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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Kalzium und seine Rolle als zentraler Regulator muskularer Kontraktilitat

Intrazellulares Kalzium reguliert als ubiquitdar vorkommendes Signaltransduktionsmolekil in
verschiedenen Zelltypen - von Prokaryonten bis zu Eukaryonten - eine Vielzahl von zelluldren
Prozessen wie Proliferation, Metabolismus und Kommunikation. Einen besonderen Stellenwert
nimmt Kalzium darlberhinaus im Muskelgewebe als zentralen Regulator muskularer Kontraktilitat
ein (Clapham, 1995; Saudavet et al., 1996). Initiiert werden die auf Zellebene stattfindenden
kalziumabhangigen Prozesse prinzipiell durch einen transienten Anstieg der intrazellularen
Kalziumkonzentration ([Ca];), gefolgt von einem raschen Abfall auf basale Normwerte (Bootmann
und Berridge, 1995). Dieses reversible, zyklische Geschehen wird durch die subzellulére
Kompartimentierung des Kalziums in intrazelluldre, membranése Speicher méglich, die Uber
spezifische Transportproteine Kalziumstrome zwischen dem Zytosol und dem Inneren der Speicher
erzeugen und sich flr die Aufrechterhaltung der intrazellularen Kalziumhomdoostase verantwortlich
zeigen (Bers, 2000).

Der Grofdteil der durch Kalzium regulierten Prozesse wird jedoch nicht direkt Uber das Molekil
selbst, sondern erst durch Bindung an lokalisierte, sogenannte kalziumbindende Proteine
vermittelt. Durch diese Bindung wird das unspezifische Kalziumsignal in eine spezifische Wirkung
des Molekdls transformiert (Clapham, 1995). Vielen dieser Proteine ist das kalziumbindende EF-
Hand-Motiv gemeinsam, das erstmals 1975 beschrieben wurde (Moews und Kretsinger, 1975) und
mittlerweile als charakteristisches Merkmal der Superfamilie kalziumbindender EF-Hand Proteine
gilt (Donato, 1999). Unterschieden werden in der Gruppe kalziumbindender Proteine auf der einen
Seite solche mit Uberwiegend kalziumpuffernden Eigenschaften, die aufgrund ihrer hohen
Kalziumbindungskapazitdt die freie Kalziumkonzentration regulieren, ohne dabei eine
Konformationsanderung erfahren. Am bekanntesten innerhalb dieser Gruppe ist das Parvalbumin
und das im sarkoplasmatischen Retikulum befindliche Calsequestrin (Bers, 2000). Dem Ubrigen,
kleineren Teil kalziumbindender EF-Hand Proteine obliegen Eigenschaften als intrazellulare
Kalziumsensoren, die nach Kalziumbindung eine Konformationsdnderung durchlaufen und durch
Bindung an Zielproteine die Veranderungen der intrazelluldren Kalziumkonzentration in zellulare

Aktivitaten Ubersetzen. Im Gegensatz zur erstgenannten Gruppe verfligen sie Uber eine hohe
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Kalziumaffinitdt, gepaart mit einer niedrigen Kalziumbindungskapazitat (Pozzan et al., 1994,
Zimmer et al., 1995). Als bekannteste Vertreter dieser Protein-Superfamilie sind Troponin C und
Calmodulin zu nennen (Bers, 2000).

Trotz der augenscheinlich zentralen Rolle von Kalzium in der Steuerung des Kontraktionsablaufes
im Muskel ist mit Ausnahme von Troponin C bislang nur wenig tUber die spezifische, intrazellulare
Funktion von Kalziumsensorproteinen bekannt. In diesem Zusammenhang erscheint das
kalziumbindende Protein S100A1 von besonderem Interesse, das, ausgestattet mit den
physikochemischen Eigenschaften eines EF-Hand Kalziumsensors (Lewit-Bentley und Rety, 2000),

in hdchster Konzentration im Herzmuskel und langsamen Skelettmuskel exprimiert wird.

1.2 Physiologische Funktion der sarkoplasmatischen Ca*-ATPase im quergestreiften
Muskel

Im Herz- und Skelettmuskel werden die intrazelluldren Kalziumbewegungen wahrend der
Kontraktion und Relaxation in der adulten Muskelzelle vor allem durch die zyklische Freisetzung
und Wiederaufnahme von Kalzium durch das sarkoplasmatische Retikulum (SR) koordiniert, das
sich als ein dreidimensionales Netzwerk durch die Zelle spannt. Um eine rasche effiziente Abfolge
des Kontraktionszyklus zu gewahrleisten, muss die einzelne Muskelzelle in der Lage sein,
innerhalb kurzer Zeit hohe zytosolische Kalziumkonzentrationen wahrend der Kontraktion (10'6-10'5
pMM) auf ein niedrigeres Niveau im Rahmen der Relaxation (10'7 MM) zu senken. Gleichzeitig
mussen diese niedrigen intrazytoplasmatischen Kalziumkonzentrationen gegenuber deutlich
hoheren Kalziumkonzentrationen im Extrazellularraum und im sarkoplasmatischen Retikulum
aufrechterhalten werden (Kargacin und Kargacin, 1994; Shull, 2000).

Innerhalb dieses zyklischen Kalziumumsatzes von Herz- und Skelettmuskel wird der Hauptbeitrag
zur Regulation der intrazelluldren Kalziumkonzentration von der sarko(endo)plasmatischen ca* -
ATPase (SERCA) getragen, die durch ATP-Verbrauch die sarkoplasmatische Kalziumaufnahme
katalysiert. Auf diese Weise kontrolliert sie nicht nur die Konzentration bzw. den Gehalt von
Kalzium im sarkoplasmatischen Retikulum (SR), sondern ebenso die zytosolische

Kalziumhomoostase (Abb.1.1) (Yong et al., 1999; Freestone et al., 2000).
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Abb.1.1: Schematische Darstellung der Regulation der intrazelluliren Kalziumbewegungen in
der Muskelzelle bzw -faser:

Nach Depolarisation der Zellmembran der Muskelzelle oder -faser werden im transversaltubuldren
System des Sarkolemms die L-Typ-Kalziumkanale, auch bekannt als Dihydropyridinrezeptoren (DHP),
aktiviert. Durch einen transsarkolemmalen Kalziumeinstrom (Herzmuskel, HM) bzw. eine mechanisch
induzierte Konformationsdnderung des Kalziumfreisetzungskanals (Skelettmuskel, SM) des
sarkoplasmatischen Retikulums, dem Ryanodin Rezeptor (RyR), kommt es zur raschen
Kalziumfreisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR). Das freigesetzte Kalzium bindet an
Troponin C und initiiert den Querbrickezyklus der kontraktilen Filamente.

Die Reduktion des zytosolischen Kalziums wahrend der Relaxation erfolgt tber vier verschiedene
Transportsysteme: 1. die SR-Ca*-ATPase (SERCA), 2. den sarkolemmalen Na?*-Ca?*-Austauscher
(NCX), 3. die sarkolemmale Ca?*-ATPase und 4. einen mitochondrialen Ca®* Transporter. Unter
physiologischen Bedingungen ubernimmt die SERCA, gefolgt vom NCX, quantitativ den Hauptanteil
zur Senkung der intrazytoplasmatischen Kalziumkonzentration.

Aktiviert durch einen transsarkolemmalen Kalziumstrom (Herzmuskel) bzw. eine elektrisch
induzierte Konformationsédnderung (Skelettmuskel) fihrt eine Kalziumfreisetzung aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum (SR) Uber den Ryanodinrezeptor (RyR) zur Muskelkontraktion,
wahrend die Kalziumwiederaufnahme zur Muskelrelaxation fihrt (Sommer et al.,, 1992). Die
Relaxation einer Muskelzelle bzw. Muskelfaser und die Regeneration des Kalziums ist im
entscheidendem MalRe abhangig vom Ricktransport der Kalziumionen durch die
sarkoplasmatische Ca2+—MgZ+—ATPase (SERCA) aus dem Zytoplasma in das Lumen des

sarkoplasmatischen  Retikulums (SR). Da die Aktivitdt der SERCA direkt die
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Relaxationsgeschwindigkeit bestimmt (Bluhm et al., 2000) und den limitierenden Schritt der
Kalziumaufnahme und —speicherung darstellt, gilt die sarko(endo)plasmatische Ca” -ATPase
(SERCA) als zentrale Determinante muskularer Kontraktilitdt (Carafoli, 1987; Bers und Bridge,

1989; Sommer et al., 1992; Lompre et al., 1994; Minamisawa et al., 1999).

Es handelt sich bei der sarko(endo)plasmatischen Ca*-ATPase (SERCA) um ein ~110 kDa
transmembranares Protein (MacLennan, 1970), das den gréf3ten Anteil des Proteingehaltes der
Membran des sarkoplasmatischen Retikulums ausmacht (Minamisawa et al., 1999). Sie zahlt zur
Superfamilie der hoch konservierten P-Typ-lonentransport-ATPasen, die wahrend eines
vektoriellen lonentransportes einen intermediaren Phosporylierungszustand (E-P) durchlaufen (De
Meis und Vianna, 1979).

Durch molekulare Analysen konnten drei verschiedene Gene fur SERCA identifiziert werden mit
insgesamt funf verschiedenen Isoformen (SERCA1a und 1b, SERCA2a und 2b, SERCAS3), die
entwicklungs- und gewebespezifisch exprimiert werden (Yong et al., 1999). Die Isoformen
SERCA1a und SERCA1b sind im schnellen Skelettmuskel zu finden, wobei SERCA1b in der
neonatalen Entwicklung vorherrscht und SERCA1a vornehmlich erst im adulten Stadium exprimiert
wird (Brandl et al., 1987). Im Herzmuskel sowie im langsamen Skelettmuskel Uberwiegt SERCA2a
(Zarain-Herzberg et al., 1990; Wu et al., 1995), die wahrend der Neonatalzeit ebenfalls an der
Kalziumsequestration im schnell kontrahierenden Skelettmuskel beteiligt ist, aber in der weiteren
Entwicklung durch die Isoform SERCA1a ersetzt wird. SERCA2b wird im nichtmuskularen Gewebe
und im adulten glatten Muskel exprimiert (Lytton et al., 1989), wahrend SERCA3 in Endothel- und
Epithelzellen identifiziert werden kann. Dabei wird der héchste mRNA-Gehalt im Intestinuum, in der
Milz, der Lunge, dem Uterus und Gehirn gemessen (Burk et al., 1989, Hussain und Inesi, 1999).
Die funktionelle Bedeutung der Diversitat der SERCA-Isoformen ist nicht vollstdndig geklart, doch
gemessen an der selektiven - sowohl entwicklungsabhangigen als auch gewebespezifischen -
Expression, scheint es wahrscheinlich zu sein, dass insbesondere die Isoformen SERCA1a und
SERCAZ2a Uber differenzierte Kalziumtransporteigenschaften verfiigen und in unterschiedlichem
MalRe zur kontraktilen Funktion der Muskelzelle beitragen. Es konnte gezeigt werden, dass die
Kalziumtransportkapazitat im Herzmuskel signifikant geringer ist als im schnell kontrahierenden

Skelettmuskel. Dies liegt zum Einen an einer héheren Pumpendichte im SR, aber auch an der bis
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zu dreifach geringeren Ca”*- Affinitat der SERCA2a im Herzmuskel gegeniber der SERCA1a im
Skelettmuskel (Shigekawa et al., 1976, Cantilina et al., 1993, Wolosker et al., 1997). Dies scheint
maRgeblich mit der spezifischen Interaktion zwischcen SERCA2a und Phosholamban (PLB)
zusammenzuhangen, da letzteres Uber reversible Phosphorylierung die Affinitdt der Pumpe zu
Kalzium modulieren kann (Autry und Jones, 1997). Gestltzt wird diese Hypothese durch die
Beobachtung, dass eine exogene Expression der phospholambandefizienten SERCA1a im

Herzmuskelgewebe dessen Kontraktilitdt erhéht und die Kalziumkinetik steigert (Lalli et al., 2001).

1.3 Pathophysiologische Funktion der sarkoplasmatischen Ca®**-ATPase im quergestreiften
Muskel

Defekte der SERCA-Expression, die im Rahmen der menschlichen Herzinsuffizienz und
skelettmuskularer Erkrankungen auftreten, und deren Auswirkungen auf die Kalziumhomdostase
verdeutlichen die spezifische Funktion der SERCA flr die Kontraktilitdt von Muskelzellen (Submilla
et al., 1999; Periasamy und Huke, 2001). In den verschiedenen Stadien der menschlichen
Herzinsuffizienz korreliert die diastolische Dysfunktion mit signifikanten Veranderungen des
SERCA2a mRNA - und Proteingehaltes (Baker et al., 1998). Wahrend es im Stadium der
kompensierten Herzinsuffizienz zu einer Steigerung der SERCA-Expression im Vergleich zum
gesunden Normalkollektiv kommt, ist im Stadium der dekompensierten Herzinsuffizienz eine
signifikante Verminderung der SERCA-Expression zu beobachten. Dies generiert in einer
diastolischen Relaxationsstérung mit enddiastolisch hohen Kalziumkonzentrationen und einer
Beeintrachtigung nicht nur der Lusitropie, sondern auch der Inotropie (Arai et al., 1994; Hasenfuss

et al., 1994; Meyer et al., 1995; Schwinger et al., 1995; Davia et al., 1999).

Diverse Studien bestéatigten den Zusammenhang zwischen charakteristischen Veranderungen der
diastolischen Dysfunktion im Rahmen der menschlichen Herzinsuffizienz und der dokumentierten
Verminderung der SERCA2a-Expression (Meyer et al., 1995). Ferner fanden sich skelettmuskulare
Relaxationsstérungen im Rahmen der Brody-Erkrankung bei reduzierter SERCA1-Aktivitat (Davia
et al, 1999; Dillmann, 1999; MacLennan, 2000; Shull, 2000). Diese Befunde flhrten zu einem
wachsenden Interesse, die differentielle Regulation der SERCA-Isoformen naher zu untersuchen.

Genadditionsstudien konnten anhand von kultivierten Kardiomyozyten und am Modell des
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Transgens nachweisen, dass eine SERCA-Uberexpression mit einer erhdhten Kontraktilitat und
gesteigerten Kalziumtransienten bei gleichzeitig gesteigerter Relaxation vergesellschaftet ist. Inesi
et al. (1998) und Submilla et al. (1999) konnten dariberhinaus eine auf gleichem
Expressionsniveau stattfindende simultane SERCA2a- und SERCA1-Uberexpression in
neonatalen Kardiomyozyten generieren. Es zeigte sich hierbei eine gegeniiber SERCA2a zweifach
gesteigerte SERCA1-Aktivitat, die auf intrinsische Differenzen der Kalziumumsatzrate
zurtckzufihren ist. Im Tiermodell der Herzinsuffizienz gelang es Schmidt et al. (2000), durch eine
adenoviral vermittelte SERCA2a-Uberexpression die diastolische wie auch systolische Dysfunktion
wieder zu normalisieren. Im SERCA-Transgen stellten He et al. (1997) sowie Baker at al. (1998)
eine gesteigerte Maximalgeschwindigkeit (Vmnax) der sarkoplasmatischen Kalziumaufnahme sowie
eine Zunahme der Kontraktilitdt fest. Ergdnzende Informationen hinsichtlich Funktion und
potentieller  Beeinflussung der  sarco(endo)plasmatischen Ca”-ATPase liefert das
tierexperimentelle Knock-out Modell, in dem die SERCA spezifisch in ihrer Expression
ausgeschaltet wird. Eine unter Periasamy et al. (1999) durchgefiihrte Studie zeigte, dass eine
vollstandige Absenz der SERCA2a einen letalen Phanotyp generiert, da keine homozygote Linie
auftrat.

Auf der Basis dieser Daten scheint die SERCA die muskulare Kontraktilitat indirekt Gber die Menge
des aus dem sarkoplasmatischen Retikulum freigesetzten Kalziums zu regulieren, wéhrend die
Relaxation Uber die Geschwindigkeit bestimmt wird, mit der das Kalzium aus dem Zytosol entfernt
und in das Lumen des sarkoplasmatischen Retikulum aufgenommen wird (Shull, 2000). Da sich die
SERCA als wesentliche Komponente zur Aufrechterhaltung des muskularen Kontraktionsablaufes
gezeigt hat, scheint ein Eingriff in dieses streng regulierte System im Rahmen der
Muskelinsuffizienz von zentraler Bedeutung zu sein. Der bisher am besten untersuchte Regulator
der SERCA-AKktivitat ist Phospholamban (PLB). Weitere mit dem sarkoplasmatischen Retikulum
assoziierte Proteine wie z.B. S100A1 sind in diesem Zusammenhang bislang nicht naher

untersucht.

