation von DNA

Zur Isolierung grofRer Mengen hochreiner Plasmid-DNA wurde das HiSpeed® Plasmid Midi Kit der
Firma Qiagen (Hilden) verwendet. Dabei handelt es sich um eine modifizierte Form der alkalischen
Lyse (Birnboim, 1983; Birnboim et al., 1979), um Plasmid DNA zu isolieren. Die so gewonnene
DNA wird (iber Anionen-Austausch Sdulen aufgereinigt. Die Aufreinigung erfolgte nach dem
Protokoll des Herstellers. Nach der alkalischen Lyse wurde die Plasmid-DNA an das Anionen-
Austausch Sdulenmaterial gebunden. Dies erfolgte bei geringer Salzkonzentration und niedrigem
pH Wert. RNA und Proteine wurden durch Waschen mit Pufferldsungen mittlerer
Salzkonzentration entfernt. Die Elution der Plasmid-DNA erfolgte in einem Puffer mit hoher
Salzkonzentration. Die DNA wurde anschlieend mit Hilfe von Isopropanol gefillt.

Die durch diese Methode isolierte Plasmid-DNA kann unter anderem fir die Transfektion von

Zelllinien, fur Restriktionsanalysen, Subklonierung oder Sequenzierung eingesetzt werden.

2.14.3 Ethanolfallung von DNA aus wdssrigen Lésungen

Alkoholische  Losungen haben im Vergleich zu wassrigen LOsungen niedrigere
Dielektrizitdtskonstanten. Dadurch wird die Bildung groRer Molekiilaggregate begiinstigt. Durch
Zugabe monovalenter Kationen werden die negativen Ladungen des Phosphatriickrats der DNA
abgesattigt, die AbstofRung zwischen den Molekiilen verringert und die Aggregatbildung verstarkt.
Dadurch fallt die DNA aus. Die Ethanolfallung wurde eingesetzt, um DNA zu konzentrieren und sie
von Salzverunreinigungen zu befreien. Zur Fallung von Plasmid-DNA oder PCR-Produkten wurde
der Ansatz mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat-Losung (pH 5,2) und 2,5 Volumen 96%igem
Ethanol versetzt. Die Prazipitation erfolgte durch Inkubation fir 15 min bei RT oder fiir mehrere
Stunden bei —20°C. Der Ansatz wurde flr 30 min bei 16000 x g zentrifugiert und das Pellet mit
70% Ethanol gewaschen. Anschliefend wurde das Pellet getrocknet und in einem entsprechenden

Volumen H,0 aufgenommen.
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2.14.4 Phenol-Chloroform Aufreinigung von Nukleinsauren

Zur Reinigung der DNA wurde eine Phenol-Chloroform Aufreinigung durchgefiihrt (Kirby, 1956;
Marmur, 1960). Die zu extrahierenden DNA-Proben wurden mit gleichem Volumen Phenol
versetzt und intensiv gemischt. Die Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugation bei 16000 x g
fiir 2-5 min. Die wassrige Phase wurde in ein neues Eppendorf-GefalR Gberfihrt und die Extraktion
mit 1 Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) wiederholt. Die sich in der wassrigen

Phase befindende DNA wurde anschlieBend einer Ethanolfédllung (2.14.3) unterzogen.

2.14.5 Isolierung von Gesamt-RNA aus Herzgeweben

Herzgewebe unterscheidet sich durch seinen hohen Anteil an kontraktilen Proteinen und
Bindegewebe von anderen Organgeweben. Diese erschweren den Zellaufschluss und die RNA-
Isolierung. Zur Isolierung von RNA aus Herzgeweben wurde daher das RNeasy® fibrous tissue Kit
der Firma Qiagen (Hilden) verwendet. Der RNA-Isolierung geht eine Inkubation mit Proteinase K
voraus. In ein ReaktionsgefalR mit 300 ul RLT-Puffer (inklusive B-Mercaptoethanol) wurden circa
30 mg Herzgewebe in gefrorenem Zustand Uberflihrt und umgehend mittels eines Rotor-Stator
Homogenisators (ART Labortechnik, Mihlheim) homogenisiert. Die RNA-Isolierung erfolgte durch
eine Sdulenaufreinigung Gber eine Silika-Membran. Zum Schutz vor RNasen wurden RNase-freie

Kunststoff-Einweggefalle und Filterspitzen verwendet.

2.14.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde mit einem Spektrometer (Eppendorf,
BioPhosphometer) bestimmt. Nach Abgleich des Nullwertes konnte das Absorptionsmaximum der
gemessenen Nukleinsduren bei 260 nm bestimmt werden. Gleichzeitig wurden Verunreinigungen
durch Proteine bei 280 nm bzw. Salze bei 230 nm festgelegt. Nach dem Lambert-Beer-Gesetz
korreliert die Konzentration der Nukleinsduren bei einer Wellenlange von 260 nm linear mit der
Extinktion. Der Quotient E260/E280 ist ein MafR fiir die Reinheit der DNA und sollte >2,0+0,2
betragen. Die Berechnung der Nukleinsdurekonzentration wurde nach folgender Formel

durchgefihrt:
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Clug/ul]=(E260-E320)x f x ¢

C = Nukleinsdurekonzentration der gemessenen Probe
E = Extinktion

f = Verdinnungsfaktor

c = nukleinsadurespezifischer Koeffizient in ug/pl

fiir doppelstrangige DNA: c=0,05 pg/ul

fiir einzelstrangige DNA: c=0,025 pg/ul

fir RNA: c=0,04 pg/ul

Zur Bestimmung von niedrigen Konzentrationen wurde eine kleine Menge der DNA-L&sung auf ein
Agarosegel neben einem DNA-Standard aufgetragen, bei dem fiir jede Bande die entsprechende

Menge DNA bekannt ist.

2.14.7 Agarosegelelektrophorese von DNA

DNA-Fragmente wurden mittels horizontaler Agarose-Gelelektrophoresen aufgetrennt. Die
negativ geladene DNA wandert dabei innerhalb eines elektrischen Feldes zur Anode. Die
GroRentrennung der DNA-Fragmente erfolgt in einer Gelmatrix, in der die Laufgeschwindigkeit
der Molekiile im elektrischen Feld mit steigender MolekilgréRe abnimmt.

Je nach GréRe der zu trennenden Fragmente wurden Gele mit einer Agarosekonzentration von
0,8% bis 2% in 1x TBE—Puffer hergestellt. Um die Agarose in TBE-Puffer zu I6sen wurde das
Gemisch aufgekocht. Beim Erkalten bildet sich ein Netzwerk aus Zuckerketten, wodurch eine
Gelmatrix verschiedener PorengréRe je nach Agarosekonzentration entsteht. Den Gelen wurde
Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,1 pg/ml zugesetzt. Ethidiumbromid ist ein
Fluoreszenzfarbstoff, dessen mehrgliedriges Ringsystem zwischen benachbarten Basenpaaren
interkaliert und die DNA unter UV-Licht sichtbar macht. Anschliefend wurden die Agarosegele in
eine Gelkammer gegossen. Nach der Aushdrtung wurden die Gele mit 1x TBE—-Puffer
Uberschichtet. Die DNA-Proben wurden mit Loading Dye versetzt und in die vorgeformten
Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese wurde dann im Spannungsbereich von 60 bis 120 V
durchgefihrt. Dadurch wurden die DNA-Fragmente unter UV-Licht bei 354 nm als Banden
sichtbar. Daraufhin konnte das Gel auf dem UV-Transilluminator analysiert und photographisch
dokumentiert werden. Ein Ldngenstandard, der gleichzeitig mit der Probe lduft, ermdglicht die

Bestimmung der GréRe der DNA-Fragmente.
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2.14.8 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit dem QIAquick® Gel Extraction
Kit (Qiagen, Hilden). Die gewilinschte Bande wurde nach gelelektrophoretischer Auftrennung
unter UV-Licht (354nm) aus dem Agarosegel ausgeschnitten und die DNA den Herstellerangaben
entsprechend extrahiert. Nach dem Loésen der Agarose wurde die DNA in Anwesenheit chaotroper

Salze selektiv an eine Silika-Membran gebunden und anschliefend mit Wasser eluiert.

2.14.9 Aufreinigung von DNA mittels PCR Purification

Plasmid-DNA oder PCR-Produkte wurden mit Hilfe des QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen,
Hilden) von Salzresten, Primern und nicht eingebauten dNTPs gereinigt. Dazu wurde die DNA-
Probe mit der 5fachen Menge an PB Puffer aufgefiillt und auf eine Silika-Saule gegeben. Darauf
folgte eine Zentrifugation bei einer Geschwindigkeit von 1000 x g fir 15 min bei RT. Zur Elution
der DNA aus der Silika-Membran wurden 30 pl Ampuwa-Wasser auf die Membran pipettiert.
Dann wurde die Saule in ein frisches Eppendorf-Gefal} gesetzt und erneut bei 1000 x g fiir 2 min

bei RT zentrifugiert.

2.15 Enzymatische Modifikation von DNA

2.15.1 Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Fir die enzymatische Spaltung von DNA wurde ein Restriktionsansatz mit einem Volumen von
mindestens 20 pl bei der fir das Enzym optimalen Temperatur (meist 37°C) fir 1-2 h oder @. N.
inkubiert. Dabei wurden pro pug DNA 2-3 U des jeweiligen Enzyms eingesetzt. Fiir den simultanen
Verdau mit zwei Restriktionsendonukleasen wurde ein Puffer eingesetzt, der beiden Enzymen
eine ausreichende Aktivitat erlaubte. Die Vollstandigkeit der Spaltung wurde mittels Agarose-
Gelelektrophorese Uberprift. Die Restriktionsendonukleasen wurden vor der Durchfiihrung

weiterer enzymatischer Modifikationen fiir 15 min bei 65°C hitzeinaktiviert.
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2.15.2 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Um eine Religation linearisierter Plasmid-DNA zu verhindern wurde gegebenenfalls, eine
Dephosphorylierung durchgefiihrt. Die endstdndigen 5°-Phosphatgruppen des DNA-Plasmids
wurden mit Hilfe der Enzyme Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) oder der Alkaline Phosphatase
Claf Intestinal (CIAP) entfernt. Dazu wurde entweder eine Unit SAP pro pug DNA fir 15 min bei
37°C inkubiert oder 0,01 Units CIAP pro pmol DNA-Enden fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Der
Inkubationsschritt der CIAP konnte gegebenenfalls wiederholt werden. Eine Hitzeinaktivierung der

Enzyme erfolgte fiir 15 min bei 65°C.

2.15.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Wahrend der Ligation wurden linearisierte DNA-Fragmente miteinander verbunden. Das Enzym
Fast-Link™ DNA-Ligase katalysiert dabei die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen 3'-
Hydroxyl- und 5°-Phosphatenden der linearisierten DNA. Auf diese Weise entstehen

rekombinante DNA-Molekiile. Folgende Mengen wurden fiir einen Ligationsansatz eingesetzt:

5-25ng Vektor-DNA

30-120 ng Insert-DNA

1l Fast-Link™ DNA-Ligase (2 U/pl)
1,5 ul 10x Ligationspuffer

1,5ul 10 mM ATP

add 15 ul H,0

Bei einer Ligation cohesiver Enden wurde ein Insert zu Vektor Verhaltnis von 3:1 (DNA in mol)
gewahlt. Bei Blunt End Ligationen wurde die ATP-Konzentration auf 0,5 mM verringert und das
Vektor zu Insert Verhaltnis auf 5:1 erhoht.

Der Ansatz wurde fiir 15 min bei RT inkubiert und die Ligase anschliefend fiir 15 min bei 70°C

inaktiviert.
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2.15.4 Rekombination von DNA-Fragmenten

Der pcDNA-DEST40 Vektor der Maus cDNA Library enthédlt die sogenannten attB-Sites, die die
cDNAs flankiert. Daher wurde die Gateway® Recombinant Cloning Technology (Invitrogen,
Karlsruhe) genutzt, um cDNAs in einen anderen Vektor zu transferieren. Hierzu musste dem
Zielvektor zunachst eine Gateway Kassette eingesetzt werden. Mit Hilfe des Gateway® Vector
Conversion Systems wurde die gewahlte CfB-Kassette nach Angaben des Herstellers in die shuttle-
Vektoren fir die Herstellung eines Adenovirus (pDC-511 und pDC-516) kloniert.

Das Gateway® System nutzt ein Phanomen aus dem Bakteriophagen Lambda. Bakterien enthalten
einen DNA-Abschnitt flankiert von attB-Sites und Phagen einen DNA-Abschnitt, der von attP-Sites
flankiert wird. Infiziert ein Phage ein Bakterium rekombinieren die att-Abschnitte der DNA des
Phagen in Anwesenheit von integrationsspezifischen Enzymen mit denen des Bakteriums. Die
attB-Site und die attP-Site rekombinieren miteinander und es kommt es zu einer Integration der
DNA des Phagen in das bakterielle Genom. Einmal integriert nennen sich die Rekombinations-
stellen attL und attR, wobei L fur Links und R fiir Rechts steht. Diese Rekombinationsreaktionen
»LR“ und ,BP“ bilden die Basis fiir das Gateway® System. Geht der Phage in den lytischen
Vermehrungszyklus, wird seine DNA wieder aus dem bakteriellen Genom entfernt. Dies geschieht
durch die Anwesenheit spezieller Enzyme und fihrt zu einer Rekombination der attR-Site mit der
attL-Site, was in der Entfernung der DNA des Phagen resultiert.

Das Gateway® System enthélt zwei Klonasereaktionen: die LxR und die BxP Klonasereaktion. Da
die cDNA Library in den attB-Sites vorliegt, muss zunachst eine BxP Klonasereaktion durchgefiihrt
werden. Zu diesem Zweck wurde die gewlinschte cDNA nach Protokoll des Herstellers zunachst in
einen sogenannten Donor Vektor (pDONR221™) transferiert. AnschlieRend erfolgte in einer LxR
Klonasereaktion die Rekombination der gewiinschten cDNA in den vorher mit der Gateway

Kassette versehenen shuttle-Vektor (Abb. 2.15.4).
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Abbildung 2.15.4 Prinzip der Gateway® Cloning Technology. In der BxP Klonasereaktion rekombiniert die
attB- mit der attP-Site, wobei attBl1 nur mit attP1 und attB2 nur mit attP2 rekombinieren kann.
Anschliefend wird die LxR Klonasereaktion basierend auf demselben Prinzip durchgefiihrt. Dabei
rekombinieren attL- und attR-Sites miteinander (Abbildung entnommen bei Gateway The basis-seminar von

Invitrogen (modifiziert)).

2.15.5 Transformation elektrokompetenter Zellen mit Plasmid-DNA

Fir die Transformation elektrokompetenter E. coli Zellen (Dower et al., 1988) wurde zunachst ein
50 pl Aliguot elektrokompetenter Zellen auf Eis aufgetaut. Zu dem Zellen wurden 1-2 pl des
Ligationsansatzes hinzugefligt und schnellstmoglich in eine auf -20°C gekihlte E.coli Pulser®
Cuvette (Bio-Rad Laboratories, Miinchen) tiberfiihrt. Die elektrokompetenten Zellen wurden dann
einem elektrischen Impuls von 2,5 kV, 25 uF (EasyjecT basic Elektroporationssystem, Equi Bio,
Kent, UK) ausgesetzt. Direkt im Anschluss wurden 500 pl SOC-Medium zugegeben, die Bakterien
darin vorsichtig resuspendiert und in ein Kulturréhrchen Gberflihrt. Nach einer Inkubation fir 1 h
bei 37°C unter Schitteln wurden 50-500 ul der transformierten Zellen auf der Resistenz
entsprechenden Agarplatten ausgestrichen. Nach einer Inkubation . N. bei 37°C zeigten sich

Einzelkolonien.
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2.15.6 Transformation hitzekompetenter Zellen mit Plasmid-DNA

Fir die Transformation wurden 2 pl des Ligationsansatzes zu den hitzekompetenten E. coli Zellen
gegeben und dieser Ansatz fiir 30 min auf Eis inkubiert. Anschlielend erfolgte der Hitzeschock bei
42°C fur 30 sec. Danach wurden die Zellen erneut auf Eis gestellt und mit 250 pl SOC-Medium
Uberschichtet. Nach einer Inkubation fir 1 h bei 37°C unter Schiitteln wurden 50-200 ul der
transformierten Zellen auf Agarplatten entsprechender Resistenz ausgestrichen. Nach einer

Inkubation G. N. bei 37°C zeigten sich Einzelkolonien.

2.16 Amplifikation von Nukleinsauren durch Polymerase-Kettenreaktion

2.16.1 Polymerase-Kettenreaktion an Plasmid-DNA und cDNA

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Saiki et al., 1985) kdnnen kleinste Mengen von
Nukleinsdauren amplifiziert werden. Durch zwei sequenzspezifische Oligonukleotide (Primer) wird
die Genauigkeit der Amplifikation gewahrleistet. Die Primer flankieren den zu amplifizierenden
DNA-Abschnitt. Von ihnen ausgehend werden zu den Einzelstrangen komplementdre DNA-
Fragmente von einer thermostabilen DNA-Polymerase synthetisiert. So wird der DNA-Abschnitt
zwischen den beiden Primern in einem Zyklus verdoppelt. Die dabei entstehenden DNA-Strange
stehen als Matrize fir die Synthese weiterer Strange in folgenden Zyklen zur Verfligung.

Der Zyklus der DNA-Amplifikation beginnt mit der Denaturierung der DNA. Anschliellend folgt die
Bindung der Primer an die komplementdre Sequenz des jeweiligen Einzelstrangs (Annealing).
Dann beginnt die Synthese der DNA durch die gewahlte Polymerase in 5°-3’-Richtung
(Elongation). Die standige Wiederholung dieses Zyklus fiihrt zu einer exponentiellen
Vervielfdltigung der Zielsequenz. Eingesetzt werden Tag-Polymerasen des Archaeabakteriums
Thermus aquaticus (Chien et al.,, 1976), wodurch die Automatisierung der PCR in
programmierbaren Thermocyclern ermoglicht wurde.

Zur Durchfihrung einer PCR wurden folgende Komponenten in ein Reaktionsgefall gegeben:



Material und Methoden

47

X ul
2ul
2 ul
1wl
5 ul
3ul
1l
add 50 ul

template-DNA (10— 200 ng DNA)

forward Primer (10 pmol/pl)

reverse Primer (10 pmol/ul)

dNTPs (10 mM)

Tag-Polymerase Puffer (10 x)

MgCly (50 mM)

Tag-Polymerase (1 U/ul)
dH>0

Die Amplifikation von Nukleinsdauren erfolgte in einem PTC-200 Thermocycler der Firma M)

Research (Watertown, USA). Abhdngig von erwarteten FragmentgroRen und Primereigenschaften

wurden die Zeit fir die Elongation und die Temperatur des Annealings des folgenden Standard-

Programms modifiziert:

95°C
94°C
58-65°C
72°C
72°C

4°C

3 min

30s

30s 30-35 Zyklen
1 min/kb

5 min

(>}

Vordenaturierung
Denaturierung
Annealing
Elongation
Endelongation

Aufbewahrung

Um optimale Bedingungen fir neue Primer zu finden, wurde eine sogenannte Gradienten-PCR in

einem iCycler 1Q5 der Firma BioRad Laboratories (Miinchen) durchgefiihrt. Dieser Cycler

ermoglicht, in einer PCR verschiedene Annealingtemperaturen auszutesten und damit die

perfekte Annealingtemperatur des betreffenden Primerpaars zu finden.

Fiir eine Erh6hung der Spezifitdat unspezifisch bindender Primer wurde eine "touchdown"-PCR

durchgefiihrt. Dabei wurde (ber sieben Zyklen sukzessive die Annealingtemperaturen um 1°C pro

Zyklus herabgesetzt und im Anschluss erfolgten 30 Zyklen bei konstanter Anlagerungstemperatur.
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2.16.2 Reverse Transkription

Die Reverse Transkriptase ist ein Enzym, welches die Umschreibung von mRNA in komplementéare
cDNA katalysiert. Bei dieser Erststrang-Synthese dient die mRNA als Matrize. Dazu wurde das
SuperScript™ First-Strand Synthesis System (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet und das Protokoll
nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt (Loh et al., 1989). Als Primer wurden Random-
Hexamere verwendet. Diese hybridisieren an verschiedenen Stellen der mRNA und gewahrleisten
somit dass alle Bereiche der mRNA in der cDNA vertreten sind. Auf diese Weise gelingt auch der
Nachweis von mRNAs mit einer Lange grofRer als 1-2 kb. Die verwendete SuperScript™ Il Reverse-
Transkriptase ist eine aus dem Moloney murine leukemia virus (MMLV-RT) modifizierte Reverse
Transkriptase. Dabei handelt sich um eine RNA-abhdngige DNA-Polymerase, die Uber keine
intrinsische RNase H Aktivitat verfligt. Sie zeichnet sich ebenfalls durch eine erhohte
Temperaturtoleranz aus. Durch diese Fahigkeiten wird die Synthese ldangerer Transkripte
ermoglicht. Die so synthetisierte cDNA diente darauf als Ausgangsmaterial fiir die Polymerase-

Kettenreaktion.

2.16.3 Real-Time Quantitative PCR

Bei der Real-Time PCR handelt es sich um ein Verfahren, bei dem die Menge der entstandenen
Produkte wdhrend der PCR in Echtzeit gemessen wird. Die Messung der Produktzunahme
geschieht anhand von Fluoreszenz, die in Abhangigkeit der Produktmenge emittiert wird. Um
produktabhdngige Fluoreszenz zu generieren, wurden dsDNA bindende Fluoreszenzfarbstoffe
verwendet. In den vorliegenden Versuchen wurde der Cyaninfarbstoff SYBR-Green | (Jin et al.,
1994; Singer et al., 1994) iQ™ SYBR Green Supermix (BioRad Laboratories, Miinchen) verwendet.
Der Farbstoff bindet sequenzunspezifisch in der kleinen Furche doppelstrangiger DNA. Dabei ist
die Affinitat dieses Farbstoffes etwa 100mal héher als die von Ethidiumbromid. Der an die DNA
gebundene SYBR-Green Farbstoff fluoresziert nach Anregung etwa 1000mal starker als der freie
Farbstoff. Daher ist SYBR-Green sehr gut geeignet, die Akkumulation doppelstrdangiger PCR-
Produkte sichtbar zu machen (Morrison et al.,, 1998). SYBR-Green wird in Gegenwart von
doppelstrangiger DNA mit blauem Licht (480 nm) angeregt und zeigt ein Emissionsspektrum mit
einem Maximum bei 520 nm.

Die Analyse wurde im 96 well MaRstab durchgefiihrt. Genutzt wurde das iQ5™ Multicolor Real-

Time PCR Detection System der Firma BioRad (Miinchen). Dieses System arbeitet mit einem
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Temperatur-Cycler und einer Wolfram-Halogen Lampe die mit entsprechenden Filtern die
Fluoreszenz des SYBR-Green Farbstoffs anregt. Mit einem Charge-coupled Device (CCD) Detektor
wurde ein simultanes Bild aller 96 wells erfasst. Die Daten kénnen mithilfe der iQ™5 Optical
System Software (Version 2.0) bearbeitet, in Excel (Microsoft) exportiert und ausgewertet
werden. Jeder Reaktions-Ansatz enthielt 0,5 uM der Oligonukleotide und 10 ul 2x iQ™ SYBR
Green Supermix. Dieser beinhaltet die iTag DNA-Polymerase [50 U/ml] in einem optimierten
Puffer, einen dNTP-Mix (0,4 mM pro dNTP) und den SYBR® Green | Fluoreszenzfarbstoff. Jedem
Ansatz wurden 2,5 pl einer 1:1 verdinnten cDNA zugegeben. Fir die Erstellung einer
Standardkurve wurde die Konzentration des spezifischen Produkts der PCR Reaktion
photometrisch bestimmt und eine Verdiinnungsreihe angesetzt. Zur Erhéhung der Stabilitat
wurde die DNA mit sterilem Wasser (fur Injektionszwecke) versetzt mit Hefe-t-RNA, auf
Konzentrationen zwischen 1 ng/ul bis 0,5 fg/ul gebracht. Fir jedes Gen musste abhédngig von
seiner Expression der Bereich der Standardkurve angepasst werden. Nach Abschluss der
Amplifikation wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihnrt, um das Auftreten von
unspezifischen Produkten auszuschlieRen. Dabei wurde die Fluoreszenz (F) bei steigender
Temperatur (T) gemessen und die Steigung dF/dT (1. Ableitung) errechnet. Diese wurde gegen die
Temperatur aufgetragen und damit das Maximum der Primer-spezifischen Schmelztemperaturen
aufgezeigt. Zusatzliche Maxima innerhalb der Schmelzkurve verrieten unspezifische Produkte

oder Primer-Dimere.

