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Zusammenfassung

In Thrombozyten werden für die Vesikelausschüttung wichtige Signalproteine kovalent modi�ziert. Da-
bei wird ein biogenes Amin wie der Neurotransmitter Serotonin durch das Enzym Transglutaminase
(TGase) an kleine GTPasen gebunden. Die Proteine verlieren durch die Serotonylierung ihre GTPase-
Aktivität und liegen dauerhaft in einer aktiven Konformation vor.
Dieser neue Mechanismus der Signalweiterleitung wurde in der vorliegenden Arbeit weiter unter-
sucht, indem mittels in vitro-Studien die TGase-vermittelte Monoaminylierung von verschiedenen Pro-
teinen mit MDC, Serotonin, Histamin, Dopamin und Noradrenalin quanti�ziert wurde. Dazu wurden
kleine GTPasen sowie die α-Untereinheiten zweier heterotrimerer GTPasen als rekombinante GST-
Fusionsproteine exprimiert. Anhand von GST-RhoA wurde die Kinetik der Transamidierung untersucht.
Eine Monoaminylierung von GST-Gαo1 unter Variation der eingesetzten Proteinmenge wies nach, dass
es einen Mechanismus geben muss, der die Menge an modi�ziertem Protein niedrig hält. Dieser Effekt
ist nicht auf eine irreversible Inaktivierung der TGase oder auf Substrat- oder Produkthemmung zurück-
zuführen und bedarf klärender Nachfolgestudien.
Alle genannten Proteine wurden in einer Versuchreihe auf ihre Eignung als Substrate für Monoami-
nylierung überprüft, indem sie mit �uoreszent oder radioaktiv markierten Monoaminen sowie den
Transglutaminasen TGase II und FXIIIa umgesetzt wurden. Es konnte gezeigt werden, dass TGase II alle
untersuchten Proteine in Kombination mit MDC und 3H-Monoaminen umsetzt. Als besonders gutes Sub-
strat erwies sich dabei Histamin. Dieser Befund erweitert das Spektrum von Signaltransduktionswegen,
die durch Monoaminylierung reguliert werden könnten, beträchtlich. Durch den Blutgerinnungsfaktor
XIII, dem eine wichtige Rolle bei der Thrombozytenaggregation zugesprochen wird, konnten ledig-
lich GST-Rab27a, GST-Gαo1 und GST-Gαq mit MDC modi�ziert werden. Die unter Verwendung von
TGase II und FXIIIa erzielten Ergebnisse legen nahe, dass es weitere TGasen im Thrombozyten geben
muss, die beispielsweise Fibrinogen monoaminylieren können.
GST-Gαo1 zeigte nach Behandlung mit MDC und TGase II eine verminderte Fähigkeit zur GTP-
Hydrolyse. Dies ist der erste Hinweis auf eine Regulation heterotrimerer GTPasen durch Monoami-
nylierung und impliziert eine weitreichende zelluläre Bedeutung dieses Mechanismus. Auch die Mono-
aminylierung von PLA2 resultierte in signi�kanten Werten für TGase II und Histamin sowie MDC. Somit
ist wahrscheinlich, dass Phospholipasen ebenfalls durch Transamidierung reguliert werden können.
Mittels in vivo-Studien konnte gezeigt werden, dass Zellen der Mastozytoma-Linie P815 Histamin und
Serotonin aufnehmen und in zelluläre Bestandteile einbauen. Dieser Einbau ist bei Histamin durch den
TGase-Inhibitor Cysteamin signi�kant hemmbar. Aus Mäusen isolierte Thrombozyten wurden ferner mit
dem biotinylierten Amin BAPA inkubiert und auf monoaminylierte Proteine untersucht. Im Western Blot
konnte eine Bande identi�ziert werden, die aller Wahrscheinlichkeit nach mit Rab4 identisch ist.
Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit weitere Evidenz für den Mechanismus der TGase-vermittelten
Monoaminylierung kleiner GTPasen erarbeitet. Ausserdem wurde entdeckt, dass heterotrimere GTPasen
und PLA2 ebenfalls auf diese Art modi�ziert und reguliert werden können. Zuletzt wurden Histamin,
Dopamin und Noradrenalin als Substrate für TGase II im Kontext von Signalproteinen etabliert.
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Kapitel 1

Einführung

1.1 Biogene Monoamine

1.1.1 Serotonin

Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT, Abb. 1.2) wurde 1948 als Vasotonicum in humanem Serum
entdeckt. 1952 wurde klar, dass 5-HT im Gehirn eine wichtige Rolle als Neurotransmitter spielt [1, 2];
serotonerge Synapsen be�nden sich z.B. in den Raphe-Kernen des Stammhirns.
In der komplexen Interaktion der unterschiedlichen Hirnareale spielt 5-HT, in Verbindung mit einer
groÿen Anzahl von Rezeptoren (5HTR; 7 Familien mit insgesamt 14 Mitgliedern), die sowohl G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren (GPCR) als auch Ionenkanäle umfassen, eine zentrale Rolle. So werden beispiels-
weise der Schlaf-Wach-Rhythmus, die Körpertemperatur und die Schmerzwahrnehmung durch 5-HT
beein�usst. Raphe-Kerne, die direkt in limbische Strukturen projizieren, sind daneben an stressbeding-
ter Depression und auch an der Regulierung von Aggressionsverhalten beteiligt. Viele halluzinogene
Drogen wie LSD1, DMT2 und MDMA3 zeigen Strukturähnlichkeiten mit 5-HT und wirken, zumindest
teilweise, über 5HTR. Da ein 5-HT-Mangel im Gehirn mit bipolaren Störungen und Depression einher-
geht, haben sich bei der Behandlung der Symptomatik solcher Krankheiten Pharmaka bewährt, die
den 5-HT-Spiegel anheben. Dazu zählen SSRIs4 und MAOI5, die als potente Antidepressiva eingesetzt
werden.
5-HT ist aber nicht nur ein wichtiger Neurotransmitter, sondern spielt auch eine bedeutende Rolle in
anderen Organen. 5-HT verengt in Lunge und Niere die Arteriolen, beein�usst die Kontraktion des
Herzmuskels und die Bewegung der Magen-Darm-Muskulatur. Des weiteren wirkt 5-HT auf die Aggre-
gationsreaktion von Thrombozyten.
Bei der Biosynthese von 5-HT (siehe Abbildung 1.1) wird der geschwindigkeitsbestimmende Schritt von
dem Enzym Tryptophan-Hydroxylase (TPH) durchgeführt, wobei kürzlich entdeckt wurde, dass die 5-HT-
Produktion in der Peripherie und im CNS6 von zwei unterschiedlichen Isoformen katalysiert wird [3].

1Lysergsäurediethylamid
2Dimethyltryptamin
33,4-Methylendioxy-N-methylamphetamin; Ecstasy
45-HT Reuptake Inhibitors (Selektive 5-HT-Wiederaufnhame-Inhibitoren)
5Inhibitoren der Monoamin-Oxidase
6Central Nervous System (Zentrales Nervensystem)
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Kapitel 1 Einführung

Abbildung 1.1: Biosynthese von Serotonin

Abbildung 1.2: MonoamineA: Dopamin, B: Noradrenalin; C; Histamin; D: Serotonin

Mäuse, die für die periphere Form des Enzyms (pTPH; TPH1) de�zient sind, zeigen unter anderem eine
verminderte Thrombozytenaggregation. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die, Ausschüttung von
α-Granula, die für die Aggregation obligatorisch ist, 5-HT- und Ca2+-gesteuert ist und dass 5-HT im
Verlauf der Aggregation kovalent an kleine GTPasen gebunden wird [4].

1.1.2 Histamin

Histamin [2-(4-Imidazolyl)-ethylamin, Abb. 1.2] ist ein biogenes Amin, das im menschlichen und tie-
rischen Organismus eine wichtige Rolle als Gewebshormon und Neurotransmitter spielt. Es ist an
allergischen Reaktionen, an Entzündungs- und Verbrennungsreaktionen, an der Regulation der Ma-
gensäuresekretion und auch an der des Schlaf-Wach-Rhythmus im CNS beteiligt. Histamin wird in
Mastzellen, Zellen der Epidermis und der Magenschleimhaut sowie in Nervenzellen synthetisiert und
vesikulär gespeichert. Im zentralen Nervensystem �nden sich die höchsten Histaminkonzentrationen im
Hypothalamus, und in der Peripherie werden groÿe Mengen an Histamin IgE-vermittelt von Mastzel-
len ausgeschüttet (TypI-Allergie). Histaminrezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, aktivierte
H2-Rezeptoren beispielsweise bewirken am Herz eine Erhöhung der Schlagkraft und -frequenz. Im
Immunsystem kommt Histamin eine zentrale Rolle zu, so wird die Auslösung von Allergien und Asthma
im Menschen gröÿtenteils durch Histamin vermittelt. Die Histaminausschüttung führt hier zu Schmerz,
Kontraktion der glatten Muskulatur in Bronchien und groÿen Blutgefäÿen sowie zur Erweiterung klei-
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nerer Blugefäÿe. Mäuse, die für das Enzym Histidin-Decarboxylase de�zient sind, besitzen weniger
Histamin und auch weniger Mastzellen [5]. 1985 wurde gezeigt, dass Mastzellen-Lysate in der Lage
sind, 3H-Histamin in ein Modellprotein zu inkorporieren [6]. In einem ähnlichen Kontext sollte hier die
Histaminylierung von kleinen GTPasen untersucht werden.

1.1.3 Dopamin

Das Katecholamin Dopamin (Abb. 1.2) ist ein wichtiger Neurotransmitter im vegetativen Nervensystem.
So sind Teile der extrapyramidalen Motorik durch Dopamin reguliert, auch steht der Dopaminhaushalt
in Zusammenhang mit Psychosen und anderen neurologischen Störungen. Die Parkinsonsche Krank-
heit, bei der eine sogenannte Schüttellähmung auftritt, gründet in einer fortschreitenden Zerstörung
von dopaminergen Neuronen der Substantia nigra und damit einem Mangel an Dopamin in den Ba-
salganglien. Als Pharmaka werden hier unter anderem Vorstufen von Dopamin eingesetzt, die die
Blut-Hirn-Schranke durchqueren können. Eine übermäÿige Ausschüttung von Dopamin hingegen wird
bei Schizophrenie beobachtet.
Das Belohnungssystem des CNSwird mit Dopamin assoziiert. Der Neurotransmitter wird z.B. im Striatum
ausgeschüttet, wenn angenehme Reize wie Nahrung, Sex oder assoziierte Stimuli wirken. Der Miss-
brauch suchtfördernder Substanzen (u.a. Kokain, Amphetamine) scheint ebenfalls in Zusammenhang
mit Dopaminausschüttung zu stehen. Abhängigkeit entsteht dabei durch Mechanismen der synaptischen
Plastizität, bei denen reizabhängig neuronale Verbindungen dahingehend moduliert werden, dass bei
fehlender Zufuhr des entsprechenden Reizes ein Suchverhalten (drug craving) eintritt [7].

1.1.4 Noradrenalin

Noradrenalin (Norepinephrin, Abb. 1.2) ist ein Hormon des Nebennierenmarks und ein Neurotrans-
mitter in postganglionären Synapsen des Sympathikus. Ausschüttung führt zu erhöhter Herzfrequenz,
Mobilisierung von Energiereserven und Anspannung von Muskeln (�ght-or-�ight response). Im CNS
entstammen die Wichtigsten noradrenergen Neuronen dem Locus ceruleus, der u.a. in den Cortex, ins
Limbische System und ins Rückenmark projiziert. Veränderungen des noradrenergen Systems können
mit Depressionen verbunden sein. Daher wirken einige Antidepressiva, SNRIs7 und TCAs8, durch eine
Erhöhung des Noradrenalinspiegels im synaptischen Spalt. Daneben spielt Noradrenalin eine Rolle
bei Aufmerksamkeits- und Konzentrationsstörungen, auch hier werden Pharmaka, die die Menge an
verfügbarem Neurotransmitter erhöhen, in der Therapie eingesetzt.

75-HT and Norepinephrine Reuptake Inhibitors (5-HT-Noradrenalin-Wiederaufnahme-Inhibitoren)
8Tricyclische Antidepressiva
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1.2 GTPasen

1.2.1 Allgemeines

Als GTPasen (G-Proteine) werden Enzyme bezeichnet, die Guanosin-Triphosphat (GTP) binden und spal-
ten können. Abhängig von der GTP- oder GDP9-Bindung verändern diese Proteine ihre Konformation
und können so im Kontext vieler Signaltransduktionswege als molekulare Schalter dienen. Man unter-
scheidet kleine GTPasen, heterotrimere GTPasen, die aus drei Untereinheiten α, β und γ bestehen und
Elongationsfaktoren der Proteinbiosynthese. Kleine und heterotrimere G-Proteine liegen membranstän-
dig in der Zelle vor und sind an Signalosomen beteiligt, gemeinsam ist allen GTPasen der in Abbildung
1.3 illustrierte zyklische Übergang zwischen GTP-gebundenem (aktivem) und GDP-gebundenem (inak-
tivem) Zustand. Zunächst wird GDP am inaktiven G-Protein gegen GTP ausgetauscht. Dies erfolgt durch
sogenannte GEFs10 (bei heterotrimeren GTPasen sind GEFs gleichbedeutend mit GPCR), die den Signa-
linput des Systems darstellen. Durch die Bindung von GTP werden G-Proteine aktiviert. Je nach Stärke
der GTPase-Aktivität verharrt ein GTP-gebundenes G-Protein eine bestimmte Zeit in diesem aktiven
Zustand, während dessen eine Signalweiterleitung durch Interaktion mit Effektorproteinen möglich ist.
Es erfolgt dann eine Inaktivierung durch Hydrolyse von GTP zu GDP, und der Zyklus beginnt von neuem.
Der Ablauf des GTP-GDP-Zyklus kann durch verschiedene Proteine moduliert werden. So inhibieren
GDI11 die Dissoziation von GDP oder GTP, RGS12 modulieren und GAP13 verstärken die intrinsische
GTPase-Aktivität. GTPasen könnten in Allegorie zur Elektrotechnik als monostabile Schalter bezeichnet
werden, wobei die Aktivierung kinetisch reguliert ist: positiv durch die GDP-Dissoziationsrate, negativ
durch die Geschwindigkeit der GTP-Hydrolyse. Der GTPase-Zyklus wurde zuerst bei Prozessen der Pho-
totransduktion in der Netzhaut und bei der β-adrenergen Aktivierung der Adenylylcyclase in Muskeln
beobachtet, doch G-Proteine sind ein integraler Bestandteil vieler Signaltransduktionswege.

1.2.2 Kleine GTPasen

Kleine GTPasen sind monomere G-Proteine mit einem Molekulargewicht von 20 bis 25 kD und zeich-
nen sich durch fünf konservierte Strukturelemente aus. Sie besitzen im Unterschied zu heterotrimeren
GTPasen nur eine schwache oder gar keine intrinsische GTPase-Aktivität, weshalb die Inaktivierung
durch GTP-Hydrolyse eines GTPase-aktivierenden Proteins (GAP) bedarf. Strukturell ähneln die Proteine
im katalytischen Zentrum den α-Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine.
Man unterteilt kleine GTPasen in die in Tabelle 1.1 aufgeführten fünf Unterfamilien. Ras-GTPasen

9Guanosin-Diphosphat
10Guanine nucleotide Exchange Factor
11Guanine nucleotide Dissociation Inhibitors
12Regulators of G protein signalling
13GTPase Activating Proteins
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Abbildung 1.3: Schema der zyklischen Aktivierung und Inaktivierung von GTPasen (Erläuterung siehe
Kapitel 1.2.1)
A: kleine GTPasen, B: heterotrimere GTPasen

wurden als Onkogene in durch Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTKs) vermittelten Signaltransduktionswegen
gefunden. Mutationen in Ras, die zu einer konstitutiven Aktivierung führen, das heiÿt zu einer Zerstö-
rung der GTPase-Aktivität, können zu ungehemmter Zellproliferation führen. Rho-GTPasen, zu denen
auch Cdc42 und Rac gehören, stellen ebenfalls wichtige Onkogene dar. Exemplarisch für die vielfältige
Verwicklung von kleinen GTPasen in unterschiedliche Signaltransduktionswege zeigt Abbildung 1.4
ein Schema für Rho-abhängige Signalereignisse. So können aktivierte Integrine beispielsweise über
GEFs und GAPs Rho-Proteine aktivieren, die dann wiederum unter Vermittlung weiterer Effektoren den
Zellzyklus oder die Vesikelmaschinerie regulieren. RhoA stellt einen Prototypen der Rho-Familie dar.
Zwei Domänen des Proteins, switch1, bestehend aus AS14 34 - 42 und switch2 (AS 63 - 79) ändern
ihre Konformation während der Hydrolyse von GTP zu GDP [8], wobei die erste an Effektoren bin-
det und die zweite in die Hydrolyse selbst verwickelt ist. Aktivierung von RhoA wird, vermittelt über
Rezeptoren an der Zellober�äche, unter anderem von Wachstumsfaktoren oder Lysophosphatidylsäu-
re (LPA) ausgelöst. Ein wichtiger Mediator ist der GTPase-Aktivator p190RhoGAP, welcher von Src,
einer Tyrosinkinase, moduliert werden kann [9]. Kürzlich wurde zudem entdeckt, dass RhoA durch
bakterielle Transglutaminasen wie den Cytotoxischen Nekrotisierenden Faktor (CNF) aus pathogenen
E. coli-Stämmen an Gln 63 transamidiert und damit konstitutiv aktiviert werden kann [10].
Rab-GTPasen sind wichtige Regulatoren intrazellulärer Transportprozesse; Rab3a wird beispielsweise
benötigt, um mit Neurotransmitter gefüllte Vesikel an die aktive Zone der Präsynapse zu führen, und
Rab4 ist in den Transport früher endosomaler Vesikel und deren Recycling verwickelt [11]. Rab27a ist an
exocytotischen Prozessen beteiligt, Defekte können zum Beispiel zu verminderter Melaninausschüttung
aus Melanosomen führen.