1.4 Regulation der SERCA-Aktivtat im quergestreiften Muskel
Im Herz- und im langsam kontrahierenden Skelettmuskel wird die Aktivitdt der SERCA2a durch

Phospholamban (PLB) reguliert, einem kleinen Phosphoprotein, das sich in der Membran des



1. Einleitung

sarkoplasmatischen Retikulums befindet (Davia et al., 1999). Im dephosphorylierten Zustand
inhibiert das 30 kDa kleine Homopentamer PLB bei submikromolaren Kalziumkonzentrationen die
Ca”*-ATPase-Aktivitat durch Minderung der Kalziumaffinitit und Erhéhung der ECs, des Enzyms
fur Kalzium. Damit verursacht es eine verminderte Kalziumaufnahme in das sarkoplasmatische
Retikulum (Voss et al, 1994). Infolge B-adrenerger Stimulation kommt es zu einer Disinhibition von
PLB durch Phosphorylierung an den Aminosauren Serin-16 Uber die cAMP-abhangige
Proteinkinase A und Threonin-17 (iber die Ca**-Calmodulin abhéangige Kinase. Diese Disinhibition
von PLB findet ebenfalls bei einem Anstieg der freien intrazelluldren Kalziumkonzentration in den
mikromolaren Bereich statt. Infolge der Phosphorylierung erhdht sich die Kalziumaffinitat der
SERCAZ2a und fuhrt zu einer gesteigerten Kalziumaufnahme in das sarkoplasmatische Retikulum
bei verkirzter Relaxationsgeschwindigkeit. Auf diese Weise moduliert Phospholamban den aktiven
Transport von Kalzium in das sarkoplasmatische Retikulum iber die SERCA2a (Abb 1.2) (Xu et al.,

1993; Frank und Kranias, 2000).

ca*

ca®'

cAMP
PLB ATPase 7’ e ATPase
3

ca® ca®'

inhibiert nicht inhibiert

Abb.1.2

Abb.1.2: Schematische Darstellung zur Regulation der Ca®"-ATPase-Aktivitat des sarkoplasmatischen
Retikulums durch Phospholamban (iiber PKA- und Calmodulin-Kinase-ll-abhangige Phosphorilierung).

Im Herzmuskel und im langsam kontrahierenden Skelettmuskel gilt der Phosphorylierungszustand
des Phospholambans somit als zentrale Determinante der Kalziumsequestration und myokardialen

Relaxation (Koss et al., 1997; Edes und Kranias 1998; Colyer und Wang, 1991). Im Gegensatz
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dazu wird im schnell kontrahierenden Skelettmuskel kein Phospholamban exprimiert. Dies
bedeutet, dass die Pumpkinetik der SERCA-Isoform 1 ausschliesslich vom aktuellen intrazellularen
Kalziumangebot abhangig ist (MacLennan, 2000).

Da die beiden Isoformen SERCA1 und SERCA2a annahernd die gleiche Abhangigkeit von der
[Ca2+]izeigen (SERCA2a > SERCA1) und Experimente belegen, dass die Umsatzrate der SERCA1
ungefahr doppelt so hoch ist wie die der SERCA2a (Submilla et al., 1999), liegt der Schluss nahe,
dass es sich um einen PLB-abhangigen Effekt handelt. Verschiedene Studien haben die
modulierende Funktion von PLB fir die Regulation der basalen Kontraktilitdt im Myokard an
Phospholamban knock-out-Mausen herausgearbeitet. Ein PLB-Verlust in isolierten Papillarmuskeln
aulert sich in einer signifikant gesteigerten Kontraktilitat, hervorgerufen durch eine hohere

Kraftentwicklung bei verkiirzter Zuckungszeit (Bluhm et al., 2000).

1.5 S100-Proteine und S100A1

S100A1 ist ein saures kalziumbindendes Protein aus der Superfamilie kalziumbindender EF-Hand-
Proteine, das eine gewebespezifische Expression in der quergestreiften Muskulatur aufweist,
wobei hdchste Proteinspiegel in Kardiomyozyten, gefolgt vom Skelettmuskel, gefunden werden.
Die erstmalig von Moore (1965) aufgrund ihrer Loslichkeit in 100%iger Ammoniumsulfatiésung als
S100 beschriebenen Proteine umfassen eine Gruppe von insgesamt neunzehn Mitgliedern und
bilden damit die umfangreichste Subgruppe innerhalb der EF-Hand Proteinfamilie (Zimmer et al,
1995; Schéfer und Heizmann, 1996; Heizmann und Cox, 1998; Donato et al., 1999).

Als charakteristisch fir das EF-Hand-Motiv anzusehen ist die Sekundarstruktur in Form einer
repetitiven Helix-Loop-Helix Abfolge mit kalziumkomplexbildenden Eigenschaften. Diese als
Leitstruktur beschriebene Sekundarstruktur wurde erstmals im dritten kalziumbindenden Motiv des
Proteins Parvalbumin beschrieben und ist nunmehr namensgebend fur die Proteinsuperfamilie
(Abb. 1.3) (Clapham, 1995). Der Genort fir S100-Proteine ist mit Ausnahme von S100B (Chr. 22)
clusterférmig auf dem Chromosom 21 lokalisiert, und die Nomenklatur der Mitglieder ergibt sich

aus der Abfolge ihres kodierenden DNA-Stranges in Leserichtung (Schéafer und Heizmann, 1996).
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Abb.1.3:
Veranschaulichung der Sekundérstruktur der kalziumbindenden
EF-Hand (a-Helix-Loop-o-Helix) nach Kretsinger (1975) in einem
dreidimensionalem Schema (Lewit-Bently und Rety, 2000).
Beide a-Helices des kalziumbindenden Motivs kénnen durch den
gestreckten Zeigefinger (Helix 1) und Daumen (Helix 1) der
Helix IIf rechten Hand dargestellt werden. Sie sind durch einen linearen
Abschnitt (Loop, blauer Kreis) verbunden, der Kalzium in einer
Bindungsnische koordinativ bindet. Die Bindung von Kalzium
induziert so durch die Verlagerung der Helix Il (Daumen, roter
Abb.1.3 Pfeil) eine Konformationsanderung der EF-Hand.

S100-Proteine sind niedermolekulare Proteine mit einer Gréfle von 8-13k Da, die innerhalb der
Zelle Dimere bilden, nachdem sie primar als Monomer exprimiert werden (Donato 1999). Dies
konnte Uber molekular-strukturelle Untersuchungen im NMR gezeigt werden (Drohat et al., 1998).
Das Monomer verfligt charakteristischerweise Uber zwei kalziumbindende Domanen, die durch
einen kalziumbindenden Loop miteinander verbunden und jeweils von hydrophoben Enden
flankiert sind (Abb. 1.4). Infolge von Kalziumbindung kommt es zu einer Veradnderung der
Tertiarstruktur des Proteins, die fur die Interaktion mit Zielproteinen notwendig ist. Dabei
gruppieren sich die hydrophoben Enden — N- (N) und C- (C) Terminal — des jeweiligen Monomers
zusammen mit ihrer verbindenden Untereinheit, der sogenannten Scharnier-Region - auch als
Hinge Region (H) bezeichnet — an der Oberflache des Gesamtmolekiils. Es wird angenommen,
dass die Hinge Region (H) flr die spezifische Interaktion eines S100-Proteins mit seinem
Zielprotein verantwortlich ist und die Interaktion durch die hydrophoben N- und C-terminalen Pole
stabilisiert wird (Abb 1.5). Die N-terminale EF-Hand des Molekills ist spezifisch fiir S100-Proteine,
wohingegen das C-terminale-Ende allen Mitgliedern der EF-Hand-Proteinfamilie gemein ist

(Heizmann und Cox, 1998).
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L1 - L2
N SRS A ©
HI1 HII HIV

H III

N-terminal C-terminal

Abb.1.4
Abb.1.4 verdeutlicht die typische Sekundarstruktur einer monomeren S100 Untereinheit (Donato,
1991). Jedes Monomer besteht aus zwei kalziumbindenden EF-Hand-Motiven (Helix-Loop-Helix; H I-
L1-H 1l, H l-L2-H V), die durch eine Scharnierregion (Hinge; H) getrennt werden. Deutlich sind die
Loops (L1, L2) beider EF-Hande zu erkennen, die Kalzium koordinativ binden. Die Enden des

Monomers (N-und C-terminal) weisen im Gegensatz zur Scharnieregion eine ausgepragte
Hydrophobizitat auf und dienen unter anderem der Stabilisation des Dimers.

S100-Proteine verflgen in ihrer Rolle als kalziumbindende Proteine tber eine hohe Kalziumaffinitat
(Baudier und Gerard, 1986) und registrieren als intrazellulare Kalziumrezeptoren Veranderungen
der intrazellularen Kalziumkonzentration (Zimmer et al, 1995). Im Zusammenhang mit ihrer
gewebespezifischen Expression sind sie aufgrund dieser Eigenschaft in der Lage, ein ubiquitares
Signal — Kalzium als unspezifischer second messenger (engl.) - in eine gewebetypische Antwort zu
transformieren (Berchthold et al, 2000).

Zum Einen werden S100-Proteinen allgemeine biologische Aktivitdten wie intrazellulare
Signaltransduktion, Zelldifferenzierung, Zellkommunikation und Organisation des Zytoskeletts
zugeschrieben. Zum Anderen konnte im Zusammenhang mit verschiedenen spezifischen,
extrakardialen Erkrankungen eine Dysregulation in der Expression verschiedener S100-Proteine
nachgewiesen werden: Eine veradnderte Expression des neuronal spezifischen S100B scheint an
der Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen wie beispielsweise der Alzheimer Erkrankung
beteiligt zu sein, wahrend S100A4 und A6 eine zentrale Funktion in der Metastasierungskaskade
des Mammakarzinoms einnehmen und S100A8 und A9 eine Rolle innerhalb inflammatorischer

Prozesse zugeschrieben wird (Heizmann und Cox, 1998).
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Abb.1.5

Abb.1.5 veranschaulicht die dreidimensionalen Struktur von S100A1. Zwei homologe Untereinheiten
(blau und orange) bilden je ein antiparalleles, kompaktes Homodimer (25x25x49 Angstrom). Jede
Untereinheit verfugt Uber zwei EF-Hande, die durch eine Scharnierregion getrennt sind. Die
kalziumbindenden Loops der EF-Hande sind durch dunkelgriine Pfeile markiert. Das Dimer wird durch
die antiparallele Uberkreuzung der Helix I" und IV beider Dimere stabilisiert. B verdeutlicht die
Konformationsdnderung des Dimers nach Kalziumbindung (gelbe Kugeln). Deutlich ist die
Auswartsbewegung der Helix IV' und | zu erkennen (griine Pfeile), die die hydrophoben Epitope des
Molekiils freilegen (Wang, 2001).

1.6 S100A1

S100A1 ist ein Kalziumsensorprotein, welches sowohl kalziumabhangig als auch
kalziumunabhangig mit seinen Zielproteinen interagiert (Landar et al., 1998). Seine Form als
symmetrisches, antiparalleles Homodimer (25 x 25 x 49 Angstrém) bildet es aus zwei monomeren
o-Untereinheiten. Stabilisiert wird das Dimer Uber eine kovalente Disulfidbriicke und
intermolekulare hydrophobe Wechselwirkungen (Abb. 1.5) (Heizmann und Cox, 1998).
Untersuchungen im frilhen embryonalen Entwicklungsstadium des Herzens zeigen eine enge
zeitliche und ortliche Korrelation zwischen der Expression von S100A1 und der Entstehung der
Herzhohlen und ihrer Trennung in Vorhéfe und Ventrikel (Kiewitz et al., 2000). Dieses differentielle
Expressionsverhalten andert sich wahrend der Entwicklung nicht, was Studien zur Transkription
und Translation des S100A1-Genes zeigen. Im adulten Herzen lassen sich im linken Ventrikel die
héchsten mRNA-und Protein-Konzentrationen nachweisen (Remppis et al., 1996). Einen weiteren

Aspekt zur differentiellen Expression und zur funktionellen Bedeutung im Rahmen der
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Muskelkontraktilitdt liefert das S100A1-Expressionsmuster im Verlauf der Entwicklung der
Herzinsuffizienz. Im Stadium der kompensierten Herzinsuffizienz, die sich makroskopisch als
Hypertrophie prasentiert, lasst sich eine gesteigerte S100A1-Expression nachweisen, wohingegen
im Stadium der terminalen Herzinsuffizienz eine signifikante Reduktion des Proteingehaltes
nachzuweisen ist (Remppis et al., 1996). Uber die intrazelluldre Verteilung von S100A1 ist bis
heute bekannt, dass sich im Skelettmuskel und Herzmuskel eine Kolokalisation mit dem
sarkoplasmatischen Retikulum findet; im Herzen zusatzlich mit dem Sarkolemm und dem
kontraktilen Apparat (Haimoto und Kato, 1988; Berchthold et al., 2000; Maco et al., 2000; Arcuri et

al., 2002).

Um die funktionelle Bedeutung der differentiellen Expression des Proteins S100A1 zu verstehen,
wurden im Herzmuskelgewebe im Wesentlichen funktionelle Studien durchgefuhrt, die eine
Uberexpression des Proteins zum Ziel hatten.

Als Ergebnis zeigte sich, dass sowohl nach adenoviralem Gentransfer in Kaninchenmyokard in
vivo als auch in vitro in isolierte Kaninchen- und Rattenkardiomyozyten eine Steigerung der
Kontraktilitdt und der Kalziumtransienten zu beobachten war (Pleger, 1999; Most et al., 2001;
Remppis et al., 2002). Diese Beobachtungen konnten Most et al. (2003a) im transgenen Tiermodell
in vivo weiter verifizieren, da die transgenen Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikant
gesteigerte Kontraktilitdt aufwiesen, wahrend Du et al. (2002) im knock-out-Modell in vivo eine
entsprechend verminderte Kontraktilitat erreichten.

Uber die Funktion des Proteins S100A1 im Skelettmuskel ist bis heute bekannt, dass es im
rekonstitutiven Lipid-Bilayer die Aktivitdt des Ryanodin-Rezeptors mit einer sekundar vermehrten
Kalziumfreisetzung steigert (Treves et al., 1997). Fano et al. (1989) zeigten einen vergleichbaren
Effekt an skelettmuskuldren Vesikeln der Ratte, an denen eine Stimulation der Ca®*-induzierten
Kalziumfreisetzung unter dem S100A1-Heterodimer zu beobachten war. Most et al. (2002) fanden
ferner heraus, dass das Protein sowohl in seiner nativen Form als auch in Form eines
Peptidmodells, bestehend aus der zentralen Linkerregion und dem N- sowie C-terminalen Ende, in
Saponin-permeabilisierten Muskelfasern zu einer gesteigerten Kalziumfreisetzung Uber den

Ryanodin-Rezeptor fihrt. Adhikari und Wang (2001) konnten demonstrieren, dass das Protein
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S100A1 die Kalziumsensitivitdt und -kooperativitat des kontraktilen Apparates im Skelettmuskel

beeinflusst.

1.7 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Die intrazellulare Kalziumhomdostase wird durch die Expression und Funktion zahlreicher Proteine
gesteuert. Einen besonderen Stellenwert haben dabei zum Einen sog. kalziumbindende Proteine
wie S100A1, die als intrazellulare Kalziumsensoren Veranderungen des zytosolischen
Kalziumgehaltes registrieren und Ca”-abhéngig durch Interaktion mit spezifischen Zielproteinen
grundlegende Zellfunktionen modellieren, und zum Anderen sarkoplasmatische Proteine wie die
sarkoendoplasmatische Ca”-ATPase (SERCA), die fir die zyklische Aufnahme und Freisetzung
der Kalziumionen in das sarkoplasmatische Retikulum (SR), dem intrazellularen Kalziumspeicher,
verantwortlich sind (Periasamy und Huke, 2001).

Da S100A1 einerseits mit dem sarkoplasmatischen Retikulum des quergestreiften Muskels
kolokalisiert (Haimoto und Kato, 1988) und andererseits S100A1 mit SERCA und Phospholamban
eine direkte Proteininteraktion eingeht (Kiewitz et al., 2003), wurde von unserer Arbeitsgruppe die
Hypothese generiert, dass S100A1 seine kontraktionssteigernden Effekte Uber eine Beeinflussung
der sarkoplasmatischen Ca**-Transienten vermittelt. Daher wurde die vorliegende Arbeit mit dem
Ziel durchgeflhrt, erstmals den Effekt von S100A1 auf die SERCA-Aktivitat zu untersuchen und so
moglicherweise weitere Aufschliisse Uber die molekularen Funktionen dieses hochkonservierten

Ca®"-bindenden Proteins im Rahmen der Muskelphysiologie zu gewinnen.

13



2. Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Chromatographische Aufreinigung von nativem Protein S100A1

Natives S100A1-Protein wurde aus ventrikularem Myokard des Schweins aufgereinigt. Aufgrund
der hydrophoben Eigenschaften des Proteins widersteht es einer Fallung mit Ammoniumsulfat und
kann so von der hydrophilen Fraktion der myokardialen Proteine getrennt werden. Durch eine
EGTA-abhangige Elution der kalziuminduzierten, spezifischen Interaktionen des Proteins mit einer
hydrophoben Saulenmatrix ist eine weitere Reinigung moglich. In einem letzten Schritt erfolgt die
Gewinnung einer hochreinen Proteinfraktion durch Verwendung eines Anionenaustauschers, der

EGTA und héhermolekulare Verunreinigungen entfernt.