Folgendes Programm wurde fiir alle Primer verwendet:

95°C 1 min

95°C 15s Vordenaturierung
60°C 10s 35 Zyklen Denaturierung
72°C 20s Annealing

95°C 15s Elongation

60°C 10s

60°C-95°C +0,5°C/10 s Schmelzkurve
10°C Hold

Die Quantifizierung der Expression erfolgt bei der Real-Time PCR anhand des Verhaltnisses eines
Referenzamplikons zu der initialen Template-Menge des zu untersuchenden Zielamplikons. Beide
werden unter identischen Bedingungen amplifiziert. Durch die Verwendung eines housekeeping

Gens wie der 185-rRNA als Referenzamplikon kann auf die eingesetzte cDNA-Menge normalisiert
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werden. Bei der Auswertung wird ein Signal-Schwellenwert definiert. Bei diesem sollte sich jede
Einzelreaktion in der exponentiellen Phase befinden. Der Zeitpunkt in den Zyklen, zu dem das
Signal diesen Schwellenwert erreicht, wird als Schwellenwertzyklus oder C-Wert (threshold cycle)
bezeichnet. Der C;-Wert korreliert mit der Template-Menge, die fir die Reaktion eingesetzt
wurde. Eine hohere oder niedrigere Template-Menge zeigt sich in einem signifikant friheren oder
spateren Anstieg der Fluoreszenz-Emission.

Aus den Daten der Standardkurven fiir jedes einzelene Amplikon interpoliert das Programm iQ™5
die theoretisch eingesetzte Menge an cDNA fiir Referenzamplikon und Testamplikon jeder Probe.

Die Berechnung zur Auswertung der Ergebnisse wurde in Excel (Microsoft) durchgefiihrt.

2.17 Proteinbiochemische Arbeitsmethoden

2.17.1 Proteinextraktion aus eukaryotischen Zellen

Die in einer Kulturschale gewachsenen adhdrenten Zellen wurden nach entsprechender
Inkubation mit DPBS gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen in 1 ml DPBS mit einem
Zellschaber abgeldst und in ein ReaktionsgefaR tberfiihrt. Nach dem Abzentrifugieren der Zellen
bei 900 x g fir 3 min wurde das Pellet je nach GréRe in 100-200 ul Lysepuffer resuspendiert und
mit Hilfe einer 40G-Kanile mechanisch lysiert. Fir Immunprazipitations-Experimente wurde der
entsprechende Lysepuffer nach dem Waschen der Zellen direkt auf die Kulturplatten gegeben und
die Zellen lysiert. Nach einer Inkubation fir 15 min auf Eis wurden unlésliche Bestandteile durch
eine Zentrifugation bei 16000 x g fiir 5 min entfernt. Der Uberstand mit den Zellproteinen wurde
in ein neues Reaktionsgefal tiberflihrt, die Proteinkonzentration bestimmt (2.14.6) und das Lysat
bei -80°C aufbewahrt.

Fir den Luciferase Reporterassay wurden die Zellen in der 24 well Platte einmal in DPBS
gewaschen und der 1x PLB Lysepuffer direkt auf die Zellen gegeben. Nach einer Inkubation von 15
min schittelnd bei RT wurden diese Lysate bei -20°C eingefroren und anschlieend die Luciferase

Expression gemessen.

2.17.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentration von Protein-Lysaten wurde nach der BCA-Methode (Smith, 1985) mit
Hilfe des BCA™ Protein Assay Kits (Pierce Biotechnology, Rockford, USA) bestimmt. Die Methode

basiert auf Cu®*-lonen in einer alkalischen Losung, die Proteine binden (Biuret-Reaktion). Die Cu*'-



Material und Methoden

lonen des Komplexes werden zu Cu'-lonen reduziert. Diese bilden mit Bicinchonininsiure (BCA)
einen violetten Farbstoffkomplex aus. Die Komplexe besitzen ein Absorptionsmaximum bei 562
nm. Als interner Standard wurde eine BSA-Eichreihe (0-2000 pg/ml BSA) verwendet, anhand der
die Proteinkonzentration der Eichgeraden extrapoliert wurde. Die Losungen A und B wurden 50:1
gemischt und je 200 pl davon zu einer 1:10 oder 1:20 Verdiinnung der zu messenden Protein-
Losung gegeben. Nach einer Inkubation von 30 min bei 37°C erfolgte die Messung der Extinktion
in 96well Mikrotiterplatten bei 562 nm im pQuant Universal Microplate-Spektralphotometer (Bio-

Tek Instruments Inc., Winooski, USA).

2.17.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurde in einem diskontinuierlichen System mit Tris-
Glycinpuffern durchgefiihrt (Limmli, 1970). Hierzu wurde das SDS-PAGE Mini-System PROTEAN II
bzw. Il verwendet (BioRad Laboratories, Miinchen). Die Proteinproben wurden mit Lysepuffer auf
eine definierte Proteinkonzentration eingestellt, mit 4x Lammli-Probenpuffer versetzt und fiir 5
min bei 60°C erhitzt. Flr die Analyse phosphorylierter Proteine wurden die Proben nur auf 37°C
fir 10 min erhitzt. Die Elektrophorese erfolgte in 1x PAGE-Laufpuffer bei 50 mA pro Gel fiir etwa 1
h. Zur Bestimmung der GrolRe der aufgetrennten Proteine wurde parallel zu den Proteinproben
ein vorgefarbter Proteinstandard (BioRad Laboratories, Miinchen) aufgetragen. Es wurde in der
Regel ein 10-12,5%tiges Trenngel mit einem 4%tigen Sammelgel verwendet. Trenn- und
Sammelgel wurden nach den unten aufgefiihrten Angaben gemischt und die Gele nach Zugabe

von APS (Ammoniumpersulfat) und TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethyleethylendiamin) gegossen:

10% Trenngel 12,5% Trenngel 4% Sammelgel
Acrylamid-Biscrylamid 3,33 ml 4,17 ml 3,33 ml
4x Tris/SDS, pH 8,8 2,5 ml 2,5 ml
4x Tris/SDS, pH 6,8 2,5 ml
H,0 4,16 ml 3,33 ml 4,16 ml
APS 33 33 ul 33 ul
TEMED 7 ul 7 ul 7 ul

10 ml 10 ml 10 ml



Material und Methoden

2.17.4 Proteintransfer auf Nitrozellulose mittels Western-Blot

Um Proteine immunologisch nachweisen zu kénnen, erfolgte ein elektrophoretischer Transfer der
Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran (Protran® Nitrozellulose Transfer Membran, Whatman,
Dassel). Der Transfer wurde in Mini-Trans-Blot® Kammern (BioRad Laboratories, Miinchen)
durchgefiihrt. Folgende Komponenten wurden in 1x Transferpuffer getrankt und nacheinander in
die Blot-Kassette gestapelt: Schwamm, zwei Filterpapiere (Whatman GBO0O3 Filter, Schleicher &
Schill, Dassel) und die Nitrozellulosemembran. Darauf wurde das SDS-PAGE Gel luftblasenfrei
aufgelegt und wieder mit zwei Filterpapieren und einem Schwamm bedeckt. Die Kassette wurde
geschlossen und in einen mit 1x Transferpuffer gefiillten Tank eingehdngt. Bei 500 mA wandert
der SDS-Protein-Komplex fiir 2 h Richtung der Anode und wird so aus dem SDS-PAGE Gel auf die
Membran transferiert. Im Anschluss daran wurde die Membran mittels Ponceau-Rot reversibel
gefarbt, um die Vollstandigkeit des Transfers zu prifen. Die in der Farbelosung enthaltene

Essigsaure fixiert gleichzeitig die Proteine auf der Membran.

2.17.5 Detektion von menbrangebundenen Proteinen mit Antikérpern

Die Membran wurde nach dem Proteintransfer auf die Nitrozellulose mit 5% Magermilchpulver in
1x TBS-Tween flr 2 h bei RT oder i. N. bei 4°C inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen
abzusattigen. Nach einem kurzen Waschschritt in 1x TBS-Tween erfolgte die Inkubation mit dem
Primdrantikérper. Je nach Antikorper wurde eine entsprechende Verdiinnung in 0,5%
Magermilchpulver in 1x TBS-Tween oder 5% BSA in 1x TBS-Tween verwendet. Die Inkubation
erfolgte bei4°C U. N. oder fir 1-2 h bei Raumtemperatur. Darauf wurde die Membran 3 x 5 min in
1 x TBS-Tween gewaschen. Dann wurde der entsprechende HRP- (Horseradish peroxidase)
gekoppelte Sekunddrantikdrper in einer Verdinnung von 1:10000 in 0,5% Magermilchpulver
gelost und in 1x TBS-Tween fiir 1 h bei RT inkubiert. Die Membran wurde anschlieBend erneut 3 x
5 min in 1x TBS-Tween gewaschen. Fiir jede Membran wurden 4 ml Lésung (SuperSignal® West
Pico Chemiluminescent Substrate, Pierce) aus einer 1:1 Mischung von Luminol/Enhancer-L6sung
und stabiler Peroxid-Losung angesetzt. Die Losung wurde auf die Nitrozellulosemembran gegeben
und fiir 5 min inkubiert. Durch die Peroxidase wird die Oxidation von Luminol katalysiert was eine
Chemilumineszenz-Reaktion auslost. In der Dunkelkammer wurde anschlieBend der Rontgenfilm
(Super RX, Fujifilm, Disseldorf) in Abhangigkeit von der Intensitat der Reaktion aufgelegt und der

Film entwickelt.
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2.17.6 Immunprazipitation und Koimmunprazipitation

Fir die Koimmunprazipitation von den mit His-Tag versehenen Proteinen der cDNA-Library
wurden gleiche Mengen Protein (mindestens 1 mg) eingesetzt. Dem Lysat wurde 30 pl Maus-I1gG-
Agarose (Sigma-Aldrich, Miinchen) zugefiigt und fiir 3 h bei 4°C rotierend inkubiert. In diesem
preclearing-Schritt sollten unspezifisch an Maus-lgG-Agarose bindende Proteine vor der
Immunprézipitation entfernen werden. Die Agarose wurde fiir 30 s bei 6000 x g abzentrifugiert
und der Uberstand erneut mit 30 ul Maus-IgG Agarose versetzt. Dieser zweite preclearing-Schritt
wurde . N. durchgefiihrt. Die Agarose wurde durch Zentrifugation sedimentiert und der
Uberstand in einem neuen ReaktionsgefaR mit 50 pl des Dynabeads® His-Tag Isolation & Pulldown
(Invitrogen, Karlsruhe) versetzt. Nach einer Inkubation fiir 10 min bei 4°C, rotierend wurde mit
Hilfe eines Magneten der Dynabeads®-Protein-Komplex sedimentiert. AnschlieBend wurde
viermal in Waschpuffer gewaschen. Fir den Pulldown von Proteinen wurde zunachst der
Pulldown-Puffer zugegeben und erneut fiir 30 min bei 4°C rotierend inkubiert. Nach vier weiteren
Waschschritten im 1x Pulldown-Puffer erfolgte die Elution der Protein-Komplexe kompetitiv
mittels 100 pl Elutionspuffer fiir 5 min bei RT.

Fiir die Immunprazipitation von HA-cDNA Library Protein aus transfizierten NIH3T3-Zellen wurden
jeweils 2 Mio. Zellen auf zwei 10 cm Zellkulturschalen ausplattiert und transfiziert. 24 h nach der
Transfektion wurden die Zellen mit kaltem DPBS gewaschen und anschliefend in 1 ml DBPS mit
einem Zellschaber abgeldst und durch Zentrifugation pelletiert. Je nach GroRe des Pellets wurden
100-300 pl NP-40 Puffer verwendet. Die Lyse erfolgte durch mechanische Homogenisation mit

einer 40G-Kanule und anschlieRender Inkubation fur 15 min auf Eis.

2.17.7 Ras-Aktivierungs-Assay

Zur Untersuchung des Aktivierungszustands von Ras transfizierten Zellen wurde das Ras Activation
Assay Kit der Firma Upstate (Lake Placid, USA) verwendet. Aktiviertes Ras (Ras-GTP) interagiert
mit der Ras-bindenden-Domane (RBD) von C-Raf. In einem Pulldown-Experiment wurde ein C-Raf-
RBD-Agarose-Konjugat verwendet, um aktives Ras zu prazipitieren. In einer Western-Blot Analyse
wurde dann die Menge an Ras im Prazipitat bestimmt.

Die Lysate wurden nach einer Inkubation von 15 min auf Eis fir 5 min bei 10000 x g und 4°C
zentrifugiert und die Uberstinde in ein neues ReaktionsgefiR tberfiihrt. Fiir den Assay wurden

500 ug Gesamtprotein eingesetzt. Als positiv- und negativ-Kontrollen wurden 5 mg Protein in 500
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ul Lysepuffer mit 10 mM EDTA und 100 uM GTPyS (positiv Kontrolle) oder 1 mM GDP (negativ
Kontrolle) versetzt und fir 30 min bei 30°C leicht schiittelnd inkubiert. Die Kontrollen wurden
anschlieRend auf Eis abgekiihlt und mit 65 mM MgCl, versetzt. Fiir den Pulldown Assay wurde den
Lysaten 10 ul C-Raf-RBD-Agarose zugesetzt und die Proben fir 45 min bei 4°C unter Schwenken
inkubiert. Die Agarose wurde durch Zentrifugation bei 14000 x g fiir 10 s pelletiert und durch
Resuspendieren in 0,5 ml Lysepuffer 3mal gewaschen. Nach dem Waschen wurde die C-Raf-RBD-
Agarose in 40 pl 2x Lammli-Puffer resuspendiert und fir 5 min bei 95°C inkubiert. Anschliefend
erfolgte die Analyse mittels Western-Blot. Durch Inkubation der Western-Blot-Membran in einer
1:20000 Verdiinnung des im Kit enthaltenen Ras-spezifischen Antikorpers in 0,5% (w/v)
Milchpulver in TBS-Tween-Lésung . N. bei 4°C erfolgte die Detektion des prazipitierten aktiven

Ras.

2.18 cDNA Library Screen

2.18.1 Luciferase Reporterassay

Der Screen der Maus cDNA Library basiert auf dem Prinzip des Two-Hybrid Systems. Dieses wurde
urspriinglich fir Hefen entwickelt (Sadowski et al., 1988; Fields und Song 1989) und ist nun auch
fur Saugerzellen zugédnglich. Mit dem CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid System (Promega,
Mannheim) kénnen Protein-Protein Interaktionen in einer in vivo dhnlichen Umgebung studiert
werden.

Das System besteht aus den beiden Vektoren pBIND und pACT und dem Reporter pG5luc. Der
pBIND Vektor enthélt die GAL4 DNA-bindende Domane aus Hefe oberhalb einer multiple cloning
Region. Zusatzlich exprimiert der p-BIND Vektor Renilla reniformis Luciferase unter der Kontrolle
eines SV40 Promotors, wodurch eine Normalisierung auf unterschiedliche Transfektions-
effizienzen ermoglicht wird. Der pACT Vektor enthalt die aus dem Herpes simplex Virus bekannte
transkriptionsaktivierende VP16 Domane oberhalb einer multiple cloning Region. Zur
Untersuchung zweier Gene, die fiir potentiell interagierende Proteine (X, Y) kodieren, kloniert
man jeweils die cDNA eines Gens in den pACT und die des anderen Gens in den pBIND Vektor.
Somit entstehen zwei Fusionsproteine: Protein X wird mit der GAL4 DNA-bindenden Domaéne
fusioniert und Protein Y mit der VP16 transkriptionsaktivierenden Doméane. Der pG5luc Reporter
enthalt funf GAL4 Bindungsdoméanen oberhalb eines minimalen Promotors (TATA-Box), der die
Expression der firefly Luciferase steuert. Die Fusionsproteine GAL4-X und VP16-Y wurden
zusammen mit dem Reporter pG5luc in Sdugerzellen transfiziert. Nach einer Inkubation von 24-72

h wurden die Zellen lysiert und mit Hilfe des Dual-Luciferase® Reporterassay Systems (Promega,
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Mannheim) die Renilla reniformis und die firefly Luciferase Expression gemessen. Das
Fusionsprotein GAL4-X bindet an die GAL4 bindenden Domanen des pG5luc Reporters. Interagiert
Protein Y mit Protein X gelangt die stark transkriptionsaktivierende VP16 Domane in die Nahe des
minimalen Promotors und flhrt zu einer deutlich verstarkten firefly Luciferase Expression (Abb.

2.18.1).
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Abbildung 2.18.1 Schematische Darstellung des Mammalian Two-Hybrid Systems. Der pG5luc Vektor

| GAL4 | GAL4 | GAL4 | GAL4 | GAL4 | TATA F—

enthdlt 5 GAL4 binde Doméanen oberhalb eines minimalen Promotors (TATA-Box). Dieser steuert die
Expression des firefly Luciferase Reporter-Gens. Protein X wird mit der GAL4 DNA-bindenden Doméne
fusioniert und Protein Y mit der VP16 transkriptionsaktivierenden Doméne. Interagieren beide
Fusionsproteine miteinander, gelangt die stark transkriptionsaktivierende VP16 Domane in proximale Ndhe

des minimalen Promotors und resultiert in einer erhdhten firefly Luciferase Expression.
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2.18.2 Screen der Maus cDNA Library

FUr den Screen der Maus cDNA Library nach Modulatoren der RAF/MEK Interaktion wurden
zunachst verschiedene Fusionsproteine hergestellt. Dazu wurde der offene Leserahmen von Mek1
mit den Primern Mek1l-BamHI-f und Mekl-Kpnl-r aus der cDNA der Maus amplifiziert. Unter
Verwendung der Restriktionsschnittstellen BamHI und Kpnl wurde das PCR-Produkt in pBIND
Vektor kloniert. Der offene Leserahmen von humanem B-RAF wurde mit den Primern BRAF-
BamHI-f und BRAF-EcoRV-r2 aus dem Vektor pEF-mBRAF (freundlicherweise zur Verfligung
gestellt von Chris Marshall, The Institute of Cancer Research, London, UK) amplifiziert. Unter
Verwendung der Restriktionsschnittstellen BamHI und EcoRV wurde das PCR-Produkt in den pACT
Vektor kloniert. Der offene Leserahmen von C-Raf wurde mit den Primern CRaf-EcoRV-f und CRaf-
Kpnl-r aus der cDNA der Maus amplifiziert. Unter Verwendung der Restriktionsschnittstellen
EcoRV und Kpnl wurde das PCR-Produkt in den pACT Vektor kloniert.

In einer 96 deepwell Platte wurde LB-Medium der entsprechenden Resistenz so angeimpft, dass
sich in jedem well anndhernd 100 Klone der cDNA Library befanden. Diese wurden bei 37°C . N.
schittelnd inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Isolation der Plasmid-DNA mit Hilfe des EpMotion
5075 Pipettierroboters und des Perfectprep BAC 96 Kits (5Prime, Hamburg). Um einen hohen
Transfektionsdurchsatz zu erreichen, erfolgte die Transfektion der COS-7 Zellen im 24 well
Format. Zuséatzlich erfolgte jede Transfektion eines cDNA Pools im Triplikat. In einem
Versuchsdurchlauf wurden anndahernd 300 Transfektionen in COS-7 Zellen durchgefiihrt. Dafiir
wurden 5x10* COS-7 Zellen pro well ausplattiert, die am folgenden Tag der Transfektion eine
Konfluenz von 60-80% erreichten. Die Transfektion der COS-7 Zellen wurde mit FUGENE®6 (Roche,
Mannheim) durchgefihrt (2.11.3). Der Transfektionsansatz wurde mit dem EP-Motion 5075
Pipettierroboter in 96 well Platten pipettiert. Zundchst wurden 100 ul serumfreies DMEM
vorgelegt und mit 1,2 pul FUGENE®6 versetzt. AnschlieRend folgten jeweils 50 ng der Plasmide
kodierend fir GAL4-Mekl- und VP16-RAF-Fusionsproteine zusammen mit 50 ng des pG5luc
Reporters. Dazu kamen 250 ng DNA des Pools aus etwa 100 cDNA Klonen der Maus cDNA Library.
Nach Zugabe der DNA wurde der Transfektionsansatz 2 h bei RT inkubiert und anschliefend zu
dem normalen Wachstumsmedium der Zellen gegeben. Nach einer Inkubation von 24 h bei 37°C
und 5% CO, wurden die Zellen in 100 pl 1x PLB lysiert, 15 min schiittelnd bei RT inkubiert und fur
eine bessere Lyse bei -20°C eingefroren. Die Messung der Luciferase Expression erfolgte an einem
Mithras LB 940 Multimode Reader (Berthold Technologies, Bad Wildbad) mit Hilfe des Dual-

Luciferase® Reporterassay Systems. Gemessen wurden die Renilla Reniformis und firefly
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Luciferase Expressionen. RLU (Relative Light Units) ist eine einheitslose GroRRe und definiert als der
Quotient aus firefly und Renilla Reniformis Luciferase Expression.

Zusatzlich wurden zwei Kontrollen verwendet: Zum Einen wurde die Luciferase Expression der
basalen Interaktion von B-RAF/Mekl und zum Anderen die angeregte Interaktion von B-
RAF/Mek1 durch eine konstitutiv aktive RasV12 Mutante gemessen. Pools die eine starke positive
oder negative Abweichung von der basalen B-RAF/Mekl Interaktion zeigten mussten in einem
anschlieBenden Schritt vereinzelt werden. Dabei wurde als threshold die 1,5 fache RLU fir die
Aktivierung bzw. die 0,5 fache RLU fir die Inhibition bezogen auf den basalen RLU Wert der B-
RAF/Mek1 Interaktion gesetzt.

2.18.3 Subselektion interessanter Maus cDNA Pools

Die cDNAs eines etwa 100 cDNA Klone enthaltenen Pools mussten im nachfolgenden Schritt
vereinzelt werden. Um einzelne cDNAs zu identifizieren, die fiir eine Inhibition oder eine
Aktivierung der B-RAF/Mek1 Interaktion verantwortlich waren, wurde der betreffende cDNA Pool
in E. coli retransformiert. AnschlieBend wurde der Retransformationsansatz auf LB-Platten
entsprechender Resistenz ausgestrichen und {. N. bei 37°C inkubiert. Am darauf folgenden Tag
wurden 96 einzelne Kolonien in LB-Medium in einer 96 deepwell Platte angeimpft und . N. bei
37°C schiittelnd inkubiert. Die Isolation der Plasmid-DNA erfolgte im EpMotion 5075
Pipettierroboter mit dem Perfectprep BAC 96 Kit. AnschlieRend wurden 12 einzelne cDNA Klone
gepooled, so dass aus einer 96 well Platte acht Subpools entstanden. Diese wurden erneut im
Triplikat in COS-7 Zellen transfiziert (2.18.2). Nach der Auswertung der Ergebnisse wurden positive
Subpools aufgelost und die cDNAs einzeln in COS-7 Zellen transfiziert. cDNAs, die in der Lage
waren die basale Aktivitat der B-RAF/Mek1 Interaktion um den 1,5 fachen RLU-Faktor zu steigern,

oder um den 0,5 fachen RLU-Faktor zu senken wurden anschliefend zum Sequenzieren geschickt.

