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Einleitung

1 Einleitung

Global sind etwa 26 Mio. Menschen von Herzinsuffizienz betroffen. In Europa und den USA
gibt es jahrlich mehr als eine Million Hospitalisierungen auf Grund von Herzinsuffizienz'. Die
geschatzten global verursachten wirtschaftlichen Kosten beliefen sich auf etwa
108 Milliarden $US in 20122. Die Mortalitat belauft sich auf Gber 40 % bei einem 5-jahrigen
Beobachtungstzeitraum?®. Herzinsuffizienz stellt dabei die gemeinsame Endstrecke
verschiedenster zugrunde liegender Erkrankungen dar. Ursachen hierfir umfassen unter
anderem koronare Herzkrankheit, Myokardinfarkt in der Vergangenheit, Bluthochdruck,
Myokarditis, Fettleibigkeit und Diabetes?.

Neben diesen kdnnen auch genetische Veranderungen zur Herzinsuffizienz fihren. Diese sind
nur an einem geringen Teil aller Falle von Herzinsuffizienz ursachlich beteiligt, sind jedoch in
bestimmten Patientenpopulationen besonders haufig anzutreffen. Beispielsweise ist bei
Kindern mit Herzinsuffizienz in etwa 40 % der Falle eine genetische Ursache verantwortlich®.
In einer Kohorte junger Erwachsener mit einer idiopathischen dilatativen Kardiomyopathie und
Bedarf fUr eine Herztransplantation konnte in 26 % der Falle eine genetische Ursache
gefunden werden®. Mutationen in Genen fiir Proteine mit einer Rolle in der Muskelkontraktion,
der Kraftibertragung und der Regulation der Kontraktion sind hierbei besonders haufig
betroffen. Dies zeigt die besondere Bedeutung dieser Proteine fir die Aufrechterhaltung einer
normalen Herzfunktion auf.

All diesen verschiedenen Ursachen gemeinsam ist, dass sie zu einer Einschrankung der
Pumpfunktion des Herzens flhren. Mechanistisch beruht eine Reduktion der Herzleistung
haufig auf Veranderungen des kardiomyozytaren Kalziumkreislaufs®. Diese sind oft mit einer
Abnahme der Kontraktilitdt assoziiert, was in der Folge zur Herzinsuffizienz fortschreiten
kann’. Aus diesem Grund soll im Folgenden naher auf die molekularen Vorgange des

Kalziumkreislaufs in Kardiomyozyten eingegangen werden.

1.1 Der kardiomyozytare Kalziumkreislauf und Kardiomyozytenkontraktion

1.1.1 Exzitations-/Kontraktionskopplung in Kardiomyozyten

Kardiomyozyten machen im adulten Saugetierherzen etwa 25-30 % der Zellen im Herzmuskel
(Myokard) aus®. Bedingt durch ihre GréRe kommen durch Kardiomyozyten jedoch ungefahr
70-85 % des Myokardvolumens zustande®. Durch ihre Kontraktionsfahigkeit sind sie
hauptverantwortlich flr die Pumpfunktion des Myokards. Dadurch ist ihre Funktion
entscheidend fur die Blutversorgung des gesamten Organismus.

Das intrazellulare Signal, welches Kontraktion und Relaxation steuert, ist dabei die
Konzentration von Kalziumionen im Zytosol. Das zyklische Ansteigen und Abfallen der

zytosolischen Kalziumionenkonzentration mit jedem Herzschlag wird dabei als

1
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kardiomyozytarer Kalziumkreislauf (engl. ,calcium cycling“) bezeichnet. Eingeleitet wird dieser
durch ein Aktionspotential, welches die Zelle erreicht.

Dadurch kommt es zur Offnung spannungsabhéngiger L-Typ-Kalziumkanéle (LTC) in der
Plasmamembran (Abbildung 1, 1). In der Folge kommt es zum Einstrom von Kalziumionen in
die Zelle. In raumlicher Nahe zu den L-Typ-Kalziumkanalen liegt intrazellular in der Membran
des Sarkoplasmatischen Retikulums (SR) der Ryanodinrezeptor-2 (RyR2)"%. RyR2 stellt
ebenfalls einen Kalziumkanal dar. Der lokale Einstrom von Kalzium tber die Plasmamembran
bewirkt eine Offnung von RyR2, was zum Ausstrom grofRer Mengen an Kalzium aus dem SR
ins Zytosol fihrt (Abbildung 1, 2). Dieser Vorgang wird als Kalzium-induzierte
Kalziumfreisetzung (engl. ,calcium induced calcium release®, ,CICR®) bezeichnet. Die Menge

des freigesetzten Kalziums ist dabei wesentlich gréRRer als die des initialen Kalziumeinstroms

durch die L-Typ-Kalziumkanale. Es kommt hierdurch zu einer etwa zehnfachen Erhéhung der

c(Ca?).: N

L Myofilamente — @ .

Sarkomerlange

Abbildung 1 Schemazeichnung des kardiomyozytidren Kalziumkreislaufs. Der Einstrom von Kalzium Uber
L-Typ Kalziumkanale (1) aktiviert die Kalziumfreisetzung aus dem SR Uber den Ryanodinrezeptor-2 (2). Der daraus
resultierende starke Anstieg der zytosolischen Kalziumionenkonzentration bewirkt die Kontraktion der Myofilamente
(3). Die Entfernung des Kalziums aus dem Zytosol durch SERCA2a ermdglicht schlief3lich die Relaxation (4). Die
Kalzium-ATPase der Plasmamembran und der Natrium-Kalzium-Austauscher tragen ebenfalls zu einem geringen
Teil zur zytosolischen Kalziumelimination bei. Unten rechts: Darstellung der Beziehung zwischen zytosolischer
Kalziumkonzentration und Kontraktion. Eine Erhéhung der zytosolischen Kalziumkonzentration fuhrt dabei zur
Verkirzung der Sarkomere. Ein Abfallen der zytosolischen Kalziumkonzentration bewirkt die Relaxation. SR:
Sarkoplasmatisches Retikulum, LTC: L-Typ Kalziumkanal, NCX: Natrium-Kalzium-Austauscher, PMCA:
Sarkolemmale Kalzium-ATPase, RyR2: Ryanodinrezeptor-2, PLN: Phospholamban, SERCAZ2a: Kalzium-ATPase
des Sarkoplasmatischen Retikulums, c(Ca?*)t: Zytosolische Kalziumionenkonzentration.
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zytosolischen Kalziumionenkonzentration®. Dieser starke Konzentrationsanstieg stellt
schlieBlich das Signal fir die Kontraktion der Myofilamente dar.

Die Myofilamente sind dabei in Sarkomeren organisiert, welche die kleinsten kontraktilen
Einheiten innerhalb der Kardiomyozyten darstellen. Innerhalb eines Sarkomers befinden sich
dicke und diinne Filamente, welche sich aus kontraktilen, strukturellen, sowie regulatorischen
Proteinen zusammensetzen. Die diinnen Filamente bestehen im Wesentlichen aus Aktin. Sie
sind Uber Aktinin mit den Z-Scheiben des Sarkomers verbunden. Die dicken Filamente
bestehen Gberwiegend aus Myosin und sind Uber Titin an den Z-Scheiben verankert. Fir die
Steuerung von Kontraktion und Relaxation besitzen die regulatorischen Proteine Tropomyosin
und der Troponinkomplex, bestehend aus Troponin-C, -T und -I, besondere Bedeutung. Diese
Proteine verhindern im relaxierten Zustand die Interaktion zwischen Aktin und Myosin. Kommt
es zu einer Erhéhung der zytosolischen Kalziumionenkonzentration, bindet Kalzium an
Troponin-C. Die dadurch hervorgerufenen Konformationsénderungen des Troponinkomplexes
fuhren schlieRBlich dazu, dass der Tropomyosin-Doppelstrang in die Langsrinne der

Aktin-Doppelhelix verschoben wird. Dadurch werden die Bindestellen fir Myosin freigelegt und

A-Band
I-Band-Halfte M-Linie Z-Scheibe
— dinnes Filament [ dickes Filament —
S Mﬂﬂm""” f.i:,li.‘umg{:mnﬂif;:;ﬁm iy = mim,mmw;:;?
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o '
F F § @ & § 4 § -
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e :3 W f 0§ f & 8 & & & & 4 8 8 & & § l RN t
R e e e ey bmwﬁ‘"w:;ﬂmnﬂgz;mmﬁ;::m“;?m —
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Abbildung 2 Schemazeichnung der Vorgidnge im Sarkomer wahrend der Kontraktion. Bei diastolischen
zytosolischen Kalziumkonzentrationen verhindern Tropomyosin und der Troponinkomplex aus Troponin-T, -l und-C
die Interaktion zwischen Aktin und Myosin. Die Erhéhung der zytosolischen Kalziumkonzentration fihrt zur Bindung
von Kalzium an Troponin-C und einer damit einhergehenden Konformationsanderung des Troponinkomplexes. In
der Folge wird der Tropomyosin-Doppelstrang in die Langsrinne der Aktin-Doppelhelix verschoben. Dadurch
werden die Interaktionsstellen zwischen Aktin und Myosin freigelegt und es kommt zur Interaktion der beiden
Proteine, was zur Verschiebung von dicken und diinnen Filamenten gegeneinander und somit zur Kontraktion
fuhrt.. ¢(Ca®*)zt: Zytosolische Kalziumionenkonzentration.
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es kommt zur Aktin-Myosin-Interaktion, welche zur Verschiebung von dicken und dinnen
Filamenten gegeneinander fliihrt, sodass eine Kontraktion resultiert (Abbildung 2). Da diese
Prozesse an vielen Sarkomeren gleichzeitig ablaufen, kommt es in der Folge zur Kontratkion
der gesamten Zelle (Abbildung 1, 3). Die Relaxation wird schlielich durch die Entfernung des
Kalziums aus dem Zytosol eingeleitet (Abbildung 1, 4). Dabei pumpt die Kalzium-ATPase
SERCA2a den Grofdteil des Kalziums zurlick ins SR. Die Geschwindigkeit, mit der Kalzium
aus dem Zytosol entfernt wird, wird dabei mafigeblich durch Phospholamban (PLN) moduliert,

welches im aktiven Zustand einen Inhibitor von SERCAZ2a darstellt.

1.1.2 Regulation der Kontraktion und des kardiomyozytdren Kalziumkreislaufs durch

B-adrenerge Signale

Die Kontraktion und der kardiomyozytare Kalziumkreislauf kénnen an verschiedenen Stellen
durch posttranslationale Modifikationen beteiligter Proteine reguliert werden. Hierbei sind
insbesondere B-adrenerge Signale fur die kurzfristige Anpassung der Herzleistung an den
Bedarf des Organismus von Bedeutung. In der Plasmamembran von Kardiomyozyten finden
sich Uberwiegend adrenerge [p-Rezeptoren. Diese gehéren zur Familie der
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Intrazellular finden sich bei dieser Rezeptorfamilie
assoziierte heterotrimere G-Proteinkomplexe, welche die intrazellulare Signalweiterleitung
vermitteln. Diese bestehen aus den Untereinheiten a, B und y, welche sich auf Grundlage der
von ihnen vermittelten Effekten unterteilen lassen. Je nach assoziierten G-Proteinen werden
intrazellular unterschiedliche Signalkaskaden in Gang gesetzt. B-adrenerge Rezeptoren
koppeln hierbei an die Untereinheit Gas, welche stimulierende Effekte in der Zelle hervorruft.
Die Gas-Untereinheit bindet im Ruhezustand des Rezeptors GDP. Durch Bindung
agonistischer Rezeptorliganden kommt es zu Konformationsanderungen des Rezeptors,
welche dazu flhren, dass das GDP durch Guaninnukleotid-Austauschfaktoren gegen GTP
ausgetauscht wird. Dadurch kommt es zur Dissoziation des Heterotrimers aus a-, B- und
y-Untereinheit in aktiviertes Ga und GBy. Gas stimuliert anschlieRend die Aktivitat der
Adenylatzyklase, welche die Bildung des sekundaren Botenstoffes zyklisches AMP (cAMP)
aus ATP katalysiert. Durch Aktivierung der Adenylatzyklase kommt es zu einem Anstieg der
Konzentration von cAMP, das zur Aktivierung von Proteinkinase A (PKA) fihrt. PKA ist eine
heterotetramere Serin-/Threonin-Kinase, die aus je zwei katalytischen und zwei
regulatorischen Untereinheiten besteht. Die regulatorischen Untereinheiten sind dabei in der
Lage, jeweils zwei cAMP-Molekile zu binden. Die Bindung von cAMP fihrt zur Freisetzung
und damit Aktivierung der katalytischen Untereinheiten. PKA besitzt eine grof3e Zahl an
verschiedenen Zielproteinen, deren Aktivitat durch die PKA-vermittelte Phosphorylierung
moduliert werden kann. PKA-Zielproteine mit SchlUsselfunktionen im kardiomyozytaren

Kalziumhaushalt und der Kontraktion sind hierbei beispielsweise PLN, RyR2, ¢Tnl und der
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L-Typ Kalziumkanal. Die PKA-abhangige Phosphorylierung von PLN fihrt zu einer
Inaktivierung und damit zu einer Aufhebung des inhibitorischen Effekts gegeniber SERCAZ2a.
Somit kommt es zu einer Steigerung der Geschwindigkeit der zytosolischen
Kalziumelimination und in der Folge zu einer erhdhten Relaxationsgeschwindigkeit des
Myokards. Darlber hinaus wird hierdurch die Menge des im SR gespeicherten Kalziums
gesteigert, sodass mehr Kalzium fir die folgende Kontraktion zur Verfligung steht. Da das
Ausmald der Sarkomerkontraktion von der Konzentration des freien zytosolischen Kalziums
abhangt, kommt es durch die vermehrte Freisetzung von Kalzium zu einer gesteigerten
Kraftentwicklung der Myofilamente (positive Inotropie). Neben dem kardiomyozytaren
Kalziumkreislauf kann auch die Kontraktilitat der Myofilamente durch B-adrenerge Stimulation
moduliert werden. Hierbei stellt cTnl einen Schlisselregulator der Kontraktilitdt dar. Die
PKA-abhangige Phosphorylierung von cTnl an den Serinresten 23 und 24 bewirkt eine
Verringerung der Kalziumsensitivitdt der Myofilamente und eine beschleunigte Dissoziation
von Kalzium und Troponin-C. Dadurch tragt auch der Phosphorylierungszustand von ¢Tnl zur
positiven Lusitropie einer B-adrenergen Stimulation bei. Zusammengenommen bewirkt eine
B-adrenerge Aktivierung durch diese und weitere Mechanismen eine Steigerung der
Kontraktionskraft (positive Inotropie) und eine Beschleunigung der
Relaxationsgeschwindigkeit (positive Lusitropie). Dadurch stellen B-adrenerge Signale einen
zentralen Regulationsmechanismus zur Anpassung der Herzleistung an den Bedarf des

Organismus dar.

1.2 Molekulare Vorgange in Kardiomyozyten wahrend der kardialen

Relaxationsphase
An der Entfernung des Kalziums aus dem Zytosol sind verschiedene Kalziumtransportsysteme
beteiligt, wobei der Grofteil des Kalziums durch SERCAZ2a eliminiert wird. In Mausherzen liegt
ihr Anteil an der Elimination des zytosolischen Kalziums bei etwa 92 %. Neben SERCAZ2a ist
vor allem der Natrium-Kalzium-Austauscher (NCX) an der Elimination des Kalziums beteiligt.
In murinen Kardiomyozyten tragt er zu etwa 7 % zur zytosolischen Kalziumelimination bei. Die
verbleibenden 1 % werden durch die sarkolemmale Kalzium-ATPase (PMCA) und den
mitochondrialen Uniporter eliminiert. Die prozentualen Anteile der verschiedenen Wege, Uber
die Kalzium aus dem Zytosol eliminiert wird, unterscheiden sich zwischen murinen und
humanen Kardiomyozyten. Dennoch ist SERCA2a auch in humanen Kardiomyozyten
quantitativ am bedeutsamsten (70 % SERCAZ2a, 28 % NCX, 1 % PMCA, 1 % mitochondrialer
Uniporter)’. Da die kardiale Relaxationsphase wesentlich durch die Aktivitdt von SERCA2a
gepragt wird, soll im Folgenden naher auf Struktur, Funktion und Regulation dieser

Kalzium-ATPase eingegangen werden.
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1.2.1 SERCA2a

Die Kalzium-ATPase SERCAZ2a ist ein etwa 110 kDa grof3es, Magnesium-abhangiges Enzym,
welches in der Membran des SR lokalisiert ist. SERCA2a pumpt Kalzium unter Verbrauch von
ATP vom Zytosol uber die Membran zurlck ins SR. Dabei werden pro Molekul ATP zwei
Kalziumionen entgegen des Kalziumkonzentrationsgradienten transportiert. SERCA2a gehdrt
zur Familie der P-Typ ATPasen Typ I'" und wird durch das Gen SERCA?2 kodiert. Durch
alternatives Splei3en des Transkripts bringt dieses Gen zwei Proteinprodukte, SERCA2a und
SERCAZ2b, hervor. Dabei stellt SERCA2a die in Kardiomyozyten Uberwiegend exprimierte
Form dar. SERCA2b ist hier sehr schwach exprimiert und tragt dadurch nur wenig zur
Elimination des Kalziums aus dem Zytosol bei.

SERCAZ2a ist in vier definierten Proteindomanen organisiert: Der P-, N-, A-, und M-Domane
(Abbildung 3). Die P-Domane enthalt dabei einen mafgeblich an der Enzymfunktion
beteiligten Aspartatrest, auf welchen wahrend des katalytischen Zyklus ein Phosphatrest
Ubertragen wird. Diese Domane ist evolutionar hochkonserviert und verleiht der Familie der
P-Typ ATPasen ihren Namen. In der nukleotidbindenden N-Domane bindet ATP mit seinem
Adenosinteil in einer Tasche des Enzyms. Die Triphosphatgruppe ragt dabei aus der Tasche
heraus. Somit ist die y-Phosphatgruppe zuganglich fir den Aspartatrest der P-Domane,
sodass die Ubertragung der Phosphatgruppe erfolgen kann. Die aminoterminale A-Doméne
enthalt keinerlei Bindestellen fir Kofaktoren oder lonen. Ihre funktionelle Relevanz ist nicht
abschlielRend geklart. Die M-Domane umfasst schliellich den transmembranaren Anteil des
Enzyms. Sie besteht aus 10 Transmembranhelices (M1-10), welche die lonenbindestellen des
Enzyms umgeben. Aminosaureseitenketten dieser Helices sind mal3geblich an der Bindung
und Translokation von Kalzium Uber die Membran beteiligt’>. Im Grundzustand
(Abbildung 3, E1) sind die Kalzium-Bindestellen nur vom Zytosol aus fir Kalziumionen
zuganglich. Nach Bindung von zwei Kalziumionen erfolgt die Hydrolyse von einem Molekdul
ATP zu ADP. Hierbei wird der terminale Phosphatrest des ATP auf einen Aspartatrest im
katalytischen Zentrum des Enzyms Ubertragen (Abbildung 3, E1-P). Dadurch kommt es zu
reversiblen Konformationsanderungen, welche dazu fihren, dass Kalzium ins SR freigesetzt
wird (Abbildung 3, E2-P). Anschlie3end folgt die hydrolytische Abspaltung des Phosphatrests
(Abbildung 3, E2). Die E2-Konformation erlaubt keine Kalziumbindung, sodass zunachst der
Ubergang zum Grundzustand E1 erfolgen muss, damit ein neuer katalytischer Zyklus
durchlaufen werden kann'. Die Aktivitat des Enzyms und damit die Geschwindigkeit, mit
welcher Kalzium aus dem Zytosol entfernt wird, kann variieren. So haben beispielsweise
Veranderungen des zelluldren Kalziumgehalts, des pH-Werts und ATP-, ADP- und
Pi-Konzentrationen Auswirkungen auf die Aktivitat. Daruber hinaus kann die Aktivitat von

SERCA2a direkt durch interagierende Proteine reguliert werden. Dadurch kann die
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Geschwindigkeit der Entfernung des zytosolischen Kalziums und damit die

Relaxationsgeschwindigkeit an den jeweiligen Bedarf angepasst werden.

E1 /\ E1-P

Abbildung 3 Schemazeichnung des katalytischen Zyklus der Familie der P-Typ ATPasen. P: P-Doméne,
N: Nukleotidbindende N-Doméne, A: Aminoterminale Domaéne, M: Transmembanére M-Domane,
ATP: Adenosindtriphosphat, ADP: Adenosindiphosphat, Ca: Kalziumionen, -P: Phosphatgruppe,
Mg: Magnesiumion, Pi: Anorganisches Phosphat; E1, E1-P, E2-P und E2 bezeichnen die verschiedenen
Ubergangszustande des Enzyms im Verlauf des katalytischen Zyklus. Abbildung modifiziert nach [11].

1.2.2 Regulation der SERCA2a-Aktivitat durch Phospholamban
Phospholamban (PLN) stellt einen wichtigen Regulator der SERCA2a-Aktivitat dar. Dadurch

ist PLN entscheidend an der Regulation der Relaxationsgeschwindigkeit, der Kontraktilitadt und
der Kalziumbeladung des SR beteiligt’*. PLN ist ein 52 Aminosauren grof3es Protein mit einem
Molekulargewicht von ~6,1 kDa, welches als Inhibitor der Aktivitat von SERCA2a fungiert. PLN
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besteht aus drei Domanen, den zytosolischen Doménen la (Aminosaure 1-20) und Ib
(Aminosaure 21-30) und einer Transmembrandomane (Aminosaure 31-52). Die
Transmembrandomane spielt dabei eine wichtige Rolle fir die Regulation der Aktivitat von
SERCA2a'®. Sie durchspannt, wie auch die Transmembrandoméanen von SERCAZ2a, die
Membran des SR. Die Protein-Protein-Interaktion von PLN mit SERCAZ2a fuhrt dabei zu einer
Verringerung der apparenten Kalziumaffinitdt des Enzyms. Mechanistisch stabilisiert PLN
dabei die E2-Konformation von SERCAZ2a, in welcher kein Kalzium gebunden vorliegt.
Dadurch verlangert PLN die Verweildauer von SERCAZ2a in der E2-Konformation. In der Folge
wird Kalzium langsamer aus dem Zytosol eliminiert und die Relaxationsgeschwindigkeit nimmt

ab16'17.
1.2.3 Regulation der inhibitorischen Aktivitat von Phospholamban durch Kinasen

Die inhibitorische Aktivitdt von PLN gegenuber SERCA2a ist vom Phosphorylierungszustand
der beiden Aminosaureseitenketten S16 und T17 abhangig. S16 und T17 befinden sich frei
zuganglich fur Kinasen und Phosphatasen in der zytosolischen Domane la. Die Modifikation
dieser Aminosaureseitenketten durch Kinasen fihrt zur Aufthebung des inhibitorischen Effekts
gegeniuber SERCA2a. In der Folge kommt es zu einer Steigerung der Geschwindigkeit der
zytosolischen Kalziumelimination und damit zu einem positiv lusitropen Effekt. Eine
B-adrenerge Aktivierung der Zelle und der damit verbundene Anstieg der Konzentration von
cAMP fuhrt zur Aktivierung der Proteinkinase A (PKA). Diese phosphoryliert PLN an S16.
Neben PLN werden mehrere weitere kalziumregulierende Proteine, wie z. B. RyR2 und der
L-Typ Kalziumkanal, durch PKA phosphoryliert. Dadurch erhdéhen sich der Kalziumeinstrom in
die Zelle und die Kalziumfreisetzung aus dem SR. Die daraus resultierende erhdhte mittlere
zytosolische  Kalziumkonzentration tragt zu einer  hdheren  Aktivitat  von
Ca?*/Calmodulin-abhéngige Kinase Il (CaMKII) bei'®, welche PLN an T17 phosphoryliert. Fiir
die Aufhebung der SERCAZ2a-Inhibition ist vor allem der Phosphorylierungszustand von S16
von Bedeutung. Die alleinige Modifikation dieser Aminosaureseitenkette fihrt zur vollstandigen
Aufhebung der PLN-vermittelten = SERCAZ2a-Inhibition, wahrend nach alleiniger
Phosphorylierung von T17 eine gewisse Inhibition erhalten bleibt'®. Die Phosphorylierung an
S16 fuhrt dabei nicht zur Dissoziation des SERCA2a-PLN-Komplexes. Stattdessen beruht die
Aufhebung der SERCAZ2a-Inhibition auf Konformationsveranderungen der zytosolischen
Domane von PLN in Folge der Phosphorylierung. Im Zuge dessen wird die zytosolische
Domane ungeordneter, sodass fur die Inhibition relevante intermolekulare Kontakte zwischen
den beiden Proteinen gestort werden'-2'. Die Dephosphorylierung fiihrt schlieflich zu einer
Wiederherstellung der SERCAZ2a-Inhibition durch PLN.
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PLN
" @
PKA/CaMKII

Zytosol SERCA2a PP1/PP2A

Abbildung 4 Regulation der PLN-vermittelten SERCAZ2a-Inhibition durch Phosphorylierung und
Dephosphorylierung. A: Schematische Darstellung der verschiedenen Doménen des PLN-Proteins. S16:
PKA-abhangige = Phosphorylierungsstelle, T17:  CaMKIl-abhangige = Phosphorylierungsstelle.  B: Die
Phosphorylierung von PLN an S16 oder beiden Phosphorylierungsstellen (S16 und T17) fuhrt zur Aufhebung der
PLN-vermittelten Inhibiton von SERCA2a. PLN: Phospholamban, SERCA2a: Kalzium-ATPase des
Sarkoplasmatischen Retikulums, PKA: Proteinkinase A, CaMKIl: Ca?*/Calmodulin-abhzngige Kinase |I,
PP1/PP2A: Proteinphosphatase 1 bzw. 2A, P: Phosphatrest.