Schema: Extraktion von nativem S100A1 Protein

2
——

— X —> \ ) —>

zerkleinertes Zugabe von Abzentrifugation Proteinféllung
Myokardgewebe 5 Volumina und Konservierung mit
Extraktionspuffer des Ammoniumsulfatiésung
Uberstandes

Extraktion aus Schweinemyokard

Schweineherzen zur Aufreinigung von nativem S100A1 Protein wurden freundlicherweise vom
Fleischversorgungszentrum Lubeck zur Verfiigung gestellt. Direkt nach Entnahme der Herzen
wurden die Koronarien mit eisgekuhlter 0,9%iger NaCl-Lésung perfundiert und anschlie3end
gekuhlt zur weiteren Verarbeitung transportiert. Das Myokardgewebe wurde zunachst in finf
Volumina (v/w) Extraktionspuffer (25 mM Tris, 50 mM KCL, 5 mM EDTA, pH 7,5) aufgenommen,
mit einem Mixer zerkleinert und dann mit einem Ultraschall Sonifyer homogenisiert. Dann folgte ein

Zentrifugationsschritt mit 20.000 g fur 10 min bei 4°C (Heraeus Zentrifuge, Heraeus Holding
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GmbH, Hanau). Zur Proteinfallung wurde der Uberstand zu gleichen Teilen (1/1) mit geséttigter
100%iger (4 M) Ammoniumsulfatiésung vermischt, so dass sich eine Endkonzentration von 2 M
ergab. Nach finfzehnminitiger Aquilibrierung bei Raumtemperatur wurde das Gemisch wiederum

bei 20.000 g fiir 30 min zentrifugiert und anschlieRend der Uberstand vorsichtig vom Pellet

getrennt.
Schema: Aufreinigung des nativen Proteins S100A1
Ammoniumsulfat-
iiberstand S100A1/ EGTA
Hydrophobe .
. Anionenaustausch
Interaktion

ii
¢/¢

—
Silberfarbung des
i 003
S100A1/ EGTA S100A1 Protein ~ —oriftS_y
im PA Gel
1. Proteinféllung 2. AIEX 3. gereinigtes
und HIC Protein

Hydrophobe Interaktions-Chromatographie (HIC)

Der Uberstand der Ammoniumsulfatfallung, der das native S100A1 Protein enthalt, wurde im
nachsten Schritt zunachst Gber einen Filter der Porengrésse 0,45 um von Salzkristallen befreit und
dann auf eine hydrophobe Interaktionssaule (HiTrap Octyl-Sepharose-Saule, Volumen 100 ml,
Pharmacia, Freiburg) aufgetragen. Die Saule wurde zunachst mit 10 Saulenvolumina

(entsprechend 10 ml) der kalziumhaltigen Pufferldsung A (25 mM Tris-HCI, 2 mM CacCl,, ph 7,5)
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(1ml/min) &quilibriert, um die hydrophobe Interaktion von kalziumgesattigtem S100A1 mit der
Saulenmatrix zu maximieren. Die gebundene Proteinfraktion wurde dann durch einen
Stufengradienten mit Pufferlésung B (25 mM Tris-HCI, 5 mM EGTA, ph 9,5) mit 4 Sdulenvolumina
eluiert (1 ml/min) und konnte anhand der Proteinabsoption bei 280 nm kontrolliert werden. Alle
beschriebenen Reinigungsschritte wurden mit dem High Performace Liquid Chromatography
(HPLC) Akta Purifier System (Pharmacia, Freiburg) durchgefiihrt und mit der Software Unicorn

2.20" analysiert.

Anionenaustauscherchromatographie (AIEX)

Das native Protein S100A1 wurde in 5 ml Aliquots gesammelt und Uber einen folgenden
Chromatographieschritt weiter aufgereinigt, um das EGTA sowie hdéhermolekulare
Verunreinigungen zu entfernen. Dies erfolgte Uiber eine HiTrapQ Anionenaustauschersaule (AIEX)
(Pharmacia, Freiburg). Nach Probenauftragung wurde die Saule mit 10 Saulenvolumina Puffer C
(25 mM Tris-HCI, ph 7,5 ) mit einer Flussrate von 2 ml/min aqulibriert und das native Protein
anschliessend uber einen Gradienten von 0% auf 40% mit Pufferlésung D (25 mM Tris-HCI, 1 M
NaCl, ph 7,5) mit einer Flussrate von 5 ml/min eluiert. Die folgende Reinigung der Saule erfolgte
Uber Spilung mit 100% Puffer B. Das Protein wurde im Anschlul® gegen PBS dialysiert und in
Aliquots bis zur weiteren experimentellen Verwendung bei -80°C gelagert. Die isolierte
Proteinfraktion wurde mittels Western Blot identifiziert und die Reinheit durch eine kommerzielle
Silberfarbung (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) nach elektrophoretischer Trennung (SDS-

PAGE) Uberprift.
Kopplung von S100A1 Protein an den Farbstoff Rhodamin

Ein kleiner Teil des Proteins S100A1 wurde von der Fa. Eurogentec am N-terminalen Ende mit

dem kommerziell erhaltlichen rot-fluoreszierenden Farbstoff Rhodamin gekoppelt.
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2.2 Synthese und Reinigung von S100A1-Oligopeptiden

S100A1-Oligopeptide wurden in Zusammenarbeit mit der Firma Eurogentec (Belgien) auf der Basis
der Solid phase peptide synthesis (SPPS) Methode nach Modifikation des Standardprotokolls
hergestellt. Die erste Aminosaure (AS) der zu synthetisierenden Peptidkette wurde dazu C-terminal
an eine speziell entwickelte Festphase (solid phase) gekoppelt. Die Kettenverlangerung am
Fluorene-methoxy-carbonyl (Fmoc) geschiitzten N-a Terminus durch Bildung einer Peptidbriicke
erfolgte nach Abspaltung der Fmoc-Gruppe und Esteraktivierung der Carboxyl-a-Gruppe einer
zweiten AS. Die Anwendung der Fmoc-Strategie erlaubte die fortlaufende Kettenverlangerung bei
kontinuierlichem Durchfluss der Reagenzien (continous flow) und gestattete gleichzeitig eine

spektroskopische Kontrolle der Kettenverlangerung.

Schema: Herstellung von S100A1 Oligopeptiden
1. Festphasenkopplung 3. Aminosaurenkopplung
Fmoc-AS-Linker-Festphase Fmoc-A%.-AS-Linker-Festphase
\ / —»  HOBT/Ester
Fmoc-AS,-HOBT/ Ester —> AS;-Linker-Festphase

X

Fmoc

2. Fmoc Abspaltung / AS-Esteraktivierung

Versuchsdurchfiihrung

Uber eine Amidbindung erfolgte die C-terminale Kopplung der ersten AS an die hydrophile
Festphasenmatrix aus Polyethylene glycol aminopropyl (PEGA) unter Verwendung eines
saurelabilen Linkers nach H. Rink (1987); dem sog. Ringlinker. Als Lésungsmittel fur samtliche
Reaktionsschritte (AS Kopplung; Fmoc Abspaltung und Waschschritte) diente N,N-
Dimethylformamid (DMF). Um die erste Aminosaure an die PEGA-Festphase zu koppeln, wurde 10

min mit 20% Piperidinldsung gespult, um die Schutzgruppe (Fmoc) des Rinklinkers abzuspalten.
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Im Anschluss daran wurde dreimal mit DMF gewaschen und die Carboxylgruppe der ersten AS
durch Bildung eines reaktiven Hydroxybenztriazol (HOBT)-Esters durch Behandlung mit 10% O-
Benzothiazol-1-yI-N", N°, N°, N'-tetramethyluronium-tetrafluoroborat (TBTU) aktiviert. Nach Zugabe
der aktivierten AS und Bildung der Peptidbindung zwischen Linker und AS wurde wiederum
dreimal mit DMF gewaschen. Um die Fmoc-Gruppe abspalten zu kénnen, wurde die gekoppelte
AS erneut mit Piperidin behandelt, um so die Ankopplung der zweiten AS vorzubereiten. Diese
Schritte wurden bis zum Erreichen der gewlinschten endgultigen Kettenlange fir jede weitere AS
wiederholt. Die Abspaltung der Fmoc Gruppen wurde fortlaufend gleichzeitig UV-spektroskopisch
(300 - 320 nm) mitverfolgt. Zur endgultigen Abspaltung der Oligipeptidkette von der Festphase
wurde Trifluoressigsaure (TFA) benutzt. Um unerwiinschte Veranderungen der reaktiven Gruppen
der Peptidylreste durch die Saurebehandlung zu vermeiden, wurde die Saure in einem Gemisch
aus Wassser, Phenol, Thioanisol und EDT gelost; sog. Reagenz K
(TFA/Wasser/Phenol/Thioanisol/EDT [82.5:5:5:5:2.5]). Die gel6sten Peptide wurden erneut in DMF
gereinigt und so Proben fur die weitere Analyse gewonnen. Die korrekte Masse der synthetisierten
Peptide wurden massenspektroskopisch mit der time-lag focusing (TLF) time of flight (TOF) matrix-
assisted laser desorption ionization (MALDI) Methode durch die Firma Eurogentec Uberprift. Die
Reinheit und Primarsequenz wurde mit der high performance liquid chromatography (HPLC) bzw.
dem Erdmann-Abbau (Phenylisothiocyanat (PITC)-Methode) Uberprift. Die getesteten Peptide
wurden lyophilisiert und bis zur weiteren experimentellen Verwendung in Aliquots bei -80°C

gelagert (5 mM Peptide, 10% Dimethylsulfoxid (DMSO) w/v, 10 mM HEPES, pH 7,0).
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2.3 Isolation ventrikuldrer Kardiomyozyten des Kaninchens und der Ratte
Ventrikulare Kardiomyozyten des Kaninchens und der Ratte wurden Uber aorto-koronare
retrograde Perfusion durch einen Kollagenaseverdau aus dem Herzmuskelverband gel6st und im

Anschluss durch eine Kalziumtoleration als vitale Kardiomyozyten von den restlichen Zellen

separiert.
Schema: Zellisolation
1. Kollagenaseverdau 2. Primérkultur adulter
des Herzens Kardiomyozyten
Versuchsdurchfiihrung

Die Isolation der Kardiomyozyten wurde im Wesentlichen nach dem Protokoll von H. M. Piper
durchgefihrt (Piper et al., 1990). Die Kaninchen (New Zealand; 1,5-2 kg KG; 4 Monate) erhielten
eine intraventse letale Dosis von Thiopenthal in die rechte Ohrvene, und nach Erléschen
samtlicher Schutz- und Schmerzreflexe wurde das noch schlagende Herz (iber eine bilaterale
Thorakotomie enthommen. Mannliche Wistar-Ratten wurden intraperitoneal mit einer Uberdosis
Pentobarbital terminal anasthesiert. Daraufhin erfolgte die Kanulierung des Aortenstumpfes, und
das Herz wurde mit einer auf Kérpertemperatur (37°C) erwarmten, kalziumfreien Nahrlésung (AC
Medium: 5,4 mM KCL, 3,5 mM MgSQ,, 0,05 mM NaPyruvat, 20 mM NaHCO3, 11 mM Glucose, 20
mM HEPES, 23,5 mM NaGlutamat, 4,87 mM NaAzetat, 10 mM EDTA, 0,5 mM Phenol Rot, 15 mM
2,3-Butanedionemonoxime, 20 mM Kreatinin, 15 mM Kreatinphosphat, 15 mM Taurin, 271 U/ml
Insulin, pH 7,2) in einem offenen Kreislauf retrograd koronar perfundiert. Die Flussrate im

Kaninchen betrug 12 ml/min, in der Ratte 4 ml/min. Nach zehnminltiger Perfusion wurde der
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Kreislauf geschlossen und das Medium mit Kollagenase Typ | (100U/ml) versetzt. Der Verdau
erfolgte Uber einen Zeitraum von insgesant 30 (Kaninchen) bzw. 15 Minuten (Ratte). Anschlielend
wurde die Perfusion gestoppt. Dann wurde das verdaute Herz abgenommen und der linke Ventrikel
vom restlichen Herzmuskelgewebe separiert. Das Myokard wurde in einer Kulturschale mit einem
Volumen von ca. 5 ml AC Medium rasch in ca. 2 mm groRe Stlickchen zerteilt. Unter Zuhilfenahme
einer 5000 pl Pipette (Eppendorf) wurde durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren der verdauten
Myokardstiickchen eine Zellsuspension hergestellt, die dann Uber ein Nylonmaschennetz
(PorengroRe @ 50 um) gefiltert werden konnte. Der folgende Arbeitsschritt umfasste die
Kalziumtoleration mit einer dichteabhangigen Sedimentation unter der Zielsetzung, die vitalen
Kardiomyozyten von lysierten Zellen sowie Bindegewebszellen (Nicht-Kardiomyozyten) zu trennen.
Dazu wurde zunédchst die zellhaltige Ldsung in einem 50 ml Falcon™ Ro&hrchen mit
kalziumhaltigem (10°M) AC Medium versetzt und im Zellkulturschrank (Hera Cell, Heraeus)
inkubiert (37°C, pH,O 47 mmHg, 95% O,, 5% CO,). Die kalziumtoleranten und damit vitalen
Kardiomyozyten dieses ersten Schrittes waren bereits nach ca. 5 Minuten aufgrund ihrer hdheren
Sedimentationsgeschwindigkeit als weiches Zellpellet zu identifizieren. Die restlichen Zellen
(Zelllysate und Nicht-Kardiomyozyten) waren zu diesem Zeitpunkt aufgrund ihrer geringeren Dichte
noch im Uberstand gelést. Nach Separation von Pellet und Uberstand wurde das Pellet erneut in
kalziumhaltiges (10-° M) AC Medium gegeben und der Tolerationsprozess bei stufenweise
ansteigenden extrazellularen Kalziumkonzentrationen (5><1O'7, 1x10®, 5x10°, 107, 10'4) in gleicher
Weise bis zu einer Endkonzentration von 1,8 mM weiter gefiihrt. Die durch diesen Vorgang
isolierten vitalen Kardiomyozyten wurden in modifiziertem Medium 199 (Sigma) resuspendiert und

standardisiert in einer Neubauer Zahlkammer gezahit.
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2.4 Chemische Permeabilisierung isolierter Kardiomyozyten

Durch Zugabe des chemischen Detergenz B-escin zu den isolierten Kardiomyozyten wurden
selektiv Poren in der Zellmembran erzeugt, um funktionelle Untersuchungen an der Kalziumpumpe
des sarkoplasmatischen Retikulums zu ermdglichen. Die Grdésse der so geschaffenen Poren
betrug im Durchmesser ca. 10nm. Die spezifische Wirkung von B-escin auf das Sarkolemm rihrt
daher, dass es Cholesterinmolekiile komplexiert und deren Gehalt in der Zellmembran bis zu
10fach hoher ist als in der Membran des sarkoplasmatischen Retikulums (SR). Durch dieses
Verfahren ist es moglich, Kalziumbewegungen durch direkte Untersuchungen am SR zu erfassen,
ohne die Integritit des SR oder den Proteingehalt sarkoplasmatischer Proteine durch die
Permeabilisierung funktionell zu verdndern. Ebensowenig kommt es zu einer veranderten

Membranfluiditat des sarkoplasmatischen Retikulums (Abb.2.1 a-b) (Thelestam und Mollby, 1979).