2.19 Knockdown der Expression von Genen mit miR RNAi

RNAi (RNA Interference) bietet die Moglichkeit, die Expression von Genen in Saugerzellen
posttranskriptional zu inhibieren. Um zusétzlich zu den Auswirkungen einer Uberexpression von
Proteinen in Kardiomyocyten auch den Fall reduzierter Expression zu untersuchen, wurde ein
Knockdown-Experiment durchgefiihrt. Daflir wurden zunachst vier miRNAs (microRNAs) mit dem
Programm BLOCK-iT™ RNAi Designer (Invitrogen, Karlsruhe) entworfen. Diese Software erkennt

effiziente Zielsequenzen innerhalb eines Gens, um einen Knockdown durch eine miRNA zu
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induzieren. Die gelieferten Oligonukleotide wurden zunachst mit Hilfe des BLOCK-iT™ Pol Il miR
RNAi Expression Vector Kits hybridisiert und in den pcDNA™6.2-GW/miR Expressionsvektor
kloniert. MiRNAs, die vom pcDNA™6.2-GW/miR Vektor exprimiert werden, werden durch die RNA
Polymerase Il transkribiert. Diese Vorlaufer miRNA wird dann durch Xpo-5 (Exportin-5) aktiv aus
dem Zellkern exportiert. Einmal im Zytoplasma angelangt, spaltet sie die Helikase Dicer in kurze
doppelstrangige Fragmente, was sie zu den eigentlichen miRNAs konvertiert. Schlieflich bildet
sich der Komplex RISC (RNA Induced Silencing Complex) der an die entsprechende mRNA bindet
und durch die Aktivierung von RNasen spaltet.

Zum Test der Knockdown-Effizienz wurden die vier miRNAs zunachst mit FUGENE®6 in NIH3T3
Zellen transfiziert. Die NIH3T3-Zellen wurden so ausplattiert, dass sie nach 24 h eine Konfluenz
von 60-80% aufwiesen. 72 h nach Transfektion erfolgte die Lyse der Zellen und die Auswertung
der Knockdown-Effizienz mittels Western-Blot. Vielversprechende miRNAs wurden anschliefSend
mit Hilfe des Gateway Systems zur Herstellung eines Adenovirus in den shuttle-Vektor kloniert.
Die Kardiomyocyten neonataler Ratten wurden 18 h nach Isolation wiederholt in DMEM
gewaschen, um tote Zellen zu entfernen. Dann wurden die Zellen mit frischem DMEM/M199-
Medium 4:1 Uberschichtet und adenoviral transfiziert. Nach einer Inkubation von 72 h bei 37°C
und 5% CO, wurden die Zellen lysiert und die Knockdown-Effizienz mittels Western-Blot

analysiert.

2.20 Ethik

Untersuchungen an lebenden Tieren wurden durch die ortliche Tierschutzkommision der
Universitatsmedizin Gottingen geprift und bewilligt. Dariber hinaus erfolgte die Prifung und
Genehmigung durch das "Niedersdchsische Landesamt fir Verbraucherschutz und

Lebensmittelsicherheit". Aktenzeichen: AZ: 33.42502-006/06; AZ: 509.42502/01-38.04 (A1).

2.21 Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen der erhobenen Daten erfolgten unter Verwendung des
Programms GraphPad-Prism (Version 5.0). Fir die Berechnung von statistischen Signifikanzen
wurde, wenn nicht anders angegeben der Bonferroni Multiple Comparison Test angewandt. Flr
den Vergleich zweier Gruppen wurde der Students t-Test angewandt. Die Fehlerbalken in den

Graphiken entsprechen, sofern nicht anders vermerkt, dem Standardfehler (SEM).
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3 Ergebnisse

3.1 Die Inhibition von B-Raf verhindert die Phenylephrin induzierte

Hypertrophie

Um zu untersuchen, ob die B-Raf Kinaseaktivitdt eine Rolle bei der Entstehung der kardialen
Hypertrophie spielt, wurde im Modell kultivierter neonataler Kardiomyocyten der Ratte die
ZellgroRe planimetrisch untersucht. Dies erfolgte in mittels Phenylephrin zur Hypertrophie
angeregten Kardiomyocyten sowie in nicht stimulierten Kontrollmyocyten. Die B-Raf Aktivitat
wurde durch den kommerziell erhdltlichen Inhibitor SB590885 inhibiert.

Dem Wachstumsmedium neonatalen Kardiomyocyten der Ratte wurde einen Tag nach Isolation 5
UM des Inhibitors SB590885, oder fiir die negativ Kontrolle, die entsprechende Menge Vehikel
zugegeben. Zur Induktion eines hypertrophen Wachstums wurde dem Medium der Zellen
zusatzlich 5 uM Phenylephrin zugesetzt. Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurden die Zellen
fixiert und die Kardiomyocyten mit Hilfe eines a-Actinin Antikérpers angefirbt. Die so
behandelten Zellen wurden mit einer 40fachen VergroRerung am Fluoreszenzmikroskop
fotografiert. Anschliefend folgte die verblindete Analyse und die Bestimmung der relativen
Zelloberflache mit dem Programm Image). Die Zelloberflaiche wurde dabei relativ zum Mittelwert
der Zelloberfliche der mit Vehikel behandelten Zellen ermittelt. Es wurden drei biologische

Replikate ausgewertet, wobei pro Gruppe etwa 300 Zellen ausgezahlt wurden.

Die Untersuchung ergab, dass es durch die Inhibition von B-Raf zu einer signifikanten Reduktion
der relativen Zelloberflaiche kommt (Vehikel 1,00+0,025, n=298; Inhibitor 0,76+0,018, n=335). Die
Behandlung mit Phenylephrin erhohte die relative Zelloberfliche signifikant (Vehikel+PE
1,23+0,022 n=292). Zellen, die simultan mit Phenylephrin und dem Inhibitor SB590885 behandelt
wurden, entwickelten keine zellulare Hypertrophie der neonatalen Kardiomyocyten (Inhibitor+PE

0,74+0,017, n=323, p<0,0001), (Abb. 3.1).
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Abbildung 3.1 Die Inhibition von B-Raf verhindert die Phenylephrin induzierte kardiale Hypertrophie. 24 h
nach Isolation wurde dem Wachstumsmedium der Kardiomyocyten 5 uM des B-Raf Inhibitors SB590885
oder Ventrikelldsung zugegeben. Um die Zellen zu hypertrophem Wachstum anzuregen, erfolgte simultan
die Stimulation mit 5 uM Phenylephrin. Nach 48 h wurden die Zellen mit Methanol:Aceton fixiert und die
Kardiomyocyten mit einem oa-Actinin Primarantikérper und einem Cy3-gekoppelten Sekundarantikorper
angefarbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt. Die Zellen wurden mit einer 40fachen VergrofRerung
am Fluoreszenzmikroskop fotografiert und die Zelloberfliche mit der Software Imagel bestimmt. Pro
Gruppe wurden etwa 300 Zellen ausgemessen. Die Zelloberfliche wurde dabei relativ zum Mittelwert der
Oberflache der mit Vehikel behandelten Zellen berechnet. Dargestellt ist das Ergebnis von drei
unabhdngigen Versuchen, sowie reprasentative Bilder der Kardiomyocyten neonataler Ratten. Der
Malbalken entspricht 10 um. Durch die Inhibition von B-Raf kam es zu einer signifikanten Reduktion der
relativen Zelloberfliche. Die Behandlung mit Phenylephrin erhéhte die Zelloberfliche signifikant. Eine
simultane Zugabe des Inhibitors SB590885 verhindert eine zelluldre Hypertrophie der neonatalen

Kardiomyocyten der Ratte vollstandig. (***<0,0001).
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3.2 Die Inhibition von B-Raf filhrt zu verminderter Mek1/2

Phosphorylierung

Das Ausbleiben einer durch Phenylephrin induzierten Hypertrophie in den B-Raf inhibierten
neonatalen Kardiomyocyten der Ratte ldasst am ehesten auf eine verminderte Aktivierung und
Phosphorylierung von Mek schlieBen. Um zu untersuchen, ob die B-Raf Kinaseaktivitdt essentiell
fur die Aktivierung des B-RAF Effektors Mek ist, wurde der Phosphorylierungsstatus von Mek
mittels Western-Blot analysiert.

Zu diesem Zweck wurde dem Wachstumsmedium der Zellen 5 uM des B-Raf Inhibitors SB590885
zugegeben und die Zellen fiir 4 h bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Zur Stimulation des Signalweges
wurde den so vorbereiteten Zellen 5 min vor Ablauf der Inkubationszeit 5 uM Phenylephrin
zugesetzt. Nach exakt 5 min wurden die Zellen geerntet und in NP-40 Puffer lysiert. Mittels
Western-Blot Analyse wurde der Phosphorylierungsstatus von Mek1/2 mit einem
phosphospezifischen Antikorper Gberprift. Fir die Auswertung wurde die Menge an
phosphoryliertem-Mek1/2 Protein (pMek1/2) auf die Gesamtmenge des im Lysat vorhandenen
Mek1/2 Proteins (tMek1/2) normalisiert.

Es konnte gezeigt werden, dass die Inhibition von B-Raf in den neonatalen Kardiomyocyten der
Ratte zu einer signifikanten Reduktion der Mek1/2 Phosphorylierung fiihrt. Dies wurde sowohl in
den unstimulierten Kardiomyocyten (pMek/tMek: Vehikel 1,13+0,05; Inhibitor 0,16+0,01, p<0,05,
n=3) als auch in den durch Phenylephrin stimulierten Kardiomyocyten sichtbar (pMek/tMek:
Vehikel+PE 2,64+0,15; Inhibitor+PE 1,01+0,06, p<0,001, n=3), (Abb. 3.2).
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Abbildung 3.2 Die Inhibition von B-Raf fiihrt zu verminderter Mek1/2 Phosphorylierung in neonatalen
Kardiomyocyten der Ratte. 5 uM des B-RAF Inhibitors SB590885 wurde dem Medium der Kardiomyocyten
zugesetzt und fiur 4h bei 37°C und 5% CO, inkubiert. 5 min vor Ablauf der Inkubation wurde dem Medium 5
MM Phenylephrin zugesetzt. Nach exakt 5 min wurden die Zellen lysiert. Fir die Analyse mittels Western-
Blot wurde ein phosphospezifischer Mek1/2 Antikérper verwendet. Fir die Auswertung wurde die Menge
an phosphoryliertem-Mek1/2 Protein (pMek1/2) auf die Gesamtmenge des im Lysat vorhandenen Mek1/2
Proteins (tMek1/2) normalisiert. Sowohl in den durch Phenylephrin zur Hypertrophie stimulierten
Kardiomyocyten als auch in den unstimulierten Kardiomyocyten kam es zu einer signifikanten Inhibition der

Mek1/2 Phosphorylierung (*<0,05, **<0,005).

3.3 Optimierung der Transfektion von COS-7 Zellen

Fir den Screen der Maus cDNA Library (siehe 3.5) sollte eine moglichst hohe
Transfektionseffizienz der COS-7 Zellen erreicht werden. Daher wurden die Zellen wie vom
Hersteller empfohlen mit einer Konfluenz von 60-80% mit verschiedenen Verhaltnissen von
FUGENE®6 Transfektionsreagenz [ul] zu DNA [ug] transfiziert (3:1, 3:2, 6:1). Fiir die Transfektion
wurde das fluoreszierende Plasmid pEGFP-N1 verwendet. AnschlieBend erfolgte die verblindete
Auswertung mittels Fluoreszenzmikroskopie bei 20facher VergroBerung. Es wurden finf
biologische Replikate ausgewertet, wobei pro Gruppe mehr als 300 Zellen ausgezahlt wurden.

Die Untersuchung ergab, dass das Verhdltnis 3:1 von FUGENE®6 zu DNA mit 60% die beste
Transfektionseffizienz lieferte (3:1 60,2+1,35%; 3:2 39,5+1,49%; 6:1 16,7+1,34% n=5; p<0,0001).



Ergebnisse 63

Das Verhiltnis 3:1 von FUGENE®6 zu DNA wurde daher in allen nachfolgenden Versuchen

verwendet (Abb. 3.3).
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Abbildung 3.3 Optimierung der Transfektion von COS-7 Zellen. Um die besten Transfektionsbedingungen
der COS-7 Zellen zu ermitteln, wurden verschiedene Verhaltnissen von FUGENE®6 Transfektionsreagenz zu
DNA getestet. Die Zellen wurden einen Tag nach dem Ausplattieren bei einer Konfluenz von 50-80 % mit
pPEGFP-N1 transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen am Fluoreszensmikroskop mit 20facher VergrofRerung
fotografiert. AnschlieRend wurde der prozentuale Anteil fluoreszierender Zellen bestimmt. Dargestellt sind
reprasentative Bilder der COS-7 Zellen transfiziert mit verschiedenen Verhéltnissen von FUGENE6 zu DNA:
(A) 3:1, (B) 3:2 und (C) 6:1. (D) zeigt die mit einem leeren Kontrollvektor transfizierte Zellen. (E) Die
Auswertung erfolgte mit den Ergebnissen aus fiinf unabhangigen Versuchen wobei jede Gruppe mehr als
300 Zellen enthielt. Die Untersuchung ergab, dass das Verhaltnis 3:1 von FUGENE®6 zu DNA mit 60% die

beste Transfektionseffizienz lieferte (***<0,0001).
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3.4 Validitatspriifung der Fusionsproteine fiir den Luciferase

Reporterassay

Die zuvor beschriebenen Ergebnisse deuten auf eine wichtige Rolle von B-RAF in der
Phenylephrin-vermittelten Hypertrophie in Kardiomyocyten hin. Die SignallUbertragung von B-RAF
zu MEK stellt eine wichtige Schlisselstelle der MAPK Signalkaskade dar. Daher wurde nach bisher
unbekannten Proteinen gesucht, die Modulatoren der Signallibertragung von B-RAF zu MEK sind.
Hierzu wurde unter Verwendung einer cDNA Library in einem genomweiten Ansatz ein Luciferase
Reporterassay etabliert. Der Luciferase Reporterassay basiert auf dem Prinzip des CheckMate™
Mammalian Two-Hybrid Systems der Firma Promega. Hierzu wurden zunachst die bendtigten
Fusionsproteine hergestellt: Mekl wurde mit der im pBIND Vektor enthaltenen GAL4 DNA-
bindenden Domane aus Hefe fusioniert. B-RAF wurde in den pACT Vektor kloniert und so mit der
VP16 transkriptions-aktivierenden Doméane aus dem Herpes simplex Virus fusioniert. Die
abschlieRende Sequenzierung der beiden Inserts zeigte mutationsfreie Sequenzen.

Der pACT Vektor exprimiert auller BRAF-VP16 auch Renilla reniformis Luciferase unter der
Kontrolle eines SV40 Promotors. Das ermoglicht eine Normalisierung hinsichtlich der jeweiligen
Transfektionseffizienz. Der pG5luc Luciferase-Reporter dieses Systems enthdlt finf GAL4
Bindungsstellen vor einem minimalen Promotor (TATA-Box). Dieser steuert die Expression eines
firefly Luciferase Gens. Assoziieren die RAF Proteine an das durch die GAL4 DNA-bindende
Domadne an den Reporter gebundene Mekl kommt die transkriptionsaktivierende VP16 Domaéane
in rdumliche Ndhe des minimalen Promotors. Dies resultiert in einer stark erhohten Expression
des firefly Luciferase Gens.

B-RAF besitzt aufgrund einer konstitutiven Phosphorylierung an S445 seiner N-Region eine starke
basale Aktivitdt. Dadurch ist B-RAF im Gegensatz zu A-RAF und C-RAF ohne weitere
Phosphorylierungen in der Lage an MEK zu binden. Zudem kann die basale Aktivitat von B-RAF
durch weitere Phosphorylierungen des Aktivierungssegments an T598 und S601 zusatzlich
gesteigert werden. B-RAF bindet die dual-spezifische Kinase MEK je nach Aktivierungsstatus mit

unterschiedlicher Affinitat (Abb. 3.4).
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Abbildung 3.4 Prinzip des Luciferase Reporterassays. (A) Die Struktur des B-RAF Proteins zeigt eine

konstitutive Phosphorylierung an S445 der N-Region. Diese Phosphorylierung verleiht B-RAF eine starke

basale Aktivitdat, die durch Phosphorylierung des Aktivierungssegmentes an T598 und S601 gesteigert

werden kann. (B) Der Luciferase Reporterassay: Mekl wurde mit einer GAL4 DNA-bindenden Domane und

B-RAF mit einer VP16 transkriptionsaktivierenden Domane fusioniert. Der Luciferase-Reporter (pG5luc)

dieses Systems enthélt funf GAL4 Bindungsstellen vor einem minimalen Promotor (TATA-Box). Dieser

steuert die Expression eines firefly Luciferase Gens. Assoziiert B-RAF an das durch die GAL4 DNA-bindende

Domane an das an den Reporter gebundene Mekl, kommt die transkriptionsaktivierende VP16 Domane in

raumliche Nahe des minimalen Promotors. Dies resultiert in einer stark erhéhten Expression der firefly

Luciferase. Transfiziert man nun COS-7 Zellen zusatzlich mit Pools einer cDNAs Library oder bekannten

Modulatoren des Signalwegs kann die basale Aktivitat von B-RAF stimuliert oder inhibiert werden.
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Zunachst sollte Uberprift werden, ob die basale Aktivitat von B-RAF ein messbares
Luciferasesignal erzeugen kann. Zudem wurde Uberprift, ob sich dieses Signal durch Aktivatoren
verstarken und durch Inhibitoren vermindern lasst. Die Transfektion der oben beschriebenen
Konstrukte erfolgte in COS-7 Zellen. Dazu wurden jeweils 50 ng der GAL4-Mek1 und VP16-BRAF
Fusionsproteine sowie des pG5luc Reporters transfiziert. Zur Bestatigung der Funktionalitdt und
Sensitivitat dieses Interaktionsassays wurden zwei Kontrollen getestet. Zum Einen wurde der
bekannte Inhibitor IMP (Impedes Mitogenic Signal Propagation) verwendet. IMP ist ein negativer
Regulator der MAPK Signalkaskade, da es in der Lage ist die Formation eines RAF/MEK Komplexes
durch die Inaktivierung des Scaffold Proteins KSR1 (Kinase suppressor of Ras 1) zu verhindern.
Zum Anderen wurde als Aktivator konstitutiv aktive H-RasV12 Mutante verwendet. Es wurden
jeweils 250 ng des Aktivators sowie Inhibitors verwendet. Nach 24 h erfolgte die Lyse der Zellen
und die Auswertung mit dem Dual-Luciferase® Reporter Assay Systems. Fir die Auswertung
wurden vier biologische Replikate ausgewertet. Mit Hilfe der Renilla Reniformis Expression des
pACT Vektors wurde anschlieBend auf die Transfektionseffizienz normalisiert. Bei der
angegebenen RLU (Relative Light Unit) handelt es sich um eine einheitslose GroRe des Quotienten
von firefly und Renilla Reniformis Luciferase Aktivitdt. Die RLU wurde relativ zum Mittelwert der
basalen Luciferase Expression der B-RAF/MEK1 Interaktion dargestellt.

Wurde nur eines der beiden Fusionsproteine GAL4-Mekl oder VP16-BRAF in Kombination mit
dem jeweiligen Leervektor sowie dem pG5luc Reporter transfiziert, erhielt man kein Luciferase
Signal. Dadurch lieR sich ausschlieRen, dass nur eines der beiden Fusionsproteine alleine in der
Lage ist ein basales Luciferase Signal zu generieren (VP16-BRAF 0,006+0,001; GAL4-Mekl
0,013+0,003). Die Anwesenheit beider Fusionskonstrukte lieferte dagegen ein deutlich messbares
Signal. Auch konnte gezeigt werden, dass sich die B-RAF-spezifische Luciferase Aktivitdt bei Ko-
Expression von IMP signifikant inhibieren und mit Hilfe der konstitutiv aktiven H-RasV12 Mutante
signifikant aktivieren lieR (basal 0,969+0,059; +IMP 0,441+0,026; +RasV12 1,523+0,028; n=4;
p<0,0001), (Abb. 3.4).
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Abbildung 3.4 Validitidtspriifung der GAL4-Mekl und VP16-BRAF Fusionsproteine fiir den Luciferase
Reporterassay. Um die Spezifitdt der Fusionsproteine GAL4-Mek1 und VP16-BRAF zu Uberpriifen, wurden
COS-7 Zellen transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen lysiert. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Dual-
Luciferase® Reporter Assay Systems. Es wurden vier biologische Replikate ausgewertet. Die RLU (Relative
Light Unit) wurde relativ zum Mittelwert der basalen Luciferase Expression der B-RAF/Mek1 Interaktion
berechnet. Jeweils eines der Fusionsproteine in Kombination mit dem jeweiligen, leeren Vektor und dem
Reporter liefert kein Luciferase Signal. Die basale Interaktion von BRAF/Mek1 lieR sich mit Hilfe von IMP
signifikant inhibieren und mit Hilfe einer konstitutiv aktiven H-RasV12 Mutante signifikant aktivieren

(***<0,0001).

3.5 Screen der Maus cDNA-Library nach neuen Modulatoren der B-

RAF/Mek1 Interaktion

Fiir den Screen der Maus cDNA-Library wurden die im Vorversuch untersuchten Fusionsproteine
GAL4-Mek1 und VP16-BRAF gemeinsam mit dem pG5luc Reporter in COS-7 Zellen transfiziert.
Zusatzlich wurde jedem Transfektionsansatz ein Pool aus etwa 100 Klonen der cDNA Library
zugegeben. Enthalten diese cDNA-Pools Proteine, die die Interaktion von B-RAF mit Mekl
erhohen und damit Mek1 potentiell aktivieren, fiihrt dies zu einer vermehrten Rekrutierung von
VP16-BRAF an GAL4-Mekl. Dies resultiert in einer erhohten firefly Luciferase Expression.
Inhibitoren der B-RAF/Mek1 Interaktion fiihren zu einer verminderten Bindung von VP16-B-RAF
an GAL4-Mek1 und somit zur Reprimierung der firefly Luciferase Expression.

Jede der 96 Saulen (grau) steht fir eine Bestimmung der Interaktions-spezifischen Luciferase
Aktivitdt nach Transfektion eines etwa 100 Klone enthaltenden cDNA Pools (Abb. 3.5.1). Als
Kontrollen fungierten die basale Aktivitdt der B-RAF/Mek1 Interaktion (rot) und die mit Hilfe der

konstitutiv aktiven RasV12 Mutante aktivierte Interaktion (blau). Lysate die eine starke positive
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oder negative Abweichung von der basalen Luciferase Expression zeigten, mussten in dem
folgenden Schritt vereinzelt werden. Dabei wurde der Grenzwert auf die 1,5 fache RLU fir die
Aktivierung bzw. die 0,5 fache RLU fir die Inhibition bezogen auf den basalen RLU Wert gesetzt.
Insgesamt wurden 10 Platten mit je 96 Pools auf ihre Beeinflussung der B-RAF/Mek1 Interaktion

getestet. Davon wurden 14 Lysate anschliefend genauer untersucht.
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Abbildung 3.5.1 Exemplarischer Readout einer 96 well Platte des Library Screens. Ergebnis einer
Transfektion einer reprasentativen 96 well Platte. Je 50 ng der Fusionsproteine GAL4-Mek1 und VP16-BRAF
sowie des pG5luc Reporters wurden gemeinsam mit 250 ng cDNA versetzt. Jeder dieser 96 Pools enthielt
anndhernd 100 Klone der cDNA-Library. Die Transfektion erfolgte im Triplikat in COS-7 Zellen. Jede der 96
Saulen (grau) steht fur einen cDNA Pool. Als Kontrollen fungierte einerseits die basale B-RAF/Mek1
Luciferaseaktivitat (rot) und andererseits die aktivierte B-RAF/MEK1 Interaktion durch H-RasV12 (blau). In
diesem beispielhaften Readout kam es zu einer Inhibition der B-RAF/MEK1 Interaktion in well B11 und zu

einer erhéhten Aktivierung in well E6. Diese positiven Pools wurden im folgenden Schritt vereinzelt.