14Aminosäure
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Tabelle 1.1: Funktion der unterschiedlichen Familien kleiner GTPasen
GTPase Funktion

Ras Zellproliferation, Differenzierung
Rho Zellproliferation, Modi�zierung des Actincytoskeletts
Rab Intrazelluläres Vesikel-Traf�cking
Ran Übergang zwischen Phasen des Zellzyklus
Arf Aktivierung von Phospholipase D, Vesikelbildung

1.2.3 Heterotrimere GTPasen

Diese GTPasen liegen im inaktiven, GDP-gebundenen Zustand als Heterotrimere vor. Bei Aktivierung,
beispiesweise durch einen Rezeptor, dissoziieren Gα- und βγ-Untereinheit. Die Molkulargewichte der
Untereinheiten liegen bei 40 kD für Gα, 35 kD für β und 10 kD für γ, wobei β und γ üblicherweise nicht
dissoziieren. Man unterscheidet allgemein 6 Klassen von Gα-Untereinheiten, 5 β- und 10 γ-Subtypen,
wobei Gα GTPase-Aktivität besitzt und bei der rezeptorvermittelten Signalweiterleitung eine herausra-
gende Stellung einnimmt. Freies βγ dient ebenfalls als Signalmolekül und vermittelt z.B. die Öffnung
von bestimmten K+-Kanälen [13]. Tabelle 1.2 gibt eine Übersicht über die wichtigsten Typen von Gα.
Als Beispiel für G-Protein-vermittelte Signaltransduktion wird oftmals der β-adrenerge Rezeptor heran-
gezogen. Nach ligandeninduzierter Aktivierung des Rezeptors fungiert dieser als GEF und erreicht den
Austausch von GDP nach GTP an Gαs. Gα-GTP dissoziiert dann von βγ ab und interagiert mit einer
Adenylylcyclase, die aus ATP den sekundären Botenstoff (second messenger) cAMP15 synthetisiert. Die-
ser entfaltet unterschiedliche Wirkungen, so beispielsweise die Aktivierung von PKA16 oder, mittelbar,
des Transkriptionsfaktors CRE17.
Das eine in dieser Arbeit verwendete Protein, Gαo1, ist Teil der Verbindung zwischen muscarinischen
Acetylcholin-Rezeptoren und Ca2+-Kanälen im CNS [14], das sehr nahe verwandte Gαo2 reguliert
den vesikulären Monoamingehalt in Thrombozyten [15]. Wird die Expression von Gαo2 im Mausmo-
dell unterbunden, so zeigen pankreatischen β-Zellen eine Hypersekretion von Insulin [16].Das zweite
hier bearbeitete Protein Gαqwurde ebenfalls aufgrund seiner Beteiligung an vesikulären Prozessen in
Thrombozyten ausgewählt. So ist etwa bekannt, dass Thrombozyten, denen Gαq fehlt, eine schwächere
Aggregationsreaktion zeigen [17]. Sowohl kleine als auch heterotrimere GTPasen besitzen im kataly-
tischen Zentrum einen hochkonservierten Glutaminrest (siehe Abbildung 1.5). Die hier rot markierten
Proteine werden in der vorliegenden Diplomarbeit oder von der AG Neurochemie bearbeitet.

15zyklisches Adenosin-Monophosphat
16Proteinkinase A
17cAMP Responsive Element
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Abbildung 1.4: Rho-abhängige Signaltransduktionswege (nach [12]; Erläuterung siehe Kapitel 1.2.2)

1.3 Phospholipase A2

Phospholipide können von speziellen Enzymen, sog. Phospholipasen, in Fettsäuren und Lysophospho-
lipide gespalten werden. Eine groÿe Gruppe dieser Enzyme, Phospholipasen A2 (EC 3.1.1.4, PLA2),
hydrolysiert dabei spezi�sch den sn2-Ester (siehe Abbildung 1.6). Im Kontext der Signalweiterlei-
tung sind PLA2 wichtig, da ein Hauptprodukt, Arachidonsäure, die Vorstufe für Signalmoleküle wie
Prostaglandine, Leukotriene und Thromboxane ist. Thromboxane sind starke Promotoren der Throm-
bozytenaggregation und alle Eicosanoide sind wichtige Mediatoren von Entzündungsreaktionen. Auch

Tabelle 1.2: Die wichtigsten Klassen von Gα-Proteinen in Säugetieren (nach [18])
Klasse Effektor second messenger Beispiel

Gαs Adenylylcyclase cAMP ⇑ β-adrenerger Rezeptor
Gαi Adenylylcyclase cAMP ⇓ α1-adrenerger Rezeptor
Gαolf Adenylylcylase cAMP ⇑ Geruchsrezeptoren
Gαq Phospholipase C IP3, DAG ⇑ α2-adrenerger Rezeptor
Gαo Phospholipase C IP3, DAG ⇑ Acetylcholin-Rezeptor in Endothelzellen
Gαt cGMP-Phosphodiesterase cGMP ⇓ Rhodopsin in Stäbchenzellen der Netzhaut
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Abbildung 1.5: Sequenzalignment des katalytischen Zentrums verschiedener GTPasen (nach [4])

ist PLA2 insofern interessant, als dass eine Interaktion verschiedener Signalwege möglicherweise über
dieses Enzym statt�ndet (Crosstalk). Bekannt ist, dass die Aktivität von PLA2 Transglutaminase-vermittelt
gesteigert werden kann [19]. Es wird dabei von einer Dimerisierung ausgegangen. Hier sollte untersucht
werden, ob pancreatische PLA2, die möglicherweise auch in Thrombozyten vorhanden sind, in vitro
durch Transglutaminasen monoaminyliert werden können.
PLA2 werden anhand ihres Vorkommens und ihrer Struktur in 10 Gruppen unterteilt [20]. Die hier
untersuchten Phospholipasen entstammen der Gruppe IB, diese Enzyme werden vom Säuger-Pancreas
sekretiert, besitzen ein Molekulargewicht von 13-15 kD und werden durch Ca2+ aktiviert. Die Rinder-
und Schweineformen pancreatischer PLA2 sind kommerziell erhältlich.
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Abbildung 1.6: Das Phospholipid Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat wird von PLA2 an der sn2-
Position gespalten

1.4 Transglutaminasen

Transglutaminasen (EC 2.3.2.13, TGasen) sind eine Familie von Enzymen, deren zelluläre Funkti-
on in der Bildung von inter- oder intramolekularen Bindungen zwischen der γ-Carboxamid-Gruppe
von peptidgebundenem Glutamin (Gln) und primären Aminen besteht (Transamidierung). Als Amino-
Donorsubstrate dienen oftmals die ε-Aminogruppe von Lysinresten oder freie Amine, die in Proteine
inkorporiert werden. In vielen biologischen Prozessen vernetzen TGasen Proteine untereinander, aber
auch in der Lebensmitteltechnologie werden die Enzyme zur Stabilisierung von proteinhaltigen Pro-
dukten wie Schinken, rekonstituiertem Fleisch und Surimi eingesetzt. In Säugetieren sind 9 Typen von
TGasen bekannt, die aber teilweise noch nicht näher charakterisiert werden konnten. TGase II, eine
cytosolische, ubiquitär vorkommende TGase, stellt dabei die am besten untersuchte Form dar. Tabel-
le 1.3 gibt einen Überblick über die zur Zeit bekannten TGasen. Die Funktion der einzelnen Enzyme ist
divers: Stabilisierung von Fibringerinnseln, Prozesse der Keratinisierung und Bildung von Strukturen der
extrazellulären Matrix. Einigen Krankheiten liegt eine TGase-De�zienz zugrunde, die sich beispielswei-
se in verminderter Wundheilung oder chronischer Neurodegeneration äuÿert. Neben an strukturellen
Aufgaben sind TGasen aber auch an Signalprozessen beteiligt, wie z.B. durch Modi�kation vonWachs-
tumsfaktor β oder Interleukin-2. TGasen können Zell-Matrix-Kontakte durch cross-linking-Aktivität oder
nichtkovalente Bindung an Integrine und Fibronectin modulieren. Im gröÿeren Zusammenhang der
Thrombozytenaggregation nehmen TGasen einen wichtigen Platz ein, da sich auf der Zellober�äche
sowohl der Blutgerinnungsfaktor XIIIa (FXIIIa) als auch TGase II be�nden. Neuere Erkenntnisse sprechen
dafür, dass TGasen an der Bildung sogenannter COAT-Thrombozyten beteiligt sind [21, 22].
TGasen zeigen eine strikte Substratspezi�tät in Bezug auf bestimmte Acyl-Donor-Glutaminreste, für
das Donor-Amin dagegen wird ein relativ breites Substratspektrum angenommen. Bekante Substra-
te für TGase II sind bovines Serum-Albumin (BSA) und das Milchprotein Casein. Setzt man Casein
experimentell ein, so kommt es zu einer Vernetzung, da das Protein sowohl Akzeptor- als auch Do-
noraminosäuren besitzt. Aus diesem Grund wird das halbsynthetische Derivat N,N-Dimethyl-Casein
verwendet, welches bei Transamidierung mit TGase nur zu einem geringen Teil polymerisiert und somit
gut nachweisbar ist. Faktor XIIIa ist in in vitro-Studien weniger gut charakterisiert, ein literaturbekann-
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Abbildung 1.7: Modellsubstrate für TGase-vermittelte Transamidierung
A:Monodansylcadaverin, B:5-Biotinamidopentylamin

tes Substrat ist Fibrinogen [23]. TGasen werden, wie alle Signalmoleküle, reguliert. Für TGase II ist
bekannt, dass das Enzym durch Ca2+, H+, GTP und Sphingosylphosphorylcholin moduliert werden
kann [24, 25, 26]. Tatsächlich besitzt TGase II neben der γ-Glutamyltranferaseaktivität noch weitere
katalytische Eigenschaften: pH-abhängig kann das Enzym als GTPase arbeiten [24], und bei niedrigen
Ca2+-Konzentrationen weist TGase II eine Protein-Disul�d-Isomerase-Aktivität auf [26]. Interessanter-
weise können einige Protein-Disul�d-Isomerasen (PDI) Ca2+-abhängig auch als TGasen wirken [27].
Klassische Aminsubstrate für TGasen sind neben Lysinresten auch kleine Amine wie Monodansylca-
daverin (MDC, Abbildung 1.7), Putrescin und 5-Biotinamidopentylamin (BAPA, Abbildung 1.7). Auch
biogene Amine wie der Neurotransmitter 5-HT können als Substrate fungieren [4]. Als spezi�scher
Inhibitor wird allgemein das Thiolamin Cysteamin verwendet [28].
Kommerziell verfügbar sind bisher lediglich TGase II aus Meerschweinchenleber und FXIIIa aus huma-
nem Plasma. FXIII, das Zymogen von FXIIIa, muss dabei mittels limitierter Proteolyse durch Thrombin
aktiviert werden. Andere TGasen wie TGase V, VI und VII, die im Kontext des Thrombozyten in Frage
kommen, sind kommerziell und, aufgrund ihrer Gröÿe, auch rekombinant nicht verfügbar.

Tabelle 1.3: Die Familie der Transglutaminasen in Säugetieren (nach [29] und [30])
TGase Molekulargewicht Gewebe Lokalisierung

TGase I 90 kD Epithelien cytosolisch oder membranständig
TGase II 80 kD ubiquitär cytosolisch, membranständig oder im Kern
TGase III 77 kD Epithelien cytosolisch
TGase IV 77 kD Prostata extrazellulär
TGase V 81 kD Epithelien cytosolisch
TGase VI 79 kD unbekannt unbekannt
TGase VII 80 kD ubiquitär unbekannt
Faktor XIIIa 83 kD Blut, Plasma und

Thrombozyten
extrazellulär

Band-4.2-Protein 77 kD Erythrozyten membranständig
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Abbildung 1.8: Typische von TGasen katalysierte Reaktion

1.5 Monoaminylierung

Wie oben erwähnt, sind TGasen in der Lage auch kleine Monamine wie MDC als Substrate zu nutzen.
Analog zu einer Quervernetzung von Proteinen wird dabei eine kovalente Bindung zwischen Substrat-
protein und Monoamin gebildet. Da TGasen auch eine Deamidierung durchführen können, kann der
betreffende Glutaminrest alternativ auch in einen Glutamatrest überführt werden. Vor einiger Zeit konnte
gezeigt werden, dass Signalproteine durch TGasen in ihren Eigenschaften modi�ziert werden können -
die kleinen GTPasen RhoA, Cdc42 und Rac werden von CNF, einer bakteriellen TGase, transamidiert
oder deamidiert [31, 10]. Dies geschieht an einem Glutaminrest im katalytischen Zentrum, führt zu
einer Inaktivierung der GTPase-Aktivität und damit zu einer konstitutiven Aktivierung der Signalweiter-
leitung. Daneben können auch die TGase DNT18 [32] und TGase II [33] RhoA transamidieren. Kürzlich
wurde von der Arbeitsgruppe um Dr. Walther in Maus-Thrombozyten ein neuer, rezeptorunabhängiger
Signalweg entdeckt, in dessen Verlauf die Monoaminylierung von kleinen GTPasen eine zentrale Rolle
spielt [4]. Interessanterweise dient dabei 5-HT als Substrat, in Abbildung 1.9 ist eine Illustration des
gefundenen Signalweges dargestellt. So wird über SERT19 aufgenommenes intrazelluläres 5-HT durch
eine TGase kovalent an kleine GTPasen wie RhoA und Rab4 gebunden. Notwendig für eine Aktivität
der TGase sind dabei erhöhte cytosolische Ca2+-Konzentrationen, die durch IP3-vermittelte Freisetzung
aus dem ER bereitgestellt werden. Mit 5-HT modi�zierte (serotonylierte) kleine GTPasen sind konstitutiv
aktiv und bewirken unter anderem eine verstärkte Exozytose. Daneben ist bekannt, dass bestimmte
Populationen aktivierter Thrombozyten, sog. COAT-Platelets, serotoninhaltige Fibrinaggregate auf ihrer
Ober�äche besitzen [21]. Wie und unter welchen Bedingungen diese im Zuge der Aggregationsreak-
tion gebildet werden, ist allerdings unklar.

18Dermonekrotisierndes Toxin aus Bordetella
195-HT-Reuptake-Transporter
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Die Inkorporation von Monoaminen lässt sich mit unterschiedlichen Methoden messen. Der molare Ge-
samtumsatz einer TGase-katalysierten Reaktion entspricht der freigesetzten Stoffmenge an Ammonium-
Ionen (siehe Abbildung 1.8), unter Verwendung ammoniumsensitiver Elektroden kann somit die enzy-
matische Aktivität gemessen werden. Alternativ kann die Inkorporation direkt bestimmt werden, indem
markierte Substrate eingesetzt werden. Proteingebundenes Monodansylcadaverin zeigt beispielsweise
eine starke Fluoreszenz unter UV-Licht, und BAPA, ein biotinyliertes Monoamin, kann wegen seiner ho-
hen Af�nität zu Streptavidin gut detektiert werden. Weiterhin bietet sich die Verwendung von radioaktiv
markierten Substraten an.