Permeabilisierte Sarkoplasmatisches Retikulum (SR)
Zelle
-—— 2+
- - ~q N Ca
e N SERCA
! Sarkoplasmatisches _>
1 Retikulum J
\ 7
N 4 2+ Ryanodin
S o _’ Unspezifisches Ca*" -Leck y
Se—_—=- Rezeptor (RyR)
LLocher®
der Zellmembran ca?* ca?*
Abb.2.1a Abb.2.1b

Abb.2.1a-b: Graphische Darstellung des Kalziumstromes liber der Membran des sarkoplasmatischen
Retikulums nach chemischer Permeabilisierung der Zellmembran

Abb. 2.1a zeigt schematisch eine p-escin behandelte Zelle, deren &ussere Zellmembran selektiv
permeabilisiert wurde, Abb. 2.1b das vergrofiert dargestellte sarkoplasmatische Retikulum (SR) unter den
vorherrschenden Versuchsbedingungen: nach Aufnahme von Kalzium in das sarkoplasmatische Retikulum
(SR) durch die SERCA wird es im Lumen des SRs von Oxalat prazipitiert, welches sich Uber einen
unspezifischen Anionentransporter im SR anreichert. Durch Zugabe von Ruthenium Rot wird die Offnung
des Ryanodin Rezeptors, dem sarkoplasmatischen Kalziumfreisetzungskanal, selektiv verhindert.
Dartberhinaus besteht noch ein unspezifisches, nicht weiter differenziertes Kalziumleck.
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2.5 Fluoreszenzoptische Messung der SERCA2a-Aktivitit an isolierten Kardiomyozyten

Die Menge des in das sarkoplasmatische Retikulum aufgenommenen Kalziums wurde Uber die
Anderung der Fluoreszenzeigenschaften des kalziumsensitiven Farbstoffes Fura-2 bestimmt. Fura-
2 ist einer der sensitivsten Fluoreszenzindikatoren fur Kalzium. Entwickelt wurde Fura-2 aus dem
Kalziumkomplexbildner BAPTA, einem EGTA-Analogon. Fura-2 besitzt eine hohe
Fluoreszenzintensitét, zeigt eine starke Anderung im Absorptionsspektrum bei Kalziumbindung und
zeichnet sich durch eine hohe Selektivitat fiir Kalzium gegenlber anderen zweiwertigen lonen aus.
Seine Absorptionsmaxima befinden sich nahe dem UV-Bereich mit einem Extinktionskoeffizienten
im Rahmen von 2-3x10* M" cm™. Die Kp, die Dissoziationskonstante fiir den Kalzium-Fura-2-
Komplex liegt bei 135 - 300nm und zeigt eine starke Abhangigkeit von der lonenstarke des
verwendeten Mediums (Uto et al., 1991). Durch die Bindung von Kalzium kommt es zu einer
Verschiebung aus einem Bereich hdherer zu einem Bereich geringerer Anregungswellenlénge.
Das Anregungsmaximum fiir den freien Farbstoff liegt bei 370 - 380nm und bei 340nm nach
Bindung von Kalzium. Die Emissionsmaxima des freien und des kalziumgebundenen Farbstoffes
liegen mit 512 bzw. 505 nm so nah beieinander, dass eine gemeinsame Emissionsmessung bei
510 nm erfolgt (Abb.2.2) (Kargacin et al., 1988). Setzt man die Emissionsintensitaten nach dualer
Anregung als Quotienten in Beziehung zueinander - sogenannte Ratio (engl.) -, lasst sich die

Kalziumkonzentration gemaR folgender Gleichung bestimmen (Grynkiewicz et al, 1985):

[Caz+]frei = B X KD x R— Rmin / Rmax -R

Rmin stellte dabei die minimale Ratio bzw. das Verhaltnis der Fluoreszenzintensitaten bei z.B. 340
und 380 nm Anregungswellenlangen in einer kalziumfreien Lésung dar. R.x stellt entsprechend
die maximale Ratio dar, bei der der gesamte Farbstoff mit Kalzium gesattigt vorliegt. Die Kp, ist die
Dissoziationskonstante des Kalzium-Farbstoff-Komplexes und B ein Korrekturfaktor, der sich aus
dem Fluoreszenzsignal bei der Wellenldange des ungebundenen Farbstoffs in kalziumfreier und in
kalziumgesattigter Lésung ergibt. Der grosse Vorteil dieser Ratio - Technik besteht im
Wesentlichen in ihrer Unabhangigkeit gegenlber der tatsachlichen Farbstoffkonzentration (Smith

et al., 2000).
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Fura-2 (kalziumbeladen)

Emission 510 nm

300 350 400 450

Wellenldnge (nm)
Abb.2.2

Abb.2.2: Fluoreszenzspektrum von Fura-2

Das gezeigte Fluoreszenzspekirum verdeutlicht den Effekt der Kalziumbindung auf das
Fluoreszenzverhalten von Fura-2. Im kalzium-gesattigten Zustand liegt das Maximum der Fluoreszenz
bei einer Anregungswellenlange von ca. 340nm, im kalziumfreien Zustand bei 380nm (gemessen bei
510nm). Der Schnittpunkt beider Spektren bei 360nm veranschaulicht den sogenannten isobestischen

Punkt, bei dem die Emission des Farbstoffes unabhangig von seiner Kalziumsattigung erfolgt und als
ein MaR fur die Farbstoffkonzentration genutzt werden kann.

2.5.1 Kalibrierung des Fura-2 Fluoreszenzsignals

Da das Verhaltnis zwischen der freien Kalziumkonzentration und der Fluoreszenzintensitat nicht
linear, sondern sigmoidal verlauft, erfordert die korrekte Darstellung der Kalziumaufnahme in das
sarkoplasmatische Retikulum (SR) Uber die Anderung des Fluoreszenzsignals von Fura-2 eine
Kalibrierung des Fluoreszenzsignals. Dabei werden der minimale (Rmi,) und maximale (Rpax)
Fluoreszenz-Quotient sowie die Werte fir die Kp und den Korrekturfaktor B bestimmt, um
anschlieBend anhand der Grynkiewicz-Gleichung das Fluoreszenzsignal in eine bestimmte
Kalziumkonzentration umrechnen zu kénnen (Abb. 2.3).

Entsprechende Lésungen zur Messung der maximalen Ry, und minimalen Fluoreszenz R, Ratio
wurden zusammengestellt (10 mM EGTA, 5 mM ATP, 5 yM Ruthenium Red, 1x10° Zellen/ml). Die
in der Lésung enthaltenen Kardiomyozyten hatten in dieser Konzentration keinen Einfluss auf die

Bestimmung von Ryax und Rpin.
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Abb.2.3

Abb.2.3: Veranschaulichung der Grynkiewicz—Gleichung und ihrer Verwendung fiir die
Kalibrierung und Messung des Fura-2-Fluoreszenzsignals

Das proportionale Verhaltnis zwischen Kalzium und dem Fura-2-Quotienten (Fura-Ratio) ist nicht
linear, sondern verlauft sigmoidal mit einer Sattigungscharakteristik (a). Um das aktuelle gemessene
Fura-2-Fluoreszenzsignal (R) nach der Grynkiewicz-Gleichung (c) in eine bestimmte
Kalziumkonzentration umrechnen zu kénnen, benétigt man die durch die Kalibrierung bestimmten
Werte fiir Rmin und Rmax, sowie die Konstanten 3 (Korrekturfaktor) und die Kp (Dissoziationskonstante).
Der aktuelle Fluoreszenzwert R kann hierbei als Quotient aus der Intensitat des kalziumgebundenen
Farbstoffs A (ermittelt als Differenz aus Rmax - R) und des freien Farbstoffs B (ermittelt als Differenz
aus R - Rnin) dargestellt werden (b).

Unter den wahrend der Experimente vorliegenden Bedingungen betrug die Affinitdtskonstante von
Fura-2 fur Kalzium 110 + 20 nM und der Korrekturfaktor (8) war 14,0 + 0,1 in Anlehnung an die
Messungen von Grynkiewicz et al. (1985) und Kargacin et al. (1988). Die Bindungskonstante von

S100A1 fir Kalzium wurde von Baudier et al. (1986) tibernommen.
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Schema: Fluoreszenzmessung

Suspension B-escin permeabilisierter

Kardiomyozyten (1 OGZeIIen/mI)I Mock (= Zytosolische) Lésung

EDL-Vesikel (Konzentration in mM)
120 KCI
5 ATP
340/ 380 nm 510 nm 15 CrP
1 Mg
—> sml| ——» 25 Hepes
10 Oxalat
0,05 EGTA
- | 001  Fura-2 (Salz)
. 0,005 Ruthenium Rot
Ruhrer 002 FCCP

0,02 Oligomycin

pH 7,0 (20°C)

Versuchsdurchfiihrung

Die Untersuchung der SERCA2-Aktivitat fand an chemisch permeabilisierten Kardiomyozyten der
Ratte und des Kaninchens in Form einer quantitativen Bestimmung der Kalziumaufnahme in das
sarkoplasmatische Retikulum der jeweilig untersuchten Zellpopulation statt. Diese Experimente
wurden ebenfalls an praparierten SR-Vesikeln des Skelettmuskels durchgefiihrt. Als chemisches
Detergenz wurde B-escin verwendet. Die Untersuchung erfolgte in einem Gesamtvolumen von
1500ul mit einer Zellkonzentration von 1x10%ml. Ein Aliquot an Zellen mit der angegebenen
Konzentration wurde mit 0,1 mg/ml 100 pM p-escin versetzt und fur wenige Minuten leicht
geschittelt. Durch Zentrifugation mit nachfolgender Resuspension in einer das intrazellulare Milieu
imitierenden Lésung (Mock Losung: 0,05 M EGTA, 100 mM KCI, 25 mM Hepes, 1 mM MgCl,, 40
mM NacCl, ph 7,0) ist das Detergenz entfernt worden. Die Zellsuspension wurde in eine Kiivette
gegeben und folgende Lésungen wurden hinzugesetzt bis zu einem Gesamtvolumen von 1500 ul:
10 mM Oxalat, 1 mM MgCl,, 10 pM Fura-2, 5 mM ATP/CrP-Lésung (20 mM ATP, 40 mM
Kreatinphosphat, 0,05 M EGTA, 25 mM Hepes, 100 mM KCI, 19,75 mM MgCl,), 5 yM Ruthenium

Red und je 20 uM der mitochondrialen Inhibitoren Oligomycin und Carbonylcyanid. Die Zellen
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wurden durch vorsichtiges Rihren in Suspension gehalten, und das Fura-2-Fluoreszenzsignal
wurde bei 30 Hz mit einem Spinning wheel (engl.) Spektrophotometer aufgezeichnet (Cairn
research, UK).

Die Affinitatskonstanten fir ATP und Kreatinphosphat (CrP) wurden nach Fabiato und Fabiato
(1979) und von Miller und Smith (1984) Gibernommen. Korrekturen fir die lonenstarke, Details der
ph-Messungen und Bertcksichtigung der EGTA-Reinheit sowie die Prinzipien der Berechnung sind
ebenfalls bei Miller und Smith (1984) beschrieben. Die freie M92+—Konzentration betrug in allen
Lésungen 0,9 — 1,0 mM. Ruthenium Red wurde in einer Konzentration von 5 uM eingesetzt, um
das Kalziumleck Gber den Ryanodinrezeptor (RyR) zu blockieren (Smith et al., 2000), da vorherige
Experimente gezeigt hatten, dass Ruthenium Red in einem hdheren Konzentrationsbereich die
Aktivitat der Kalziumpumpe des sarkoplasmatischen Retikulums vermindert (Kargacin et al., 1988).
Zudem reduzierten 5 pM Ruthenium Red das Fluoreszenzsignal von Fura-2 in beiden
Exzitationswellenlangen gleichermalRen. Ein Effekt auf die Dissoziationskonstanten Kp und 3

konnte nicht beobachtet werden (Smith et al., 2000).

Die Experimente wurden mit 5 pl einer 10 mM CaCl,-Stocklésung (0,4 mM) gestartet und im
weiteren Verlauf durch repetitive Gaben von jeweils 10 pl der 10 mM CacCl,-Stockldsung (0,8 mM)
fortgefiihrt. Dieses Vorgehen konnte im Mittel dreimalig wiederholt werden. Alle Experimente

wurden bei Raumtemperatur (20 - 22° C) durchgeflihrt.
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2.5.2 Aufzeichnung und Analyse der Daten

Das Fluoreszenzsignal der gemessenen Ratio des 340/380 Fluoreszenzsignals sowie jeweils die
einzelnen Signale der 340 und 380 nm Wellenlangen wurden bei —3 dB mit 30 Hz gefiltert und fur
spatere Analysen bei 10 Hz digitalisiert.

Die aufgezeichneten Daten wurden anschlielRend unter Verwendung des Computerprogramms
Origin, Version 5.0, Microcal, zunachst graphisch in einer Exponentialfunktion als Abnahme der
freien Kalziumkonzentration Gber die Zeit dargestellt (Smith et al., 2000).

Dabei entspricht t der Steigung der in Abb. 2.4 dargestellten Exponentialfunktion, die sich nach
halblogarithmischer Darstellung als Gerade darstellte. T wird als Geschwindigkeit gemessen und in

ms angegeben.

P(t)=P(0)e'"

A A
P(0) — P(0) —

LSteigungsdreieck”

/ nach der Funktion
y=b+ax

Delogarithmierung

>

P(t)=P(0)e" — > In P(t)=In P(0)+t/<
Abb.2.4
Abb.2.4: Transformation der Exponentialfunktion
Zur Veranschaulichung kann eine Delogarithmierung der Exponentialfunktion durchgefiihrt werden,

nach der sich die Kalziumaufnahme bzw. der Abfall der Fluoreszenz als lineare Gleichnung darstellt.
Dann entspricht die Steigung der Geraden der Zeitkonstanten t (ms).

27



2. Material und Methoden

2.6 Praparation sarkoplasmatischer Vesikel aus dem Skelettmuskel der Ratte

Die Praparation vesikularer Membranen aus dem M. extensor digitorum longus der Ratte (EDL-
Vesikel), einem schnell zuckenden Muskel, erfolgte Uber verschiedene Zentrifugationsschritte.
Samtliche Praparationsschritte nach der Materialgewinnung wurden bei einer Temperatur von ca. 4
— 5°C in einem Kihlraum durchgefiihrt. Ebenso wurden samtliche Zentrifugationsschritte in 4°C

temperierten Zentrifugen durchgefiihrt.

Schema: SR- Vesikel Prédparation

oy —

e .- ; - - ; Vesikel-
7 - /fraktion

Grobe Zerkleinerung Aufnahme des Homogenisierung Separation der
des Gewebes in 5 Rohmembranvesikel
Skelettmuskelgewebes Volumina durch Zentrifugation

Praparationspuffer

Versuchsdurchfiihrung

Das Skelettmuskelgewebe der Ratte wurde nach vorheriger terminaler Anasthesierung mit
Pentobarbital von Wistarratten aus dem M. extensor digitorum longus gewonnen. Das
Muskelgewebe wurde zerkleinert und in 5 Volumina frisch hergestelltem, 4°C temperiertem
Praparationspuffer (300 mM Saccharose, 1 mM PMSF, 20 mM PIPES, ph 7,4) aufgenommen. Mit
einem Warting Blender wurde das Myokard zur Zerstérung der Gewebsintegritat bei mittlerer
Drehzahl fiir ca. 3-4 min zerkleinert. Mit einem Ultra Turrax mit dem Dispergiereinsatz S 25 KR-18
G erfolgte eine weitergehende Zerkleinerung bei hdchster Drehzahl fur 20 - 30 sec. mit ca. 10 - 20

Durchgéngen. Durch diese Zerkleinerungsschritte wurde ein Homogenat mit frei in Ldsung
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vorliegenden zelluldren und subzelluldren Strukturen erzeugt. Diese Suspension wurde mit dem
gleichen Volumen Gefrierpuffer (400 mM Saccharose, 5 mM HEPES, 5 mM Tris, ph 7,2) verdiinnt

und zur weiteren Praparation der Rohmembranversikelpraparation bereitgestellt.

Die weitere Praparation der gewonnenen Homogenate des sarkoplasmatischen Retikulums wurde
wie bei Schwinger et al. (1995) beschrieben durchgefihrt. Bei der Aufarbeitung der Homogenate
zur Rohmembranvesikelpraparation wurden durch Zentrifugation fir 20 min bei 8000 rpm
(Beckmann-Zentrifuge, Muanchen) aufgrund ihres unterschiedlichen Molekulargewichtes die
kontraktilen Elemente, Mitochondrien sowie Zelltrimmer und — kerne abgetrennt. Das Pellet wurde
verworfen und der Uberstand zur weiteren Verwendung konserviert. Der Uberstand wurde ber 4 -
5 Lagen Gaze gefiltert und anschlieBend erneut fir 60 min mit 35000 rpm abzentrifugiert
(Beckmann-Ultrazentrifuge, Miinchen). Der Uberstand wurde verworfen, wahrend das Sediment,
bestehend aus Anteilen des sarkoplasmatischen Retikulums und sarkolemmaler Membranen, in
Gefrierpuffer resuspendiert (ca. 5 mg/ml Protein) und bis zur Versuchsdurchfiihrung bei — 80°C
gelagert wurde.

Der Proteingehalt wurde mit dem DC Assay (Bio Rad, USA) bestimmt und lag bei 15 pg/ul (s.

Kapitel 2.8).
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2.7 Fluoreszenzoptische Messung der SERCA1-Aktivitidt in EDL-Membranvesikeln

Die Messung der sarkoplasmatischen Kalziumaufnahme in skelettmuskuldre SR-Vesikel des M.
extensor digitorum longus (EDL-Vesikel) erfolgte wie bereits unter Punkt 2.5 fiir permeabilisierte
Kardiomyozyten des Kaninchens und der Ratte beschrieben, indem die Anderung der

Fluoreszenzeigenschaften des kalziumsensitiven Farbstoffes Fura-2 bestimmt wurde.

Versuchsdurchfiihrung

150 pg der praparierten sarkoplasmatischen Membranvesikel wurden in 1,5 ml einer
Reaktionslésung [Mock Lésung: 0,05 M EGTA, 120 mM KCI, 25 mM Hepes, 1 mM MgCl, 5 mM
ATP/ CrP-Lésung (20 mM ATP, 40 mM Kreatinphosphat, 0,05 M EGTA, 25 mM Hepes, 100 mM
KCl, 19,75 mM MgCl,)] suspendiert und mit 10 uM Fura-2, 5 yM Ruthenium Red und je 20 uM der

mitochondrialen Inhibitoren Oligomycin und Carbonylcyanid aquilibriert und vorsichtig gerihrt.

Die Messungen wurden durch Addition von 67 uM CaCl, gestartet, wodurch es zu einem Anstieg
der freien Kalziumkonzentration im Reaktionsvolumen von ~ 50 - 100 nM auf 500 nM kam. Die
folgende @ Abnahme des  Fura-2-Fluoreszenzsignals  (340/380nm)  signalisierte  die
sarkoplasmatische Kalziumaufnahme und wurde bei —3 dB bei 30 Hz mit einem Spinning wheel
(engl.) Spektrophotometer fiir die spatere Analyse aufgezeichnet (Cairn research, UK).