Der jeweilige cDNA Klon, der fur eine verdnderte B-RAF/Mekl Interaktion verantwortlich war
musste zundchst aus dem Pool von etwa 100 cDNA Klonen isoliert werden. Es wurden anndhernd
1000 cDNA Pools untersucht, die 10000 individuelle cDNA Klone reprasentieren. Davon wurden
14 cDNA Pools ausgewadhlt, aus denen im nachfolgenden Schritt die einzelnen cDNAs isoliert
wurden. Diese wurden erneut dem Reporterassay zugefiihrt und lieferten 19 einzelne cDNAs, die
in der Lage waren die Interaktion von B-RAF mit Mek1 zu modulieren. Durch die Vereinzelung der
cDNAs im Luciferase Reporterassay konnten mehrere modulierende cDNA Klone identifiziert
werden. Alle so identifizierten Klone sind in Abbildung 3.5.2 und Tabelle 3.5 zusammengefasst. Es
wurden sowohl bekannte als auch unbekannte Modulatoren der B-RAF/Mekl Interaktion
identifiziert. Die Ergebnisse der unabhéngig voneinander untersuchten cDNA Klone wurden in
einem Graphen veranschaulicht. Daher wurde die RLU jeweils auf den Mittelwert der

mitlaufenden Kontrolle der B-RAF/Mekl Interaktion stimuliert durch RasV12 normalisiert.
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ErwartungsgemaR lieR sich die basale Interaktion von B-RAF/Mek1 durch RasV12 signifikant
stimulieren (basal 0,598+0,049; +RasV12 0,989+0,023).

Die folgenden cDNAs waren in der Lage die Interaktion von B-RAF/Mek1 deutlich zu steigern:
Prkaca 2,251+0,132; Ubb 1,939%0,315; Pfn2 0,86210,030; Pp2rla 1,311%0,048; Pkm?2
1,272+0,106; Hsp90ab 1,369+0,129; Ankrd13a 1,078+0,036; G3BP1 1,033+0,082; Dbnl
1,073+0,029; Ddx46 1,112+0,059; Wdr92 1,355+0,124; Ube2h 1,19210,136. Die folgenden cDNAs
inhibierten die B-RAF/Mekl Interaktion: Pjal 0,079%0,012; Rcnl 0,265%0,085; Zfand2
0,351+0,059; Nxph4 0,325+0,042; Det1 0,322+0,007; Pigl1 0,269+0,015.
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Abbildung 3.5.2 Identifizierten Modulatoren der B-RAF/Mekl Interaktion. Die basale Luciferase
Expression der B-RAF/Mek1 Interaktion wurde durch die Zugabe von RasV12 zuverldssig stimuliert. Die hier
gezeigten Beeinflusser der B-RAF/Mek1 Interaktion wiesen eine signifikante Stimulation oder Hemmung der
interaktionsspezifischen Luciferase Expression auf. Die Ergebnisse der unabhdngig voneinander
untersuchten cDNA Klone wurden in einem Graphen veranschaulicht. Daher wurde die RLU jeweils auf den

Mittelwert der mitlaufenden Kontrolle der B-RAF/Mek1 Interaktion stimuliert durch RasV12 normalisiert.
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Tabelle 3.5 Ubersicht Giber die im cDNA Library Screen identifizierten Modulatoren der B-RAF/Mek1

Interaktion. Auflistung der mittels cDNA Library Screen identifizierten cDNAs, die Einfluss auf die

Assoziation von GAL4-Mekl mit VP16-B-RAF zeigten. Ausgenommen wurden zwei cDNA Klone die aus

technischen Griinden nicht sequenziert werden konnten. Die Liste unterscheidet zwischen Aktivatoren und

Inhibitoren der B-RAF/Mek1 Interaktion. Die angegebene Datenbank-Nr. entspricht der , Accession No.” der

GenBank = (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Die Luciferase Expression wurde jeweils auf den Mittelwert der

mitlaufenden Kontrolle normalisiert. Dabei handelte es sich um die der stimulierte B-RAF/Mek1 Interaktion

durch H-RasV12.

Aktivatoren Datenbank-Nr.  RLU Funktion
Prkaca PKA C-alpha NM_008854.3 2,251+0,132 cAMP abhéngige Serin/Threonin
Kinase
Ubb Ubiquitin B NM_011664.3 1,1,93940,315 ATP-abhangige Protein
Degradierung
Pfn2 Profilin 2 NM_019410.2 0,862+0,030 Reguliert die Actin
Polymerisation
Pp2rila Protein- NM_016891.3 1,311+0,048 Serine/Threonine Phosphatase
Phosphatase 2
Pkm2 Pyruvat Kinase, NM_011099.2 1,27240,106 beteiligt an der Glycolyse bildet
muscle2 ATP in der Zelle
Hsp90ab Heat shock protein  NM_008302.3 1,369+0,129 Chaperon
90kDa alpha
Ankrd13a  ankyrin repeat NM_026718.2 1,078+0,036 unbekannt
domain 13
G3BP1 GTPase activating NM_013716.2 1,033+0,082 bindet den Ras Inhibitor Ras-
protein (SH3 GAP
domain) binding
Dbnl Drebrin 1 NM-019813.3 1,0734£0,029 Actin bindendes Protein
Zellmigration
Ddx46 DEAD (Asp-Glu-Ala- NM_145975.3 1,112+0,059 putative RNA helicases
Asp) box polypeptide
46
Wdr92 WD repeat domain  NM_178909.4 1,355+0,124 Signaltransduktion,
92 Zellzykluskontrolle und
Transcription
Ube2h ubiquitin-conjugating  NM_001169576.1  1,192+0,136 ATP-abhangige Protein

enzyme E2H

Degradierung
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Inhibitor Datenbank-Nr. RLU Funktion

Pjal praja ring finger 1 NM_001083110.1 0,079+0,012 E3 Ubiquitin-Protein Ligase

Renl Reticulucalbin NM_009037.2 0,265%0,085 Kalzium-bindendes Protein

lokalisiert im ER Lumen

Zfand2a zinc finger, AN1- NM_133349.2 0,351+0,059 unbekannt
type domain 2A

Nxph4 Neurexophilin 4 NM_183297.2 0,325+0,042 mogliches Signalmolekdil

Detl de-etiolated NM_029585.3 0,322+0,007 Komponent der E3 Ubiquitin
homolog 1 Ligase

Pigll p53-induced gene NM_001025246.1 0,269+0,015 direktes p53 Target Gen
11

3.6 Untersuchung identifizierter cDNA Klone auf Regulation im

hypertrophen Myokard mittels Real-Time PCR

Um zu ermittelten, ob einige der identifizierten cDNA Klone in der Hypertrophieentstehung eine
Rolle spielen, wurde die Genexpression im hypertrophen Myokard untersucht. Dies erfolgte in
Proben von Mausen. Durch einen operativen Eingriff wurde die Aorta der Mause permanent
verengt, was zu einer erhéhten linksventrikularen Nachlast fihrt. Bei der sogenannten
Aortenkonstriktion (transaortic constriction TAC) entwickeln die operierten Tiere anschliefend
eine konzentrische Hypertrophie mit nachfolgender Herzinsuffizienz. Fir dieses Modell wurden
Tiere mit einem FVBL Hintergrund verwendet. Den ausschlielRlich weiblichen Tieren wurden die
Aorten im Durchmesser einer 27G Nadel verengt. Als Kontrolle fungierten nach gleichem Prinzip
operierte Mause (Sham), deren Brustkorb ebenfalls gedffnet wurde, allerdings keine Intervention
der Aorta erfolgte. Vier bis acht Wochen nach Intervention wurden die Tiere getotet und die
Herzen entnommen. Alle hier verwendeten Tiere wurden von Dr. Karl Toischer operiert und fiir
dieses Experiment freundlicherweise zur Verfligung gestellt.

Zunachst wurden die vorliegenden Proben mittels Real-Time PCR auf bekannte
Genexpressionsmarker der Hypertrophie untersucht. Daher wurde zunachst die Expression des
brain natriuretic peptid (BNP) bestimmt. Dabei handelt es sich um einen diagnostisch
verwendeten Marker der Herzinsuffizienz. Zudem wurde die mRNA Expression von Myh6 und

Myh7 gemessen. Das Myh7 Gen kodiert die myosin heavy chain beta (MHC-B). Das Myh6 Gen
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kodiert die myosin heavy chain alpha (MHC-a). Verdnderungen der relativen Expressionsmenge
von MHC-a und MHC-B korrelieren mit der kontraktilen Geschwindigkeit des Herzmuskels. Im
gesunden adulten Myokard wird hauptsachlich MHC-a exprimiert, wahrend in der hypertrophen
Kardiomyopathie vermehrt MHC-B exprimiert wird. Flr die Auswertung wurden drei voneinander
unabhangige Versuchsreihen mit jeweils sechs Tieren pro Gruppe verwendet. Die mRNA
Expression von MYH6 war in den TAC-operierten Tieren signifikant verringert (MYH6/18S: 1,14E-
2+1,29E-3 (Sham); 8,18E-3+8,18E-2 (TAC); n=18; p<0,05), wihrend die mRNA Expression von
MYH7 signifikant erhéht war (MYH7/18S: 7,14E-4+1,31E-4 (Sham); 3,03E-3+3,69E-4 (TAC);
MYH6/MYH7 26,8815,18 (Sham); 3,96%1,14 (TAC); n=18; p<0,0001). BNP, das bei der
Herzinsuffizienz vermehrt exprimiert wird, war in den TAC-operierten Tieren ebenfalls deutlich
erhéht exprimiert (BNP/18S: 2,95E-6+5,12E-5 (Sham); 1,69E-5%3,31E-6 (TAC); n=12; p<0,0001).
Somit kann zusammenfassend gesagt werden, dass die Proben der TAC-operierten Tiere eine
deutliche Hypertrophie aufwiesen und daher fiir den nachfolgenden Versuch verwendet werden

konnten (Abb.3.6.1).
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Abbildung 3.6.1 Untersuchung von Sham und TAC operierten Mausen auf Hypertrophiemarker mittels
Real Time PCR. (A) MYH6 kodiert fir die myosin heavy chain alpha (MHC-a), die im gesunden Myokard
exprimiert wird. Die mRNA Expression von MYH6 war signifikant vermindert in den TAC-operierten Tieren
(B) MYH7 kodiert fiir die myosin heavy chain beta (MHC-B), die in der hypertrophen Kardiomyopathie
hauptsachlich exprimiert wird. (C) Der Quotient der MYH6 und MYH7 Expression zeigte eine deutliche
Verschiebung von MYH6 hin zu MYH7, was typischerweise mit kardialer Hypertrophie assoziiert ist. (D) BNP
das bei der Herzinsuffizienz vermehrt im rechten Ventrikel sezerniert wird zeigte ebenfalls eine deutlich

verstarkte Expression der mRNA in den TAC-operierten Tieren (*<0,05, ***<0,0001).
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Nach Bestatigung der Validitat der Proben durch die Untersuchung von Hypertrophiemarkern
wurden einige der Modulatoren der B-RAF/Mek1 Interaktion auf eine veranderte Expression im
hypertrophen Myokard untersucht. Fiir die Auswertung wurde eine Versuchsreihe mit jeweils
sechs Tieren pro Gruppe verwendet. Diese Tiere wurden vier Wochen nach Intervention getotet
und die Herzen entnommen.

Die mRNA Expression von Ankrl3a und Wdr92 war signifikant reduziert im Myokard von TAC
operierten Tieren im Vergleich zur sham Gruppe (Ankrl3a/18S: 2,61E-5+3,050E-6 (Sham);
1,532,200 | Wdr92/18S: 1,547E-5+1,627E-6 (Sham); 1,070E-5+6,617E-7; n=6; p<0,05). Die mRNA
Expression von Ddx46 und Zfand2a zeigte keine signifikante Regulation (Ddx46/18S: 3,12E-
5+1,959E-6 (Sham); 3,21E-5+1,692E-6 (TAC); n=12; p=0,543 | Zfand2a/18S: 7,01E-6+7,328E-7
(Sham); 1,01E-5+1,793E-6 (TAC); n=6; p=0,139). G3BP1, Pkm2 und Rcn1 zeigten eine signifikante
Steigerung der mRNA Expression in den TAC-operierten Tieren (G3BP1/18S: 6,85E-5%3,74E-6
(Sham); 9,08E-5+8,576E-6 (TAC) | Pkm2/18S: 8,27E-4+1,80E-4 (Sham); 1,50E-3+1,30E-4 (TAC);
n=6; p<0,05 | Rcn1/18S: 1,77E-5+1,938E-6 (Sham); 2,47E-5+2,956E-6 (TAC); n=12; p<0,05), (Abb.
3.6.2).
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Abbildung 3.6.2 Untersuchung der identifizierten cDNA Klone auf Regulation im hypertrophen Myokard.
Modulatoren der B-RAF/Mek1 Interaktion wurden mittels Real-Time PCR hinsichtlich ihrer Regulation im
hypertrophen Myokard untersucht. Die mRNA Expression von (A) Ankrl3a und (C) Wdr92 war in den TAC
operierten Tieren im Vergleich zur Sham Gruppe signifikant reduziert. Die mRNA Expression von (B) Ddx46
und (D) Zfand2a zeigte keine signifikante Regulation. (E) G3BP1, (F) Pkm2 und (G) Rcnl zeigte eine

signifikante Steigerung der mRNA Expression in den TAC-operierten Tieren (*<0,05).



Ergebnisse

3.7 Rcnl wird signifikant reguliert im hypertrophen Myokard

Bei Reticulocalbin 1 (Rcnl) handelt es sich um ein 45 kDA groRes Protein, das im Lumen des
sarkoplasmatischen Retikulums lokalisiert ist. Daher wurde die Real-Time PCR statt auf das zuvor
verwendete 18S housekeeping Gen auch auf Calsequestrin normalisiert. Calsequestrin (CS) ist
ebenfalls im sarkoplasmatischen Retikulum lokalisiert. Fir die Auswertung wurden drei
voneinander unabhangige Versuchsreihen mit jeweils sechs Tieren pro Gruppe untersucht. Bei der
ersten Versuchsreihe handelte es sich um Tiere, die vier Wochen nach TAC-Intervention getotet
wurden. Die anderen beiden Versuchsreihen wurden acht Wochen nach Intervention beendet.

Die Analyse der unterschiedlichen Interventionszeitpunkte fiihrte zum gleichen Ergebnis. Die
MRNA Expression von Rcnl war im Verglich zur Sham-Gruppe in den TAC-operierten Tieren
signifikant erhdht (Ren1/CS: 5,12E-3+3,14E-4 (Sham); 7,2E-3%5,82E-4 (TAC); n=18; p<0,0005),
(Abb. 3.7).
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Abbildung 3.7 Rcnl zeigt eine signifikante Expressionssteigerung im hypertrophen Myokard. Da es sich
bei Rcnl wahrscheinlich um ein Protein des SR handelt, wurde die Real-Time PCR auf Calsequestrin
normalisiert. Zusatzlich wurden zwei verschiedene Zeitpunkte von vier oder acht Wochen nach TAC-
Intervention untersucht. Die Rcnl mRNA Expression war im hypertrophen Myokard signifikant erhoht

(***<0,0005).
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3.8 Expression der Rcnl mRNA in verschiedenen Organen der Maus

Die exprimierte mRNA Menge von Rcnl wurde mittels Real-Time PCR in verschiedenen Organen
adulter Mause quantifiziert. Als Ausgangsmaterial fir diese Untersuchung wurde eine cDNA-
Kollektion der Firma Clonetech (Saint-Germain-en-Laye, Frankreich) verwendet.

Die mRNA Expression von Rcnl war in allen untersuchten Organen nachweisbar, allerdings wies
die Leber ein sehr niedriges Expressionsniveau auf. Besonders hoch war die mRNA Expression im
Skelettmuskel. Lunge, Milz und Herz zeigten ebenfalls eine liberdurchschnittliche Expression der
Rcnl mRNA (Gehirn 0,244+0,035; Herz 0,521+0,024; Niere 0,247+0,025; Leber 0,044+0,005;
Lunge 0,54410,042; sk. Muskel 0,988+0,072; Milz 0,614+0,049; Testis 0,283+0,011; n=2), (Abb.
3.8).

1.5

Rcnl cDNA [fg/ul]

Abbildung 3.8 mRNA Expression von Rcnl in verschiedenen Organen adulter Mause. Mittels Real-Time
PCR wurde die Expression von Rcnl mit Rcnl-spezifischen Primern in Gehirn, Herz, Niere, Leber, Lunge,
Skelettmuskel, Milz und Testis adulter Mduse bestimmt. Die hochste mRNA Expression zeigte sich im
Skelettmuskel. Darauf folgten Milz, Lunge und Herz. Am geringsten wurde die Rcnl mRNA in der Leber

exprimiert.
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3.9 Die Uberexpression von Rcnl fiihrt zu verminderter MEK1/2

Phosphorylierung

Da primdre Kardiomyocyten neonataler Ratten nicht durch Transfektionsmethoden wie
Lipofektation oder Elektroporation effizient transfizierbar sind, wurde stattdessen der adenovirale
Gentransfer verwendet. Um die Funktion von Rcnl in Kardiomyocyten zu untersuchen, wurde ein
Adenovirus zur Uberexpression von Rcnl unter Kontrolle eines CMV-Promotors hergestellt (Ad-
Rcnl). Die eingesetzte Virusmenge wird angegeben in MOI (multiplicity of infection), und
beschreibt das zahlenmaRige Verhiltnis der eingesetzten Viruspartikel zur Anzahl der Zielzellen.
Um eine gleiche Viruslast pro Zelle zu garantieren, wurde ein Kontrollvirus, der B-Galaktosidase
(Ad-BGal) unter Kontrolle eines CMV Promotors exprimiert, transfiziert.

Eine Analyse mittels Western Blot zeigte eine dosisabhangige Expression von Rcnl durch Ad-Recnl
(Abb. 3.9). Auf Grundlage dieses Ergebnisses wurde bei weiteren Versuchen, sofern nicht anders
angegeben, eine Uberexpression von Rcnl durch adenovirale Transfektion mit MOI 10 (10 aktive
Viruspartikel pro Zelle) hervorgerufen. Um zu ermitteln, ob die Uberexpression von Rcnl in
Kardiomyocyten einen inhibierenden Einfluss auf Mek1/2 Phosphorylierung auslbt, wurde ein
phosphospezifischer-Mek1/2 Antikorper verwendet. Fir die Auswertung wurde die Menge an
phosphoryliertem-Mek1/2 Protein (pMek1/2) auf die Gesamtmenge des im Lysates vorhandenen
Mek1/2 Proteins (tMek1/2) normalisiert.

Die Uberexpression von Rcnl in den neonatalen Kardiomyocyten der Ratte fiihrte zu einer
dosisabhdngigen Inhibition der Mek1/2 Phosphorylierung (pMek/tMek: 1,85+0,09 MOIO;
1,64+0,08 MOI1; 1,56+0,02 MOIS5; 1,13+0,07 MOI10; n=3; p<0,0005).
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Abbildung 3.9 Die Uberexpression von Rcnl fiihrt zu einer Reduzierten MEK1/2 Phosphorylierung. In
neonatalen Kardiomyocyten der Ratte wurde Rcnl mit Hilfe eines Adenovirus (Ad-Rcnl) Gberexprimiert. Ein
Adenovirus zur Uberexpression von B-Galaktosidase (Ad-BGal) diente dazu alle Gruppen mit der gleichen
Anzahl adenoviraler Partikel zu exponieren. Nach 24 h wurden die Zellen lysiert und einer Western-Blot
Analyse unterzogen. Es zeigte sich eine dosisabhdngige Expression von Rcnl durch Ad-Rcnl. Mit Hilfe eines
phosphospezifischen MEK1/2 Antikorpers wurde der Phosphorylierungsgrad von MEK1/2 gemessen. Fiir die
Auswertung wurde die Menge an phosphoryliertem-Mek1/2 Protein (pMek1/2) auf die Gesamtmenge des
im Lysates vorhandenen Mek1/2 Proteins (tMek1/2) normalisiert. Die Uberexpression von Rcnl in den

neonatalen Kardiomyocyten der Ratte filihrte zu einer dosisabhdngigen Inhibition der Mek1/2

Phosphorylierung (***<0,0005).
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3.10 Die Uberexpression von Rcnl verhindert die Phenylephrin induzierte

Hypertrophie

Innerhalb dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Inhibition von B-RAF die Phenylephrin
induzierte Hypertrophie der Kardiomyocyten verhindert (siehe 3.9). Rcnl wurde bereits im Screen
der Mouse cDNA Library (3.5) als potentieller Inhibitor der B-RAF/Mek1 Interaktion identifiziert.
Zudem war die mRNA Expression von Rcnl im hypertrophen Myokard signifikant erhéht. Daher
wurden im nachfolgen Versuch die Auswirkungen der Uberexpression von Rcnl in
Kardiomyocyten untersucht werden. Dazu wurde die Rcnl cDNA mit Hilfe der Gateway Cloning
Technologie in den shuttle-Vektor zur Herstellung eines Adenovirus kloniert (Ad-Rcnl). Jeder
Versuchsansatz wurde mit gleichen Mengen Virus infiziert. Um eine gleiche Viruslast pro Zelle zu
garantieren, wurde ein Kontrollvirus, der B-Galaktosidase (Ad-BGal) unter Kontrolle eines CMV
Promotors exprimiert, transfiziert.

Zur Induktion des hypertrophen Wachstums wurde dem Medium der Kardiomyocyten 5 uM
Phenylephrin zugesetzt. Darauf wurden neonatale Kardiomyocyten mit Ad-Rcnl und einem Ad-
BGal (MOI 10) infiziert. Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurden die Zellen mit fixiert und die
Kardiomyocyten mit Hilfe eines a-Actinin Antikorpers angefarbt. Die Zellen wurden unter dem
Fluoreszensmikroskop mit einer 40fachen VergréRerung fotografiert. AnschlieBend erfolgte die
verblindete Analyse mit dem Programm Imagel. Die Zelloberflache wurde relativ zum Mittelwert
der Oberflache der mit Ad-BGal infizierten sowie mit Vehikel behandelten Zellen ermittelt. Es
wurden drei biologische Replikate ausgewertet, wobei pro Gruppe etwa 600 Zellen untersucht
wurden.

Innerhalb dieses Versuchs zeigte sich, dass die Stimulation durch Phenylephrin zu einer deutlichen
VergrofRerung der relativen Zelloberfliche fiihrt. Dagegen entzogen sich die Ad-Rcnl
exprimierenden Kardiomyocyten dem hypertrophen Wachstum vollstandig (Vehikel: Ad-BGal
1,001+0,0147; Ad-Rcnl 0,760+0,011 | PE: Ad-BGal 1,308+0,019; Ad-Rcnl 0,745+0,013; n=3;
p<0,0001), (Abb. 3.10).
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Abbildung 3.10 Die Uberexpression von Rcnl inhibiert die Phenylephrin induzierte kardiale Hypertrophie.
(A) Reprasentative Bilder der mit Ad-Rcnl und Ad-B-Gal (MOI 10) infizierten Kardiomyocyten neonataler
Ratten. Die Zellen wurden fixiert und mit einem a-Actinin Primarantikdrper sowie einem Cy3-gekoppelten
Sekundarantikorper gefarbt. Der MaRbalken entspricht 10 um. Die Zellkerne wurde mit DAPI angefarbt. (B)
Dargestellt ist das Ergebnis von drei unabhangigen Versuchen. Wahrend die Stimulation durch Phenylephrin
zu einer deutlichen VergroBerung der relativen Zelloberflache fiihrte, weisen die mit Ad-Rcnl infizierten

Kardiomyocyten kein hypertrophes Wachstum auf (***<0,0001).
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3.11 Knockdown von Rcnl in NIH3T3-Zellen

Nach der zuvor beschriebenen Studie der Uberexpression von Rcnl in den neonatalen
Kardiomyocyten der Ratte wurde auch die Wirkung eines Knockdowns von Rcnl untersucht. Dazu
wurden synthetische microRNAs (miRNA) verwendet. Hierbei handelt es sich um kurze, nicht
kodierende RNAs, die in der Lage sind die Genexpression hochspezifisch und posttranskriptional
zu regulieren. Dabei bindet die miRNA an die untranslatierte 3 Region (3-UTR) der mRNA von
Zielgenen. Das fuhrt bei partieller Komplementaritat zu einer Hemmung der Translation. Bei einer
perfekten Basenpaarung hingegen degradiert die Ziel-mRNA (He und Hannon, 2004). Mit Hilfe des
BLOCK-iT™ RNAI Designer (Invitrogen, Karlsruhe) wurden vier fir Maus Renl spezifische miRNAs
entworfen. Als negative Kontrolle wurde eine miRNA verwendet, die zwar in der Lage ist eine
Hairpin Struktur zu formen und daher in eine reife miRNA prozessiert wird, aber kein bekanntes
murines Gen als Zielgen erkennt.