1.2.4 Regulation des Phosphorylierungszustands von Phospholamban durch Phosphatasen

Proteinphosphatasen (PP) stellen ein wichtiges regulatorisches System in Kardiomyozyten
dar. Sie spalten die Phosphatgruppen, welche durch Proteinkinasen angehdngt wurden,
wieder ab. Somit werden Phosphorylierungsvorgange durch Phosphatasen reversibel. Dabei
gibt es verschiedene Phosphatasefamilien. In Kardiomyozyten spielen vor allem
Serin-/Threoninphosphatasen eine grolRe Rolle. Etwa 90 % aller
Dephosphorylierungsvorgénge werden in Kardiomyozyten durch die
Serin-/Threoninphosphatasen PP1, PP2A und PP2B katalysiert?2. Fir die Dephosphorylierung
von PLN sind hauptsachlich PP1 und PP2A verantwortlich. Die Aktivitdt dieser beiden
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Phosphatasen ist in Kardiomyozyten fir etwa 93 % der PLN-Dephosphorylierung
verantwortlich. PP1 stellt hierbei die hauptsachlich fir die Dephosphorylierung von PLN
verantwortliche Phosphatase dar. PP2A tragt hierzu etwa 30 % bei®. Die Dephosphorylierung
von PLN fuhrt zu dessen Aktivierung, sodass eine verstarkte SERCA2a-Inhibition resultiert.
Die Substratspezifitat, Aktivitat und subzellulare Lokalisation von PP1 und PP2A werden durch
ihre Interaktion mit einer Vielzahl verschiedener Untereinheiten bestimmt. Dabei bildet PP1
Heterodimere mit je einer von uber 150 verschiedenen regulatorischen Untereinheiten. Der
am besten untersuchte  negative Regulator der  PP1-Aktivitat ist  der
Proteinphosphatase-Inhibitor-1 (I-1). Die inhibitorische Aktivitdt von [-1 hangt vom
Phosphorylierungszustand verschiedener aktivierender und deaktivierender
Phosphorylierungsstellen ab. Die PKA-abhangige Phosphorylierung an T35 ist Voraussetzung
fur die Inhibition der PP1-Aktivitat>*. Die Phosphorylierung der Stellen S67 und T75 durch
Proteinkinase Ca (PKCa) fihrt dagegen zu einer Inaktivierung von I-1 und damit zu einer
gesteigerten Aktivitat von PP1 in Kardiomyozyten?>-%?’. Der PKA-abhangigen Phosphorylierung
an T35 wirken dabei die Phosphatasen PP2A und PP2B entgegen, sodass ein Crosstalk
zwischen PP1 und PP2A/PP2B besteht?®. I-1 entfaltet seine inhibitorische Aktivitat in vivo
vorwiegend am SR, wo er unter anderem den Phosphorylierungszustand von PLN und RyR2
moduliert?®. Das PP2A-Holoenzym besteht entweder aus einem Dimer zwischen einer
katalytischen und einer strukturellen Untereinheit, oder aus einem Trimer aus katalytischer,
struktureller und einer regulatorischen Untereinheit®®. Diese Fille kombinatorischer
Méglichkeiten der Bildung des Holoenzyms ermdéglicht die komplexe Integration von Signalen

und die subzellular begrenzte Regulation von Proteinaktivitaten.

1.2.5 Die Oligomerisierung von Phospholamban und dessen Bedeutung fur die Inhibition von
SERCA2a

Phospholamban liegt in einem Gleichgewicht zwischen Monomeren und Pentameren vor®'-33,
In Lipidumgebungen besitzen Pentamere dabei eine windradartige Struktur3435, welche auch
unter dem Einfluss von SDS stabil ist und somit mittels SDS-PAGE detektiert werden kann3¢-%7,
Die Pentamerbildung erfolgt dabei nicht-kovalent, unter Beteiligung von Leucin-, Isoleucin- und
Cysteinresten in den Transmembrandomanen. Stabilisiert werden Pentamere dabei durch
Leucin/Isoleucin-zipper-Strukturen'-3¢3° Dabei handelt es sich um Strukturmotive, die in
a-Helices durch die regelmafige Anordnung von Leucin bzw. Isoleucin zustande kommen und
eine Verzahnung mit ahnlichen oder gleichen Strukturen eines anderen Proteins eingehen. Im
Falle von PLN kommt es dadurch zu einer Oligomerisierung der Transmembranregionen
mehrerer PLN-Protomere. In der Transmembrandoméane befinden sich 14 Leucin- und
Isoleucinreste. Die Aminosauren L37, 140, L44, 147 und L51 sind an der Bildung dieser
Zipper-Strukturen beteiligt®. Darliber hinaus sind insbesondere die Cysteinreste an den

Positionen 36, 41 und 46 von entscheidender Bedeutung flr die Stabilitat von Pentameren*®41.
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Trotz groRer raumlicher Nahe dieser Cysteinreste innerhalb eines Pentamers, kommt es nicht
zur Ausbildung von Disulfidbriicken. Werden diese drei Cysteine durch Alanin (A36, A41,
A46)*', bzw. Alanin (A36), Phenylalanin (F41) und Alanin (A46) ausgetauscht*?, resultiert aus
den sterischen Veranderungen an der a-Helix eine vollstdndige Unterdrickung der Bildung
von Pentameren.

Es konnte gezeigt werden, dass Monomere die SERCAZ2a-inhibitorische Form von
Phospholamban darstellen®243-46, Trotz dessen, dass Pentamere ebenfalls eine Bindung mit
SERCAZ2a eingehen, inhibieren Pentamere die SERCA2a nicht oder allenfalls sehr schwach?®2.
Fir Pentamere wurden dabei zwei verschiedene Bindestellen an SERCA2a beschrieben,
welche sich von der Bindestelle der Monomere unterscheiden*6-48, Pentamere binden dabei
an die Helix M3 der SERCA2a-Transmembrandomane. Eine weitere Bindestelle befindet sich
im C-terminalen Bereich von SERCA2a*’. Monomere binden dagegen in einer Furche, die
unter Beteiligung der Helices M2, M4, M6 und M9 gebildet wird*>4%5° Die funktionelle
Relevanz der PLN-Pentamere ist derzeit Diskussionsgegenstand. Es wurde bisher eine
Funktion in der Speicherung inaktiver, phosphorylierter PLN-Monomere postuliert3237:51.52,

Dagegen konnte gezeigt werden, dass eine Uberwiegend als Monomer vorliegende
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Abbildung 5 Die Cysteinreste 36, 41 und 46 sind kritisch fiir die Oligomerisierung von PLN. A: Schematische
Darstellung der Lokalisation der Cysteinreste 36, 41 und 46 im PLN-Protein. B: Schematische Darstellung der rein
monomeren PLN-Mutante PLN-AFA, in welcher die drei an der Oligomerisierung beteiligten Cysteinreste durch
Alanin, Phenylalanin und Alanin ausgetauscht sind (A36, F41, A46). Diese Mutationen fihren zur Unterdriickung
der Bildung von PLN-Pentameren.
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PLN-Mutante mit vergleichbarer Inhibitionsstarke wie das Wildtyp-Protein nur unzureichend in
der Lage war, die kardiale Kontraktilitat in vivo zu regulieren®. Zusammengenommen liefern
diese Befunde einen Hinweis darauf, dass die physiologische Rolle von PLN-Pentameren Uber

eine rein passive Speicherfunktion inaktiver Monomere hinausgeht.

1.2.6 Die Phospholamban-Mutation ,R9C*

Die herausragende Bedeutung einer intakten Regulation der Kalziumhomdostase der
Herzmuskelzellen dokumentiert die Tatsache, dass Punktmutationen in kalziumregulierenden
Proteinen schwerwiegende Funktionsstérungen des gesamten Herzens und terminale
Herzinsuffizienz verursachen kénnen. Fir PLN sind einige klinisch relevante Mutationen in
Menschen gefunden worden, welche zur Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopathie
fuhren. Die Mechanismen, durch welche PLN-Mutationen schlieRlich zur Auspragung einer
Herzerkrankung fihren, sind jedoch nur teilweise verstanden. Haufig fihren die Mutationen zu
einer abnormalen Regulation der SERCA2a-Aktivitat> und in der Folge kommt es zu einem
veranderten kardiomyozytaren Kalziumkreislauf. Dabei sind Mutationen beschrieben, die die
PLN-Funktion entweder verstarken oder abschwachen. Die R9C-Mutation, bei der Arginin an
Position 9 gegen ein Cystein ausgetauscht ist, flihrt zu einer Verstarkung des inhibitorischen
Effekts von Wildtyp-PLN gegeniber SERCAZ2a. Betroffene Menschen entwickeln
typischerweise in der 2. oder 3. Lebensdekade eine rasch progrediente Kardiomyopathie, die
ohne Herztransplantation in der Mehrzahl der Falle bereits vor dem 30. Lebensjahr zum Tod
durch Herzversagen fihrt. Mechanistisch fuhrt die R9C-Mutation zu einer verstarkten Protein-
Protein-Interaktion mit PKA. Es wird vermutet, dass es durch diese verstarkte Interaktion der
PKA es zu einer verminderten Phosphorylierung von wildtypischem PLN kommt, was in einer

UbermaRigen Inhibition von SERCA2a resultiert®.

1.2.7 Weitere Regulatoren der SERCA2a-Aktivitat

1.2.7.1 HS1 associated protein X-1 (HAX-1)

HAX-1 ist ein weiteres Protein, welches an der Regulation der SERCA2a-Aktivitat beteiligt ist.
HAX-1 interagiert mit PLN und verstarkt die durch PLN vermittelte Inhibition von SERCA2a%.
In einem konditionellen, kardiomyozytenspezifischen HAX-1 knockout-Modell konnte gezeigt
werden, dass HAX-1 die SERCAZ2a-Inhibition durch PLN um etwa 50 % verstarkt®’. Die
Phosphorylierung von PLN, sowie eine Erhdhung der zytosolischen Kalziumkonzentration
fUhren dabei zu einer Aufhebung der PLN-HAX-1-Interaktion®. Neben direkten
regulatorischen Effekten auf die Aktivitdt von SERCAZ2a, scheint HAX-1 auch an der
Regulation der SERCA2a-Proteinexpression beteiligt zu sein®®. Dariiber hinaus ist HAX-1 in
der Mitochondrienmembran lokalisiert, wo es antiapoptotische Effekte durch die Inhibition von

Caspase-9 besitzt™.
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1.2.7.2 S100A1

S100A1 stellt einen weiteren Regulator der SERCA2a-Aktivitat dar. Es handelt sich hierbei um
ein Protein, welches intrazellular als Kalziumsensor fungiert®®. S100A1 besitzt zwei
Kalziumbindestellen. Die Bindung von Kalzium an diese Bindestellen flhrt zu einer
Konformationsanderung des Proteins, wodurch eine hydrophobe Tasche freigelegt wird. Diese
dient der Bindung und Erkennung von Zielproteinen®'. In der Folge kann S100A1 an eine
Vielzahl von Proteinen binden und deren Aktivitat somit kalziumabhangig modulieren. Unter
anderem konnte gezeigt werden, dass S100A1 Kkalziumabhangig mit dem
SERCA2a/PLN-Komplex interagiert und die Aktivitat von SERCA2a steigern kann®-%4 Zudem
wurde gezeigt, dass S100A1 den Kalziumgehalt des SR, die Geschwindigkeit der
Kalziumaufnahme ins SR und die zytosolische Kalziumkonzentrationen wahrend der Systole
positiv. moduliert®®>. Dabei verandert S100A1 weder die Stdchiometrie der
SERCA2a/PLN-Bindung, noch den Phosphorylierungszustand von PLN an S16 oder T17°6,
Neben der Modulation der SERCAZ2a-Aktivitdt beeinflusst S100A1 den kardiomyozytaren
Kalziumkreislauf und die Kontraktilitdt auf vielfaltige Art und Weise. So interagiert S100A1 mit
RyR2 und beeinflusst dessen Offnungswahrscheinlichkeit®*¢"-68. Dartiber hinaus ist S100A1
auch im Sarkomer lokalisiert, wo es die Kalziumsensitivitdt und Kalziumkooperativitat der

Myofilamente verringern kann®®.

1.3 Myokardinfarkt

Trotz groRRer Fortschritte in der Behandlung waren ischamische Herzerkrankungen im Jahre
2015 laut WHO Todesursache Nummer eins, sowohl global als auch in Europa oder den USA.
Ursache fur einen akuten Myokardinfarkt (Ml) ist dabei in der Regel eine thrombotische
Okklusion einer epikardialen Koronararterie in Folge einer Ruptur oder Erosion
atherosklerotischer Plagues. Dadurch kommt es zu einer transmuralen Ischamie und damit
einhergehender Schadigung des Gewebes®. Aktuelle Therapieansatze verfolgen das Ziel, die
Okklusion des betroffenen Gefalles mdglichst schnell zu beseitigen und die Perfusion des
Gewebes wiederherzustellen. Eine rasche Reperfusion reduziert dabei die GroRe des
Infarktgebietes und fiihrt zu einer besseren Prognose flr die Patienten’”". Friihe Folge einer
Ischamie/Reperfusion (I/R) ist die globale Einschrankung der Pumpfunktion des Herzens.
Dabei ist vorrangig der infarzierte Teil des Herzens betroffen.

Das Infarktgebiet ist unter anderem gekennzeichnet durch einen Verlust von
Kardiomyozyten®®. In der Folge kommt es im weiteren Verlauf der Infarktheilung zu
Umbauprozessen des Gewebes, welche schlieldlich in einer Herzinsuffizienz resultieren
kénnen. Der zeitliche Ablauf dieser Umbauprozesse wird dabei in drei Phasen unterteilt: (1)
Wahrend der inflammatorischen Phase innerhalb der ersten 72 Stunden nach Reperfusion
kommt es zur Infiltration des infarzierten Gewebes durch neutrophile Granulozyten und

Monozyten. Es kommt zur Entfernung von toten Zellen und Bruchstlcken der extrazellularen
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Matrix. (2) Im Zuge der Proliferationsphase (72 h-7 d nach Reperfusion) wird der Grof3teil der
toten Kardiomyozyten durch Granulationsgewebe, Uberwiegend bestehend aus Fibroblasten,
Makrophagen und neu gebildeten Kapillaren, ersetzt. Die Fibroblasten differenzieren dabei zu
Myofibroblasten und produzieren Proteine der extrazellularen Matrix. (3) In der Reifungsphase
(7-21 d nach Reperfusion) kommt es zum apoptotischen Untergang von Fibroblasten, zur
Regression von MikrogefaRen und zur Bildung einer kollagenreichen Narbe”73,

Im Infarktgebiet Gberwiegt wahrend der Ischamie die anaerobe Glykolyse. In der Folge kommt
es zu einem Abfall des zellularen ATP-Gehalts und einer damit einhergehenden Dysfunktion
von ATP-abhangigen lonentransportprozessen. Dies tragt zur Erhéhung der intrazellularen
Kalziumkonzentration und schlieRlich zur Uberladung der Zelle mit Kalzium bei. Im Zuge
dessen kommt es zur Aktivierung einer Reihe von Mechanismen, die zum Zelltod durch
Apoptose und Nekrose nach I/R beitragen’’>. Mechanismen, die hierbei zum Untergang von
Kardiomyozyten fuhren, umfassen die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies wahrend der
Reperfusionsphase,, die Offnung des mitochondrial permeability transition pore
(MPTP)-Komplexes sowie die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus Mitochondrien®®. Darliber
hinaus kommt es durch die gesteigerte intrazelluldare Kalziumkonzentration zur
kalziumabhangigen Aktivierung von Calpainen. Diese Cysteinproteasen spalten eine Vielzahl
von Proteinen, darunter eine Reihe von Schlisselproteinen des kardiomyozytaren
Kalziumkreislaufs, wie NCX, L-Typ Kalziumkanile, RyR und SERCA2a’®"’. Bei kardialer
Ischamie sowie nach I/R kommt es durch diesen und weitere Mechanismen zu einer
Dysfunktion der Kalziumaufnahme ins SR, welche auf einer reduzierten
Kalzium-ATPase-Aktivitat  beruht’®8. Die kausale Beteiligung einer gestorten
kardiomyozytaren Kalziumhomdostase an der kardialen Dysfunktion nach I/R wird durch
verschiedene Studien belegt. Es konnte in verschiedenen Modellen gezeigt werden, dass die
Normalisierung der Kalziumaufnahme ins SR durch SERCA2a-Uberexpression
oder -Gentransfer nach I/R protektive Effekte besitzt®'-8%. Umgekehrt zeigten Mause mit einer
heterozygoten SERCA2a-Defizienz eine starkere Gewebeschadigung nach I/R8. Dies zeigt
die zentrale Bedeutung eines intakten kardiomyozytaren Kalziumkreislaufs fur die
Herzfunktion, insbesondere nach I/R, auf.

Neben dem Infarktgebiet zeigen auch die nicht-infarzierten Bereiche des Myokards, das
sogenannte remote Myokard (RM), eine eingeschrankte Kontraktilitat®>-2". Somit tragt auch
das remote Myokard wesentlich zur Abnahme der gesamten Herzleistung bei. Im Vergleich
zum Infarktgebiet, sind die zugrunde liegenden Mechanismen hier jedoch weniger gut
untersucht. Trotz dessen, dass die in den letzten Jahrzehnten entwickelten Therapieansatze
zu einer drastischen Abnahme der Mortalitat nach akutem MI gefuhrt haben, liegt diese in
Europa und den USA immer noch bei etwa 5-7 %®. Hierbei ist die Mortalitat insbesondere

innerhalb der ersten 24 Stunden nach Ml erhdht®°°. Unklar ist, inwiefern im RM &ahnliche
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Mechanismen wie im Ischamiegebiet eine Rolle spielen. Ein besseres Verstandnis der
molekularen Mechanismen, die innerhalb der ersten 24 Stunden nach Reperfusion zur
Dysfunktion des RM flihren, kénnte neue Ansatzpunkte fir die weitere Verbesserung der
Therapie und der Prognose fir die Patienten liefern. Da die kardiomyozytare
Kalziumhomoostase von zentraler Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung der Herzfunktion ist,
wurden im Rahmen dieser Arbeit insbesondere Mechanismen untersucht, die zu einer

gestorten Kalziumhomoostase im RM nach I/R fiihren kénnen.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Mechanismen der PLN-vermittelten Regulation von
SERCAZ2a und ihre Rolle in der Pathogenese humaner Herzerkrankungen besser zu
verstehen. Dazu wurden mit Hilfe von Mausmodellen die folgenden Fragestellungen

untersucht:

1.4.1  Welche Bedeutung haben PLN-Pentameren fur die Regulation von SERCA2a?

In vitro Vorarbeiten in transfizierten HEK293-Zellen zur Rolle von PLN-Pentameren haben
gezeigt, dass neben Monomeren auch Pentamere eine Zielstruktur der Proteinkinase A
darstellen und préaferentiell phosphoryliert werden®!. Diese Befunde deuten darauf hin, dass
sich Pentamere funktionell von Monomeren unterscheiden und ihre Funktion Gber eine rein
passive Rolle in der Speicherung inaktiver Monomere hinausgehen kénnte. Deshalb war es
Ziel dieses Teils der Arbeit, in einem Mausmodell die funktionelle Bedeutung von

PLN-Pentameren bezuglich der Regulation der SERCAZ2a-Aktivitat naher zu untersuchen.

1.4.2 Istdie Pentamerbildung von PLN an der Pathogenese der durch die PLN-Mutation R9C

verursachten dilatativen Kardiomyopathie beteiligt?

Die PLN-Mutation R9C fuhrt zur Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopathie in Menschen.
Es konnte gezeigt werden, dass die R9C-Mutation =zu einer verstarkten
Protein-Protein-Interaktion mit PKA fuhrt. Dabei wurde PKA verstarkt durch Pentamere
bestehend aus Wildtyp-PLN und PLN-R9C gebunden. Es wird vermutet, dass dies die
Grundlage fur die verminderte Phosphorylierung von SERCAZ2a-inhibitorischen
Wildtyp-PLN-Monomeren und die damit einhergehende verstarkte SERCAZ2a-Inhibition
darstellt®. Ob die Pentamerbildung fiir diesen dominanten Phosphorylierungsdefekt nétig ist
oder ob auch PLN-R9C-Monomere diesen Effekt ausiben, ist bisher unklar. Ziel war es, den
Pathomechanismus hinsichtlich des Phosphorylierungszustands von PLN-R9C und

Wildtyp-PLN in Abhangigkeit der Pentamerbildung néher zu untersuchen

1.4.3 Kommt es im remote Myokard zu Veranderungen an kalziumregulierenden Proteinen?

Neben dem infarzierten Teil des Herzens tragt auch der nicht-infarzierte Teil, das sogenannte

remote Myokard (RM), wesentlich zur Einschrankung der kardialen Pumpfunktion nach
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Myokardinfarkt bei. Im Gegensatz zum infarzierten Teil sind die Mechanismen im RM hierbei
unzureichend untersucht und weitgehend unverstanden. Im infarzierten Teil kommt es zu
Veranderungen des kardiomyozytaren Kalziumkreislaufs, welche kausal an der kardialen
Dysfunktion nach MI beteiligt sind®'-24. Aus diesem Grund wurde die Hypothese Uberprift,
dass Veradnderungen der kardiomyozytaren Kalziumhomdéostase auch im RM zur
Funktionseinschrankung flhren. Zielsetzung dieses Teils der Arbeit war die Untersuchung der
Proteinexpression und Regulation von Schlisselproteinen des kardiomyozytaren

Kalziumkreislaufs als mégliche Ursache fir die Dysfunktion des RM nach I/R.
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2 Material und Methoden

2.1 Erzeugung und Haltung transgener Mauslinien

Die in dieser Arbeit verwendeten Mauslinien wurden von Prof. Dr. med. Joachim Schmitt,
(Institut fir Pharmakologie und Klinische Pharmakologie, Universitatsklinikum Dusseldorf) zur
Verflgung gestellt. Die monomere PLN-Mutante wurde erzeugt, indem die Mutationen C36A,
C41F und C46A in PIn Maus-cDNA eingefiihrt wurden. Wildtyp-PIn und PIn-AFA wurden unter
Kontrolle des Myh6-Promotors kloniert. Die cDNA-Konstrukte wurden in Pronuklei befruchteter
FVB/N Oozyten injiziert. Griindermause, deren Transgenexpression mit der physiologischen
PLN-Expression vergleichbar war, wurden mit PLN-defizienten Mausen (PLN-KO) gekreuzt,
um eine homozygote Deletion des endogenen PIn-Gens zu erreichen. Analog wurden die
Mauslinien TgF-PLN, TgF-AFA, TgF-ROC und TgF-AFA-R9C erzeugt. Diese Mauslinien
exprimierten eine N-terminal FLAG-markierte PLN-Mutante. Fur TgF-R9C wurde die Mutation
R9OC eingefihrt. In der Mauslinie TgF-AFA-R9C besall PLN die Mutationen R9C, C36A, C41F
und C46A. Die Mauslinien TgF-R9C und TgF-AFA-R9C wurden nicht mit PLN-defizienten
Mausen gekreuzt, sodass diese Mauslinien das endogene PIn-Gen besalen. Alle hier
genannten Mauslinien wurden in der Zentralen Einrichtung flr Tierforschung und
wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf in
einer spezifisch-pathogenfreien Umgebung gehalten. Die Haltung der Tiere erfolgte im
Einklang mit den Vorgaben des Landesamts fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz des
Landes Nordrhein-Westfalen (LANUV).

2.2 Organentnahme

Die Tétung der Mause erfolgte per zervikaler Disklokation zwischen 14:00 und 18:00 Uhr. Far
einige Versuche wurden die Mause vorher  fur 20 Minuten mit
Pentobarbital (50 ug/g Kérpergewicht, intraperitoneal) narkotisiert und anschlie3end getotet.
Wahrend der Narkose wurde eine Auskihlung der Mause mittels einer Heizplatte (37 °C)
verhindert. Die Stimulation mit Isoproterenol (5 ug, intraperitoneal) erfolgte wahrend der
Narkose. Die Herzentnahme der mit Isoproterenol behandelten Tiere erfolgte drei Minuten
nach der Applikation. Dieser Zeitpunkt wurde gewahlt, da sich in Vorversuchen nach dieser
Zeit ein Einfluss auf die Herzfrequenz zeigte. Die gesteigerte Herzfrequenz zeigt, dass die
intraperitoneal verabreichte Substanz innerhalb dieser Zeitspanne das Herz erreichen konnte.
Zur Entnahme der Herzen wurde der Thorax eréffnet und das Herz von umliegendem Gewebe
freiprapariert. Uberschiissiges Blut wurde entfernt, indem die so entnommenen, noch
kontrahierenden Herzen in physiologische Kochsalzlésung Uberfuhrt wurden. In dieser Losung
wurden die Herzen entsprechend weiter prapariert. Flr die western blot-Analysen wurden die

Vorhéfe verworfen und ausschlie3lich die Herzventrikel verwendet. Fir die Analysen des
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remote Myokards und der infarzierten Herzspitzen wurden die Vorhéfe entfernt und die beiden
Gewebeteile voneinander getrennt und separat eingefroren. Als Kontrolle dienten die
entsprechenden Gewebeteile von scheinoperierten Mausen. Anschlielend wurden die
entsprechenden Gewebeteile in 2 mL Reaktionsgefalte Uberfiuhrt und sofort in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Bis zur weiteren Verwendung erfolgte die Lagerung des Gewebes
bei -80 °C. Alle tierexperimentellen Versuche wurden antragsgemal vorab durch das
Landesamt fir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz des Landes Nordrhein-Westfalen
(LANUV) genehmigt (Az. 84-02.04.2013.A122).

2.3 Proteinextraktion aus Herzgewebe

Die tiefgefrorenen Herzventrikel wurden in 800 pyL modifiziertem RIPA-Lysepuffer (10 mM
Tris/HCI pH 8.0, 0.5 mM EGTA, 0.5 % Triton™ X-100 (v/v), 0.1 % Desoxycholsaure (w/v),
0.1 % SDS (w/v), 140 mM NaCl) in Anwesenheit von Protease- und Phosphataseinhibitoren
(2 mM Imidazol, 5 mM NaF, 4 mM K/Na-Tartrat, 100 yM PMSF, 10 mM Benzamidin) 3x10 s
auf Eis mechanisch zerkleinert (Ultra-Turrax®, Ika® T10 basic,
Dispergierwerkzeug S 10 N-5 G) und das entstandene Homogenat 15 min abzentrifugiert
(10000xg, 4 °C). 600 pL des Uberstandes wurden mit 300 uL eines modifizierten 3X Lammli-
Ladepuffers (6 % SDS (w/v), 30 % Glycerol (v/v), 0,015 % Bromphenolblau (w/v),
19,5 mM Tris, pH 6,8) versetzt und Aliquots hiervon in flissigem Stickstoff schockgefroren. Zur
Bestimmung der Proteinkonzentrationen wurde ein Teil des Uberstandes 1 : 10 mit ddH.0
verdinnt. Die Modifikation des Lyse- und des Lammlipuffers war notwendig, um die
Kompatibilitat mit den Phos-Tag™-Analysen entsprechend der Herstellerangaben zu
gewahrleisten. Da sich keine Auswirkung dieser Pufferldsungen auf die herkdmmliche
SDS-PAGE zeigte, wurden alle Proteinextraktionen mit diesen Pufferldsungen durchgefihrt.
Die Proteinextraktion aus remote Myokard bzw. den Herzspitzen wurde auf Grund der

geringeren Menge an Gewebe in 600 pL Lysepuffer durchgefinhrt.