Die Rate der sarkoplasmatischen Kalziumaufnahme pro Zeiteinheit wurde Uber die Zeitkonstante
Tau (t) der extrasarkoplasmatischen Kalziumabnahme gewonnen. Die Beziehung zwischen der
gegebenen Kalziumkonzentration und der resultierenden Fluoreszenz-ratio (engl.) wurde mit
verschiedenen Kalibrierungsexperimenten in Anlehnung an Grynkiewicz et al. (1985) erstellt, wie
bereits unter Punkt 2.5.1 beschrieben.

Um die Effekte von S100A1 zu untersuchen, wurden die Vesikel vor der Messung fiir eine Stunde
mit 1 uM S100A1 Protein prainkubiert. Als Kontrolle diente PBS-Puffer, in dem das Protein nach

der Aufreinigung aus dem Schweinmyokard gelést worden war.
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2.8 Quantitative und qualitative Proteinanalyse

2.8.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen in Lésung wurde der DC Protein Assay der Firma
Bio Rad, USA (Lowry et al., 1951) verwendet. Als Standardprotein diente bovines Serumalbumin
(BSA, Sigma) in einem Konzentrationsbereich von 0,1 bis 1 mg. Die Proben wurden entsprechend

verdiinnt, um den entsprechenden Konzentrationsbereich erreichen zu kénnen.

Versuchsdurchfiihrung

50 pl der Probenlésung sowie der Standardldsung wurden in verschiedene Reagenzglaser
pipettiert und mit 250 yl Reagenz A versehen (alkalische Kupfertartrat-Losung), das zuvor mit
einem Anteil von 2% des Reagenz S (Detergens) versetzt wurde. Die Lésungen wurden griindlich
vermischt und es folgte die Zugabe von 2 ml Reagenz B (verdiinntes Folin-Reagenz). Nach einem

Zeitraum von 15 Minuten wurde die Auswertung bei einer Wellenlange von 750 nm vorgenommen.
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2.8.2 Polyacrylamidelektrophorese (PAGE)

In der Polyacrylamidgelelektrophorese werden Proteine aufgrund ihres unterschiedlichen
Molekulargewichtes voneinander aufgetrennt und anschlielend im Western Blot dargestellt.

Die Auftrennung von Proteinen im niedermolekularen Bereich, wie beispielsweise kalziumbindende
Proteine der S100-Familie und Phospholamban, erforderte eine Modifikation herkdmmlicher
Elektrophoresetechniken (Lammli, 1970), da ein Puffersystem, bestehend aus Tris und Glycin,
keine Auftrennung von Proteinen mit einer Grofe von 1 bis 100 kDa erlaubt. Aus diesem Grund
wurde ein modifiziertes Puffersystem verwendet, welches Taurin statt Tricin benutzt (U. Redweick,
Abt. Klinische Chemie, Kinderspital Zirich). Dieses System zeichnet sich durch eine hohe

Auflésung mit geringerer Warmeentwicklung und Artefaktbildung aus.

Schema: Polyacrylamidgelelektrophorese

angelegte Spannung:
50V

——— Laufmarker
(Proteinstandard)

Versuchsdurchfiihrung

Die zu verwendenden Glasplatten wurden gereinigt und in entsprechende Halterungen eingeflgt,
dann die Lésungen fur Trenngel (Stammlésung: 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8) und Sammelgel
(Stammlésung: 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8) angesetzt. Dabei enthielt das Trenngel einen Anteil von
15% Monomerlésung (29,1% Polyacrylamid, 0,9% Bis), das Sammelgel einen Anteil von 5%. Nach
Zugabe von 10% APS zum Trenngelgemisch wurde es kurz und ziigig durchmischt und zwischen
die Glasplatten gegossen. Das Trenngel wurde mit 70%igem Ethanol Uberschichtet, um einen

glatten Oberrand zu gewahrleisten. Das Auspolymerisieren erfolgte bei Raumtemperatur fir 30
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Minuten. Das Ethanol wurde danach abgegossen. Nach Zugabe von 10% APS zum
Sammelgelgemisch wurde es Uber das Trenngel geschichtet und der Probentaschenkamm
eingelegt.

Bevor die Proben in die Probentaschen des Gels gegeben wurden, wurden sie mit Probenpuffer
(0,5M Tris-HCI, 5% SDS, 10% Glycerin, 0,05% Bromphenolblau, 5% Mercaptoethanol, pH 6,8) auf
die gewtinschte Konzentration verdiinnt. Anschlieffend wurden sie fir 5 Minuten gekocht. S100A1
enthaltende Proben wurden weiter mit lodacitamid und DTT vorbehandelt, um die Dimerisierung
des Proteins zu unterbinden bzw. die vorhandenen Disulfidbriicken zu sprengen.

Nach dem Abkuhlen konnten je nach Taschengrosse 5 - 20 pl des Probenansatzes und eines
Lauf- sowie eines biotinylierten Farbestandards aufgetragen werden.

Die Gelelektrophorese fand in einer Hofer-Kammer (Fa. LKB, Bromma, Schweden) bei einer
konstanten Stromstarke von durchschnittlich 50 Volt statt (Elektrophoresepuffer: 0,1 M Tris, 0,1 M
Taurin, 0,1% SDS). Der Vorgang wurde gestoppt, sobald sich die Probe im unteren Drittel des Gels
befand. Dabei richtete sich die Zeitdauer der Elektrophorese nach der Gré3e des entsprechenden
Proteins. Kleine Proteine bendétigen im Gegensatz zu Proteinen Gber 100 kDa eine geringere

Laufzeit, um aufgetrennt zu werden.
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2.8.3 Westernblot von Polyacrylamidgelen

Der Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen wurde in einem Tankblotsystem der ETH Zurich
durchgefiihrt, da vorherige Versuche im herkdmmlichen Semi-dry-Verfahren (Towbin et al., 1979)
gezeigt hatten, dass hydrophobe kalziumbindende Proteine in diesem Verfahren nicht ausreichend
transferiert werden kénnen, da sie mit Acrylamid in Wechselwirkung treten.

Durch die Verwendung von Chemilumineszenz kann die Sensitivitdt von Westernblots gegentber
den herkémmlichen Systemen wie z.B. Chlornaphthol erheblich gesteigert werden (Albrecht et al.,
1979). Unser Labor verwendete Chemikalien der Fa. Tropix (Western Light Plus TM
Chemilumineszenz Detection System). Das Prinzip dieses Verfahrens basiert auf einer Reaktion,
die zwischen dem sekundarantikdrpergekoppeltem Biotin und streptavidingekoppelter alkalischer
Phosphatase stattfindet, und von CSPD® unter Lichtentwicklung umgesetzt wird.

Schema: Quantitative Proteinanalyse iliber Western Blot

3. Bindung des
Erstantikorpers an
das Protein

VYVY = =

= [ ]/ ﬂ"\

1. Proteintrennung
mit SDS-PAGE

2. Transfer der
aufgetrennten
Proteine auf PVDF
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2. Material und Methoden

Versuchsdurchfiihrung

Das Polyacrylamidgel wurde zurechtgeschnitten, ebenso die PVDF-Membran und das Whatman-
Filterpapier. Dabei diente vorgefarbter Proteinstandard als Laufmarker zur Erkennung des
focussierten Bereiches. Vor Gebrauch musste die PVDF-Membran mit 100% Methanol fir wenige
Sekunden aktiviert und anschlief3end in Tankblotpuffer (20% Methanol, 15 mM Taurin, 15 mM Tris)
aquilibriert werden.

Die PVDF-Membran und das Polyacrylamidgel wurden Ubereinander gelegt und, von jeweils drei
Lagen Whatman-Filterpapier umgeben, in die Tankblotkammer (Tankblot-Kammer, E. Wetzel,
Laborgeratebau, Zirich, Schweiz ) getaucht, wobei die Membran auf der Seite der Anode zu liegen

kam.

Der Proteintransfer fand bei einer konstanten Spannung von 50 Volt Uber einen Zeitraum von 2
Stunden statt. Im Anschluss erfolgte die spezifische Anfarbung von Antigenen auf Blotmembranen

nach dem hier aufgefihrten Protokoll:

= dreimaliges Waschen der PVDF-Membran fiir jeweils 10 Minuten in 10% Waschpuffer (25mM
Tris 1,5M NaCl, 10mM CacCl,)

= Inkubation in Blockierpuffer (0,2% I-Block™, 10% Waschpuffer, 0,1% Tween-20) fir min. 60
Minuten, optimal Gber Nacht

= Inkubation mit Primarantikdrper [Anti-S100A1:SA5632 (Eurogentec), polyklonal, 1/5000 bis
1/100000 verdiinnt] bei Raumtemperatur fiir 45 Minuten

» dreimaliges Waschen fir jeweils 5 Minuten in Blockierpuffer

= Inkubation mit biotingekoppeltem Sekundarantikérper [Ziege-Anti-lgG-Kaninchen (Dianova),
1/40000 verdiinnt] bei Raumtemperatur fir 45 Minuten

= dreimaliges Waschen fir jeweils 5 Minuten in Blockierpuffer

= Inkubation mit alkalischem Assaypuffer (100mM Tris, 100mM NaCl, ph 9.5) fur 5 Minuten bei

Raumtemperatur
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2. Material und Methoden

Die Membran wurde danach auf eine durchsichtige Plastikfolie gelegt und mit 3 ml des alkalischen
Phosphatase Substrates CDP-Star™ gleichmaRig benetzt. Nach 5-mintiger Reaktionszeit erfolgte
der spezifische Proteinnachweis durch Belichtung eines handelsublichen,
chemiluminiszenzsensiblen Blattfiims. Die Filmentwicklung erfolgte in einem Entwickler der Firma

Agfa, Belgien.

2.9 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse samtlicher Experimente sind als arithmetischer Mittelwert (MW) und der
dazugehdrigen Standardabweichung des Mittelwertes (STABWN) aus den jeweiligen Einzelwerten
(n = Anzahl der Experimente) berechnet. Die statistische Signifikanz wurde mit Hilfe des Student’s
t-Testes fur verbundene bzw. unverbundene Stichproben ermittelt. Ein p-Wert von < 0,05 im

zweiseitigen Student’s t-Test wurde als signifikant angesehen.
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2.10 Material und Reagenzien

Adenosintriphosphaht (ATP), Sigma
Agfa-Chemilumineszenz, Agfa

Ammoniumsulfat, Sigma

Anti - S100A1 - Antikorper, polyklonal, Eurogentec (Primarantikorper)
Anti - PLB — Antikorper, Upstate

APS, Sigma

2,3-Butanedione Monoxime (BDM), Sigma

B-escin, Sigma

Bis, Sigma

Calciumchlorid (CaCl,), Sigma

Carbogen (0O, 95%/CO; 5%), Dezernat Technik Universitat Libeck
Carbonylcyanid, Calbiochem

CDP-Star™, Applied Biosystems

DC Assay Proteinassay, Bio Rad

Dimethylsulfoxid (DMSQO), Novabiochem

DTT, Sigma

EDT, Sigma

Ethanol, Apotheke der Universitat Liibeck
Ethylenediamintetraacetat (EDTA), Sigma
Ethylenglykol(bisaminoethyl)tetraessigsdure (EGTA), Sigma
Fura-2, Molecular Probes

Gaze

Glucose, Sigma

Glycin, Sigma

Glycerin, Sigma

I-Block™, Applied Biosystems

Insulin, Hoechst

lodacetamid, Merck
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2. Material und Methoden

Kaliumchlorid (KCL), Sigma

Kollagenase Typ |, Worthington

Kreatinin, Sigma

Kreatinphosphat (CrP), Sigma

Kulturschalen, Greiner

Magnesiumchlorid (MgCl,), Sigma
Magnesiumsulfat (MgSO,), Sigma

Medium 199, Sigma

Mercaptoethanol, Merck

Methanol, Merck

Multi-Mark Standard, Invitrogen

MOPS, Merck

N,N-Dimethylformamid (DMF), Novabiochem
N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonsaure (HEPES), Sigma
NADH, Sigma

Natriumacid (NaNj3), Sigma

Natriumacetat (Na Acetat), Sigma
Natriumbicarbonat (NaHCO3), Sigma
Natriumchlorid (NaCl), Sigma
Natriumglutamat (Na Glutamat), Sigma
Natriumhydrogencarbonat (Na,HCO3), Sigma
Natriumpyruvat (Na Pyruvat), Sigma
O-Bezothiazol-1-yl-N°, N*, N'-tettramethyluronium-tetrafluoroborat (TBTU)
Oligomycin, Calbiochem

Oxalat, Sigma

PBS, Sigma

Phenol, Merck

Phenol Rot, Sigma

Phosphoenolpyruvat (PEP), Sigma

Piperidinsaure, Novabiochem
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PIPES, Sigma

PMSF, Sigma

Polyacrylamid, Merck

Polyethylene-glycol-aminopropyl (PEGA), Novabiochem
PVDF Membran, Millipore

Pyruvatkinase/ Laktatdehydrogenase Mixtur, Sigma
Ruthenium Red, Sigma

Saccharose, Sigma

Salzsaure (HCI), Apotheke derUniversitat Lubeck

SDS,

Taurin, Sigma

Thioanisol, Merck

Thiopental, Merck

Triethanolamin-HCL (TEA), Sigma Trifluoressigsaure (TFA), Merck
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (TRIS), Sigma

Tween 20, BioRad
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3. Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1 Aufreinigung von nativem S100A1-Protein aus dem Myokard des Schweins

Unter Verwendung des von Ehlermann et al. (2000) entworfenen Reinigungsprotokolls fir S100A1
aus dem Myokard des Schweins konnten aus einer Menge von 100 g ventrikuldrem Myokard 2 mg
des nativen Proteins S100A1 mit einem Reinheitsgrad von > 95% gewonnen werden. Der
Proteingehalt nach der Aufreinigung wurde mit Hilfe des DC Protein Assay der Firma Bio Rad,
USA, standardisiert bestimmt und anschlieBend der Reinheitsgrad der aufgereinigten
Proteinfraktion mit einer hochsensitiven Silberfarbung Uberprift, wie in Abb.3.1a dargestellt. Auf
Hohe der 6.5 kDa Bande des Proteinstandards stellt sich das durch die denaturierenden

Bedingungen des Gellaufs entstandende S100A1-Monomer dar.

kDa
Abb.3.1a: Silberfarbung des aufgereinigten
Proteins S100A1

152

72 Reprasentative  Silberfarbung des  auf-
gereinigten Proteins S100A1 in einem

23 . Konzentrationsbereich von 10, 100 und 1000

10 -— @ ng als Verdinnungsreihe, die den

. Reinheitsgrad des Proteins dokumentiert.
10 100 1000
Abb. 3.1a

Die Spezifitat der Aufreinigung konnte mittels Western Blot-Analyse unter Verwendung eines
spezifischen, polyklonalen Antikdrpers belegt werden (Abb. 3.1b). Die oberhalb des S100A1-
Monomers gelegene Bande stellt keine unspezifische Antikdrperreaktion dar; es handelt sich dabei

um das S100A1-Dimer.

kDa

Abb. 3.1b: Western Blot des aufgereinigten

2“‘ Proteins S100A1
> ~4 Reprasentative Darstellung des Protein-
‘ nachweis des aufgereinigten Proteins S100A1
g- — in einem Konzentrationsbereich von 10, 100
- und 1000 ng. Als schwache Bande ist das
10— — ‘ S100A1 Dimer oberhalb der 23 kDa Bande zu

erkennen.
10 100 1000
Abb. 3.1b
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3. Ergebnisse

3.2 Charakterisierung der synthetisierten S100A1-Oligopeptide

Nach Synthese der S100A1-Oligopeptide (N, C, H) wurde ihre Masse spektroskopisch und ihre
Reinheit zunachst mit Hilfe der HPLC Technik in Zusammenarbeit mit der Firma Eurogentec,
Niederlande, Uberprift. Der Reinheitsgrad der synthetisierten Oligopeptide konnte zusatzlich noch

durch eine hochsensitive Silbergelfarbung dokumentiert werden, wie Abb. 3.2a zeigt.

kDa
Abb. 3.2 Silberfarbung der synthetisierten
23— Oligopeptide
14 W=
e Reprasentative  Darstellung  einer  hoch-
7 ‘__ sensitiven Silberfarbung der drei Oligopeptide
3 |— N H C des N-terminalen (N), C-terminalen (C) Endes
und der zentralen Linkerregion (hinge region)
-_— in einem Konzentrationsbereich von 300 ng.
300 ng 300 ng 300 ng
Abb. 3.2

Im Folgenden sind schematisch die Aminosauresequenzen (aa) und die Molekulargewichte der
drei synthetisierten Oligopeptide im Vergleich zur Primarsequenz des humanen Proteins S100A1

abgebildet.

