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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Phanotypische Modulation glatter GefaBmuskelzellen

Die adulte differenzierte glatte Gefalimuskelzelle (,vascular smooth muscle cell®,
VSMC) ist eine hochspezialisierte Zelle. lhre Hauptaufgabe ist die Kontraktion.
Hierzu exprimiert sie ein einzigartiges Spektrum kontraktiler Proteine. Wahrend
Skelett- und Herzmuskelzellen irreversibel differenzieren, weisen glatte Muskelzellen
eine funktionelle Plastizitat auf. Die kontraktile VSMC kann bei Veranderungen der
Umgebung und der funktionellen Anforderungen in eine weniger differenzierte
synthetische VSMC mit einer erhohten Motilitat und einer erhéhten Proteinsynthese
dedifferenzieren (Owens, 1995). Die Umwandlung des kontraktilen Phanotyps in
einen synthetischen Phanotyp bezeichnet man als phanotypische Modulation
(Abb.1). Wahrend der phanotypischen Modulation verandert die VSMC ihre

Morphologie, Zellfunktion und biochemischen Charakteristika.

Phanotypische

Modulation
.
Kontraktile, differenzierte Synthetische, dedifferenzierte
glatte Muskelzelle glatte Muskelzelle

Abb. 1: Phanotypische Modulation

Schematische Darstellung der phanotypischen Modulation: auf der linken Seite ist eine differenzierte
spindelférmige VSMC mit ihrem kontraktilen Apparat (Aktin/Myosin/dense bodies) abgebildet. In
Abhangigkeit von einer Vielzahl von Interaktionen, Faktoren und der Umgebung findet eine
phanotypische Modulation zu einer dedifferenzierten, synthetischen VSMC (auf der rechten Seite
dargestellt) statt. Die synthetische VSMC exprimiert weniger kontraktile Proteine und mehr
Zytoskelettproteine, da ihre Hauptaufgabe die Migration, Proliferation und Proteinsynthese ist.

Die molekularen Mechanismen und die auslésenden Faktoren dieser phanotypischen
Modulation sind noch weitgehend unklar. Bekannt ist, dass die synthetische VSMC
eine erhohte Motilitat, Proliferationsrate und Proteinsynthese aufweist (Worth et al.,

2001). Die Veranderungen in der Expression von kontraktilen Proteinen und
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Zytoskelettproteinen wurden von Owens und Campbell untersucht (Owens, 1995,
Campbell and Campbell, 1997). Man findet den synthetischen Phanotyp in Gefallen
mit atherosklerotischen Plaques und nach Gefaldverletzungen (Lincoln et al., 2001,
Manderson et al., 1989). Im fruhen Stadium der Atherosklerose wandelt sich die
differenzierte VMSC in eine proliferiende synthetische VSMC um und wandert in die
Intima ein. Diese dadurch entstehende Intimaverdickung kennzeichnet eine
atherosklerotische Lasion. Die phanotypische Modulation ist demzufolge ein
integraler Bestandteil in der Pathogenese der Atherosklerose. Den synthetischen
»=atherogenen® Phanotyp findet man auch bei in vitro Kulturen von VSMCs (Chamley-
Campbell et al., 1979, Thyberg et al., 1985). Zur Untersuchung der phanotypischen
Modulation konnten daher kultivierte VSMCs ein gutes Modell darstellen. Die
Identifizierung neuer Markerproteine synthetischer VSMCs in diesem Modell kdnnte
zur Charakterisierung des Phanotyps beitragen.

1.2 Funktion der cGKI in glatten GefaBmuskelzellen

Die NO/cGMP/cGKI Signalkaskade

Seit mehr als 100 Jahren werden organische Nitrate wie Nitroglycerin zur
Behandlung von Angina pectoris eingesetzt. Die molekularen Mechanismen, die fur
die Wirkung der Nitrate verantwortlich sind, wurden erst in den 70er Jahren
aufgeklart. Murad und seine Mitarbeiter identifizierten Stickstoffmonoxid (NO) als
therapeutisch wirksames Agens, das von Nitroglycerin freigesetzt wird (Katsuki et al.,
1977). In den 80er Jahren wurde in der Endothelschicht von Blutgefalen ein
gefallerweiternder Stoff, der ,endothelium-derived relaxing factor®, kurz EDRF,
entdeckt, der mit dem biologisch freigesetzten NO identisch ist (Ignarro et al., 1987,
Furchgott et al., 1980). Die Pionierarbeiten von Ferid Murad, Louis J. Ignarro und
Robert F. Furchgott zur Bedeutung des gasformigen Molekuls NO als Signalmolekdl
im kardiovaskularen System wurden 1998 mit dem Nobelpreis flr Physiologie oder
Medizin ausgezeichnet. Im Organismus ist NO an vielen physiologischen Prozessen
wie beispielsweise der Relaxation der glatten Muskulatur, der Hemmung der
Thrombozytenaggregation, der Regulation des Blutdrucks und des kardialen und
vaskularen Remodeling beteiligt.

Der Botenstoff NO wird in vielen verschiedenen Geweben und Zellen von NO-
Synthasen (neuronale NOS |, induzierbare NOS II, endotheliale NOS III) aus der
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Aminosaure L-Arginin gebildet. Das freigesetzte NO aktiviert die I6sliche
Guanylylzyklase (sGC) (Katsuki et al., 1977), welche die Bildung des intrazellularen
sekundaren Botenstoffes zyklische Guanosinmonophosphat (cGMP) aus Guanosin-
5’-triphosphat (GTP) katalysiert. Der Botenstoff cGMP kann auch NO unabhangig
von membrangebundenen partikularen Guanylylzyklasen (pGC) gebildet werden,
welche durch extrazellulares Binden von natriuretischen Peptiden (ANP atrial
natriuretic peptide®, BNP ,brain natriuretic peptide®, CNP ,C-type natriuretic peptide®)
und Guanylin stimuliert werden (Garbers et al., 1994). Die erstmals in Arthropoden
(Kuo und Greengard, 1970) und wenig spater auch in Saugetieren (Hofmann und
Sold, 1972) nachgewiesene cGMP-abhangige Proteinkinase (cGK) ist einer der
Hauptrezeptoren fur cGMP (Abb.2). Weitere bekannte Rezeptorproteine sind die
cGMP-regulierten Phosphodiesterasen (PDEs) (Sonnenburg und Beavo, 1994) und
die cGMP-modulierten lonenkanale (CNG ,cyclic nucleotide gated cation channel®)
(Biel et al., 1999).

ANP, BNP,
Guanylin

CNG
channels

Na+o Ca?+
© o
O

Abb 2: Der cGMP Signalweg

ANP, ,atrial natriuretic peptide“; BNP, ,brain natriuretic peptide®; cGK, cGMP-abhangige
Proteinkinase; cGMP, zyklisches Guanosinmonophosphat; BKc,, kalziumabhangiger Kaliumkanal;
CHASM, ,calponin homology-associated smooth muscle®; ,CNG channels®, ,cyclic nucleotide gated
cation channels“; GTP, Guanosin-5'-triphosphat; IRAG, Ins (1,4,5) Ps;-Rezeptor-assoziertes cGKIR
Substrat; Phosphodiesterase, PDE; pGC, partikulare Guanylylzyklase; NO, Stickstoffmonoxid; sGC
[6sliche Guanylylzyklase
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Struktur der cGK

Die cGK ist eine Serin/Threoninkinase, welche die Aminosauren Serin und Threonin
eines Substrates spezifisch phosphoryliert. Im Vertebraten gibt es zwei als
Homodimere vorliegenden Formen, die losliche cGKI (77 kDa/Monomer) und die
membrangebundene cGKIl (87 kDa/Monomer). Durch die Verwendung von zwei
alternativen Exons entstehen zwei Isoformen der cGKIl, die cGKla und die cGKIR.
Diese beiden Varianten unterscheiden sich in ihrem Aminoterminus (ca. 100
Aminosauren) und in ihrer Aktivierbarkeit durch cGMP. Die cGKIl ist aus drei
funktionellen Domanen aufgebaut: dem Aminoterminus, der regulatorischen und der
katalytischen Domane. Die regulatorische Domane enthalt zwei cGMP-
Bindungsstellen und die katalytische Domane besitzt eine MgATP-Bindungsstelle
und eine Peptidbindungstasche fur die Interaktion mit dem Substrat. Nach
Aktivierung durch cGMP wird der y-Phosphatrest des ATPs auf ein spezifisch
gebundenes Substrat Ubertragen. In Abwesenheit von cGMP dient der
Aminoterminus der Autoinhibierung der katalytischen Domane. Des Weiteren ist er
fur die Dimerisierung, die Affinitat und Kooperativitat der cGMP-Bindungsstellen und
fur die intrazellulare Lokalisation verantwortlich. Das Binden von cGMP an der
regulatorischen Domane fuhrt zur Konformationsanderung, wodurch die
Autoinhibierung aufgehoben wird, das Substrat mit der katalytischen Domane
interagieren kann und phosphoryliert wird (Pfeifer et al., 1999, Hofmann et al., 2000).

Funktion der cGKIl in glatten Muskelzellen

Eine gut untersuchte und anerkannt wichtige Aufgabe der aktivierten cGKI ist die
Relaxation von glatten Muskelzellen. Die cGKI spielt somit eine Rolle bei der
Regulation des Gefaldtonus (Hofmann et al., 2000, Hofmann, 2005, Lincoln et al.,
2001, Pfeifer et al., 1999). Bei der Relaxation uber den cGMP/cGKI Signalweg
konnen kalziumabhangige (Hofmann et al., 2000) und kalziumunabhangige (Somlyo
und Somlyo, 2000) Mechanismen beeinflusst werden. Bis jetzt sind einige potenzielle
in vivo Substratproteine der cGKIl in glatten GefalBRmuskelzellen identifiziert worden.
So tragt z.B. die Phosphorylierung von Ins (1,4,5) Ps-Rezeptor-assoziiertes cGKIR
Substrat (IRAG) und von kalziumabhangigen Kaliumkanalen (BKca) durch die cGKiI
uber eine Verminderung der intrazellularen Kalziumkonzentration zur Relaxation
glatter Gefallmuskeln bei (Schlossmann et al., 2000, Alioua et al., 1998). Die

Relaxation glatter Muskelzellen ohne eine Veranderung der intrazellularen
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Kalziumkonzentration (kalziumunabhanigig) nennt man Kalziumdesensitisierung. Die
molekularen Mechanismen, die zur Kalziumdesensitisierung uber den cGMP/cGKI
Signalweg fuhren, sind weitgehend unbekannt. Diskutiert wird eine Beteiligung der
regulatorischen Myosin-bindenden Untereinheit der Myosin Phosphatase 1 (Surks et
al., 1999) und von ,calponin homology-associated smooth muscle® (CHASM), ein
neues Mitglied der smoothelin Proteinfamilie (Borman et al., 2004). Die
Identifizierung neuer cGKI-Substratproteine bei der Relaxation konnte zu einem
besseren Verstandnis und damit zu neuen Therapieansatzen von Bluthochdruck
fuhren.

Die Rolle von cGMP und der cGKI bei der Regulation des Phanotyps und der
Genexpression kultivierter VSMCs wurde von Boerth et al. und Lincoln et al.
beschrieben (Boerth et al., 1997, Lincoln et al., 1998). Die phanotypische Modulation,
Migration und Proliferation glatter GefaRmuskelzellen sind wichtige Ereignisse bei
der Entstehung von Atherosklerose und von Restenosen. Inwieweit die cGKI an der
Regulation der Genexpression, der Proliferation und der phanotypischen Modulation
beteiligt ist, bleibt unklar (Eigenthaler et al., 1999, Lincoln et al., 2001). Wahrend bei
der funktionellen Analyse des NO/cGMP/cGKI Signalweges in kultivierten VSMCs
manche Studien eine NO/cGMP induzierte Proliferation von VSMCs beschreiben,
findet man in anderen Studien eine Inhibierung des Wachstums von VSMCs durch
NO und cGMP. Um die pathophysiologische Rolle der cGKIl in vivo zu untersuchen,
wurden gewebespezifische und zeitspezifische cGKI-Knockout Mause generiert
(Wolfsgruber et al., 2003). Glattmuskel-spezifische cGKl-defiziente Mause (cGKIS™)
mit ApoE-defizientem Hintergrund zeigten in vivo eine verminderte atherosklerotische
Plagueflache und eine beeintrachtigte Entwicklung glattmuskel-artiger Plaquezellen
(Wolfsgruber et al., 2003). Dies bedeutet, dass die cGKIl in vivo die Atherosklerose
und die mit ihr verbundene phanotypische Modulation von kontraktilen VSMCs zu
dedifferenzierten ,atherogenen®, synthetischen Zellen fordert. In vitro Experimente
konnten zeigen, dass cGMP, welches die endogene cGKI in primaren VSMC-
Kulturen aktiviert, das Wachstum und die morphologischen Veranderungen von
Wildtyp VSMCs stimuliert, wahrend man in cGKl-defizienten Zellen eine leichte
Verminderung des Wachstums ohne eine Beeinflussung der Morphologie findet
(Wolfsgruber et al., 2003). Der cGMP/cGKI Signalweg scheint demzufolge an der
Forderung der Proliferation beteiligt zu sein. Die cGKI Aktivierung in VSMCs fuhrt zu
einer erhohten Expression von Markerproteinen der phanotypischen Modulation wie
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VCAM-1 (,vascular cell adhesion molecule-1%), PPAR-y (,peroxisome proliferator-
activated receptor y“) und zur Aktivierung des PI3K/Akt Signalweges
(,phosphatidylinositol 3 kinase“/Akt Kinase) (Wolfsgruber et al., 2003). Diese Studien
legen nahe, dass der NO/cGMP/cGKI Signalweg Uber die Genexpression das
Proteinexpressionsmuster von VSMCs beeinflusst und eine Schlusselrolle in der
Entwicklung von ,atherogenen® VSMCs in vitro und in vivo spielt. Die molekularen
Mechanismen, die bei der cGKIl-vermittelten phanotypischen Modulation mitwirken,
sind bislang unbekannt. Eine Aufklarung dieser Mechanismen und ldentifizierung
neuer Substratproteine der cGKI konnte daher zu einem besseren Verstandnis der
Entstehung von Gefal3krankheiten fuhren.