2.4 Praparation von Membranfraktionen aus Herzgewebe
Die Praparation von Membranfraktionen aus Herzgewebe erfolgte mittels differentieller
Zentrifugation. Hierzu wurde das Herzgewebe zunachst mechanisch fir 3x30s in
Praparationspuffer (300 mM Saccharose, 1 mM PMSF, 20 mM PIPES, 10 mM EDTA,
50 mM NaH,POQ., pH 7,4) mittels Ultra-Turrax® auf Eis zerkleinert. UnlGsliche Bestandteile des
entstandenen Homogenats wurden durch Zentrifugation entfernt (10 min, 8000xg, 4 °C). Der
Uberstand wurde anschlieend fir 30 min bei 100000xg zentrifugiert. Das entstandene
Membranpellet wurde mittels Pressen durch eine 27 G-Kanlle in storage-Puffer
(400 mM Saccharose, 5 mM HEPES, 5 mM Tris, 10 mM EDTA, 50 mM NaH.PO4, pH 7,2)
resuspendiert. Das erhaltene Homogenat wurde mit modifiziertem 3X-Lammli versetzt. Ein Teil
des Homogenats wurde flr die Bestimmung der Proteinkonzentration 1 : 10 verdunnt.
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2.5 Bestimmung der Proteinkonzentrationen

Die Proteinkonzentrationen der 1:10 mit Wasser verdinnten Proben wurde mittels
BCA-Methode gemessen (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Katalognr: 23225). Dabei bilden
Proteine im alkalischen Milieu in der Anwesenheit von Na-K-Tartrat einen Chelatkomplex mit
Cu?*-lonen aus. In der Folge kommt es zu einer Reduktion der Kuperionen zu Cu'. In einer
darauf folgenden Reaktion bilden zwei Molekule Bicinchoninsaure (engl. bicinchonninic acid,
BCA) mit einem Cu'*-lon einen intensiv violett gefarbten, wasserléslichen Chelatkomplex. Die
Absorption dieses Komplexes bei 562 nm verhalt sich Gber einen weiten Bereich linear zur
Proteinkonzentration, sodass diese fotometrisch anhand einer Standardreihe mit bekannten
Proteinkonzentrationen bestimmt werden kann. Die Herstellung der Standardreihe erfolgte mit
bovinem Serumalbumin (BSA). Die fotometrische Messung wurde im 96-well-Format mittels
Mikroplattenlesegerat (Synergy™ MX microplate reader, BioTek®) bei einer Wellenlange von
562 nm vorgenommen. Aus den so gemessenen Konzentrationen wurden anschlieflend die

Proteinkonzentrationen der unverdinnten und mit LAmmlipuffer versetzten Proben berechnet.

2.6 Kultivierung von HEK293-Zellen

Die verwendeten HEK293-Zellen wurden von der Firma ATCC® bezogen und befanden sich
zum Zeitpunkt der Inkulturnahme fiir die Experimente in Passage 3. Zellen fir Experimente
wurden maximal bis zur Passage 15 verwendet. Die Zellen wurden in Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM, 10 % FCS, PenStrep) in einer wasserdampfgesattigten Atmosphare
bei 37 °C und 5 % CO: in T175-Zellkulturflaschen kultiviert. Vor jeder Teilung der Kulturen
wurden diese auf Kontamination und Konfluenz Uberprift. Die Kulturen wurden dreimal
wdchentlich bei einer Konfluenz von ca. 90 % geteilt. Hierzu wurden zunachst das Medium
von den Zellen abgesaugt. AnschlieRend erfolgte ein Waschschritt mit phosphatgepufferter
Salzlésung (DPBS). Die Zellen wurden mit Trypsin vom Boden der Zellkulturflasche geldst, in

frisches DMEM Uuberfuhrt und in einer frischen Zellkulturflasche 1 : 7 verdinnt.

2.7 Transfektion von HEK293-Zellen mittels Kalziumphosphat-Methode
Die Transfektion der HEK293-Zellen erfolgte mittels Kalziumphosphat-Methode nach®. Die

Zellen wurden etwa 6 Stunden vor der Transfektion auf 100 mm Zellkulturschalen ausplattiert.
Dazu wurden die Zellen einer zu 90 % konfluenten T175 Zellkulturflasche 1 : 14 auf 100 mm
Zellkulturschalen ausplattiert. In einem sterilen 15 mL Reaktionsgefal® wurden zu 450 pL
sterilem ddH20 10 pg des entsprechenden Plasmids gegeben und mit 50 yL CaCl,-Lésung
(2,5M) versetzt. AnschlieBend wurden 500 puL 2XBBS-L6ésung (280 mM NacCl,
1,5 mM Naz;HPO4, 50 mM BES, pH 6,95 bei 20 °C, steril filtriert) zugegeben, die Ansatze 15
mal kraftig geschittelt und fir 15 min ruhen gelassen. Von diesem Ansatz wurden 950 pL
gleichmaRig verteilt ins Medium der Zellkulturplatten getropft. 48 Stunden nach Transfektion

wurden die Zellen geerntet.
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2.8 Proteinextraktion aus HEK293-Zellen

Die Zellen wurden nach Entfernung des Mediums mit eiskalter DPBS-L6sung gewaschen.
Anschlieend wurden die Zellen in 1 mL DPBS (+ Protease- und Phosphataseinhibitoren) mit
einem Zellschaber von der Zellkulturschale geldst und in ein 2 mL Reaktionsgefafd tberflhrt.
Zur Lyse der Zellen erfolgte per Ultraschall fur 10 s. Zur Abtrennung unl6slicher
Zellbestandteile wurde das entstandene Zellhomogenat fir 15 min bei 10000xg zentrifugiert.
Der Uberstand wurde fir die Ko-Immunoprézipitationsversuche eingesetzt oder fiir
western-blot-Analysen direkt mit Lammli-Ladepuffer versetzt. Ein Teil des Uberstandes wurde

fur die Messung der Proteinkonzentration 1 : 5 mit ddH>O verdinnt.

2.9 Detektion von Proteinen mittels Immunoblot (western blot)

Die Proteine wurden auf einem 15 %igen bzw. 6 %igen (RyR2) Polyacrylamidgel entsprechend
des Molekulargewichts aufgetrennt. Im Anschluss an die Auftrennung wurden die Proteine aus
dem Gel auf eine PVDF-Membran (Immobilon-P, Millipore) tbertragen (100 V konstant, 1 h).
Die Membran wurde mit dem entsprechenden Erstantikdrper in 5 % Milchpulver in TBS-T
(10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.1 % Tween® 20, pH 7.6) bei 4 °C schwenkend (ber Nacht
inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Membran viermalig mit 30 mL TBS-T gewaschen, 10
min mit dem entsprechenden Zweitantikdrper inkubiert und abschlieRend nochmals mit 4x30
mL TBS-T gewaschen (SNAP i. d. 2.0, Millipore). Die Chemilumineszenzdetektion erfolgte
mittels ECL-Reagenz (Luminata forte, Millipore) und Rontgenfilm (Super RX-N, Fujifilm). Die
Rontgenfiime wurden fir verschiedene Zeitintervalle belichtet und anschlie@end mit einem
Durchlichtscanner digitalisiert (ScanMaker i800plus, Microtek). Die semiquantitative Analyse
der Signalstarken ungesattigter Signale erfolgte mittels der Software Image Studio Lite 4.0
(Licor).

2.10 Immunoprazipitation von PLN aus transfizierten HEK293-Zellen

Fir die Ko-Immunoprazipitationsversuche wurden HEK293-Zellen mit N-terminal
FLAG-markiertem PLN bzw. PLN-AFA oder PLN-ROC transfiziert. Protein G-beschichtete
Dynabeads® (LifeTechnologies) wurden 10 Minuten lang mit anti-FLAG-Antikérper in 0,02 %
Tween® 20 in PBS (PBS-T) bei Raumtemperatur inkubiert. Nach zwei Waschschritten mit PBS
und drei Waschschritten mit Triethanolamin (200 mM, pH 8,2) wurden Antikdrper und
Dynabeads® mit 20 mM Dimethylpimelimidate in 200 mM Triethanolamin (pH 8,2) fiir
30 Minuten kovalent quervernetzt. Die Quervernetzungsreaktion wurde nach Abnehmen des
Uberstandes durch Zugabe von 50 mM Tris (pH 7,5) gestoppt. AnschlieRend wurden die
Dynabeads® zweimalig mit 0,1 % BSA (w/v) in PBS, dreimalig mit Zitratpuffer (100 mM Zitrat,
pH 2,5) und abschlieBend erneut zweimalig mit 0,1 % BSA (w/v) in PBS gewaschen. Nach
Abnehmen des Uberstandes erfolgte die Zugabe der Zelllysate. Dabei wurden 800 ug Protein

in einem Volumen von 750 pL eingesetzt. Da die Proteinextraktion aus den Zellen in PBS mit
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Protease- und Phosphataseinhibitoren erfolgte, wurde dieser Puffer fur die Verdiinnung der
Zelllysate auf die entsprechende Konzentration verwendet. Nach einer 15-minltigen
Inkubation  unter Rotation wurde der Uberstand abgenommen und der
Antigen-Antikorper-Dynabeads®-Komplex dreimalig mit 200 uL PBS-T gewaschen. Zur
Vermeidung der Elution von unspezifisch an die Wand des Reaktionsgefal’es gebundenen
Proteinen wurde der so gewaschene Antigen-Antikorper-Dynabeads®-Komplex in 100 pL
PBS-T resuspendiert und in ein neues ReaktionsgefaR Uberfiihrt. Der Uberstand wurde
abgenommen und die Elution erfolgte unter Schwenken (350 rpm) in 40 pL 1X Lammlipuffer
bei 40 °C fir 10 min. AbschlieRend wurde das Eluat von den Dynabeads® abgenommen und

fur die western blots eingesetzt.

2.11 Analyse des Phosphorylierungszustands von PLN mittels Phos-Tag™

Die Analyse des Phosphorylierungszustands von PLN wurde mittels Phos-Tag™ SDS-PAGE
durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um eine gelelektrophoretische Methode, mit welcher
Proteine sowohl nach Molekulargewicht als auch nach Anzahl der Phosphorylierungen
aufgetrennt werden kdnnen. Herzgewebe-Lysate wurden auf 12,5 %igen Polyacrylamidgelen
mit Zusatz von 17,5 yM Phos-Tag™-Acrylamid (AAL-107, Wako Pure Chemical Industries,
Ltd.) und 35 uM MnCl; aufgetrennt. Vor der Ubertragung der Proteine auf die Membran wurde
das Mangan durch 10-mindtige Inkubation mit 10 mM EDTA in Blottingpuffer (25 mM Tris,
150 mM Glycin, 20 % Methanol (v/v)) aus den Gelen entfernt. Anschlie’end wurden die Gele
fir 6 min in Blottingpuffer ohne EDTA gewaschen und die Proteine wie oben beschrieben auf
eine PVDF-Membran tbertragen. Die Detektion von PLN bzw. N-terminal FLAG-markiertem
PLN erfolgte mittels anti-PLN- bzw. anti-FLAG-Antikorper.

2.12 Herstellung kompetenter Bakterien

5 mL LB-Medium wurden mit E. coli angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C schwenkend
inkubiert. Am nachsten Tag wurden 100 mL LB-Medium in einen sterilen 500 mL
Erlenmeyerkolben steril abgefillt und mit 1 mL der Vorkultur beimpft. Die Kultur wurde fur
3-4 Stunden bei 37 °C bis zu einer optischen Dichte von 0,6 bei 660 nm geschwenkt.
AnschlieRend wurde die Kultur bei 5000 rpm fir 10 Minuten abzentrifugiert und das Zellpellet
in 1 mL kaltem Transformationspuffer (10 mM HEPES, 15 mM CaCl,, 250 mM KCI, 55 mM
MnCl,, pH 6,7 mit KOH eingestellt, steril filtriert) resuspendiert. Nach Zugabe von weiteren
19 mL Transformationspuffer erfolgte eine 10-minutige Inkubation auf Eis. Nach erneutem
Abzentrifugieren bei 4000 rpom far 10 Minuten wurde das Zellpellet in 3,5 mL
Transformationspuffer und 280 yL DMSO resuspendiert und 10 Minuten auf Eis inkubiert.
Dieser Ansatz wurde zu 200 pL in sterilen Reaktionsgefalen aliquotiert und bis zur

Transformation der Bakterien bei -80 °C gelagert.
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2.13 Transformation kompetenter Bakterien

Fir die Transformation wurde jeweils ein Aliquot der kompetenten Bakterien verwendet. Das
Aliquot wurde auf Eis aufgetaut. Eine sterile Pipettenspitze wurde in die Stocklésung (1ug/pL)
des zu ftransformierenden Vektors eingetaucht, ohne mit der Pipette ein Volumen
aufzunehmen. Diese Spitze wurde anschlielend kurz in die Zellsuspension der kompetenten
Bakterien eingetaucht. Nach drei Minuten auf Eis wurde der Ansatz vorsichtig gemischt und
fur weitere 15 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurde der Ansatz fur 30 s bei 37 °C inkubiert,
1 mL LB-Medium zugegeben und fur weitere 45 Minuten bei 37 °C inkubiert. Der Ansatz wurde
anschlielRend abzentrifugiert, das Zellpellet in 50 yL LB-Medium resuspendiert und auf

Ampicillin-haltigen Platten ausplattiert. Diese wurden tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.14 DNA-Aufreinigung aus transformierten Bakterien

Die DNA-Aufreinigung erfolgte mittels NucleoBond® Xtra Midi Kit (Macherey-Nagel) nach dem
Prinzip der alkalischen Lyse. Eine Kolonie der transformierten Bakterien wurde zur Beimpfung
einer 200 mL Kultur in Ampicillin-haltigem LB-Medium verwendet. Diese wurde uUber Nacht
schwenkend bei 37 °C inkubiert. Die Kultur wurde bei 4500 rpm bei 4 °C fur 10 Minuten
abzentrifugiert und das Zellpellet in 8 mL Resuspensionspuffer (mit RNase A) resuspendiert.
Die DNA-bindenden Saulen wurden mit 12 mL Aquilibrierungspuffer aquilibriert. Die Lyse der
Zellen erfolgte durch Zugabe von 8 mL Lysepuffer und 5-maligem invertieren des
Reaktionsgefaltes. Nach 5-mindtiger Inkubationszeit wurde der Ansatz durch Zugabe von
8 mL Neutralisationspuffer neutralisiert und die Saulen mit dem aufgeschwenkten Lysat
beladen. Nach Durchlauf des Lysats wurde der Filter mit 5 mL Aquilibrierungspuffer
gewaschen. Der Filter wurde entfernt, die Saulen mit 8 mL Waschpuffer gewaschen und die
DNA mit 5 mL Eluationspuffer eluiert. Nach Zugabe von 3,5 mL wurde das Eluat fir 30 Minuten
bei 4 °C und 4500 rpm abzentrifugiert und der Uberstand entfernt. Zum DNA-Pellet wurden
2 mL 70 %iger Ethanol gegeben und erneut fur 5 Minuten bei 4500 rpm zentrifugiert. Nach
Entfernung des Ethanols wurde das DNA-Pellet bei Raumtemperatur getrocknet und in 100 uL
sterilem Millipore-H>O aufgenommen. Die DNA-Konzentration wurde abschlielend auf
1 pg/uL eingestellt. Die so aufgereinigte DNA wurde fur die Transfektion von HEK293-Zellen

verwendet.

2.15 Plasmide und DNA-Konstrukte

Die verschiedenen DNA-Konstrukte wurden zur Verfugung gestellt und lagen im Vektor
pcDNAS (Invitrogen) vor (Abbildung 6). In diesen und wurden sie mittels BamHI und EcoRI
kloniert. PLN-cDNA wurde mittels PCR aus Mausherz-cDNA amplifiziert. Hierzu wurden
spezifische flankierende Primer verwendet, welche zusatzlich die BamHI- und
EcoRII-Erkennungssequenzen am 5'- bzw. 3‘-Ende besallen. Die Erzeugung von PLN-AFA

erfolgte mittels nested PCR. Dabei wurden an den Positionen 36, 41 und 46 die Mutationen
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C36A, C41F und C46A eingefuhrt. PLN-R9C wurde mit derselben Methode durch Einbringung
der Mutation R9C erzeugt. PLN-AFA-ROC besal} die Mutationen R9C, C36A, C41F und C46A.
Bei dieser Methode zur Erzeugung von spezifischen Mutationen in einer DNA-Sequenz
werden mehrere aufeinanderfolgende PCR-Schritte durchgefiihrt. In einem ersten Schritt
werden zwei PCR-Reaktionen mit Primerpaaren durchgefihrt, von denen jeweils ein Primer
die gewlinschte Mutation enthalt und inmitten der Sequenz bindet. Der zweite Primer flankiert
die Ausgangssequenz und besitzt zusatzlich die Erkennungssequenz fur die
Restriktionsenzyme, die fir die Klonierung verwendet werden sollen. Folgende
Primersequenzen wurden dabei verwendet:

PLN-BamF: GACCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCATG

FLAG-BamF: CTGTTAGGATCCATGGATTATAAAGACGACGACGATAAAGAGAAA
PLN-EcoR1R: CTGTCAAGGAATTCAGTCAGAGAAGCATGACGATG

AFA-PLNF: GCTCTCATCTTGATATTTCTCCTGCTGATCGCCATC

AFA-PLNR: GCGATCAGCAGGAGAAATATCAAGATGAGAGCGAAA

RIC-PLNF: AATACCTCACTTGCTCTGCTATAAGAAGGGCCTC

RIC-PLNR: TTATAGCAGAGCAAGTGAGGTATTGAACTTTCTC

Dabei bezeichnen AFA-PLNF bzw. AFA-PLNR und R9C-PLNF bzw. R9C-PLNR die Primer,
welche die einzubringenden Mutationen in ihrer Sequenz enthielten. Die beiden
PCR-Reaktionen des initialten Mutageneseschritts wurden mit den Primern
PLN-BamF/AFA-PLNR und AFA-PLNF/PLN-RcoR1R (bzw. far PLN-R9C:
PLN-BamF/ROC-PLNR und R9C-PLNF/PLN-EcoR1R) durchgefihrt (30 Zyklen, 55 °C
annealing). AnschlieBend wurden die PCR-Produkte gemischt und mit den Primern

PLN-BamF/PLN-EcoR1R der komplette open reading frame (ORF) mit den enthaltenen

Ampicillin

Abbildung 6 Vektorkarte von pcDNA3 (modifiziert nach Angaben der Firma Invitrogen). Die Polylinkerregion
enthalt folgende Erkennungssequenzen (von 5' nach 3°): Hindlll, Kpnl, BamHI, BstXI, EcoRI, EcoRV, BstXI, Notl,
Xhol, Xbal und Apal. P CMV: CMV-Promotor (bp 209-863), T7: T7-Promotor (bp 864-882), SV40: SV40-Promotor
(bp 1790-2115), SV40 polyA (bp 3000-3372), Neomycin: Neomycin ORF (bp 2151-2945), ColE1: ColE1-origin (bp
3632-4305), Ampicillin: Ampicillin ORF (bp 4450-5310).
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Mutationen amplifiziert (30 Zyklen bei initial 50 °C, dann 57 °C annealing). Das PCR-Produkt
dieser Reaktion wurden mittels BamHI und EcoRIl in den Vektor pcDNA3 kloniert. Zur
Erzeugung der Sequenzen flr die N-terminal FLAG-markierten PLN-Konstrukte wurden die
Primer FLAG-BamF/PLN-EcoR1R verwendet. Fir die Klonierung der SERCA2a-Sequenz aus
Mausherz-cDNA wurden folgende Primer verwendet:

SERCA2aF: AAGAAAAAGGAGGGGACAGC

SERCA2aR: GGCAAGGAGTTGTCCTCATC

2.16 Messung der PP1- und PP2A-Aktivitat
Die Messung der Aktivitat von PP1 und PP2A erfolgte mittels 3?P-Phosphorylase a als

Substrat. Die Aktivitat von PP2A wurde als Anteil der Gesamtaktivitat bestimmt, welcher durch
3 nM Okadasaure inhibiert wurde. In dieser Konzentration stellt Okadasdure einen
spezifischen PP2A-Inhibitor dar. Unter flissigem Stickstoff pulverisiertes Gewebe (10 mg)
wurden in 4 mM EDTA und 15 mM 3-Mercaptoethanol (pH 7,4) mittels Ultraschall weiter
homogenisiert. Das Homogenat wurde fur 20 Minuten bei 14000xg abzentrifugiert und der
Uberstand fir die Messungen eingesetzt. Der Inkubationsansatz fiir die Messungen enthielt
neben dem Substrat 20 mM Tris (pH 7,0), 5mM Koffein, 0,1 mMEDTA und
0,1 % B-Mercaptoethanol (v/v). Die Reaktion wurde durch Zugabe der Uberstande gestartet
und fir 30 Minuten inkubiert. Anschlie®end wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 %iger
Trichloressigsaure gestoppt und das ausgefallene Protein abzentrifugiert. Die Radioaktivitat in
den so erhaltenen Uberstanden wurde gemessen und auf die eingesetzte Proteinmenge und

die Inkubationsdauer bezogen.

2.17 Isolation von Kardiomyozyten aus Mausherzen und Messung des

kardiomyozytaren Kalziumkreislaufs
Die Kardiomyozytenisolation und die Messungen des kardiomyozytaren Kalziumkreislaufs
wurden von Annette Kronenbitter, Institut fir Pharmakologie und Klinische Pharmakologie,
Universitatsklinikum Ddusseldorf, durchgefuhrt. Zur Isolation von Kardiomyozyten wurden
Mausherzen zunachst mit 50 mL Puffer 1l und anschlieffiend 6 min bei 37 °C retrograd mit einer
Kollagenase |-Lésung (Worthington Biochemical Corp.) perfundiert. Das Herz wurde in eine
Petrischale mit Waschpuffer | Gberflihrt, die Aorta entfernt und das Herz in drei Teil bis zur
Herzspitze eingeschnitten. Es folgte eine 10-minltige Inkubation bei 37 °C des so praparierten
Herzens. AnschlieRend wurde das Gewebe mit einer feinen Schere zerkleinert und mittels
Pasteurpipette dissoziiert. Die erhaltene Zellsuspension wurde durch ein Nylonnetz mit
150 um Porengrofle in ein 50 mL Reaktionsgefal? tberflhrt. Die Kardiomyozyten wurden
5-10 min sedimentiert und der Uberstand abgenommen. Das Zellpellet wurde in
Waschpuffer Il resuspendiert und die Zellen erneut 5-10 min sedimentiert. Nach Abnehmen

des Uberstands wurde das Pellet in Waschpuffer lll resuspendiert. Nach 20-min(tiger
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Sedimentation und kurzem Abzentrifugieren bei 450 rpm wurde der Uberstand abgenommen
und das Pellet in loading buffer resuspendiert. Die Zellsuspension wurde zu 1 mL aliquotiert
und mit je 1 pL Fura2 (1 ug in DMSO) versetzt. Die so mit Fura2 beladenen Kardiomyozyten
wurden anschlieBend zweimal mit /oading buffer gewaschen und abschlieBend in
Perfusionspuffer aufgenommen. Die Messung des kardiomyozytaren Kalziumkreislaufs
erfolgte bei Anregungswellenlangen von 340 nm und 380 nm mittels HyperSwitch Myocyte
System (lonOptix Corp.). Die verwendeten Puffer besallen folgende Zusammensetzung (in
mM):

Puffer I: 126 NaCl, 4,4 KCI, 1 MgCl,

Puffer II: 4 NaHCOj;, 10 HEPES, 30 BDM, 11 Glukose, 50 mL Puffer|, ad 1000 mL,
pH 7,3-7,35

Puffer lll: 4 NaHCO3, 10 HEPES, 11 Glukose, 50 mL Puffer I, ad 1000 mL, pH 7,3-7,35
Waschpuffer I: 2 % BSA (w/v), 0,1 CaCl; in Puffer Il

Waschpuffer II: 2 % BSA (w/v), 0,2 CaCl, in Puffer Il

Waschpuffer lll: 2 % BSA (w/v), 0,5 CaCl, in Puffer Il und Puffer lll (Puffer 1l und Il im
Verhaltnis 1 : 1)

2.18 Induktion von Ischamie/Reperfusion

Zur Induktion von Ischamie und darauf folgender Reperfusion wurde ein closed-chest-Modell
verwendet®®. Die chirurgischen Eingriffe wurden von Prof. Dr. med. Joachim Schmitt (Institut
fur Pharmakologie und Klinische Pharmakologie, Universitatsklinikum Duisseldorf)
durchgefuhrt. Die Auslésung der Ischamie/Reperfusion erfolgte durch Annette Kronenbitter
(Institut fur Pharmakologie und Klinische Pharmakologie, Universitatsklinikum Dusseldorf).
10-12 Wochen alte, mannliche Mause des Mausstamms C57BL/6J wurden durch
intraperitoneale Injektion von Ketamin (60 mg/kg Korpergewicht) und Xylazin (10 mg/kg
Kdrpergewicht) narkotisiert. Die narkotisierten Mause wurden intubiert und mit einem
Ventilationsgerat verbunden (Minivent Microventilator, Hugo Sachs). Mittels Heizplatte wurde
die Koérpertemperatur bei 37 °C gehalten. Nach Eréffnung des Thorax und Entfernung des
Perikards wurde der Ramus interventricularis anterior (engl. left anterior descending, LAD)
identifiziert und mit einem 0-7 Prolenfaden unterstochen. Die Enden des Fadens wurden beim
Verschlielen des Thorax in einer subkutanen Tasche platziert. AnschlieRend wurde zur
postoperativen Analgesie Buprenorphin injiziert (0,05-0,1 mg/kg, subkutan, alle 8 Stunden).
Drei Tage nach der initialen Operation wurden die Mause durch inhalative Gabe von Isofluran
(2,0 Vol%) narkotisiert. Die Enden des Fadens wurden freigelegt und vorsichtig zugezogen,
sodass eine Okklusion der LAD resultierte. Die myokardiale Ischamie wurde durch
kontinuierliche Uberwachung der ST-Strecken-Hebung mittels EKG bestatigt. Nach
60-minUtiger Okklusion der LAD wurde der Faden gelockert und die Reperfusion mittels EKG

verifiziert. Nach Wundverschluss erhielten die Mause erneut Buprenorphin (0,05-0,1 mg/kg,
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subkutan, alle 8 Stunden). Die Kontrollgruppe durchlief dieselbe chirurgische Prozedur ohne
Okklusion der LAD. Die Entnahme der Herzen erfolgte 24 Stunden nach der einstiindigen
Ischamie. Die hier aufgeflihrten tierexperimentellen Arbeiten wurden antragsgemaf vorab
durch das Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz des Landes
Nordrhein-Westfalen (LANUV) unter der Antragsnummer Az. 84-02.04.2013.A122 genehmigt.