Protein : MGSELETAMETLINVFHAHSGKEGDKYKLSKKELKELLQTELSGFLDAQKDVDAVDKVM

(aa) 1 10 20 30 40 50
Peptide : GSELETAMETLINVF LSGFLDAQKDVDA
N-terminal (N) (aa: 2-16) Hinge-region (H) (aa: 42-54)
M.W. 1652 M.W. 1377

Protein : KELDENGDGEVDFQEYVVLVAALTVACNNFFWENS
(aa) 60 70 80 90
Peptide : YVVLVAALTVACNNFFWENS

C-terminal (C) (aa : 75-94)
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3. Ergebnisse

3.3 Enzymatische Isolation ventrikularer Kardiomyozyten der Ratte und des Kaninchens

Mit Hilfe eines enzymatischen Isolationsprotokolls nach Piper et al. (1990) gelang es,
durchschnittlich 15,0 + 2,0x10° kalziumtolerante ventrikulére Kardiomyozyten aus einem
Kanichenherz bzw. 8x10° Kardiomyozyten aus einem Rattenherz zu isolieren. Bei
lichtmikroskopischer Betrachtung im inversen Phasenkontrast zeigten die vitalen Kardiomyozyten
die typische rechteckig- bis backsteinférmige Morphologie mit der charakteristischen Querstreifung

(Abb. 3.3a und 3.3b).

Abb. 3.3a/b

Reprasentative Aufnahme ventrikularer
Kardiomyozyten des Kaninchens (Abb.
3.1a) und der Ratte (Abb. 3.1b) nach
enzymatischer Isolation und Kalzium-
toleration (Vergrosserung 10fach, Balken
80 uM).

Abb. 3.3a Abb. 3.3b

3.4 Chemische Permeabilisierung der Zellmembran ventrikularer Kardiomyozyten

Abb. 3.4a/b

Reprasentative Aufnahme ventrikularer
Kardiomyozyten des Kaninchens (Abb.
3.4a) und der Ratte (Abb. 3.4b) nach
Permeabilisierung mit  B-escin  (Ver-
grésserung 10 fach, Balken 80 pM).

Abb. 3.4a Abb. 3.4b

Bis zur chemischen Permeabilisierung der Zellmembran (Sarkolemm) wurden die Kardiomyozyten
in einer kalziumfreien Nahrlésung bei 4°C aufbewahrt. Fir die weitere experimentelle Verwendung
wurden jeweils zellhaltige Aliquots entnommen und durch Zugabe des Detergens f-escin
sarkolemmal gehautet. Durch Zugabe von Adenosintriphosphat (ATP) und Creatinphosphat (CrP)
wurde dabei einerseits die Ausbildung einer Kontraktur der Zellen verhindert, so dass keine

Verklrzung und Abrundung der Zellen erfolgte (Abb. 3.4a und 3.4b). Andererseits wurde damit die
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3. Ergebnisse

Aufrechterhaltung der ATP-abhangigen Zellfunktionen gewahrleistet. Aufgrund der spezifischen
Komplexierung der Cholesterinmolekiile im Sarkolemm durch B-escin zeigte sich morphologisch
lediglich ein veranderter spezifischer Brechungsindex, der zu einer Transparenzminderung im
lichtmikroskopischen Bild fiihrte. Im Vergleich der Abb. 3.3a und b mit Abb. 3.4a und b zeigt sich

die erhaltene Zellmorphologie nach Permeabilisierung der Zellmembran.

3.5 Aufnahme und Detektion von S100A1-Protein in sarkolemmal permeabilisierte Zellen

Um den freien Zugang des S100A1-Proteins zum sarkoplasmatischen Retikulum nach
Permeabilisierung des Sarkolemms zu demonstrieren, wurden die gehduteten Zellen mit
Rhodamin-gekoppeltem (1 M) S100A1-Protein fir eine Dauer von 1 Minute inkubiert. Danach
wurden die Zellen dreimal gespiilt. Es zeigte sich eine intrazellulare Anreicherung des Proteins

nach fluoreszenzoptischer Anregung des Farbstoffs (Extinktion 550 nm) (Abb.3.5a-c).

Abb.3.5a Abb.3.5b Abb.3.5¢

Abb.3.5a-c: Ausschnitt eines reprasentativen adulten Kardiomyozyten (40fache VergroRerung)
Abb.3.5a: direkt nach der Isolation

Abb.3.5b: nach Permeabilisierung mit f-escin

Abb.3.5¢c: mit Rhodamin gekoppeltem S100A1

Unter starkerer VergroRerung I&sst sich erkennen, dass es zu einer gleichmafigen, intrazellularen

Verteilung des zugefiihrten Proteins unter Aussparung des Zellkerns gekommen ist (Abb. 3.5¢).
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3. Ergebnisse

3.6 Fluoreszenzoptische Darstellung der sarkoplasmatischen Kalziumaufnahme in
permeabilisierte Kardiomyozyten

Nach Dokumentation der intrazellularen Aufnahme von S100A1-Protein in die gehauteten
Kardiomyozyten wurde der Einfluss des Proteins auf die sarkoplasmatische Kalziumaufnahme
bzw. Aktivitait der SERCA untersucht. Die sarkoplasmatische Kalziumaufnahme wurde
fluoreszenzoptisch  indirekt durch die Messung der Abnahme der zytosolischen
Kalziumkonzentration bestimmt. Da die Abnahme der Fluoreszenz innerhalb des Systems direkt
proportional zur Abnahme der freien Kalziumkonzentration verlauft, lieR sich das registrierte
Fluoreszenzsignal als Abnahme der freien Kalziumkonzentration ensprechend der
Kalziumaufnahme in das sarkoplasmatische Retikulum (SR) der untersuchten Kardiomyozyten
definieren. Im verwendeten System zeigte sich eine charakteristische fluoreszenzoptische
Darstellung der Kalziumabnahme Uber die Zeit mit einem raschen Anstieg der freien
Kalziumkonzentration direkt nach Kalziumaddition und darauffolgend einer kontinuierlichen
Abnahme bis zum steady-state (engl.), welches leicht Giber Null lag.

Um eine Pufferung von Kalzium durch das Protein S100A1 auszuschlieflen, wurde zusatzlich ein
synthetisches S100A1-Peptidmodell verwendet, das keine Kalziumbindungsdomanen enthalt. Die
synthetisierten Peptide setzen sich aus der zentralen Linkerregion (hinge-region), die die beiden
kalziumbindenden Loops des S100A1-Proteins verbindet, und dem C- sowie N-terminalen Ende
zusammen. Dabei reprasentieren die synthetischen Oligopeptide diejenigen Regionen des
Proteins, die fir die Interaktion des nativen Proteins mit seinen Zielproteinen verantwortlich
gemacht werden.

Die Untersuchungen zur Kalziumaufnahme in das sarkoplasmatische Retikulum der B-escin
gehauteten Kardiomyozyten der Ratte und des Kaninchens unter S100A1 wurden jeweils in einer
Konzentration von 1 uM sowohl des nativen Proteins als auch der synthetisierten Oligopeptide

nach einer durchschnittlichen Prainkubationszeit von 1 Stunde durchgefunhrt.

44



3. Ergebnisse

3.7 Basalmessungen und Kalibrierung des Fluoreszenzsignals

Zunachst fanden an den gehduteten Kardiomyozyten des Kaninchens und der Ratte
Basalmessungen ohne Zugabe von S100A1 statt, um das System zu charakterisieren (Abb.3.6).
Durch Zugabe entsprechender Kalziumlésungen mit definierten Kalziumkonzentrationen erfolgte
die Kalibrierung des Systems durch Bestimmung von R, und Ry, die nach Fabiato und Fabiato
(1979 und 1988) berechnet wurden. Anhand dieser Daten wurde spater das Fluoreszenzsignal in
Kalzium umgerechnet, wobei diese Werte fiur die spatere Auswertung der gewonnen Daten
notwendig waren. Dabei entspricht R, einer minimalen und R.,.x einer maximalen Sattigung des

Fura-2-Farbstoffes mit Kalzium.

Kalzium (upmol/l)
o N A O 00O o

¢ [ ,/‘ | |
1000 1500 2000

Nk

A

A
o
8.

Zeit (ms) Abb.3.6

Abb.3.6: Originalaufzeichnung der Kalziumsequestration in das sarkoplasmatische Retikulum

Darstellung der repetitiven Kalziumaufnahme Uber die Zeit. Die Pfeile markieren den Zeitpunkt der
additionalen Kalziumzugabe vom 10 pl (100 mM Stock). Durch das intrasarkoplasmatisch
angereicherte Oxalat mit Ausbildung von Ca-Ox-Komplexen nach Aufnahme von Kalzium in das SR,
kommt es zu reproduzierbaren, gleichférmig verlaufenden Kurvenverlaufen.
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3.8 Messung der Kalziumaufnahme in das sarkoplasmatische Retikulum des Kaninchens

unter S100A1-Stimulation

3.8.1 1 uM natives Protein S100A1

10
s 87 ® S100A1-Protein
- O Kontrolle
< 6 Abb.3.7a
£ Reprasentative  Darstellung  der
S 4 gemessenen Kalziumaufnahme

Uber die Zeit nach einstiindiger

2] Prainkubation mit 1 pm nativem
S100A1-Protein im Vergleich zur
0 L_200s ) Abb.3.7a Kontrolle (Kaninchen).
200 - P <0.01
| * Abb.3.7b
150 1 Darstellung der gemittelten
Tauwerte (in ms) der
g 100 1 durchgefiihrten Versuche (n=5) im
5 Vergleich zur Kontrolle. Unter
= S100A1-Protein zeigte sich eine
50 A signifikante Steigerung der
sarkoplasmatischen
Kontrolle Kalziumaufnahme im Vergleich zur
0 Abb.3.7b Kontrolle von 28,73%, p<0.01.

1uM

Abb. 3.7a zeigt exemplarisch die Veranderung der sarkoplasmatischen Kalziumaufnahme unter
Einflussnahme von S100A1-Protein. Deutlich ist die unter 1 pM nativem S100A1-Protein
auftretende beschleunigte Abnahme der freien zytosolischen Kalziumkonzentration zu erkennen,
die einer Aufnahme des Kalziums in das sarkoplasmatische Retikulum der untersuchten
Kaninchenkardiomyozyten entspricht.

Abb. 3.7b entspricht einer graphischen Darstellung der Mittelwertes der gemessenen Tauwerte der
Kontrolle (157,47+34,77 ms) im Vergleich zu 1 yM S100A1-Protein (122,32+27,01 ms). Im
Vergleich zur Kontrolle ist eine signifikante Steigerung der intrasarkoplasmatischen

Kalziumaufnahme um 28,73% (p < 0.01) zu beobachten.
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3.8.21 uM S100A1 Oligopeptide (N, C, H)

10
= 81 B S100A1-Peptide (N,H,C)
= O Kontrolle
S 6 Abb.3.8a
= Reprasentative  Darstellung der
“g 4 - gemessenen Kalziumaufnahme

Uber die Zeit nach einstiindiger

2 1 Prainkubation mit 1 um Peptiden
(N,C,H) im Vergleich zur Kontrolle
0 L_200s ] Abb.3.8a (Kaninchen).
200 - P <0.01
*
150 1 T Abb.3.8b
m Darstellung der gemittelten
E Tauwerte (in ms) der
E 100 1 durchgefilhrten Versuche (n=6) im
Vergleich zur Kontrolle. Unter
S100A1-Protein zeigte sich eine
50 1 signifikante Steigerung der
) sarkoplasmatischen
0 Kontrolle Peptide Abb.3.85 Kalziumaufnahme im Vergleich zur
1M ~ Kontrolle von 28,37 %, p <0.01.

Insgesamt wurden n = 6 Versuche zur Darstellung der sarkoplasmatischen Kalziumaufnahme an
gehauteten Kardiomyozyten des Kaninchens durchgefiihrt, nachdem sie mit den S100A1 Peptiden
des N- (N) und C- (C) terminalen Endes sowie der Hinge-Region (H) prainkubiert worden waren.
Abb. 3.8a demonstriert den charakteristischen Zeitverlauf der sarkoplasmatischen
Kalziumaufnahme mit einer beschleunigten Aufnahme des zugegebenen Kalziums unter 1 yM der
eingesetzten Peptide gegenuber der Kontrolle. Abb.3.8b stellt in graphischer Form den Mittelwert
der gemessenen Tauwerte unter S100A1 (138,58+32,96 ms) und der Kontrolle (107,94+25,67) dar.
Nach Mittelung und Darstellung der gemessenen Tauwerte ergibt sich dabei eine Steigerung um

28,37% mit einer Signifikanz von p < 0.01.
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3.9 Messung der Kalziumaufnahme in das sarkoplasmatische Retikulum der Ratte unter

S100A1-Stimulation

3.9.1 1 uM natives S100A1 Protein

10
5 8 ® S100A1-Protein
=) O Kontrolle
= 6 Abb.3.9a
- Reprasentative  Darstellung  der
o 4] gemessenen Kalziumaufnahme
e Uber die Zeit nach einstindiger
2 7 Prainkubation mit 1 um Protein
S100A1 im Vergleich zur Kontrolle
0 L_200s | Abb.3.9a (Ratte).
150 - P <0.01
* Abb.3.9b
[ Darstellung der gemittelten
100 1 Tauwerte (in ms) der

durchgefihrten Versuche (n=5) im
Vergleich zur Kontrolle. Unter
S100A1-Protein zeigte sich eine
50 signifikante Steigerung der
sarkoplasmatischen

Kontrolle Kalziumaufnahme im Vergleich zur
0 Abb.3.9b Kontrolle von 28,32%, p < 0.01.

1M

Tau (ms)

In Anlehnung an die bereits geschilderten Experimente zur Messung der Kalziumaufnahme in das
sarkoplasmatische Retiukulum gehéduteter Kaninchenkardiomyozyten wude ebenfalls eine
Beeinflussung der sarkoplasmatischen Kalziumaufnahme unter S100A1-Stimulation an isolierten,
gehauteten Kardiomyozyten der Ratte untersucht. Nach Prainkubation mit 1 yM S100A1 in Form
des nativen Proteins zeigte sich vergleichbar wie bei Kaninchenkardiomyozyten (Abb.3.9a) eine
gesteigerte sarkoplasmatische Kalziumaufnahme. Nach Mittelung der gemessenen Tauwerte zeigt

sich unter 1 yM nativem Protein S100A1 (109,26+21,29 ms) gemals Abb. 3.9b eine signifikante
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Steigerung der intrasarkoplasmatischen Kalziumaufnahme um 28,32% im Vergleich zur Kontrolle

(85,36+16,63ms).

3.9.2 1 uM S100A1 Oligopeptide (N, C, H)

10
B S100A1-Peptide (N,H,C)
,:E— 81 O Kontrolle
e 6 Abb.3.10a
E Reprasentative  Darstellung  der
‘t‘N 4 1 gemessenen Kalziumaufnahme
o Uber die Zeit nach einstiindiger
2 1 Prainkubation mit 1 gm
Oligoeptiden (N,C,H) S100A1 im
0 L_200s Vergleich zur Kontrolle (Ratte).
Abb.3.10a
150 - P <0.01
* Abb.3.10b
Darstellung der gemittelten
__100 - I Tauwerte (in ms) der
E durchgefiihrten Versuche (n=5) im
g Vergleich zur Kontrolle. Unter
= S100A1-Protein zeigte sich eine
50 1 signifikante Steigerung der
sarkoplasmatischen
Kontrolle Peptide Kalziumaufnahme im Vergleich zur
0 Abb.3.10b Kontrolle von 13, 52 %, p <0.03.

1 M

Auch bei Verwendung der drei synthetischen Oligopeptide (N, C, H), die stellvertretend fir das
Gesamtprotein an den isolierten, gehduteten Kardiomyozyten der Ratte eingesetzt wurden, konnte
eine Stimulation der Kalziumsequestration durch eine gesteigerte Abnahme der freien
Kalziumkonzentration im Messystems aufgezeigt werden (Abb.3.10a). Unter Berlcksichtigung der
gemittelten Daten ergibt sich ebenfalls eine signifikante (p<0.03) Beeinflussung der

Kalziumaufnahme unter 1 pM S100A1-Oligopeptiden (85,28+28,34) von 13,52% gegenuber der

Kontrolle (96,81+£32,18), wie in Abb. 3.10b dargestellt.
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3.10 Steigerung der Ca*- abhingiggen SERCA2a-Aktivitat im Kaninchen und in der Ratte

unter S100A1-Stimulation

Unter Berlcksichtigung der eingesetzten Zellzahl und der Zeit konnte die Kalziumaufnahme pro

Zeiteinheit bzw. die Aktivitdt der sarko(endo)plasmatischen Kalziumpumpe (SERCA) pro Zelle

berechnet werden.

3.10.1 Kaninchen
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3.10.2 Ratte
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Abb.3.11a-b und Abb. 3.12a-b zeigen die berechnete sarkoendoplasmatische Kalziumaufnahme im
Kaninchen und in der Ratte unter S100A1-Stimulation. Gezeigt werden sowohl S100A1-Protein als
auch S100A1-Oligopeptide jeweils im Vergleich zur Kontrolle. Veranschaulicht wird in dieser
Darstellung die kalziumabhangige Aktivitdt der SERCA, die sich unter zunehmenden
Kalziumkonzentrationen steigert und zu einer gesteigerten Kalziumaufnahme in das SR fihrt.