1.3 Proteom- und Phosphoproteomanalyse mittels 2D
Gelelektrophorese

Der Begriff ,proteome® (dt. Proteom) wurde erstmals auf der ersten 2D
Elektrophorese-Tagung 1994 in Siena von dem Australier Marc Wilkins gepragt und
steht fur ,PROTEIins expressed by the genOME" (Wilkins et al., 1996). Das Proteom
ist als Momentaufnahme der Proteinexpression einer Zelle, eines Gewebes oder
eines Organismus zu verstehen und so existiert fur jeden zellularen Zustand ein
Proteom. Auf diese Weise kann man die Dynamik einer lebenden Zelle beschreiben
(Kellner, 2000). Leichte Veranderungen der Bedingungen wie z.B. Stress,
Krankheitsausloser oder Medikamenteneffekte kdonnen zu einer Veranderung des
Proteinexpressionsprofils fihren, und vice versa konnen durch den Vergleich der
Proteinprofilanderungen Informationen Uber Krankheiten und Therapien gewonnen
werden. Das Ziel der entdeckungsorientierten Proteomforschung (Proteomik) ist es,
biologische Vorgange wie z.B. das Entstehen von Atherosklerose zu verstehen,
indem die subzellulare Verteilung, die Quantitat, die Struktur, die posttranslationale
Modifikation von Proteinen und die Interaktion mit anderen Proteinen untersucht wird
(Patterson et al., 2003). Ein Hauptmechanismus der Signalweiterverarbeitung auf
molekularer Ebene stellt die Phosphorylierung von Serin-, Threonin- und
Tyrosinresten von Proteinen dar. Um Signaltransduktionsmechanismen besser zu
verstehen, ist es auch notwendig, alle phosphorylierten Proteine unter verschiedenen
Bedingungen zu analysieren. Verglichen zu den RNA-Analysen, den sogenannten
Transkriptomstudien, kann man mit der Phosphoproteomanalyse phosphorylierte
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Proteine erkennen, die an Signaltransduktionswegen beteiligt sind. Hierzu dient die
Phosphoproteomanalyse (Mann et al., 2002).

Zentraler Bestandteil des Methodenarsenals der Proteomik ist die zweidimensionale
(2D) Gelelektrophorese, die derzeit die empfindlichste Methode zur Auftrennung
komplexer Proteingemische ist (Gorg et al., 2000). Die Technik der 2D
Gelelektrophorese wurde bereits 1975 durch O Farrell und Klose eingefuhrt (Klose,
1975, O’Farrell, 1975) und beinhaltet eine Trennung eines Proteingemisches in bis
zu 1000 Proteinspots in zwei Schritten (Pandey and Mann, 2000). In der ersten
Dimension, der isoelektrischen Fokussierung (IEF), werden die Proteine in einem
pH-Gradienten entsprechend ihrer isoelektrischen Punkte separiert. In der zweiten
Dimension, der SDS-PAGE (SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese), erfolgt die
Trennung dieser separierten Proteine nach ihrem Molekulargewicht (MG) in einer zur
IEF senkrechten Ebene. Danach kann das Proteinexpressionsmuster mittels
bestimmter Farbetechniken sichtbar gemacht und die interessanten Spots mittels
Massenspektrometrie (MS) analysiert werden. Den wahren Durchbruch erlebte die
2D Gelelektrophorese erst Ende der 80er Jahre durch die Einfihrung von MALDI
(,matrix-assisted laser-desorption ionization) und ESI (,electrospray ionization®), zwei
die Proteine schonenden lonisationsmethoden fur die MS. Die MALDI-TOF (,MALDI-
time of flight) MS ist derzeit die Methode der Wahl zur Identifizierung von Proteinen,
die mittels der 2D Gelelektrophorese separiert worden sind (Patterson, 2003). Die 2D
Gelelektrophorese ist eine ausgezeichnete Methode zur Analyse der differentiellen
Proteinexpression und der posttranslationalen Modifikationen.

Da sich Krankheiten und Wirkungen von beispielsweise toxischen Medikamenten
haufig auf Proteinebene manifestieren, ist die Proteomanalyse wichtig fur die
Entdeckung von Krankheitsmarkern, von toxischen Medikamentenmarkern und fur

das Verstandnis der Pathophysiologie bestimmter Krankheiten.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die phanotypische Modulation kontraktiler VSMCs in dedifferenzierte synthetische
Zellen spielt eine entscheidende Rolle bei der Entstehung und Progression der
Atherosklerose und bei der Bildung von Restenosen nach Gefallverletzungen. Um
die Pathogenese dieser Gefalikrankheiten besser zu verstehen, ist es deshalb
wichtig, die molekularen Mechanismen der phanotypischen Modulation aufzudecken.

9
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Den synthetischen Phanotyp nach Gefaldverletzungen und in atherosklerotischen
Plaques findet man auch in aus der Aorta isolierten primar kultivierten VSMCs. Daher
stellt die Kultivierung primarer VSMC ein Modell zur Untersuchung der
phanotypischen Modulation dar und kann Ruckschlisse auf die in vivo Situation
zulassen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Proteine zu identifizieren, die in ,gesunden®
(kontraktilen) und ,kranken® (phanotypisch modulierten) synthetischen VSMCs
differentiell exprimiert werden. Hierzu wurde das Proteinexpressionsmuster von
nativen, kontraktilen VSMCs aus der Mausaorta mittels 2D Gelelektrphorese mit dem
von synthetischen Zellen aus der Primarkultur von VSMCs verglichen. Anschliel3end
wurden die Proteine, die im Verlauf der phanotypischen Modulation differentiell
exprimiert wurden, mittels MS identifiziert. Mit Hilfe dieses entdeckungsorientierten
Ansatzes sollten synthetische Muskelzellen genauer charakterisiert werden und neue
Markerproteine des synthetischen Phanotyps gefunden werden.

Die Wirkungsweise des cGMP/cGKI Signalweges auf die phanotypische Modulation
von VSMCs ist noch weitgehend unbekannt. Bis jetzt sind nur wenige potenzielle
Substrate der cGKI bekannt. Die Schwierigkeit hierbei ist es, Substrate zu finden, die
in vivo selektiv von der cGKI phosphoryliert werden und nicht Uber die cGMP-
vermittelte Kreuzaktivierung der Proteinkinase A phosphoryliert werden. Ein weiteres
Ziel dieser Arbeit war daher, spezifische in vivo Substrate der cGKIl in VSMCs mit
Hilfe der 2D Gelelektrophorese zu identifizieren. Dazu sollte das Phosphoproteom
nach cGMP-Stimulation in Wildtyp und cGKI-defizienten VSMCs verglichen werden.
Insgesamt sollte die Identifizierung neuer Substratproteine der cGKIl und neuer
Markerproteine phanotypisch modulierter VSMCs zu einem besseren Verstandnis
der Pathogenese von Gefalikrankheiten beitragen.

10



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Kultivierung von VSMCs

Um Primarkulturen von VSMCs anzulegen, wurden Mauseaorten prapariert, enzymatisch verdaut und
die gewonnenen Zellen in 10 cm Kulturschalen kultiviert. Fir den Proteomansatz zur Untersuchung
differentiell exprimierter Proteine wurden 6-7 Wochen alte cGKI +/L1 (Wegener et al., 2002) und cGKI
+/+ Mause mit dem genetischen Hintergrund SV129 oder C57/BL6 verwendet. Hierbei wurden Tiere
aus Wirfen verwendet, die bezilglich Alter und Geschlecht vergleichbar waren. Die Experimente
wurden mit dem Buchstaben Z und einer aufsteigenden Zahl beschriftet. Je Experiment wurden 10
halbe Aorten zusammengefal’t. Fir den experimentellen Phosphoproteomansatz zur Identifizierung
der Substratproteine der cGKI wurde eine Gruppe von cGKI +/+ Mausen im Alter von 4 Wochen mit
der von cGKI L1/L1 ( cGKI-defizienten) Mausen aus dem gleichen Wurf verglichen. Die Zellen wurden
in DMEM (,Dulbecco’s modified Eagle medium®, Gibco) mit 10% FCS (,fetal calf serum®) und 1%
Penicillin/Streptomycin bei 37°C und 5% CO; kultiviert.

Herstellung der VSMC Primarkultur

Die Mause wurden mit Diethylether getttet und ihre Aorta herausprapariert. Danach erfolgte eine
Entfernung des umgebenden Fettgewebes in PBS (,phosphate buffered saline*). Fir den
Proteomansatz wurde die eine Halfte der Aorta fir die Kultur verwendet und die andere Halfte fiir die
Gewinnung von Aortenprotein in flissigem Stickstoff eingefroren. Die zerkleinerten Aorten (n=10 halbe
Aorten) fur die Kultur wurden in 1 ml steril filtrierter Enzymlésung A bei 37°C fir 40-45 min angedaut.
Nach Zentrifugieren mit 150xg wurde der Uberstand verworfen und die Aorten in Enzymlésung B bei
37°C fur 20 min inkubiert. Die Inaktivierung der Enzyme mit 10 ml DMEM Medium mit 10% FCS
musste zum richtigen Zeitpunkt erfolgen, d.h. sobald sich die Zellen in Losung B aus dem Zellverband
geldést haben. Die einzelnen, in 10 ml Medium gelosten Zellen wurden fir 10 min bei 950 rpm
zentrifugiert (Zellkultur Zentrifuge: Hettich Rotanta/AP). Der Uberstand wurde verworfen. Dann
erfolgte die Resuspendierung des Pellets in 2 ml Medium mit 10% FCS und die Bestimmung der
Zellzahl mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer. Hierzu wurde zur Vitalitatsbeurteilung 45 pl
Zellsuspension mit 5 pl Trypanblau versetzt. Die Ausbeute je Aorta lag bei etwa 240.000 Zellen mit
einer Vitalitat von 96%. Je Kulturschale (d=10 cm) wurden 600.000 Zellen in 10 ml Medium mit 10%
FCS und 1% Penicillin/Streptomycin ausgesaht. Fir den Proteomansatz wurden die Zellen am 7. Tag
bei 80-100% Konfluenz geerntet. Fir den Phosphoproteomansatz erfolgte die Kultivierung der Zellen
fir 5 Tage und danach die Uberfiihrung in serumfreies DMEM Medium fir 2 Tage. Nach 2 Tagen in
SRF (serumfreies DMEM Medium) wurde die in vivo Phosphorylierung mit 1 mM 8-Br-cGMP gestartet
(2.4.1).
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Substanzen zur Herstellung der VSMC-Primérkultur:

(Enzym)-Stammlosungen:
geldst in Ca-freiem Medium

Papain (Sigma, T-3260) 7 mg/ml
Kollagenase (Sigma, C-7926)) 10 mg/ml
Hyaluronidase (Sigma, H-3506) 10 mg/ml
BSA (Roth) 100 mg/ml
DTT (Roth) 100 mg/ml

Ca-freies Medium:

M (g/mol) Konz. (mM) Menge (g)
Na-glutamat (Roth) 169,1 85 14,37
NaCl (Roth) 58,44 60 3,5
HEPES (Roth) 238,3 10 2,38
KCI (Roth) 74,56 5,6 0,42
MgCl, e 6H,0 203,3 1 0,2
ad 1 I H,O bidest pH 7,4 Autoklavieren
Enzymlésung A:

Vol (ul) Endkonz. (mg/ml)

Papain 100 0,7
BSA 10 1
DTT 10 1

ad 1 ml Ca-freies Medium

Enzymlésung B:

Vol (ul) Endkonz. (mg/ml)
Hyaluronidase 100 1
Kollagenase 100 1
BSA 10 1

ad 1 ml Ca-freies Medium

2.2 Methoden zur Trennung und Detektion von Proteinen
2.2.1 Herstellung des Proteinextraktes

Proteinextrakt aus VSMC-Primérkulturen

Das Medium in der Kulturschale der konfluenten VSMC-Primarkulturen wurde abgesaugt und die
Zellen dreimalig mit je 10 ml PBS gewaschen. Um eine Proteinkonzentration von etwa 1,2 ug/ul pro
Kulturschale zu erhalten, wurden die Zellen in einem Volumen von 500 pl SDS-Lysepuffer lysiert. Es
wurde ein SDS-Lysepuffer verwendet, da dieser Puffer mehr Proteine 16st als ein CHAPS-Harnstoff
Lysepuffer (Weinmeister, 2003). Danach wurden die Proteine bei 95°C fir 10 min denaturiert und bei

18.000xg fuir 10 min zentrifugiert und der Uberstand (= Proteinextrakt) bei -80°C gelagert.