Abbildung 1.9: Serotoninabhängiges Signalling während der Thrombozytenaggregation (nach [4];
Erläuterung siehe Kapitel 1.5)
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Ziele der Arbeit

Die Serotonylierung kleiner GTPasen ist ein neu entdeckter Signaltransduktionsweg im Verlauf der
Aggregation von Thrombozyten. Dabei wird das Monoamin Serotonin durch Einwirkung des Enzyms
Transglutaminase (TGase) kovalent an das Protein gebunden und bewirkt eine konstitutive Aktivierung.
Aus dieser Arbeit resultierten weitere Fragen, die in einer Diplomarbeit bearbeitet werden sollten. So
war beispielsweise nicht klar, welche kleinen GTPasen bevorzugt werden, ob andere Transglutaminasen
als TGase II beteiligt sind, und ob weitere G-Proteine, die ebenfalls einen Glutaminrest im katalytischen
Zentrum besitzen, als Substrate dienen können.
Daher sollte im Rahmen der Arbeit untersucht werden, wie die Reaktion von RhoA mit TGase II und
einem Modell-Amin verläuft. Aufgrund der Vielzahl von kleinen und heterotrimeren GTPasen, TGasen
und Aminsubstraten wurden einzelne Proteine ausgewählt, die auf ihre Eignung als Substrate für die
Monoaminylierung überprüft werden sollten. In diesem Kontext sollte auch die Wirkung der Trans-
glutaminase FXIIIa auf ausgewählte Proteine betrachtet werden. Die gewonnenen Ergebnisse sollten in
einer Übersicht über die Substratspezi�täten der TGasen in Bezug auf Protein- und Monoaminsubstrate
dargestellt werden. Ausserdem sollten neben GTPasen auch Phospholipase A2 und Fibrinogen betrach-
tet und zuletzt der Mechanismus im physiologischen Zusammenhang von Mastzelle und Thrombozyt
untersucht werden.
Die Aufgaben sollten mit gängigen Techniken der Molekularbiologie, Biochemie und Zellkultur ge-
löst werden. Daneben sollte mit radioaktiv markierten Monoaminen und einer transgenen Mauslinie
gearbeitet werden.
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Kapitel 3

Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien sind im Anhang, Tabelle A.1 aufgeführt. Lösungsmittel wurden von Sigma
(Deisenhofen, Deutschland) bezogen.

3.1.2 Antikörper

Eine Liste der in dieser Arbeit verwendeten Antikörper �ndet sich in Tabelle 3.1.

Tabelle 3.1: Verwendete Antikörper
Organismus Antigen Konjugat Hersteller

Kaninchen Rab4 - Santa Cruz Biolabs
Maus Kaninchen-IgG HRP Sigma

3.1.3 Radioaktiv markierte Substrate

In der Arbeit wurden 3H-markierte Monoamine und α32P-GTP verwendet. Die Hersteller und spezi�-
schen Aktivitäten sind in Tabelle 3.2 aufgelistet.

3.1.4 Enzyme

Klonierungen wurden mit Restriktionsendonucleasen der Firmen New England Biolabs (NEB) und/oder
Fermentas durchgeführt. Für Ligationen wurde T4 DNA-Ligase von NEB (M0202S), für Polymerase-
Kettenreaktionen (PCR) entweder Taq DNA-Polymerase (M. Grohmann, MPIMG), Pfu DNA Polyme-
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Tabelle 3.2: Radioaktiv markierte Substrate
Material spez. Aktivität Hersteller

5-Hydroxy[3H]-Tryptamin-Tri�uoroacetat 80 Ci/mmol Amersham
[2,5-3H]-Histamin-Dihydrochlorid 54 Ci/mmol Amersham
[7,8 - 3H]-Dopamin 45 Ci/mmol Amersham
l-[7,8 - 3H]-Noradrenalin 12 Ci/mmol Amersham
α32P-GTP Amersham

rase von Genaxxon (M3004) oder Phusion DNA-Polymerase (NEB, F-530S) verwendet. Bei reverser
Transkriptions-PCR wurde M-MLV von Promega (M170A) eingesetzt. Zur Aktivierung des humanen
Blutgerinnungsfaktors FXIII (Calbiochem; 233501) wurde bovines Thrombin (Calbiochem; 605157) be-
nutzt. Transglutaminase aus Meerschweinchenleber (TGase II) wurde von Sigma (T5398) oder N-Zyme
(T006) bezogen.

3.1.5 Kommerzielle Nachweis- und Reaktionssysteme

Zur Isolierung von Plasmiden wurden die SystemeNucleospin® Plasmid (Macherey-Nagel) oder Plasmid
Maxi Kit von QIAGEN verwendet. Bei Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde
QIAEX®II (QIAGEN), bei RNA-Isolierung TRIzol® (Invitrogen) eingesetzt. Die Sicherung von PCR-
Produkten sowie Zwischenklonierung erfolgte mittels des pGEM®-T Easy Vector System (Promega). Bei
der Klonierung und Expression rekombinanter Proteine in K. lactis kam das K. lactis Protein Expression
Kit (NEB) zum Einsatz.

3.1.6 Plasmide

Es wurden die in Tabelle 3.3 aufgeführten Plasmide verwendet.

3.1.7 Oligonucleotide

Eine Liste der verwendeten Oligonucleotide �ndet sich im Anhang, Tabelle A.2. Alle Oligonucleotide
wurden von BioTeZ Berlin-Buch GmbH (Berlin) hergestellt.
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Tabelle 3.3: Verwendete Plasmide
Plasmid Hersteller

pGEM®-T Promega
pGEX-4T-1 Amersham Pharmacia
pCR3.1-Gαo2Q205L G. Ahnert-Hilger, Charité Berlin
pCR3.1-GαqQ203L G. Ahnert-Hilger, Charité Berlin
pXL-Gαq Maik Grohmann (unveröffentlichte Daten), MPIMG Berlin
pGEX-Gαo1 Maik Grohmann (unveröffentlichte Daten), MPIMG Berlin
pGEX-Gαq im Rahmen dieser Arbeit hergestellt
pGEX-Gαo2Q205L im Rahmen dieser Arbeit hergestellt
pGEX-GαqQ203L im Rahmen dieser Arbeit hergestellt
pGEX-RGS4 Nils Paulmann (unveröffentlichte Daten), MPIMG Berlin
pGEX-RhoA Nils Paulmann (unveröffentlichte Daten), MPIMG Berlin
pGEX-Rab4 Nils Paulmann (unveröffentlichte Daten), MPIMG Berlin
pGEX-Rab27a Nils Paulmann (unveröffentlichte Daten), MPIMG Berlin
pGEX-Cdc42 Sylvana Henschen (unveröffentlichte Daten), MPIMG Berlin
pKLAC-Gαo1 im Rahmen dieser Arbeit hergestellt
pREP4-groESL P. Caspers [34], Hoffmann-LaRoche, Basel (Schweiz)

3.1.8 Bakterienstämme

Die verwendeten Bakterienstämme sind in Tabelle 3.4 aufgeführt.

Tabelle 3.4: Verwendete Bakterienstämme
Stamm Hersteller Genotyp

E. coli DH5α Invitrogen F−ϕ80dlacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF)U169 deoR, recA1 endA1
hsdR17(r−k m

+
k phoA supE44 λ− thi-1 gyrA96 relA1

E. coli XL1 blue Stratagene® recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac[F' proAB
laclqZ.M15 Tn10 (Tetr)]

E. coli BL21(DE3) Stratagene® F− ompT hsdS(r−Bm
−
B) gal dcm+

3.1.9 Zelllinien

In der vorliegenden Arbeit wurde die murine Mastzellentumor-Zelllinie P815 (ATCC-Nummer TIB-64)
verwendet. Die Zellen wachsen in Suspension.
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3.1.10 Puffer und Medien

Bei den angegebenen Puffern handelt es sich um wässrige Lösungen, die, sofern nicht anders vermerkt,
bei Raumtemperatur gelagert wurden. Falls angegeben, wurden die Lösungen bei 121 °C für 30 min
autoklaviert. Eine Liste der verwendeten Puffer �ndet sich in Tabelle 3.5.

Tabelle 3.5: Puffer und Medien
Puffer Zusammensetzung

Puffer für molekularbiologische Arbeiten

6 x DNA-Ladepuffer 0.25 % Bromphenolblau, 0.25 % Xylencyanol FF,
40 % (w/v) Sucrose, in TBE; 4 °C

MiniPrep-Lsg. 1 50 mM Glucose, 25 mM Tris/HCl, pH 8.0, 10 mM
EDTA

MiniPrep-Lsg. 1 + RNase A MiniPrep-Lsg. 1, 200 µg/ml RNase A; 4 °C
MiniPrep-Lsg. 2 0.2 M NaOH, 1 % SDS
MiniPrep-Lsg. 3 5 M KaOAc pH 4.8
10X PCR-Puffer 15 mM MgCl2, 100 mM Tris, 500 mM KCl, pH

8.3; autoklaviert; -20 °C
DEPC-Wasser 0.1 % (v/v) DEPC; doppelt autoklaviert
TBE 90 mM Tris-borat, 2 mM EDTA
TE-Puffer 10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA, pH 7.5
TFB1 50 mM MnCl2, 100 mM KCl, 10 mM CaCl2,

30 mM KOAc, 15 % (v/v) Glycerol, pH 6.1; ste-
ril�ltriert; 4 °C

TFB2 10 mM KCl, 75 mM CaCl2, 10 mM MOPS,
15 % (v/v) glycerol, pH 7.0; steril�ltriert; 4 °C

Puffer für biochemische Arbeiten

APS 10 % (w/v) Ammoniumpersulfat
Filterassay-Waschpuffer 100 mM PCA, 100 mM NaCl; in PBST; 4 °C
Fixierlösung 25 % (v/v) 2-Propanol, 65 % (v/v) H2O,

10 % (v/v) Essigsäure
FXIIIa-Transaminierungspuffer 100 mM Tris/HCl, 5 mM CaCl2, 50 mM DTT, 1 x

Proteaseinhibitor, pH 8.5
GroESL-Waschpuffer 50 mM Triethanolamin, 50 mM KCl, 20 mM

MgCl2, 5 mM ATP, pH 7.5
PBS 137 mM NaCl, 8 mM Na2HPO4, 2.7 mM KCl,

1.8 mM KH2PO4, pH 6.8
PBST 0.1 % Tween-20 (v/v) in PBS
PCA/SMBS 300 mM PCA, 4 mM Natriummetabisul�t; 4 °C

� Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Tabelle 3.5 � Fortsetzung

Puffer Zusammensetzung

10 x Ponceau-Rot 2 g Ponceau S, 30 g TCA, 30 g Sulfosalicylsäure,
H2O ad 100 ml

10 x SDS-PAGE-Laufpuffer 250 mM Tris, 1.9 M Glycin, 1 % SDS, pH 8.3
5 x SDS-Ladepuffer 0.225 M Tris/HCl, 50 % Glycerol, 5 % SDS,

0.05 % Bromphenolblau, 0.25 M DTT, 10 % (v/v)
β-Mercaptoethanol; -20 °C

SDS-PAGE-Sammelgelpuffer 1 M Tris, pH 6.8
SDS-PAGE-Trenngelpuffer 1.5 M Tris, pH 8.8
TBSC 20 mM Tris/HCl, 130 mM NaCl, 5 mM CaCl2, pH

7.4; 4 °C
TGaseII-Transaminierungspuffer 50 mM Tris/HCl, 10 mM CaCl2, 1 mM DTT, 1 x

Proteaseinhibitor, pH 8.0
Western-Blot-Blockierungspuffer 3 % (w/v) BSA; in PBST; 4 °C
Western-Blot-Erstantikörperpuffer 1 % (w/v) BSA, 0.01 % (w/v) NaN3; in PBST; 4 °C
Western-Blot-Transferpuffer 48 mM Tris, 39 mM Glycin, 0.0375 % (w/v) SDS,

0.1 % (w/v) NaN3, 20 % (v/v) Methanol
Western-Blot-Zweitantikörperpuffer 1 % (w/v) BSA; in PBST; 4 °C

Puffer für Arbeiten mit Versuchstieren

Anästhetikum 5 % Rompun, 20 % Ketamin in 0.9 % NaCl
Natriumcitrat 109 mM Natriumcitrat
Tyrode-HEPES (THe) 134 mM NaCl, 0.34 mM Na2HPO4, 2.9 mM KCl,

12 mM NaHCO3, 20 mM HEPES, 5 mM Glucose,
1 mM MgCl2

Medien für Bakterien

LB-Medium 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, H2O
ad 1 l; autoklaviert; 4 °C

LB-Ampicillin-Agar 1 l LB-Medium, 15 g Bacto-Agar, 0.1 g Ampicillin;
autoklaviert; 4 °C

LB-Kanamycin-Agar 1 l LB-Medium, 15 g Bacto-Agar, 0.05 g Ampicil-
lin; autoklaviert; 4 °C

2-YT-Medium 16 g Trypton, 10 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, H2O
ad 1 l; autoklaviert; 4 °C

Medien für die Zellkultur

Kulturmedium RPMI 1640, 10 % (v/v) FCS, 100 µg/ml Penicillin,
100 µg/ml Streptomycin, 50 µg/ml Gentamycin

� Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Tabelle 3.5 � Fortsetzung

Puffer Zusammensetzung

Einfriermedium Kulturmedium mit 20 % (v/v) hitzeinaktiviertem
FCS und 10 % (v/v) DMSO; frisch angesetzt

3.1.11 Geräte

Die benutzten Geräte sind in Tabelle 3.6 aufgeführt.

Tabelle 3.6: verwendete Geräte
Gerät Hersteller

GelDoc BioRad Gel Doc 2000
Photometer Eppendorf BioPhotometer
Entwicklermaschine Agfa Curix 60
Scanner Agfa Duoscan f40
Szintillator Packard Tri-Carb 2100TR
Phosphoimager Molecular Dynamics Storm800

3.1.12 Sonstige Materialien

Eine Übersicht der sonstigen Materialien ist in Tabelle 3.7 dargestellt.

3.2 Methoden

3.2.1 Nucleinsäuren

3.2.1.1 Analytische Plasmidisolierung

Eine einzelne Bakterienkolonie wurde in 3 ml LB-Medium, das mit dem entsprechenden Antibiotikum
komplementiert worden war, überführt und über Nacht bei 200 rpm und 37 °C inkubiert. Die Zellen
wurden durch 5 min Zentrifugation bei 2500 x g gesammelt und in 50 µl MiniPrep-Lsg. 1 resuspendiert.
Nach Zugabe von 50 µl MiniPrep-Lsg. 1 + RNaseA und 5 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden
200 µl MiniPrep-Lsg. 2 zugegeben. Der Ansatz wurde vorsichtig invertiert, 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert und mit 150 µl MiniPrep-Lsg. 3 versetzt. Nach Mischen wurde die Probe 10 min auf Eis
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Tabelle 3.7: Sonstige Materialien
Material Hersteller

Amplify™ Amersham
Bakterienkulturmaterial Greiner
Complete Protease Inhibitor Cocktail Roche
DC-Fertigfolien (PEI-Cellulose) Schleicher & Schuell
Dialysekammer Roth Roti® Elutionsgefäÿe
DNA-Gröÿenstandard MBI Fermentas, NEB, Eurogentec
Dynabeads® M-280 Streptavidin Dynal
EZview™Red Glutathione Af�nity Gel Sigma
GelCode Blue Stain Reagent Pierce
Glasfaser�lter GF-C Whatman
Hybond™ ECL Amersham Pharmacia Biotech
Lysozym aus Hühnereiweiÿ Fluka
PageBlue™ Protein Staining Solution Fermentas
Protein-Gröÿenstandard MBI Fermentas
random hexamer Primer Promega
RNase-Inhibitor Promega
Röntgen�lm FujiFilm Super RX
Streptavidin-HRP Pierce
Szintillations�üssigkeit Beckmann ReadyProtein+
Whatman-Papier Roth
Zellkulturmaterial Greiner, Nunc, TPP, Corning

inkubiert und 5 min bei 13000 x g und 4 °C zentrifugiert. Zu dem abgenommenen Überstand wurde
1 ml abs. Ethanol gegeben und für 5 min bei 13000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das entstandene Pellet
wurde dann mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen, nochmals für 5 min bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert
und luftgetrocknet. Die gereinigte DNA wurde in 50 µl 5 mM Tris/HCl aufgenommen. Alternativ wurde
Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen mithilfe des NucleoSpin® Plasmid Kit nach Herstellerangaben
gereinigt.