2.19 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels GraphPad Prism 7.03 Software
(GraphPad Software Inc.). Sofern nicht anders angegeben erfolgte die Darstellung der Daten
als Mittelwerte + Standardabweichung (SD). Zwei Gruppen wurden mittels ungepaartem,
zweiseitigem Student’s t-Test verglichen. Die statistische Auswertung der mittels Phos-Tag™
erhaltenen Daten wurde mittels multipler -Tests durchgeflhrt und die p-Werte anschlielfend
nach der Holm-Sidak-Methode fir multiples Testen korrigiert. Ein p<0,05 wurde als statistisch

signifikant angesehen.

2.20 Verwendete Antikorper

Tabelle 1: Ubersicht der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Antikérper.

Antikorper Verdiinnung Hersteller

RyR2 clone 34C 1:5000 Thermo Fisher Scientific
pRyR2(S2814) 1:5000 Badrilla

pRyR2(S2808) 1:5000 Badrilla

SERCAZ2a clone Y/1F4 1:5000 Badrilla

PLN clone A1 1:5000 Badrilla

phospho-PLN (S16) 1:5000 Badrilla

phospho-PLN (T17) 1:5000 Badrilla

HAX-1 clone 52/HAX-1 1:5000 BD Transduction Laboratories™
S100A1 1:5000 Acris

Cardiac Tnl 1:2000 Cell Signaling Technology®
phospho-Tnl (S23/24) 1:2000 Cell Signaling Technology®
FLAG clone M2 1:10000 Sigma

PKA cat a 1:1000 Cell Signaling Technology®
PP1y 1:5000 Millipore

Goat-anti-rabbit 1gG (H+L) hrp-gekoppelt 1:10000 Rockland

Goat-anti-mouse IgG (H+L) hrp-gekoppelt  1:10000 Rockland

26



Material und Methoden

2.21 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien und Reagenzien.

Verbrauchsmaterialien und Reagenzien

SNAP i.d.® 2.0 Mini Blot Holders (7.5 x 8.4 cm)

Luminata Forte Western HRP-Substrat

Immobilon®-P PVDF-Membran

Fuji Super RX-N

Carestream® Kodak® autoradiography GBX developer/replenisher

Carestream® Kodak® autoradiography GBX fixer/replenisher

Phos-Tag™-Acrylamid

Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)

TEMED

Ammoniumpersulfat

SDS ultra pure fiir die Gelelektrophorese
Benzamidin

PMSF

Merck Millipore Ltd.
Merck Millipore Ltd.
Merck Millipore Ltd.
Fujifilm Europe GmbH
Kodak®

Sigma-Aldrich®

Fujifiim Wako Chemicals

Europe GmbH

Carl Roth®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Carl Roth®
Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich®
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Tabelle 3: Ubersicht der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Geréatschaften.

Gerite
SNAP i.d.® 2.0 Millipore
Microtek ScanMaker i800plus Microtek
Milli-Q Biocel Millipore
Mini-PROTEAN® || Electrophoresis Cell BioRad
Mini Trans-Blot® Cell BioRad
BioRad GelgieRstation BioRad
Ultra-Turrax®, ka® T10 basic, Dispergierwerkzeug S 10 N-5 G Ika®
Dispergierwerkzeug S 10 N-5 G Ika®
Tabelle 4: Ubersicht der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Software.
Software
GraphPad Prism 7.03 GraphPad
Inkscape Inkscape
Image Studio Lite 4.0 Licor
Microsoft Office Microsoft
UGene UGene
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3 Ergebnisse

3.1 Die Rolle von PLN-Pentameren in der Regulation von SERCAZ2a

3.1.1 Molekulare Charakterisierung der Mauslinien TgPLN und TgAFA als Modell fir rein

monomeres Phospholamban

Zur Untersuchung der Funktion von PLN Pentameren wurde die transgene Mauslinie TQAFA
verwendet. Diese exprimiert die PLN-Mutante PLN-AFA kardiomyozytenspezifisch unter der
Kontrolle des myh6-Promotors (Abbildung 7). Wie in Abschnitt 1.2.5 beschrieben, werden bei
der PLN-AFA-Mutante die drei Cysteinreste der Transmembranregion (C36, C41, C46) gegen
Alanin, Phenylalanin und Alanin ausgetauscht (A36, F41, C46). Da diese drei Cysteine fir die
Pentamerbildung von Bedeutung sind, fihrt der Austausch dieser zur Destabilisierung von
Pentameren, sodass deren Bildung vollstéandig verhindert wird. Endogenes Phospholamban
fehlte der Mauslinie TgAFA vollstédndig (PLN-KO). Somit konnten PLN-Monomere in einem
Mausmodell in der Abwesenheit von Pentameren untersucht werden. Zum Vergleich wurde
die Mauslinie TgPLN verwendet. Analog zur Mauslinie TgAFA exprimiert diese Wildtyp-
Phospholamban kardiomyozytenspezifisch unter der Kontrolle des myh6-Promotors.
Endogenes Phospholamban fehlte dieser Linie ebenfalls. Der Unterschied zwischen beiden
Mauslinien bestand somit in der An- bzw. Abwesenheit von PLN-Pentameren und der
AFA-Mutation. Beide Mauslinien waren heterozygot fir das Transgen. Zuséatzlich dazu wurden
PLN-defiziente (PLN-KO) Geschwistertiere aus beiden Mauslinien als Kontrolle in den
Experimenten verwendet. Die Mauslinie PLN-KO wurde freundlicherweise von
Prof. E. Kranias (Department of Pharmacology and Cell Biophysics, University of Cincinnati,
USA) zur Verfuigung gestellt®. Vorarbeiten, durchgefiihrt von Prof. Dr. med Joachim Schmitt,

zeigten keinen Einfluss der Transgenexpression auf Entwicklung und Lebensspanne der

PLN-KO —|:>[x PLN —

—m PLN-AFA .
TgAFA
— (¥ —

—p PLN —
—|:>[s PLN —

Abbildung 7 Schematische Darstellung des genetischen Hintergrunds der verwendeten Mauslinien PLN-KO,
TgAFA und TgPLN. myh6: a-myosine heavy-chain Promotor

TgPLN
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Méause. Die Herzen waren Uber einen Beobachtungszeitraum von 12 Monaten makroskopisch
und histologisch von altersgleichen Wildtyp-Herzen nicht zu unterscheiden.

Zur Bestatigung des reinen Monomercharakters von PLN-AFA wurden western blot-Analysen
durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden die tiefgefrorenen Herzventrikel mechanisch
homogenisiert. Nach Abzentrifugieren unléslicher Bestandteile wurden die Ubersténde mit
Ladepuffer versetzt und fur die Analysen eingesetzt. Es wurden jeweils gleiche Proteinmengen
analysiert. In ventrikuldren Herzgewebe-Lysaten der Linie TgAFA wurden lediglich
PLN-Monomere (~6 kDa), jedoch keine Pentamere (~25 kDa) detektiert (Abbildung 8 A, oben).
Die Linie TgPLN zeigte Pentamere und Monomere in einem vergleichbaren Verhaltnis wie

Wildtyp-Mause. Zur weiteren Charakterisierung der beiden Mauslinien wurde die
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Abbildung 8 Vergleich der Transgenexpression in Herzventrikeln der Mauslinien TgPLN und TgAFA. (A) Die
Menge von PLN-Monomeren war in der Mauslinie TJAFA durch die fehlende Pentamerbildung signifikant erhéht
(oben). Zur besseren Vergleichbarkeit der Proteinexpression wurden die Pentamere durch 5-minitiges Erhitzen
auf 95 °C in Monomere zerlegt. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Proteinexpression der
Transgene zwischen den Mauslinien TgPLN und TgAFA (unten). (B) Der in der vorliegenden Arbeit verwendete
anti-PLN-Antikdrper ist spezifisch fir PLN und zeigte kein Signal in PLN-defizienten Herzventrikel-Lysaten.
PLN-KO: PLN-defiziente Mause, Wt: Wildtyp, PLN: Phospholamban, cTnl: kardiales Troponin I, P: Pentamer,
M:Monomer, RT: Raumtemperatur, PLNm: PLN-Monomere, IB: Immunoblot, Mittelwerte + SD, n=8 Herzen pro
Gruppe, ****P<0,0001, ungepaarter t-Test.
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Proteinexpression der Transgene mittels western blot-Analyse quantifiziert. Die Proben
wurden vor der Proteinexpressionsanalyse flir 5 Minuten auf 95 °C erhitzt. Da PLN-Pentamere
nicht hitzestabil sind, fihrte dies zum Zerfall der Pentamere in Monomere. Dies ermdéglichte
eine bessere Vergleichbarkeit der PLN-Expression. Die Proteinexpression beider Transgene
war nicht signifikant voneinander verschieden (Abbildung 8 A, unten). Auf Grund der fehlenden
Pentamerbildung wies die Mauslinie TQAFA jedoch eine etwa zweifach gréRere Menge an
Monomeren auf (Abbildung 8, oben, P<0,0001). Die Expressionsstarke beider Transgene war
vergleichbar mit der PLN-Proteinexpression von Wildtyp-Mausen. Somit lagen annahernd
physiologische Proteindosen vor, sodass Artefakte durch eine unphysiologisch hohe
Uberexpression unwahrscheinlich sind. Zur Kontrolle der Spezifitat des in dieser Arbeit
verwendeten anti-PLN-Antikbrpers wurden Herzventrikel-Lysate der PLN-defizienten
Mauslinie PLN-KO verwendet. Mit diesem Antikorper zeigte sich keinerlei Signal in
Herzgewebe-Lysaten aus PLN-KO-Mausen (Abbildung 8 B).

3.1.2 Der kardiomyozytare Kalziumkreislauf in isolierten Kardiomyozyten in An- und

Abwesenheit von PLN-Pentameren

Die funktionellen Messungen des kardiomyozytaren Kalziumkreislaufs an isolierten
Kardiomyozyten sowie die Datenauswertung dieser Messungen wurden von Annette
Kronenbitter, Institut  fir Pharmakologie und Klinische Pharmakologie des
Universitatsklinikums Duasseldorf, durchgefihrt. lhre Ergebnisse sind in Abbildung 9
zusammengefasst. Zellen aus TgPLN zeigten im Vergleich mit PLN-KO-Zellen eine
verlangsamte Kalziumelimination aus dem Zytosol (Abbildung 9, P<0,01). Im Gegensatz dazu
war die Kalziumelimination in TgAFA- im Vergleich mit PLN-KO Kardiomyozyten nur
tendenziell, jedoch nicht signifikant langsamer. Die zytosolische Kalziumelimination verlief in
TgAFA-Kardiomyozyten signifikant schneller als in TgPLN (P<0,05, TgAFA vs. TgPLN). Die
Stimulation mit Isoproterenol beschleunigte die Kalziumelimination in TgPLN- starker als in
TgAFA-Kardiomyozyten. Die Geschwindigkeit der Kalziumelimination war nach Stimulation in
beiden Linien nicht mehr signifikant voneinander verschieden. Kardiomyozyten aus PLN-KO
reagierten nicht mit einer Steigerung der Geschwindigkeit der zytosolischen
Kalziumelimination auf die Isoproterenol-Stimulation.

Zusammenfassend kann gefolgert werden, dass PLN die SERCA2a unter basalen
Bedingungen starker als PLN-AFA inhibiert. Durch B-adrenerge Stimulation konnte der
inhibitorische Effekt in beiden Mauslinien nahezu vollstandig aufgehoben werden. Da der
SERCAZ2a-inhibitoritsche Effekt von PLN-Monomeren Uberwiegend durch die PKA-abhangige
Phosphorylierung an S16 reguliert wird, deutete dies auf einen unterschiedlichen
Phosphorylierungsstatus von PLN-Monomeren in den beiden Mauslinien hin. Aus diesem
Grund wurde im Folgenden die Phosphorylierung von Pentameren sowie Monomeren in

ventrikularem Herzgewebe dieser Mauslinien untersucht.
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Abbildung 9 Untersuchung des Einflusses von PLN-Pentameren auf die zytosolische Kalziumelimination.
Messungen von Kalziumtransienten (Fura-2-Methode) in aus Herzen der Mauslinien PLN-KO, TgPLN und TgAFA
isolierten Kardiomyozyten unter basalen Bedingungen (BL), sowie nach Stimulation mit 100 nM Isoproterenol (ISO);
n=10 M&use pro Gruppe (10 Zellen pro Maus); Mittelwert £ SEM; Messungen und Datenauswertung durchgefuhrt
von Annette Kronenbitter, Institut fir Pharmakologie und klinische Pharmakologie des Universitatsklinikums
Dusseldorf.

3.1.3 Basaler Phosphorylierungszustand von PLN-Monomeren und -Pentameren an den

Phosphorylierungsstellen S16 und T17

Zur Untersuchung des Phosphorylierungszustandes von PLN-Monomeren und Pentameren
wurden western blot-Analysen von Herzventrikel-Lysaten der Mauslinie TgPLN durchgefuhrt.
Hierbei wurden Monomere und Pentamere gelelektrophoretisch voneinander getrennt und
deren Phosphorylierung mittels phospho-S16-spezifischer Antikérper quantifiziert. In
denselben Proben wurden parallel dazu die Gesamtmengen von PLN-Monomeren
und -Pentameren mit Hilfe von anti-PLN-Antikérpern, die PLN unabhdngig von seinem
Phosphorylierungszustand detektieren, bestimmt und die Phosphorylierungssignale darauf
normalisiert. PLN-Pentamere zeigten unter basalen Bedingungen eine ca. 2,4-fach starkere
PKA-abhangige Phosphorylierung an S16 als Monomere (Abbildung 10 A, P<0,05). Neben der
PKA-abhangigen = S16-Phosphorylierung  moduliert auch die  CaMKIl-abhéngige
Phosphorylierung an T17 die SERCAZ2a-inhibitorische Aktivitdt von PLN. Aus diesem Grund
wurde der Phosphorylierungszustand von Monomeren und Pentameren an T17 untersucht. Im
Gegensatz zur PKA-abhangigen Phosphorylierung war die CaMKIll-abhéngige
Phosphorylierung an T17 zwischen Monomeren und Pentameren nicht signifikant voneinander

verschieden (Abbildung 10 B). Zusammenfassend zeigen die Daten, dass PLN-Pentamere
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unter basalen Bedingungen starker an S16 phosphoryliert vorliegen als Monomere. Dieser
Effekt schien zudem spezifisch fir die PKA-abhdngige Phosphorylierung zu sein, da er die

CaMKIll-abhangige Phosphorylierung an T17 nicht betraf.
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Abbildung 10 Untersuchung des basalen Phosphorylierungszustands von PLN-Monomeren
und -Pentameren. Western blot-Analyse der beiden PLN-Phosphorylierungsstellen (S16 und T17) mittels
phosphospezifischer Antikdrper in Herzventrikel-Lysaten der Mauslinie TgPLN. P: Pentamer, M: Monomer,
Mittelwert + SD, n=6-7, *P<0,05.

3.1.4 Das Verhéltnis von PLN-Pentameren zu Monomeren in ventrikuldren

Herzgewebe-Lysaten der Maus in Abhangigkeit vom Phosphorylierungszustand

Auf Grund von Ergebnissen aus in vitro Studien wurde die Hypothese aufgestellt, dass
PLN-Pentamere als rein passive, inaktive PLN-Fraktion eine Rolle bei der Speicherung
inaktiver Monomere besitzen3?°'%2, Grundlage fir diese Hypothese war die Beobachtung,
dass PLN-Monomere SERCAZ2a direkt inhibieren. Zudem schlugen diese Studien ein
dynamisches Gleichgewicht zwischen Pentameren und Monomeren in Abh&ngigkeit vom
Phosphorylierungszustand vor, wobei inaktive, phosphorylierte Monomere verstéarkt
Pentamere bilden. Da dies eine mdgliche Ursache fir die beobachtete verstarkte
Phosphorylierung von Pentameren darstellte, wurde eine Beteiligung dieser Mechanismen im
Mausmodell ndher untersucht. Zu diesem Zweck wurden die Mengenverhdltnisse von

Pentameren und Monomeren in Abh&ngigkeit vom Phosphorylierungszustand quantifiziert.
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Dabei wurden Herzventrikel-Lysate von narkotisierten (basal) und mit Isoproterenol
stimulierten Mausen verglichen. Hierbei fihrt Isoproterenol zu einer Aktivierung der PKA, was
im Vergleich zu basalen Bedingungen in einer Zunahme der PLN-Phosphorylierung an S16
resultiert. western blot-Analysen der Mauslinie TgQPLN zeigten unter basalen Bedingungen ein
mittleres Verhaltnis von Pentameren zu Monomeren von 1,9 :1. Die Stimulation mit
Isoproterenol filhrte zu einer deutlichen Zunahme der PLN-Phosphorylierung an S16. Nach
Stimulation zeigte sich keine signifikante Veranderung des Verhaltnisses von Pentameren zu
Monomeren (Abbildung 11). Eine Veranderung dieses Verhéltnisses in Abhangigkeit des
Phosphorylierungszustands scheint somit in Mausherzen nicht fir die starkere

Pentamerphosphorylierung verantwortlich zu sein.
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Abbildung 11 Untersuchung der Abhéngigkeit des Verhéltnisses von Pentameren zu Monomeren vom
Phosphorylierungszustand. Western blot-Analysen von Herzventrikel-Lysaten der Mauslinie TgPLN unter
basalen Bedingungen und nach Stimulation mit Isoproterenol (107 M, i. p.). P: Pentamer, M: Monomer, BL:
Basalbedingungen, ISO: Isoproterenol, Mittelwert + SD, n=5-13.
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3.1.5 Basaler Phosphorylierungszustand der PKA-abhangigen Phosphorylierungsstelle S16
in TgPLN und TgAFA

Im Folgenden wurde der Phosphorylierungszustand der funktionell aktiven,
SERCAZ2a-inhibitorischen PLN-Monomere in An- bzw. Abwesenheit von Pentameren
untersucht. Hierzu wurden western blot-Analysen mit einem anti-phospho-PLN (S16)
Antikérper in Herzventrikel-Lysaten der Mauslinien TgPLN und TgAFA durchgefiihrt. Die
Bestimmung der Gesamtmenge an PLN erfolgte mittels anti-PLN-Antikérper. Die Signale von
S16-phosphorylierten PLN-Monomeren wurden auf die Gesamtmenge an PLN-Monomeren
normalisiert. Da die Linie TgAFA auf Grund der fehlenden Pentamerbildung eine etwa
zweifach gréere Menge an Monomeren besitzt, wurden vergleichbare Mengen an
PLN-Monomeren analysiert. Auf diese Weise konnte die Signalquantifizierung fur beide
Mauslinien vergleichend auf derselben PVDF-Membran im linearen Bereich der Detektion
durchgefuhrt werden. Die Aktivitdt der PKA und damit der S16-Phosphorylierungszustand von
PLN hangen direkt von der Sympathikusaktivitat ab. Deshalb wurde versucht, diesen externen
Faktor in den Analysen des basalen Phosphorylierungszustands weitgehend zu reduzieren.
Zu diesem Zweck wurden narkotisierte Mause fir diese Analysen verwendet (basal, BL). Unter
basalen Bedingungen lagen Pentamere in der Mauslinie TgPLN im Vergleich zu den
Monomeren etwa zweifach starker S16-phosphoryliert vor. In Herzventrikel-Lysaten der
Mauslinie TJAFA wurden dagegen keinerlei Pentamere detektiert. Es zeigte sich eine 3,3-fach
starkere S16-Phosphorylierung von PLN-Monomeren, wenn keine Pentamere zugegen waren
(Abbildung 12, P<0,001). Das Vorhandensein von Pentameren reduzierte folglich die
PKA-abhangige PLN-Phosphorylierung (S16) von Monomeren.
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Abbildung 12 Die PKA-abhédngige S16-Phosphorylierung von PLN-Monomeren in An- bzw. Abwesenheit von
Pentameren. Western blot-Analyse der PLN-Monomerphosphorylierung (S16) in je zwei reprasentativen
Herzventrikel-Lysaten der Mauslinien TgPLN und TgAFA unter basalen Bedingungen. Es wurden vergleichbare
Mengen an Monomeren eingesetzt und quantifiziert. P: Pentamer, M: Monomer, p-PLNwm: phosphorylierte
PLN-Monomere. PLNu: Gesamtmenge and PLN-Monomeren, Mittelwert £ SD, n=6, ***P<0,001.
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3.1.6 Basaler Phosphorylierungszustand der CaMKIl-abhé&ngigen Phosphorylierungsstelle
T17 in TgPLN und TgAFA

Da die PLN-Aktivitat auch Uber die CaMKIl-abhangige Phosphorylierungsstelle T17 reguliert
wird, wurde der Phosphorylierungszustand dieser Stelle in den Mauslinien TgPLN und TgAFA
untersucht. Zu diesem Zweck wurde ein anti-phospho-PLN (T17)-Antikérper verwendet. Wie
in den vorausgegangenen Versuchen zum Phosphorylierungszustand an S16 wurden auch
hier vergleichbare Mengen an PLN-Monomeren analysiert und die Mause vor Tétung
narkotisiert. Der Phosphorylierungszustand von PLN-Monomeren an T17 zeigte sich durch die
Abwesenheit von Pentameren unbeeinflusst (Abbildung 13). Zusammenfassend fihrte das
Vorhandensein von Pentameren unter basalen Bedingungen zu einer Reduktion der

Phosphorylierung an S16, jedoch nicht an T17.

2 558 58 3¢
o < o < o < o <
o O o O o O O
=  F =
=
— -— = 2,5‘
) :
20
"“GJ’
P—| "8 - . . E§1,5.
o b§1’0_o
E(—U ol N
5 205
M— Dl'v ) =
L. E B E ) s - e a0,0-2<
1 L
o <
o O
[

IB: PLN IB: p-PLN (T17)

Abbildung 13 Die CaMKIl-abhéngige Phosphorylierung von PLN-Monomeren in An- bzw. Abwesenheit von
Pentameren. Western blot-Analyse der Monomerphosphoylierung (T17) in je zwei représentativen
Herzventrikel-Lysanten der Mauslinien TgPLN und TgAFA unter basalen Bedingungen. Es wurden vergleichbare
Mengen an Monomeren eingesetzt und quantifiziert. P: Pentamer, M: Monomer, p-PLNwm: phosphorylierte
PLN-Monomere, PLNm: Gesamtmenge an PLN-Monomeren, Mittelwert + SD, n=7-8.
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3.1.7 Phosphorylierungszustand der PKA-abhéngigen Phosphorylierungsstelle S16 in
TgPLN und TgAFA nach Stimulation der PKA-Aktivitat

Zur naheren Charakterisierung des beobachteten Effekts der reduzierten
S16-Phosphorylierung von Monomeren in Anwesenheit von Pentameren, wurde der
S16-Phosphorylierungszustand bei gesteigerter PKA-Aktivitat untersucht. Hierzu wurden die
Mause mit Isoproterenol (5 ug, i. p.) behandelt. Als B-Sympathomimetikum fihrt diese
Substanz zu einem Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration. Als Folge steigt die
Aktivitdt der PKA an. Die Behandlung fiihrte in TgPLN und TgAFA zu einem Anstieg des
Anteils S16-phosphorylierter PLN-Monomere. Im Gegensatz zu basalen Bedingungen zeigte
der S16-Phosphorylierungszustand von Monomeren nach PKA-Stimulation keinen

signifikanten Unterschied zwischen den beiden Mauslinien (Abbildung 14).
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Abbildung 14 PKA-abhdngige Phosphorylierung von PLN-Monomeren bei verstarkter PKA-Aktivitidt in An-
bzw. Abwesenheit von Pentameren. Western blot-Analyse der Monomerphosphorylierung (S16) in je zwei
reprasentativen Herzventrikel-Lysaten der Mauslinien TgPLN und TgAFA nach Stimulation mit Isoproterenol
(5 ug, i. p.). Es wurden vergleichbare Mengen an PLN-Monomeren eingesetzt und quantifiziert. P: Pentamer, M:
Monomer, p-PLNwm: phosphorylierte PLN-Monomere, PLNm: Gesamtmenge an PLN-Monomeren, IB: Immunoblot,
Mittelwert £ SD, n=6.

Zusammengenommen verringerten PLN-Pentamere unter basalen Bedingungen die
PKA-abhangige Phosphorylierung von Monomeren, wéhrend sie nach Stimulation der
PKA-Aktivitéat eine ausgeprégte Phosphorylierung der Monomere zulief3en. Der Effekt war
unter basalen Bedingungen spezifisch fur die PKA abhéngige, jedoch nicht fur die CaMKII-
abhangige Phosphorylierung.

3.1.8 Untersuchung des Phosphorylierungszustands von PLN-Monomeren mittels
Phos-Tag™ SDS-PAGE

Da phosphospezifische Antikérper haufig keine absolute Spezifitat flir das phosphorylierte
Epitop aufweisen, sollten die Ergebnisse mit einer unabhéngigen Methode verifiziert werden.

Unabhangig von phosphospezifischen Antikdrpern gegen phospho-PLN (S16 bzw. T17) wurde
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der Phosphorylierungszustand von PLN-Monomeren mittels Phos-Tag™ SDS-PAGE
analysiert (Abbildung 15). Mit dieser Methode konnte phosphoryliertes und
nicht-phosphoryliertes PLN im Gel getrennt und mit einem einzigen Antikérper in einem Bild
beurteilt werden. Die Detektion phosphorylierter und nicht phosphorylierter Monomere erfolgte
hierbei mittels anti-PLN-Antikorper. Im Gegensatz zur Mauslinie TgPLN lagen PLN-Monomere
der Linie TgAFA unter basalen Bedingungen starker ein- und zweifach phosphoryliert vor
(Abbildung 15, links). In der Linie TgPLN lag der GrofRteil der Monomere unter diesen
Bedingungen dephosphoryliert vor. Die Auftrennung der Monomere der Linien TgPLN und
TgAFA in der Gelelektrophorese erwies sich technisch schwierig. Deshalb wurden dafir die
Mauslinien TgF-PLN und TgF-AFA verwendet, da die N-terminale FLAG-Markierung die
Auftrennung von Monomeren mit dieser Methode verbesserte (Abbildung 15, rechts). Die
Detektion erfolgte hier mittels anti-FLAG-Antikérper. Unter basalen Bedingungen lagen die
Monomere in der Mauslinie TgF-PLN wie in der Linie TgPLN Uberwiegend dephosphoryliert
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Abbildung 15 Analyse des Phosphorylierungszustands von PLN-Monomeren (PLNwm) in der An- und
Abwesenheit von PLN-Pentameren mittels phosphate mobility shift assay (Phos-Tag™).
Phos-Tag™-Analysen von PLN- bzw. PLN-AFA-Monomeren ohne (TgPLN und TgAFA) und mit N-terminaler
FLAG-Markierung (TgF-PLN und TgF-AFA). PLNm: PLN-Monomere; po: unphosphorylierte Monomere; p1: einfach
phosphorylierte Monomere; p2: zweifach phosphorylierte Monomere; Mittelwert + SD, n=6-7 Mause, multiple
t-Tests, P-Wert korrigiert fir multiples Testen nach der Holm-Sidak-Methode, **P<0,01.