Proteinextrakt aus Aorten

Der Proteinextrakt von etwa 8-10 halben Aorten wurde mit dem UltraTurrax in 1 ml SDS-Lysepuffer
homogenisiert. Danach wurden die Schritte wie bei der Herstellung des Proteinextraktes aus der
VSMC Primarkultur durchgefiihrt.
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SDS-Lysepuffer:

Menge (ul) Stammldsung Endkonzentration
TrisHCI pH 8,3 (ICN) 210 1M 21 mM
SDS (Roth) 670 10% 0,7%
B-Mercaptoethanol 170 100% 1,7%
(Sigma)
ad 10 ml H,O

Zugabe von 2 pl 100 mM PMSF (in Ethanol geldst; Serin-/Threoninproteinaseinhibitor, Roth) je 10 ml
SDS-Lysepuffer kurz vor Lyse der VSMC-Kultur

2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry erfolgte mit dem Sigma Diagnostics Protein
Assay Kit P 5656. Das Protokoll wurde gemaR Herstellerangabe durchgefihrt. Das Prinzip der Lowry
Prozedur basiert auf der Bildung eines blauen Komplexes aus Cu**-lonen der Biuret Reaktion und
dem Folin-Ciocalteau Reagenz. Dieser Komplex dient als Mal® der Proteinkonzentration. Fur jede
Proteinbestimmung wurde eine neue Eichkurve mit bovinen Serumalbumin (BSA) ermittelt. Fur die
Proteinproben wurden je 5-20 ul Lysat eingesetzt und mit 1 ml bidest. Wasser aufgefiillt. Fir den
Leerwert wurde die entsprechende Menge SDS-Lysepuffer in 1 ml bidest. Wasser aufgeflillt. Danach
wurde nach dem Protein Assay Kit Protokoll vorgegangen. Nach der Uberfiihrung der blaugefarbten
Probe in eine Plastikkivette wurde mit dem Photometer bei einer Wellenlange von 750 nm gemessen.
Mit Hilfe der Eichgerade aus den BSA-Proben wurde die Proteinkonzentration der Proben mit dem
PRISM Programm berechnet.

2.2.3 Western Blot Analyse

Mit Hilfe des Western Blotes kdnnen Proteine in Zell- und Gewebeextrakten nachgewiesen werden
(Sambrook et al., 1989). Hierbei werden die Proteine durch die SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Das SDS Polyacrylamidgel besteht aus
Trenn- und Sammelgel, wobei die denaturierten Proteine im Sammelgel fokussiert und im Trenngel
separiert werden. Das Proteinlysat mit Probenpuffer wurde bei 95°C fir 5 min denaturiert. Das im
Probenpuffer enthaltene negativ geladene Sodiumdodecylsulfat (SDS) zerstort die nichtkovalenten
Wechselwirkungen in nativen Proteinen und bindet die Proteine zu einem SDS-Protein-Komplex mit
konstantem Ladungs- zu Masseverhaltnis. Im elektrischen Feld von 160 mV werden die SDS-
Proteinkomplexe durch den Molekularsiebeffekt der porésen Polyacrylmatrix nach ihrem
Molekulargewicht (MG) aufgetrennt. Fur Proteine mit einem MG von 17-70 kDa wurden 12%ige
Trenngele verwendet. Bei einem MG von 40-100 kDa wurden 8%ige Trenngele hergestellt. Ein
GroRenstandard (See Blue” Plus2 Pre Stained Standard, Invitrogen) diente als VergleichmaRstab.
Nach erfolgter elektrophoretischer Auftrennung wurden die Proteine aus dem SDS-PAGE Gel auf eine
Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF) (Immobilon-P Transfer Membrane, IPV HO00010, Millipore) in
eine Blotkammer (Semi-Dry-Blot, T 788.1, Roth) mit 50 mA pro Gel transferiert. Anschlieend erfolgte

der Nachweis der Proteine durch spezifische Bindung primarer Antikorper mittels enzymgekoppelter
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Sekundarantikérper und anschlieRender enzymsubstratvermittelter Farbreaktion (alkalische

Phosphatase-Technik) bzw. mit der Chemilumineszenzmethode (ECL-Reaktion, Amersham). Als

Ladungskontrolle diente der Akt-Antikdrper (Akt Kinase). Eine Aufstellung der verwendeten Antikdrper

istim Anhang (7.1) zu finden. Der Western Blot wurde nach dem laboriblichen Protokoll durchgefiihrt.

Western Blot Protokoll:

Die Proteinproben wurden mit 6x Probenpuffer (10 pl/60 pl Probenlésung) und H,O verdiinnt,
sodass eine Konzentration von 1-2 ug/ul entstand. Danach wurden die Proben fiir 5 min bei 95°C
denaturiert und zentrifugiert (5 min, 12.000xg).
Trenn-und Sammelgel wurden gegossen.
Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 150 mV durchgefiihrt und kurz vor
Herauslaufen des Markers (Lauffront) beendet.
Nach der Elektrophorese wurden die Proteine in dem Gel auf eine zuvor mit 100% Methanol
benetzte PVDF-Membran geblottet. Dafiir wurden mit Puffer getrankte Filterpapiere, die Membran
und das Gel in folgender Reihenfolge zwischen Anoden- und Kathodenplatte luftblasenfrei
aufeinandergelegt.
Oben Kathodenplatte

9 Filterpapiere/Kathodenpuffer

Trenngel

PVDF-Membran (Immobilon-P)

3 Filterpapiere/Anodenpuffer Il

6 Filterpapiere/Anodenpuffer |
Unten Anodenplatte
Es wurde 60 min bei 50 mA/Gel geblottet und danach wurde die PVDF-Membran bei
Raumtemperatur (RT) fir 60 min in Blockierungs-Lésung und danach 10 min in TBST gewaschen.
Die Inkubation mit primaren Antikérper wurde bei 4°C Uber Nacht durchgefihrt.
Die Entfernung des nicht gebundenen Antikérpers erfolgte durch dreimaliges 10-mindtiges
Waschen mit Milchpulver-TBST bei RT.
Die Inkubation mit sekundaren Antikérper erfolgte bei RT fur 60 min.
Fir die Entfernung des nichtgebundenen sekundaren Antikérpers wurde mit Milchpulver-TBST fiir
5 min und zweimal mit TBST fiir 5 min gewaschen.
Zum Entwickeln wurde die Membran in AP-Puffer Mix gelegt und so lange geschdttelt, bis die
Banden deutlich sichtbar waren. Erfolgte der Nachweis mit der Chemilumineszenzmethode (ECL

Reaktion) wurde nach dem Protokoll des ECL™ Western blotting analysis system (Amersham)

vorgegangen.
Reagenzien:
6x Probenpuffer (6x PP): 4x Tris-CI/SDS, pH 6,8 7 ml
Glycerol 3,6 ml
10% SDS 19
DTT 0,93 g
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30% APS:

Sammelgel 4%:

Trenngel 8%:

4x Tris-Cl/SDS, pH 8,8

4x Tris-Cl/SDS, pH 6,8

10x SDS-Laufpuffer

Anodenlésung |, pH 10,4

12% Bromphenolblau
H.O

30% (NH4)S,0s (Roth)
H,O

Rotiphorese Gel 30°
4x Tris-Cl/SDS, pH 6,8
H,O

30% APS

TEMED (Roth)

1,29
ad 10 ml

30g
ad 100 ml

0,65 ml
1,25 ml
3,05 ml
12,5 pl
5ul

?30% Acrylamid, 0,8% N, N'-Methylenbisacrylamid

Rotiphorese Gel 30°
4x Tris-Cl/SDS, pH 8,8
H,O

30% APS

TEMED

1,5 M Tris-Base
H,O

Mit 1N HCI auf pH 8,8 einstellen

H.O
0,4% SDS

0,5 M Tris-Base
H,O

Mit 1N HCI auf pH 6,8 einstellen

H.O
0,4% SDS

Tris-Base
Glycin (Roth)
SDS

H,O

0,3 M Tris-Base
20% Methanol, techn.
H,O

mit 1N HCI auf pH 10,4 einstellen

4,5ml
3,75 ml
6,75 ml
25 i
10

919
300 ml

ad 500 ml
29

6,059
40 ml

ad 100 ml
049

15,19
729
509

ad 500 ml

36,39

200 ml
ad 1000 ml
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Anodenloésung Il, pH 10,4

Kathodenlosung, pH 7,6

10xTBS

Blockierungs-Lésung

TBST

Milchpulver-TBST

10% Natriumazid

20 mM Tris-Base
20% Methanol, techn.
H,O

mit 1N HCI auf pH 10,4 einstellen

40 mM y-Aminohexanséaure (Roth)

20 mM Tris-Base
20% Methanol, techn.
H,O

mit 1N HCI auf pH 7,6 einstellen

10 mM Tris-Base
150 mM NacCl
H,O

mit 1N HCI auf pH 8,2 einstellen

BSA (Roth)

10x TBS
Tween 20 (ICN)
H,O

10x TBS
Tween 20 (Roth)
H,O

Milchpulver (Reformhaus)
10x TBS

Tween 20

H,O

NaN; (Sigma)
H.O

Losung mit primarem Antikorper

1x TBS, sterilfiltriert
BSA (1:200 in H,0)
NaNj3; (10%)

primarer Antikorper (Stammlésung)

Losung mit sekundarem Antikorper

Milchpulver-TBST

3,03g
200 ml
ad 1000 ml

529
3,03g

200 ml

ad 1000 ml

6,059
43,89
ad 1000 ml

259
5ml
1ml
ad 250 ml

25 ml
0,5mil
ad 250 ml

509

50 ml
1mi

ad 500 ml

1049

ad 100 ml

15 ml
75l
75l

15 ml
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sekundarer Antikdrper

AP-Puffer, pH 9,5 100 mM Tris Base 249
100 mM NaCl 1,179
5 mM MgCl;, x 6 H,O 0,203 g
H20 ad 200 ml

mit 1N HCI auf pH 9,5 einstellen

AP-Puffer Mix AP-Puffer, pH 9,5 20 ml
NBT (Sigma) 50mg/mlin 70% DMSF 80 pl
BCIP (Sigma) 50mg/ml in 50% DMSF 80 pl

2.2.4 2D Gelelektrophorese

Die von O’Farrel und Klose 1975 eingefiihrte 2D Gelelektrophorese trennt Proteine aus Gewebe- und
Zellextrakten in der ersten Dimension nach ihrem isoelektrischen Punkt und in der zweiten Dimension
nach ihrem MG. Die von Gorg et al. entwickelten immobilisierten pH-Gradienten verbesserten die
Reproduzierbarkeit und Auflosung der 2D Gele (Gorg et al., 2000).

Die experimentellen Schritte der 2D Gelelektrophorese sind:

» Probenvorbereitung

* IPG-Strip Rehydratisierung

» |IEF (isoelektrische Fokusierung, 1. Dimension)
» IPG-Strip Equilibrierung

+ SDS-PAGE (2. Dimension)

» Visualisierung (Coomassie-, Silberfarbung)

Anschlieflend erfolgt die Analyse der Proteine mittels Massenspektrometrie.

Probenvorbereitung und IPG-Strip Rehydratisierung :

Da fur die 2D Gelelektophorese die SDS-Konzentration <0,7% und die Salzkonzentration <10 mM
sein sollte, wurden die Proben bei einer Proteinkonzentration von <2 ug/pl mit der Methanol-
Chloroform Fallung nach Wessel und Flugge gefallt (Wessel und Flugge, 1984). Hierbei wurden 150 pl
Probe nach Zugabe von vier Volumina Methanol (600 pl) und Zugabe von einem Volumen (150 pl)
Chloroform gevortext. Nach anschlieRender Zugabe von drei Volumina (450 pl) bidestilliertem Wasser,
gefolgt von Vortexen, wurde die Probe 1 min bei 18.000xg in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Die
obere organische Phase wurde abgezogen und verworfen und drei Volumina (450 pl) Methanol
zugegeben. Nach griindlichem Schiitteln und Zentrifugation (1 min, 18.000xg) erfolgte das Abziehen
des luftgetrockneten Pellets, Resuspendierung in Rehydratisierungspuffer (350 pl) und Belassen fir
30 min bei RT.
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Vor der IEF wurde der IPG-Strip (Amersham Biosciences, 18cm) mit einem bestimmten pH-Ausschnitt
(z.B pH 5-6) in dem Immobiline DryStrip Reswelling Tray (Amersham) rehydratisiert. Hierfur ging die
Verteilung der resuspendierten Probe entsprechend der Lange des IPG-Strips in einer Rinne des
Reswelling Trays vonstatten und der IPG-Strip wurde in diese Rinne gelegt. Um eine Evaporation zu
vermeiden, wurden die IPG-Strips mit DryStrip Cover Fluid (Amersham) Uberschichtet. Die

Rehydratisierungszeit betrug etwa 24 Stunden.