3.2.1.2 Präparative Plasmidisolierung

Zur Gewinnung gröÿerer Mengen Plasmid-DNA wurden 200 ml LB-Medium mit dem entsprechenden
Antibiotikum versetzt, mit einer einzelnen Bakterienkolonie inokuliert und über Nacht bei 200 rpm und
37 °C inkubiert. Plasmid-DNA wurde dann unter Benutzung des QIAGEN Plasmid Maxi Kit nach Her-
stellerangaben aufgereinigt. Die Konzentration der erhaltenen DNA wurde spektrometrisch bestimmt.
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3.2.1.3 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonucleasen

Die Spaltung von DNAmit Restriktionsendonucleasen erfolgte nach den jeweiligen Herstellerangaben.

3.2.1.4 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde 0.7 - 1.3 % Agarose in 0.5 % TBE aufgekocht, mit
1 µg/ml Ethidiumbromid versetzt und in Gelkammern gegossen. Die Proben wurden mit 6 x DNA-
Ladepuffer vermischt und mit 5 µl DNA-Gröÿenstandard aufgetragen; die Elektrophorese erfolgte dann
bei 120 V für 20-30 min. Die einzelnen Banden wurden durch UV-Licht visualisiert und mittels einer
VGA-Kamera fotogra�ert.

3.2.1.5 Isolierung von DNA-Fragmenten

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mittels QIAEX®II nach Herstelleranga-
ben.

3.2.1.6 Bestimmung von Nucleinsäurekonzentrationen

Die Bestimmung von Nucleinsäurekonzentrationen wurde photometrisch bei 260nm durchgeführt oder
über einen Vergleich der Bandenintensität nach Agarose-Gelelektrophorese mit der Intensität ähnlicher
Banden eines DNA-Gröÿenstandards, dessen DNA-Mengen bekannt waren.

3.2.1.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Um DNA-Fragmente in einen Vektor zu integrieren, wurden zunächst Fragment und Plasmid mit kompa-
tiblen Restriktionsendonucleasen gespalten und über Agarosegelelektrophorese aufgereinigt. Es wurden
dann Fragment und Plasmid in einem molaren Verhältnis von 3:1 in einem Ligationsansatz (100 ng
DNA, 1 x T4-Puffer, 1 µl T4 DNA-Ligase, Wasser ad 10 µl) für 3 h bei Raumtemperatur oder über
Nacht bei 4 °C inkubiert. Als Kontrolle wurde Plasmid ohne Fragment eingesetzt.
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3.2.1.8 Herstellung transformationskompetenter E. coli-Bakterien

100 ml LB-Medium mit einem entsprechenden Antibiotikum wurde mit einer frischen Übernachtkultur
des betreffenden E. coli-Stammes inokuliert und über Nacht inkubiert. Nach 5-minütiger Inkubation auf
Eis wurde die Kultur 5 min bei Maximalgeschwindigkeit und 4 °C zentrifugiert, das entstandene Pellet
wurde dann in 30ml kaltem TFB1 aufgenommen und 90min auf Eis inkubiert. Nach 5 min Zentrifugation
bei maximaler Geschwindigkeit und 4 °C wurde das Pellet in 4 ml kaltem TFB2 aufgenommen, sofort in
50 µl-Portionen verteilt und in �üssigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -70 °C.

3.2.1.9 Transformation

Zur Transformation von E. coli-Zellen mit Plasmid-DNA wurden 50 µl transformationskompetenter Zellen
5 min auf Eis aufgetaut. Es wurden dann 10-100 µg DNA zugegeben und 20 min auf Eis inkubiert,
einem Hitzeschock für 1 min bei 42 °C folgten dann 5 min auf Eis. Zur Regeneration der Zellen wurde
der Ansatz mit 500 µl LB-Medium versetzt und 1 h bei 37 °C und 400 rpm inkubiert. Bei Verwendung
von Plasmiden mit Ampicillinresistenz wurde der Regenerationsschritt ausgelassen. Die Transformanten
wurden dann auf LB-Agar-Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen und über Nacht
bei 37 °C inkubiert. Bei Verwendung von E. coli XL1-blue in Verbindung mit einem Plasmid, das Blau-
Weiÿ-Selektion erlaubt, wurden selektive LB-Agar-Platten mit 100 µl 100 mM IPTG und 20 µl 5 % X-Gal
supplementiert, 30 min bei 37 °C vorinkubiert, mit der Bakteriensuspension bestrichen und über Nacht
bei 37 °C inkubiert.

3.2.1.10 Langzeitlagerung von Bakterien

Um transgene Bakterienkulturen über längere Zeiträume verfügbar zu machen, wurden Glycerinkulturen
angelegt. Dazu wurden 4 ml einer frischen Übernachtkultur 15 min bei 2000 x g und 4 °C zentrifugiert.
Das Pellet wurde dann in 1 ml LB-Medium resuspendiert, mit 1 ml 87 % Glycerol versetzt, auf 4 °C
gekühlt und mindestens 24 h bei -20 °C gelagert. Die Endlagerung erfolgte dann bei -80 °C.

3.2.1.11 Polymerase-Kettenreaktion

Zur Vervielfältigung von DNA-Fragmenten wurden je nach Fragestellung unterschiedliche hitzetabile
DNA-Polymerasen eingesetzt. So kam bei analytischen Aufgaben die günstigere Taq-Polymerase und
bei präparativen Ansätzen Pfu-Polymerase zum Einsatz, da letztere weniger Fehler in das Produkt ein-
baut. Die DNA-Polymerasen, die allgemein für die PCR1 eingesetzt werden, stammen aus thermophilen

1polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
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Einzellern wie in diesem Fall dem Eubakterium Thermus aquaticus (Taq) oder dem Archaebakterium
Pyrococcus furiosus (Pfu). Taq-Polymerase zeichnet sich durch eine matrizenunabhängige Polymerase-
aktivität aus, die in der Anheftung eines Desoxyadenosins am 3'-Ende des DNA-Stranges resultiert.
Die Pfu-Polymerase dagegen besitzt keine matrizenunabhängige Polymeraseaktivität, aber eine 3'-5'-
Exonucleaseaktivität, die dem Enzym eine Korrekturlesefunktion erlaubt und daher die Fehlerrate in der
PCR reduziert.
Ein typischer PCR-Ansatz enthielt die in Tabelle 3.8 dargestellten Komponenten; es wurden jeweils die
der Polymerase entsprechenden Reaktionspuffer verwendet. Für Experimente mit Phusion™-Polymerase
wurden die Herstellerangaben zugrundegelegt. Im Anhang, Tabelle A.3 ist ein typisches PCR-Programm
für die Pfu-Polymerase aufgeführt. Die Komponenten wurden bis auf das Enzym auf Eis zusammenpipet-
tiert, direkt in einen heiÿen PCR-Block überführt und dann mit der Polymerase versetzt. Die Temperatur
der Primeranlagerung (Annealingtemperatur) wurde so gewählt, dass sie etwa 5 °C unter der Schmelz-
temperatur der verwendeten Primer lag.

Tabelle 3.8: Typischer PCR-Ansatz
10-50 ng DNA-Matrize
250 µM dNTPs
2 µM MgCl2
0.2 µM Primer 1
0.2 µM Primer 2
2,5U DNA-Polymerase

PCR-Reaktionspuffer

3.2.1.12 Isolierung von Gesamt-RNA

Alle Inkubationsschritte wurden bei Raumtemperatur durchgeführt. 50-100 mg Gewebe wurden in
1 ml TRIzol® durch Pipettieren lysiert und 5 min inkubiert. Nach Zugabe von 0.2 ml Chloroform und
3 min Inkubation wurde für 15 min bei 12000 x g und 4 °C zentrifugiert. Die obere wässrige Phase
wurde abgenommen, mit 0.5 ml 2-Propanol versetzt und 10 min inkubiert. Das Pellet, das aus einer
10-minütigen Zentrifugation bei 12000 x g und 4 °C erhalten wurde, wurde mit 1 ml 75 % Ethanol
gewaschen, 5 min bei 7500 x g und 4 °C zentrifugiert und für 5 bis 10 min luftgetrocknet. Das in 50 µl
DEPC-Wasser aufgenommene Pelet wurde abschlieÿend für 5 min bei 55 °C inkubiert, um die RNA zu
lösen.

3.2.1.13 Reverse Transkriptions-PCR (RT-PCR)

Zur reversen Traskription von isolierter mRNA wurden 1,1 µg Gesamt-RNA mit 0.6 µl random hexamer
Primer für 3 min bei 80 °C inkubiert. Anschlieÿend wurde das Gemisch schnell auf 4 °C abgekühlt, um
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eine Anlagerung der Primer zu ermöglichen. Es folgte eine Zugabe von 6 µl 5 x RT-Puffer, 6 µl 2.5 mM
dNTPs, 3 µl 100mM DTT und 0.75 µl RNase-Inhibitor (40 U/µl) sowie 2 µl Reverse Transkriptase
(M-MLV; 200 U/µl). Nach 60 min bei 42 °C wurde die Reaktion durch Erhitzen auf 70 °C für 10 min
gestoppt. Die synthetisierte cDNA2 wurde entweder direkt in einer PCR eingesetzt oder bei -20 °C
gelagert.

3.2.1.14 Sicherung von PCR-Produkten

Zur Generierung von Vektoren erstellte PCR-Produkte wurden unter Verwendung des pGEM®-Teasy-
Systems (Promega) gesichert. Fragmente, die mit Taq-Polymerase hergestellt wurden, können wegen
der aufgrund der matrizenunabhängigen Polymeraseaktivität vorhandenen A-Überhänge direkt in den
linearisierten Vektor ligiert werden. Mit Pfu-Polymerase hergestellte Fragmente enthalten diese Überhän-
ge nicht; sie müssen mit Taq-Polymerase nachbehandelt werden. Dazu wurde der PCR-Ansatz zunächst
zweimal bei -80 °C eingefroren und aufgetaut, um die Polymerase zu inaktivieren, und dann mit 1 mM
MgCl2 und 250 µM dNTPs sowie 1 µl Taq-Polymerase komplementiert. Es folgte ein 10-minütiger Inku-
bationsschritt bei 72 °C. Die PCR-Produkte wurden dann mittels Agarosegelelektrophorese aufgereinigt
und in eine Ligation mit pGEM®-T eingebracht. Dazu wurden 1 µl pGEM®-T (≡ 50 ng), 5 µl 2 x
Reaktionspuffer, 1 µl T4 DNA-Ligase und ein dreifacher molarer Überschuss des PCR-Produktes oder
2 µl der mitgelieferten Kontroll-DNA eingesetzt. Der Ansatz wurde 2-5 h bei Raumtemperatur oder
über Nacht bei 4 °C inkubiert und in E. coli XL1-blue transformiert.

3.2.1.15 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA erfolgte nach der Didesoxymethode [35] durch MWG Biotech (Ebers-
berg).

3.2.1.16 Klonierungsstrategien

• pGEX-Gαq

Aus dem vorhandenen Plasmid pXL-Gαq wurde mit Sma I und Not I die codierende Sequenz
für Gαq ausgeschnitten. Das 1120 bp groÿe Fragment wurde dann in einen ebenfalls mit Sma I
und Not I behandelten pGEX-4T-1 ligiert, transformiert und analysiert. Die Plasmid-DNA einer
positiven Kolonie wurde aufgearbeitet und in Expressionsexperimenten eingesetzt.

2complementary DNA
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• pGEX-Gαo2Q205L
Der ORF für Gαo2Q205L wurde aus dem entsprechenden pCR3.1-Plasmid mittels Sac I und
EcoR I ausgeschnitten, wobei die Überhänge der Sac I-Schnittstelle mittels T4-Polymerase in blunt
ends umgewandelt wurden. Dieses Fragment (1067 bp) wurde dann in einen mit Sma I und
EcoR I geschnittenen pGEX-4T-1 ligiert. Ein positiver Klon wurde ausgewählt, aufgearbeitet und
für Expressionen eingesetzt.

• pGEX-GαqQ203L
Das 1120 bp groÿe GαqQ203L-Fragment, das durch Restriktion mit Sma I und Not I aus dem
pCR3.1-Plasmid gewonnen worden war, wurde in entsprechend geschnittenen pGEX-4T-1 ligiert.
Eine positive Kolonie wurde aufgearbeitet und für Expressionen verwendet.

• pKLAC-Gαo1

Mittels PCR wurde unter Verwendung der Primer Gαo1-fw und -rv und pGEX-Gαo1 ein 1084 bp
groÿes Fragment erhalten, das zunächst in pGEM®-Teasy integriert wurde. Mittels Sal I und Bgl II
wurde dann der codierende Bereich in pKLAC1 umkloniert. Der Plasmid wurde in E. coli vermehrt
und aufgereinigt.

3.2.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.2.1 Expression von GST-Fusionsproteinen

Zur Expression von mit pGEX-Konstrukten transformierten E. coli-BL21-Zellen wurden 200 ml ampicill-
inhaltiges 2-YT-Medium mit 5-20 ml einer Übernachtkultur inokuliert und in einem Schüttler bei 37 °C
und 225 rpm bis zu einer optischen Dichte von OD600 = 0,7 inkubiert. Es wurde dann durch Zugabe
von 0.1 mM IPTG induziert und nach 2.5h das Wachstum durch Kühlen auf 4 °C unterbrochen. Im Falle
von pGEX-Gαo1 wurde die Expression zum Teil bei 20 °C durchgeführt. Die Zellen wurden dann durch
Zentrifugation für 15min bei 2000 x g und 4 °C pelletiert, mit 400 µl 50 x Complete Proteaseinhibi-
tor (PI) versetzt und bei -20 °C bis zur Aufarbeitung gelagert.
Bei der prokaryotischen Expression von gröÿeren Proteinen, wie den Gα-Untereinheiten heterotrimerer
GTPasen, treten oftmals Fehlfaltungen und damit unlösliche Aggregate auf. Um dies zu vermeiden, wur-
de ein Bakterienstamm verwendet, der bereits das Konstrukt pREP4-groESL enthält. Die Anwesenheit
der der so koexprimierten Chaperone GroES und GroEL erhöht deutlich die Ausbeute und Reinheit von
rekombinanten Proteinen [34].
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3.2.2.2 Präparation und Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

E. coli-BL21-Zellen aus Expressionsansätzen wurden aufgebrochen, indem zunächst 10 ml kaltes PBS
zugegeben wurde. Nach Resuspendieren und Zugabe einer Spatelspitze Lysozym wurde der Ansatz
für 15 min bei 4 °C invertiert und dann 10 ml kaltes PBS hinzugefügt. Der Zellaufschluss erfolgte an-
schlieÿend durch 3 x 30 Ultraschallschläge. Es wurden daraufhin 2 ml 10 % TritonX-100 zugegeben,
für 30 min bei 4 °C invertiert und für 20 min bei 12000 x g und 4 °C zentrifugiert, um Zelltrümmer
zu entfernen. Der Überstand wurde dann mit 200 µl einer doppelt gewaschenen 50 %igen Suspension
von EZview™ Red Glutathione Af�nity Gel versetzt und über Nacht bei 4 °C invertiert. Die Matrix mit
dem daran gebundenen Fusionsprotein wurde dann durch 5-minütige Zentrifugation bei 500 x g und
4 °C pelletiert und zweimal mit 5 ml kaltem PBS gewaschen. Um die koexprimierten Chaperone zu
entfernen, wurde das Pellet durch 10-minütiges Invertieren bei 4 °C mit 350 µl GroESL-Waschpuffer
gewaschen [36]. Das Fusionsprotein wurde dann aus dem durch erneute Zentrifugation gewonnenen
Matrixpellet durch dreimalige Elution (15 min invertieren bei 4 °C; 5 min zentrifugieren bei 500 x g
und 4 °C) mit 350 µl Elutionspuffer gewonnen. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration nach Brad-
ford [37] wurde das Eluat mit 87 %igem Glycerol auf 10 % Glycerol gebracht, auf 50 µl-Portionen
verteilt und bei -80 °C gelagert.