Der Anteil zweifach phosphorylierter Monomere lag in den Mauslinien TgF-PLN und TgF-AFA
bei weniger als 3 % und in einigen Fallen unterhalb der Detektionsgrenze. In Abwesenheit von
Pentameren zeigte sich in der Mauslinie TgF-AFA ein 3,8-fach hdéherer Anteil einfach
phosphorylierter PLN-Monomere im Vergleich zu TgF-PLN (TgF-PLN: 6 %, TgF-AFA: 22,8 %,
P<0,01). Der Anteil nicht phosphorylierter, aktiver Monomere war dagegen in der Linie
TgF-AFA signifikant reduziert (TgF-PLN: 94 %, TgF-AFA: 76,3 %, P<0,01). Somit konnte das
Ergebnis einer geringeren Phosphorylierung von Monomeren in der Anwesenheit von
Pentameren unabhangig von phosphospezifischen Antikérpern in zwei zusatzlichen
unabhéngigen Mausmodellen bestétigt werden. Durch Verwendung dieser Methode konnte
die Veranderung des Phosphorylierungszustands zudem mit zwei weiteren Antikérpern

(anti-PLN und anti-FLAG) bestétigt werden.
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3.1.9 Phosphorylierungszustand von PLN-Pentameren nach B-adrenerger Stimulation

Zur  weiteren Abklarung der  Mechanismen, durch die Pentamere den
S16-Phosphorylierungszustand  von  PLN-Monomeren  beeinflussten, wurde der
Phosphorylierungszustand von Pentameren mittels Phos-Tag™ analysiert. Hierzu wurde die
Mauslinie TgF-PLN verwendet, da die N-terminale FLAG-Markierung die Auftrennung der
Pentamere mit dieser Methode ermdglichte. Unter basalen Bedingungen zeigten Pentamere
in der Phos-Tag™-Analyse vier Banden (Abbildung 16). Nach B-adrenerger Stimulation
(Isoproterenol, 5 ug, i. p.) zeigte sich eine Zunahme der Pentamerphosphorylierung an S16
(Abbildung 16, rechts). Da jedes Protomer eines Pentamers zwei Phosphorylierungsstellen
besitzt, wédren insgesamt 11 Phosphorylierungszustande fiir PLN-Pentamere mdglich
(nicht-phosphoryliert und 1-10 Phosphorylierungen). Da in der Mauslinie TgF-PLN jedoch
Heteropentamere verschiedener Mengenverhéltnisse von F-PLN und PLN vorliegen, welche
durch die etwa 1 kDa grof3e N-terminale FLAG-Markierung unterschiedliche Massen besitzen,
konnten die Banden in dieser Analyse nicht zweifelsfrei der Anzahl der Phosphatreste eines
Pentamers zugeordnet werden. Das Vorliegen von Heteropentameren fuhrt im Vergleich zu
Wildtyp-PLN-Pentameren zu einer noch gréeren Zahl theoretisch méglicher Banden in der
Phos-Tag™-Analyse, da jede Heteropentamerspezies theoretisch diese 11
Phosphorylierungszustande besitzt. Trotz B-adrenerger Stimulation mit einer hohen Dosis
Isoproterenol wurden hier jedoch nur maximal sechs Banden identifiziert. Das theoretische
Maximum der Pentamerphosphorylierung wurde dementsprechend nach [-adrenerger
Stimulation nicht erreicht. Unter denselben Bedingungen B-adrenerger Stimulation zeigte die
S16-Phosphorylierung der PLN-Monomere in An- oder Abwesenheit von Pentameren keine
Unterschiede (vgl. 3.1.7, Abbildung 14). Zusammenfassend erlauben PLN-Pentamere die
uneingeschréankte S16-Phosphorylierung der Monomere bereits bei submaximaler

Pentamerphosphorylierung.
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Abbildung 16 Analyse des Phosphorylierungszustands von PLN-Pentameren in der Mauslinie TgF-PLN
mittels phosphate mobility shift assay (Phos-Tag™). Die Analyse erfolgte in Herzventrikel-Lysaten
narkotisierter (-Iso) und mit Isoproterenol stimulierter (+lso) Mause. IB: Immunoblot, FLAG: anti-FLAG-Antikorper,
p-PLN (S16): anti-phospho-PLN (S16)-Antikérper, Iso: Isoproterenol.
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3.1.10 Phosphorylierungszustand weiterer Zielproteine der PKA in den Mauslinien TgPLN und
TgAFA

Die beobachteten Unterschiede in der PKA-abhangigen Phosphorylierung von
PLN-Monomeren in An- bzw. Abwesenheit von Pentameren warfen die Frage auf, inwiefern
diese durch Unterschiede in der Aktivitat der PKA zwischen den verwendeten Mauslinien
beruhen. Um diese Frage zu addressieren, wurde der Phosphorylierungszustand weiterer
PKA-abhangiger Phosphorylierungsstellen in den Mauslinien TgPLN und TgAFA mittels
phosphospezifischer  Antikdrper  untersucht. Zu diesem Zweck wurden die
Phosphorylierungszustdnde  der  PKA-abh&ngigen Phosphorylierungsstellen von
kardialem Troponin | (cTnl, S23/24) und Ryanodinrezeptor-2 (RyR2, S2808) analysiert
(Abbildung 17). Die Signale der phosphospezifischen Antikérper wurden dabei auf die
Gesamtmengen des jeweiligen Proteins in der Probe normalisiert. Es bestand kein
signifikanter Unterschied bezuglich des Phosphorylierungszustands von Troponin | an den
Serinresten 23 und 24.
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Abbildung 17 Die Expression und PKA-abhdngige Phosphorylierung von Troponin-l in den Mauslinien
TgPLN und TgAFA. Western blot-Analyse von je zwei représentativen Herzventrikel-Lysaten der Linien TgPLN
und TgAFA. cTnl: kardiales Troponin-I, p-cTnl: phosphoryliertes kardiales Troponin-l (S23/24), Mittelwert + SD,
n=7-8.

Zur Analyse des Phosphorylierungszustands von Ryanodinrezeptor-2 (RyR2) an S2808
wurden Mikrosomenpraparationen aus den Herzventrikeln beider Mauslinien verwendet.
Hierbei war der Phosphorylierungszustand zwischen den beiden Mauslinien nicht signifikant

voneinander verschieden (Abbildung 18).
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Eine unterschiedliche PKA-Aktivitdt zwischen den Mauslinien TgPLN und TgAFA scheint
demnach nicht ursachlich fur die beobachtete Veranderung des Phosphorylierungszustands

von PLN-Monomeren in Abwesenheit von Pentameren zu sein.
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Abbildung 18 Die PKA-abhangige Phosphorylierung von Ryanodinrezeptor-2 in den Mauslinien TgPLN und
TgAFA. Western blot-Analyse von Mikrosomenpraparationen aus Herzventrikeln der Linien TgPLN und TgAFA.
RyR2: Ryanodinrezeptor-2; p-RyR2 (2808): S2808-phosphorylierter Ryanodinrezeptor-2; Mittelwert + SD, n=6.

3.1.11 Untersuchung der Protein-Protein-Interaktion zwischen PLN und HAX-1 in An- und

Abwesenheit von PLN-Pentameren

Da HAX-1 etwa 50 % der SERCAZ2a Inhibition durch PLN vermittelt®”, wurde dessen Interaktion
mit PLN in der An- bzw. Abwesenheit von Pentameren untersucht. Zu diesem Zweck wurden
Co-Immunoprazipitationsversuche durchgefihrt. Da die Proteinexpression von HAX-1 in
Kardiomyozyten gering ausgepragt ist, wurden fir diesen Versuch transfizierte HEK293-Zellen
als Modell verwendet. Diese Zellen exprimieren endogen das ~32 kDa grofe HAX-1 und
wurden mit N-terminal FLAG-markiertem PLN (F-PLN) bzw. PLN-AFA (F-AFA) transfiziert.
Durch Verwendung der N-terminalen FLAG-Markierung konnte die Immunoprazipitation
mittels anti-FLAG-Antikérpern durchgefiihrt werden. Dies war nétig, um die Effizienz der
Immunoprazipitation und damit die Ausbeute an immunoprézipitiertem PLN zu steigern. Nach
der Immunoprazipitation wurde co-immunoprazipitiertes HAX-1 mittels western blot und
anti-HAX-1-Antikérper detektiert. Es wurden vergleichbare Gesamtmengen von F-PLN und
F-AFA immunoprézipitiert (Abbildung 19, links). Die mit F-PLN und F-AFA
co-immunoprazipitierten ~ Mengen  von  HAX-1 waren  ebenfalls  vergleichbar
(Abbildung 19, rechts). Eine veranderte Interaktion mit HAX-1 scheint demnach nicht fur die
beobachteten Unterschiede beziiglich der SERCA2a-Inhibition verantwortlich zu sein. Darlber
hinaus scheint die Protein-Protein-Interaktion von HAX-1 und PLN unabhangig vom
Oligomerisierungszustand stattzufinden. Als Kontrolle fur eine mdgliche unspezifische, von
PLN unabhangige Prazipitation von HAX-1 wahrend der Co-Immunoprazipitation wurden mit
unmarkiertem PLN transfizierte Zellen verwendet. Im anti-FLAG-Prazipitat dieses Zelllysats
zeigte sich eine sehr schwache HAX-1 Bande, welche die unspezifische Bindung von HAX-1

an die prazipitierten Dynabeads® widerspiegelt.
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Abbildung 19 Untersuchung der Protein-Protein-Interaktion zwischen PLN und HAX-1 in An- und
Abwesenheit von PLN-Pentameren. Co-Immunoprézipitationsversuche in transfizierten HEK293-Zellen zeigten
vergleichbare Mengen von gebundenem HAX-1 zwischen F-PLN und F-PLN-AFA. F-PLN / F-PLN-AFA: N-terminal
FLAG-markiertes PLN bzw. PLN-AFA; PLN: wildtypisches Phospholamban; IP: Immunoprézipitation; IB:
Immunoblot; P: Pentamer; M: Monomer.

3.2 Die Bedeutung von PLN-Pentameren flr die Pathogenese der durch die

PLN-Mutation R9C verursachten dilatativen Kardiomyopathie
Die von Schmitt et al. identifizierte heterozygote PLN-Mutation R9C fihrt in der 2. bis 3.
Lebensdekade zur Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopathie in Menschen®. Der zu
Grunde liegende Mechanismus beruht auf der Unterdriickung der Phosphorylierung von
Wildtyp-PLN, das im heterozygoten Organismus etwa gleich stark exprimiert vorliegt wie
PLN-R9C. Als Folge dessen kommt es zu einer ibermafigen Inhibition von SERCAZ2a. Dieser
dominant wirkende Phosphorylierungsdefekt des PLN wurde als pathogenetische Ursache fir
die spatere Erkrankung postuliert>>%. Im Folgenden sollte der Phosphorylierungsdefekt niher
charakterisiert werden und die Hypothese Uberprift werden, inwiefern PLN-Pentamere fir die

Pathogenese der Erkrankung von Bedeutung sein kdnnten.

3.2.1 Mauslinien zur Charakterisierung des dominanten Phosphorylierungsdefekts von
PLN-R9C

Zur Charakterisierung des Phosphorylierungszustands von PLN-R9C sowie Wildtyp-PLN
wurden die zur Verfigung gestellten Mauslinien TgF-R9C und TgF-PLN verwendet. Diese
exprimieren N-terminal FLAG-markiertes PLN (TgF-PLN) bzw. PLN-R9C (TgF-R9C)
kardiomyozytenspezifisch unter der Kontrolle des myh6-Promotors (Abbildung 20).

Die N-terminale FLAG-Markierung wurde verwendet, da die R9C-Mutation zur Zerstérung des

Epitops flur kommerziell erhéltliche anti-PLN-Antikérper fihrt. Somit konnte PLN trotz
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RIC-Mutation mittels anti-FLAG-Antikdrper detektiert werden. Zum Vergleich mit
wildtypischem PLN wurde die Linie TgF-PLN verwendet. Zur Untersuchung einer méglichen
Beteiligung von PLN-R9C-Pentameren an der Pathogenese der Erkrankung wurde zusatzlich
die Mauslinie TgF-AFA-R9C verwendet. Auch in dieser Mauslinie erfolgte die Expression des
Transgens unter Kontrolle des myh6-Promotors. Beim exprimierten Protein handelt es sich um
eine N-terminal FLAG-markierte Kombination aus PLN-AFA- und PLN-R9C-Mutationen
(F-AFA-R9C). Die AFA-Mutationen fihrt dabei wie in 3.1.1 erlautert zu einer Unterdriickung
der Bildung von PLN-Pentameren. Somit konnte der Einfluss der R9C-Mutation auf den
Phosphorylierungszustand von endogenem Wildtyp-PLN untersucht werden, ohne dass
PLN-R9C an einer Pentamerbildung beteiligt war. Da alle drei Mauslinien am N-Terminus der
Transgene ein FLAG-Epitop tragen, konnten die verschiedenen PLN-Varianten mit demselben
Antikdrper bei gleicher Bindungsaffinitat detektiert werden.

Alle hier genannten Mauslinien exprimierten zuséatzlich zu den Transgenen endogenes

Wildtyp-PLN. Frihere Untersuchungen, durchgefuhrt von Prof. Dr. med. Joachim Schmitt,

TgROC m PLN-R9C —
TgF-R9C —m FLAG | PLN-R9C -
TgF-PLN —m FLAG | PLN -
TgF-AFA-RIC —m FLAG | PLN-AFA-ROC —

Abbildung 20 Schematische Darstellung der Transgenkonstrukte der Mauslinien TgR9C, TgF-R9C, TgF-PLN
und TgF-AFA-R9C. myh6: a-myosin heavy chain Promotor, FLAG: N-terminale Markierung mit FLAG-Epitop.

zeigten, dass die Mauslinie TgF-R9C ebenso wie die Linie TgR9C altersabhangig eine
dilatative Kardiomyopathie entwickelte und phanotypisch nicht von altersgleichen Mausen der

Linie TgR9C zu unterscheiden war.
3.2.2 Untersuchung der Oligomerisierung von F-R9C

Zunachst sollten die N-terminal FLAG-markierten PLN-Konstrukte F-PLN und F-R9C in den
beiden Mauslinien TgF-PLN und TgF-R9C hinsichtlich ihrer Féhigkeit zur Oligomerisierung
charakterisiert werden. Da das FLAG-Peptid ca. 1kDa grol3 ist, wanderten die
FLAG-markierten Proteine wahrend der Elektrophorese langsamer durch das Gel und wurden
im western blot entsprechend oberhalb des endogenen PLN detektiert. Da auch F-R9C nicht
vom PLN Antikérper erkannt wurde (Abbildung 21, rechts), konnten F-R9C (mittels
anti-FLAG-Antikérper) und endogenes, wildtypisches PLN (mittels anti-PLN-Antikdrper) klar

voneinander abgegrenzt untersucht werden. In western blot-Analysen zeigte F-PLN
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Pentamere und Monomere. F-R9C zeigte im Vergleich zu F-PLN eine zuséatzliche Bande bei
~15 kDa (Abbildung 21, links). Unter reduzierenden Bedingungen war diese nicht zu
detektieren (Abbildung 21, Mitte). Im Einklang mit Ha et al.®® handelt es sich bei dieser Bande
wahrscheinlich um Dimere, welche PLN-R9C nach Oxidation bildet. Darliber hinaus zeigte
F-ROC im Vergleich zu F-PLN zusatzliche Banden im Molekulargewichtsbereich >35 kDa.
Auch diese Proteinaggregate wurden unter reduzierenden Bedingungen nicht detektiert.

Endogene PLN-Pentamere zeigten in den Mauslinien TgF-PLN und TgF-R9C nach der
gelelektrophoretischen Auftrennung ein unterschiedliches Bandenmuster. Im Vergleich zu
Wildtyp-M&usen zeigten sich die zusatzlichen Banden oberhalb von 25 kDa. Diese wurden
sowohl mit dem anti-FLAG- als auch dem anti-PLN-Antikdrper detektiert, was ebenso wie das
hdhere Proteingewicht auf eine Bildung von Heteropentameren zwischen endogenem PLN
und dem durch die FLAG-Markierung etwa 1 kDa gré3eren F-PLN bzw. F-R9C schliel3en lasst.
Zusammenfassend ist festzustellen, dass F-R9C unter Beteiligung des Cysteins an Position 9
verschiedene disulfidbriickenabhédngige Proteinaggregate bildet und wie F-PLN mit

endogenem, wildtypischen PLN innerhalb der Pentamere interagieren kann.

TgF-PLN
TgF-ROC
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a o e = =
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- TgP—. . I .’
TgP — .
TgD— —
TgM —| .
TgM—| R TgM—| & & M —| - -
IB: FLAG IB: FLAG IB: PLN
+DTT +DTT

M: Monomer (7 kDa)
D: Dimer (15 kDa)
P: Pentamer (35 kDa)

Abbildung 21 Untersuchung der Oligomerisierung von F-R9C. Western blot-Analyse von Herzventrikel-Lysaten
der Mauslinien TgF-PLN und TgF-R9C im Vergleich mit Lysaten wildtypischer Mause. Wt: Wildtyp, Tg: Transgen,
M: Monomer, D: Dimer, P: Pentamer, DTT: Dithiothreitol, IB: Immunoblot
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3.2.3 Untersuchung der Protein-Protein-Interaktion zwischen F-R9C und SERCA2a

Da die R9C-Mutation zur Bildung verschiedener disulfidbriickenabhangiger PLN-Oligomere
bzw. Proteinaggregate fihrte, stellte sich die Frage, inwiefern dies und/oder die R9C-Mutaion
per se die Interaktion mit SERCA2a beeinflusst. Aus diesem Grund wurden
Co-Immunoprazipitationsversuche in transfizierten HEK293-Zellen durchgefiihrt. Hierfur
wurden die Zellen mit N-terminal FLAG-markierter SERCA2a (F-SERCA2a) zusammen mit
N-terminal Myc-markiertem PLN bzw. PLN-R9C co-transfiziert (Myc-PLN bzw. Myc-R9C). Die
Immunoprézipitation erfolgte mittels FLAG-Antikérper. Zur besseren Vergleichbarkeit der

gebundenen Mengen an Myc-PLN und Myc-R9C wurde die Elution unter reduzierenden

IP:1gG IP: FLAG

110 kDa — - —
IB: FLAG
"~ m.
M —
IB: Myc
F-SERCAZa + + + +
Myc-PLN + - + -
Myc-PLN-ROC - + - +

Abbildung 22 Untersuchung des Einflusses der R9C-Mutation auf die Protein-Protein-Interaktion von PLN
und SERCA2a. Co-Immunoprazipitationsversuche in transfizierten HEK293-Zellen zeigten vergleichbare Mengen
an SERCA2a-gebundenem Myc-PLN bzw. Myc-PLN-R9C. F-SERCAZ2a: N-terminal FLAG-markierte SERCA2a;
Myc-PLN / Myc-PLN-R9C: N-terminal Myc-markiertes PLN bzw. PLN-R9C; IP: Immunopréazipitation; IB:
Immunoblot; P: Pentamer; M: Monomer.

Bedingungen durchgefiihrt. Als Negativkontrolle wurden die Versuche zusatzlich mit einer
Mischung unspezifischer IgG-Antikérper anstelle des anti-FLAG-Antikérpers durchgefiihrt. In
den Kontrollen wurde weder F-SERCAZ2a noch Myc-PLN bzw. Myc-R9C detektiert (Abbildung
22, links). Mit dem anti-FLAG-Antikérper wurden vergleichbare Mengen an F-SERCAZ2a
immunoprazipitiert (Abbildung 22, oben). Die co-immunoprézipitierten Mengen von Myc-PLN
und Myc-R9C waren ebenfalls vergleichbar (Abbildung 22, rechts). Es wurden in beiden Fallen
Pentamere und Monomere co-immunoprazipitiert. Die R9C-Mutation beeinflusste die an
SERCAZ2a gebundene Menge an PLN demnach nicht.
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3.2.4 Untersuchung des Phosphorylierungszustands von F-PLN und F-R9C mittels
Phos-Tag™

Die von Schmitt et al.®® gezeigte verstarkte Inhibition von SERCA2a in der Anwesenheit von
PLN-R9C beruhte auf einer Unterdriickung der PKA-abhangigen Phosphorylierung von PLN.
Mechanistisch wurde eine verstarkte PKA-Bindung durch PLN-R9C und eine damit
einhergehende  verringerte  Phosphorylierung  von  Wildtyp-PLN  diskutiert.  Der
Phosphorylierungszustand des PLN-R9C selbst wurde hier nicht direkt untersucht, zumal da
keiner der kommerziell erhaltlichen anti-PLN-Antikérper bzw. anti-p-PLN (S16)-Antikérper
PLN-R9C detektiert. Diese methodische Limitierung konnte durch Verwendung der Mauslinie
TgF-R9C Uberwunden werden, weil PLN-ROC hier mittels anti-FLAG-Antikérper detektiert
werden kann. In Kombination mit der Phos-Tag™-Analyse, die phosphoryliertes und
unphosphoryliertes Protein wahrend der Gelelektrophorese trennt, ermdglichte dies die
Quantifizierung des Phosphorylierungszustands von PLN-R9C in Herzgewebe-Lysaten.
Abbildung 23 zeigt die Spezifitdt des verwendeten anti-FLAG-Antikérpers. Auch nach langerer
Belichtungsdauer wurden Kkeinerlei unspezifische Banden in Herzgewebe-Lysaten aus
Wildtyp-M&usen detektiert.
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Abbildung 23 Der verwendete FLAG-Antikorper ist spezifisch fiir das FLAG-Epitop. In western blot-Analysen
zeigte der verwendete FLAG-Antikdrper keinerlei unspezifische Banden in Herzgewebe-Lysaten wildtypischer
Mause. Wt: Wildtyp; IB: Immunoblot; P: Pentamer; M: Monomer.

Herzgewebe-Lysate der Mauslinien TgF-PLN und TgF-R9C wurden anschlielend mittels
Phos-Tag™ gelelektrophoretisch aufgetrennt und vergleichend analysiert. Zur Verhinderung
der Bildung von weiteren Oligomeren oder Aggregaten in Anwesenheit der R9C-Mutation
erfolgte die Analyse unter reduzierenden Bedingungen. Unter basalen Bedingungen zeigte
sich bei TgF-R9C eine starkere Phosphorylierung der Pentamere als bei TgF-PLN (Abbildung

24, oben, p-P). Die Phosphorylierung der FLAG-markierten Monomere war in beiden Fallen
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schwach ausgepragt und lag in vielen Proben unterhalb der Detektionsgrenze (Abbildung 24,
oben, p1). Nach thermischer Zerlegung der Pentamere zeigte sich, dass TgF-R9C insgesamt
etwa um 50 % starkere Phosphorylierungssignale als TgF-PLN aufwies (Abbildung 24, unten).
Auf Grund der kaum detektierten Phosphorylierung der Monomere (Abbildung 24, p1) legte
dies den Schluss nahe, dass die beobachteten Unterschiede im Phosphorylierungszustand
von F-PLN und F-R9C Uberwiegend aus den Pentameren stammten und F-R9C in diesen

starker phosphoryliert vorliegt als F-PLN.
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Abbildung 24 Vergleich des basalen Phosphorylierungszustands von F-PLN und F-R9C in den Mauslinien
TgF-PLN und TgF-R9C. Phos-Tag™-Analyse der Phosphorylierung des F-PLN bzw. F-PLN-R9C-Transgens in je
drei reprasentativen Herzventrikel-Lysaten der Mauslinien TgF-PLN und TgF-PLN-R9C. Zur besseren
Vergleichbarkeit und zur Quantifizierung wurden die Pentamere thermisch (5 min, 95 °C) in Monomere zerlegt
(unten). RT: Raumtemperatur; p0: unphosphorylierte Monomere; p1: Monomere mit einer Phosphorylierung; P:
unphosphorylierte Pentamere; p-P: phosphorylierte Pentamere; Mittelwerte + SD, n=8, multiple {-Tests, P-Wert
korrigiert fir multiples Testen nach der Holm-Sidak-Methode, *P<0,05.
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3.2.5 Phosphorylierungszustand von endogenem Wildtyp-PLN in Anwesenheit von F-R9C
oder F-AFA-R9OC

Die vorangegangenen Ergebnisse deuteten darauf hin, dass in Pentameren vorliegendes
PLN-R9C starker phosphoryliert vorliegt als Wildtyp-PLN. Auf Grund dieses Befundes wurde
im Folgenden die Hypothese Uberprift, dass sich der durch PLN-R9C hervorgerufene
Phosphorylierungsdefekt hauptsachlich in Heteropentameren aus wildtypischem und
mutiertem PLN abspielt. Hierzu wurde der Phosphorylierungszustand von endogenen,
wildtypischen PLN-Monomeren in den Mauslinien TgF-R9C und TgF-AFA-R9C verglichen.
Vorarbeiten von Prof. Dr. med. Joachim Schmitt (Institut fir Pharmakologie und Klinische
Pharmakologie, Universtiatsklinikum Diisseldorf) haben gezeigt, dass die Uberlebensspanne
von Médusen mit der PLN-AFA-R9C Mutation langer als die von Mausen mit der PLN-R9C
Mutation ist (Abbildung 25). Mause der Mauslinie TgR9C entwickeln dabei altersabhéngig eine

dilatative Kardiomyopahtie und versterben vorzeitig an terminaler Herzinsuffizienz. Auch dies
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Abbildung 25 Kaplan-Meier Uberlebenskurven der Mauslinien TgR9C und TgAFA-R9C (Log-rank
(Mantel-Cox) test P<0,0001). Die Daten dieser Abbildung wurden von Prof. Dr. med. Joachim Schmitt, Institut fir
Pharmakologie und Klinische Pharmakologie, Universitatsklinikum Disseldorf, erhoben.

war Grund fur den Vergleich des PLN-Phosphorylierungszustands in den beiden Mauslinien,
da dies eine mdgliche Erklarung fur den schwécheren Phénotyp der pentamerdefizienten
Tg-AFA-R9C-Mause darstellen kdnnte.