Rehydratisierungspuffer (pro ml):

Harnstoffldsung (~9,5 M; geldst in bidest H,0) 1mi

CHAPS (2% wilv, Roth) 20 mg
DTT (1% w/v, Roth) 10 mg
IPG-Puffer (2% v/v) des entsprechenden 20 pl

pH-Bereichs (Amersham)

Isoelektrische Fokussierung:
Die uber Nacht rehydratisierten IPG-Strips wurden in dem Immobiline DryStrip Aligner (Amersham)
positioniert und die Elektrodenstrips mit den Elektroden angebracht. Danach erfolgte die

Fokussierung.

Programm fir die Fokussierung:

1 h 15 min 300V 1 mA 3w
1 h 15 min 600 V 1 mA 3w
~14 h 3500 V 1 mA 3w

IPG-Strip Equilibrierung:

In diesem Schritt erfolgte die Umpufferung des IPG-Strips, sowie die Reduktion und Alkylierung, damit
die Proteine die richtigen Eigenschaften fiir die zweite Dimension erhielten.

Die erste Equilibrierung wurde in DTT-Equilibrierungspuffer und die zweite in lodacetamid-

Equilibrierungspuffer durchgefihrt.

15 min: 100 mg DTT (Roth) in 10 ml Equilibrierungspuffer
15 min: 400 mg lodacetamid (Sigma) in 10ml Equilibrierungspuffer

Equilibrierungspuffer:

Harnstoff (Roth) 6 M 3649
SDS (Roth) 2% (wiv) 200 mg
Glycerin (Roth) 30% (wiv) 39
Resolving Puffer pH 6,8 333l
ad 10 ml H,O

Resolving Puffer pH 6,8

Tris (Roth) 50 mM 1,82¢g
SDS (Roth) 40 mg
Bromphenolblau (Roth) 50 pl
ad 10 ml H,O
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SDS-PAGE - 2. Dimension:

Fir die Trennung der Proteine nach ihrem MG wurden ExcelGel SDS Homogenous 12,5 2D Gele
(Amersham) auf die 15°C kalten Kihlplatten des Multiphor Il Flachbett Systems positioniert und die
Kathoden und Anoden ExcelGel Buffer Strips (Amersham) entsprechend der Laufrichtung auf das Gel
gelegt. Danach wurde ein IPG-Strip an der Kathode plaziert, 1 pl ,Jow molecular weight marker*
(Amersham) aufgetragen und der Vorlauf (10 mA je Gel, 40 W, 100 V) mit anschlieRendem Hauptlauf
(40 mA je Gel, 100 W, 600 V) gestartet.

Programm fir den Lauf der zweiten Dimension:

50 min 10 mA je Gel 40 W 100 V
1 h 25 min 40 mA je Gel 100 W 600 V

2.2.5 Detektion von Proteinen mittels Silber- und Coomassiefarbung

Silberfarbung fiir analytische Gele:
Die analytische Auswertung geschah unter Verwendung einer sensitiven Silberfarbung.

Reproduzierbare Ergebnisse lieferte der PlusOne Silver Staining Kit (Amersham).

Protokoll der Silberfarbung:

Fixieren Ethanol (Roth, 295% per analysis) 100 ml 30 min
Eisessig (Roth) 25 ml
auffillen auf 250 ml mit H,O bidest.

»Sensitizing* Ethanol (Roth) 75 ml 30 min
Glutardialdehyd (25% w/v) 1,25 ml
Natriumthiosulfat (5% w/v) 10 ml
Natriumacetat (17 g) 1 Packchen

auffillen auf 250 ml mit H,O bidest.

Waschen HO bidest. 3 x 5min
Silberreaktion Silbernitrat (2,5% w/v) 25 ml 20 min
Formaldehyd (37% wi/v) 0,1 ml

auffiillen auf 250 ml mit H,O bidest.

Waschen HO bidest. 2 x 1 min
Entwickeln Natriumcarbonat 6,259 2-5 min
Formaldehyd (37% wi/v) 0,05 ml

auffiillen auf 250 ml mit H,O bidest.
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Stoppen EDTA-Nae2 H,0O 3,659 10 min
auffillen auf 250 ml mit H,O bidest.

Waschen H,O bidest. 3 x5 min

.Preserving “ Glycerin (87% w/v) (Roth) 25 ml 20 min
auffillen auf 250 ml mit H,O bidest.

Coomassie Blue G-250 Farbung fiir praparative Gele:
Fir praparative Gele fiel die Wahl auf die Coomassie Farbung, da es schwierig ist, silbergefarbte Gele

mit dem Massenspektrometer zu analysieren.

Protokoll der kolloidalen Coomassie Farbung

Fixieren 30% (v/v) Ethanol (Apotheke) 3 x 30 min
2% (v/v) Phosphorsaure (85%) (Roth)

Waschen 2% (v/v) Phosphorsaure (Roth) 3 x 20 min

Equilibrieren 2% (v/v) Phosphorsaure 30 min
18% (v/v) Ethanol (Apotheke)

Farben Zugabe 1% (v/v) 20g Brilliant Blue G/I (Amersham) 24-72 h

Entfarben (optional) H.O

2.3 Semiquantitative RT-PCR

Mittels der semiquantitativen RT-PCR, die von R. Ferstl im Rahmen ihrer Diplomarbeit durchgefiihrt
wurde, wurde die relative RNA Menge von Stathmin in Aorten und VSMCs bestimmt.

Bei dem Arbeiten mit RNA muss eine Kontamination mit RNAsen verhindert werden. RNAsen sind
sehr stabile Enzyme, die mit DEPC (Diethylpyrocarbonat) inaktiviert werden. Aus diesem Grund
wurden samtliche Loésungen zur Isolierung von RNA bzw. zur Synthese von cDNA mit DEPC
behandeltem Wasser angefertigt.

Fur die semiquantitative RNA Bestimmung wurde RNA aus den halbierten Aorten und aus den 7 Tage

lang in serumhaltigem Medium kulitivierten VSMCs isoliert. Nach dem DNAse Verdau mittels DNAse
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(Roche) erfolgte die reverse Transkription. Hierzu wurde die RNA mittels der MMLV-RT (,moloney
murine leukemia virus reverse transcriptase®, Invitrogen), einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase, in
cDNA umgeschrieben. Durch Zugabe der Tag-Polymerase (Promega) wurde die Polymerase-
Kettenreaktion (,polymerase chain reaction®, PCR), die ein in vitro Verfahren zur selektiven
Amplifikation definierter Nukleinsduresequenzen aus einem Gemisch von Nucleinsduremolekiilen
(Mullis et al., 1987, Saiki et al., 1988) darstellt, gestartet. In einem zyklischen Prozess (35 Zyklen)

wurden folgende Reaktionsschritte pro Zyklus durchlaufen:

1. Denaturierung: Aufschmelzen des DNA-Doppelstranges

2. Primeranlagerung (Annealing): spezifische Bindung zweier gegenlaufiger Oligo-
nucleotid-Primer an den kodierenden (forward Primer)
bzw. den nicht-kodierenden Strang (reverse Primer)

3. Polymerisation (Elongation): Synthese des fehlenden, komplementaren Einzel-
stranges durch eine hitzestabile DNA-Polymerase

Fir eine semiquantitative Bestimmung der RNA von Stathmin wurde fir jede RT-PCR ein interner
Standard verwendet. Als interner Standard wurden Primer fir das Enzym Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase (HPRT) gewahlt. Dieses Enzym des Purin-Stoffwechsels wird ubiquitar in
allen Zellen exprimiert. In einem Ansatz befanden sich die Primer fir Stathmin und die Primer fir den
internen Standard, sodass bei jeder RT-PCR Stathmin und HPRT coamplifiziert wurden. Um eine

Mitsynthetisierung genomischer DNA auszuschliessen wurden intronflankierende Primer gewahlt.

Primer Gen Sequenz in 5 -3 Richtung
Statfor Stathmin AGG TGA AAG AGC TGG AGA AGC
Statrev Stathmin TAG TCAGCCTCAGTCTCATCC
HPRTfor HPRT GTA ATG ATC AGT CAA CGG GGG AC
HPRTrev HPRT CCA GCAAGC TTG CAA CCT TAA CAA

Nach der Amplifikation wurde die cDNA nach 23, 26, 29, 32, 35 Zyklen pro Anatz entnommen und auf

das Agarosegel (Seakem"” LE Agarose, Cambrex) geladen.

Auftrennung der cDNA-Fragmente:

Da Nucleinsauren negativ geladen sind und ihr Ladungs- zu Masseverhaltnis konstant ist, kbnnen sie
in einem elektrischen Feld in einem Gel nach Masse aufgetrennt werden. Zur Auftrennung der DNA
wurde die horizontale Agarose-Gelelektrophorese verwendet (Sambrook et al.,, 1989). Durch
Interkalation des Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid kdnnen die getrennten DNA-Fragmente im
UV-Licht (A 302nm) als diskrete Banden sichtbar gemacht werden. Fir den GroRenvergleich der
Nukleotidfragmente diente ein DNA-Standard.

Densitometrie:

Fir die semiquantitative Bestimmung der RNA Menge von Stathmin wurde der densitometrisch
ermittelte Wert der jeweiligen HPRT Bande als 100% definiert und der Wert der Stathmin Bande
darauf bezogen (Programm AIDA, Version 2.11). Anhand des Quotienten konnte eine Hoch- bzw.

Herunterregulation ermittelt werden.
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2.4 Methoden zur Trennung und Detektion von Phosphoproteinen
2.4.1 In vivo Phosphorylierung von VSMCs mit **P

Da die cGKI nach Aktivierung durch cGMP die Ubertragung der endsténdigen y-Phosphatgruppe von
ATP auf Substratproteine katalysiert, kénnen Substrate Uber den cGMP-abhangigen Einbau
radioaktiven Phosphates (**P) identifiziert werden.

Fir die Identifizierung der Substratproteine der cGKI wurden (ber 2 Tage serumfreigestellte primare
WT und cGKI-KO VSMC-Kulturen, welche vorher 5 Tage in serumhaltigem Medium kultiviert worden
waren (siehe 2.1.), verwendet. Nach 30-mindtiger Inkubation der Kulturen in phosphatfreiem DMEM
Medium (,DMEM without sodium phosphate®, Gibco) wurden die Kulturen in phosphatfreies DMEM
Medium mit 0,5 mCi/ml **P (iberfiihrt. Die Zeit fiir die in vivo Phosphorylierung mit **P betrug 4
Stunden. Danach erfolgte die Stimulierung einer der zwei WT Kulturen und einer der zwei KO Kulturen
mit 1 mM 8-Br-cGMP fiir 30 min. Nach 30 Minuten wurden alle Kulturen geerntet.

2.4.2 Herstellung des Proteinextraktes

Proteinextrakt aus VSMC-Primarkulturen
Vor Lysieren der Kulturen in 1 ml SDS-Lysepuffer pro Kulturschale wurde dreimal mit phosphatfreiem

DMEM gewaschen. Danach erfolgte die Proteinextraktherstellung wie unter 2.2.1.

2.4.3 2D Gelelektrophorese

Die 2D Gelelektrophorese wurde wie unter 2.2.4 beschrieben durchgefiihrt. Um reproduzierbare
Ergebnisse zu erhalten, wurde die IEF bei jedem Experiment gleich lange durchgefiihrt und die Gele
von unstimulierten und cGMP-stimulierten WT VSMCs parallel angefertigt. Die Visualisierung geschah

mittels Autoradiographie bzw. Phosphoimager.

2.4.4 Detektion radioaktiver Proteine mittels Phosphoimager und
Autoradiographie

Die phosphorylierten Proteine auf dem 2D Gel konnten mit einer ¥p sensitiven Platte (Storage
Phosphor Screen super sensitive type ST, Cyclone™ ), deren Expositionszeit auf dem Gel im Dunkeln
24 Stunden betrug, im Phosphoimager (Fuijifiim, Phosphoimager BAS-1500) dargestellt werden.
Maximale Aufldsung und Schérfe fiir die direkte Detektion von **P-markierten Proben lieferte die
Autoradiographie mit Expositionszeiten von 2 Wochen. Hierfir wurden Biomax MR Filme (Biomax MR
cat 873 6936, Kodak) verwendet.
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2.4.5 MS-kompatible Silberfarbung

Fir praparative 2D Gele zur Analyse des Phosphoproteoms erfolgte die MS-kompatible Durchfiihrung
der Silberfarbung.

Protokoll der MS-kompatiblen Silberfarbung:
Fixieren 40% Ethanol (Roth, 295% per analysis) 60 min
10% Eisessig (Roth)

auffillen auf 250 ml mit H,O bidest.

Waschen 30% Ethanol (Roth) 2x20 min
auffullen auf 250 ml mit H,O bidest.

Waschen H,O bidest. 20 min

»Sensitizing* 0,02% Natriumthiosulfat (5%w/v) 1 min
auffillen auf 250 ml mit H,O bidest.

Waschen H,O bidest. 2x20 sec
Silberreaktion 0,2% Silbernitrat (2,5% w/v) 20 min
0,025% Formaldehyd (37% w/v)
auffullen auf 250 ml mit H,O bidest.
Waschen H,O bidest. 2x20 sec
Entwickeln 3% Natriumcarbonat 2-5 min
0,05% Formaldehyd (37% wiv)

auffiillen auf 250 ml mit H,O bidest.