1uM S100A in Form des nativen Proteins und in Form der Oligopeptide (N,C,H) flihrten jeweils zu
einer gesteigerten sarkoplasmatische Kalziumaufnahme pro Zelle - reprasentativ fir eine

gesteigerte  SERCA2a-Aktivitdt (Abb.3.11a-b). Diese Beobachtung zeigte sich ebenfalls in
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Kardiomyozyten der Ratte, die zuvor entweder mit 1 uM nativem Protein S100A1 oder mit 1 uM der
Oligopeptide (N,H,C) prainkubiert worden waren, gegeniber der Kontrolle (Abb.3.12a-b). In
Kardiomyozyten der Ratte lie3 sich aullerdem eine insgesamt erhdhte Gesamtaktivitat der

sarkoplasmatischen Ca®" -ATPase im Vergleich mit Kaninchenkardiomyozyten beobachten.

Bezogen auf die Einzelzelle ergibt sich damit eine signifikante Steigerung der kalziumabhangigen
Aktivitat bei den mit S100A1 stimulierten Kardiomyozyten, wobei sich kein Unterschied zwischen

den Effekten des nativen Proteins und der Oligopeptide zeigt.

3.11 Praparation sarkoplasmatischer Membranvesikel aus dem Skelettmuskel der Ratte

Die Herstellung sarkoplasmatischer Membranvesikel-Fraktionen nach dem Protokoll von Chu et al.
(1988) lieferte eine Proteinausbeute von 5 pg/ul Volumen. Im Westernblot lie3 sich nachweisen,
dass das endogen exprimierte Protein S100A1 vollstéandig im Uberstand der Praparation verblieb

und kein natives Protein in der Vesikel-Fraktion mehr enthalten war.

kDa Abb.3.13a
Nachweis des endogenen Proteins S1000A1
im Uberstand der Membranpréparation. Im
Vergleich dazu lasst sich kein S100A1-Protein
S100A1 _’. e - 7 in der Vesikelfraktion (SR-Vesikel)
nachweisen.

1 2 3 1 = Natives Protein aus dem Schwein (200ng)
2 = Uberstand der Vesikelpraparation (150ng)
3 = Sarkoplasmatische Vesikelfraktion (150ng)

Natives Uberstand SR-
erstan
Protein Vesikel Abb.3.13a

Abb. 3.13a reflektiert die Proteinanalyse als Qualitatskontrolle der gewonnenen
Rohmembranvesikel-Fraktionen. Als Positivkontrolle diente natives S100A1-Protein aus dem
Myokard des Schweins. Durch den Nachweis, dass sich kein endogenes Protein S100A1 innerhalb
der sarkoplasmatischen Membranfraktionen fand, konnte eine Beeinflussung der
Versuchsergebnisse durch eine physiologische Kontamination mit endogenem Protein

ausgeschlossen werden.
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Abb.3.13b
Nachweis von Phospholamban (PLB) im
Herzmuskel (HM) gegenuber

Skelettmuskel (SM) sarkoplasmatischer
Membranvesikel (SR) der Ratte im
Westernblot.  Anfarbung des  PLB-
Pentamers (x) bei 30 kDa und des PLB-
Monomers (¢) bei 5 kDa.

Im Western Blot (Abb. 3.13b) der gewonnen Membranvesikelfraktionen zeigte sich, wie erwartet,

dass Phosholamban lediglich in den Membranvesikeln des Herzmuskels, nicht hingegen im

Skelettmuskel nachzuweisen war. Aufgrund dieser Konstellation konnte eine Interaktion zwischen

PLB und der SERCA1 im schnellen Skelettmuskel ausgeschlossen werden.

3.12 Messung der Kalziumaufnahme in SR-Membranvesikel des Skelettmuskels der Ratte

5
= 4- ®  3100A1-Protein
,? Kontrolle
o
= 3
c 2
o
1.
0

L_200ms

Abb.3.14a
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Abb.3.14a
Reprasentative  Darstellung  der
gemessenen Kalziumaufnahme

Uber die Zeit nach einstundiger
Prainkubation mit 1 pm nativem
Protein S100A1 im Vergleich zur
Kontrolle.
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1 M

Die Untersuchung der sarkoplasmatischen Kalziumaufnahme an préparierten Membranvesikeln
aus dem schnellen Skelettmuskel (M. extensor digitorum longus) erfolgte in Anlehnung an das
Protokoll von Smith et al. (2000), das Experimente an isolierten Kardiomyozyten des Kaninchens
und der Ratte beschreibt. Es zeigt sich, dass nach einstiindiger Inkubation mit 1 yM nativem
S100A1-Protein die Kalziumaufnahme in die sarkoplasmatischen Membranvesikel gesteigert
werden konnte (Abb. 3.14a). Im Vergleich zur Kontrollgruppe war dies statistisch jedoch nicht

signifikant, wie in Abb. 3.14b dargestellt ist.
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4. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, den Einfluss des kalziumbindenden Proteins
S100A1 auf die sarkoplasmatische Kalziumaufnahme bzw. Aktivitat der sarkoplasmatischen Ca®*-
ATPase (SERCA) im quergestreiften Muskel zu untersuchen. Die positiv inotrope Wirkung von
S100A1 (Most et al., 2003a) sowie die zentrale Rolle der sarkoplasmatischen Ca®*-ATPase
(SERCA) im Herz- und Skelettmuskel bildeten hierbei den Ausgangspunkt der durchgefihrten
Studie, die im Wesentlichen auf einer fluoreszenzoptischen Messung der sarkoplasmatischen

Kalziumaufnahme basierte (Smith et al., 2000).

4.1 Charakterisierung von S100A1-Protein und -Peptiden

Um funktionellen Effekte von S100A1 auf die SR-Kalziumaufnahme zu untersuchen, wurde natives
Protein S100A1 aus linksventrikularem Schweinemyokard aufgereinigt und dessen Reinheitsgrad
mit Hilfe einer hochsensitiven Silberfarbung dokumentiert, wahrend die Spezifitdt des Proteins
durch einen Western Blot unter Verwendung eines spezifischen S100A1-Antikérpers
nachgewiesen werden konnte. Diese Methodik wurde gewahlt, da kommerziell erhaltliches
S100A1-Protein aus zerebralem Gewebe aufgereinigt wird und relevante Kontaminationen mit
anderen, neuronal exprimierten S100 Proteinen (z.B. S100B) enthalt (unverdffentlichte Daten aus
der Arbeitsgruppe PD Dr. Remppis). Aufgrund der Kontamination dieser Proben sind deshalb
spezifische Untersuchungen zum isolierten Effekt von S100A1 nicht moglich.

Trotz Berlcksichtigung der kalziumbindenden Eigenschaften von S100A1 bei Berechnung der
notwendigen EGTA-Menge zur Pufferung der freien Kalziumkonzentration (Fabiato und Fabiato,
1979) wurde eine zusétzliche Untersuchung der SR-Kalziumaufnahme unter Verwendung eines
synthetischen S100A1 Peptidmodells durchgefihrt, fiir das bereits aquivalente Effekte im Vergleich
zum nativen Protein gezeigt werden konnten (Most et al., 1999). Unter Berlicksichtigung der
dreidimensionalen Struktur der S100-Proteine wurden die EF-Hand-Kalziummotive gezielt
eliminiert und nur diejenigen Bereiche der Primarstruktur fir die Synthese ausgewahlt, die
aufgrund der Oberflachenanalyse des Moleklls fur eine Interaktion mit Zielproteinen in Frage
kommen (Drohat et al., 1998). Das Modell aus drei S100A1-Oligopeptiden umfasste etwa 45% der
Primarsequenz des nativen Proteins. Der entsprechende Nachweis der korrekten Peptidmasse

bzw. -sequenz wurde von der Fa. Eurogentec mit Hilfe der time-lag focusing (TLF) time of flight
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(TOF) matrix-assisted laser desorption ionization (MALDI) Methode bzw. der high performance
liquid chromatographie (HPLC) in Kombination mit einem Edmann-Abbau erbracht. Um die
Reinheit der kommerziell gelieferten Peptide zu testen, wurde im Anschluss eine Silberfarbung der
S100A1- Oligopeptide durchgefihrt. Mit Hilfe dieser Charakterisierungen konnte daher die Reinheit
bzw. die strukturelle Integritdt der Proteine bzw. Peptide als wesentliche Vorraussetzung zur

weiteren Verwendung in den funktionellen Experimenten nachgewiesen werden.

4.2 Steigerung der sarkoplasmatischen Kalziumaufnahme im Herzmuskel durch das ca*-
bindende Protein S100A1

Um den Einfluss von S100A1 auf die sarkoplasmatische Kalziumaufnahme bzw. SERCA2a-
Aktivitdat im Myokard zu untersuchen, wurde eine fluoreszenzoptische Messung der
sarkoplasmatischen Kalziumaufnahme in sarkolemmal permeabilisierte Herzmuskelzellen
verwendet. Hierfir wurden ventrikuldre Herzmuskelzellen enzymatisch isoliert und die auliere
Zellmembran durch den Gebrauch von B-escin selektiv permeabilisiert. Die derartig hervorgerufene
Porenbildung in der &uBeren Zellmembran ermoglichte somit einen freien Zugang von
Makromolekilen in das Zellinnere bzw. einen freien Zugang von S100A1 zum SR. Der unter dem
Begriff der ,Hautung“ bekannte Prozess beruht auf einer sarkolemmalen Porenbildung durch
Komplexbildung der Cholesterinmolekile. Aufgrund des hohen Gehaltes an Cholesterinmolekulen
in der Zellmembran im Gegensatz zur geringen Cholesterinkonzentration in der Membran des
sarkoplasmatischen Retikulums (SR) wurde auf diese Weise eine spezifische Permeabilisierung
der Zellmembran erreicht, ohne die Funktion und Struktur des sarkoplasmatischen Retikulums
wesentlich zu beeinflussen (Thelestam und Mollby, 1979). Der damit verbundene Verlust der
strukturellen Integritat der auReren Zellbarriere und des Zytosols erforderte die Suspension der
isolierten Herzmuskelzellen in einer Ldsung, die aufgrund ihrer ionalen Zusammensetzung das
Intrazellularmilieu imitiert - sog. (Mock-) L6sung (engl.). Der Zusatz eines ATP regenerierenden
Systems (Kreatinkinase/ Kreatinphosphat) verhinderte einen Abfall der energiereichen Phosphate.
Der mikroskopische Vergleich der frisch isolierten Zellen vor und nach Permeabilisierung zeigte,
dass sich die Zellmorphologie durch das Skinnen nicht verandert hatte. Dieser Umstand
dokumentierte, dass eine funktionelle Beeinflussung der zellularen Kalziumregulation, die sich in

einer Kontraktur der Zellen gezeigt hatte, nicht stattgefunden hatte. Um eine Inhibition der SERCA-
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Aktivitdt durch einen Anstieg der freien intrasarkoplasmatischen Kalziumkonzentration zu
vermeiden, wurde der Kalziumkomplexbildner Oxalat eingesetzt, der Uber einen speziellen, nicht
weiter differenzierten Transporter die Membran des sarkoplasmatischen Retikulums passiert und
sich dort spezifisch anreichert. Durch die nach Uberschreiten des Léslichkeitsproduktes
entstehenden Kalzium-Oxalatkomplexe innerhalb des Lumens im sarkoplasmatischen Retikulum

wurde die Kalziumkonzentration kinstlich niedrig gehalten.

Mit Hilfe der beschriebenen Methode war es mdglich, erstmalig eine Beeinflussung der Funktion
der kardialen SERCA-Isoform durch S100A1 nachzuweisen. Aufgrund der vergleichbaren
SERCA2a-Pumpkinetik im Menschen und Kaninchen wurde die Studie an isolierten
Kardiomyozyten des Kaninchens durchgefihrt. Zudem fanden Experimente an adulten
Kardiomyozyten der Ratte statt, die im Vergleich zum Kaninchen eine hdhere SERCA-
Pumpendichte im SR aufweisen. Die vorliegenden Daten zeigen, dass die Aktivitdt der
Kalziumtransport-ATPase (SERCA2a) unter Zugabe von 1 upM nativem S100A1-Protein in
Kardiomyozyten des Kaninchens und in Kardiomyozyten der Ratte signifikant gesteigert wurde. Da
die Permeabilisierung der Zellen mit einem weitgehenden Verlust des endogenen S100A1-
Gehaltes einherging, kann daher die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die Steigerung der
SERCAZ2a-Aktivitat bzw. der gemessenen Kalziumaufnahme spezifisch auf die exogene Zugabe
des aufgereinigten Proteins zurtckzufiihren war. Im menschlichem Herzmuskelgewebe, ebenso
wie im Kaninchen- und Schweinemyokard ist die sarko(endo)plasmatische Ca®*-ATPase (SERCA)
zu 60% - 70% an der diastolischen Kalziumsequestration beteiligt, der Gbrige Anteil wird Uber den
Na-Ca-Austauscher (NCX) bzw. alternative Wege aus dem Zytosol entfernt. Im Vergleich dazu wird
in der Ratte und der Maus mit 90% ein deutlich héherer Anteil des diastolischen Kalziumgehaltes
wahrend der Relaxationsphase in das sarkoplasamatische Retikulum (SR) aufgenommen - als
Folge einer deutlich hdheren Gesamtaktivitat der SERCA (Bers, 2000). Erklart wird dieser Effekt
durch Prozesse, die auf der Translationsebene stattfinden und Uber eine differentielle Expression
letztendlich zu einer unterschiedlichen Dichte der Ca**-ATPase Molekiile in der Membran des
sarkoplasmatischen Retikulums (SR) flhren. Trotz einer héheren SR-Pumpendichte von 54,6
pmol/kg wet wt im Rattenmyokard im Vergleich zum Kaninchen (7,7 ymol/kg wet wt) war der

relative Anstieg der SR-Kalziumaufnahme in beiden Modellen nicht signifikant verschieden. Dies
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kénnte auf die Oxalatbeladung des sarkoplasmatischen Retikulums zurlickzufihren sein, die eine
schnellere kalziumabhangige Inhibition der SERCA im Rattenmyokard verhindert und somit

differentielle Effekte von S100A1 mdglicherweise kupiert.

Neben der Beeinflussung der SERCAZ2a-Aktivitat durch S100A1 koénnte die gesteigerte SR-
Kalziumaufnahme partiell jedoch auch durch eine Reduktion des SR-leaks im verwandten Modell
erklart werden. Dieses setzt sich zum einen aus der Spontanéffnung der Ryanodinrezeptoren,
einem sogenannten SERCA reverse mode (engl.) und einer unspezifischen Durchlassigkeit der
sarkoplasmatischen  Lipidmembran zusammen. Hierbei ware eine Zunahme der
sarkoplasmatischen Kalziumaufnahme auch als Folge einer moglichen Reduktion der
Spontanéffnung der Ryanodinrezeptoren durch S100A1 erklarbar. In dem gewahlten
Versuchsablauf konnte jedoch durch Zugabe von Ruthenium Red - einem spezifischen Inhibitor
des Ryanodinrezeptors - dieser Bestandteil des Lecks bereits ausgeschaltet werden. In gleicher
Weise koénnte eine Beschleunigung der SR Kalziumaufnahme auch durch eine verminderte
Aktivitat des von Bers (1999) postulierten SERCA reverse mode hervorgerufen werden, bei dem
ATP durch den Ausstrom von Kalzium aus dem SR durch die Kalziumpumpe gebildet wird.
Aufgrund der hohen ATP-Konzentration in der mock-solution ist jedoch ein Auftreten dieses
Effektes als unwahrscheinlich zu betrachten. Die Verminderung der unspezifischen Durchléssigkeit
der SR-Lipidmembran durch S100A1 kdnnte ebenfalls zur Erklarung des beobachteten Effektes
herangezogen werden. Jedoch erscheint ein solcher Mechanismus unter Bericksichtigung der
geringen GroRe des S100A1-Molekils unwahrscheinlich. Zudem verhindert die bereits oben
beschriebene Wirkung von Oxalat weitgehend einen /leak—bedingten Verlust von Kalzium aus dem
SR.

Vor dem Hintergrund dieser Uberlegungen ist deshalb von einer gesteigerten Aktivitat der
SERCA2a durch S100A1 als Ursache der beschleunigten SR-Kalziumaufnahme auszugehen,
zumal bislang kein weiterer Mechanismus der SR-Kalziumaufnahme bekannt ist. Ob es sich dabei
um eine direkte oder indirekte Interaktion handelt, muss in weiteren Experimenten Uberpruift
werden. Neben einer potentiellen Modulation des SR Kalzium-/eaks erfordert der mégliche Verlust
endogener Modulatoren der SERCA-Aktivitdt durch Permeabilisierung der Zellwand eine

Berucksichtigung im Rahmen der experimentell gewonnenen Daten. Die beschleunigte SR-

58



4. Diskussion

Kalziumaufnahme durch S100A1 in intakten Herzmuskelzellen kdénnte mdglicherweise durch
intrinsische Inhibitoren wiederum abgeschwéacht bzw. aufgehoben werden.