3.2.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteingemischen erfolgte mittels einer diskontinuierlichen SDS-PAGE [38]. In
der vorliegenden Arbeit wurde das Mini-PROTEAN-3-System von Bio-Rad verwendet. Proteinproben
wurden dafür je nach Volumen zunächst mit 5 x SDS-Ladepuffer oder 1 x Laemmlipuffer versetzt und für
5 min bei 95 °C inkubiert. Nach Abkühlen wurden die Proben auf das vorbereitete Gel aufgetragen; die
Elektrophorese erfolgte dann für 20 min bei 80 V und für 1 h bei 200 V. Die Detektion erfolgte entweder
mittels Coomassie-Färbung, durch Immundetektion (western blot) oder durch Autoradiographie. Für die
Coomassie-Färbung wurden kommerzielle Lösungen von kolloidalem Coomassie-Brilliant-Blau R-250
(GelCode oder PageBlue™) entsprechend Herstellerangaben verwendet. Bei dieser Methode entfällt ein
Entfärbungsschritt, es fallen keine toxischen Methanolabfälle an, und die Detektionsgrenze für kleine
Proteinmengen be�ndet sich mit 5 ng unterhalb der Emp�ndlichkeit klassischer Coomassiefärbungen.

3.2.2.4 Western blotting

Beim Immunoblot, auch Western Blot genannt, werden über eine SDS-PAGE aufgetrennte Proteine
zunächst auf eine adhäsive Membran übertragen und dann mittels Immundetektion spezi�sch markiert.
In dieser Arbeit wurden Proteine aus SDS-PAGEs mittels des semidry -Verfahrens (Bio-Rad Trans-Blot
SD Cell) auf Nitrozellulosemembranen übertragen. Dazu wurden 1.4 mm dickes Whatman-Papier,
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Membran, Gel und eine weitere LageWhatman-Papier auf die Anode der Blotting-Apparatur aufgelegt.
Zum Transfer der Proteine wurde für 45 min eine konstante Spannung von 16 V angelegt. Um den
Transfer zu veri�zieren, wurde dann eine Ponceau-Färbung durchgeführt. Dazu wurde die Membran
mit 20 ml Ponceau-Rot geschüttelt, bis Banden sichtbar wurden. Ein kurzerWaschschritt mit PBS entfernte
den Hintergrund, und die Membran wurde nach einem Scan mit PBST wieder entfärbt. Nach Absättigung
freier Bindungsstellen auf der Membran durch Inkubation mit Blockierungspuffer für 1 h oder über
Nacht wurde der Blot für 1 h mit dem Erstantikörper in angegebener Konzentration im entsprechenden
Puffer unter Schütteln inkubiert. Es folgte ein 3 x 10-minütiger Waschschritt mit PBST und dann eine
Inkubation mit HRP-gekoppeltem Zweitantikörper in gegebener Verdünnung in PBST. Durch 3 x 10 min
Waschen in PBST wurde überschüssiger Zweitantikörper entfernt und der Blot dann mittels enhanced
chemoluminescence (ECL) entwickelt. Die an den Zweitantikörper gebundene Meerrettichperoxidase
(horse raddish peroxidase; HRP) oxidiert dabei unter Lichtemission das in der Lösung enthaltene Luminol
mit H2O2. Durch Au�egen eines Röntgen�lms können unter Variation der Belichtungszeit auch sehr
geringe Proteinmengen visualisiert werden. Der in einer Entwicklermaschine entwickelte Film wurde
dann mit einem Durchlichtscanner eingelesen und unter Adobe® Photoshop® nachbearbeitet.

3.2.2.5 In-vitro-Monoaminylierung mit Meerschweinchen-Transglutaminase II

Die in dieser Arbeit durchgeführten Monoaminylierungsversuche basieren zum gröÿten Teil auf Me-
thoden und Erkenntnissen aus Walther et al.,2003 [4]. Kommerziell erhältliche Proteine wurden ent-
weder in den angegebenen Konzentrationen in Reaktionspuffer aufgenommen (bPLA2, Fibrinogen,
N,N-Dimethyl-Casein) oder nach Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bradford in entspre-
chendem Volumen eingesetzt (pPLA2).
Experimente wurden in den meisten Fällen als Dreifachbestimmungen durchgeführt, für die Auswer-
tung wurde vom Messwert der Probe mit TGase der Wert der Kontrollprobe ohne TGase abgezogen.
Die angegebenen Fehler sind als Standardabweichung zu verstehen. Die Signi�kanz unterschiedlicher
Wertpopulationen wurde mittels eines t-Tests nach Student überprüft (∗∗ ≡ p≤0.05 bei 2-seitigem Test,
∗ ≡ p≤0.05 bei 1-seitigem Test).
Monoaminylierungen mit Meerschweinchen-Transglutaminase-II (TGase II) wurden wie folgt durchge-
führt: Das Substratprotein in den jeweiligen Mengen und das Donor-Amin wurden in einem Gesamt-
volumen von 25 µl eingesetzt und mit der Zugabe von 5 mU TGase II wurde die Reaktion gestartet,
die in Endpunktversuchen für 30 min bei 30 °C und 400 rpm inkubiert wurde. Die Probe wurde dann
durch Zugabe von SDS-Ladepuffer abgestoppt und weiterverarbeitet. Bei Zeitverlaufsreihen wurden in
Tripletts gröÿere Ansätze entsprechend den zu bestimmenden Zeitpunkten angesetzt und gestartet, es
wurden dann jeweils 25 µl entnommen und mit SDS-Ladepuffer aufgekocht. Bei Versuchen mit MDC
wurden 100 µM MDC als Monoamin eingesetzt. Das weitere Vorgehen ist in Kapitel 3.2.2.7 dar-
gestellt. Bei Versuchen mit radioaktiv markierten Monoaminen wurden 2 oder 8 pmol von 3H-5-HT,
3H-Histamin (HA), 3H-Dopamin (DA) oder 3H-Noradrenalin (NE) eingesetzt. Die Monoaminylierungs-
reaktion wurde entweder durch Zugabe von 1 mg/ml BSA und 25 % (w/v) Perchlorsäure (PCA) oder
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durch SDS-Ladepuffer abgebrochen, und die Proben wurden nach Kapitel 3.2.2.8 weiterbehandelt.

3.2.2.6 In-vitro-Monoaminylierung mit humanem Blutgerinnungsfaktor XIIIa

Die allgemeine Vorgehensweise ist in 3.2.2.5 beschrieben. Bei Versuchen mit humanem Blutgerinnungs-
faktor XIIIa (FXIIIa) wurde im Wesentlichen nach [39] vorgegangen. Zur Aktivierung des kommerziellen
FXIII wurden kurz vor dem eigentlichen Versuch in einem Ansatz von 70 µl 160 mU FXIII und 2 U
bovines Thrombin in TBSC kombiniert und für 15 min bei 37 °C und 400 rpm inkubiert. Thrombin
wurde danach durch Zugabe von 10 x Proteaseinhibitor inaktiviert. Die Monoaminylierung selbst wur-
de in einem Ansatz von 100 µl in FXIIIa-Transaminierungspuffer mit 5 µl FXIIIa (10 mU) und 2 oder
8 pmol radioaktivem Monoamin, oder 100 µM MDC, bei 37 °C und 400 rpm für 15 min durchgeführt.
Bei Versuchen mit radioaktiv markierten Substraten wurde die Reaktion danach durch Zugabe von
1 mg/ml BSA und 25 % (w/v) PCA beendet. Die Weiterverarbeitung ist in Kapitel 3.2.2.8 beschrieben.
Bei Versuchen mit MDC wurde wie in Kapitel 3.2.2.7 beschrieben vorgegangen.

3.2.2.7 Quanti�zierung der Monoaminylierung mittels �uoreszenzmarkierter Substrate

Monoaminylierungen mit MDC als Donor-Amin wurden durch Zugabe von SDS-Ladepuffer und Inku-
bation für 5 min bei 95 °C beendet. Die Proben wurden dann auf eine SDS-PAGE aufgetragen. Nach
der Elektrophorese wurde das Gel in eine UV-Imager-Apparatur eingebracht, unter Trans-UV-Licht fo-
togra�ert und abschlieÿend mittels Coomassie gefärbt. Die in Kapitel 4 abgebildeten Fluoreszenzbilder
sind invertiert dargestellt.

3.2.2.8 Quanti�zierung der Monoaminylierung mittels radioaktiv markierter Substrate

Mit BSA und PCA abgestoppte Monoaminylierungsansätze wurden, um die proteingebundene Radio-
aktivität festzustellen, in ein Filterassay eingebracht. Dazu wurde eine selbstgefertigte Filternutsche aus
Edelstahl verwendet, die einen Durchmesser von 25 mm aufweist und sich durch einen hohen, abnehm-
baren Rand auszeichnet. Auf die Nutsche wird ein zuvor in PBS vorgeweichter GF-C-Glas�lter aufgelegt
und es wird Vakuum appliziert. Die abgestoppten Proben wurden 2 h auf Eis inkubiert, um enthaltenes
Protein auszufällen. Das vorher zugegebene BSA diente dabei als Fällungsreagenz. Es wurde dann in
schneller Folge 1 ml Filterassay-Waschpuffer zugegeben, resuspendiert und die Probe auf den Filter
aufgebracht. Das Vakuum wurde zuvor so eingestellt, dass die Flüssigkeit schnell abgesaugt wurde. Der
Filter wurde dann dreimal mit 2 ml Filterassay-Waschpuffer gewaschen, mit 5 ml Szintillations�üssigkeit
versetzt und nach 1 h Schütteln in einem Szintillator vermessen.
Mit SDS-Ladepuffer behandelte Proben wurden auf eine SDS-PAGE aufgetragen und einer Elektropho-
rese unterzogen. Das Gel wurde dann 30 min in Fixierlösung und 30 min in Amplify™ geschüttelt
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und anschlieÿend über Nacht unter Vakuum bei 60-80 °C getrocknet. Auf das Gel wurde dann ein
Röntgen�lm aufgelegt, der bei -80 °C für 16 d exponiert wurde.

3.2.2.9 GTP-Hydrolyse

Für die Bestimmung der GTPase-Aktivität rekombinant hergestellter G-Proteine wurde ein GTP-Hydrolyse-
Assay verwendet. Dazu wurden 2 µg des nativen oder des monoaminylierten GST-Fusionsproteins mit
1 mM MgCl2 und 0.01 µCi α32P-GTP für 45 min bei 37 °C inkubiert. Für Negativkontrollen waren
äquivalente Ansätze zuvor für 5 min bei 95 °C denaturiert worden. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 1 % SDS und Inkubation bei 37 °C für 10 min abgestoppt. Es wurden zweimal 1 µl auf eine PEI-
Cellulose-Platte aufgetropft, bei 42 °C getrocknet und einer Dünnschichtchromatographie mit 0.35 M
Ammoniumhydrogencarbonat als Laufmittel unterzogen. Das Chromatogramm wurde dann bei 42 °C
getrocknet und nach Au�egen einer Phosphoimager-Platte über Nacht exponiert.

3.2.3 Zellkultur

3.2.3.1 Allgemeines

Alle Zellkulturabeiten wurden unter einer Sterilbank durchgeführt. Die Kultur der Zellen erfolgte in
einem Brutschrank bei 37 °C in wasserdampfgesättigter Atmosphäre mit 5 % CO2. Um enthaltene
Komplementfaktoren zu inaktivieren, wurde fetales Kälberserum (FCS) vor Verwendung einmalig für
30 min auf 56 °C erhitzt. Medien und Zusätze wurde steril eingesetzt, bei 4 °C gelagert und vor
Verwendung auf 37 °C vorgewärmt. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei 400 x g und 4 °C für
5 min.

3.2.3.2 Kultivierung der Zelllinie P815

Die in Suspension wachsende Zelllinie P815 wurde kultiviert, bis eine genügende Zelldichte erreicht war.
Die Zellen wurden dann durch Zentrifugation pelletiert und in frischem Kulturmedium aufgenommen,
um sie dann verdünnt erneut auszusäen oder in Versuchen zu verwenden. Die Zellzählung erfolgte in
einer Neubauer-Zählkammer.
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3.2.3.3 Einfrieren und Auftauen eukaryotischer Zellen

Mit kaltem PBS gewaschene Zellen wurden nach Resuspension in Einfriermedium auf 1-1.5 x 107 Zel-
len/ml eingestellt. Je 1 ml der Suspension wurde dann in ein Cryo-Röhrchen überführt und sofort auf
Eis gestellt. Das Einfrieren erfolgte bei -80 °C in einer Styroporbox.
Zum Auftauen wurden die Zellen auf 37 °C temperiert und sofort mit 20 ml vorgewärmtem Kulturme-
dium versetzt, um das im Einfriermedium enthaltene DMSO zu verdünnen. Danach wurden die Zellen
zentrifugiert, in Kulturmedium mit 10 % FCS aufgenommen und auf eine Kulturschale gegeben.

3.2.3.4 Monoaminylierung in P815-Zellen

Zur Untersuchung der Monoaminylierung in P815-Zellen wurden je 1 Million Zellen in 8-12 Kavi-
täten (wells) einer 24-well-Kulturplatte eingebracht und Kulturmedium mit 2.5 nCi/µl 3H-5-HT oder
3H-Histamin zugegeben. Es wurden dann nach 0, 1.5 und/oder 3 h jeweils drei wells mit 1 ml PBS
versetzt, resuspendiert, zentrifugiert und das Pellet mit 1 ml PBS gewaschen. Die Zellen wurden dann
für mindestens 15 min bei -70 °C eingefroren, anschlieÿend mit 100 µl PCA/SMBS versetzt und mittels
eines Pistills lysiert. Die Probe wurde nach Zugabe von 400 µl PCA/SMBS in ein 2 ml-Reaktionsgefäÿ
überführt und das alte Reaktionsgefäÿ mit 1 ml PCA/SMBS nachgespült. Der Ansatz wurde dann für
15 min bei 14000 x g und 4 °C zentrifugiert und das Pellet zweimal mit 1 ml PCA/SMBS gewaschen.
Vom Überstand wurden 150 µl in 5 ml Szintillations�üssigkeit transferiert. Das Pellet wurde in 250 µl
10 % SDS resuspendiert, 5 min bei 95 °C inkubiert, quantitativ in 5 ml Szintillations�üssigkeit überführt
und vermessen.

3.2.4 Tiermodelle

3.2.4.1 Die Tryptophanhydroxylase-1-de�ziente Mauslinie Tph1-/-

Die Herstellung und Haltung der Mauslinie Tph1-/- ist in [3] beschrieben. Die Tiere sind äuÿerlich
unauffällig, zeigen aber längere Blutungszeiten infolge einer verminderten Thrombozytenaggregati-
on. Neben einem immunologischen Phänotyp ist die Insulinausschüttung aus pankreatischen β-Zellen
vermindert.

3.2.4.2 Isolierung und Zählung von Thrombozyten

Tph1-/--Mäuse wurden durch Injektion von 200 µl Anästhetikum in den Bauchraum betäubt. Es wurde
dann die Bauchdecke geöffnet und die Vena cava freigelegt, aus der 900 µl Blut in 100 µl Natriumcitrat
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entnommen wurden. Nach Zugabe von 500 µl Tyrode-HEPES (THe) wurde für 8 min bei 210 x g
zentrifugiert. Die obere Phase wurde dann nochmals bei 1020 x g für 5 min zentrifugiert und das
Thrombozytenpellet in wenig THe resuspendiert. Die Blutplättchen wurden dann in einer Neubauer-
Zählkammer gezählt und mit THe auf die gewünschte Konzentration eingestellt.