Stoppen 5% Essigsaure 10 min
auffillen auf 250 ml mit H,O bidest.

Waschen H,O bidest. 2 x 10 min

2.5 Massenspektrometrie
Die Massenspektrometrie ist eine Analysetechnik zur Bestimmung der Molekiilmasse freier lonen im

Hochvakuum. Ende der 80er Jahre entwickelte Hillenkamp die MALDI-MS (Matrix unterstitzte

Laserdesorptions/lonisations-Massenspektrometrie), eine Methode zur schonenden Erzeugung von
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lonen. Bei dieser Technik werden Proteinionen durch Beschuss mit einem UV-Laser Puls aus einem
Kristall freigesetzt. Die Trennung und der Nachweis der Analytionen erfolgen dann in einem TOF-
Analysator (,time of flight*), bei dem die Massenbestimmung Uber eine sehr genaue elektronische
Messung der Zeit erfolgt, die zwischen dem Start der lonen in der Quelle bis zum Eintreffen am
Detektor vergeht. Da die protonenbeladenen lonen unterschiedliche Masse-/Ladungsverhaltnisse und
daher unterschiedliche Geschwindigkeiten haben, erreichen sie den Detektor zu unterschiedlichen
Zeiten. Diese Flugzeiten werden bestimmt und ausgewertet.

Die Identifizierung der differentiell exprimierten Proteine auf den 2D Gelen erfolgte in Kooperation mit
Herrn Dr. J. Kellermann (MPI, Miinchen) mittels MALDI-TOF.
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3 Ergebnisse

3.1 Vergleichende Proteomanalyse von Aorten und primaren
VSMC-Kulturen

3.1.1 Experimenteller Ansatz

Bringt man native, kontraktie VSMCs in Kultur, so findet eine phanotypische
Modulation zu synthetischen, ,atherogenen® Zellen statt. Native und modulierte
VSMCs exprimieren ein unterschiedliches Spektrum von Zytoskelett-,
Extrazellularmatrix-, Rezeptor- und kontraktilen Markerproteinen. Bei der
Atherosklerose spielen VSMCs vom synthetischen Typ eine wesentliche Rolle.
Welche Proteine diesen Prozess beeinflussen, ist bislang weitaus unbekannt.

Zur Analyse differentiell exprimierter Proteine wahrend der phanotypischen
Modulation wurde das Proteinexpressionsmuster von nativen VSMCs (aus Aorten)
mit dem Proteinexpressionsmuster von synthetischen VSMCs (aus primaren VSMC-
Kulturen) mittels der 2D Gelelektrophorese Methode verglichen. Fur die Analyse von
nativen Zellen wurde der Proteinextrakt aus 10 Aortenhalften von WT Mausen
gepoolt, um individuelle Expressionsunterschiede zu nivellieren. Die anderen 10
Aortenhalften der WT Mause wurden zu einer primaren VSMC-Kultur angesetzt (2.1).
Der Proteinextrakt dieser VSMC-Kultur wurde fur 2D Gele von synthetischen VSMCs
verwendet. Hierbei wurden beide Gele fur einen pH-Bereich von 5-6 parallel
angefertigt (2.2.4) und direkt miteinander verglichen, um eine optimale
Reproduzierbarkeit zu erhalten.

3.1.2 Unterschiede im Proteom von Aorten und primaren VSMC-Kulturen

Nach der 2D Gelelektrophorese von Proteinextrakt aus Aorten und primaren VSMC-
Kulturen wurden die silbergefarbten 2D Gele ausgewertet. Dabei wurde auf
Expressionserhohungen  (zunehmende  Spots) und Expressionsabnahmen
(abnehmende Spots) im pH-Bereich von 5-6 geachtet.

Ziel war es, Proteine zu finden, deren Expression wahrend der phanotypischen
Modulation reguliert wird. Dafur wurde folgender Ansatz gewahlt:

Es wurde das Proteinmuster eines 2D Gels von Aorten mit dem Proteinmuster des

parallel gefahrenen 2D Gels von primaren VSMC-Kulturen verglichen. Die

25



Ergebnisse

Auswertung wurde mit Hilfe eines Leuchttisches nach Augenmald durchgeflhrt.
Hierbei konnten die zu vergleichenden Gele direkt Ubereinander gelegt werden. Die
beiden Gele waren aufgrund der hohen Reproduzierbarkeit der Methode zu einem
grol3en Teil deckungsgleich. Fur den pH-Bereich von 5-6 konnten 28 Unterschiede
gefunden werden (Abb.3). Es wurden 16 Expressionszunahmen und 12
Expressionsabnahmen in den 2D Gelen von VSMC-Kulturen im Vergleich zu 2D
Gelen von Aorten per Augenmald detektiert. Hiervon konnten ingesamt 14 regulierte
Proteinspots in funf verschiedenen VSMC-Kulturen und den dazu gehdrigen Aorten

(2.1) bestatigt werden.

A) Aorten Z10

= 97,0 kDa
= 66,0 kDa

— 45,0 kDa

— 30,0 kDa

. == 20,1 kDa

- 14,4 kDa

5,0 pH

B) VSMC Z10
= = | = 97,0 kDa
- e — “.__.."1_.. T — 66,0 kDa
- = 1b
= gl 2 — 45,0kDa
- 259 : 2-|b8 P00 . - .

<> - Y

* = 30,0 kDa

230 28b * - :
© e : S . " % . = 20,1kDa

— 14,4 kDa

6,0 59 5,8 5.7 5,6 55 5,4 53 52 51 5,0 pH

Abb.3: Proteinexpressionsmuster von Aorten (A) und VSMC-Kulturen (B) im
pH-Bereich von 5-6

Es wurde 80 ug Proteinextrakt je 2D Gel aufgetragen. Die blau eingekreisten Spots sind digjenigen,
welche reguliert und mittels MS analysiert wurden. Z10 steht fir das zehnte Experiment (2.1). Die
Spots auf dem VSMC Z10 2D Gel sind mit dem Buchstaben b versehen. Die Spots mit dem
Buchstaben a gehoren zu dem Aorten Z10 2D Gel. Verglichen wurde beispielsweise die Spotintensitat
des Spotpaares 1a/1b.
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Die Abbildung 4 zeigt Beispiele fur regulierte Spots im pH-Bereich von 5-6. Spot 1a
und Spot 25a in Aorten wurden in VSMC-Primarkulturen zu Spot 1b und Spot 25b
herunterreguliert. Andere Spots wie z.B. 23a, 24a und 26a aus Aorten wurden in
kultivierten glatten GefalRmuskelzellen hochreguliert.

Aorten VSMC
©1a @1b
O23a0)24a - @23tb 24b -
25 26 26D
.’ a O a é‘;b @ ~
_ P

Abb.4: Einzelne Anderungen im Proteinexpressionsmuster von Aorten im
Vergleich zu VSMC-Kulturen

Im Vergleich: Spots aus Aorten und VSMC-Kulturen; Spot 1a und 25a in Aorten wurden in VSMC-
Kulturen zu 1b und 25b herunterreguliert. Die Spots 23a, 24a und 26a erfuhren eine Hochregulation
zu den Spots 23b, 24b und 26b.

Zur densitometrischen Bestimmung der Spots wurden die Gele eingescannt und das
Programm AIDA (Version 2.11, Raytest Isotopenmessgerate GmbH) verwendet. Das
Auswerteverfahren war wie folgt:

Fir jeden regulierten Spot wurde ein Referenzspot (nicht reguliert) in unmittelbarer
Nahe gewahlt, um Unterschiede auszugleichen, die durch die leicht variierende
Silberfarbung oder durch geringe Unterschiede beim Proteinauftrag zustande kamen.
AnschlieBend wurde der Hintergrundwert von den zu analysierenden Spots
abgezogen und der regulierte Spot mit seinem Referenzspot in Verhaltnis gesetzt
(Abb.5). Der erhaltene Wert des regulierten Spots in Aorten wurde durch den Wert
des Spots in VSMC-Kulturen geteilt (Tab.1). Die Werte der Spots sind in Abbildung 5
graphisch dargestellt. Die Ergebnisse zeigen, dass die Auswertung nach Augenmalf}
und mittels Computer ahnliche Resultate ergibt (Abb.5, Tab.1).
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Tab.1: Auswertung der regulierten und identifizierten Spots per Densitometrie

und per Auge
Der Pfeil | bedeutet eine Herunterregulation. Eine Hochregulation ist mit dem Pfeil 1 gekennzeichnet.

Spot Protein Abkiirzung Rtlagulatlc?n VSMC/Aorta
Nr. Densitometrie Auge
1 Ubiquinol-cytochrome-c Uqcre1 0,6 2 fach |
reducatase complex core
protein, mitochondrial
7 Chloride intracellular channel Clic1 1,5 1 fach 1
protein 1
8 Ran-specific GTPase- Ranbp1 1,8 1 fach 1
activating protein
9 Actin cytoplasmic1/2 ACTB 3 2 fach 1
13 Apolipoprotein A1/nicht APA1 6,5 2,5 fach 1
identifziert
17 Actin cytoplasmic1/2 ACTB 4.4 2,5 fach 1
19 Actin cytoplasmic1/2 ACTB 1,2 1,5 fach 1
20 Pyruvate dehydrogenase E1 Pdhb 0,6 2 fach |
component beta subunit,
mitochondrial
21 Annexin A3 Anxa3 1,2 2 fach 1
23 Stathmin Stathmin 2,6 2 fach 1
24 Nicht identifiziert 2,1 2 fach 1
25 Isocitrate dehydrogenase IDH3A 0,6 1,5fach |
(NAD+) subunit alpha,
mitochondrial
26 Dimethylarginin Ddah1 4.5 2,5 fach
Dimethylaminohydrolase 1
28 Ubiquitin-conjugating enzyme Ube2n 0,8 0,25 fach 1

E2N
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Abb.5: Densitometrische Auswertung der Silbergele im pH-Bereich von 5-6

Die statistische Auswertung erfolgte mittels t-Test (2 Populationen). Die Abkiirzungen der einzelnen
Spots sind der Tab. 1 zu entnehmen. (Spot 24 wurde nicht aufgenommen, da mangels Material nicht
identifizierbar.) Die Wahrscheinlichkeiten p wurden mit einem Sternchen * wie folgt abgekdrzt:
p(0,05)=*; p(0,01)=**; p(0,001)=***. Der Buchstabe n ist die Abkirzung fir die Anzahl der
ausgewerteten Spots.

3.1.3 Identifizierung der differentiell exprimierten Proteine mittels MS

Um die regulierten Spots mit dem MALDI-TOF Massenspektrometer zu identifizieren,
mussten die Spots ausgeschnitten werden und das Verhaltnis aus Proteinmenge zu
Gelmenge moglichst grold sein. Aus diesem Grund wurden praparative Coomassie
Blue 2D Gele angefertigt (Abb.6). Die ausgeschnittenen Gelsticke wurden in
bidestilliertem Wasser bei 4°C aufbewahrt und in Zusammenarbeit mit dem MPI (Dr.
J. Kellermann) mittels Massenspektrometrie analysiert.

Die Tabelle 2 zeigt die Proteine, deren Spots fur die MS-Analyse ausgeschnitten und
analysiert wurden. Die isoelektrischen Punkte, die anhand der Lokalisation der Spots
auf dem 2D Gel erechnet wurden, und die Molekulargewichte (MG) der einzelnen
Spots entsprechen etwa den errechneten der Datenbank. Die MG wurden durch den
Vergleich mit einem aufgetragenen GroRenmarker und der daraus resultierenden

Eichgerade in halblogarithmischer Darstellung errechnet.
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3.1.4 Validierung der differentiell exprimierten Proteine auf RNA- und

Proteinebene

Um die Ergebnisse der 2D Gelelektrophorese zu uberprufen, wurde Stathmin, eines
der regulierten Proteine, auf Proteinebene mittels Western Blot (Abb. 7) und auf
RNA-Ebene mittels semiquantitativer RT-PCR (Abb. 8) getestet.

Die Western Blot Analyse mit dem spezifischen Antikorper gegen Stathmin zeigte,
dass Stathmin, ein Mikrotubulus destabilisierendes Phosphoprotein, in VSMC-
Kulturen im Vergleich zu Aorten stark hochreguliert ist (Abb. 7). Als Ladungskontrolle
diente Akt (Akt-Kinase). Des Weiteren wurde das Expressionsmuster von bereits
bekannten, in glatten GefaRmuskelzellen exprimierten Proteinen untersucht. Mac2,
ein Makrophagen Markerprotein und pan (p44/42) MAPK (,mitogen activated protein
kinase“), eine Kinase, die z.B. uber Wachstumsfaktoren aktiviert wird, wurden in
VSMC-Kulturen im Vergleich zu Aorten vermehrt exprimiert. Die cGKI Expression
war in VSMC-Kulturen reduziert. Auf RNA-Ebene fand ebenfalls eine Hochregulation
von Stathmin in VSMC-Kulturen statt (Abb. 8). Die Hochregulation von Stathmin auf

den 2D Gelen konnte somit bestatigt werden.