Die gewonnenen Daten belegen somit erstmals die funktionelle Bedeutung der Befunde von
Haimoto und Kato (1988), die eine Kolokalisation von S100A1 mit dem longitudinalen SR
beschrieben. Ebenso korreliert die Steigerung der Amplitude der Kalziumtransienten in S100A1
transfizierten Kardiomyozyten (Most et al., 2001; Remppis et al., 2002) mit einem erhohten
Kalziumgehalt des sarkoplasmatischen Retikulums infolge einer gesteigerten ATPase-Aktivitat, wie
die vorliegenden Ergebnisse belegen. Auch der beschleunigte Abfall der Transienten (Most et al.,
2001, Remppis et al., 2002) ist mit einer Steigerung der SERCA-Aktivitat vereinbar. Jedoch findet
eine mogliche Aktivierung der Na-Ca-Austauscher-Aktivitat durch S100A1 in der experimentellen
Anordnung keine Berlcksichtigung, die in intakten Herzmuskelzellen zusatzlich zu einer

beschleunigten zytosolischen Kalziumelimination beitragen kénnte.

4.3 Steigerung der SERCA2a-Aktivitit im Herzmuskel durch synthetische S100A1-
Oligopeptide

Um eine potentielle extrasarkoplasmatische Kalziumpufferung durch das Protein S100A1
ausschlieBen zu kdénnen, diee benfalls zu einer beschleunigten sarkoplasmatischen
Kalziumaufnahme filhren koénnte, wurde ein synthetisches S100A1-Peptidmodell ohne
Kalziumbindungsdoménen eingesetzt. Das Modell aus drei einzelnen S100A1-Peptiden umfalit ca.
45% der Primarsequenz des nativen Proteins. Unter Beriicksichtigung der dreidimensionalen
Struktur der S100-Proteine wurden beide EF-Hand-Kalziummotive gezielt eliminiert und nur
diejenigen Bereiche der Primarstruktur fiir die Synthese ausgewahlt, die aufgrund der
Oberflachenanalyse des Molekils fur eine Interaktion mit Zielproteinen in Frage kommen (Drohat
et al.,, 1998; Osterloh et al.,, 1998). In Zusammenarbeit mit der Firma Eurogentec wurden die
S100A1-Peptide unter Verwendung einer eigens dafiir entwickelten Festphase synthetisiert.

Es zeigte sich, dass bei Verwendung des Peptidmodells in einem Konzentrationsbereich von 1 yM
eine signifikante Steigerung der sarkoplasmatischen Kalziumaufnahme in isolierte, permeabilisierte
Kardiomyozyten des Kaninchens (um 28,32%) und der Ratte (um 13,52%) zu beobachten war. Wie
frGhere Studien bereits belegen waren die Effekte der Oligopeptide (N, H, C) denen des nativen

Proteins gleichwertig (Most et al., 1999 und 2000). Aus diesen Daten lasst sich schlussfolgern,
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dass die durch S100A1 hervorgerufenen Effekte an das Vorhandensein von mindestens einem der
verwendeteten Peptide gebunden sein missen. Basierend auf dieser Beobachtung kann die fur
das native Protein beschriebene Wirkung in adulten Kardiomyozyten deshalb nicht auf einen
kalziumpuffernden Effekt zurlickgeflhrt, sondern muss als Folge einer Beschleunigung der SR-
Kalziumaufnahme durch S100A1 angesehen werden. Die signifikante, jedoch geringere
prozentuale Aktivitatssteigerung der Ca®" -ATPase in Zellen der Ratte unter Einsatz der Peptide
konnte vor dem Hintergrund der unterschiedlichen SERCA2a-Pumpendichte im Vergleich zum
Kaninchen auf die fehlende Kalziumabhangigkeit der Peptidwirkung zurickgefihrt werden.
Daruberhinaus konnte dieses Ergebnis auch durch unterschiedliche Bindungsaffinitaten der

Einzelpeptide im Vergleich zum Gesamtprotein gedeutet werden.

4.4 Unveradnderte Aktivitdt der skelettmuskuldaren SERCA1 durch S100A1-Protein und -
Peptide

Aufgrund ihrer Grofte (>1mm) waren isolierte Skelettmuskelfasern des Extensor digitorum longus
(EDL) fir die von Smith et al. (2000) etablierte Technik der fluoreszenzoptischen Messung der
SERCA-AKktivitat nicht geeignet. So wahlten wir eine Modifikation der Methode, in der die Aktivitat
der SERCA1 an praparierten Vesikeln des sarkoplasmatischen Retikulums des EDL bestimmt
wurde. Vor Versuchsbeginn konnte durch Proteinanalysen im Western Blot nachgewiesen werden,
dass nach Praparation der sarkoplasmatischen Vesikelfraktion kein endogenes S100A1 Protein
mehr in der Vesikelfraktion enthalten war. Damit konnte eine Beeinflussung der Untersuchungen

durch endogenes S100A1 ausgeschlossen werden.

Im Gegensatz zu den Wirkungen im Herzmuskel zeigte sich, dass die sarkoplasmatische
Kalziumaufnahme bzw. Aktivitit der Ca** -ATPase (Isoform 1a) des schnell kontrahierenden
Skelettmuskels unter dem Einfluss von nativem S100A1 Protein und den Oligopeptiden nicht
beeinflusst wurde. Somit kann vor dem Hintergrund der vorliegenden Ergebnisse gefolgert werden,
dass die beobachtete Steigerung der isometrischen Kontraktionskraft im schnell zuckenden
Skelettmuskel (Most et al., 2002) durch das Protein S100A1 nicht auf einer Veranderung der
SERCA1a-Aktivitat, sondern auf eine gesteigerte Kalziumfreisetzung tiber den Ryanodinrezeptor

(Treves et al., 1997) zurlckzufiihren ist. Da die Praparation von SR-Membranvesikeln jedoch mit
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einem Verlust an zytosolischen Modulatoren sowie der strukturellen Integritat der Zelle bzw. der
mikroanatomischen SR-Architektur einhergeht, kann die ausbleibende Wirkung von S100A1
moglicherweise auch durch fehlende potentielle Kofaktoren (zytosolische Modulatoren/Struktur)

erklart werden.

4.5 Differentielle Effekte von S100A1 im Herz- und Skelettmuskel

In der Zusammenschau der Befunde weist sowohl das S100A1 Protein als auch das trunkierte
Peptidmodell eine differentielle Beeinflussung der kardialen und skelettmuskularen SERCA-
Isoformen auf.

Mogliche Ursachen der unterschiedlichen Beeinflussung beider SERCA-Isoformen kénnten zum
Einen in der unterschiedlichen Primarsequenz beider Kalziumpumpen und zum Anderen in die auf
SERCA2a beschrankte Regulation durch das inhibitorische Protein Phospholamban (PLB) zu
suchen sein. Im unphosphorylierten Zustand vermindert es die SERCA2a-Aktivitat, wahrend diese
Inhibition durch Proteinkinase A (PKA)-abhangige oder Kalzium/Calmodulin (CamKinase)-
abhangige Phosphorylierung oder einen Anstieg der freien Kalziumkonzentration aufgehoben
werden kann (Bluhm et al., 2000). Denkbar ware hierbei eine direkte Interaktion von S100A1 mit
SERCA2a bzw. eine disinhibitorische Bindung an Phospholamban, die zu einer Steigerung der
SERCA2a-Aktivitdt flhren konnte. Andererseits ware eine phospholambanunabhangige,
kalziuminduzierte Disaggregation der kardialen Ca®*-Pumpe moglich, die ebenfalls mit einer
Zunahme der SERCAZ2a-Aktivitat einhergehen koénnte. Unter Beriicksichtigung der fehlenden
Phospholambanexpression im schnellen Skelettmuskel konnte dieser Umstand die fehlende
S100A1-Wirkung erklaren. In gleicher Weise konnte aufgrund der unterschiedlichen
Primarsequenzen beider SR-Kalziumpumpen ein fehlendes Bindungsmotiv fur S100A1 in der
SERCA1-Isoform als eine Erklarung flr den ausbleibenden S100A-Effekt herangezogen werden.
Daruberhinaus ergibt sich aus der Phospholambandefizienz im Skelettmuskel eine stetige
maximale Pumpaktivitat, die durch S100A1 gegebenenfalls nicht weiter steigerbar ist. Dies geht mit
der physiologischen Funktion des schnell kontrahierenden Muskels einher, der im Gegensatz zum
langsam kontrahierenden Herzmuskel keine phospholambanabhangige Regulation aufweist. Im
Herzmuskel hingegen korrelieren die PLB-Expression und der hohe endogene S100A1 Gehalt mit

der Mdglichkeit, die SERCA-Aktivitat zu regulieren.
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4.6 Pathophysiologische Bedeutung von S100A1 im Herzmuskel

In den letzten Jahren konnte der Nachweis geflihrt werden, dass die Expressionshéhe von S100A1
mit der Kkontraktilen Funktion des Herzens kausal korreliert. Wahrend in einem Modell
kompensierter myokardialer Hypertrophie eine signifikante Uberexpression von S100A1 zu
dokumentieren ist, zeigt sich im Myokard von Patienten mit transplantationspflichtiger
Herzinsuffizienz eine signifikante Minderexpression dieses Ca”"-bindenden Proteins (Remppis et
al., 1996; Ehlermann et al., 2000). Untersuchungen an einem S100A1 transgenen Mausmodell
konnten schlieRlich belegen, dass die Uberexpression von S100A1 zu einer dauerhaften
Steigerung der Herzfunktion fiihrt, ohne die sonst mit einer positiv inotropen Therapie verknulpften
toxischen Effekte auf das Myokard aufzuweisen (Most et al., 2003b). Diese Befunde legen daher
nahe, dass die Manipulation der S100A1-Expression als neue therapeutische Option zur

Behandlung der Herzinsuffizienz in greifbare Nahe gertickt ist.

Es gilt bereits seit langerem als allgemein akzeptiert, dass die verminderte Aktivitat der SERCA
(Ca2+-ATPase des sarkoendoplasmatischen Retikulums), die beim Menschen den grofiten Beitrag
zur diastolischen Ca®*-Elimination aus dem Zytosol leistet, im Rahmen der Herzinsuffizienz
signifikant vermindert ist (Hasenfuss et al., 1994; Hasenfuss et al., 1997). International wird nach
wie vor aufgrund widerspruchlicher klinischer Studien sehr kontrovers diskutiert, inwiefern die
Aktivitdtsminderung dieser wichtigen Ca®*-Pumpe mit einer verminderten Proteinexpression der
Pumpe selbst oder aber mit einer veranderten Regulation der Pumpe durch andere Proteine
korreliert ist. Aufgrund der in dieser Arbeit prasentierten Daten kann nun erstmals schliissig
argumentiert werden, dass die beobachtete Minderaktivitat der SERCA auch in einer veranderten
Regulation von S100A1 begriindet liegt, die bislang wegen methodischer Griinde Ubersehen
wurde, da S100A1 bei allen verwendeten Membranreinigungsverfahren aufgrund der Verwendung
von EDTA wahrend der Praparation ausgewaschen wurde. Da nun belegt werden konnte, dass
S100A1 in zwei unabhangigen Tiermodellen mit unterschiedlicher Ca**-Homéostase (Ratte,
Kaninchen) die Aktivitdt der SERCA signifikant steigert, kann zudem die Hypothese formuliert
werden, dass eine Manipulation der S100A1-Expression ebenso wie eine Uberexpression von
SERCA eine grundlegende Therapie der Herzinsuffizienz darstellen kénnte, da hiermit ein zentraler

pathophysiologischer Mechanismus der Herzinsuffizienz korrigiert wird.
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4.7 Physiologische Bedeutung von S100A1 im Skelettmuskel

Im quergestreiften Skelettmuskel werden zwei verschiedene Fasertypen unterschieden: die
langsam zuckenden Typ | Fasern und die schnellen Typ Il Zuckungsfasern. Fir S100A1 ist
bekannt, dass der endogene Gehalt im schnellen Skelettmuskel dreifach niedriger ist als der im
langsamen Skelettmuskel. Diese Anderung des Expressionsniveaus findet bei der Differenzierung
des schnell kontrahierenden Skelettmuskels statt. Nach ca. 21 Tagen der Entwicklung prasentiert
sich ein deutlich reduzierter S100A1 mRNA-Gehalt im schnell kontrahierenden Skelettmuskel,
wohingegen die Expression im langsam kontrahierenden Sklettmuskel unverandert bleibt (Zimmer,
1991).

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die Kinetik der sarko(endo)plasmatischen
Ca®*-ATPase des schnell kontrahierenden Skelettmuskel unter dem Einfluss des
kalziumbindenden Proteins S100A1 nicht verandert wird.

Diese Beobachtung lasst den Schluss zu, dass sich aufgrund der geringen endogenen S100A1-
Expression eine Interaktion mit der SERCA1a nicht demaskiert oder aber, dass aufgrund von
strukturellen Eigenschaften, wie beispielsweise der Phospholambandefizienz im schnell
kontrahierenden Skelettmuskel, keine Interaktion zwischen der SERCA-Isoform des schnell
kontrahierenden Skelettmuskels und S100A1 stattfindet. Dieser Punkt scheint von besonderem
Interesse vor dem Hintergrund, dass sich nicht nur das S100A1-Expressionsniveau wahrend der
Differenzierung vom neonatalen zum adulten Stadium, sondern auch die spezifische Expression
der SERCA-Isoformen im schnell kontrahierenden Skelettmuskel verandern. So konnte gezeigt
werden, dass in der Neonatalzeit die SERCA-Isoform 2a exprimiert wird und im Laufe der
Entwicklung durch die Isoform 1a ersetzt wird, die nicht durch das Phosphoprotein Phospholamban
moduliert wird (Yong et al., 1999).

Die vorliegende Studie zeigt somit, dass die physiologische Bedeutung von S100A1 fur die
Kontraktilitdét des schnell kontrahierenden Skelettmuskels weniger im Zusammenhang mit einer
Modulation der SERCA zu sehen ist. Vielmehr unterstitzen die vorliegenden Daten die These,
dass, unter dem Aspekt der nachgewiesenen Kolokalisation von S100A1 mit dem SR, der
dokumentierte positive Effekt von S100A1 auf den kontraktilen Status des schnell zuckenden
Skelettmuskels im Wesentlichen Uber eine Interaktion von S100A1 mit dem Ryanodin-Rezeptor zu

erklaren ist, wie in der Literatur bereits vermutet wurde (Zimmer 1991; Treves et a.l, 1997; Most et
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al., 2003a). Infolge dieser Interaktion wird die Kontraktilitdt im schnell kontrahierenden
Skelettmuskel durch S100A1 Uber die erhdhte Kalziumfreisetzung aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum via Ryanodin Rezeptor reguliert, indem durch das konsekutiv erhdhte intrazellulare

Kalziumangebot die Ca2+-abhéngige Aktivierung der SERCA verstarkt wird.
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5. Zusammenfassung

Das kalziumbindende Protein S100A1 wird spezifisch im quergestreiften Muskel exprimiert und
steigert die Kontraktionskraft im Herz- und Skelettmuskel. Unklar ist jedoch bislang, iber welche
Mechanismen das Protein S100A1 seine Effekte entfaltet.

Aufgrund der Kolokalisation von S100A1 mit dem longitudinalen sarkoplasmatischen Retikulum im
quergestreiften Muskel und der zentralen Funktion der SERCA in der Regulation der Muskelkraft
bestand das Ziel der vorliegenden Arbeit darin, die Beeinflussung der Aktivitat der SERCA im Herz-
und Skelettmuskel durch S100A1 zu untersuchen. Mit Hilfe fluoreszenzoptischer, biophysikalischer
Methoden wurde deshalb der Einfluss von S100A1-Protein und einem synthetischen S100A1-
Peptidmodell auf die Kalziumaufnahme in das sarkoplasmatische Retikulum von Herz- und

Skelettmuskel bestimmt.

Mit Hilfe der beschriebenen Methodik konnte erstmalig gezeigt werden, dass das kalziumbindende
Protein S100A1 ebenso wie eine aquimolare Mischung aus synthetisch hergestellten Peptiden des
N- und C-terminalen Endes sowie der zentralen hinge-region (engl.) die sarkoplasmatische
Kalziumaufnahme in zellularen Herzmuskelpraparaten der Ratte und des Kaninchens signifikant
steigert. Im Gegensatz hierzu konnte eine Beeinflussung der sarkoendoplasmatischen ca® -
ATPase im Skelettmuskel mit der dargestellten Methodik ausgeschlossen werden. Daraus ergibt
sich die Schlussfolgerung, dass S100A1 eine differentielle Wirkung auf die verschiedenen SERCA-
Isoformen des quergestreiften Muskels entfaltet.

Vor dem Hintergrund der positiv inotropen und lusitropen Wirkung von S100A1 im Herzmuskel
(Most et al.,, 2003) unterbreitet die Beschleunigung der sarkoplasmatischen Kalziumaufnahme
durch S100A1 einen molekularen Ansatz zum Verstdndnis dieser Wirkungen, da die
sarkoplasmatische Kalziumaufnahme direkt die Relaxationsgeschwindigkeit (lusitroper Effekt) und
der sarkoplasmatische Kalziumgehalt indirekt die Kontraktilitat (inotroper Effekt) bestimmit.

Somit war es erstmalig moglich, dem morphologischen Befund der Kolokalisation von S100A1 mit
dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) eine physiologische Bedeutung zuzuordnen und die

Bedeutung von S100A1 als einen zentralen Regulator der muskularen Funktion weiter zu erharten.
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