3.2.4.3 BAPAylierung in Tph1-/--Thrombozyten

Um die Monoaminylierung in vivo nachweisen zu können, wurden 2,6*108 isolierte Tph1-/--Thrombo-
zyten in 1 ml THe mit 10 mM 5-Biotinamidopentylamin (BAPA) für 1 h bei Raumtemperatur präinkubiert.
Die Kontrolle war zuvor für 20 min bei Raumtemperatur mit 0.5 mM Cysteamin behandelt worden.
Dem Aggregationsansatz wurde in dieser Reihenfolge 50 mM CaCl2, 25 µM Fen�uramin, 25 µM Fluo-
xetin und 23,5 µM α-Methyl-5-HT zugegeben und der Ansatz dann 35 min bei 37 °C und 300 rpm
inkubiert. Die Kontrolle wurde mit dem entsprechenden Volumen THe versetzt und bei Raumtemperatur
belassen. Nach Zugabe von 1 x Proteaseinhibitor wurden die Zellen durch mechanischen Stress lysiert.
Mit THe auf 800 µl eingestellte Proben wurden über 3 Tage unter Rühren gegen 800 ml PBS mit 1 x
Proteaseinhibitor bei 4 °C dialysiert, um nicht proteingebundenes BAPA zu entfernen. Nach Zugabe
von 30 µl Dynabeads® M-280 Streptavidin wurden die Proben 2 h bei 4 °C invertiert. Biotin bindet
sehr fest an Streptavidin, daher sollte BAPA in diesem Schritt quantitativ an die mit Streptavidin über-
zogenen Magnetkügelchen binden, und BAPAylierte Proteine sollten sich durch Magneteinwirkung aus
der Mischung separieren lassen. Die Streptavidin-beads wurden dann mittels eines Magneten pelletiert,
zweimal mit 500 µl PBST gewaschen und mit 25 µl 1 x Laemmlipuffer aufgekocht. Die anderen Fraktio-
nen wurden ebenfalls für eine SDS-PAGE vorbereitet. Es wurde dann eine SDS-PAGE und ein Western
Blot durchgeführt. Dabei wurden von den Überständen 50 µl und mit 30 µl die gesamte Pelletfrak-
tion aufgetragen. Die Detektion erfolgte einerseits mit einem spezi�schen Antikörper (Erstantikörper:
1:2000; Zweitantikörper: 1:80000) und andererseits mit HRP-Streptavidin (1:50000). Als Kontrollen
wurden 2 µg GST-Rab4 mit 0.75 U α-Thrombin in TBS für 15 min bei 37 °C und 400 rpm inkubiert, um
GST abzuspalten. Das freie Rab4 (rRab4) wurde dann neben 30 µl 1 mM BAPA und 2 µg GST-Rab4
auf eine SDS-PAGE aufgetragen und entsprechend den übrigen Proben weiterbehandelt.
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Ergebnisse

4.1 Kleine GTPasen

4.1.1 RhoA

4.1.1.1 Herstellung und katalytische Aktivität von GST-RhoA

Der Anstoÿ zu den in dieser Arbeit vorgestellten Experimenten wurde durch Erkenntnisse gegeben,
die im Rahmen einer Mitarbeit gewonnen worden waren [4]. Einiges wies darauf hin, dass die kleine
GTPase RhoA ein gutes in vitro-Modell für die TGase-vermittelte Monoaminylierung, zumindest für den
Umsatz mit Monodansylcadaverin, sein könnte. Der erste Teil der Arbeit befasst sich daher mit der Ex-
pression der kleinen GTPasen RhoA, Rab4, Rab27a und Cdc42 und der biochemischen Untersuchung
der Monoaminylierung dieser Proteine anhand von in vitro-Experimenten.
Durch Expression des Plasmids pGEX-RhoA in E. coli BL21(DE3)-Zellen und nachfolgende Af�nitäts-
aufreinigung mittels Glutathion-Agarose konnte GST-RhoA erhalten werden. In Abbildung 4.1 B ist
eine SDS-PAGE dargestellt, auf der für GST-RhoA eine Bande bei etwa 45 kD zu erkennen ist. Die
theoretische Masse des Fusionsproteins liegt bei 49.3 kD.
Abbildung 4.1 A zeigt eine Autoradiographie, bei der die katalytische Aktivität des rekombinanten Pro-
teins durch Hydrolyse von α32P-GTP und anschlieÿender Dünnschichtchromatographie nachgewiesen
wurde. Deutlich sichtbar ist die Entstehung von α32P-GDP durch Anwesenheit von nativem GST-RhoA.

4.1.1.2 Monoaminylierung von GST-RhoA

RhoA war als Beispiel für eine kleine GTPase, die durch TGase II monoaminyliert werden kann, in
Walther et al. 2003 [4] aufgeführt worden. Es wurden daher mit GST-RhoA weitere Versuche durchge-
führt, in denen das Fusionsprotein mit Monodansylcadaverin oder radioaktiv markierten Monoaminen
umgesetzt wurde. Das Ergebnis eines Experiments, bei dem die Reaktionszeit variiert wurde, ist in
Abbildung 4.2 dargestellt. Nach einer Reaktionszeit von etwa 10 min war keine weitere Steigerung der
Fluoreszenzintensität feststellbar, die Kontrolle N,N-Dimethyl-Casein ergab ein deutliches Signal.
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Abbildung 4.1: A: GTPase-Aktivität von GST-RhoA
B: SDS-PAGE rekombinant exprimierter kleiner GTPasen

Abbildung 4.2: Monoaminylierung von GST-RhoA mit Monodansylcadaverin
A: Coomassie-Färbung; B: Fluoreszenz; C: Densitometrisch ausgewertete Fluoreszenz

Bei Umsetzung mit 3H-markierten Monoaminen und TGase II wurden die in Abbildung 4.3 wieder-
gegebenen Werte gefunden, es ist hier und in allen folgenden Darstellungen dieser Art jeweils die
Nettoinkorporation ohne unspezi�sche Bindung dargestellt. Eine deutliche Monoaminylierung ist ledig-
lich bei Histamin und Dopamin zu �nden, die Werte für 5-HT und Noradrenalin sind nicht signi�kant.
Versuche mit FXIIIa als TGase (Abbildung 4.3) ergaben keine signi�kanten Werte.
Mit TGase II und 3H-Histamin oder 3H-5-HT umgesetztes GST-RhoA wurde über eine SDS-PAGE aufge-
trennt und in einer Autoradiographie detektiert. Das Ergebnis, das in Abbildung 4.4 wiedergegeben ist,
zeigt eine Bande um 47 kD in der Spur des mit 3H-Histamin umgesetzten Proteins. Eine Serotonylierung
konnte hier nicht gefunden werden.

33



Kapitel 4 Ergebnisse

Abbildung 4.3: Monoaminylierung von GST-RhoA mit 3H-markierten Monoaminen
∗∗ ≡ p≤0.05 bei 2-seitigem t-Test, ∗ ≡ p≤0.05 bei 1-seitigem t-Test; 2pmol Monoamine
bei TGase II

Abbildung 4.4: Autoradiographie der Monoaminylierung von GST-RhoA mit 3H-markierten Monoami-
nen

4.1.2 Andere kleine GTPasen

4.1.2.1 Herstellung von kleinen GTPasen der Rho- und Rab-Familie

Vorversuche legten die Vermutung nahe, dass neben RhoA auch andere kleine GTPasen Substrate für
TGasen sein könnten. Neben den in [4] erwähnten Proteinen Rab4 und Rab27a wurde auch Cdc42
untersucht.
Um diese Proteine zu erhalten, wurden entsprechende pGEX-Konstrukte in E. coli BL21(DE3)-Zellen
exprimiert und mittels Af�nitätschromatographie gereinigt. Eine SDS-PAGE mit den erhaltenen Fusions-
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proteinen ist in Abildung 4.1 B wiedergegeben. Die theoretischen Gröÿen der Fusionsproteine sind in
Tabelle 4.1 aufgeführt.

Tabelle 4.1: Molekulargewichte der untersuchten GTPasen
GTPase Masse

GST-RhoA 49.3 kD
GST-Rab4 49.5 kD
GST-Rab27a 51.0 kD
GST-Cdc42 47.3 kD
GST-Gαo1 66.0 kD
GST-Gαq 67.5 kD

4.1.2.2 Monoaminylierung von kleinen GTPasen der Rho- und Rab-Familie

Analog zu den mit GST-RhoA durchgeführten Versuchen wurden auch die GTPasen GST-Rab4, GST-
Rab27a und GST-Cdc42 untersucht. Die Ergebnisse der Monoaminylierung mit MDC sind in Abbil-
dung 4.5 zusammengefasst. TGase II ist in der Lage, MDC kovalent an GST-Rab4, GST-Rab27a und
GST-Cdc42 zu binden, wie aus Teil B ersichtlich wird. N,N-Dimethyl-Casein zeigt bei Umsetzung
mit TGase II ein deutliches Signal. Der Blutgerinnungsfaktor XIIIa führt die Transamidierungsreaktion
lediglich bei GST-Rab27a durch, in den Spuren mit GST-Rab4 und GST-Cdc42 ist in Teil D keine Fluo-
reszenz erkennbar. Dies deutet auf eine Substratspezi�tät seitens des Enzyms hin. Die Positivkontrolle
N,N-Dimethyl-Casein zeigt die erwartete starke Fluoreszenz, während die Negativkontrolle GST keine
Inkorporation erkennen lässt. Abbildung 4.6 illustriert die Ergebnisse der mit radioaktiv markierten
Monoaminen umgesetzten kleinen GTPasen, die Zahlenwerte selbst sind in Tabelle 4.1.2.2 aufgeführt.
Auch hier ist eine deutliche Substratspezi�tät der TGase sowohl hinsichtlich der Monoamin- als auch
der Proteinkomponente sichtbar. So wird beispielsweise GST-Rab4 und GST-Ccd42 von TGase II zu
einem gröÿeren Teil mit 3H-5-HT umgesetzt als GST-Rab27a. Bei 3H-Histamin �nden sich 13081 cpm
für GST-Rab4, 6814 cpm für GST-Cdc42 und lediglich 353 cpm für GST-Rab27a beim Umsatz mit
TGase II. Bei 3H-Dopamin liegen ähnliche Verhältnisse wie bei 3H-5-HT vor, und 3H-Noradrenalin wird
von TGase II nur mit GST-Rab4 und GST-Cdc42 umgesetzt.
Betrachtet man den Umsatz mit FXIIIa, so konnte in keiner Kombination eine signi�kante Monoaminylie-
rung gefunden werden, lediglich GST-Rab4 wird mit 3H-Histamin zu einem geringen Teil umgesetzt.
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Abbildung 4.5: Monoaminylierung von anderen kleinen GTPasen mit Monodansylcadaverin
A,C: Coomassie-Färbung; B,D: Fluoreszenz

Abbildung 4.6: Monoaminylierung von anderen kleinen GTPasen mit 3H-markierten Monoaminen
∗∗ ≡ p≤0.05 bei 2-seitigem t-Test, ∗ ≡ p≤0.05 bei 1-seitigem t-Test
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Tabelle 4.2: Messwerte in cpm derMonoaminylierung von kleinen GTPasen mit markiertenMonoaminen
3H-5-HT 3H-Histamin 3H-Dopamin 3H-Noradrenalin

TGase II n.d. 854**a ±67 146* ±73 66 ±75
GST-RhoA

FXIIIa 1 ±106 n.d. n.d. 3 ± 21
TGase II 280** ±33 13081** ±269 450** ±17 184** ±37

GST-Rab4
FXIIIa n.d. 388 ±290 20 ±92 n.d.

TGase II 138** ±18 353* ±144 178* ±106 n.d.
GST-Rab27a

FXIIIa 38 ±73 n.d. 29 ±30 n.d.
TGase II 303** ±37 6814** ±909 553** ±47 85* ±11

GST-Cdc42
FXIIIa n.d. 40 ±35 41 ±96 n.d.

a∗∗ ≡ p≤0.05 bei 2-seitigem t-Test, ∗ ≡ p≤0.05 bei 1-seitigem t-Test

4.2 Andere Signalproteine und Kontrollen

4.2.1 Heterotrimere GTPasen

4.2.1.1 Expression der Gα-Untereinheiten von heterotrimeren GTPasen

Ein Hauptziel der vorliegenden Diplomarbeit war es, neben den bekannten kleinen GTPasen weitere
Proteine zu identi�zieren, die möglicherweise über den Mechanismus der Monoaminylierung in einen
noch nicht bekannten Signaltransduktionsweg einbezogen sind. Die Untersuchungen wurden an hetero-
trimeren GTPasen und Phospholipasen durchgeführt. Als Kontrollen kamen N,N-Dimethyl-Casein und
Fibrinogen zum Einsatz.
Aus den vorhandenen Vektoren pCR3.1-Gαo2Q205L, pXL-Gαq und pCR3.1-GαqQ203L wurden durch
Umklonierungen die entsprechenden pGEX-Vektoren erhalten und sequenziert. Nach Transformation
in pREP-groESL enthaltende E. coli BL21(DE3) wurden die GST-Fusionsproteine exprimiert, es handelte
sich dabei um eine Coexpression des Fusionsproteins mit GroES und GroEL, zwei prokaryotischen
Chaperonen, die bei der korrekten Faltung der vergleichsweise groÿen α-Untereinheiten hilfreich sein
sollten. Eine SDS-PAGE der aufgereinigten Proteine sowie exemplarisch der Verlauf einer Expression
für GST-Gαo1 sind in Abbildung 4.7 dargestellt.
Die enzymatische Aktivität der rekombinanten Proteine wurde mittels des GTP-Hydrolyse-Assays über-
prüft (Abbildung 4.8). Bei Gαq und den beiden Mutanten konnte keine enzymatische Aktivität festgestellt
werden, bei Gαo1 ist nach 45 min ein Umsatz von 60 % zu beobachten. Da die Mutationen Q209L
bzw. Q203L im katalytischen Zentrum der GTPasen liegen, ist dies nicht verwunderlich. Die entspre-
chenden Wildtypen sollten eine starke Aktivität zeigen. Für Gαo1 trifft dies zu, für Gαq konnte aber
keine enzymatische Aktivität beobachtet werden.
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Mittels PCR wurde unter Verwendung der Primer Gαo1-fw und Gαo1-rv sowie pGEX-Gαo1 als template
ausserdem ein 1084 bp groÿes Fragment erhalten, das in pGEM-T subkloniert, in pKLAC1 eingebracht
und durch Sequenzanalyse überprüft wurde. Für Nachfolgestudien wurde somit Gαo1 für die Expression
in Hefezellen vorbereitet.

Abbildung 4.7: A: SDS-PAGE rekombinant exprimierter heterotrimerer GTPasen
B: Zeitverlauf der Expression von GST-Gαo1 in E. coli BL21(DE3) P=Pellet,
SN=Überstand

Abbildung 4.8: GTPase-Aktivität der α-Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine
A: Autoradiographie; B: GTPase-Aktivität in % GTP-Hydrolyse

4.2.1.2 Monoaminylierung von GST-Gα

α-Untereinheiten heterotrimerer GTPasen wurden mit TGase II und Faktor XIIIa sowie MDC und 3H-
markierten Monoaminen umgesetzt (Abbildung 4.9 und 4.11 sowie Tabelle 4.2.1.1). Mit TGase II konn-
ten alle α-Untereinheiten, verglichen mit N,N-Dimethyl-Casein, zu einem hohen Prozentsatz umgesetzt
werden. Bei Gαq-Wildtyp und -Mutante entspricht die Monoaminylierung mit 3H-Histamin nahezu der
von N,N-Dimethyl-Casein (siehe auch Abbildung 4.18). Es konnten allerdings keine signi�kanten Un-
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Tabelle 4.3: Messwerte in cpm der Monoaminylierung von Gα-Untereinheiten mit markierten Mono-
aminen
∗∗ ≡ p≤0.05 bei 2-seitigem t-Test

3H-Serotonin 3H-Histamin 3H-Dopamin 3H-Noradrenalin

TGase II n.d. 9282**a ±356 174 ±153 84 ±94
GST-Gαo1 FXIIIa n.d. 22 ±67 n.d. 3 ± 8

TGase II n.d. 8288 24 56
GST-Gαo2Q205L

FXIIIa n.b. n.b. n.b. n.b.
TGase II 110** ±28 17029** ±1356 380** ±66 77** ±8

GST-Gαq FXIIIa 34 ±6 104 ±51 n.d. n.d.
TGase II n.d. 19590 468 107

GST-GαqQ203L
FXIIIa n.b. n.b. n.b. n.b.

a∗∗ ≡ p≤0.05 bei 2-seitigem t-Test, ∗ ≡ p≤0.05 bei 1-seitigem t-Test

terschiede zwischen Wildtypen und Mutanten festgestellt werden.
Mit FXIIIa konnte keine signi�kante Monoaminylierung gemessen werden. Der höchste, allerdings nicht
signi�kante, Umsatz wurde bei Gαq gefunden. Da keine Änderung im Vergleich mit den Wildtypen zu
erwarten war, wurden für die Mutanten wurden keine Messungen mit FXIIIa durchgeführt.
Die GTPase-Aktivität von GST-Gαo1 war nach einer Monoaminylierung mit MDC vermindert. Bei der
in Abbildung 4.10 dargestellten Autoradiographie ist erkennbar, dass bei dem Ansatz mit TGase II
und MDC die Hydrolyse-Aktivität um etwa 40 % geringer ist als in den Kontrollen ohne TGase. Dies
impliziert eine konstitutive Aktivierung durch Monoaminylierung und weist auf darauf hin, dass auch
Gαo1 in vivo durch kovalente Modi�kation reguliert werden könnte.
Monoaminylierungs-Versuche mit den vier Gα-Untereinheiten bei Variation der Reaktionszeit erga-
ben die in Abbildung 4.12 dargestellten Ergebnisse. Die Reaktion erreicht bei allen vier Proteinen
schnell einen Endpunkt, einzig die Mutante GST-GαqQ203L zeichnet sich durch einen langsameren
Reaktionsverlauf aus. Verglichen mit dem Wildtyp zeigt die Gαo2Q205L-Mutante keinen veränderten
Reaktionsverlauf.
Das Ergebnis eines Experimentes unter Variation der eingesetzen Proteinmenge (Abbildung 4.13) lässt
erkennen, dass mit einer Reaktionszeit von 30 min bei etwa 80 pmol GST-Gαo1 schon ein vollständiger
Umsatz vorlag und die Erhöhung der Substratkonzentration keine weitergehende Monoaminylierung
ergab. Die Tatsache, dass diese Reaktion stets sehr rasch jedoch nie vollständig ablief, wirft Fragen
nach der Regulation auf, die in weiteren Untersuchungen bearbeitet werden müssen.
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass TGase II α-Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine zu einem
bestimmten Prozentsatz monoaminylieren kann; die Reaktion stoppt aber beim Erreichen einer kritischen
Menge an monoaminyliertem Protein. Diese Grenze liegt bei einem sehr geringen Teil des Gesamtpro-
teins. Dass dieser Effekt nicht auf eine irreversible Inaktivierung der TGase zurückzuführen ist, konnte
gezeigt werden, indem zunächst 2 µg GST-GGαo2Q205L mit TGase II für 30 min umgesetzt wurden.
Nach Zugabe von 2 µg N,N-Dimethyl-Casein in die Reaktionsmischung wurde für weitere 30 min inku-
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biert (Abbildung 4.14). Erkennbar ist, dass N,N-Dimethyl-Casein, auch nach der Reaktion von TGase II
mit GST-Gα, noch zu einem vergleichbaren Teil umgesetzt wird wie in der Kontrolle, bei der nur das
Kontrollprotein zugegen war. Es kann somit festgestellt werden, dass weder eine Konzentrations- noch
eine Zeitveränderung zu höheren Ausbeuten an monoaminylierten Proteinen führte.