Aorta8 VSMC8 Aorta1i0 VSMC10

cGKI T S | — 64kDa
Akt . — 64kDa
pan MAPK — S
Mac2 — 30kDa
— 22kDa
Stathmin — —
— 16kDa

Abb.7: Western Blot mit spezifischen Antikorpern gegen die Proteine cGKl,

Akt, pan MAPK, Mac2 und Stathmin

Die VSMC-Primarkulturen wurden nach 7 Tagen in serumhaltigen Medium geerntet. Danach wurden
die Proteinextrakte aus den Aorten und den VSMC-Kulturen hergestellt (2.1; 2.2). Pro Spur wurde
20 pg Protein geladen. Die Visualisierung der Proteine geschah mittels der Chemi-
lumineszenzmethode (ECL-Reaktion) mit Ausnahme des Nachweises von Mac2 (alkalische
Phosphatase Technik). Jedes Experiment d.h. jede VSMC-Kultur und die dazugehdrigen Aorten sind
nummeriert. Hier ist die achte und zehnte VSMC-Kultur dargestellt.
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Aorta RNA je 0,5ug VSMC RNA je 0,5ug
V203 726 720 z32 735!

V203 706 720 732 2735

Stathmin

HPRT

Abb 8: Semiquantitative RT-PCR von Stathmin und HPRT nativer Aorten und
primarer VSMC-Kulturen im Vergleich

Ganz links im Bild ist ein molekularer DNA-Gré3enmarker (M) auf das Gel aufgetragen. Fur die RT-
PCR wurden jeweils 0,5 ug RNA eingesetzt und nach der angegebenen Anzahl von Reaktionszyklen
(Z) Aliquots entnommen. Gleichzeitig wurde ein interner Standard, die Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase (HPRT) coamplifiziert (2.3.). Die semiquantitative RT-PCR wurde von R.
Ferstl im Rahmen ihrer Diplomarbeit durchgefuhrt.

3.2 Phosphoproteomanalyse
3.2.1 Experimenteller Ansatz

Da die cGKI nach Aktivierung mit cGMP das y-Phosphat des ATPs von der
katalytischen Doméane der Kinase auf ein Substratprotein Ubertragt, konnen
Substratproteine iiber den Einbau von radioaktivem Phosphat (**P), das in das ATP
eingebaut wurde, mittels Autoradiogrammen sichtbar gemacht werden. VSMCs
nehmen im Ruhezustand, zur Biosynthese von extrazellularer Matrix oder zur
Proliferation Glucose und andere Nahrungsmolekile auf. Diese werden einer
schrittweisen Oxidation unterzogen, um chemische Energie in Form von ATP zur
Verfugung zu stellen. ATP-Molekile werden aus ADP und P; synthesiert. Auf diese
Weise kann das radioaktive Phosphat in das ATP eingebaut werden und die durch
cGMP-Inkubation aktivierte cGKI das radioaktive Phosphat auf ein Substratprotein
ubertragen.

Um optimale Bedingung fir das Phosphorylierungsexperiment zu etablieren, wurden
Vorversuche durchgefuhrt, die die Phosphorylierung zweier bekannter
Substratproteine detektierten. Die Phosphoproteine VASP (,vasodilator-stimulated
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phosphoprotein®) und PDE V (,phosphodiesterase isoenzyme 5) sind geeignet, die
Aktivierung der cGKI zu verfolgen (Oelze et al., 2000 , Rybalkin et al., 2002).
Western Blots von 8-Br-cGMP-stimulierten Primarkulturen zeigten, dass in
serumfreigestellten Kulturen die Aktivierung der cGKI deutlicher zu sehen ist als in
serumhaltigen Kulturen (10% FCS) (Abb. 9). Nach Inkubation fur 10 min mit 1 mM
8-Br-cGMP findet eine Phosphorylierung der PDE V statt, die unter beiden
Bedingungen (SRF, 10% FCS) gut zu sehen ist. VASP hingegen weist in den
serumkultivierten glatten Muskelzellen eine hohe Basalphosphorylierung auf. Eine
Zunahme der VASP-Phosphorylierung nach 8-Br-cGMP Inkubation ist in den
serumkultivierten VSMC-Primarkulturen kaum nachweisbar, wahrend in den
serumfreigestellten eine deutliche Induktion zu sehen ist. Deshalb wurde das
Phosphorylierungsexperiment in VSMC-Primarkulturen durchgefuhrt, die ab Tag 5 fur
zwei Tage in serumfreiem Medium (SRF) kultiviert wurden (2.1).

Nach der in vivo Markierung von WT und cGKI-KO VSMC-Primarkulturen mit
radioaktivem Phosphat (33P) wurden die Kulturen ohne/mit 8-Br-cGMP inkubiert
(2.4.1). Nach Anfertigung von silbergefarbten 2D Gelen aus den Proteinextrakten der
Kulturen erfolgte die Sichtbarmachung der phosphorylierten Proteine mittels
Autoradiographie und der Vergleich der Phosphosignale der 4 Gruppen (WT;
WT+cGMP; KO; KO+cGMP) untereinander (2.4.3, 2.4.4).

SRF 10% FCS

'Null- 10+ 'Null- 10+
wert cGMP wert cGMP

CGKI |y G e
= 64kDa
= 98kDa
P PDEV — s
— —
= = 50kDa
PMAPK | S "= s o

Abb. 9: Western Blot von -/+ 8-Br-cGMP stimulierten VSMC-Primarkulturen zur

Detektion des Aktivierungsgrades der cGKI

10-mindtige Inkubation der 2 Tage serumfreigestellten VSMC-Kulturen (SRF) und der VSMC-Kulturen
in 10% FCS Medium mit 1 mM 8-Br-cGMP. Der Nullwert bedeutet eine 10-minttige Inkubation ohne 8-
Br-cGMP. Der P-VASP, P PDE V, P MAPK- Antikorper erkennt die phosphorylierte Form von VASP,
PDE V und MAPK. Pro Spur wurden 20 ug Proteinextrakt geladen.
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3.2.2 Unterschiede im Phosphoproteom von unstimulierten und cGMP-
stimulierten VSMCs

Zur Analyse des Phosphoproteoms wurden die Autoradiographien von unstimulierten
und 8-Br-cGMP-stimulierten WT bzw. cGKI-KO VSMC 2D Gelen miteinander
verglichen. Beobachtet man eine Phosphorylierung bzw. eine Phosphorylierungs-
erhdhung eines Spots zwischen unstimulierten und 8-Br-cGMP stimulierten WT
VSMC-Kulturen und ist diese nicht in den ohne/mit 8-Br-cGMP inkubierten KO Zellen
zu sehen, kann man davon ausgehen, dass diese Phosphorylierung durch die cGKI

hervorgerufen wird.

3.2.3 Auswertung per Auge

Die Auswertung der Autoradiogramme von unstimulierten und stimulierten WT und
cGKI-KO VSMC 2D Gelen (pH-Bereich von 3-10) erfolgte mit Hilfe eines
Leuchttisches. Auf den Autoradiogrammen lie3en sich Uber hundert phosphorylierte
Proteinspots abgrenzen (Abb.10). Die Stimulation mit 1 mM 8-Br-cGMP fur 10 min
zeigte Veranderungen in der Inkorporierung von ¥p verglichen mit dem
unstimulierten  Zustand. Hierbei wurde zusatzlich die Intensitat eines
phosphorylierten Spots mit den relativen Phosphorylierungssignalintensitaten in der
Umgebung dieses Spots verglichen. Die phosphorylierten Proteinspots, bei denen
die Phosphorylierung nach cGMP-Stimulation in den WT Zellen zunahm und bei
denen keine Anderung des Phosphorylierungszustandes bei den KO Zellen zu sehen
war, wurden nach Bestatigung in 3 unabhangigen Experimenten als potenzielle cGKI
Substrate identifiziert. Ingesamt konnte eine starke Basalphosphorylierung vieler
Proteine beobachtet und 3 Proteinspots (IEP: 6,5-7,3; MG: ~55kDa) erkannt werden,
die moglicherweise durch die cGKI phosphoryliert werden. Abbildung 10 zeigt das
Autoradiogramm eines WT 2D Gels und darunter sind Ausschnitte aus den einzelnen
Autoradiogrammen (WT, WT+cGMP, KO, KO+cGMP) zu sehen. Die Auswertung der
Phosphoimagerbilder erwies sich als gleichwertig gegenuber den Autoradio-

grammen.
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3 10pH
WT WT+cGMP KO KO+cGMP
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Abb. 10: Autoradiogramme von VSMC 2D Gelen nach in vivo Markierung

-1 33
mit P
Oben: Autoradiogramm von einer WT VSMC-Kultur (~700ug) mit 1 mM 8-Br-cGMP fir 30 min
stimuliert;
Unten: 4 Autoradiogrammausschnitte von WT/cGKI-KO VSMC-Kulturen (~700ug) ohne/mit 1 mM
8-Br-cGMP fiir 30 min stimuliert. Die drei Spots, die cGKI Substrate sein kdnnten, sind rot eingerahmt.

3.2.4 Identifizierung der Substratproteine der cGKI mittels MS

Wahrend das Autoradiogramm eines 2D Gels Uber hundert Spots detektierte, waren
auf dem gleichen Gel etwa 500 silbergefarbte Spots zu erkennen. Die silbergefarbten
Spots zeigten keine klaren Unterschiede in ihren Signalintensitaten zwischen
unstimuliertem und stimuliertem Zustand.

Die drei mit der Autoradiographie detektierten potenziellen cGKI Substratspots
wurden mit der vorher durchgefuhrten Silberfarbung des gleichen Gels kaum sichtbar
(~600 pg Protein). Auch das Auftragen von etwa 800 ug Proteinextrakt fuhrte nur zur
schwachen Anfarbung dieser drei Spots (Abb.11). Da nach Auftragen von 1,5 mg

Protein auf einem Coomassie gefarbten praparativen 2D Gel die drei
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interessierenden Spots ebenfalls nicht zu sehen waren, wurde eine MS-kompatible
Silberfarbung von 800 pg und 1 mg Proteinextrakt durchgefihrt. Auf dem
silbergefarbten 2D Gel (1 mg Protein) konnten die drei Proteine nicht mehr getrennt
dargestellt werden, da die Silberfarbung der umgebenden Spots diese verdeckten.
Somit wurden die schwach angefarbten Spots des 2D Gels (800 pg Protein),
ausgeschnitten. Die Abbildung 11B zeigt die enge Nachbarschaft der rot umrandeten
potenziellen Substratespots der cGKI zu anderen Spots bei 800 pg Proteinextrakt
(Abb.11). Die MS-Analyse dieser 3 Spots war bei Zusammenstellung der
Doktorarbeit noch nicht abgeschlossen.

== 97,0kDa

== 66,0kDa

== 45,0kDa

Abb.11: **P markiertes silbergefirbtes WT+8-Br-cGMP VSMC 2D Gel (800 ug
Proteinextrakt)

Abb. 11B zeigt den Ausschnitt (300% Vergroerung) des oben in Abb. 11A dargestellten 2D Gels, in
dem die drei potenziellen cGKI Substrate (rot umrandet) zu erwarten sind. (IEP: 6,5-7,3; MG: etwa 55
kDa). Durch Aufeinanderlegen des dazugehorigen Autoradiogramms auf das **P markierte VSMC 2D
Gel konnten die drei Spots des Autoradiogramms den Silberspots zugeordnet werden.
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4 Diskussion

4.1 EinfluBR des Probenmaterials auf die Ergebnisse der
Proteomanalyse

Die molekularen Mechanismen der Plaqueentstehung sind bis jetzt noch nicht
vollstandig geklart und das Proteom normaler und pathologischer Gefalle ist
weitgehend unbekannt. Ein Problem ist die heterogene Zusammensetzung der
atherosklerotischen Plaques. Glatte Muskelzellen stellen die Hauptkomponente eines
gesunden Blutgefalles dar, wahrend bei der Plaquentstehung, die durch einen
inflammatorischen, aktiven Prozess charakterisiert ist, auch T-Lymphozyten und
Makrophagen in die Media der Blutgefalle einwandern (Libby, 2002). Eine
Proteomstudie von You et al. konnte zeigen, dass sich die Koronararterien von
Patienten mit koronarer Herzkrankheit verglichen mit gesunden Kontrollen in nur
einem Protein stark unterschieden (You et al., 2003). Aufgrund der intraindividuellen
Unterschiede der Probanden und des Stadiums der Atherosklerose wurden die
Unterschiede in der Proteinexpression wahrscheinlich maskiert. Die Heterogenitat
atherosklerotischer Lasionen erschwert zusatzlich die Interpretation der Daten. Die
Analyse des Proteoms glatter Muskelzellen in atherosklerotischen Plaques stellt
aufgrund der oben dargestellten Schwierigkeiten eine Herausforderung dar. Die
phanotypische Modulation von VSMCs zum synthetischen Phanotyp spielt bei der
Pathogenese der Atherosklerose eine Schlusselrolle. In der vorliegenden Arbeit
wurden kultivierte VSMCs aus Mausaorten als Modell zur Untersuchung des
synthetischen Phanotyps glatter GefalBRmuskelzellen verwendet. Um eine moglichst
homogene Zusammensetzung von VSMCs zu erreichen, wurden die nativen Aorten
von Fett und Blutresten befreit (2.1). Um intraindividuelle Unterschiede
herauszunivellieren, wurde die eine Halfte der Aorta fur die Proteomanalyse des
kontraktilen Phanotyps verwendet, die andere Halfte fur die Proteomanalyse des
synthetischen Phanotyps in Kultur gebracht und je Experiment 10 halbe Aorten je
Gruppe zusammengefaldt (2.1). Da das Proteom eine Momentaufnahme der Zelle
darstellt, wurde bei jedem Experiment die Kultur nach 7 Tagen geerntet und die
Konfluenz und Morphologie der Zellen dokumentiert. Die Zellkultur stellt ein einfach
zu Uberwachendes Modellsystem zur Analyse des Proteomprofils dar, bei dem sich
verandernde externe Einflusse (z.B. Stress) leichter kontrollieren lassen.
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Auch ware es von Interesse zu untersuchen, wie sich das Expressionsmuster von
VSMCs auf verschiedene Stimuli wie z.B. Zytokine verandert. Patton et al. konnten
Unterschiede in der Proteinexpression von Elongationsfaktoren und Hitze-
schockproteinen in serumfreigestellten, mit Wachstumsfaktoren stimulierten VSMCs
detektieren, die mit den in vivo Daten konsistent sind (Patton et al., 1995).