Zunachst wurde die Fahigkeit dieser miRNAs basales Rcnl in NIH3T3 Zellen der Maus zu hemmen
untersucht. Dazu wurden die vier miRNAs zusammen mit der Kontroll-miR mittels FUGENE®6 in
NIH3T3 Zellen transfiziert. Nach drei Tagen wurden die Zellen lysiert. AnschlieRend folgte eine
Western-Blot Analyse mit einem Rcnl spezifischen Antikérper. Da die gewdhlte Transfektions-
methode unter optimalen Bedingungen eine Transfektionseffizienz von etwa 60% aufwies (siehe
3.3), wurde kein vollstéandiger Knockdown erwartet.

In diesem Vorversuch zeigten miR1 und miR4 die vergleichsweise geringsten Fahigkeiten, die
endogene Expression von Rcnl in Mauszellen zu inhibieren. Daher wurden fir alle folgenden

Versuche miR2 und miR3 verwendet (Abb. 3.11).
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Abbildung 3.11 Knockdown von Rcnl in NIH3T3-Zellen. Die vier miRNAs wurden zusammen mit der
Kontroll-miR mittels FUGENE®6 in NIH3T3 Zellen transfiziert. Drei Tage spater wurden die Zellen lysiert.
Anschliefend folgte eine Western-Blot Analyse mit einem Rcnl spezifischen Antikdrper. Die miRNAs miR2
und miR3 waren in der Lage die Expression von endogenem Rcnl deutlich zu inhibieren und wurden somit

fiir alle nachfolgenden Versuche verwendet.
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3.12 Der Knockdown von Rcnl fiihrt zu einer Verstirkten B-RAF/Mek1

Interaktion in NIH3T3-Zellen

Mit Hilfe des Luciferase Reporterassays wurde untersucht, ob der Knockdown von Rcnl in den
NIH3T3-Zellen zu einer Verdnderung in der B-RAF/Mekl Interaktion fuhrt. Dazu wurden die
Fusionsproteine GAL4-Mek1 und VP16-BRAF gemeinsam mit dem Luciferase Reporter in NIH3T3-
Zellen transient transfiziert. Zusatzlich wurde den Transfektionsansdtzen entweder 250 ng Rcnl,
miR2, miR3 oder Kontroll-miR zugegeben. Die Transfektion der NIH3T3-Zellen erfolgte im
Triplikat. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert. Die RLU wurde dabei relativ zum
Mittelwert der basalen Interaktion von B-RAF/Mekl ermittelt. Es wurden drei voneinander
unabhangige Versuchsreihen ausgewertet.

Als Ergebnis konnte festgestellt werden, dass die basale Interaktion von B-RAF/Mek1 sich auch in
den NIH3T3-Zellen durch Zugabe von Rcnl signifikant inhibieren lasst (RLU: basal 1,00+0,07;
+Rcn1 0,50+0,05; n=3; p<0,0005). Der Knockdown von Rcnl mit Hilfe von miR2 und miR3 fihrt zu
einer Steigerung der B-RAF/Mek1 Interaktion. Dieser Effekt war allerdings nur in den mit miR3
transfizierten Zellen signifikant (RLU: basal 1,00+0,07; +miR2 1,19+0,08; +miR3 1,36+0,09; n=3;
p<0,05), (Abb. 3.12).
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Abbildung 3.12 Der Knockdown von Rcn1 fiihrt zu einer Verstirkten B-RAF/Mek1 Interaktion in NIH3T3-
Zellen. Um die Auswirkung des Knockdowns von Rcnl auf die B-RAF/Mek1 Interaktion zu testen, wurden
NIH3T3-Zellen mit den Fusionsproteinen GAL4-Mekl und VP16-BRAF sowie dem Luciferase Reporter
transfiziert. Die Analyse erfolgte durch Messung der firefly und Renilla Reniformis Luciferase Expression. Die
RLU wurde dabei relativ zum Mittelwert der basalen Interaktion von B-RAF/Mek1 ermittelt Es wurden drei
voneinander unabhangige Versuchsreihen ausgewertet. Die basale Interaktion von B-RAF/Mek1 lasst sich
auch in den NIH3T3-Zellen durch Zugabe von Rcn1 signifikant inhibieren. Der Knockdown von Rcnl mit Hilfe
von miR2 und miR3 fiihrte zu einer Steigerung der B-RAF/Mek1 Interaktion. Dieser Effekt war allerdings nur

in den mit miR3 transfizierten Zellen signifikant (*<0,05; **%*<0,0005).
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3.13 Der Knockdown von Rcnl fiihrt zu einer erh6hten Mek1/2 Phosphory-

lierung in Kardiomyocyten

Um eine ausreichende Expression der miRNAs in Kardiomyocyten zu erreichen wurden
Adenoviren generiert (Ad-miR2, Ad-miR3, Ad-Kontroll-miR). So konnte die Wirkung eines
Verlustes von Renl direkt in neonatalen Kardiomyocyten der Ratte untersucht werden.

24 h nach Isolation wurden die neonatalen Kardiomyocyten mit Ad-miR2, Ad-miR3 und Ad-
Kontroll-miR (MOI 25) infiziert. Nach 72 h wurden die Zellen lysiert und einer Western-Blot
Analyse auf Rcnl Expression unterzogen.

Wie im Vorversuch zeigte sich, dass Ad-miR3 zu einer deutlicher reduzierten Rcnl Expression
fUhrt. Die mit Ad-miR3 infizierten Kardiomyocyten zeigten einen um 73% reduzierten Rcnl-
Proteingehalt. Die mit Ad-miR2 infizierten Kardiomyocyten zeigten einen um 51% reduzierten
Rcnl-Proteingehalt. AnschlieRend wurde die MEK1/2 Phosphorylierung mit Hilfe des
phosphospezifischen Mek1/2 Antikérpers untersucht. Fiir die Auswertung wurde die Menge an
phosphoryliertem-Mek1/2 Protein (pMek1/2) auf die Gesamtmenge des im Lysates vorhandenen
Mek1/2 Proteins (tMek1/2) normalisiert. Der Knockdown von Rcnl fiihrt in den neonatalen
Kardiomyocyten der Ratte zu einer erhéhten Mek1/2 Phosphorylierung (pMek/tMek: Kontroll-
miR 2,25+0,15; Ad-miR2 3,16£0,59; Ad-miR3 4,02+0,16, p<0,05; n=3), (Abb. 3.13).
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Abbildung 3.13 Der Knockdown von Rcnl fiihrt in Kardiomyocyten zu einer erhohten Mek1/2

Phosphorylierung. Neonatale Kardiomyocyten der Ratte wurden mit den Adenoviren Ad-miR2, Ad-miR3
und Ad-Kontroll-miR (MOI 25) infiziert. Nach 72 h wurden die Zellen lysiert und einer Western-Blot Analyse
unterzogen. Ad-miR3 war in der Lage die Rcnl Proteinexpression um 73% zu reduzieren. Die Analyse der
Mek1/2 Phosphorylierung mit Hilfe eines phosphospezifischen Antikorpers, zeigt eine signifikant verstarkte

Mek1/2 Phosphorylierung in den mit Ad-miR3 infizierten Zellen (*<0,05).
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3.14 Der Knockdown von Rcnl fiihrt zu kardialer Hypertrophie

Um zu ermitteln, ob eine verminderte Rcnl mRNA Expression zu einer kardialen Hypertrophie
fihrt, wurden neonatale Kardiomyocyten der Ratte verwendet. Diese wurden 24 h nach Isolation
mit Ad-miR2, Ad-miR3 und der Ad-Kontroll-miR (MOI 25) infiziert. Nach einer Inkubationszeit von
72 h wurden die Zellen fixiert und hinsichtlich der Zelloberflache untersucht. AnschlieBend
wurden die Zellen am Fluoreszensmikroskop mit einer 40fachen VergroRerung fotografiert. Die
Zelloberflaiche wurde dabei relativ zum Mittelwert der Oberfliche der mit Ad-Kontroll-miR
behandelten Zellen ermittelt. Es wurden zwei biologische Replikate ausgewertet, wobei pro
Gruppe mehr als 300 Zellen ausgezahlt wurden.

Die Untersuchung ergab, dass der Knockdown von Rcnl in den neonatalen Kardiomyocyten der
Ratte zu einem hypertrophen Wachstum der Kardiomyocyten fiihrte. Dies konnte sowohl fiir die
mit Ad-miR2, als auch die mit Ad-miR3 infizierten Kardiomyocyten festgestellt werden. Beide
entwickeln eine signifikante Hypertrophie im Vergleich zu den mit Ad-Kontroll-miR infizierten
Zellen (Ad-Kontroll-miR 0,98+0,02; Ad-miR2 1,19+0,03; Ad-miR3 1,38%0,03; n=2; p<0,0005). Die
Expression von Rcnl scheint in den neonatalen Kardiomyocyten notwendig zu sein, um das

hypertrophe Wachstum der Zellen zu inhibieren (Abb.3.14).
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Abbildung 3.14 Der Knockdown von Rcnl fiihrt zu kardialer Hypertrophie. (A) Reprasentative Bilder der
mit Ad-miR2, Ad-miR3 und der Ad-Kontroll-miR (MOI 25) infizierten neonatalen Kardiomyocyten der Ratte.
72 h nach Infektion wurden die Zellen fixiert und die Kardiomyocyten mit Hilfe eines a-Actinin
Primarantikorpers und eines Cy3-gekoppelten Sekundarantikérpers angefarbt. Die Farbung des Zellkerns
erfolgte mit DAPI. Der MalRbalken entspricht 10 um. (B) Es wurden zwei biologische Replikate ausgewertet,
wobei pro Gruppe mehr als 300 Zellen ausgezahlt wurden. Die Zelloberfliche wurde dabei relativ zum
Mittelwert der Oberflache der mit Ad-Kontroll-miR behandelten Zellen ermittelt. Der Knockdown von Rcnl
fihrt in den neonatalen Kardiomyocyten der Ratte zu einem hypertrophen Wachstum der Zellen

(***<0,0005).
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3.15 Rcnl wirkt unterhalb von Ras

Um zu ermitteln wo Rcnl inhibierend in die MAPK Signalkaskade eingreift, wurde ein Ras
Aktivierungs-Assay durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um ein Pulldown-Experiment bei dem ein
C-RAF-RDB-Agarose-Konjugat eingesetzt wird. Aktiviertes Ras (Ras-GTP) interagiert mit der Ras-
bindenden Domane (RDB) von C-RAF und wird so prazipitiert.

Adulte Kardiomyocyten der Ratte wurden direkt nach der Isolation mit ansteigenden Ad-Rcnl
Virusmengen infiziert. Um eine gleichbleibende Viruslast pro Zelle zu garantieren, wurden die
Zellen zusétzlich mit der entsprechenden Menge Ad-BGal infiziert. Nach 4 h wurde die Infektion
durch Waschen der Zellen und Zugabe des normalen Wachstumsmediums zu den Zellen
abgestoppt. Nach weiteren 24 h folgte die Lyse der Zellen in einem fiir den Ras-Assay spezifischen
Puffer. Fir den Pulldown wurden 500 pg Gesamtlysat eingesetzt. AnschlieBend wurde der
Aktivierungsstatus von Ras mittels Western-Blot Analyse mit einem Ras-spezifischen Antikorper
untersucht.

Dieses Experiment zeigte, dass die Rcnl Uberexpression keinen Einfluss auf die Ras-Aktivitit der

Kardiomyocyten besal}, da die Ras-Aktivitat in allen Proben annahernd gleich war (Abb. 3.15).
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Abbildung 3.15 Rcnl wirkt unterhalb von Ras. Um zu ermitteln wo Rcnl in die MAPK Signalkaskade
eingreift, wurde ein Ras Aktivierungs-Assay durchgefiihrt. Dabei wurde in einem Pulldown-Experiment
aktives Ras (Ras-GTP) prazipitiert. Die Western-Blot Analyse mit einem Ras-spezifischen Antikérper zeigte
keinen Einfluss einer Rcnl Uberexpression auf den Aktivierungsstatus von Ras. Rcnl muss also unterhalb

von Ras ansetzten um die MAPK Signalkaskade zu inhibieren.
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3.16 Rcnl inhibiert die C-RAF Kinaseaktivitat in Kardiomyocyten

Im folgenden Versuch wurde untersucht, ob es sich bei Rcnl um einen spezifischen Inhibitor von
B-RAF handelt. Da C-RAF basal liber keine Kinaseaktivitat verfiigt, kann eine Inhibition nur mit
Hilfe einer konstitutiv aktiven C-RAF-Mutante getestet werden. Dieses Konstrukt wurde
freundlicherweise von Shpsky und Weber (Institut fir Medizinische Strahlenkunde und
Zellforschung der Universitat Wiirzburg) zur Verfligung gestellt. Das sogenannte CRAF-BXB enthilt
eine in frame Deletion der Aminosduren (AS 1-24|303-648), die der Kinase Domane von C-RAF
entspricht. An diese Domédne bindet aktives Ras-GTP und rekrutiert C-RAF zur Plasmamembran.
Eine Deletion dieser Domane fiihrt zu einer konstitutiven Aktivierung von C-RAF (Bruder et al.,
1992). 24 h nach Isolation wurden die neonatalen Kardiomyocyten der Ratte mit den Adenoviren
Ad-CRAF-BXB (MOI 5) und Ad-Rcn1 infiziert. Nach einer Inkubation von 24 h wurden die Zellen
lysiert. Mit einem phosphospezifischen Antikérper (pMek1/2) wurde anschlieBend der
Phosphorylierungsstatus von Mek1/2 Uberprift. Fir die Auswertung wurde die Menge an
phosphoryliertem-Mek1/2 Protein (pMek1/2) auf die Gesamtmenge des im Lysates vorhandenen
Mek1/2 Proteins (tMek1/2) normalisiert.

In diesem Versuch wurde festgestellt, dass es sich bei Rcnl nicht um einen B-RAF spezifischen
Inhibitor handelt. Rcnl war ebenfalls in der Lage die konstitutiv aktive CRAF-BXB Mutante
dosisabhangig zu inhibieren (pMek/tMek: MOI 0 0,98+0,02; MOI 5 0,77+0,04; MOI 10 0,59+0,05,
p<0,005; n=3), (Abb. 3.16).
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Abbildung 3.16 Rcnl inhibiert die C-RAF Kinaseaktivitdit in Kardiomyocyten. Die neonatalen
Kardiomyocyten der Ratte wurden 24 h nach lIsolation mit dem konstitutiv aktiven Ad-CRAF-BXB und
aufsteigender Mengen Ad-Rcn1 infiziert. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen lysiert und einer Western-
Blot Analyse unterzogen. Mit einem phosphospezifischen Antikérper (pMek1/2) wurde anschlieRend der
Phosphorylierungsstatus von Mek1/2 Uberprift. Fur die Auswertung wurde die Menge an

phosphoryliertem-Mek1/2 Protein (pMek1/2) auf die Gesamtmenge des im Lysates vorhandenen Mek1/2
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Proteins (tMek1/2) normalisiert. In diesem Versuch wurde festgestellt, das Rcnl in der Lage ist das

konstitutiv aktive CRAF-BXB dosisabhangig zu inhibieren (**<0,005).

3.17 Die Expression von RCN1 in humanem Myokard

Mit der Hilfe von Tiermodellen kdnnen wichtige Fragen in Bezug auf die Entstehung und den
Ablauf kardialer Hypertrophie beantwortet werden. Allerdings stellt der menschliche Patient ein
sehr viel komplexeres System dar. Einige Ergebnisse sind nicht ohne Weiteres auf den Menschen
Ubertragbar. Daher wurde die Expression von RCN1 mit Hilfe der Western-Blot Analyse im
humanen Myokard untersucht. Bei den Proben handelt es sich um Biopsien von Patienten mit
einer Aortenklappeninsuffizienz. Diesen Patienten wurde ein Aortenklappen-Ersatz (AKE)
eingesetzt. Als Kontrollen wurden Biopsien aus fir die Transplantation ungeeigneten Spender-
Herzen verwendet. Da diese Herzen keine pathologischen Verdnderungen aufwiesen, handelt es
sich um sogenannte nonfailing (NF) Herzen. Die Western-Blot Analyse wurde mit einem RCN1
spezifischen Antikorper durchgefiihrt. Fiir die Auswertung wurden die Expression von RCN1 auf
die Expression von GAPDH normalisiert. Es standen finf AKE-Proben und vier NF-Proben zur
Verflgung.

Das Ergebnis der Untersuchung zeigte, dass in der Mehrzahl der NF Proben RCN1 kaum
nachweisbar war. Die AKE Proben zeigen eine signifikant verstarkte RCN1 Proteinexpression

(RCN1/GAPDH: AKE 1,11%0,10; NF 0,75+0,11; p<0,05), (Abb. 3.17).
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Abbildung 3.17 Endogene Expression von RCN1 in humanen Myokard-Biopsien von Patienten mit
Aortenklappeninsuffizienz (AKE). Aus den Myokard-Biopsien wurde Protein isoliert und anschliefend die
Western-Blot Analyse mit einem RCN1-spezisfischem Antikdrper durchgefiihrt. Als Kontrollen wurden

Biopsien aus nonfailing Herzen (NF) verwendet. Eine Normalisierung der Proben erfolgte anhand des
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Referenz-Proteins GAPDH. In den Proben der Patienten mit AKE war die RCN1 Protein-Expression signifikant

erhéht (*<0,05).

3.18 Test der im cDNA Library Screen identifizierten Modulatoren auf C-

RAF/B-RAF Spezifitdt

Um zu ermitteln ob die identifizierten Modulatoren der RAF/MEK Interaktion spezifisch fiir B-RAF
sind, wurde der Luciferase Reporterassay erneut durchgefiihrt. Dazu wurde der offene
Leserahmen von C-RAF in den pACT Vektor ligiert. Da die basale Aktivitdit von C-RAF kaum
messbar ist, musste fir die Inhibitoren der Interaktion eine andere Losung gefunden werden. In
diesem Fall wurde die C-RAF Aktivitat mit der konstitutiv aktiven H-RasV12 Mutante stimuliert.
Fir die Uberpriifung des VP16-CRAF Fusionsprotein auf Validitidt wurden zunichst je 50 pg der
Fusionsproteine GAL4-Mekl und VP16-CRAF sowie des pG5luc Reporters in COS-7 Zellen
transfiziert. Die Transfektionen erfolgten im Triplikat. Fir die Auswertung wurden drei biologische
Replikate ausgewertet.

Wurde nur eines der beiden Fusionsproteine GAL4-Mekl oder VP16-CRAF in Kombination mit
dem jeweiligen Leervektor sowie dem pG5luc Reporter transfiziert, erhielt man kein firefly
Luciferase Signal. Dadurch lieR sich ausschlieBen, dass nur eines der beiden Fusionsproteine
alleine in der Lage ist ein basales Luciferase Signal zu generieren (VP16-CRAF 0,137+0,088; GAL4-
Mek1 0,075+0,030). Die Versuchsergebnisse zeigten desweiteren, dass die basale Interaktion von
C-RAF/Mek1 im Gegensatz zu B-RAF ein kaum messbares Signal lieferte. Allerdings lieR sich die C-
RAF/Mek1 Interaktion mit Hilfe der konstitutiv aktiven H-RasV12 Mutante signifikant aktivieren

(basal 0,426+0,088; +RasV12 3,3100,282; n=3; p<0,0005), (Abb. 3.18.1).
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Abbildung 3.18.1 Test des VP16-CRAF Fusionsproteins. Um zu ermitteln ob die gefundenen Modulatoren
der B-RAF/Mek1 Interaktion auch auf C-RAF wirken, wurde der Luciferase Reporterassay mit VP16-CRAF
durchgefihrt. Je 50 pg der Fusionsproteine GAL4-Mek1 und VP16-CRAF sowie des pG5luc Reporters wurden
in COS-7 Zellen transfiziert. Fiir die Auswertung wurden drei biologische Replikate analysiert. Die RLU wurde
dabei relativ zum Mittelwert der basalen Luciferase Expression der C-RAF/MEK1 Interaktion berechnet. Nur
eines der beiden Fusionsproteine alleine war nicht in der Lage ein Luciferase Signal zu generieren. Im
Gegensatz zu B-RAF lieferte die basale Interaktion von C-RAF/Mek1 ein kaum messbares Luciferase Signal.
Die C-RAF/Mek1 Interaktion sich mit Hilfe der konstitutiv aktiven H-RasV12 Mutante signifikant aktivieren
(***<0,0005).

AnschlieBend wurden die zuvor identifizierten Modulatoren der B-RAF/Mek1 Interaktion auf ihre
Wirkung auf C-RAF getestet. Je 50 pg der Plasmid-DNA kodierend fir die GAL4-Mek1 und VP16-
CRAF Fusionsproteine sowie des pG5luc Reporters wurden gemeinsam mit 250 ug Modulator in
COS-7 Zellen transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen lysiert und die Luciferase Expressionen
gemessen.

Das Ergebnis ist in Kapitel 3.18.2 dargestellt und zeigte, dass nur ein kleiner Anteil der
identifizierten Modulatoren eine &hnliche Wirkung auf C-RAF besall. Die meisten der
identifizierten B-RAF Aktivatoren hatten keine Wirkung auf C-RAF. Nur drei der insgesamt zwolf
identifizierten Aktivatoren (Dbn1, Wdr91 und Ube2h) fiihrten zu einer signifikanten Steigerung
der CRAF/Mek1 Interaktion. Der Test der Inhibitoren zeigte, dass zwei der funf identifizierten
Inhibitoren (Pjal und Nxph4) in der Lage waren die durch H-RasV12 stimulierte Aktivierung von C-

RAF zu inhibieren.
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Abbildung 3.18.2 Test der identifizierten Modulatoren auf ihre Wirkung auf die C-RAF/Mek1 Interaktion.
Je 50 pg der Fusionsproteine GAL4-Mek1 und VP16-CRAF sowie des pG5luc Reporters wurden gemeinsam
mit 250 pg eines Modulators in COS-7 Zellen transfiziert. Das Ergebnis zeigte, dass nur einige der
identifizierten Modulatoren eine dhnliche Wirkung auf C-RAF hatten. (A) Die meisten der identifizierten B-
RAF Aktivatoren hatten keine Wirkung auf C-RAF. Nur drei der insgesamt zwolf identifizierten Aktivatoren
(Dbn1, Wdr91 und Ube2h) fihrten zu einer signifikanten Steigerung der CRAF/Mek1 Interaktion. (B) Der
Test der Inhibitoren zeigte, dass zwei der funf identifizierten Inhibitoren (Pjal und Nxph4) in der Lage sind

die durch H-RasV12 stimulierte Aktivierung von C-RAF zu inhibieren (*<0,05, **<0,005, ***<0,0005).

3.19 Luciferase Reporterassay in Kardiomyocyten

Da sich Kardiomyocyten der Ratte nicht effektiv durch Transfektionsmethoden wie Lipofektation
und Elektroporation transfizieren lassen, wurde ausschliefllich der adenovirale Gentransfer
verwendet, um Proteine in Kardiomyocyten lberzuexprimieren. Um den Luciferase Reporterassay
auch direkt in Kardiomyocyten nutzen zu kénnen, mussten die in Kapitel 3.5 beschriebenen
Fusionsporteine adenoviral vermittelt exprimiert werden. Dazu wurde dem pACT-und pBIND-
Vektor durch eine zielgerichtete Mutagenese eine Nhel Schnittstelle eingefiihrt. So war es
moglich die Fusionsproteine VP16-BRAF und GAL4-Mekl, durch Verwendung dieses
Restriktionsenzyms aus den Vektoren zu schneiden und fiir die Generierung eines Adenovirus in
den shuttle-Vektor zu klonieren. Die firefly Luciferase des pG5luc-Reporters wurde ebenfalls in
einen shuttle-Vektor kloniert. Die anschlieRende Sequenzierung der Vektoren zeigte
mutationsfreie Sequenzen.