Abbildung 4.9: Monoaminylierung von Gα-Untereinheiten mit Monodansylcadaverin und TGase II (A,
B) sowie FXIIIa (C, D)
A, C: Fluoreszenz; B, D: Coomassie-Färbung

Abbildung 4.10: Monoaminylierung von GST-Gαo1 mit MDC - Inaktivierung der GTPase-Aktivität
A: Autoradiographie; B: GTPase-Aktivität
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Abbildung 4.11: Monoaminylierung von Gα-Untereinheiten mit 3H-markierten Monoaminen
∗∗ ≡ p≤0.05 bei 2-seitigem t-Test

Abbildung 4.12: Zeitverlauf der Monoaminylierung von Gα-Untereinheiten mit MDC
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Abbildung 4.13: Variation der GST-Gαo1-Konzentration bei Monoaminylierung mit 3H-Histamin für
30 min

Abbildung 4.14: Versuch zur Prozessivität von TGase II mit GST-Gαo2Q205L, N,N-Dimethyl-Casein
und MDC

4.2.2 Monoaminylierung von PLA2

Zwei kommerziell erhältliche Phospholipasen, Rinder- und Schweine-PLA2, wurden in Monoaminylie-
rungsexperimenten eingesetzt. Zur katalytischen Aktivität der Enzyme wurden keine Studien durchge-
führt.
Bovine und porcine Phospholipase A2 wurde mit FXIIIa und TGase II monoaminyliert. Mit Monodansyl-
cadaverin umgesetztes Schweineprotein zeigt sowohl mit TGase II als auch FXIIIa eine deutliche Bande
unter UV-Licht. Das Rinderprotein dagegen lässt sich nur durch TGase II mit MDC monoaminylieren,
die Behandlung mit FXIIIa ergibt keine Fluoreszenz (Abbildung 4.15). In der Coomassie-Färbung des
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entsprechenden Gels ist keine deutliche Bande für bPLA2 erkennbar. Dies liegt unter Umständen an der
Reinheit des kommerziell bezogenen Proteins.
Die Ergebnisse der Umsetzung von Phospholipase A2 mit 3H-markierten Monoaminen zeigen einen
deutlichen Unterschied zwischen der porcinen und der bovinen Form (Abbildung 4.16). Während
pPLA2 mit allen vier untersuchten Monoaminen durch TGase II modi�zierbar ist, so ist dies für bPLA2

nur mit 3H-Histamin der Fall. Dies bestätigt die Erkenntnisse, die durch Monodansylcadaverinylierung
gewonnen wurden. Beim Umsatz mit FXIIIa lieÿen sich in keiner Kombination signi�kante Werte messen.
Eine schwache Monoaminylierung konnte lediglich bei pPLA2 mit 3H-5-HT und 3H-Histamin, und bei
bPLA2 mit 3H-Histamin beobachtet werden.

Abbildung 4.15: Monoaminylierung von Phospholipase A2 mit Monodansylcadaverin und TGase II (A,
B) sowie FXIIIa (C, D)
A, C: Coomassie-Färbung; B, D: Fluoreszenz

4.2.3 Fibrinogen

Die Monoaminylierung von humanem Fibrinogen wurde wie beschrieben untersucht. Unter Verwen-
dung von FXIIIa konnte keine Monoaminylierung mit markierten Aminen beobachtet werden (Abbil-
dung 4.17), mit MDC dagegen ist in Teil C und D eine �uoreszierende Bande um 50 kD erkennbar.
Diese tritt allerdings auch in der Kontrolle ohne FXIIIa auf, was auf eine spontane Inkorporation hin-
deutet. Gründe hierfür sind möglicherweise in einer FXIIIa-Verunreinigung des aus Blutplasma isolierten
Proteins zu suchen. Die Kontrolle mit N,N-Dimethyl-Casein verhielt sich erwartungsgemäÿ. Mit TGase II
konnte Fibrinogen sowohl mit radioaktiv markierten Monoaminen als auch, wenn auch zu einem sehr
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Abbildung 4.16: Monoaminylierung von Phospholipase A2 mit 3H-markierten Monoaminen
∗∗ ≡ p≤0.05 bei 2-seitigem t-Test

geringen Teil, mit MDC umgesetzt werden (Teil A und B). Es ist wiederum eine deutlich signi�kante Mono-
aminylierung mit 3H-Histamin zu protokollieren, während die Modi�zierung mit anderen Monoaminen
schwach und nicht signi�kant war.

4.2.4 N,N-Dimethyl-Casein

Als Kontrolle wurde durchgehend N,N-Dimethyl-Casein eingesetzt. Der Vollständigkeit halber sollen
hier die mit dem chemisch modi�zierten Protein gefundenen Werte aufgeführt werden. Der sehr star-
ke Umsatz mit Monodansylcadaverin wurde bereits, wie beispielsweise in Abbildung 4.5, dargestellt
und erläutert. Die Messwerte der Modi�zierung mit radioaktiv markierten Monoaminen sind in Abbil-
dung 4.18 gra�sch dargestellt. Abgesehen von der Serotonylierung mit FXIIIa liegen alle Werte sehr
hoch und sind deutlich signi�kant.

44



Kapitel 4 Ergebnisse

Abbildung 4.17: Monoaminylierung von humanem Fibrinogen mit (A - D) MDC und (E) 3H-markierten
Monoaminen
A, C: Coomassie-Färbung; B, D: Fluoreszenz; C: Filter-Assay
∗∗ ≡ p≤0.05 bei 2-seitigem t-Test

Tabelle 4.4: Messwerte in cpm der Monoaminylierung von Phospholipasen und Kontrollproteinen mit
markierten Monoaminen
∗∗ ≡ p≤0.05 bei 2-seitigem t-Test, ∗ ≡ p≤0.05 bei 1-seitigem t-Test

3H-Serotonin 3H-Histamin 3H-Dopamin 3H-Noradrenalin

TGase II 694**a ±175 6697** ±892 1601** ±105 228** ±37
pPLA2 FXIIIa 104 ±155 199 ±265 n.d. n.d.

TGase II 27 ±101 1997 ±509 n.d. n.d.
bPLA2 FXIIIa n.d. 87 ±65 n.d. n.d.

TGase II 80 ±38 526** ±104 200 ±224 n.d.
Fibrinogen

FXIIIa n.d. n.d. n.d. 3 ± 12
TGase II 9663** ±569 177081** ±8211 27946** ±1554 5418* ±898

N,N-Dimethyl-Casein
FXIIIa 233 ±95 7078** ±62 1467** ±224 333** ±52

a∗∗ ≡ p≤0.05 bei 2-seitigem t-Test, ∗ ≡ p≤0.05 bei 1-seitigem t-Test

45



Kapitel 4 Ergebnisse

Abbildung 4.18: Monoaminylierung von N,N-Dimethyl-Casein mit 3H-markierten Monoaminen
∗∗ ≡ p≤0.05 bei 2-seitigem t-Test

4.3 Physiologische Bedeutung

4.3.1 Monoaminylierung in der Mastozytenzelllinie P815

4.3.1.1 Histaminylierung

Nach dem Nachweis des durch TGase vermittelten Einbaus von Histamin in Proteine in vitro sollte auch
in vivo eine Histaminylierung gezeigt werden (Abbildung 4.19). Erkennbar ist in Teil A eine zeitab-
hängige Inkorporation von 3H-Histamin in Pellet und Cytosol. Cysteaminzugabe (Teil B) resultierte in
einer signi�kanten Hemmmung der Monoamininkorporation in beiden Fraktionen. Es wurde weiterhin
versucht, die Zellen durch Gabe von bovinem α-Thrombin zu stimulieren, da so eine erhöhte Vesikelaus-
schüttung und damit eine verstärkte Monoaminylierung zu erwarten wäre [40, 41]. Tatsächlich konnte,
wie in Abbildung 4.19 C zu erkennen, zwar eine vermehrte Aufnahme von 3H-Histamin ins Cytosol
beobachtet werden, eine stärkere Inkorporation ins Pellet blieb aber aus.

46



Kapitel 4 Ergebnisse

Abbildung 4.19: Histaminylierung in der Zelllinie P815
A: Zeitverlauf; B: Hemmung der Inkorporation durch Cysteamin; C: Stimulation der
Zellen durch α-Thrombin
∗∗ ≡ p≤0.05 bei 2-seitigem t-Test

4.3.1.2 Serotonylierung

Die Serotonylierung in P815-Zellen wurde wie in 3.2.3.4 beschrieben untersucht. Zunächst wurde
ein Zeitverlauf der 5-HT-Inkorporation aufgenommen. In Abbildung 4.20 A ist eine deutliche 3H-5-HT-
Inkorporation zu erkennen. Sowohl im Proteinpellet als auch im Cytosol be�ndet sich nach 3 h Inkubation
mit 0.5 µCi 3H-5-HT messbare Radioaktivität, die auf eine Aufnahme des Monoamins ins Zellinnere
und auf eine Inkorporation in zelluläres Protein hindeutet. Es wurde dann ein Versuch durchgeführt,
bei dem die Inkorporation durch Cysteamingabe gehemmt werden sollte. Die Ergebnisse dazu sind
in Abbildung 4.20 B aufgeführt. Eine klare Hemmung konnte nur in der Cytosolfraktion beobachtet
werden, im Proteinpellet dagegen liegt lediglich eine schwache, nicht signi�kante Hemmung vor.

4.3.2 Monoaminylierung in Thrombozyten

Der Mechanismus der Serotonylierung wurde zuerst in Thrombozyten entdeckt, daher sollten in einer
weiteren Versuchsreihe Zielproteine für Monoaminylierung in Tph1-/--Blutplättchen gefunden werden.
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Abbildung 4.20: Serotonylierung in der Zelllinie P815
A: Zeitverlauf; B: Hemmung der Inkorporation durch Cysteamin
∗∗ ≡ p≤0.05 bei 2-seitigem t-Test

Dazu wurden, wie in 3.2.4.3 beschrieben, Thrombozyten isoliert, mit BAPA inkubiert, aggregiert und
anschlieÿend lysiert. BAPAyliertes Protein wurde dann mittels Streptavidin-beschichteten magnetic be-
ads angereichert (Abbildung 4.21). Im Pellet ist ein deutliches Signal um 25 kD bei Detektion mit
Antikörper gegen Rab4 zu sehen. Die Position der fraglichen Bande entsprach der Gröÿe von freiem
Rab4 (23,5 kD), wie aus der Kontrolle ersichtlich ist. BAPA selbst ist nicht für die Bande verantwortlich.
Bei der Detektion mit Streptavidin-HRP wird deutlich, dass in der Kontrolle sehr wenig Transglutamina-
seaktivität vorlag. Dennoch ist die fragliche Bande bei 25 kD auch in nativen, mit Cysteamin vorbehan-
delten Thrombozyten sichtbar; in aggregierten Blutplättchen ist sie jedoch sehr viel intensiver. Insgesamt
lässt sich gut die Anreicherung der auch im Dialysat vorhandenen 25 kD-Bande in der Pelletfraktion
verfolgen. Die entsprechende Bande wurde aus der SDS-PAGE ausgeschnitten und für eine massen-
spektrometrische Untersuchung vorbereitet. Die Ergebnisse lagen bis zum Ende der Arbeit jedoch noch
nicht vor.
Um die mögliche Beteiligung anderer TGasen an der Monoaminylierung in Thrombozyten zu unter-
mauern, wurde Gesamt-RNA aus 3 x 107 Tph1+/+-Blutplättchen isoliert und in einer RT-PCR eingesetzt.
Unter Verwendung der Primer für TGase 5, TGase 6, TGase 7 und Gapdh wurde dann eine PCR durch-
geführt. Für das housekeeping-Gen Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (Gapdh) konnte eine
Expression in diesen Thrombozyten detektiert werden, für die untersuchten TGasen allerdings war keine
Epression nachweisbar.
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Abbildung 4.21: BAPAylierung in Tph1-/--Thrombozyten
A: Detektion mit Erstantikörper gegen Rab4; B: Detektion mit HRP-konjugiertem Strep-
tavidin; SN=Überstand, W=Waschfraktion
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Diskussion

5.1 Herstellung und Monoaminylierung kleiner GTPasen

5.1.1 RhoA

Unter Verwendung der beschriebenen Methoden wurde rekombinantes GST-RhoA hergestellt. Das über
SDS-PAGE bestimmte Molekulargewicht von 45 kD stimmt gut mit der errechneten Masse (49.3 kDa)
überein, auch zeigt das Protein, setzt man es in einem GTP-Hydrolyse-Versuch ein, GTPase-Aktivität.
Für diese Aktivität war kein GAP nötig. Zur Monoaminylierung von GST-RhoA mit TGasen wurden
verschiedene Versuche durchgeführt. Zum einen konnte gezeigt werden, dass die Reaktion mit TGase II
und MDC nach etwa 10 min in eine Plateauphase eintritt, in welcher keine weiter steigende Fluoreszenz
detektiert werden konnte. Bei Reaktion mit FXIIIa und MDC kann eine leichte Fluoreszenz detektiert
werden. Quanti�ziert man den Umsatz der kleinen GTPase mit TGase II oder FXIIIa mittels radioak-
tiv markierter Monoamine, so können einige Aussagen getroffen werden. Zunächst kann festgestellt
werden, dass der Blutgerinnungsfaktor XIII für die Monoaminylierung von RhoA, zumindest unter den
angewandten Bedingungen, keine Rolle spielt. TGase II hingegen kann biogene Monoamine kovalent
an GST-RhoA koppeln. Dass dieser Effekt nicht auf GST zurückzuführen ist, wurde in Abbildung 4.5 für
MDC gezeigt. Berücksichtigt man die spezi�schen Aktivitäten der Amine sowie die Beziehungen

Aktivität [Ci] =
Zählrate [dpm]

60 ∗ 3.7 ∗ 1010
(5.1)

Zählrate [dpm] =
Zählrate [dpm]

Detektionsef�zienz
(5.2)

mit der empirisch ermittelten Detektionsef�zienz E = 0.54, so können die tatsächlich eingebauten Stoff-
mengen errechnet werden. Für den in Tabelle 4.1.2.2 angegebenen Wert (854 cpm) ergeben sich so
expemplarisch 13.2 fmol eingebautes 3H-Histamin, dies entspricht 0.7 % des eingesetzten Monoamins.
Anhand dieser Rechnung wird deutlich, wie klein die Umsätze der in dieser Arbeit untersuchten Reak-
tionen generell sind. Betrachtet man dagegen das Kontrollprotein N,N-Dimethyl-Casein (Tabelle 4.2.4)
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mit 177081 cpm, so entspricht dies 34.2 % des eingesetzten Amins. In Tabelle 5.1.2 sind die umge-
rechneten Werte für TGase II zusammenfassend dargestellt. Es kann weiter festgestellt werden, dass
Histamin mit 13.2 fmol das Amin ist, das am besten an GST-RhoA gebunden wird. Es folgen Norad-
renalin mit 4.6 fmol und Dopamin mit 2.7 fmol, und 5-HT wird in diesem Versuch gar nicht eingebaut.
Dieser Befund erscheint zunächst verblüffend, da die Monoaminylierung zuerst als Serotonylierung in
Thrombozyten entdeckt worden war.
Dass eine solche Modi�zierung im Kontext der Thrombozyten-Signaltransduktion eine wichtige Rolle
spielt, wurde von Walther et al. [4] gezeigt. Es stellt sich nun die Frage, ob in der in vitro-Umgebung
möglicherweise essentielle Kofaktoren oder Induktoren fehlen, oder ob der gefundene Mechanismus als
�ne tuning der Signaltansduktion betrachtet werden sollte. In letzterem Fall wäre kein stärkerer Umsatz
zu erwarten. Sehr wahrscheinlich ist die Beteiligung anderer TGasen an der Serotonylierung.