Mé&use der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Mauslinie TgF-R9C entwickelten wie die
Mauslinie TgR9C ebenfalls eine dilatative Kardiomyopathie und verstarben vorzeitig an
Herzinsuffizienz, im Mittel im Alter von 33+9 Wochen. Die N-terminale FLAG-Markierung von
PLN-R9C verhindert also nicht die phanotypische Auspragung der Mutation und verkirzt
zugleich auch nicht zusétzlich die Lebensdauer dieser Mause. Die Mauslinie TgF-AFA-R9C
lebte signifikant langer als die Mauslinie TgF-R9C (P<0,01). Im Alter von 40 Wochen lebten
von 11 TgF-AFA-R9C-Mausen, die so lange beobachtet wurden, noch alle 11 Tiere.
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Zur Untersuchung des Phosphorylierungszustands des endogenen Wildtyp-PLN in
TgF-R9C- und TgF-AFA-R9C-Herzgewebe wurden Phos-Tag ™-Gele (zur elektrophoretischen
Trennung von phosphoryliertem und unphosphoryliertem PLN) und zur Proteindetektion
anti-PLN-Antikérper (die Wildtyp-PLN, aber nicht die R9C-Mutante erkennen) verwendet. Da
das Vorhandensein der AFA-Mutation auch die Bildung von endogenen
Wildtyp-PLN-Pentameren beeinflusste, wurden fir diese Versuche die eingesetzten
Proteinmengen so gewahlt, dass vergleichbare Mengen an PLN-Monomeren analysiert
wurden. Die Phos-Tag™-Analysen zeigten einen etwa dreifach hdheren Anteil
phosphorylierter, endogener Wildtyp-PLN-Monomere in der Linie TgF-AFA-R9C (Abbildung
26, TgF-R9C vs. TgF-AFA-R9C: 23,5% +16,5% vs. 61,5% £5,6%, P<0,0001).
Entsprechend war der Anteil unphosphorylierter, aktiver endogener PLN-Monomere in der
Mauslinie TgF-R9C signifikant hoéher als in TgF-AFA-R9C (76,4 % +16,5% vs.
38,4 % + 5,6 %, P<0,0001). Unphosphorylierte Monomere stellen die PLN-Spezies dar, die
SERCAZ2a am starksten inhibieren.
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Abbildung 26 Analyse des Phosphorylierungszustands endogener, wildtypischer PLN-Monomere in den
Mauslinien TgF-R9C und TgF-AFA-R9C mittels Phos-Tag™. Gezeigt sind je drei reprasentative
Herzventrikel-Lysate. po: unphosphorylierte Monomere; p1: einfach phosphorylierte Monomere; P: Pentamere;
PLNwm: PLN-Monomere; IB: Immunoblot; Mittelwerte £ SD, n=7-8, multiple t-Tests, P-Wert korrigiert fir multiples
Testen nach der Holm-Sidak-Methode, ****P<0,0001.

Die Versuche haben gezeigt, dass die Unterdrickung der Bildung von Pentameren, an denen
PLN-R9C beteiligt ist, zu einer starkeren Phosphorylierung von endogenem PLN fihrt. Die
Ergebnisse deuten ferner darauf hin, dass die verstarkte Phosphorylierung von PLN-R9C in
Heteropentameren eine wichtige Rolle fir die durch PLN-R9C verursachte verringerte

Phosphorylierung von endogenem PLN spielt und damit auch fir die verstérkte inhibitorische

49



Ergebnisse

Wirkung auf die SERCA2a und die Lebenszeitverkirzung durch die R9C-Mutation

verantwortlich sein konnte.
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3.3 Die Rolle von Phospholamban in der Entstehung kardialer Dysfunktion im

remote Myokard in der Friihphase nach Myokardinfarkt

3.3.1 Untersuchung des kardiomyozytaren Kalziumkreislaufs in isolierten Kardiomyozyten

des remote Myokards 24 Stunden nach einstiindiger Ischédmie

Nach Myokardinfarkt (MI) ist der ischdmische Teil des Herzens infolge Zelluntergangs,
verringerter Kontraktilitdt und Umbauprozessen im Myokard (remodeling) in seiner Funktion
eingeschrankt. Dariber hinaus unterliegt auch der nicht-ischadmische Teil (remote Myokard,
RM) Veranderungen, welche schliellich zur Funktionseinschrankung fihren und die gesamte
Herzleistung negativ beeinflussen. Die zu Grunde liegenden molekularen Ursachen im RM
sind hierbei weitgehend ungeklart. Im Folgenden sollte zunachst die Hypothese Uberprift
werden, ob Verdnderungen der kardiomyozytédren Kalziumstréme fir die Einschrankung der
Kontraktilitdt verantwortlich sein kdnnten. Aus diesem Grund wurde der kardiomyozytare
Kalziumkreislauf in isolierten Kardiomyozyten 24 Stunden nach einstiindiger Ischdmie
untersucht (Messungen durchgefiihrt und ausgewertet von Annette Kronenbitter, Institut fir
Pharmakologie und Klinische Pharmakologie, Universitatsklinikum Disseldorf). Die Zellen
wurden entweder aus dem RM oder aus dem entsprechenden Gewebeteil scheinoperierter
Tiere isoliert (Kontrolle). Im RM zeigte sich eine signifikante Reduktion der Geschwindigkeit
der zytosolischen Kalziumelimination, der Hohe der Kalziumtransienten sowie der
Geschwindigkeit der Kalziumfreisetzung aus dem SR (Abbildung 27). Die Stimulation der
Zellen mit Isoproterenol (107 M) fihrte in Kontrolle (K) und RM zu einer signifikanten

Steigerung dieser Parameter. Die Zunahme der Geschwindigkeit des kardiomyozytéren
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Abbildung 27 Untersuchung des kardiomyozytéaren Kalziumkreislaufs in isolierten Kardiomyozyten aus dem
remote Myokard 24 Stunden nach einstiindiger Ischimie. Messungen von Ca?*-Transienten (Fura-2-Methode)
in isolierten Kardiomyozyten aus dem RM 24 Stunden nach einstindiger Ischdmie bzw. Scheinoperation.
Messungen und Datenauswertung durchgefiihrt von Annette Kronenbitter, Institut fiir Pharmakologie und klinische
Pharmakologie, Universitatsklinikum Dusseldorf, K: Kontrolle (scheinoperiert); RM: remote Myokard; [SO:
Isoproterenol (1077 M); Mittelwerte £ SEM, NS: nicht signifikant, *P<0,05; **P<0,01.
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Kalziumkreislaufs fiel im RM jedoch gréRRer aus als in der Kontrolle. Sowohl die Amplitude der
Kalziumtransienten als auch die Kinetik der Kalziumstrdme unterschieden sich in Kontrolle und
RM nach Stimulation mit Isoproterenol nicht mehr voneinander. Dies legte eine gestorte
intrazelluldre B-adrenerge Signalweiterleitung im RM nach Myokardinfarkt nahe, welche durch

Applikation eines (3-adrenergen Agonisten normalisiert werden kann.

3.3.2 Untersuchung der Expression von Proteinen des SERCA2a-Komplexes im RM nach
I'R

Als mogliche molekulare Ursache fiir die beobachtete Verlangsamung der myozytaren
Kalziumhomdostase im RM, wurde eine Veranderung der Expression von Schliisselproteinen
des kardiomyozytaren Kalziumkreislaufs in Erwagung gezogen. Als erstes wurde die
Expression von Proteinen des SERCA2a-Komplexes in Kontrolle und RM mittels
western blot-Analyse quantifiziert. Die Proteinexpression von SERCA2a zeigte keinen
signifikanten Unterschied zwischen Kontrolle (K) und RM (Abbildung 28, oben). Somit beruhte
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Abbildung 28 Analyse der Proteinexpression von SERCA2a und PLN 24 Stunden nach einstiindiger
Ischamie. Western blot-Analysen von je zwei reprasentativen Herzgewebe-Lysaten aus dem remote Myokard bzw.
dem entsprechenden Gewebeteil von scheinoperierten Kontrollmdusen. IB: Immunoblot; P: Pentamer; M:
Monomer; K: Kontrolle (scheinoperiert); RM: Remote Myokard; PLNum: PLN-Monomere; Mittelwerte + SD, n=8-10
Herzen.
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die beobachtete Verlangsamung der zytosolischen Kalziumelimination nicht auf einer
reduzierten Expression von SERCA2a. Als wichtiger negativer Regulator der
SERCAZ2a-Aktivitat wurde die Expression von PLN untersucht. Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied in der Menge SERCAZ2a-inhibitorischer PLN-Monomere. Ebenso waren das
Verhaltnis zwischen SERCA2a und PLN, sowie das Pentamer-/Monomer-Verhéltnis von PLN
nicht beeintrachtigt (Abbildung 28, unten).

Die Expression von S100A1, einem weiteren an der Regulation der SERCA2a-Aktivitat

beteiligten Protein (vgl. 1.2.7.2), war im Vergleich zur Kontrolle ebenfalls unverédndert
(Abbildung 29).
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Abbildung 29 Analyse der Proteinexpression des kalziumregulatorischen Proteins S100A1 24 Stunden nach
einstilindiger Ischdamie. Western blot-Analysen von je zwei représentativen Herzgewebe-Lysaten aus dem remote
Myokard bzw. dem entsprechenden Gewebeteil von scheinoperierten Kontrollmausen. IB: Immunoblot; K: Kontrolle
(scheinoperiert); RM: Remote Myokard; Mittelwerte + SD, n=6 Herzen.

Des Weiteren zeigte die Proteinexpression des unter 1.2.7.1 beschriebenen
PLN-Bindeproteins HAX-1 keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zur Kontrolle
(Abbildung 30).
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Abbildung 30 Analyse der Proteinexpression von HAX-1 24 Stunden nach einstiindiger Ischiamie.
Western blot-Analysen von Herzgewebe-Lysaten aus dem remote Myokard bzw. dem entsprechenden Gewebeteil

von scheinoperierten Kontrollmausen. IB: Immunoblot; K: Kontrolle (scheinoperiert); RM: remote Myokard;
Mittelwerte + SD, n=7 Herzen.

Da die Expression dieser regulatorischen Schlisselproteine der kardiomyozytéaren
Kalziumhomoostase zu diesem friihen Zeitpunkt nach Myokardinfarkt im Vergleich zur
Kontrolle unverandert war, wurde eine mégliche Beteiligung posttranslationaler Mechanismen

nadher untersucht. Zudem legte die Normalisierung von Kinetik und Amplitude der
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Kalziumtransienten durch (-adrenerge Stimulation (vgl. 3.3.1) ebenfalls posttranslationale

Ursachen fir den gestorten Kalziumkreislauf nahe.
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3.3.3 PLN-Phosphorylierungszustand an der PKA-abhéangigen Phosphorylierungsstelle S16
im RM nach I/R

Als direktes PKA-Zielprotein mit entscheidender Funktion in der 3-adrenergen Regulation der
SERCAZ2a-Aktivitat wurde der Phosphorylierungszustand von PLN nach I/R analysiert. Hierbei
kommt der Phosphorylierungsstelle S16 besondere Bedeutung zu (vgl. 1.2.3). Im RM zeigte
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Abbildung 31 Untersuchung des PLN-Phosphorylierungszustands an S16 und T17 24 Stunden nach
einstiindiger Ischamie. Western blot-Analysen von je zwei reprasentativen Herzgewebe-Lysaten aus dem remote
Myokard bzw. dem entsprechenden Gewebeteil von scheinoperierten Kontrolimausen. IB: Immunoblot; K: Kontrolle
(scheinoperiert); RM: Remote Myokard; PLNm: PLN-Monomere; p-PLNwm: Phosphorylierte PLN-Monomere (S16
bzw. T17); Mittelwerte £ SD, n=8 Herzen, **P<0,01.
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sich eine signifikante Reduktion der PKA-abh&ngigen Phosphorylierung von PLN-Monomeren
an S16 (Abbildung 31, P<0,01). Der Anteil S16-phosphorylierter PLN-Monomere war im RM
um etwa 60 % geringer als in der Kontrolle. Die CaMKIl-abh&ngige Phosphorylierung an T17
zeigte dagegen keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 31).

Unabhéangig von phosphospezifischen Antikérpern wurde die Gesamtphosphorylierung von
PLN-Monomeren mittels Phos-Tag™ SDS-PAGE analysiert. In Ubereinstimmung mit der
reduzierten S16 Phosphorylierung zeigte sich ein signifikant reduzierter Anteil von ein- und
Die Fraktion
SERCAZ2a-inhibitorischen Monomere war dagegen im RM signifikant erhéht (Abbildung 32).

zweifach phosphorylierten PLN-Monomeren. der unphosphorylierten,
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Abbildung 32 Der Anteil nicht phosphorylierter PLN-Monomere ist 24 Stunden nach einstiindiger Ischamie
signifikant erhoht. Phos-Tag™-Analyse von PLN-Monomeren 24 Stunden nach einstiindiger Ischdmie.
pO: unphosphorylierte PLN-Monomere; p1: einfach phosphorylierte Monomer; p2: zweifach phosphorylierte
Monomere; IB: Immunoblot; Mittelwerte + SD, n=8-9 Herzen, *P<0,05; **P<0,01.

Die im RM verringerte PLN-Phosphorylierung (S16) lie3 sich durch B-adrenerge Stimulation
vollstdndig normalisieren (Abbildung 33). In Ubereinstimmung damit zeigten auch die
Messungen der zytosolischen Kalziumtransienten eine vollstdndige Normalisierung nach
Stimulation (Abbildung 27).
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Abbildung 33 Phosphorylierungszustand von PLN (S16) in Kardiomyozyten des RM 24 Stunden nach
einstiindiger Ischidmie nach Stimulation mit Isoproterenol (107 M). Die basal verringerte
PLN-Phosphorylierung an S16 liel sich durch B-adrenerge Stimulation vollstdndig normalisieren. P: PLN-
Pentamere, M: PLN-Monomere, IB: Immunoblot; K: Kontrolle (scheinoperiert); RM: Remote Myokard; PLNw:
PLN-Monomere; p-PLNm: Phosphoryliete PLN-Monomere (S16 bzw. T17); Mittelwerte £ SD, n=5
Kardiomyozytenpraparationen.
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Zusammengenommen weisen die Daten eine infolge verminderter S16-Phosphorylierung
gesteigerte PLN-Aktivitat als Ursache fir die reduzierte SERCA2a-Aktivitat in der Friihphase

nach Myokardinfarkt aus.
3.3.4 Untersuchung der PKA-Aktivitdt und -Expression im RM nach I/R

Zur Abklarung der Ursache fir die reduzierte PLN-Phosphorylierung an S16 wurde die
PKA-Proteinexpression mittels western blot quantifiziert. Im Vergleich zur Kontrolle zeigten
sich keine Unterschiede bezlglich der Proteinexpression der katalytischen Untereinheit der
PKA (PKA cata) (Abbildung 34). Darlber hinaus wurde die PKA-Aktivitat mittels ELISA
gemessen. Die ELISA-Messung wurde von Irmhild Riter zusammen mit Annette Kronenbitter
im Universitatsklinikum Dusseldorf, Institut fiir Pharmakologie und Klinische Pharmakologie,
durchgefihrt. Hierbei wurde die Gesamtaktivitdtim RM, bzw. dem entsprechenden Gewebeteil
der Kontrolle, gemessen. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen Kontrolle und
RM. Eine reduzierte Aktivitat oder Proteinexpression der PKA scheint somit nicht ursachlich

fur die gesteigerte Inhibition von SERCA2a durch PLN verantwortlich zu sein.
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Abbildung 34 Die Aktivitat und Proteinexpression der Proteinkinase A ist 24 Stunden nach einstiindiger
Ischamie im Vergleich zur Kontrolle unverédndert. Western blot-Analysen und PKA-Aktivitdtsmessung mittels
ELISA von Herzgewebe-Lysaten aus dem remote Myokard bzw. dem entsprechenden Gewebeteil von
scheinoperierten Kontrollm&usen. Die ELISA-Messung der PKA-Aktivitdt wurde von Irmhild Riter zusammen mit
Annette Kronenbitter im Universitatsklinikum Dusseldorf, Institut fir Pharmakologie und Klinische Pharmakologie,
durchgefiihrt.  IB: Immunoblot; K: Kontrolle (scheinoperiert); RM: Remote Myokard; PKA cat a: katalytische
Untereinheit der Proteinkinase A; Mittelwerte + SD, n=5-7 Herzen.
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3.3.5 Untersuchung weiterer Proteine mit PKA-abhangigen Phosphorylierungsstellen im RM
nach I/R

Da die Messung der PKA-Gesamtaktivitat im Herzgewebe keinen Unterschied zwischen
Kontrolle und RM zeigte, wurde eine zellular oder subzellular begrenzte, reduzierte
PKA-Aktivitat als weitere Mdglichkeit in Betracht gezogen. Auf Grund dessen wurde die
Phosphorylierung weiterer und in der Zelle unterschiedlich lokalisierter Zielproteine der PKA
nach Myokardinfarkt untersucht. Die PKA-abh&ngige Phosphorylierung des im SR in Nahe des
SERCA2a-Komplexes lokalisierten RyR2 an S2808 war im Vergleich zur Kontrolle nicht
signifikant verandert (Abbildung 35). An der CaMKII-abhdngigen Phosphorylierungsstelle
S2814 zeigten sich ebenfalls keine Unterschiede. Somit konnte die in isolierten
Kardiomyozyten gemessene veranderte Geschwindigkeit der Kalzium-Freisetzung nicht auf
eine veranderte Phosphorylierung dieser beiden regulatorischen Phosphorylierungsstellen
zurtckgefuhrt werden.
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Abbildung 35 Untersuchung des Phosphorylierungszustands von RyR2 24 Stunden nach einstiindiger
Ischamie. Western blot-Analysen von Membranpraparationen aus dem remote Myokard bzw. dem entsprechenden
Gewebeteil von scheinoperierten Kontrollmausen. IB: Immunoblot; K: Kontrolle (scheinoperiert); RM: Remote
Myokard; RyR2: Ryanodinrezeptor-2; p-RyR2: phosphorylierter RyR2 (S2808 bzw. S2814); Mittelwerte + SD,
n=6-8 Herzen.
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Als SR-unabhangiges PKA-Zielprotein wurde das Sarkomerprotein Troponin | (cTnl)
untersucht. Die PKA-abhangige Phosphorylierung von cTnl an S23/24 war zwischen Kontrolle
und RM nicht signifikant voneinander verschieden (Abbildung 36). Zusammengenommen
legen die Daten keine subzelluldr begrenzte, reduzierte PKA-Aktivitat als Ursache fir die

reduzierte PLN-Phosphorylierung nahe.
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Abbildung 36 Die PKA-abhangige Phosphorylierung von kardialem Troponin-l ist 24 Stunden nach
einstiindiger Ischdamie im Vergleich zur Kontrolle unverdndert. Western blot-Analysen  von
Herzgewebe-Lysaten aus dem remote Myokard bzw. dem entsprechenden Gewebeteil von scheinoperierten
Kontrollmdusen. IB: Immunoblot; K: Kontrolle (scheinoperiert); RM: Remote Myokard; cTnl: kardiales Troponin-I;
p-cTnl: phosphoryliertes kardiales Troponin-I (S23/24); Mittelwerte + SD, n=8 Herzen.

3.3.6 Untersuchung der Proteinexpression von Proteinphosphatase 1 (PP1) und Inhibitor-1

(I-1) im RM nach I/R

Auf Grund der vorangegangen Befunde stellte sich die Frage, inwiefern Proteinphosphatasen
fur die reduzierte Phosphorylierung von PLN und in der Folge fur die verstarkte SERCAZ2a
Inhibition verantwortlich sein kénnten. Die Proteinphosphatase 1 (PP1) ist fir etwa 70 % der
PLN-Dephosphorylierung  verantwortlich?®.  Daher wurde eine Steigerung der
Proteinexpression dieser Phosphatase nach Myokardinfarkt als Ursache fir die beobachtete
Verminderung der PLN Phosphorylierung in Betracht gezogen. Western blot-Analysen zeigten
im Vergleich zur Kontrolle keine signifikante Veranderung der Proteinexpression von PP1
(Abbildung 37). Die PP1-Aktivitat wird auf komplexe Art und Weise durch eine Vielzahl an
regulatorischen Untereinheiten reguliert. Inhibitor-1 (I-1) ist eine gut charakterisierte
Untereinheit, fir welche bereits eine Rolle in der chronischen Herzinsuffizienz gezeigt werden
konnte®. Aus diesem Grund wurde die Proteinexpression dieser Untereinheit analysiert. Es

konnte keine signifikante Veranderung der Proteinexpression von I-1 nach Myokardinfarkt
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festgestellt werden (Abbildung 37). Anderungen der Proteinmengen von PP1 und I-1 scheinen

demnach nicht urséchlich an der reduzierten PLN-Phosphorylierung beteiligt zu sein.

K RM K RM

-
el
-
()]

35kDa —

IB: I-1

o
Ll

[ ]
o
&)

40 kDa —

I-1
(relative Werte)
o
A
PP1y
(relative Werte)
o
'J"H

—— S — —

o
o

o
o

IB: PP1y " K RM K RM

Abbildung 37 Die Proteinexpression von Proteinphosphatase-1 und Inhibitor-1 ist 24 Stunden nach
einstiindiger Ischdamie im Vergleich zur Kontrolle unverdndert. Western blot-Analysen von
Herzgewebe-Lysaten aus dem remote Myokard bzw. dem entsprechenden Gewebeteil von scheinoperierten
Kontrollmdusen. IB:  Immunoblot; K: Kontrolle  (scheinoperiert)y RM: Remote Myokard; PP1y:
Proteinphosphatase-1y; I-1: Inhibitor-1; Mittelwerte £ SD, n=5-7 Herzen.

3.3.7 Untersuchung der Aktivitat der Proteinphosphatasen PP1 und PP2A im RM nach I/R

Bedingt durch das komplexe Netzwerk an Regulatoren der Proteinphosphatase-Aktivitat,
wurde diese im Folgenden direkt untersucht. Hierzu wurde die Aktivitdt der Protein
Phosphatasen 1 und 2A (PP1 und PP2A) gemessen. Zusammen sind diese in Kardiomyozyten
fur Uber 95 % der PLN-Dephosphorylierung verantwortlich?®. Die Messungen erfolgten im
Institut fir Pharmakologie und Toxikologie der Westfélischen Wilhelms Universitat Minster in
Kooperation mit PD Dr. P. Boknik. Die Auswertung der Messdaten erfolgte nach Anleitung
gemeinsam mit PD Dr. P. Boknik. Nach MI zeigte sich in den Herzbasen eine signifikant
erhbhte Gesamtaktivitdt der beiden Phosphatasen (P<0,05). Zur Bestimmung der
PP2A-Aktivitat wurden 3 nM Okadasaure eingesetzt. Zur Unterscheidung des Anteils von
PP1- und PP2A-Aktivitdt an der Gesamtaktivitat wurden 3 nM Okadasdure eingesetzt. In
dieser Konzentration inhibiert Okadasdure PP2A, jedoch nicht PP1. Unter diesen
Bedingungen zeigte sich eine signifikant erhdhte Aktivitdt von PP2A (Abbildung 38, Basis,
P<0,01). Die PP1-Aktivitat war nicht signifikant erhéht, zeigte jedoch eine Tendenz hin zu
gesteigerter Aktivitat.
Zum Vergleich wurde die Phosphatase-Aktivitdt auch im infarzierten Teil bzw. dem
entsprechenden Gewebeteil der scheinoperierten Kontrollmause untersucht (Abbildung 38,
Apex). Im Gegensatz zu den Herzbasen zeigten die Aktivitdten von PP1 und PP2A hier keine
signifikanten Unterschiede.
Zusammengenommen legen die Daten nahe, dass erhdhte PP1/PP2A-Aktivitat fur die
beobachtete Verminderung der basalen PLN-Phosphorylierung im RM von kausaler
Bedeutung ist. Die Folge ist eine gesteigerte SERCAZ2a-Inhibition, was sich in einer Reduktion
der Relaxationsgeschwindigkeit von Kardiomyozyten des RM nach I/R niederschlagt. Ferner
kann die verringerte Kalziumbeladung des SR fiir die reduzierte Kalziumfreisetzung vor jeder
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Myozytenkontraktion eine ursachliche Rolle spielen. Die auf diese Weise gestorte Funktion
des RM tragt zur Einschrankung der Leistungsfahigkeit des Herzens in der Friihphase nach

Infarkt bei%.
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Abbildung 38 Die Aktivitdt der Proteinphosphatase 2A im RM ist 24 Stunden nach einstiindiger Ischiamie
signifikant erhéht. Messung der Aktivitdten der Proteinphosphatasen 1 und 2A in Herzgewebe-Lysaten aus dem
remote Myokard (Basis) und infarzierter Herzspitze (Apex), bzw. den entsprechenden Gewebeteilen
scheinoperierter Kontrolimause. Als Substrat wurde [3?P]Phosphorylase a verwendet. Die Messungen erfolgten im
Institut fir Pharmakologie und Toxikologie der Westfélischen Wilhelms Universitdt Minster in Kooperation mit
PD Dr. P. Boknik. Die Auswertung der Messdaten erfolgte nach Anleitung gemeinsam mit PD Dr. P. Boknik.
K: Kontrolle (scheinoperiert); I/R: Ischamie/Reperfusion; Mittelwerte + SD, n=6 Herzen, *P<0,05; **P<0,01.
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4 Diskussion

4.1 Die Rolle von PLN-Pentameren in der Regulation der SERCA2a-Aktivitat

Die Kalzium-ATPase SERCA2a ist ein zentraler Regulator der kardiomyozytaren
Kalziumhomoostase. Da Kalzium in vielfaltige zellulare Funktionen involviert ist, kdnnen
Stérungen der SERCAZ2a-Funktion dramatische Folgen fir das Herz und den gesamten
Organismus haben, wie nicht zuletzt durch die embryonale Letalitdt SERCA2-defizienter
Mause dokumentiert®®.

Kalzium stellt ein wichtiges Signal zur Steuerung zahlreicher zellularer Prozesse dar. So ist
Kalzium an der Regulation des Energiehaushalts, der Genexpression und der Aktivitat sowie
des Aufbaus von Proteinen bzw. Proteinkomplexen beteiligt'®. Darliber hinaus werden
kalziumvermittelte Signale auch in andere Signalwege integriert. So bewirkt eine Erhéhung
der zytosolischen Kalziumkonzentration eine Aktivierung von CaMKII, einer Kinase, die eine
Reihe von Zielproteinen phosphoryliert. Nicht zuletzt vermittelt Kalzium in Herzmuskelzellen
die Kontraktion und Relaxation der Sarkomere. Deshalb wirken sich Veranderungen der
SERCAZ2a-Aktivitat unmittelbar auf die Pumpfunktion des Herzens aus (Vgl. 1.1).