Da in der vorliegenden Arbeit nur das Proteinexpressionsprofil im pH-Bereich von 5-6
untersucht wurde, konnte ein weiteres Zukunftsprojekt die Proteomanalyse im pH-
Bereich von 3-5 und 6-9 sein. Einer der Haupttechniken zur Quantifizierung der
relativen Proteinmenge ist der Vergleich der Proteinspotintensitaten. Aufgrund der
hohen Sensitivitat der Silberfarbung (Detektionsgrenze bei 0,1 ng Protein pro Spot)
wurden silbergefarbte 2D Gele ausgewertet. Ein Nachteil ist jedoch die nicht lineare
Farbung, die die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse einschrankt. Aus diesem Grund
wurde bei der Analyse der 2D Gele darauf geachtet, dass nur Spotunterschiede, die
sich in 5 unabhangigen Experimenten bestatigen lieRen und eine starke Regulation
zeigten, als regulierte Proteine gewertet wurden (3.1.2).

4.2 Kritische Betrachtung der Ergebnisse der Phospho-
proteomanalyse

Bei der Signalweiterverarbeitung und -amplifizierung spielt die Phosphorylierung von
Proteinen an ihren Serin-, Threonin- und Tyrosinresten eine entscheidene Rolle.
Etwa ein Drittel aller Proteine sind in Eukaryonten phosphoryliert (Mann et al., 2002).
Der Phosphorylierungszustand der Proteine in Zellen wird durch das Zusammenspiel
von Proteinkinasen und Proteinphosphatasen reguliert. In vitro und in vivo Daten
weisen auf eine Rolle der cGKI in der Atherogenese und Angiogenese hin
(Wolfsgruber et al., 2003, Yamahara et al., 2003). Der cGMP/cGKI Signalweg konnte
somit eine Schlusselrolle bei der Entwicklung von ,atherogenen® VSMCs spielen. Ziel
ist es, diejenigen Substratproteine zu identifizieren, die Effekte Uber den cGMP/cGKI
Signalweg vermitteln. Hierzu wurde die entdeckungsorientierte Phospho-
proteomanalyse mittels der 2D Gelelektrophorese als Ansatz gewanhlt, mit deren Hilfe
man Substratproteine identifizieren kann. In der vorliegenden Arbeit wurden
Primarkulturen untersucht, da bekannt ist, dass die Expression der cGKIl in

passagierten Kulturen stark reduziert (Eigenthaler et al., 1999) und somit auch die
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Aktivierung der cGKI durch cGMP in passagierten Zellen schwer darstellbar ist.
Damit man bei moglichst vielen Proteinen eine Zunahme der Phosphorylierung nach
Aktivierung der cGKIl sieht, wurden die Primarkulturen 2 Tage vor dem
Phosphorylierungsexperiment in serumfreies Medium uberfuhrt. FUhrt man dagegen
die Stimulation der cGKIl in serumhaltigen Primarkulturen durch, so sieht man eine
Zunahme der Phosphorylierung bei weniger Proteinen als im Vergleich zu den
serumfreigestellten Kulturen (3.2.1). Ein Problem der 2D Gelelektrophorese ist, dass
nur die am starksten exprimierten Proteine sichtbar gemacht werden konnen. Da
Signalmolekule oft nur in sehr geringen Mengen vorkommen, konnen bei der Analyse
von phosphorylierten Proteinen mittels der 2D Gelelektrophorese Nachweisprobleme
auftreten (Mann et al., 2002). So konnen die auf den Autoradiogrammen sichtbaren
Phosphoproteine mittels der Coomassiefarbung trotz Auftragen von 1 mg
Proteinextrakt oft nicht sichtbar gemacht werden (3.2.4). Deshalb ware die
Anreicherung von Phosphoproteinen  sinnvoll. Es gibt derzeit einige
Anreicherungsmethoden von Phosphoproteinen (z.B. phosphospezifische Anti-
korper), die jedoch neben Vorteilen auch Nachteile haben. IMAC (,immobilized metal
affinity chromatography“) zur Anreicherung von Phosphoproteinen und SILAC
(,stable isotope containing amino acids in cell culture®) sind ebenfalls geeignete
Verfahren zum Nachweis von Phosphoproteinen. Konnen auf dem Weg der 2D
Gelelektrophorese aufgrund ihres geringen Vorkommens keine Substratproteine
identifiziert werden, stellen IMAC oder SILAC interessante und vielversprechende

Methoden zur Darstellung des Phosphoproteoms in glatten GefalRmuskelzellen dar.

4.3 Rolle der differentiell exprimierten Proteine in VSMCs

Bei der Analyse differentiell exprimierter Proteine in Aorten und VSMC-Kulturen
konnten mittels der 2D Gelelektrophorese im pH-Bereich von 5-6 28 regulierte
Proteinspots detektiert werden, wovon 12 Proteinspots mittels Massenspektrometrie
eindeutig identifiziert werden konnten (Tab. 2). Stoffwechselenzyme wie die
.pyruvate dehydrogenase E1 component beta subunit, die socitrate
dehydrogenase 3 (NAD) subunit alpha® und das ,ubiquinol-cytochrome-c reductase
complex core protein |I“ wurden in kultivierten VSMCs im Vergleich zur nativen Aorta
vermindert exprimiert. Unter den 12 Proteinen wurden diejenigen vier, die eine Rolle

im Zellzyklus und bei der Proliferation spielen, in VSMCs hochreguliert. Hierzu
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zahlen das ,chloride intracellular channel protein 1“ (Valenzuela et al., 2000),
Stathmin (Rubin et al., 2004), ,ubiquitin-conjugating enzyme E2N" (Habelah et al.,
2004) und das ,ran-specifc GTPase-activating protein® (Avis et al., 1996). Des
Weiteren wurde ,actin cytoplasmic 1/2“ als Bestandteil des Zytoskeletts, Annexin A3
und ein weiteres Protein, die Dimethylarginin Dimethylaminohydrolase 1, die mit
vaskularen Erkrankungen assoziiert ist, hochreguliert (Dayoub et al., 2003, Chen Y.
et al., 2003). Die Tabelle 3 (S.44) gibt einen kurzen Uberblick zur Lokalisation und
Funktion einiger der regulierten Proteine.

»pyruvate dehydrogenase E1 component beta subunit”, ,isocitrate
dehydrogenase (NAD) subunit alpha“, ,ubiquinol-cytochrome-c reductase
complex core protein 1

Da synthetische glatte Muskelzellen eine erhohte Syntheserate von Proteinen wie
zum Beispiel Extrazellularmatrixproteinen aufweisen, besitzen sie zahlreiche
Organellen fur die Protein- und Lipidsynthese und Mitochondrien im Vergleich zu den
kontraktilen Zellen (Ang et al., 1990, Merrilees et al., 1990). Demzufolge wurde man
erwarten, dass Enzyme der Glycolyse (,pyruvate dehydrogenase E1 component beta
subunit), des Citratzyklus (,isocitrate dehydrogenase (NAD) subunit alpha) und der
Atmungskette (,ubiquinol-cytochrome-c reductase complex core protein 1) in
synthetischen Zellen hochreguliert werden. In dem in vitro Modell der
phanotypischen Modulation werden diese mitochondrialen Enzyme jedoch
herunterreguliert. Eine Herunterregulation der den Energiemetabolismus in
Mitochondrien betreffenden Enzyme findet man auch bei der Proteomanalyse von
chronisch gestressten Kardiomyozyten der Ratte (Liu et al., 2004). In Fibronektin-
stimulierten hypertrophen kultivierten Kardiomyozyten hingegen werden diese
Enzyme auf RNA-Ebene hochreguliert (Chen H. et al., 2004). Synthetische VSMCs
konnten moglicherweise durch posttranslationale Modifikationen diese Enzyme
aktivieren. Auf diese Weise metabolisieren weniger Enzyme mehr Pyruvat und

folglich mufRten weniger mitochondriale Enzyme exprimiert werden.

Dimethylarginin Dimethylaminohydrolase 1 (DDAH1)

Ein in Zusammenhang mit kardiovaskularen Krankheiten stehendes interessantes
Enzym, die DDAH 1 wird in synthetisch veranderten VSMCs in dem in vitro Modell
hochreguliert. Das Enzym DDAH 1 kann die NO-Synthase Aktivitat erhohen, indem
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es ADMA (asymmetrisches Dimethylarginin), einen potenten Inhibitor der NO-
Synthase, degradiert. DDAH 1 hat das Potential, die Uber NO vermittelten
Signalwege uber die Modulation des ADMA Spiegels zu regulieren. Eine wichtige
Komponente in der Pathogenese der Atherosklerose ist die Entzindungsreaktion.
Zytokine und Chemokine aktivieren glatte Muskelzellen der GefalRwand, sodass
diese aus der Media in die intimale Lasion wandern (Dzau et al., 2002). Zytokine
konnen die Expression der induzierbaren NO-Synthase (iINOS) in glatten
Muskelzellen induzieren. Zytokine stimulieren dosisabhangig iNOS und DDAH in
kultivierten SMCs aus Ratten (Ueda et al., 2003). Das ADMA-DDAH System konnte
ein weiterer regulatorischer Mechanismus in der entzindungsvermittelten NO
Produktion bei vaskularen Krankheiten darstellen. Die kultivierten synthetischen
Muskelzellen in dem in vitro Modell exprimieren vermehrt DDAH 1 und konnten somit

gut geeignet sein, die in vivo Situation zu simulieren.

Stathmin

Bei der Proteomanalyse phanotypisch modulierter VSMCs konnte eine
Hochregulation von Stathmin (ein zytosolisches Protein mit einem MG von 17 kDa)
detektiert werden. Eine Erhohung der Stathminexpression findet man sowohl in
gesunden proliferierenden Zellen und Zellen wahrend der Neurogenese als auch in
stark proliferierenden Brust- und Prostatatumorzellen (Rowlands et al., 1995, Jin et
al., 2004, Bieche et al. 1998, Friedrich et al., 1995). Stathmin bindet an Tubulin und
destabilisiert in  Abhangigkeit von seinem Phosphorylierungsstatus den
Mikrotubulusapparat (Belmont et al., 1996, Larsson et al., 1997, Jourdain et al.,
1997, Horwitz et al., 1997). Stathmin reguliert somit die Dynamik des
Mikrotubuluszytoskeletts und die Bildung der mitotischen Spindel. Stathmin-
defiziente Mause zeigen wahrend der Entwicklung keinen auffallenden Phanotyp.
Dagegen weisen gealterte Stathmin-Knockout Mause eine progressive Axonopathie
des zentralen und peripheren Nervensystems auf (Liedtke et al., 2002). Stathmin
scheint somit bei der Aufrechterhaltung der axonalen Integritat mitzuwirken. Eine
Studie von Zahedi et al. konnte Stathmin als Proliferationsmarker in der
Regenerationsphase nach akutem ischamischen Nierenversagen identifizieren
(Zahedi et al., 2004). Die Rolle von Stathmin in VSMCs wurde bisher noch nicht
untersucht. Insbesondere wurde Stathmin noch nicht im Zusammenhang mit

vaskularen Krankheiten erwahnt. In dieser Arbeit konnte mit dem
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entdeckungsorientierten Ansatz erstmals eine Hochregulation von Stathmin in
synthetischen VSMCs gezeigt werden. Diese Expressionserhdhung bestatigte sich
auf Proteinebene mittels Western Blot und auf RNA-Ebene mittels semiquantitativer
RT-PCR (3.1.4). Da Stathmin in phanotypisch modulierten VSMCs in vitro
hochreguliert wird, konnte Stathmin eine Rolle bei der Pathogenese von vaskularen

Krankheiten spielen und als ein Markerprotein fungieren.