Neonatale Kardiomyocyten der Ratte wurden 24 h nach der Isolation mit den Adenoviren Ad-
VP16-BRAF, Ad-GAL4-Mekl und Ad-luc (MOI 25) infiziert. Um die Validitdt der Analyse zu
Uberpriifen, wurden zuséatzlich Ad-Rcnl, Ad-miR2 und Ad-miR3 (MOI 25) zugegeben. Nach 48 h



Ergebnisse

wurden die Zellen lysiert und die firefly Luciferase Expression gemessen. Es wurden drei
voneinander unabhangige Versuchsreihen durchgefiihrt.

Das Ergebnis der vorherigen Versuche lieR8 sich direkt in Kardiomyocyten bestatigen. Ad-Rcnl war
genauso wie Ad-IMP in der Lage die Interaktion von B-RAF/Mek1 signifikant zu inhibieren. Durch
den Knockdown von Rcnl durch Ad-miR3 in Kardiomyocyten kam es zu einer gesteigerten
Interaktion von B-RAF/Mekl (basal 5,18e7+1,34e6; IMP 3,01e7%1,46e6, p<0,0005; Rcnl
2,47e7%1,05e6, p<0,0005; miR2 5,53e7+1,10e6; miR3 6,26e712,22e6, p<0,005; n=3), (Abb. 3.19).
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Abbildung 3.19 Luciferase Reporterassay in Kardiomyocyten. Um den Luciferase Reporterassay direkt in
den Kardiomyocyten neonataler Ratten durchfiihren zu kdnnen, mussten die Fusionsproteine VP16-BRAF
und GAL4-Mek1 sowie der Luciferase Reporter als Adenoviren generiert werden. 24 h nach der Isolation
wurden die Zellen mit den Adenoviren Ad-VP16-BRAF, Ad-GAL4-Mek1 und Ad-luc (MOI 25) infiziert. Um die
Validitat der Viren zu Uberprifen, wurden zuséatzlich Ad-Rcnl, Ad-miR2 oder Ad-miR3 (MOI25) zugegeben.
Nach 48 h wurden die Zellen in lysiert und die firefly Luciferase Expression gemessen. Es wurden drei
voneinander unabhangige Versuchsreihen durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass Ad-Rcnl und Ad-IMP in den
neonatalen Kardiomyocyten in der Lage waren die B-RAF/Mek1 Interaktion signifikant zu inhibieren. Ein
Knockdown von Rcnl in Kardiomyocyten Ad-miR3 fiihrte zu einer verstirkten B-RAF/Mekl Interaktion

(**<0,005; ***<0,0005).
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die MAPK Signalkaskade transmittiert und reguliert die Antwort der Zelle auf extrazelluldre
Signale. Cytokine, Wachstumsfaktoren, Hormone und Stress-Stimuli fihren zu ihrer Aktivierung.
Die Signalkaskade reguliert fundamentale Funktionen der Zelle, wie Wachstum, Proliferation,
Differenzierung und Uberleben. Dies geschieht durch die Aktivierung spezifischer
Transkriptionsfaktoren oder anderer regulatorischer Proteine. Genau durch diese zentrale Rolle in
der Signaltransduktion kdnnen Stérungen der MAPK Signalkaskade eine verheerende Auswirkung
auf die Zelle und ihren Organismus haben. Die Proteine der MAPK Signalkaskade wurden bereits
mit vielen Krankheiten wie Krebs, Autoimmunerkrankungen und Herzinsuffizienz in direkten
Zusammenhang gebracht. Daher ist sie als direktes Ziel fiir die Entwicklung neuer Medikamente
und Therapien enorm interessant.

Die konstitutive Aktivierung der MAPK Signalkaskade im Herzen fiihrt zu kardialer Hypertrophie
mit anschlieRender Herzinsuffizienz (Sugden und Clerk 1998; Lips et al., 2003; Bueno et al., 2000).
In diesem Zusammenhang lag der Fokus der bisherigen Untersuchungen anderer Gruppen auf C-
RAF. Eine Vielzahl vorangegangener Studien weist aber darauf hin, dass B-RAF ebenfalls von
groBer Bedeutung sein konnte und eventuell die wichtigste MEK Kinase darstellt (Jaiswal et al.,

1994; Catling et al., 1994; Wojnowski et al., 2000; Pritchard et al., 2004).

Um zu ermitteln, ob es sich bei B-RAF um eine essentielle MEK Kinase in Kardiomyocyten handelt,
wurde die B-RAF Aktivitdt durch das kommerziell erhéltliche SB590885 inhibiert. Hierbei handelt
es sich um einen B-RAF spezifischen Inhibitor (King et al., 2006). Durch den simultanen Einsatz von
Phenylephrin wurde eine (ibermaRige Aktivierung der MAPK Signalkaskade und damit eine
Hypertrophie induziert. In der Arbeit konnte gezeigt werden, dass neonatale Kardiomyocyten der
Ratte, die mit dem B-RAF Inhibitor behandelt wurden, sich der Phenylephrin induzierten
Hypertrophie vollstdndig entzogen. Zusatzlich wurde der Phosphorylierungsstatus von Mek1/2 in
den so behandelten Zellen untersucht. Kardiomyocyten mit inhibierter B-RAF Aktivitdt verfligten
Uber eine signifikant reduzierte Mek1/2 Phosphorylierung. Das zeigte sich sowohl fir die basale
Aktivitat der MAPK Signalkaskade in unstimulierten Zellen, als auch in Kardiomyocyten, in denen
es durch Phenylephrin zu einer verstarkten Mek1/2 Aktivitdt kam. Das |dsst den Schluss zu, dass
es sich bei B-RAF um die wesentliche MEK Kinase in Kardiomyocyten handelt. Daher wurde ein

Luciferase Reporterassay entwickelt, mit dem sich die Bindungsaktivitdt zwischen B-RAF und
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Mek1 valide untersuchen lasst. Die Assoziation von B-RAF an Mek1 ist fir die Signaltransduktion
essentiell. Es wurde hypothetisiert, dass weitere Proteine diese Assoziation direkt oder indirekt
beeinflussen und so die Signaltransduktion regulieren. Mit dem Luciferase Reporterassay wurde
ein cDNA Library Screen nach neuen Modulatoren der B-RAF/Mek1 Interaktion durchgefiihrt.
Dabei konnten sowohl inhibierende als auch aktivierende Modulatoren der B-RAF Kinaseaktivitat
identifiziert werden.

Die kardiale Hypertrophie geht mit einer Reaktivierung von Genexpressionsmustern einher, von
denen viele normalerweise nur in der fetalen Entwicklungsperiode des Myokards exprimiert
werden (Hanford et al., 1994; Calderone et al., 1995). Daher wurden innerhalb der vorliegenden
Arbeit einige der identifizierten Modulatoren mittels Real-Time PCR auf ihre Regulation im
hypertrophen Myokard untersucht. Dazu wurde bei Mausen durch einen operativen Eingriff eine
permanente Verengung der Aorta (TAC) vorgenommen. Dies I6st eine konzentrische Hypertrophie
mit nachfolgender Herzinsuffizienz aus. Als Kontrolle fungierten nach gleichem Prinzip operierte
Mause (Sham) bei denen keine Intervention der Aorta erfolgte. Die Validitdat der Proben wurde
durch die Untersuchung gangiger Marker der Hypertrophie bestatigt. BNP stellt einen
diagnostisch verwendeter Marker der Herzinsuffizienz dar. Die BNP mRNA Expression war in den
TAC operierten Tieren signifikant erhoht. Zudem kam es im hypertrophen Myokard zu einer
deutlich vermehrten Expression der MHC-B mRNA und einer deutlich verminderten Expression
der MHC-a mRNA. Somit wurde durch die Real-Time PCR zweifelsfrei nachgewiesen, dass die TAC
operierten Mause die typischen Expressionsianderungen einer kardiale Hypertrophie entwickelt
hatten. AnschlieRend wurden einige der identifizierten Modulatoren der B-RAF/Mek1 Interaktion
auf ihre Regulation im hypertrophen Myokard untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass einige
Modulatoren (Ddx46, Zfand2a) keine signifikante Expressionsianderung zeigten. Diese
Modulatoren wurden von einer weiteren Analyse ausgeschlossen. Die mRNA Expression von
Ankr13a und Wdr92 war in den TAC operierten Tieren signifikant reduziert. Da beide als
Aktivatoren der B-RAF/Mek1 Interaktion identifiziert wurden, ist es unwahrscheinlich, dass sie an
der Prozessierung hypertropher Signale beteiligt sind und wurden ebenfalls von der weiteren
Analyse ausgeschlossen. Die mRNA Expression von G3BP1, Pkm2 und Rcnl war in den TAC
operierten Tieren signifikant erhéht. Es empfiehlt sich diese Modulatoren in weiteren Studien
genauer zu untersuchen.

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag auf Rcnl, das in den nachfolgenden Versuchen genauer
analysiert wurde. Dazu wurde die Untersuchung der Regulation im hypertrophen Myokard
zunachst um zwei weitere Versuchsreihen mit jeweils sechs Tieren pro Gruppe erweitert und
mittels Real-Time PCR bestétigt. Dabei wurde festgestellt, dass die Rcnl mRNA im hypertrophen

Myokard signifikant hoher exprimiert wird. Die Regulation von Rcnl wurde auch in humanen
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Proben von Patienten mit einer Aortenklappeninsuffizienz analysiert. Im Vergleich zu pathologisch
unauffalligen Herzen zeigte sich eine signifikant erhohte Expression von RCN1 Protein in den
Proben von Patienten mit einer Aortenklappeninsuffizienz.

Eine Expressionsstudie in verschiedenen Organen der Maus zeigte eine deutliche Rcnl mRNA
Expression im Herzen. Da es sich bei Rcnl um einen innerhalb dieser Arbeit identifizierten
Inhibitor der B-RAF/Mekl Interaktion handelt, wurde anschlieRend die Wirkung einer
Uberexpression auf die neonatalen Kardiomyocyten der Ratte untersucht. Neonatale
Kardiomyocyten, die Rcnl Uberexprimieren, weisen wie zuvor die B-RAF inhibierten Zellen keine
Phenylephrin induzierten Hypertrophie auf. Zudem fiihrte die Rcnl Uberexpression zu einer
verminderten Phosphorylierung von Mek1/2 in den neonatalen Kardiomyocyten der Ratte. Der
Knockdown von Rcnl in neonatalen Kardiomyocyten zeigte ein gegenteiliges Ergebnis. Eine
verminderte Expression von basalem Rcnl flihrte in den Kardiomyocyten zu einem deutlich
hypertrophen Wachstum der Zellen. Zudem konnte in den Zellen eine verstarkte
Phosphorylierung von Mek1/2 nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse von Uberexpression und
Knockdown lieRen sich sowohl im Western-Blot als auch im Luciferase Reporterassay bestatigen.
Dies impliziert, dass Rcnl in Zellen notwendig ist, um eine verstarkte Aktivitdt von B-RAF zu
inhibieren. Um die Wirkungsweise von Rcnl im MAPK Signalweg genauer zu entschliisseln, wurde
ein Ras-Aktivierungs-Assay durchgefiihrt. Dieser zeigte, dass die Uberexpression von Rcn1 nicht zu
einer verminderten Aktivitdt von Ras fiihrt. Rcnl setzt also unterhalb von Ras an und ist
wahrscheinlich in der Lage die B-RAF Aktivitat direkt oder indirekt durch die Rekrutierung anderer
Inhibitoren oder Scaffold-Molekiile zu vermindern. Es wurde zudem bestatigt, dass Rcnl in der
Lage ist eine konstitutiv aktive C-RAF-BXB Mutante zu inhibieren. Daher handelt sich bei Rcnl

wahrscheinlich um keinen B-RAF spezifischen Inhibitor.

4.2 B-RAF reguliert die kardiale Hypertrophie

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass B-RAF in der Regulation kardialer
Hypertrophie eine signifikante Rolle spielt.

Die MAPK Signalkaskade ist einer der am besten charakterisierten Signalwege unterhalb der RAF-
Proteine. Die MEK Proteine werden an zwei Serin Resten innerhalb ihres Aktivierungssegmentes
(5217 und S221) phosphoryliert. Diese wiederum phosphorylieren ihrerseits ERK an einem
Threonin- und einem Tyrosin-Rest ebenfalls innerhalb des Aktivierungssegmentes (T202/Y204
ERK1), (Marais et al., 1995). Alle bekannten RAF Isoformen sind auf die oben genannte Weise in
der Lage MEK1/2 in vitro zu aktivieren (Marais et al., 1997). Allerdings unterscheiden sie sich in

der Fahigkeit ihrer Aktivierung. In Zellextrakten bindet und phosphoryliert B-RAF MEK1/2
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effizienter als A-Raf und C-RAF (Marais et al., 1995; Papin et al., 1996). In vorangegangenen
Studien von Zellfraktionen zeigte sich B-RAF und nicht C-RAF als Haupt-MEK Kinase in Zellen
(Jaiswal et al., 1994, Catling et al., 1994). Es ist bekannt, dass Stérungen der komplexe Abfolge
und Regulation der MAPK Signalkaskade zu kardialer Hypertrophie fiihren. Stérungen der
Regulation kénnen beispielsweise durch Mutationen hervorgerufen werden. Diese wurden
sowohl im Cardio-Fazio-Cutanen-Syndrom als auch beim Noonan-Syndrom entdeckt (Pierpont et
al., 2010; Niihori et al., 2006). Dabei handelt es sich um Krankheiten mit ahnlichen klinischen
Symptomen, die sich unter anderem auch als Herzdefekte manifestieren. Patienten mit diesen
Syndromen entwickeln nicht selten eine hypertrophe Kardiomyopathie und zeigen haufig
Mutationen in C-RAF, B-RAF, MEK1/2 und K-RAS (Pierpont et al., 2010).

Um eine Hypertrophie von in Kultur befindlichen Kardiomyocyten zu erzeugen, kdnnen Agonisten
wie Phenylephrin genutzt werden. Aufgrund der andauernden Stimulation des al-adrenergen
Rezeptors unterliegen die Zellen einer Stimulation der MAPK Signalkaskade und damit
hypertrophem Wachstum (Zimmer, 1997; Rockman et al., 1997). Die Zellen weisen einen
erhohten Protein- und RNA-Gehalt auf und es kommt zu einer vermehrten Zusammenlagerung
von Proteinen in Untereinheiten des Sarkomers (Sarkomergenese) (Lee et al., 1988). Wird die
ERK-Proteinsynthese durch synthetische Oligonukleotide blockiert, kommt es zu einer reduzierten
transkriptionalen und morphologischen Antwort der Kardiomyocyten auf eine Phenylephrin
induzierte Hypertrophie (Glennon et al., 1996).

Innerhalb dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass eine Inhibition von B-RAF zum selben
Ergebnis fuhrt. Die Weiterleitung der Signale von RAF an MEK wird in den neonatalen
Kardiomyocyten der Ratte durch die Inhibition von B-RAF signifikant reduziert. Daher scheint es
sich bei B-RAF um die RAF-Isoform zu handeln, die hauptsachlich fiir eine Weiterleitung der
Signale an MEK verantwortlich ist. Die Hinweise der Literatur konnten durch die Ergebnisse dieser
Arbeit insbesondere durch den Versuch mit dem B-RAF Inhibitor in neonatalen Kardiomyocyten
der Ratte bestatigt werden. Bei B-RAF handelt es sich offenbar um den Haupt-Mek Aktivator in
Kardiomyocyten. Es konnte gezeigt werden, dass die primadre Aufgabe von B-RAF darin besteht
Mek zu aktivieren, entweder direkt oder durch die Rekrutierung von C-RAF. Es ist moglich, dass A-
RAF und C-RAF hingegen eher fiir die Feinabstimmung oder die Dauer der Aktivierung von ERK
verantwortlich sind. Dass C-RAF und B-RAF redundante Aufgaben erfillen und einen Verlust einer
RAF Isoform ausgleichen koénnen, kann auf Basis der vorliegenden Ergebnisse nicht
ausgeschlossen werden. Setzt man den verwendeten Inhibitor SB590885 in Zelllinien ein, die
onkogenes Ras exprimieren, kommt es zu einer verstarkten Aktivierung von C-RAF (Heidorn et al.,
2010). Auf welchem Weg diese Aktivierung erfolgt konnte Gegenstand weiterer Untersuchungen

werden.



Diskussion

Da sich A-RAF und C-RAF wahrend der Evolution divergent von B-RAF entwickelt haben, kénnten
A-RAF und C-RAF MEK-unabhangige Funktionen zufallen. B-RAF dagegen reprasentiert den RAF-
Vorlaufer, da es viele regulatorische Gemeinsamkeiten mit D-RAF aus Drosophila melanogaster
und lin-45 aus Caenorhabditis elegans aufweist, wahrend A-RAF und C-RAF divergenter zu sein

scheinen (Marais und Marshall, 1996).

4.3 Die Modulatoren der B-RAF/Mek1 Interaktion

Es ist bekannt, dass die MAPK Signalkaskade in einem reichen Netzwerk von Interaktionen und
einer Vielzahl von Komponenten eingebettet ist. Mit dieser Signalkaskade interagieren sowohl
Membranrezeptoren als auch Scaffold-Molekiile und Transkriptionsfaktoren (Kolch, 2005).

Um weitere Modulatoren dieses Signalwegs mit besonderem Hinblick auf die Kinaseaktivitat von
B-RAF zu identifizieren, wurde im Rahmen der Untersuchungen ein cDNA Library Screen
durchgefiihrt. Der innerhalb dieser Arbeit entwickelte Luciferase Reporterassay war sehr gut
geeignet die basale Aktivitdit von B-RAF darzustellen. Daher konnten bislang unbekannte
Aktivatoren und Inhibitoren der Interaktion ermittelt werden. Diese werden im Folgenden

aufgefihrt und diskutiert.

4.3.1 Die Aktivatoren der B-RAF/Mek1 Interaktion

Innerhalb des in dieser Arbeit durchgefiihrten cDNA Library Screens wurde ein bekannter
Stimulator der B-RAF Kinaseaktivitat identifiziert. Die Proteinkinase A oder Prkaca (protein kinase,
cAMP-dependent, catalytic, alpha) phosphoryliert B-RAF an S429 (Konig et al., 2001). Diese
Phosphorylierungsstelle teilt B-RAF nicht mit seinen Isoformen A-RAF und C-RAF. Somit kann nur
B-RAF spezifisch durch die Proteinkinase A aktiviert werden. Durch die ldentifizierung dieses
bekannten und bereits gut charakterisierten Aktivators der B-RAF Kinaseaktivitait wurde die

Wirksamkeit des Luciferase Reporterassays sowie des cDNA Library Screens bestatigt.

Die beiden innerhalb dieser Arbeit identifizierten cDNAs protein phosphatase 2A (PP2A oder
Ppp2ra) und Profilin2 (Pfn2) wurden bereits zuvor mit der Entstehung der kardialen Hypertrophie
in Verbindung gebracht. Eine herzspezifische Uberexpression von PP2A fiihrt zu kardialer
Hypertrophie und dilativer Kardiomyopathie in transgenen Mausen. Sie wurde von den Autoren
aber nicht mit der MAPK Signalkaskade in Verbindung gebracht (Gergs et al., 2004). Der Knockout

von PP2a verursacht eine friihe embryonale Letalitdt an Tag E6.5 der Embryonalentwicklung, da
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PP2a essentiell fir Gastrulationsprozesse und Mesodermformation zu sein scheint (Gotz et al.,
1998).

Die Uberexpression von humaner Profilin1 cDNA fiihrt zu einer vaskuldren Hypertrophie in den
transgenen Tieren und einer héheren Expression von aktiviertem ERK1/2 (Moustafa-Bayoumi et
al., 2007). In dem innerhalb dieser Arbeit durchgefiihrten cDNA Library Screen wurde die Isoform
Profilin2 als Aktivator der B-RAF Kinaseaktivitat identifiziert. Die Profilin-Familie besteht aus vier
Isoformen (Profilin1-4), die alle in der Lage sind Aktin zu binden (Calsson et al., 1977; Honore et
al.,, 1993; Hu et al., 2001; Obermann et al., 2005). Struktur und Funktion sind wahrend der
Evolution hoch konserviert (Rothkegel et al., 1996; Nodelman et al., 1999). Profilin2 scheint sich
wahrend der Entwicklung der Vertebraten aus Profilinl entwickelt zu haben (Polet et al., 2007).
Profiline binden nicht nur Aktin, sondern katalysieren auch einen Nukleotidaustausch (Mockrin
und Korn, 1980). Diese Entdeckung fiihrte zu der Vermutung, dass die Hauptaufgabe von Profilin
darin besteht ATP-Aktin Monomere an die Enden wachsender Aktinfilamente anzubringen (Tilney
et al.,, 1983; Pring et al.,, 1992; Pantaloni und Carlier, 1993). Profilin2 wurde innerhalb dieser
Arbeit als Aktivator der B-RAF Aktivitat identifiziert. Da Profilin2 sich wahrend der Entwicklung aus
Profilinl entwickelt hat, ist davon auszugehen, dass beide Isoformen auf die gleiche Weise an der
Entstehung kardialer Hypertrophie beteiligt sind. Die Prozessierung der MAPK Signalkaskade ist
somit wahrend der Entstehung einer Hypertrophie von Komponenten des Cytoskeletts
beeinflussbar.

Zusatzlich wurde im cDNA Library Screen Drebrinl (Dbnl) identifiziert. Dabei handelt es sich um
einen Interaktionspartner von Profilin (Mammoto et al., 1998). Drebrinl wird hauptsachlich in
Neuronen exprimiert (Shirao und Obata, 1985; Ishikawa et al., 1994) und bindet ebenfalls Aktin
(Mammoto et al., 1998). Die Identifikation von zwei Interaktionspartner Dbnl und Pfn2 als
Aktivatoren der B-RAF/Mek1 Interaktion deutet auf eine wichtige Funktion von Aktin-bindenden
Molekilen innerhalb der MAPK Signalkaskade hin und soll Gegenstand weiterer Untersuchungen

sein.

Vier der innerhalb dieser Arbeit identifizierten cDNAs Ubb, Ube2h, Detl und Pjal sind
Bestandteile des Ubiqutinierungssystems der Zelle. Zwei von ihnen, Ubiquitin B (Ubb) und das E2
Ubiquitin-konjugierte Enzym Ube2h, haben eine aktivierende Wirkung auf die B-RAF/Mek1
Interaktion, wahrend Pjal und Detl eine inhibierende Wirkung zeigen. Das Ubiquitin-Proteasom
System wurde erstmals 1999 mit kardialen Dysfunktionen in Verbindung gebracht (Weekes et al.,
1999). Mittlerweile ist bekannt, dass die Dysregulation von Ubiquitin selbst, den Ubiquitin-
konjugierten Enzymen, der Ubiquitin-Ligase und Komponenten des Proteasoms zu

Herzinsuffizienz fiihren (Williams und Patterson, 2006).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mammoto%20A%22%5BAuthor%5D�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mammoto%20A%22%5BAuthor%5D�

Diskussion

Ein Chaperon fiihrt ebenfalls zu einer verstarkten B-RAF/Mek1 Interaktion. Hsp90ab1 wurde nicht
nur innerhalb dieser Arbeit sondern auch in einem erst kirzlich durchgefiihrten Interaktom

humaner MAP Kinasen als Modulator des Signalweges beschrieben (Bandyopadhyay et al., 2010).

4.3.2 Aktivatoren der B-RAF/Mek1 Interaktion und ihre Regulation im hypertrophen
Myokard

Innerhalb dieser Arbeit wurden einige der identifizierten cDNAs mit Hilfe von Real-Time PCRs auf
eine Expressionsdnderung im hypertrophen Myokard untersucht. Da sich wahrend der
Entwicklung einer Hypertrophie das Genexpressionsmuster der Kardiomyocyten dndert, sollten so
Rickschlissen auf die Beteiligung der Modulatoren an regulatorischen Genexpressions-

anderungen gewonnen werden.