Im Herzmuskel von Patienten mit Herzinsuffizienz ist die Proteinexpression von SERCA2a
regelmafig reduziert®'%190-103 | ange Zeit war unklar, ob dies eine Folge der Herzinsuffizienz
ist oder auch kausal zur Entwicklung der kontraktilen Fehlfunktion beitragt. Mit der
Identifikation angeborener PLN-Mutationen in Familien mit dilatativer Kardiomyopathie zeigte
sich jedoch, dass Veranderungen der SERCAZ2a-Aktivitdt sogar alleinige Ursache fir
schwerwiegendes und letztlich letales morphologisches und funktionelles
kardiales remodeling darstellen kénnen+%%1%4  Ein tieferes Verstandnis der Regulation der
SERCAZ2a-Aktivitat im Herzen ist daher sowohl wissenschaftlich als auch klinisch von hoher
Relevanz, um die Pathomechanismen der Herzinsuffizienz besser zu verstehen und
maoglicherweise neue Ansatzpunkte flr kausale Therapiestrategien zu identifizieren.

Der wichtigste Regulator der SERCA2a-Aktivitat ist PLN. Aus diesem Grund besitzt auch die
Regulation der PLN-Aktivitat groRen Stellenwert fir die Pathogenese der Herzinsuffizienz. Die
vorliegende Arbeit hat zum ersten Mal gezeigt, dass PLN im Herzen nicht nur in monomerer
Form durch direkte Interaktion mit SERCA2a die Kalzium-ATPase hemmt, sondern dass auch
Pentamere des PLN die SERCAZ2a-Aktivitat und damit den kardiomyozytaren Kalziumkreislauf
modulieren. Unter basalen Bedingungen verstarkten PLN-Pentamere die inhibitorische
Aktivitat der Monomere, indem sie den Phosphorylierungszustand der PLN-Monomere an
deren PKA-abhangiger Phosphorylierungsstelle (S16) reduzierten. Die Folge der verstarkten
Hemmung von SERCAZ2a war eine verlangsamte Kalziumelimination aus dem Zytosol der

Herzmuskelzellen.
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Die Rolle von PLN-Monomeren als SERCA2a-inhibitorische PLN-Fraktion ist gut etabliert. Es
konnte in vitro gezeigt werden, dass verschiedene PLN-Mutanten, welche die
Pentamerbildung unterdriicken, SERCA2a starker inhibieren als Wildtyp-PLN*2. Ma&use,
welche die Uberwiegend monomeren PLN-Mutanten L37A und I40A herzspezifisch
Uberexprimierten, zeigten eine im Vergleich zum Wildtyp stark verringerte Aktivitat von
SERCA2a*3, Dariiber hinaus konnte fir Monomere die Bindestelle im SERCAZ2a-Protein
identifiziert werden, welche sich nahe der Kalziumbindestelle befindet. PLN-Monomere binden
SERCA2a dabei in der E2-Konformation (Vgl. 1.2.1), was die Bindung von Kalziumionen
verhindert®s. Dies macht eine Rolle fiir Monomere als inhibitorische Fraktion auch
mechanistisch plausibel.

Die funktionelle Rolle der Pentamerbildung von PLN ist dagegen weniger gut definiert. Einige
Befunde deuten aber darauf hin, dass auch Pentameren eine regulatorische Funktion
beikommt. So liegen etwa 70 % des PLN-Proteins als Pentamer vor®’. Dieser hohe Grad an
Oligomerisierung lasst vermuten, dass es sich bei Pentameren nicht um eine rein passiv
agierende, inaktive PLN-Fraktion handelt. AuRerdem konnte eine Bindestelle fir
PLN-Pentamere im SERCA2a-Protein identifiziert werden, welche sich von der Bindestelle der
Monomere unterscheidet**8, Diese spezifische Interaktion von PLN-Pentameren mit
SERCAZ2a deutet ebenfalls auf eine funktionelle Relevanz der Pentamerbildung hin. Des
Weiteren zeigen Befunde von Chu et al.%® dass Pentamere die PLN-vermittelte
SERCAZ2a-Inhibition in einem Mausmodell verstarkten. Der zugrunde liegende Mechanismus
wurde hierbei jedoch nicht aufgeklart. Zusammenfassend sind die funktionellen
Konsequenzen der PLN-Pentamerisierung nicht vollends verstanden.

Bisher wurde ein dynamisches Gleichgewicht zwischen Pentameren und Monomeren
diskutiert. Die vorgeschlagene Rolle fur PLN-Pentamere besteht dabei in einer
Speicherfunktion fur inaktive PLN-Monomere. Grundlage dafir war die Beobachtung einer
Veranderung des Pentamer-/Monomergleichgewichts in Abhangigkeit des
Phosphorylierungszustands an S16%5'. Dabei bildete PLN bei erhéhter S16-Phosphorylierung
verstarkt Pentamere. Im Gegensatz dazu konnte in der vorliegenden Arbeit in dem
verwendeten Mausmodell TgPLN keine Verschiebung des
Pentamer-/Monomergleichgewichts durch Veranderungen des Phosphorylierungszustands an
S16 beobachtet werden (3.1.4, Abbildung 11). Die Grinde fir diese Diskrepanz liegen
mdglicherweise in der verwendeten Analysemethode. Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit,
in der Herzgewebe mittels western blot analysiert wurde, wurden die in der Literatur
beschriebenen Untersuchungen an rekombinanten, aufgereinigten Proteinen in artifiziellen
Membranumgebungen mittels spektroskopischer Methoden durchgefihrt. Dabei wurde von
der Interaktion der Lipide mit PLN auf den Oligomerisierungsgrad geschlossen. Neben diesen

Befunden konnte zu einem spateren Zeitpunkt von Robia et al. gezeigt werden, dass der
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Austausch von Protomeren eines Pentamers gegen ein Monomer nur langsam innerhalb von
Minuten vonstatten geht'®. Auch dies konnte ein Grund fir das in der vorliegenden Arbeit
beobachtete unveranderte Pentamer-/Monomergleichgewicht nach Phosphorylierung sein.
Der Untersuchungszeitpunkt lag bei drei Minuten nach der B-adrenergen Stimulation, eine
Zeitspanne, die modglicherweise zu kurz ist, um Veranderungen des Gleichgewichts zu
detektieren. Eine Reaktion auf B-adrenerge Stimulation (,fight-or-flight‘-Reaktion) erfolgt
jedoch innerhalb von Sekunden, weshalb diese langsame Kinetik des Austauschs von
Protomeren nicht mit der schnell stattfindenden fight-or-flight-Reaktion vereinbar ist. Eine reine
Speicherfunktion flir Pentamere erscheint daher zumindest bei akuter Stimulation wenig
plausibel.

DarlUber hinaus wurde in vitro gezeigt, dass PLN-Pentamere die Kalziumpermeabilitdt von
Membranen steigern kdnnen'?. Physiologisch scheint eine Rolle als Kalziumkanal aber nicht
relevant zu sein, da die Steigerung der Kalziumpermeabilitdt nur unter unphysiologisch hohen
Membranpotentialen beobachtet werden konnte'. Im Einklang damit geben auch die
vorliegenden Daten dieser Arbeit keinen Hinweis auf einen vermehrten Kalziumausstrom aus
dem SR in der Anwesenheit von Pentameren. Eine funktionelle Rolle fir Pentamere als
Kalziumkanal erscheint daher unwahrscheinlich.

Die Beobachtung, dass PLN-Monomere die SERCAZ2a-inhibitorische PLN-Fraktion darstellen,
legt die Erwartung nahe, dass eine erhéhte Menge an Monomeren zu einer gesteigerten
SERCAZ2a-Inhibition fihrt. Im Einklang mit dieser Modellvorstellung fanden Zvaritch et al. eine
verlangsamte zytosolische Kalziumelimination in zwei transgenen Mausmodellen, welche
Uberwiegend monomeres PLN kardiomyozytenspezifisch exprimierten*. Im Gegensatz dazu
war die zytosolische Kalziumelimination in der Mauslinie TgAFA, die in der vorliegenden Arbeit
untersucht wurde, beschleunigt. Der Hauptgrund fur diese Diskrepanz liegt vermutlich in den
verwendeten Mausmodellen. Ein geeignetes transgenes Tiermodell zur Untersuchung der
funktionellen Rolle der PLN-Oligomerisierung sollte idealerweise folgende Anforderungen
erfullen: (1) Die Transgenexpression sollte in PLN-defizienten Tieren erfolgen, damit keinerlei
endogene Pentamere vorliegen. (2) Die Expression des Transgens sollte zudem ungefahr im
physiologischen Bereich liegen. (3) Um die Vergleichbarkeit zu gewahrleisten sollte das
Transgen die gleiche inhibitorische Kapazitat wie Wildtyp-PLN besitzen, d. h. die Mutationen,
die zur Unterdruckung der Oligomerisierung fuhren, sollten per se keinen Einfluss auf die
Inhibition von SERCAZ2a besitzen. (4) Die verwendete PLN-Mutante sollte einen mdglichst
geringen Restanteil an Pentameren besitzen und gut charakterisiert sein. Die von
Zvaritch et al. verwendeten Mausmodelle exprimierten das endogene PLN-Gen. Somit lagen
in diesen Modellen PLN-Pentamere vor. Die in der vorliegenden Arbeit verwendete transgene
Mauslinie TgJAFA war hingegen defizient fur das endogene PLN-Gen und besal dadurch keine

endogenen PLN-Pentamere. Zudem war die Transgenexpression in den von Zvaritch et al.
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verwendeten Mausmodellen etwa 11-13-fach starker als die Expression des endogenen
PLN-Gens und somit unphysiologisch hoch. Da in Wildtyp-Mausen nur etwa 40 % der
SERCAZ2a durch PLN reguliert werden'%, beruht die von Zvaritch et al. beobachtete verstarkte
SERCAZ2a-Inhibition méglicherweise unabhangig von der Fahigkeit zur Oligomerisierung auf
einer Absattigung von SERCA2a mit PLN-Molekilen. Die Proteinexpression des
PLN-AFA-Transgens in der Mauslinie TgAFA war hingegen mit der PLN-Expression
wildtypischer Mause vergleichbar (3.1.1, Abbildung 8). Darlber hinaus konnte gezeigt werden,
dass die drei Cysteine C36, C41 und C46, welche in PLN-AFA mutiert sind, nicht fur die
Inhibition von SERCA2a notwendig sind und die Mutation dieser Aminosauren zur
vollstandigen Unterdriickung der Pentamerbildung fiihrt*'. PLN-AFA gilt daher als vollstandig
funktionaler, jedoch pentamerdefizienter Inhibitor von SERCA2a*2. Die von Zvaritch et al.
verwendete [40A-Mutation unterdriickt die Pentamerbildung dagegen nicht vollstandig®® und
ist dadurch zur Untersuchung einer funktionellen Rolle der Pentamerisierung wenig geeignet.
Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Mauslinie TQAFA stellt aus diesen Grinden ein
geeigneteres Modell zur Untersuchung der Funktion der PLN-Pentamerisierung dar.

Im Vergleich zur Mauslinie TgPLN zeigten PLN-Monomere der pentamerdefizienten Mauslinie
TgAFA eine verstarkte Phosphorylierung an der PKA-abhangigen Phosphorylierungsstelle
S16, wahrend die CaMKIl-abhangige Phosphorylierungsstelle T17 von der Abwesenheit der
Pentamere unbeeinflusst war. Mechanistisch kommen hierbei zwei Mdglichkeiten in Frage,
welche diese Befunde erklaren kénnten:

Einerseits konnte in Folge der fehlenden Pentamerbildung eine verstarkte PKA-abhangige
Phosphorylierung von Monomeren durch PKA stattfinden. Dabei konnte PKA im Gegensatz
zur CaMKIIl mdglicherweise eine hdhere Affinitat zu Pentameren als zu Monomeren besitzen,
sodass Pentamere bevorzugt phosphoryliert werden und die Phosphorylierung der Monomere
deshalb in Anwesenheit von Pentameren sinkt. In Ubereinstimmung damit zeigten Pentamere
in einem Zellkulturmodell einen Einfluss auf die S16-Phosphorylierung von Monomeren®'.
Dabei war die Kinetik der Phosphorylierung von Pentameren schneller als die der Monomere,
was Pentamere als bevorzugte PKA-Zielstruktur nahelegt. Zudem zeigte sich auch in dem in
der vorliegenden Arbeit verwendeten Mausmodell TgPLN eine im Vergleich zu Monomeren
verstarkte Phosphorylierung der Pentamere (3.1.3, Abbildung 10).

Andererseits kdnnte die Dephosphorylierung der Phosphorylierungsstelle S16 durch
Phosphatasen in der Abwesenheit von Pentameren vermindert sein. Die Phosphatasen PP1
und PP2A, welche in Kardiomyozyten den Grof3teil der PLN-Dephosphorylierung vermitteln,
dephosphorylieren sowohl S16 als auch T17'°. PP1 und PP2A werden durch eine Vielzahl
regulatorischer Untereinheiten reguliert. So konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression
einer konstitutiv aktiven Variante der inhibitorischen Untereinheit 1-2 zu einer erhdhten
Phosphorylierung an S16, jedoch nicht an T17 fihrte''°. Da PLN jedoch nicht direkt mit 1-2
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interagiert, erscheint es wenig wahrscheinlich, dass die Aktivitat von [-2 durch die
Oligomerisierung von PLN beeinflusst wird.

Zusammengenommen deuten die Befunde eher auf eine Veranderung der
PKA-PLN-Interaktion in Abhangigkeit vom Grad der Oligomerisierung hin, wodurch es zu
einem spezifischen Effekt auf die PLN-Phosphorylierung an S16 kommt.

Eine veranderte Protein-Protein-Interaktion zwischen PLN und PKA wird ferner durch die
Beobachtungen der vorliegenden Arbeit gestitzt, dass der Effekt auf die
PLN-Phosphorylierung nicht auf einer generell gesteigerten PKA-Aktivitdt beruhte und
spezifisch PLN betraf. So waren die Phosphorylierungszustande der PKA-abhangigen
Phosphorylierungsstellen S23/24 von cTnl unabhangig von der Anwesenheit von Pentameren.
Da cTnl ein SR-unabhangiges Protein darstellt, deutet dieser Befund zudem darauf hin, dass
Pentamere PKA-Signale an der SR-Membran, jedoch nicht in allen Zellkompartimenten
beeinflussen. Darliber hinaus zeigte sich kein Unterschied im Phosphorylierungszustand der
PKA-abhangigen Phosphorylierungsstelle S2808 von RyR2. Dieses Protein befindet sich in
raumlicher Nahe zu SERCA2a ebenfalls in der SR-Membran. Pentamere scheinen die
B-adrenerge Signalweiterleitung somit lokal begrenzt zu modulieren und durch die Modulation
des Phosphorylierungszustands von Monomeren einen spezifischen Effekt auf SERCA2a zu
besitzen. Dies &ullerte sich funktionell in einer beschleunigten zytosolischen
Kalziumelimination in der Mauslinie TgAFA, in der keine Bildung von Pentameren vorhanden
war. Diese Befunde stehen im Einklang mit einem weiteren Mausmodell, welches die
uberwiegend monomere PLN-Mutante ,C41F“ kardiomyozytenspezifisch in PLN-defizientem
Hintergrund exprimiert®®. Ahnlich zu dem in dieser Arbeit verwendeten Mausmodell TJAFA war
die zytosolische Kalziumelimination hier ebenfalls beschleunigt. Die zugrunde liegenden
Mechanismen wurden hier jedoch nicht naher untersucht, sodass geschlussfolgert wurde,
dass PLN-Pentamere direkt die SERCAZ2a-Inhibition vermitteln, was in weiteren Studien
jedoch widerlegt werden konnte3244-46,

Die Daten der vorliegenden Arbeit erweitern das Verstdndnis der PLN-Regulation
dahingehend, dass PLN-Pentamere Uber eine Modulation des Phosphorylierungszustands
von PLN-Monomeren und nicht durch ihre direkte Interaktion die SERCAZ2a-Aktivitat
regulieren. Der Einfluss der Pentamere auf den Phosphorylierungszustand der Monomere
zeigte sich dabei als abhdngig vom Ausmal} der PKA-Aktivierung. Wahrend Pentamere unter
Basalbedingungen den Phosphorylierungszustand von Monomeren beeinflussten, lieRen sie
deren Inaktivierung durch Phosphorylierung nach $-adrenerger Stimulation zu. Dies aulerte
sich funktionell in einer Angleichung der Geschwindigkeiten der zytosolischen
Kalziumelimination zwischen TgPLN, TgAFA und PLN-defizienten Kardiomyozyten. Dies
zeigt, dass die PLN-vermittelte SERCAZ2a-Inhibition unabhéngig vom Grad der

Oligomerisierung nach Stimulation vollstandig aufgehoben werden kann. Mdéglicherweise ist
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die Affinitat der PKA zu Pentameren abhangig vom Phosphorylierungszustand. So kdnnte die
Affinitat zu gering phosphorylierten Pentameren héher als zu Monomeren sein, wahrend ab
einem gewissen Schwellenwert Monomere bevorzugt phosphoryliert werden. Diese
Hypothese wird dadurch gestitzt, dass Pentamere in der vorliegenden Arbeit nach
B-adrenerger Stimulation nicht vollstandig phosphoryliert vorlagen (3.1.9, Abbildung 16),
obwohl die Phosphorylierung der PLN-Monomere unter diesen Bedingungen bereits ihr

Maximum erreicht hatte.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind in dem in Abbildung 39 dargestellten Modell
zusammengefasst. Unter basalen Bedingungen ist die inhibitorische Aktivitat von Monomeren
verstarkt. PLN-Pentamere liegen unter diesen Bedingungen starker phosphoryliert vor als
Monomere. Dies lasst vermuten, dass PLN-Pentamere im Vergleich zu Monomeren basal die
bevorzugte PKA-Zielstruktur darstellen. Dadurch verringert sich die basale PKA-abhangige
Phosphorylierung der Monomere, sodass deren SERCAZ2a-inhibitorische Aktivitat steigt. Nach
B-adrenerger Aktivierung der Zelle lieRen Pentamere dennoch eine vollstandige Deaktivierung
von PLN-Monomeren zu. Der hier vorgeschlagene Mechanismus steht dabei nicht im
Widerspruch zur bisherigen Modellvorstellung, nach welcher Monomere SERCAZ2a inhibieren
und Pentamere keine direkten inhibitorischen Eigenschaften besitzen. Gleichzeitig erklaren
die vorliegenden Daten dieser Arbeit frihere Befunde aus &hnlichen Mausmodellen.
Zusammengenommen verstarkt die Fahigkeit zur Pentamerbildung somit die basale
PLN-Aktivitat und erweitert so den Bereich, in welchem B-adrenerge Regulation von SERCA2a

stattfinden kann.
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A Basal C PKA-Stimulation
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Abbildung 39 Modell der SERCA2a-Regulation durch PLN-Pentamere. (A) Basal liegen Pentamere starker
phosphoryliert vor als Monomere. Die Pentamerbildung fihrt dabei zu einer Verringerung der
Monomerphosphorylierung, sodass eine verstarkte SERCAZ2a-Inhibition resultiert. (B) In Abwesenheit von
Pentameren werden PLN-Monomere bereits basal phosphoryliert, sodass die SERCA2a-Inhibition geringer
ausfallt. (C) und (D) Nach Stimulation der PKA werden PLN-Monomere sowohl in Anwesenheit (C) als auch in
Abwesenheit (D) von Pentameren phosphoryliert und die SERCA2a dadurch aktiver.
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4.2 Die Bedeutung von PLN-Pentameren fur die Pathogenese der durch die

PLN-Mutation R9C verursachten dilatativen Kardiomyopathie
Im zweiten Teil der Arbeit ging es um eine PLN-Mutation, R9C, die zur Entwicklung einer
dilatativen Kardiomyopathie (DCM) und terminaler Herzinsuffizienz fuhrt. Die Frequenz der
Mutation in der Bevdlkerung und ihr Anteil an allen DCM-Fallen ist unklar. In den meisten
Fallen werden familiare Falle der DCM durch Mutationen in Proteinen der Sarkomere oder des
Zytoskeletts der Herzmuskelzellen verursacht'''. Eine in Sudafrika durchgefiihrte Studie
untersuchte eine Kohorte von 315 Patienten mit Kardiomyopathien unterschiedlicher
Atiologien, darunter 95 DCM-Patienten, auf Mutationen im PLN-Gen. In dieser Studie wurde
als einzige PLN-Mutation die R9C-Mutation gefunden''?. Zudem konnte diese Studie zeigen,
dass keinerlei Verwandtschaft zur Familie in den USA bestand, in welcher die Mutation zum
ersten Mal beschrieben wurde. Die Mutation ist demnach unabhangig davon mindestens ein
zweites Mal de novo entstanden. Die R9C-Mutation fuhrt zunachst nicht zu klinischen
Symptomen, sondern verursacht erst im Alter von etwa 25 Jahren nach und nach eine DCM®,
sodass Tragern der Mutation die Reproduktion méglich ist. Die Tatsache, dass diese Studie in
einer verhaltnismaRig geringen Anzahl von DCM-Patienten einmal die R9C-Mutation
identifizieren konnte, lasst vermuten, dass die R9C-Mutation mdglicherweise eine haufigere
Ursache fiir eine DCM darstellt als zunachst angenommen. Die mechanistische Abklarung der
PLN-R9C-vermittelten Pathogenese ist auflerdem deshalb von allgemeinem Interesse, weil
sie Stérungen in der kardiomyozytaren Kalziumhomdostase verursacht — ein Phdnomen, das
regelmafig bei nahezu allen Formen von Herzinsuffizienz beobachtet wird'3.
Der zugrunde liegende pathogenetische Mechanismus ist bisher nur unvollstandig verstanden.
Diskutiert wurde bisher eine erhdhte Affinitat der PKA zu Heteropentameren aus PLN-R9C
und Wildtyp-PLN®. In der Folge kommt es zu einer Hypophosphorylierung und damit
verstarkten inhibitorischen Aktivitat von Wildtyp-PLN-Monomeren. Die resultierende verstarkte
SERCAZ2a-Inhibition wurde als einer der Grinde fur die Entwicklung der dilatativen
Kardiomyopathie vorgeschlagen. Der Phosphorylierungszustand von PLN-R9C und
Heteropentameren wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals im Mausmodell untersucht und
liefert einen tieferen Einblick in den Pathomechanismus dieser Erkrankung.
In vitro konnte gezeigt werden, dass PLN-R9C kaum durch PKA phosphoryliert wird5''4. Es
wurde geschlussfolgert, dass die Verhinderung der Phosphorylierung durch die Mutation die
Grundlage fur eine Hyperinhibition von SERCAZ2a darstellt. Diese Ergebnisse basieren jedoch
auf Versuchen mit aufgereinigten bzw. rekombinanten Proteinen. Die Phosphorylierung
erfolgte hier in der Abwesenheit von regulatorischen Untereinheiten der PKA und Wildtyp-PLN
in rekonstituierten Proteoliposomen. Bisher wurden jedoch nur heterozygote Trager der
R9C-Mutation identifiziert. Vor diesem Hintergrund ist die Relevanz einer isolierten
Untersuchung von PLN-ROC fur den Pathomechanismus in vivo fraglich. Daruber hinaus
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konnte in einem Mausmodell gezeigt werden, dass PLN-ROC in der Abwesenheit von
Wildtyp-PLN nur schwach inhibitorisch auf SERCA2a wirkt®®. Die Daten der vorliegenden
Arbeit zeigen, dass eine Phosphorylierung trotz R9C-Mutation in Kardiomyozyten stattfinden
kann. Im Einklang mit der von Schmitt et al. beobachteten verstarkten Affinitat von PKA zu
PLN-R9C-enthaltenden Heteropentameren® lag F-R9C in Heteropentameren zudem starker
phosphoryliert vor als F-PLN. Eine starkere Phosphorylierung und damit Inaktivierung von
PLN-R9OC tragt moglicherweise auch zu der von Schmitt et al.®® beobachteten geringeren
SERCAZ2a-Inhibition bei.

Neben der Beeinflussung des Phosphorylierungszustands von Wildtyp-PLN kdnnte eine
verminderte Interaktion von PLN-R9C mit SERCA2a dazu flihren, dass
Wildtyp-PLN-Protomere aus Pentameren verdrangt werden und somit eine grélRere Menge
SERCAZ2a-inhibitorischer Monomere zur Verfigung steht. Dies kénnte ein Grund fur die
beobachtete Hyperinhibition von SERCAZ2a sein. In den Mausmodellen TgF-PLN und
TgF-R9C zeigten sich vergleichbare Mengen an Wildtyp-PLN-Monomeren (vgl. 3.2.2,
Abbildung 21). Zudem gaben Ko-Immunopréazipitationsversuche in transfizierten
HEK293-Zellen keinen Hinweis auf eine veranderte Protein-Protein-Interaktion zwischen
PLN-R9C und SERCAZ2a (vgl. 3.2.3, Abbildung 22). Grund daflr ist vermutlich, dass sich die
R9C-Mutation in der zytosolischen Domane von PLN befindet. Die Interaktion zwischen
SERCA2a und PLN findet dagegen in der Transmembrandoméne statt*°, welche durch die
R9C-Mutation nicht beeinflusst zu sein scheint. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die
Proben vor der Elution reduziert, was zu einer Unterdriickung der disulfidbriickenabhangigen
Dimere, sowie weiterer Oligomere fuhrte. Dies stellt eine methodische Limitierung dieser
Versuche dar, da die Interaktion von Dimeren und weiteren Oligomeren hier nicht erfasst
wurde. Eine Verdrangung von Wildtyp-Protomeren aus Pentameren durch R9C scheint somit
nicht fir die beschriebene SERCA2a-Hyperinhibition verantwortlich zu sein. Zudem deuten
diese Befunde darauf hin, dass die Beeinflussung des Phosphorylierungszustands von
Wildtyp-PLN die Hauptursache fur die Hyperinhibition von SERCAZ2a ist.