Mac2, cGKI, MAPK

Da die Migration, Proliferation und Dedifferenzierung der VSMCs wesentlich an der
Entstehung von Plaques beteiligt sind, wurde die Regulation bereits in diesem
Zusammenhang bekannter Proteine im Zellkulturmodell analysiert. Eine Studie von
Rong et al. zeigte, dass nach Cholesterolbeladung von Muskelzellen aus Mausaorten
diese zu einem Macrophagen-ahnlichen Stadium transdifferenzieren und Mac2 als
Marker exprimieren (Rong et al., 2003). Des Weiteren findet man in
atherosklerotischen Plaques Zellen, die aus Muskelzellen entstanden sind und die
immunhistochemisch Mac2-positiv sind (Feil S. et al., 2004). Ausgehend von den
derzeitigen Ergebnissen sollte Mac2 in kultivierten VSMCs im Vergleich zu nativen
Muskelzellen aus Aorten hochreguliert werden. Mittels Western Blot konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass Mac2 in der Tat in VSMC-Kulturen hochreguliert wird
(3.1.4). Des Weiteren ist allgemein akzeptiert, dass die Expression der cGKI
wahrend der Kultivierung stark abnehmen kann (Eigenthaler et al., 1999). Die
Herunterregulation der cGKI in VSMC-Primarkulturen verglichen zu Aorten konnte
mittels Western Blot bestatigt werden (3.1.4). Eine Hochregulation von MAPK
(,mitogen activated protein kinase®) findet man wiederum in der VSMC-Kultur. Es
findet eine Anderung des Proteinexpressionsprofils wahrend der phanotypischen
Modulation statt und die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen, dass das
Zellkulturmodell als Modell der phanotypischen Modulation in vivo dienen konnte.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die phanotypisch regulierten identifizierten

Proteine neue Ansatze zum besseren Verstandnis der Atherosklerose liefern.
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4.4 Zukunftsperspektive: Rolle der differentiell exprimierten
Proteine in der Pathogenese von kardiovaskularen Krankheiten
und bei der proatherogenen Wirkung von cGKI

Aufgrund der phanotypischen Modulation von VSMCs in atherosklerotischen Plaques
und der damit verbundenen Herunterregulation von Markergenen, ist es schwierig,
diese Zellen zu identifizieren und zu charakterisieren. Das hier eingesetzte in vitro
Modell  kultivierter VSMCs verbunden mit dem entdeckungsorientierten
Proteomansatz scheint gut geeignet, neue in vivo Markerproteine synthetischer
VSMCs zu finden, z.B. konnte das wahrend der phanotypischen Modulation
regulierte Protein Stathmin als Markerprotein fur dedifferenzierte Zellen in vivo
fungieren. Nach der Bestatigung auf RNA- und Proteinebene weisen vorlaufige
immunhistochemische Ergebnisse daraufhin, dass Stathmin in vivo in der Neointima,
in der phanotypisch modulierte VSMCs zu finden sind, hochreguliert wird (S. Feil, R.
Lukowski, R. Feil, unpublizierte Daten). Stathmin konnte bei der Atherosklerose und
Restenose auch eine funktionelle Rolle spielen. Ein zukunftiges interessantes Projekt
ware die Untersuchung der Funktion von Stathmin im Zellkulturmodell mittels ,RNA-
interference” oder in vivo mit Hilfe von Stathmin Knockout-Mausen. Stathmin
Knockout-Mause existieren bereits, aber bis jetzt wurde ihr vaskularer Phanotyp
noch nicht eingehend untersucht. Bekannt ist derzeit nur, dass Stathmin Knockout-

Mause eine altersabhanige Axonopathie entwickeln (Liedtke et al., 2002).

In vitro und in vivo Analysen weisen darauf hin, dass der cGMP/cGKI Signalweg die
phanotypische Modulation glatter GefalRmuskelzellen fordert und proatherogen wirkt
(Wolfsgruber et al., 2003). Die Frage ist, Uber welche molekularen Mechanismen der
cGMP/cGKI Signalweg die phanotypische Modulation von VSMCs vermittelt. Die
differentiell exprimierten Proteine stellen hierbei Kandidatenproteine dar, die
eventuell auch Uber den cGMP/cGKI Transduktionsweg reguliert werden. Nach der
Bestatigung der Regulation der Proteine auf RNA- und Proteinebene (RT-PCR und
Western Blot; 3.1.4) ware es wichtig zu untersuchen, ob diese Proteine Uber den
cGMP/cGKI Signalweg reguliert werden kdnnnen.
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5 Zusammenfassung

Die phanotypische Modulation glatter Gefalimuskelzellen (VSMCs) spielt in der
Pathogenese der Atherosklerose eine Schlusselrolle. Bringt man native, kontraktile
VSMCs in Kultur, so findet eine phanotypische Modulation zu proliferierenden,
.,atherogenen®, synthetischen glatten Muskelzellen statt. Die molekularen
Mechanismen, die die Modulation des kontraktilen Phanotyps in einen synthetischen
Phanotyp beeinflussen, sind bislang unklar. Diskutiert wird eine Rolle der cGMP-
abhangigen Proteinkinase | (cGKIl) bei der Regulation der phanotypischen
Modulation und bei proliferativen Prozessen von VSMCs. Ein Ziel dieser Arbeit war
es, Proteine zu identifizieren, die wahrend der phanotypischen Modulation von
VSMCs reguliert werden. Ein weiteres Ziel war die Identifizierung von
Substratproteinen der cGKIl in VSMCs, die moglicherweise die Proliferation,

Migration oder Genexpression beeinflussen.

Das Proteinprofil nativer Mausaorten wurde mit dem Profil kultivierter primarer
VSMCs verglichen. Die Hochregulation von Mac2, einem Marker, den man in
transdifferenzierten Gefalmuskelzellen nach Cholesterolbeladung und in Plaques
findet, weist darauf hin, dass das in dieser Arbeit verwendete Zellkulturmodell die
phanotypische Modulation von VSMCs in vivo simulieren kann. Mittels
zweidimensionaler (2D) Gelelektrophorese und Massenspektrometrie (MS) wurden
12 weitere Proteine identifiziert, die wahrend der phanotypischen Modulation reguliert
wurden. Herunterreguliert wurden z.B. mitochondriale Stoffwechselenzyme wie die
mitochondriale “pyruvate dehydrogenase E1 component beta subunit, die
mitochondriale ,isocitrate dehydrogenase (NAD) subunit alpha“ und das ,ubiquinol-
cytochrome-c reductase complex core protein |“. Hochreguliert wurden ,actin
cytoplasmic 1/2“ als Bestandteil des Zytoskeletts, Annexin A3 und Dimethylarginin
Dimethylaminohydrolase 1 (DDAH 1), das mit vaskularen Erkrankungen assoziiert
ist. Des Weiteren erfolgte eine Hochregulation von Proteinen, fur die eine Rolle im
Zellzyklus und bei der Proliferation beschrieben wurde. Hierzu zahlen das ,chloride
intracellular channel protein 1%, ,ubiquitin-conjugating enzyme E2N ,ran-specific
GTPase-activating protein“ und Stathmin. Stathmin (ein zytosolisches Protein mit
einem Molekulargewicht von 17 kDa), das in Abhangigkeit seines

Phosphorylierungsstatus den Mikrotubulusapparat destabilisiert, wurde bislang noch
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Zusammenfassung

nicht in Zusammenhang mit VSMCs erwahnt. Mittels Western Blot und
semiquantitativer RT-PCR wurde die Expressionsanderung auf Protein und RNA-
Ebene bestatigt. Die Hochregulation von Stathmin in kultivierten VSMCs weist darauf
hin, dass dieses Protein ein Markerprotein synthetischer VSMCs darstellen und eine
Rolle bei der Pathogenese vaskularer Krankheiten spielen konnte. So konnten mit
Hilfe des entdeckungsorientierten Proteomansatzes Proteine identifiziert werden, die
moglicherweise an der phanotypischen Modulation von VSMCs und damit an der
Entstehung der Atherosklerose beteiligt sein konnten.

Zur ldentifizierung neuer Substratproteine der cGKl wurde die Phospho-
proteomanalyse gewahlt, d.h. nach der radioaktiven in vitro Phosphorylierung wurden
die Phosphoproteine Uber 2D Gele aufgetrennt und durch Autoradiographie
detektiert. Durch Vergleich des Phosphoproteoms von Wildtyp und cGKI-defizienten
VSMCs wurden drei potenzielle Substratproteine der cGKI (MG etwa 55 kDa, IEP:
6,5-7,3) entdeckt. Die Identifizierung dieser Proteine mittels MS befindet sich derzeit

noch in Arbeit.

Ingesamt weisen die Ergebnisse der Proteom- und Phosphoproteomanalyse in
dieser Arbeit darauf hin, dass die 2D Gelelektrophorese kombiniert mit der
Massenspektrometrie eine geeignete Methode ist, um die molekularen Mechanismen

der Atherosklerose weiter aufzuklaren.
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Abkurzungen

6 Abkurzungen

2D

8-Br-cGMP

ACTB
ADMA
AKT
AMP
ANP
Anxa3
APA1
ATP
BSA
BKCa
BNP
CHAPS

CHASM

cAMP
cDNA
cGKI
cGKl,
cGKIl
cGMP
Clic1

CNG Kanale

CNP
Da
DDAH 1
DEPC
DMEM
DTT
EDRF
EDTA
ESI
FCS
GTP
HEPES

HPRT
IDH3A

IEF

IEP
IMAC
IPG-Strip
IRAG

zweidimensional
8-Bromo-Guanosin-3"-5"-monophosphat
actin cytoplasmic/ beta actin
asymmetrisches Dimethylarginin

Akt Kinase

Adenosinmonophosphat

watrial natriuretic peptide”

Annexin A3

Apolipoprotein A1
Adenosin-Tris-Phosphat

bovines Serumalbumin
kalziumabhangiger Kaliumkanal

,orain natriuretic peptide*
3-((3-Cholamidopropyl)diemethylammonio)-
1-propanesulfonate

,calponin homology-associated smooth
muscle®

zyklisches Adenosinmonophosphat

copy DNA

cGMP-abhangige Proteinkinase |
cGMP-abhangige Proteinkinase | common
cGMP-abhangige Proteinkinase |l
zyklisches 3", 5°Guanosinmonophosphat
,chloride intracellular channel protein 1°
,cyclic nucleotide gated cation channels®
,C-type natriuretic peptide®

Dalton

Dimethylarginin Dimethylaminohydrolase 1
Diethylpyrocarbonat

Dulbecco’s modified Eagle medium

1, 4- Dithiothreit

~endothelium-derived relaxing factor”
Ethylendiamintetraessigsaure
.electrospray ionization®

.fetal calf serum*

Guanosin-5"-triphosphat
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-
ethansulfonsaure

Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase

.isocitrate dehydrogenase (NAD) subunit
alpha, mitochondrial®

isoelektrische Fokussierung
isoelektrischer Punkt

,immobilized metal affinity chromatography*“
immobilized pH-Gradient Strip

Ins (1,4,5) P3-Rezeptor-assoziertes cGKIB
Substrat
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Abkurzungen

KO Knockout

LMW ,low molecular weight marker®

Mac?2 Makrophagen Markerprotein 2

MALDI ,matrix-assisted laser-desorption ionization®

MALDI-TOF MALDI- time of flight

MAPK ,mitogen activated protein kinase”

MG Molekulargewicht

MMLV-RT ,moloney murine leukemia virus reverse
transcriptase®

MS Massenspektrometrie

NO Stickstoffmonoxid

NOS NO-Synthase

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS ~,phosphate buffered saline*

PCR .polymerase chain reaction®

PDE Phosphodiesterase

PDE V .,phosphodiesterase isoenzyme V*

Pdhb .pyruvate dehydrogenase E1 component
beta subunit, mitochondrial®

PI3K .,phosphatidylinositol 3 kinase*®

pGC partikulare Guanylylzyklase

PMSF ,phenyl methyl sufonyl fluoride®

PPAR-y .peroxisome proliferator-activated receptor y*

PVDF Polyvinylidendifluorid

Ranbp1 ,ran-specific GTPase-activating protein®

RT Raumtemperatur

RT-PCR reverse Transkription PCR

SDS Sodiumdodecylsulfat

SDS-PAGE SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese

SILAC ,Stable isotope containing amino acids in cell
culture®

sGC I6sliche Guanylylzyklase

SRF serumfreies DMEM

TCA Trichloressigsaure

Techn. technisch

TOF »lime of flight*

Ube2n ,2ubiquitin-conjugating enzyme E2N*

Uqcre1 »ubiquinol-cytochrome-c reductase complex
core protein |

VASP ,vasodilator-stimulated phosphoprotein®

VCAM-1 ,vascular cell adhesion molecule-1“

VSMC ,vascular smooth muscle cell*

WT Wildtyp
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Anhang

7 Anhang

7.1 Fur die Western Blot Analyse verwendete primare Antikorper

Antigen Quelle Klassifizierung Verdiinnung
cGKil. Schlossmann,J Poly_klonal, 1:200
Kaninchen

pan MAPK  Cell Signalling, #9102 ' 0lyklonal, 1:1000
’ Kaninchen '

P-MAPK  Cell Signalling, #9103 " 0lvklonal, 1:1000
’ Kaninchen '

VASP Cell Signalling, #3112 olyklonal, 1:2000
’ Kaninchen '

PDE V Beavo, Jo Polyklonal, Maus 1:500

Stathmin  Cell Signalling, #3352 olvklonal, 1:1000
’ Kaninchen '
. . Polyklonal, .

Akt Cell Signalling, #9272 Kaninchen 1:1000

Mac2 Cedarlane Lab. Lim. Monoklonal, 1:1000

CL8942AP Maus
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