Die ankyrin repeat domain 13a (Ankrd13a) und die WD repeat domain 92 (Wdr92) zeigten eine
signifikant verminderte Expression im hypertrophen Myokard. Der Luciferase Reporterassay
zeigte jedoch eine B-RAF/Mek1 interaktionsfordernde Wirkung. Damit konnten diese Proteine
physiologische Gegenregulationsmechanismen vermitteln. Diese wurden hier aufgrund dieser
potentiell komplexen Wirkung nicht weiter untersucht.

Die genaue Funktion der Ankrd13a ist unbekannt. Der Ankyrin Repeat gehort zu den gangigsten
Protein-Protein Interaktionsmotiven in Zellen. Im Herzen wurde bis jetzt nur die ankyrin repeat
domain 1 (Ankrdl) ndher untersucht. Ankrd1 wird in Kardiomyocyten durch hypertrophe Stimuli
und Herzinsuffizienz induziert, weshalb vermutet wurde, dass es eine Rolle im pathologischen
Remodelling des ventrikularen Myokards spielt (Aihara et al., 2000; Zolk et al., 2002; Nagueh et
al., 2004). Allerdings zeigte ein Knockout Model von Ankrd1 keinen Phanotyp (Barash et al., 2007).
Wdr92 enthalt zwei sogenannte WD-40 Repeat-Domanen. Diese haufig in Eukaryoten
vorkommende Struktur ist wahrend der Evolution hoch konserviert und steuert Funktionen wie
Signaltransduktion, Zellzyklusregulation, Apoptose und Transkription (Smith et al., 1999; Saeki et
al., 2006).

Das DEAD box protein 46 (Ddx46) zeigte keine signifikante Regulation im hypertrophen Myokard
und wurde daher von einer weiteren Analyse ausgeschlossen. Ddx46 gehort zur Familie der Dead-
Box Proteine. Diese Familie enthdlt RNA-Helikasen, die ein charakteristisches Motiv aus der
konservierten Aminosduresequenz Asp-Glu-Ala-Asp (D-E-A-D) enthalten (Dalbadie-McFarland und
Abelson; 1990). Ddx46 wurde mit dem Pre-spleiBen der mRNA in Verbindung gebracht, die

genaue Funktion ist bis jetzt unbekannt (Linder, 2006).
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Die beiden Aktivatoren RasGAP Src homology3 [SH3] binding protein (G3BP1) und pyruvate kinase
muscle 2 (Pkm2) zeigten eine signifikant erhohte mRNA Expression im hypertrophen
Mausmyokard. Daher sind sie fiir eine weitere Untersuchung sehr interessant.

G3BP1 bindet an das Ras-GTPase aktivating protein (Ras-GAP). Bei Ras-GAP handelt es sich um
einen sehr effizienten Ras-Effektor, der in vitro und in vivo die Ras-GTPase stimuliert und dadurch
Ras inhibiert (Tocque et al., 1997). Die Uberexpression von G3BP1 wurde in humanen Tumoren
sowie in Zelllinien von Lungen-, Prostata- und Brustkrebs festgestellt (Liu et al., 2001; Barnes et al
2002; French et al., 2002). Zudem ist G3BP1 wahrend der Entwicklung essentiell, da ein Knockout
zu friher embryonaler Letalitdt und massiver Apoptose in Mausen fiihrt (Zerki et al., 2005). Es ist
zudem in der Lage die Aktivitat des Tumorsupressors p53 zu modulieren (Kim et al., 2007). G3BP1
wurde innerhalb der vorliegenden Arbeit mittels eines Ras-Aktivierungs-Assays untersucht. Eine
Uberexpression von G3BP1 fiihrte in COS-7 Zellen zu einer vermehrten Aktivierung von Ras (Daten
nicht gezeigt). Weitere Untersuchungen zu G3BP1 sind geplant.

Bei Pkm2 handelt es sich um die fetale Isoform von Pkm1, die durch alternatives SpleilRen
entsteht (Mazurek et al., 2005). Pkm1 wird in gesunden, adulten Zellen exprimiert und steuert
den Katabolismus von Glucose durch die oxydative Phosphorylierung. Pkm2 wird wahrend der
Entwicklung exprimiert und wurde in den meisten Krebszellen identifiziert. Dort katalysiert es den
Katabolismus von Glucose durch Glycolyse (Jones und Thompson 2009). Es wurde vermutet, dass
dieser alternative glycolytische Signalweg hauptsachlich in schnell proliferierenden Zellen
vorkommt (Vander Heiden et al, 2010). Die Expression der Pkm2 mRNA ist in den Hypertrophie
induzierten Tieren deutlich erhéht. Da es sich bei Kardiomyocyten um ausdifferenzierte Zellen
handelt, die ihre Fahigkeit zur Zellteilung verloren haben, kdnnte diese vermehrte Expression von
Pkm2 zu einem hypertrophen Wachstum der Zellen fiihren oder metabolisch beglinstigen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde die Uberexpression von Pkm2 in neonatalen Kardiomyocyten der
Ratte untersucht (Daten nicht gezeigt). Eine Uberexpression von Pkm2 fiihrt zu einem verstirkten
GroRenwachstum der Myocyten und zu einer verstarkten Mek1/2 Phosphorylierung. Zu Pkm2

sind daher ebenfalls weitere Untersuchungen geplant.
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4.3.3 Inhibitoren der B-RAF/Mek1 Interaktion

Im Rahmen dieser Arbeit konnten Proteine des Ubiqutinierungssystems der Zelle auch als
Inhibitoren der B-RAF/Mek1 Interaktion identifiziert werden. Innerhalb des cDNA Library Screens
wurden die E3 Ubiquitin Ligase praja ring finger 1 (Pjal) und der Bestandteil einer E3 Ubiquitin
Ligase de-etiolated homolog 1 (Detl) identifiziert. Es ist bekannt, dass E3 Ubiquitin-Ligasen die
RAF/MEK Interaktion signifikant inhibieren kénnen. Bei dem innerhalb dieser Arbeit verwendeten
Inhibitor IMP handelt es sich ebenfalls um eine E3-Ubiquitin-Ligase. IMP wurde eingesetzt, um die
Validitat des Luciferase Reporterassays zu bestatigen. Ausgeldst durch den Aktivator Ras bewirkt
IMP eine auto-Polyubiquitinylierung, die die Interaktion von RAF/MEK verhindert (Matheny et al.,
2004).

Bei Pjal handelt es sich um ein Enzym mit einer E2-abhangigen E3 Ubiquitin Ligase Aktivitat. Es
gehort zu einer Klasse von Ubiquitin Ligasen, die ein RING-Finger Motiv beinhalten. Es interagiert
mit dem E2 Ubiquitin-konjugierten Enzym UbcH5B (Lorick et al., 1999). Pjal zeigte innerhalb des
Luciferase Reporterassays der vorliegenden Arbeit die potenteste Inhibition der B-RAF/Mek1
Interaktion. Zudem wurde festgestellt, dass Pjal in der Lage ist, die stimulierte C-RAF
Kinaseaktivitat durch die konstitutiv aktive H-RasV12 Mutante deutlich zu inhibieren. Da Pjal
hauptsachlich in Organen wie Gehirn, Leber und Niere exprimiert wird und eine Expression im
Herzen nicht nachweisbar ist (Mishra et al., 1997), wurde es von weitergehenden Untersuchungen
ausgeschlossen.

Uber den humanen Bestandteil einer E3 Ubiquitin Ligase Detl ist in der Literatur wenig bekannt.
Allerdings ist bekannt, dass DET1 durch Interaktion mit anderen Proteinen mafgeblich an der
Ubiquitinierung und dem Abbau von c-Jun beteiligt ist (Wertz et al., 2004). Bekanntlich wird der
Transkriptionsfaktor c-Jun durch hypertrophe Stimulation von Kardiomyocyten verstarkt
exprimiert (Izumo et al., 1988). Ein Abbau von c-Jun durch eine erhéhte Expression von Detl kann
umgekehrt zu einem Ausbleiben des hypertrophen Wachstums in Kardiomyocyten fiihren. Die
weitere Untersuchung dieser Zusammenhidnge kann daher ein interessanter Aspekt fir

Folgestudien sein.

Ein weiterer identifizierter Inhibitor p53-induced gene 11 (Pigl1) spielt eine Rolle in der Apoptose-
Regulation. Pigll ist ein direktes Zielgen von p53 (Polyak et al., 1997). Die biologischen
Funktionen von p53 sind die Induktion des Zellzyklus-Arrest und die Induktion von Apoptose als
Antwort auf zelluldren Stress (May und May 1999; Oren, 1999; Vogelstein et al., 2000). Das Pigl1

Protein ist in der Lage Apoptose in Hek293 Zellen zu induzieren (Liang et al., 2004). Die innerhalb
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dieser Arbeit durch einen Screen der cDNA Library festgestellte verminderte B-RAF Aktivitat kann
eventuell auch auf einem sekundéaren Effekt beruhen. So kann es innerhalb der Experimente auch
durch die Induktion der Apoptose oder den Zellzyklusarrest zu einer verminderten B-RAF/Mek1
Interaktion gekommen sein. Ein Verfdlschen der Ergebnisse durch Apoptose sollte durch die
Normalisierung der Transfektionseffizienz auf die Renilla Reniformis Luciferase Expression
minimiert werden. Es sind weitere Studien dieses Proteins empfehlenswert, um eine klare

Aussagen treffen zu kénnen.

Uber den Inhibitor Neurexophilin (Nxph4) ist in der Literatur kaum etwas bekannt. Nxph4
interagiert mit Neurexin und wurde daher als Signalmolekil vermutet (Missler et al., 1998).
Inzwischen gibt es neue Hinweise, dass Nxph4 durch den Transkriptionsfaktor NF-kB reguliert wird
(McElwee et al., 2009).

Uber AN1-type domain 2A (Zfand2a) ist noch weniger bekannt. Es beinhaltet ein Zink-Finger Motiv
und besitzt damit wahrscheinlich die Fahigkeit spezifisch an nahezu jede DNA-Sequenz zu binden.
Eine Analyse im Rahmen dieser Arbeit mittels Real-Time PCR zeigte keine signifikante Regulation
von Zfand2a im hypertrophen Myokard. Daher wurde Zfand2a zunachst von weiteren Analysen

ausgeschlossen.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass sich diverse Modulatoren der B-RAF/Mekl
Interaktion aus essentiellen Bereichen der Zellregulation identifizieren lieBen. Es konnten
Modulatoren identifiziert werden, die in der Proteinfaltung oder dem Proteinabbau eine Rolle
spielen. Auch sind Modulatoren der Cytoskelettorganisation und der Apoptose entdeckt worden.
Bei der MAPK Signalkaskade handelt sich um ein komplexes Netzwerk aus Stimulatoren und
Inhibitoren. Bandyopadhyay et al., bewiesen in einem kirzlich durchgefiihrten Interaktom der
MAP Kinasen die Komplexitat dieses Signalweges. Dabei wurde ein Yeast Two-Hybrid Screen mit
86 MAPK-zugehorigen baits durchgefiihrt. Es wurden 2269 verschiedene Interaktionen mit 1468
unterschiedlichen Proteinen festgestellt (Bandyopadhyay et al., 2010). Dies stellt eindrucksvoll
unter Beweis wie komplex die Regulationen innerhalb des MAPK Signalweges sein miissen.

Alle hier identifizierten Modulatoren der B-RAF/Mek1 Interaktion missen in weiteren Studien auf
ihren Einfluss auf B-RAF untersucht werden. Nur so lasst sich zweifelsfrei feststellen, dass es sich
nicht um sekundare Effekte handelt, die beispielsweise durch den Zellzyklus-Arrest oder andere

Eingriffe in den Proteinhaushalt der Zelle entstanden sind.
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Der innerhalb dieser Studien identifizierte Inhibitor Rcnl der B-RAF/Mek1 Interaktion wurde nach
der Identifikation in weiteren Analysen und Experimenten genauer charakterisiert und ist

Gegenstand der nachfolgenden Diskussion.

4.4 Reticulocalbin ist ein Mitglied der CREC-Proteinfamilie

Reticulocalbin (Rcn) wurde erstmals 1993 von Ozawa und Maramatsu beschrieben (Ozawa und
Maramatsu, 1993). Es wurde mittlerweile der CREC-Proteinfamilie zugeordnet. Alle Proteine
dieser Familie sind durch mehrfach vorkommende EF-Hand Motive in der Lage Ca*" zu binden
(Honoré und Vorum, 2000). Neben Reticulocalbin enthalt die CREC-Familie das Ca?**-binding
protein of 55 kDA (ERC-55) (Weis et al., 1994), Crocalbin (Hseu et al., 1999), Cab45 (Scherer et al.,
1996; Koivu et al., 1997) und Calumenin (Yabe et al., 1997; Vorum et al.,, 1998; Vorum et al.,
1999). 1998 bildete die Gruppe um Yabe et al., aus den Anfangsbuchstaben dieser Proteine das
Akronym CREC (Cab45, Reticulocalbin, ERC-55, Calumelin). AuBer Rcnl und ERC-55, auch als Rcn2
bekannt, enthéalt die CREC-Proteinfamilie mittlerweile auch die dritte Isoform der Reticulocalbine
Rcn3 (Tsuji et al., 2006).

Einige Mitglieder der CREC-Proteinfamilie wurden auch in Invertebraten identifiziert. In
Drosophila melanogaster wurden das Drosophila Ca**-binding Protein of 45 kDa (DCB-45) und der
DNA supercoiling factor (SCF) entdeckt (Kobayashi et al., 1998). In Bombyx mori wurde SCF (Ohta
et al., 1995), das Plasmodium falciparum 40 kDa sexual stage surface protein (Pfs40) (Rawlings
und Kaslow, 1992) und das Plasmodium falciparum ER-located Ca**-binding protein (PfERC) (La
Greca et al., 1997) identifiziert. Die hohe Konservierung der CREC-Proteine zwischen den Spezies
weist auf wichtige Funktionen dieser Proteine hin.

Alle Mitglieder der CREC-Familie sind sich strukturell sehr dhnlich. Die Proteine werden als Pro-
Proteine mit einer Leader-Sequenz synthetisiert. Diese Leader-Sequenz steuert die Pro-Proteine in
das Lumen des ER, wo sie synthetisiert und prozessiert werden. Dabei verlieren sie ihre Leader-
Sequenz wieder (von Heije 1998; Nielsen et al., 1997). Das auffalligste Motiv aller Proteine der
CREC-Familie ist die EF-Hand. Dieses Motiv enthélt einen aus 12 Aminosauren bestehenden Loop,
der die direkte Bindung des Ca®* lons koordiniert. Flankiert wird dieser Loop von zwei a-Helices,
die aus 10-12 Aminosiuren bestehen. In mehreren Studien wurde festgestellt, dass die Ca*-
bindenden Eigenschaften der EF-Hand nicht besonders stark ausgepragt sind (Vorum et al., 1998).
Die schwachen Ca**-bindenden Eigenschaften wurden sowohl fiir Calmodulin, als auch fiir Renl
und Rcn2 mittels Dialyse-Analyse festgestellt (Vorum et al., 1998; Honore und Vorum 2000). In

manchen Fallen hat sich die EF-Hand im Laufe der Evolution dupliziert oder ging verloren. In
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anderen Fillen wurden nur die Ca®*- bindenden Eigenschaften der EF-Hand veridndert (Heizman
und Hunziker, 1991).

Die Rcn Sequenz hat nur in den Bereichen der EF-Hand signifikante Ahnlichkeiten mit anderen
Proteinen der CREC-Familie. Die Struktur ist allerdings dhnlich zu Calbindin D28 und Calretin
(Rogers, 1989), da beide Proteine ebenfalls sechs EF-Hand Domaéanen besitzen. Calbindin D28
bindet nur vier Ca** Atome/mol Protein. Die zweite und sechste EF-Hand Doméne haben im Laufe
der Evolution die Maglichkeit Ca®* zu binden eingebiiRt. Ursachlich liegt dies daran, dass ihnen
eine Sauerstoff-enthaltende Aminosaure in der Loop-Struktur fehlt (Hunziker, 1986). Ebenso hat
Reticulocalbin die Ca*-bindende Eigenschaft von Domiane zwei und sechs verloren. Eine
phylogenetische Analyse der Mitglieder der CREC-Familie zeigte, dass sich die Protein-Familie aus
einem gemeinsamen Vorldufer entwickelt hat (Yabe et al, 1998). Ein Vergleich der Gen-
Organisation von Rcnl mit anderen EF-Hand Proteinen (Ozawa, 1995) oder ERC-55 (Weis et al.,
1994) zeigte, dass die CREC-Proteine sich friih von den bekannten Unterfamilien Ca**-bindender
Proteine wie Troponin C, Calmodulin oder Paravalbumin abgespalten haben. Einige Proteine der
CREC-Familie wurden mit der karzinogenen Transformation von Zellen in Verbindung gebracht
(Vorum et al., 1998; Lui et al., 1997; Nimmrich et al., 2000; Yu et al., 2000).

Trotz der bekannten funktionellen Gemeinsamkeiten der Mitglieder der CREC-Familie bleiben ihre
wahren Aufgaben noch weitgehend unverstanden. Aufgrund der hohen Konservierungen
zwischen den Spezies wird allerdings angenommen, dass sie wichtige Aufgaben innerhalb der
Zelle erfiillen. Die starke Konservierung beschrankt sich nicht ausschlielich auf die EF-Hand
Motive, daher wird angenommen, dass diese Proteine auch auBerhalb der Méglichkeit Ca® zu

binden weitere wichtige Aufgabe erfillen.

4.4.1 Rcnl - ein Uberblick

Das Rcnl Gen der Maus ist 13 kb groB (Ozawa, 1995). Es wurden zwei Transkripte von 2 und 2.3
kb durch alternatives Splicen der sechs Exons entdeckt (Strynadka und James, 1989; Ozawa,
1995). Im Menschen wurde bis heute lediglich ein Transkript gefunden (Ozawa, 1995). Die Rcnl
Region der Maus wurde in der sogenannten Small Eye Harwell (Sey") deletiert. Die friihe Letalitat
der Tiere nach E15.5 geht wahrscheinlich mit dem Verlust von Rcnl in den homozygoten Tieren
einher (Kent et al.,, 1997). Da die homozygote Deletion der Region, die Rcn enthilt, letal ist,
scheint es eine essentielle Aufgabe innezuhaben (Kent et al., 1997). In Zellen der Augenlinse kann
Rcnl durch oxidativen Stress induziert werden (Carper et al., 2001). Es gibt einige Berichte tber
die bedeutende Rolle von Rcnl in physiologischen Prozessen, insbesondere der malignen

Transformation von Zellen (Chen et al., 1995; Lui et al., 1997). Rcnl wird in invasiven
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Brustkrebszellen MDA-MB-435 (berexprimiert, was zu der Annahme fiihrt, dass die Expression
von Rcnl an der malignen Transformation beteiligt ist (Liu et al., 1997; Nimmricht et al., 2000).

Die Aminosauresequenzen von Rcnl in Mensch und Maus sind zu 95% identisch und damit hoch
konserviert. Die hohe Konservierung von Rcn wahrend der Evolution ldsst auf eine wichtige
Funktion schlieBen. Das humane Rcnl Gen befindet sich auf dem Chromosom 11p13. Beim
WAGR-Syndrom (Wilms* tumor, aniridia, genitourinary anomalies, mental retardation syndrom)
ist dieser Bereich deletiert (Kent et al., 1997). Patienten mit dieser Krankheit zeigen Symptome,
wie Aniridie, urogenitale Abnormalitaten, geistige Retardierung und Wilms-Tumore. Diese werden
dem Verlust der Gene PAX6 und WT1 zugeordnet, die sich ebenfalls im deletierten Bereich auf
Chromosom 11p13 befinden (Schwartz et al., 1994). Bislang wurde keine dieser Auffalligkeiten mit
einem Verlust von Rcnl in Zusammenhang gebracht.

Fast zwei Jahrzehnte lang wurde angenommen, dass Rcnl ausschlieflich im Lumen des ER
lokalisiert ist (Ozawa und Muramatsu, 1993). Es enthdlt an seinem C-Terminus das ER-
Retentionssignal HDEL (His-Asp-Glu-Leu), eine Abwandlung des ER-Retentionssignals KDEL (Lys-
Asp-Glu-Leu). Einige Studien zeigen, dass Proteine trotz der vorhandenen KDEL-Sequenz in der
Plasmamembran lokalisiert sein kénnen. Dazu zdhlen zum Beispiel die Disulfid Isomerase glucose-
regulated protein 78 kDa (GRP78) und Calreticulin (Xiao et al., 1999; Johnson et al., 2001; Nabors
et al.,, 2003). Calreticulin wird auf der Oberfliche von Aortenendothelzellen von Rindern
exprimiert und steuert dort zusammen mit Thrombospodin den Abbau der fokalen Adhé&sion
(Goicoechea et al., 2000). Rcn2 besitzt ebenfalls das ER-Retentionssignal HDEL und wurde in einen
Yeast Two-Hybrid Screen als valider Interaktionspartner des Vitamin D Rezeptors identifiziert
(Imei et al., 1997). Es muss sich somit auch auRerhalb des ER aufhalten kdnnen. Die Autoren
vermuten, dass auch eine trunkierte Variante von Rcn2 ohne die Leader-Sequenz durch
alternatives spleiRen des Transkripts entsteht. Dieses wurde fiir SCF in Drosophila melanogaster
beobachtet, wodurch eine Lokalisation im ER Lumen verhindert wird.

2008 konnten Cooper et al. erstmals Rcnl Protein in Membran Fraktionen von Endothelzellen des
Knochenmarks nachweisen. Dabei wurde Rcnl mittels Durchflusscytometrie auf der
Zelloberflache aller getesteten Endothelzelllinien gefunden. Eine immuncytochemische Farbung
von Rcnl in Endothelzelllinien zeigte ein vermehrtes Vorkommen von Rcnl an den Zellgrenzen,
womit nachgewiesen werden konnte, dass sich Rcnl in diesen Zellen nicht nur im Lumen des ER

befindet, sondern auch an der Oberflache der Plasmamembran (Cooper et al., 2008).
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4.4.2 Rcnl inhibiert B-RAF und C-RAF

Innerhalb der vorliegenden Untersuchungen wurde Rcnl erstmals als ein Regulator der kardialen
Hypertrophie identifiziert. Renl ist in der Lage die Phenylephrin induzierte Hypertrophie in vitro
vollstandig zu inhibieren und sowohl die B-RAF als auch die C-RAF Kinaseaktivitdt potent zu
inhibieren. Die Abwesenheit von Rcnl fiihrt zu einer massiven Hypertrophie der Kardiomyocyten
und einer verstarkten Aktivierung von MEK.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigen, dass Rcnl sowohl B-RAF als auch C-RAF inhibiert. Der
Mechanismus dieser Interaktion konnte noch nicht entschlisselt werden. Eine Ko-
Immunprazipitation von Rcnl schlug zunachst fehl. Daher konnte keine direkte Interaktion mit
einem der bekannten Mitglieder der MAPK Signalkaskade hergestellt werden (Daten nicht
gezeigt). Es empfiehlt sich diesen Aspekt in kommenden Studien genauer zu untersuchen. Wie
oben beschrieben befindet sich Renl in der Plasmamembran. Solche Proteine besitzen eine
schlechte Loslichkeit und eine Tendenz zum Formen von Aggregaten sowie der Prazipitation in
wassrigen Losungen. Zudem kommen sie oft lediglich in geringer Kopienzahl in der Zelle vor
(Corthals et al., 2000; Wilkins et al., 1998). Aufgrund der fehlenden Ergebnisse der Ko-
Immunprazipitation bleibt unklar, ob Rcnl direkt mit B-RAF und C-RAF interagiert oder durch
indirekte Steuerung anderer Molekiile die RAF Aktivitat inhibiert. Sicher ist aber, dass Rcnl
unterhalb von Ras in die MAPK Signalkaskade eingreift. Dies zeigte der im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrte Ras-Aktivierungs-Assay. In den Rcnl Uberexprimierenden Zellen konnte kein
Unterschied der Ras Aktivierung im Vergleich zu untransfizierten Zellen ermittelt werden. Weil es
sich bei Rcnl um ein membrangebundenes Protein handelt, konnte es RAF zur Plasmamenbran
rekrutieren und dort inhibieren. Die Aktivierung der MAPK Signalkaskade benétigt flr ihre
Regulation eine Vielzahl von Scaffold-Molekilen. Dazu zdhlen der supressor of Ras (SUR-8), kinase
supressor of Ras (KSR) und der connector enhancer of kinase supressor of Ras (CNK). Die Balance
zwischen der Expression dieser Molekile scheint duRerst wichtig flir die Signalweiterleitung.
Beispielsweise flihrt eine ektopische Expression von SUR-8 zu einer vermehrten Formation eines
funktionellen Ras/RAF Komplexes (Sieburth et al., 1998). Im Gegensatz dazu verhindert IMP die
Weiterleitung von Signalen an MEK durch Inaktivierung von KSR (Matheny et al., 2004). Rcnl kann
Teil eines noch unbekannten Komplexes sein oder die Formung eines entsprechenden Komplexes

verhindern und so die Weiterleitung der Signale von RAF an MEK verhindern.
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4.4.3 Rcnl Expression im hypertrophen Myokard

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Rcnl Expression der kardialen Hypertrophie sowohl
in Mensch als auch in Maus signifikant erhoht ist. Eine Uberexpression von Rcnl in den
neonatalen Kardiomyocyten der Ratte verhindert die kardiale Hypertrophie in vitro. In vivo
scheint die erhohte Expression von Rcnl nicht mehr in der Lage die Entstehung einer
Hypertrophie durch vermehrte Expression zu verhindern.