In der Mauslinie TgF-AFA-R9C ist das Transgen durch die AFA-Mutation nicht an der Bildung
von Pentameren beteiligt. Vorarbeiten mit der Mauslinie TgF-AFA-R9C, durchgefuhrt von Prof.
Dr. med. Joachim Schmitt (Institut fir Pharmakologie und Klinische Pharmakologie,
Universitatsklinikum Disseldorf), zeigten eine langere Uberlebensspanne im Vergleich zur
Mauslinie TgF-R9C (vgl. 3.2.5, Abbildung 25). Dies spricht daftir, dass Heteropentamere fir
die Pathogenese der durch die R9C-Mutation hervorgerufenen dilatativen Kardiomyopathie
von grofRer Bedeutung sind. Abbildung 40 fasst die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit in
einem Modell zusammen. Die Phosphorylierung der endogenen Wildtyp-PLN-Monomere war
in der Mauslinie TgF-AFA-R9C starker als in TgF-R9C, wo PLN-R9C die Phosphorylierung

von PLN im Heteropentamer zu beeintrachtigen scheint. Die starkere Phosphorylierung von
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Heteropentameren scheint somit eine Rolle in der durch PLN-R9C verursachten verringerten
Phosphorylierung von Wildtyp-PLN zu spielen. Gleichzeitig zeigen die vorliegenden Daten,
dass PLN-R9C ohne die Heteropentamere die Phosphorylierung von PLN nicht
beeintrachtigen kann. In der Folge ist die Phosphorylierung von PLN erhéht und wirkt somit
der Hyperinhibition entgegen. Da dies die Entwicklung von DCM und Herzinsuffizienz
signifikant verzégerte und das Uberleben der M&use deutlich verldngerte, kénnte die
Unterbindung der Heteropentamerbildung zwischen Wildtyp-PLN und PLN-R9C die Grundlage

fiir ein Therapieprinzip fur betroffene Individuen darstellen.
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Abbildung 40 Modell der durch PLN-R9C verursachten iibermaRigen SERCAZ2a-Inhibition. (A) In
Heteropentameren bestehend aus PLN und PLN-R9C wird PLN-R9OC starker phosphoryliert als PLN. Dadurch
kommt es zu einer verminderten Phosphorylierung von PLN und in der Folge zu einer UbermaRigen
SERCAZ2a-Inhibition. (B) PLN-R9C selbst hemmt SERCA2a nur schwach. Ist PLN-R9C nicht an der
Heteropentamerbildung mit PLN beteiligt, fiihrt dies zu einer gesteigerten Phosphorylierung von PLN und einer
verringerten SERCA2a-Inhibition.
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4.3 Die Rolle von Phospholamban in der Entstehung kardialer Dysfunktion im

remote Myokard in der Frihphase nach Myokardinfarkt
Ischamische Herzerkrankungen und daraus resultierende Herzinsuffizienz stellen immer noch
eine der haufigsten Todesursachen weltweit dar''®. Neben dem infarzierten Bereich ist auch
der nicht-infarzierte Bereich (remote Myokard, RM) des Herzens funktionell eingeschrankt''.
Die Mechanismen, welche zur Funktionseinschrankung des RM flhren, sind dabei
unvollstandig verstanden. In der vorliegenden Arbeit wurde ein PLN-vermittelter Mechanismus
identifiziert, welcher zu einem frihen Zeitpunkt nach I/R zur Verlangsamung der
Kardiomyozytenrelaxation im RM beitragt. Dieser umfasste die Hypophosphorylierung und
damit gesteigerte Aktivitdt von PLN. In der Folge kam es zu einer verstarkten Inhibition von
SERCA2a und somit zu einer verlangsamten zytosolischen Kalziumelimination. Der
kardiomyozytare Kalziumkreislauf konnte durch B-adrenerge Stimulation normalisiert werden.
Dies bestatigte die verringerte Proteinphosphorylierung als Ursache des verlangsamten
Kalziumtransports im RM in der Friihphase nach I/R. Die Proteinphosphatasen PP1 und PP2A
scheinen an der Verlangsamung des kardiomyozytaren Kalziumkreislaufs ursachlich beteiligt
zu sein, da ihre Aktivitat analog zur reduzierten PLN-Phosphorylierung nur im RM erhdht war.
Da die Mortalitédt in Menschen nach Myokardinfarkt insbesondere in den ersten 24 Stunden
sehr hoch ist®®®, sind die zugrunde liegenden Mechanismen in diesem Zeitraum von
besonderem Interesse. Eine verschlechterte RM-Funktion kénnte hier zu einer verringerten
Pumpleistung des gesamten Herzens und so zu der hohen Mortalitat beitragen.
24 h nach I/R fand sich in der vorliegenden Arbeit in Kardiomyozyten, die aus dem RM isoliert
worden waren, ein verlangsamter Kalziumkreislauf (vgl. 3.3.1, Abbildung 27). Die
Geschwindigkeit der Kalziumfreisetzung aus dem SR, die H6he der Kalziumtransienten und
die Geschwindigkeit der Kalziumeliminiation waren verringert. Parallel zum verlangsamten
Kalziumkreislauf fand sich eine beeintrachtigte Sarkomerfunktion, sowie eine beeintrachtigte
Funktion des RM in vivo®. Somit tragt der verlangsamte kardiomyozytare Kalziumkreislauf zur
Dysfunktion des RM zu diesem frihen Zeitpunkt nach I/R bei.
Die Geschwindigkeit der Kalziumfreisetzung sowie die Hohe der Kalziumtransienten hangen
von der Aktivitat von RyR2 ab. Diese ist unter anderem auch abhangig von der
Kalziumbeladung des SR, welche wesentlich durch die Aktivitdt von SERCA2a bestimmt
wird'”. Somit beeinflusst die Aktivitit von SERCA2a indirekt die Geschwindigkeit der
Kalziumfreisetzung und die Hohe der Kalziumtransienten. Daneben beeinflusst der
Phosphorylierungszustand von RyR2 dessen Kalziumsensitivitat und
Offnungswahrscheinlichkeit. Dabei kommt vor allem den Phosphorylierungsstellen S2808 und
S2814 Bedeutung bei. PKA phosphoryliert dabei vorwiegend S2808, wahrend CaMKII beide
Stellen phosphorylieren kann''8, 24 Stunden nach I/R war der Phosphorylierungszustand
sowohl der PKA- als auch der CaMKIl-abhangigen Phosphorylierungsstellen von RyR2
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unverandert. Da die Geschwindigkeit der Kalziumfreisetzung und die Hoéhe der
Kalziumtransienten im RM jedoch verringert waren, legt dies nahe, dass die Kalziumbeladung
des SR die Ursache hierfur ist. Die Funktion von RyR2 scheint daher eher indirekt
beeintrachtigt zu sein und somit nicht ursachlich fir die RM-Dysfunktion verantwortlich zu sein.
Einer verringerten SERCAZ2a-Aktivitdt und damit einhergehenden reduzierten
SR-Kalziumbeladung kommt somit eine zentrale Rolle in der RM-Dysfunktion bei.
Verschiedene Mechanismen kdnnen einer verlangsamten zytosolischen Kalziumelimination
zu Grunde liegen. Eine verlangsamte zytosolische Kalziumelimination durch SERCA2a wurde
vor allem im Zuge der Herzinsuffizienz beschrieben. Grund hierfiir ist eine Abnahme der
SERCA2a-Proteinexpression’02193119 " w3hrend die PLN-Proteinexpression unverandert
bleibt®. Darliber hinaus zeigten einige Studien eine verringerte Phosphorylierung von PLN.
Dadurch verringert sich einerseits das SERCA2a/PLN-Verhaltnis, andererseits verstarkt die
verringerte Phosphorylierung die inhibitorische Aktivitdt von PLN. Dies fuhrt zur Gbermafligen
Inhibition von SERCA2a und damit zur Einschrankung der Herzfunktion'®®. Auch im stunned
Myokard nach I/R findet sich eine reduzierte SERCAZ2a-Proteinmenge. Die Abnahme beruht
auf einer Aktivierung von Calpainen, welche zur Degradation von SERCA2a fiihren’’. In der
vorliegenden Arbeit zeigte sich im Vergleich zur Kontrolle 24 Stunden nach I/R keine
Veranderung der Proteinexpression von SERCA2a und PLN im nicht-infarzierten RM. Die
verlangsamte zytosolische Kalziumelimination beruhte demnach nicht auf einem veranderten
SERCA2a/PLN-Verhaltnis oder einer geringeren SERCA2a-Proteinmenge.

Neben PLN regulieren auch die Proteine S100A1 und HAX-1 die Aktivitat von SERCAZ2a. Die
Proteinexpression von S100A1 ist eng mit der Kardiomyozytenfunktion assoziiert. So konnte
gezeigt werden, dass es im Zuge der Herzinsuffizienz zu einer Abnahme der
S100A1-Proteinexpression kommt'2%'2' S100A1-defiziente Mause entwickeln zudem nach
Myokardinfarkt schneller eine Herzinsuffizienz®® und weisen eine erhohte Mortalitat auf'?2.
S100A1 moduliert unter anderem die Aktivitat von SERCA2a und wirkt so direkt auf den
kardiomyozytdren Kalziumkreislauf®. Im RM war die Proteinexpression von S100A1
24 Stunden nach I/R jedoch im Vergleich zur Kontrolle unverandert und scheint somit nicht die
Ursache fur die verlangsamte zytosolische Kalziumelimination zu sein. Die Interaktion von
S100A1 mit weiteren Proteinen erfolgt jedoch kalziumabhéngig®'®2. Die verringerten
zytosolischen Kalziumtransienten kdnnten dadurch zu einer verringerten Interaktion zwischen
S100A1 und SERCAZ2a flhren. Anhand der vorliegenden Daten kann somit nicht
ausgeschlossen werden, dass eine verminderte Interaktion zwischen S100A1 und SERCA2a
sekundar zur verringerten SERCAZ2a-Aktivitdt  beitragt. HAX-1  verstarkt die
SERCAZ2a-Inhibition durch PLN und ist an der Regulation der SERCAZ2a-Proteinmenge
beteiligt®”-%8. Dadurch besitzt auch HAX-1 einen unmittelbaren Einfluss auf die Geschwindigkeit

der zytosolischen Kalziumelimination und die Kalziumbeladung des SR. Die Proteinexpression
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von HAX-1 war im RM ebenfalls unverandert, was gegen eine ursachliche Beteiligung am
verlangsamten kardiomyozytaren Kalziumkreislauf nach I/R spricht.

Da die Proteinexpression von Schllsselproteinen des kardiomyozytaren Kalziumkreislaufs im
RM unverandert war, sprach dies zu diesem frihen Zeitpunkt nach I/R fur eine
post-translationale Regulation der beteiligten Proteine. Die SERCAZ2a-Aktivitat wird
malfigeblich Uber den Phosphorylierungszustand von PLN an der PKA-abhangigen
Phosphorylierungsstelle S16 reguliert'. 24 Stunden nach I/R fand sich in der vorliegenden
Arbeit im RM eine verminderte PLN-Phosphorylierung an S16. Dies entspricht einer im
Vergleich zu scheinoperierten Mausen gesteigerten SERCA2a-Inhibition durch PLN, welche
zur Dysfunktion des RM beitragen kdnnte. Dartber hinaus konnte die Geschwindigkeit des
kardiomyozytaren Kalziumkreislaufs durch B-adrenerge Stimulation normalisiert werden.
Parallel dazu fand sich im RM im Vergleich zur Kontrolle nach B-adrenerger Stimulation kein
Unterschied mehr bezuglich des S16-Phosphorylierungszustands von PLN. Dies zeigt eine
ursachliche Beteiligung der verringerten PLN-Phosphorylierung an S16 an der Verlangsamung
des kardiomyozytaren Kalziumkreislaufs im RM.

Dagegen war der Phosphorylierungszustand von PLN an der CaMKII-abhangigen
Phosphorylierungsstelle nicht verandert. Die CaMKII-Aktivierung erfolgt sekundar in Folge
einer PKA-Aktivierung und der damit einhergehenden Erhdhung der Kalziumtransienten.
CaMKII bleibt auch nach der Deaktivierung von PKA aktiv und wird daher im allgemeinen fur
die langerfristige Aufrechterhaltung von B-adrenergen Signalen verantwortlich gemacht'®.
Trotz eines verlangsamten kardiomyozytaren Kalziumkreislaufs und verringerten systolischen
Kalziumkonzentrationen findet sich im RM vermutlich keine reduzierte CaMKII-Aktivitat, da
zusatzlich zu PLN auch die CaMKIll-abhangigen Phosphorylierungsstellen von RyR2 (S2808
und S2814) keine Veranderungen zeigten. Zusammengenommen sprechen die Daten fur
einen spezifischen Effekt auf die S16-Phosphorylierung von PLN.

Potentiell konnte die verminderte PLN-Phosphorylierung an S16 durch zwei Mechanismen
zustande kommen: Einerseits konnte die PKA-Aktivitat vermindert sein, andererseits konnte
die Signalweiterleitung downstream der PKA durch weitere Proteine moduliert werden. Die
Proteinexpression und Aktivitdt von PKA waren im RM im Vergleich zur Kontrolle nicht
verandert. Zudem zeigen verschiedene Studien, dass es im Zuge des Myokardinfarkts zu einer
vermehrten Freisetzung von Katecholaminen, vor allem im Infarktgebiet, kommt'?*-25, Dies
wlrde sogar eine verstarkte PKA-Aktivitat und damit gesteigerte Phosphorylierung von PLN
an S16 zur Folge haben. In dem hier verwendeten Mausmodell sind die
Katecholaminkonzentrationen nach I/R vermutlich erhoht, da in vivo-Studien eine erhohte
Herzfrequenz nach I/R zeigten®. Trotz dessen zeigte sich keine verstarkte PKA-abhangige
Phosphorylierung verschiedener PKA-Zielproteine. Dies deutet darauf hin, dass adrenerge

Signale durch weitere Proteine selektiv moduliert werden.
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Die PKA-AKktivitat wird unter anderem auch lokal begrenzt in der Zelle reguliert. Hierbei werden
durch  Phosphodiesterasen  (PDEs) lokal begrenzte  Mikrodomanen erhéhter
cAMP-Konzentrationen geschaffen. In der Folge steigt die PKA-Aktivitdt in diesen
Mikrodomanen an, sodass PKA-Substrate lokal begrenzt phosphoryliert werden. Solche
Mikrodomanen erhéhter cAMP-Konzentrationen bestehen zwischen 31-Rezeptoren und dem
SR'¢ Da der Phosphorylierungszustand der PKA-abhangigen Phosphorylierungsstelle des
SR-membranstandigen Proteins RyR2 nicht verandert war, spricht dies eher gegen eine lokal
veranderte PKA-Aktivitat in der Nahe des SR als Ursache fir die verringerte
PLN-Phosphorylierung. Des Weiteren kdnnte eine Veranderung der Substratspezifitat von
PKA ein Grund flr die verringerte PLN-Phosphorylierung sein. Diese wird durch A-kinase
anchoring proteins (AKAPs) vermittelt. Im Falle von PLN kommt die Spezifitat durch AKAP18d
zustande'?’. Zusatzlich dazu vermitteln die beiden groRen SpleiRvarianten von AKAP18,
AKAP18y und AKAP18d, die Interaktion zwischen PKA und I-1'?8. Eine Verringerung der
AKAP18-Proteinexpression wirde entsprechend zu einer verringerten PLN-Phosphorylierung
an S16 fuhren. Ebenso ware eine verringerte T35-Phosphorylierung von I-1 zu erwarten, was
dessen inhibitorische Aktivitdt gegenlber PP1 senken wirde. Dadurch koénnte die
Veranderung der Proteinexpression der beiden groRRen Spleivarianten von AKAP18 zur
verringerten PLN-Phosphorylierung und zur gesteigerten Proteinphosphataseaktivitat (vgl.
3.3.7, Abbildung 38) beitragen. Die Proteinexpression von AKAP18y/d wurde in dieser Arbeit
nicht untersucht, weshalb ein modulierender Einfluss von AKAP18y/d hier nicht vollends
ausgeschlossen werden kann.

Neben einer Modulation der Aktivitdt oder Substratspezifitdt von PKA werden (-adrenerge
Signale auch durch Proteinphosphatasen auf Ebene der PKA-Substrate moduliert. Die
Proteinphosphatasen PP1 und PP2A vermitteln in Kardiomyozyten einen Groldteil aller
Dephosphorylierungsvorgange und  sind  zusammen  fur etwa 95%  der
PLN-Dephosphorylierung verantwortlich?®. PP1 und PP2A scheinen zudem an der
Pathogenese der Herzinsuffizienz beteiligt zu sein'®. PP1 und PP2A stellen somit wichtige
Regulatoren der Kardiomyozytenfunktion dar. 24 Stunden nach I/R war die Gesamtaktivitat
von PP1/PP2A und die Aktivitat von PP2A im RM signifikant erhéht (vgl. 3.3.7, Abbildung 38).
Da sich bezliglich der PKA-Aktivitat keine Unterschiede zeigten, lasst dies vermuten, dass die
erhohte Proteinphosphataseaktivitat maf3geblich fur die reduzierte PLN-Phosphorylierung an
S16 verantwortlich ist. Eine Aktivierung von PKA fuhrt dariber hinaus zur Phosphorylierung
und damit Aktivierung von I-1, einer inhibitorischen Untereinheit von PP1%7. In der Folge kommt
es zur Inhibition von PP1, sodass dem PKA-Signal nach 3-adrenerger Aktivierung nicht durch
PP1 entgegengewirkt wird. Im Einklang damit fuhrte eine [3-adrenerge Stimulation trotz
erhdhter Proteinphosphataseaktivitat zur Angleichung der Geschwindigkeit der zytosolischen

Kalziumelimination und der PLN-Phosphorylierung an S16 zwischen RM und Kontrolle. Die
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Aktivitat von PP1 zeigte einen Trend hin zu hdherer Aktivitat, welcher nicht auf Unterschieden
in der Proteinexpression beruhte. Generell zeigten sich bei keinem der im RM untersuchten
Proteine Unterschiede in der Proteinexpression. Dies lasst vermuten, dass zu diesem friihen
Zeitpunkt nach I/R im RM eher post-translationale Mechanismen eine Rolle spielen. PP2A ist
unter anderem verantwortlich fiir die Dephosphorylierung von 1-128, Diese Dephosphorylierung
fuhrt zur Inaktivierung von [-1. Somit kann eine Aktivierung von PP2A die PP1-Aktivitat
verstarken. Die gesteigerte PP2A-Aktivitat liefert so eine mogliche Erklarung fir die tendenziell
starkere PP1-Aktivitat. Dartber hinaus konnte eine verstarkte PKC-Aktivitat im RM 24 Stunden
nach I/R gezeigt werden'?. Die PKC-abhangige Phosphorylierung von |-1 fihrt zu dessen
Inaktivierung, sodass eine gesteigerte PKC-Aktivitat ebenfalls zur gesteigerten Aktivitat von
PP1 beitragen konnte®”. Neben der PLN-Phosphorylierungsstelle S16 dephosphorylieren PP1
und PP2A unter anderem PLN und RyR2 an den Phosphorylierungsstellen T17 bzw.
S$2808%*'"7. Da der Phosphorylierungszustand dieser Phosphorylierungsstellen unverandert
war, liegt vermutlich eine lokal differentiell regulierte Proteinphosphataseaktivitat
bzw. -spezifitdt vor. Die Substratspezifitdt, Lokalisation und Aktivitat von PP1 und PP2A
werden durch eine Vielzahl verschiedener Untereinheiten reguliert'®. Die spezifischen
Funktionen sind fir einen Grofteil dieser Untereinheiten nicht bekannt. Der spezifische Effekt
auf die S16-Phosphorylierung von PLN lasst vermuten, dass neben der gesteigerten
Gesamtaktivitdt von PP1 und PP2A auch regulatorische Untereinheiten dieser
Proteinphosphatasen eine Rolle spielen. Dadurch kdnnte die Phosphataseaktivitat gegentber
einer bestimmten Phosphorylierungsstelle lokal héher ausfallen, als es die Messung der
Gesamtaktivitat vermuten lasst. Im Falle von PP1 ist die Untereinehit G, an der Interaktion
zwischen PP1 und PLN beteiligt'®°. Die durch G, vermittelte Interaktion stellt dadurch eine
mogliche Grundlage flur weiterfiUhrende Experimente dar.

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Daten eine ursachliche Beteiligung erhohter
PLN-Aktivitat an der Verlangsamung der zytosolischen Kalziumelimination durch SERCA2a
im remote Myokard (Abbildung 41). Die verringerte PKA-abhangige Phosphorylierung von PLN
konnte dabei als Grund fir die gesteigerte inhibitorische Aktivitat identifiziert werden. Die
Proteinphosphatasen PP1 und PP2A tragen dabei zur verringerten PLN-Phosphorylierung bei
und verstarken so die PLN-vermittelte SERCAZ2a-Inhibition.
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Abbildung 41 Modell der in der vorliegenden Arbeit identifizierten molekularen Mechanismen, welche zur
funktionellen Einschrankung von Kardiomyozyten des remote Myokards fiihren. Im Zuge von Ischédmie und
Reperfusion kommt es innerhalb von 24 Stunden nach Ischamie zu einer Aktivierung der Proteinphosphatasen PP1
und PP2A. Dies fihrt zur verstarkten Dephosphorylierung von PLN an S16, wodurch es zu einer verstarkten PLN-
vermittelten SERCA2a-Inhibition kommt. Der daraus resultierende verlangsamte kardiomyozytare Kalziumkreislauf
fuhrt schlieflich zur Einschrankung der Kardiomyozytenfunktion im remote Myokard.
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5 Zusammenfassung

Transiente Veranderungen der zytosolischen Kalziumkonzentration regulieren in allen
Muskelzellen Kontraktion und Relaxation. In Kardiomyozyten ist die Kalzium-ATPase
SERCA2a entscheidend fir die zytosolische Kalziumelimination wahrend der Diastole
verantwortlich und deshalb von essentieller Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung der zellularen
Kalziumhomdostase. Fehlfunktionen von SERCA2a kénnen zudem ursachlich fur die
Entwicklung einer Herzinsuffizienz sein. Daher ist das detaillierte Verstandnis von
Mechanismen, die die SERCA2a-Aktivitat regulieren, von gro3em wissenschaftlichem und
klinischem Interesse.

Der wichtigste Regulator der SERCA2a ist Phospholamban (PLN). PLN liegt in einem
Gleichgewicht zwischen Monomeren und Pentameren vor. Wahrend Monomere eine direkte
Inhibition von SERCA2a vermitteln, ist die funktionelle Rolle der Pentamere bisher unklar. Der
erste Teil der vorliegenden Arbeit zeigt zum ersten Mal, dass PLN auch in seiner pentameren
Form eine wichtige Funktion in der Regulation von SERCA2a besitzt. PLN-Pentamere
verstarkten in einem Mausmodell die PLN-vermittelte SERCAZ2a-Inhibition, indem sie den
Phosphorylierungszustand von PLN-Monomeren reduzierten. Nach (3-adrenerger Stimulation
lieBen Pentamere dagegen die vollstadndige Inaktivierung von PLN-Monomeren zu. Dadurch

erweitert die Pentamerbildung den Bereich, in dem SERCAZ2a-Aktivitat reguliert werden kann.

Der zweite Teil der Arbeit befasst sich mit der Pathogenese der durch eine Arg9Cys-Mutation
des PLN (PLN-R9C) verursachten dilatativen Kardiomyopathie (DCM). Die vorliegende Arbeit
hat gezeigt, dass die Bildung von Heteropentameren zwischen Wildtyp-PLN und PLN-R9C,
wie sie im heterozygoten Organismus vorliegt, eine kritische Rolle fur die Entwicklung der DCM
besitzt. Die Unterdrickung der Heteropentamerbildung fihrte zu einer verstarkten
Phosphorylierung von PLN-Monomeren und konnte den Erkrankungsbeginn in vivo signifikant
hinauszdgern. Heteropentamere stellen somit einen vielversprechenden Angriffspunkt fir eine
Krankheitspravention in Tragern der PLN-R9C-Mutation dar.

Der dritte Teil dieser Arbeit untersuchte am Mausmodell 24 Stunden nach
Ischamie/Reperfusion die Ursachen der Kardiomyozytendysfunktion im nicht-infarzierten
remote Myokard (RM). Es wird angenommen, dass die schlechte Funktion des RM zu der
hohen Mortalitat der Patienten in der Frihphase nach Myokardinfarkt beitragt. In dieser Arbeit
stellte sich heraus, dass eine verstarkte PLN-vermittelte SERCA2a-Inhibition, welche auf einer
verringerten Phosphorylierung von PLN beruhte, im RM den Kalziumkreislauf der
Herzmuskelzellen sowie deren Kontraktion und Relaxation verlangsamte. Bei der Abklarung
der Ursachen flr die reduzierte PLN-Phosphorylierung zeigte sich eine gesteigerte Aktivitat
der Proteinphosphatasen PP1 und PP2A. Die Normalisierung des Phosphorylierungszustands
von PLN normalisierte auch den intrazellularen Kalziumkreislauf. Sie kénnte deshalb einen

neuen therapeutischen Ansatzpunkt zur Verbesserung der RM-Funktion darstellen.
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6 Summary

Transient alterations of the cytosolic calcium concentration regulate contraction and relaxation
in all muscle cells. In cardiomyocytes, the Ca?*-ATPase SERCAZ2a is crucially involved in the
elimination of calcium from the cytosol during diastole and therefore of essential importance
for maintaining calcium homeostasis. Furthermore, SERCA2a dysregulation can be causally
involved in the pathogenesis of heart failure. On this account, it is of great interest to gain a
detailed understanding of mechanisms regulating SERCAZ2a activity in health and disease.
The SERCAZ2a-regulatory protein PLN exists in an equilibrium between monomers and
pentamers. While monomers facilitate direct SERCAZ2a inhibition the functional role of
pentamer formation is less well defined. The present work shows for the first time that PLN
pentamers are critically involved in SERCAZ2a regulation. Under basal conditions, PLN
pentamers augmented PLN-mediated SERCAZ2a inhibition by reducing the phosphorylation
state of PLN monomers in a mouse model. At the same time pentamers allowed for complete
inactivation of monomers after beta-adrenergic stimulation. Thereby pentamers broaden the
range within which SERCAZ2a activity can be regulated.

The second part of the present work establishes a role of PLN pentamers in the pathogenesis
of dilated cardiomyopathy (DCM), caused by Arg9Cys mutation of PLN (PLN-R9C). The
present work demonstrates that formation of heteropentamers between wildtype PLN and
PLN-R9C, as it occurs in the heterozygous organism, is involved in the pathogenesis of DCM.
Suppression of heteropentamer formation led to enhanced phosphorylation of PLN monomers
and could delay disease onset in vivo. Therefore, heteropentamers constitute a promising
target for preventive therapeutical interventions in individuals affected by the PLN-R9C
mutation.

The third part of this work examines the underlying mechanisms of cardiomyocyte dysfunction
in the non-infarcted remote myocardium (RM) 24 hours post ischemia/reperfusion. Depressed
RM function may contribute to the high mortality observed in patients during the early phase
after myocardial infarction. In the present work, depression of calcium cycling due to excessive
SERCAZ2a inhibition led to impaired contraction and relaxation of cardiomyocytes isolated from
the RM. Mechanistically, increased SERCAZ2a inhibition resulted from reduced PLN
phosphorylation which involved the increased activity of the protein phosphatases PP1 and
PP2A. Normalization of PLN phosphorylation also normalized intracellular calcium cycling and
could therefore constitute a novel therapeutic approach to improve RM function after

myocardial infarction.
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