Durch eine Sequenzanalyse wurde gezeigt, dass der Promotor von Rcnl eine Bindungsstelle fiir
Transkriptionsfaktoren besitzt, die durch Pro-inflammatorische Cytokine angesprochen werden
kann (Cooper et al.,, 2008). TNF-a (Tumor-Nekrose-Faktor-a) fiihrt in Patienten mit einem
fortgeschrittenen Prostatakarzinom zu einer stark erhéhten Expression von Rcnl auf der
Zelloberflache. Cytokine sind sowohl fir die Entstehung als auch fir die Progression der
chronischen Herzinsuffizienz verantwortlich (Seta et al., 1996). Bei der chronischen
Herzinsuffizienz sind vor allem Interleukin 6 (IL-6) und TNF-a von Bedeutung (Shan et al., 1997;
Niebauer et al., 1998). TNF-a wurde bereits 1975 (Carswell et al., 1975) bei Untersuchungen zur
endotoxininduzierten ,hdmorrhagischen Nekrose” von Tumoren entdeckt. Auch im Herzgewebe
von Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz wurde eine erhohte Expression von TNF-a
nachgewiesen (Torre-Amione et al., 1996). Durch die Abnahme der Konzentrationen von TNF-a,
stellte sich bei Patienten eine Verbesserung der linksventrikularen Pumpfunktion durch
intensivierte Herzinsuffizienztherapie ein (Liu und Zhao, 1999). Da ein steigender TNF-a Spiegel zu
einer erhohten Expression von Rcnl auf der Zelloberflache von Prostatakarzinomzellen fiihrt,
kann ein ahnlicher Mechanismus fir Kardiomyocyten existieren. Die in der Herzinsuffizienz
gesteigerte Expression von TNF-a kann fiir die gesteigerte Expression von Rcnl im hypertrophen

Myokard verantwortlich sein. Dies kann Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

In vaskuldren Zellen des Endothels kommt es durch eine Uberexpression des C-reactive protein
(CRP) zu einer verminderten Expression von Rcnl (Wang et al.,, 2005). Viele weitere Studien
konnten einen Zusammenhang zwischen dem Ansteigen von CRP und der Entwicklung von
kardiovaskuldaren Krankheiten zeigen (Curb et al., 2003; Danesh et al., 2004). Ein hoher CRP-
Spiegel kann ein hoheres Risiko einer ischamischen kardiovaskuldren Krankheit bedeuten (Curb et
al., 2003; Danesh et al., 2004). Die Autoren fanden heraus, dass es durch CRP zu einer
Veranderung der Genexpression kommt und darliber hinaus eine vermehrte Aktivierung der
MAPK Signalkaskade erreicht wird (Wang et al., 2005). Sie flihren dies auf eine erhéhte Expression

von IL-8, das an der Regulation von MAPK beteiligt sein soll, zurlick (Marie et al., 1999; Williams et
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al., 2004). Die verminderte Expression von Rcnl durch eine Uberexpression von CRP kann
ebenfalls mit einer erhéhten Aktivierung der MAPK in Zusammenhang stehen und bedarf

genauerer Untersuchungen.

4.5 Die Regulation der MAPK Signalkaskade

Die genaue Regulation von ERK spielt eine wichtige Rolle in der biologischen Antwort der Zelle auf
Reize ihrer Umgebung. Sie wird durch verschiedene Mechanismen gesteuert.

Die Signalintensitat und die Signaldauer der ERK Aktivierung sind von enormer Bedeutung. In
neuronalen Zellen flhrt die transiente ERK Aktivierung zu Proliferation, wahrend eine anhaltende
Aktivierung zur Differenzierung der Zelle fihrt (Marshall, 1995). In Fibroblasten scheint der Fall
komplexer, da zusatzlich die Intensitat des Signals eine Rolle spielt. Die durch den platelet-derived
growth factor (PDGF) induzierte Proliferation bendtigt eine anhaltende ERK-Aktivierung in
Fibroblasten (Weber et al., 1997), wahrend durch eine RAF Mutante, die ein starkes ERK Signal
induziert, ein Arrest des Zellzyklus ausgeldst wird (Woods et al., 1997). Alle drei RAF Isoformen
sind in der Lage Vorgdnge in der Zelle, wie Proliferation und Zellzyklus Arrest in Fibroblasten zu
steuern. Dies ist von der Signalintensitat abhangig (Pritchard et al., 1995).

Zudem steuert die unterschiedliche Regulation der RAF Isoformen jeweils individuelle Funktionen
der RAF-Proteine. In neuronalen Zellen ist der epidermal growth factor (EGF) flir die Aktivierung
von C-RAF zustandig, wahrend der nerve growth factor (NGF) hauptsachlich B-RAF aktiviert (Kao
et al., 2001; Corbit et al., 2000). In ventrikuldren Kardiomyocyten aktiviert der fibroblast growth
factor (FGF) ausschlieRlich C-RAF, wahrend Endothelin-1 in der Lage ist sowohl C-RAF als auch A-
RAF zu aktivieren (Bogoyevitch et al., 1995). Die Stimulation ventrikularer Myocyten durch TPA
(Phorbol- 12- Myristate- 13- Acetat) erzeugt eine anhaltende A-RAF Aktivierung, wahrend C-RAF
lediglich kurzzeitig aktiviert wird. In Zellen des Endothels wird C-RAF mit durch den FGF induziert.
Dies fuhrt zu einer Aktivierung von C-RAF durch eine Phosphorylierung an S338, wahrend der
vaskulare EGF C-RAF durch Phosphorylierung von Y341 aktiviert (Alavi et al., 2003). Interleukin-3
aktiviert A-RAF und C-RAF durch einen individuellen Mechanismus in haematopoetischen Zellen
(Sutor et al., 1999).

Die Vielzahl von Phosphorylierungsstellen bietet eine weitere Moglichkeit die RAF Molekiile
unterschiedlich zu aktivieren. AKT/PKB phosphoryliert S259 in C-RAF (Zimmermann und Moelling,
1999) und die korrespondierende Stelle (S364) in B-RAF (Guan et al., 2000), was impliziert, dass
beide Isoformen nach einem dhnlichen Mechanismus reguliert werden. Allerdings phosphoryliert
AKT/PKB zwei weitere Phosphorylierungsstellen (5428 und T439) in B-RAF, die weder in A-RAF

noch in C-RAF konserviert sind (Guan et al.,, 2000). B-RAF konnte also sensitiver auf die
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Phosphorylierung durch AKT/PKB reagieren als A-RAF und C-RAF, wenn bei schwachem Signal
auch die Phosphorylierung nur einer Phosphorylierungsstelle ausreicht, oder B-RAF ist weniger
sensitiv auf AKT/PKB, wenn es die Phosphorylierung aller drei Phosphorylierungsstellen benotigt.
Scaffold Molekile spielen ebenfalls eine wichtige Rolle in der Regulation. Scaffold Molekile
stabilisieren und koordinieren die Interaktionen zwischen den individuellen Komponenten von
Signalwegen (Morrison et al., 2001; Morrison und Davis, 2003; Pouyssegur et al., 2002). Die
Scaffold Molekile KSR, CNK und SUR8 regulieren die Effizienz der Signale zwischen RAF und MEK.
KSR unterstitzt die Bildung eines Komplexes zwischen RAF und MEK an der Membran und
rekrutiert gleichzeitig ERK (Morrison, 2001; Anselmo et al., 2002; Denouel-Galy et al., 1998). CNK
bindet C-RAF und kooperiert mit RAS bei der Stimulierung der C-RAF Aktivitdt (Anselmo et al.,
2002; Lanigan et al., 2003). SUR8 scheint schlieBlich einen Komplex mit C-RAF und Ras zu bilden
(Li et al., 2000).

Trotz der Gemeinsamkeiten der RAF Isoformen werden diese unabhangig voneinander reguliert
und durch spezifische Mechanismen aktiviert und inhibiert.

Dass B-RAF und C-RAF unterschiedlich reguliert werden, wurde ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit
festgestellt. Die im cDNA Library Screen identifizieren Modulatoren der B-RAF/Mek1 Interaktion
wurden auch hinsichtlich ihrer Wirkung auf die C-RAF/Mekl Interaktion untersucht. Nur drei
(Dbn1, Wdr91, Ube2h) der insgesamt zwolf identifizierten Aktivatoren der B-RAF Kinaseaktivitat
waren in der Lage die C-RAF Kinaseaktivitat signifikant zu steigern. Desweiteren waren nur zwei
(Pjal und Nxph4) der insgesamt finf identifizierten Inhibitoren der B-Raf Kinaseaktivitat in der
Lage eine H-RasV12 stimulierte C-RAF Aktivitdt zu inhibieren. Hier zeigt sich deutlich, dass C-RAF
und B-RAF unterschiedlichen Regulationen unterliegen. Der Unterschied, mit dem die
Modulatoren spezifisch die B-RAF Aktivitdt regulieren, kann durch verschiedene Mechanismen
erklart werden. Zum einen kénnen die Modulatoren unterschiedliche Phosphorylierungsstellen
ansprechen, die nur fir eine Isoform charakteristisch sind. Zum anderen kann auch die Intensitat
des Signals oder die Rekrutierung verschiedener Scaffold Molekiile eine wichtige Rolle spielen. So
werden den verschiedenen RAF-Isoformen ermdoglicht unterschiedliche Funktionen innerhalb der

Zelle zu steuern.
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4.6 Perspektiven

Seit ihrer Entdeckung vor mehr als 25 Jahren wurden die RAF Proteine intensiv studiert. Allerdings
ist die genaue Wirkungsweise der RAF Proteine nach wie vor nicht vollstindig aufgeklart.
Wahrscheinlich sind alle drei Isoformen essentielle Mediatoren der Antwort der Zelle auf
extrazelluldre Signale. Die Interaktionen der RAF Proteine mit ihren Substraten und Effektoren

sind komplex und auch die unterschiedlichen Phosphorylierungsstellen spielen eine groRRe Rolle.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde nachgewiesen, dass die Inhibition der B-RAF/Mek1
Interaktion in vitro die Phenylephrin induzierte Hypertrophie in Kardiomyocyten inhibieren kann.
Gleiches gilt fir Rcnl, dem hier identifizierten Inhibitor der B-RAF und C-RAF Kinaseaktivitat. Eine
direkte Interaktion von Rcnl mit RAF konnte nicht nachgewiesen werden. Dennoch ist der
Mechanismus der Rcnl Inhibition interessant fir kiinftige Studien. Die Ko-Immunprazipitation von
Renl war nicht erfolgreich. Das Problem der Loslichkeit von Membranproteinen lieRe sich dabei
voraussichtlich durch die Verwendung anderer Puffer umgehen. Zudem kann mit Hilfe einer
immuncytochemischen Farbung eine Ko-Lokalisation von Rcnl und RAF untersucht werden.
Mittels SILAC (stable isotope labeling by amino acids in cell culture) kann in einer
Massenspektrometeranalyse nach Interaktionspartnern von Rcnl gesucht werden.

Ungeachtet der Mechanismen, mit denen Rcnl in der Lage ist sowohl B-RAF als auch C-RAF potent
zu inhibieren, stellt sich die Frage nach der Wirkungsweise von Rcnl im Organismus. Um dies zu
untersuchen, kann fiir kommende Studien ein Mausmodell gewahlt werden. Eine herzspezifische
Uberexpression von Rcnl kann zu einer verbesserten Resistenz der Herzen gegeniber
hypertrophen Stimuli fliihren. Die Rcnl Region der Maus wird in der sogenannten Small Eye
Harwell (Sey") Mutante deletiert. Die friihe Letalitdt der Tiere nach E15.5 basiert wahrscheinlich
auf dem Verlust von Rcnl in den homozygoten Tieren. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass ein
Knockout von Rcnl ebenfalls letal sein wird. Daher kann ein konditioneller, herzspezifischer
Knockout von Rcnl zu weiteren Erkenntnissen Uber die Rolle von Rcnl in der kardialen
Hypertrophie fiihren. Da die MAPK-Signaltransduktion (iber die kardiale Bedeutung hinaus eine
wichtige Rolle bei vielen grundlegenden zellularen Prozessen spielt, kann Rcnl auch bei der

Entstehung von Tumoren oder Erkrankungen des zentralen Nervensystems von Bedeutung sein.

Uber die Identifizierung neuer Interaktionspartner kénnen Riickschliisse auf die Funktion und die
Wirkungsweise von Proteinen geschlossen werden. Der hier entwickelte cDNA Library Screen

kann verwendet werden, um weitere Modulatoren der RAF/MEK Interaktion zu identifizieren. Die
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C-RAF und B-RAF Konstrukte liegen vor, es empfiehlt sich allerdings auch A-RAF zu untersuchen.
Nur so kann ein genaueres Bild der Gemeinsamkeiten und Unterschiede der RAF Molekiile
dargestellt werden. Zusatzlich lassen sich potentielle Kinasen und Phosphatasen, die im Signalweg
eine Rolle spielen, moglicherweise durch die Verwendung von Kinase- beziehungsweise
Phosphatase-Inhibitoren genauer untersuchen. Es ist zudem interessant weitere der im Rahmen
dieser Arbeit identifizierten Modulatoren genauer auf ihre Wirkungsweise in der kardialen

Hypertrophie zu untersuchen.



Zusammenfassung 112

5 Zusammenfassung

Die MAPK Signalkaskade wird durch Cytokine, Wachstumsfaktoren, Hormone und Stress-Stimuli
aktiviert und reguliert anschlieRend die Antwort der Zelle auf diese extrazelluldren Signale. So ist
die Signalkaskade an fundamentalen Funktionen der Zelle, wie Wachstum, Proliferation,
Differenzierung und Uberleben beteiligt. Genau durch diese zentrale Rolle in der
Signaltransduktion kdnnen Stérungen der MAPK Signalkaskade eine verheerende Auswirkung auf
die Zelle und ihren Organismus haben. Die Proteine der MAPK Signalkaskade wurden bereits mit
vielen Krankheiten wie Krebs, Autoimmunerkrankungen und Herzinsuffizienz in direkten
Zusammenhang gebracht. Daher ist sie als direktes Ziel fir die Entwicklung neuer Medikamente
und Therapien enorm interessant.

Die konstitutive Aktivierung der MAPK Signalkaskade im Herzen fihrt zu kardialer Hypertrophie
mit anschliefender Herzinsuffizienz (Sugden und Clerk 1998; Lips et al., 2003; Bueno et al., 2000).
In diesem Zusammenhang lag der Fokus der bisherigen Untersuchungen anderer Gruppen auf C-
RAF. Eine Vielzahl vorangegangener Studien weist aber darauf hin, dass B-RAF ebenfalls von
grolRer Bedeutung sein kdonnte und eventuell die wichtigste MEK Kinase darstellt (Jaiswal et al.,

1994; Catling et al., 1994; Wojnowski et al., 2000; Pritchard et al., 2004).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass B-RAF in der Regulation
kardialer Hypertrophie eine Rolle spielt. Um dies zu ermitteln, wurde im Modell kultivierter
neonataler Kardiomyocyten der Ratte, die ZellgroRe planimetrisch untersucht. Die Zellen wurden
dabei mittels Phenylephrin zur Hypertrophie angeregt. Die B-Raf Aktivitdt wurde durch den
kommerziell erhaltlichen Inhibitor SB590885 inhibiert. Zellen, die simultan mit Phenylephrin und
dem Inhibitor SB590885 behandelt wurden, entwickelten keine zelluldre Hypertrophie der
neonatalen Kardiomyocyten.

Es konnte zudem gezeigt werden, dass die Inhibition von B-Raf, in den neonatalen
Kardiomyocyten der Ratte, zu einer signifikanten Reduktion der Mek1/2 Phosphorylierung fihrt.
Dies wurde sowohl! in den unstimulierten Kardiomyocyten, als auch in den durch Phenylephrin
stimulierten Kardiomyocyten sichtbar. Auf Grundlage dieser Ergebnisse ist anzunehmen, dass es
sich bei B-RAF um die RAF-Isoform handelt, die fiir die Signalweiterleitung an MEK verantwortlich
ist. Dies geschieht entweder direkt oder mittelbar durch die Rekrutierung von C-RAF. Die
Signallibertragung von B-RAF zu MEK stellt eine wichtige Schllsselstelle der MAPK Signalkaskade

dar. Daher wurde innerhalb der vorliegenden Studie nach bisher unbekannten Proteinen gesucht,
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die Modulatoren der Signallibertragung von B-RAF zu MEK sind. Hierzu wurde unter Verwendung
einer cDNA Library in einem genomweiten Ansatz ein Luciferase Reporterassay etabliert. Es
wurden 19 einzelne cDNAs identifiziert, die in der Lage waren die Interaktion von B-RAF/Mek1 zu
modulieren.

Um darldber hinaus zu ermittelten, ob einige der identifizierten cDNA Klone in der
Hypertrophieentstehung eine Rolle spielen, wurde die Genexpression im hypertrophen Myokard
untersucht. Dazu wurde bei Mad&usen, durch einen operativen Eingriff, eine permanente
Verengung der Aorta (TAC) vorgenommen. Dies |ost eine konzentrische Hypertrophie mit
nachfolgender Herzinsuffizienz aus. Als Kontrolle fungierten nach gleichem Prinzip operierte
Mause (Sham), bei denen keine Intervention der Aorta erfolgte. Die Validitat der Proben wurde
durch die Untersuchung gangiger Marker der Hypertrophie bestatigt. Dabei stellte sich heraus,
dass einige Modulatoren keine signifikante Regulation zeigten (Ddx46 und Zfand2a). Diese
Modulatoren wurden daher von weiteren Analysen ausgeschlossen. Die mRNA Expression von
Ankr13a und Wdr92 hingegen war in den TAC operierten Tieren signifikant reduziert. Damit
kénnten diese Proteine physiologische Gegenregulationsmechanismen steuern. Sie wurden
jedoch aufgrund ihrer potentiell komplexen Wirkung nicht ndher untersucht. Die mRNA
Expression von G3BP1, Pkm2 und Rcnl war den TAC operierten Tieren signifikant erhoht. Es
empfiehlt sich daher diese Modulatoren in weiteren Studien genauer zu untersuchen.

Der innerhalb dieser Studien identifizierte Inhibitor Rcnl, der B-RAF/Mek1 Interaktion, wurde
nach der ldentifikation in weiteren Analysen und Experimenten genauer charakterisiert. Bei
Reticulocalbin 1 (Rcnl) handelt es sich um ein 45 kDA grofRes Protein, das im Lumen des
sarkoplasmatischen Retikulums lokalisiert ist. Die mRNA Expression von Rcnl war in allen
untersuchten Organen der Maus nachweisbar, allerdings wies die Leber ein sehr niedriges
Expressionsniveau auf. Besonders hoch war die mRNA Expression im Skelettmuskel. Lunge, Milz
und Herz zeigten ebenfalls eine Uberdurchschnittliche Expression der Rcnl mRNA. Die Rcnl

Expression ist in der kardialen Hypertrophie sowohl in Mensch als auch in Maus signifikant erhoht.

Innerhalb der vorliegenden Untersuchungen konnte Rcnl erstmals als Regulator der kardialen
Hypertrophie identifiziert werden. Rcnl ist in der Lage die Phenylephrin induzierte Hypertrophie
in vitro vollstandig zu inhibieren und sowohl die B-RAF als auch die C-RAF Kinaseaktivitat potent
zu inhibieren. Neonatale Kardiomyocyten, die Rcnl liberexprimieren, entzogen sich ebenso wie
die B-RAF inhibierte Zellen der Phenylephrin induzierten Hypertrophie vollstdndig. Die
Uberexpression von Rcnl in den neonatalen Kardiomyocyten der Ratte filhrte zu einer
dosisabhangigen Inhibition der Mek1/2 Phosphorylierung. Nach der zuvor beschriebenen Studie

der Uberexpression von Rcnl in den neonatalen Kardiomyocyten der Ratte, wurde die Wirkung
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eines Knockdowns von Rcnl untersucht. Der Knockdown von Renl fiihrte dabei zu einer erhdhten
Mek1/2 Phosphorylierung in den neonatalen Kardiomyocyten der Ratte. Dieses Ergebnis wurde
sowohl mittels Western-Blot Analyse als auch im Luciferase Reporterassay bestatigt. Die
Untersuchung ergab zudem, dass der Knockdown von zu einem hypertrophen Wachstum der
Kardiomyocyten fihrte. Die Expression von Rcnl scheint in den neonatalen Kardiomyocyten
notwendig zu sein, um das hypertrophe Wachstum der Zellen zu inhibieren

Um zu ermitteln an welcher Stelle Renl inhibierend in die MAPK Signalkaskade eingreift, wurde
ein Ras Aktivierungs-Assay durchgefiihrt. Adulte Kardiomyocyten der Ratte wurden dazu direkt
nach der Isolation mit ansteigenden Ad-Rcnl Virusmengen infiziert. Diese Versuchsreihe zeigte,
dass die Renl Uberexpression keinen Einfluss auf die Ras-Aktivitit der Kardiomyocyten besitzt, da
die Ras-Aktivitat in allen Proben annahernd gleich war.

Im folgenden Versuch wurde untersucht, ob es sich bei Rcnl um einen spezifischen Inhibitor von
B-RAF handelt. Da C-RAF basal Uber keine Kinaseaktivitat verfiigt, konnte eine Inhibition nur mit
Hilfe einer konstitutiv aktiven C-RAF-Mutante getestet werden. In diesem Experiment wurde
festgestellt, dass es sich bei Rcnl nicht um einen B-RAF spezifischen Inhibitor handelt. Vielmehr
ist Renl offenbar ebenfalls in der Lage die konstitutiv aktive CRAF-BXB Mutante dosisabhéngig zu
inhibieren.

Um zu ermitteln ob die identifizierten Modulatoren der RAF/MEK Interaktion spezifisch fiir B-RAF
sind, wurde der Luciferase Reporterassay erneut mit C-RAF durchgefiihrt. Das Ergebnis zeigte,
dass nur ein kleiner Anteil der identifizierten Modulatoren eine ahnliche Wirkung auf C-RAF
besitzt. Die meisten der identifizierten B-RAF Aktivatoren hatten keine Wirkung auf C-RAF. Nur
drei der insgesamt zwolf identifizierten Aktivatoren (Dbnl, Wdr91 und Ube2h) fiihrten zu einer
signifikanten Steigerung der CRAF/Mek1 Interaktion. Der Test der Inhibitoren zeigte, dass zwei
der funf identifizierten Inhibitoren (Pjal und Nxph4) in der Lage sind, die durch H-RasV12
stimulierte Aktivierung von C-RAF zu inhibieren. Trotz der vorhandenen Gemeinsamkeiten der
RAF Isoformen werden diese auch unabhangig voneinander reguliert und durch spezifische

Mechanismen aktiviert beziehungsweise inhibiert.
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