5.1.2 Andere kleine GTPasen

Analog zu GST-RhoA wurden die rekombinanten GST-Fusionsproteine der kleinen GTPasen Rab4,
Rab27a und Cdc42 erhalten. Auch hier stimmten die über SDS-PAGE ermittelten Molekulargewichte
mit den errechneten im Rahmen der Messgenauigkeit überein. Für diese Proteine wurden keine Unter-
suchungen zur GTP-Hydrolyse durchgeführt, es kann aber von aktiven GTPasen ausgegangen werden,
da das in gleicher Weise hergestellte und strukturell sehr ähnliche GST-RhoA aktiv vorliegt. Transami-
dierungsexperimente mit TGasen ergaben, dass FXIIIa lediglich GST-Rab27a mit MDC modi�ziert. Die
beiden anderen Proteine werden offenbar nicht als Substrat erkannt. TGase II hingegen kann sowohl
GST-Rab4 als auch GST-Rab27a und GST-Cdc42 mit MDC umsetzen, wobei letzteres das schlechteste
Substrat darstellt. Die Quanti�zierung mit 3H-markierten Aminen führte zu der Erkenntnis, dass GST-
Rab4 bei Reaktion mit TGase II sowie Histamin und Noradrenalin das beste Substrat ist. Hier wurden
0.2 pmol Histamin (≡ 2.5 %), 12.8 fmol Noradrenalin (≡ 0.16 %), 8.3 fmol Dopamin (≡ 0.1 %) und
2.9 fmol 5-HT (≡ 0.04 %) eingebaut. GST-Cdc42 wurde ebenfalls als ein gutes Substrat befunden, da
hier 105 fmol Histamin bzw. 1.3 % des eingesetzten Substrats eingebaut wurden. Es wurden ausserdem
0.03 % des eingesetzen 5-HT (≡ 3.2 fmol) und 0.13 % des eingesetzten Dopamins (≡ 10.3 fmol)
detektiert . Damit ist GST-Cdc42 in Bezug auf 5-HT und Dopamin das beste Substrat. Für GST-Rab27a
konnten nur relativ geringe Werte gemessen werden, das Protein scheint daher zumindest für die vier
untersuchten Monoamine kein gutes Substrat zu sein. Die Monoaminylierung mit FXIIIa ergab in keiner
Kombination einen signi�kanten Wert. Betrachtet man die Ergebnisse mit MDC und den anderen Mo-
noaminen zusammenfassend, so fällt auf, dass die Präferenzen für die verschiedenen Aminsubstrate
sehr stark variieren. So wird MDC beispielsweise von GST-Rab27a bevorzugt, 5-HT und Dopamin wird
maximal an GST-Cdc42 gebunden und Histamin sowie Noradrenalin werden am besten mit GST-Rab4
umgesetzt. Dies wirft neues Licht auf die Substratspezi�tät von TGasen. Statt einer strengen Spezi�tät
für das Glutaminsubstrat und einer sehr breiten Spezi�tät für das Aminsubstrat [42] scheint es für beide
Komponenten eine Selektivität zu geben, die zu dem gefundenen Muster führt. Es ist daher wahrschein-
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lich, dass in unterschiedlichen Signaltransduktions-Zusammenhängen unterschiedliche Amin-Glutamin-
Kombinationen von TGasen umgesetzt werden. Auch die Monoaminylierung durch FXIIIa, die hier
nicht gefunden wurde, könnte unter Umständen mit anderen Aminsubstraten physiologisch relevant
sein. Betrachtet man die bisher bekannten ca. 60 kleinen GTPasen in Kombination mit 9 TGasen, 4
Monoaminen und freiem Lysin, so ergeben sich 2700 unterschiedliche Interaktionsmöglichkeiten. Die
Untersuchung einer solchen Vielzahl von möglichen Kombinationen kann nur stichprobenartig erfolgen
und muss in Nachfolgestudien fortgeführt werden.

Tabelle 5.1: Monoaminylierung mit TGase II und markierten Monoaminen: Errechnete Stoffmengen in
fmol und % eingesetztes Monoamin
∗∗ ≡ p≤0.05 bei 2-seitigem t-Test, ∗ ≡ p≤0.05 bei 1-seitigem t-Test

3H-Serotonin 3H-Histamin 3H-Dopamin 3H-Noradrenalin

GST-RhoA n.d. 13.2**a (0.16 %) 2.7* (0.03 %) 4.6 (0.06 %)
GST-Rab4 2.9** (0.04 %) 202.1** (2.53 %) 8.3** (0.10 %) 12.8** (0.16 %)

GST-Rab27a 1.4** (0.02 %) 5.4* (0.07 %) 3.3* (0.04 %) n.d.
GST-Cdc42 3.2** (0.04 %) 105.3** (1.32 %) 10.3** (0.13 %) 5.9* (0.07 %)
GST-Gαo1 n.d. 143.4** (1.79 %) 3.2 (0.04 %) 5.8 (0.07 %)

ST-Gαo2Q205L n.d. 128.0 (1.60 %) 0.4 (0.01 %) 3.9 (0.05 %)
GST-Gαq 1.1** (0.01 %) 263.1** (3.29 %) 7.0** (0.09 %) 5.4** (0.07 %)

GST-GαqQ203L n.d. 302.6 (3.78 %) 8.7 (0.11 %) 7.4 (0.09 %)
pPLA2 7.2** (0.09 %) 103.4** (1.29 %) 29.7** (0.37 %) 15.8** (0.20 %)
bPLA2 0.3 (0.01 %) 30.8 (0.39 %) n.d. n.d.

Fibrinogen 0.8 (0.01 %) 8.1** (0.10 %) 3.7 (0.05 %) n.d.
N,N-Dimethyl-Casein 100.8** (1.26 %) 2735.5** (34.19 %) 518.0** (6.48 %) 376.6* (4.71 %)

a∗∗ ≡ p≤0.05 bei 2-seitigem t-Test, ∗ ≡ p≤0.05 bei 1-seitigem t-Test

5.2 Andere Signalproteine und Kontrollen

5.2.1 Heterotrimere GTPasen

Die α-Untereinheiten heterotrimerer GTPasen konnten als GST-Fusionsproteine exprimiert werden. Die
über SDS-PAGE festgestellten Molekulargewichte stimmten dabei mit den theoretischen Werten überein.
Annehmbare Mengen konnten allerdings nur unter Koexpression der Chaperone GroEL und GroES
eluiert werden, und selbst mit diesem Hilfsmitteln blieben die erhaltenen Konzentrationen an der un-
teren Grenze. Die Ursache für die Schwierigkeiten bei der Expression dieser Proteine liegt in deren
Gröÿe: In prokaryotischen Expressionssystemen werden Proteine, die gröÿer als 60 kD sind, oftmals
nicht korrekt gefaltet und liegen daher als unlösliche Aggregate vor. Dies ist vermutlich auch der Grund
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für die fehlende GTPase-Aktivität von GST-Gαq. Auch GST-Gαo1 wies, verglichen mit GST-RhoA, eine
eher geringe Aktivität auf. So wurden entsprechende aktivitätsbasierende Versuche leider unmöglich
gemacht, und auch der Effekt der eingebrachten Mutationen konnte nicht abschlieÿend untersucht wer-
den.
Alle vier Fusionsproteine können durch TGase II mit MDC zu vergleichbaren Prozentsätzen transamidiert
werden.Wurde die Reaktionszeit variiert, so wurde GST-GαqQ203L verglichen mit GST-Gαq langsamer
umgesetzt. Zwischen GST-Gαo1 und der entsprechenden Mutante konnte allerdings kein Unterschied
festgestellt werden. Somit ist anzunehmen, dass mehrere der insgesamt 16 bzw. 12 Glutaminreste mo-
noaminyliert werden können. Dies kann durch die mögliche Fehlfaltung der Fusionsproteine bedingt
sein, denkbar ist aber auch eine funktionelle Bedeutung der Monoaminylierung an anderen Glutamin-
resten. So könnte beispielsweise eine Modi�zierung im Bereich der Effektor-Bindungsdomäne ebenfalls
eine Veränderung der durch das Protein vermittelten Signaltransduktion verursachen. Da dies aber
nicht weiter untersucht werden konnte, wurde in den weiteren Eperimenten der Fokus auf die beiden
Wildtyp-Proteine gelegt.
Bei Monoaminylierung mit FXIIIa wurden sowohl GST-Gαo1 als auch GST-Gαq mit MDC zu geringen
Teilen umgesetzt. Zur Quanti�zierung der Reaktionen wurde mit markierten Aminsubstraten gearbeitet.
Hier konnten, wie bereits für kleine GTPasen, diskrete Spezi�täten in Bezug auf Glutamin- und Mono-
aminsubstrat festgestellt werden. Entsprechend der unter 5.1.1 eingeführten Berechnung können auch
hier die gemessenen Werte in Stoffmengen überführt werden (Tabelle 5.1.2). Die folgenden Aussagen
beziehen sich auf die Reaktion mit TGase II. Für 5-HT konnte lediglich bei GST-Gαq ein signi�kan-
ter Wert gefunden werden: 1.1 fmol 3H-5-HT entsprechend 0.01 % des eingesetzten Amins wurden
an das Protein gebunden. Die Histaminylierung der α-Untereinheiten dagegen war ef�zienter als bei
kleinen GTPasen. Hier konnten 263 fmol Histamin-GST-Gαq (≡ 3.3 %) und 143 fmol histaminyliertes
GST-Gαo1 (≡ 1.8 %) gemessen werden. Für die entsprechenden Mutanten lagen ähnliche Werte vor.
Bei Dopaminylierung wurden für GST-Gαq 8.7 fmol bzw. 0.11 % und für GST-Gαo1 3.2 fmol oder
0.04 % gemessen, bei Reaktion mit Noradrenalin konnten ähnliche Werte gefunden werden (siehe
Tabelle 5.1.2). Es ist bekannt, dass GTPasen selbst bei vollständiger Aktivität in vivo nur zu einem sehr
geringen Teil GTP-gebunden vorliegen [43]. Eine Monoaminylierung und somit Aktivierung nur eines
kleinen Prozentsatzes des Proteinpools könnte daher schon zu substantiellen Effekten führen.
In einem weiteren Experiment wurde die eingesetzte Stoffmenge von GST-Gαo1 variiert. Da das Sub-
stratprotein in allen Experimenten im Überschuss eingesetzt worden war, wäre im Zeitverlauf ein linearer
Graph zu erwarten gewesen. Stattdessen wurden die in den Abbildungen 4.12 und 4.13 dargestellten
Sättigungskurven gefunden. Bei 20 pmol eingesetztem Protein wurden 90 fmol 3H-Histamin gemessen,
bei 80 pmol Protein dagegen 152 fmol. Da Gαo1 in beiden Fällen im Überschuss vorliegt und eine
weitere Steigerung der Proteinmenge auf 200 pmol nicht zu einem vermehrten Einbau führte, muss von
einer Hemmung ausgegangen werden die einen Einbau von über 150 fmol Histamin verhindert. In ei-
nem zusätzlichen Experiment wurde untersucht, ob eine irreversible Hemmung der TGase der Grund für
das Ende der Reaktion ist. Dafür wurde zunächst GST-Gαo2Q205L umgesetzt und dann N,N-Dimethyl-
Casein in die Reaktionsmischung gegeben. Beide Proteine wurden zu vergleichbaren Teilen umgesetzt -
die TGase ist also auch nach der Reaktion noch vollständig aktiv und modi�ziert das hinzugekommene
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Substrat bis zum beobachteten Endpunkt. Der Grund für diesen Effekt muss in Nachfolgestudien ermittelt
werden.
In GTP-Hydrolyse-Experimenten konnte gezeigt werden, dass GST-Gαo1 eine GTPase-Aktivität besitzt,
die durch Monoaminylierung mit Monodansylcadaverin um etwa 40 % verringert wird. Dieses Er-
gebnis zeigt zum ersten Mal, dass heterotrimere GTPasen durch Monoaminylierung reguliert werden
können; dies war bisher nur für kleine GTPasen bekannt. Da diese Proteine in E. coli allerdings nur
zu einem kleinen Teil nativ exprimiert werden, wurde die kodierende Sequenz für Gαo1 in den Hefe-
Expressionsvektor pKLAC1 kloniert. Bei diesem System wird das rekombinante Protein direkt in das
Medium sekretiert und kann über chromatographische Methoden aufgereinigt werden. In Zukunft wird
die Arbeitsgruppe daher, falls Gαo1 aktiv sekretiert wird, auch andere Gα-Untereinheiten umklonieren
und in K. lactis exprimieren. Eine weitere Nachweismöglichkeit wäre die Copräzipitation (pulldown)
von monoaminyliertem Gα mit rekombinant exprimiertem GST-RGS4. Dieses Protein bindet selektiv an
α-Untereinheiten, die sich in der aktiven, GTP-gebundenen Konformation be�nden [44]. Monoaminy-
liertes Gα sollte daher bei diesem Experiment ein stärkeres Signal ergeben als nicht umgesetztes Protein.
Eine weitere Möglichkeit wäre der pulldown von βγ-Untereinheiten, die an inaktives GST-Gα binden.
Durch Monoaminylierung könnte der Anteil an aktivem Gα und damit die Bindung an βγ verringert
werden. Beide Experimente implizieren den Nachweis mittels Western Blot.

5.2.2 Monoaminylierung von PLA2

Phospholipasen sind wichtige Regulatoren von Signalprozessen. Da in [19] eine modulierendeWirkung
von TGase II auf PLA2 gezeigt wurde, sollte die Möglichkeit einer Monoaminylierung dieses Proteins
durch TGasen untersucht werden. Dazu wurden mittels der beschriebenen Techniken in vitro-Versuche
durchgeführt. Es ergab sich dabei, dass sowohl bovine als auch porcine PLA2 durch TGase II und MDC
modi�ziert werden können. Der Blutgerinnungsfaktor XIIIa dagegen setzt lediglich porcine PLA2 mit
MDC um. Bei Verwendung von markierten Monoaminen wurde ermittelt, dass die aus Schweinepan-
creas stammende Form generell ein besseres Substrat ist als das aus Rinderpancreas isolierte Protein.
Bei Histaminylierung mit TGase II wurden für ersteres 103 fmol entsprechend 1.29 % des eingesetzten
Monoamins gefunden, für letzteres lediglich 30 fmol (≡ 0.39 %). Ein ähnliches Bild ergibt sich, wie
in Tabelle 5.1.2 dargestellt, bei Serotonylierung, Dopaminylierung und Noradrenylierung. Ob dieser
Unterschied auf unterschiedliche Reinheiten der kommerziellen Produkte oder tatsächlich auf Sequenz-
unterschiede zurückzuführen ist, sollte noch untersucht werden. In jedem Fall wird ein, verglichen mit
den restlichen in dieser Arbeit untersuchten Proteinen, nicht unbeträchtlicher Teil TGase-vermittelt um-
gesetzt. Mit FXIIIa konnte dagegen keine signi�kante Monoaminylierung nachgewiesen werden. Da
leider aufgrund der begrenzten Zeit kein Versuch zur Aktivität von PLA2 etabliert werden konnte, muss
eine Aktivierung durch Monoaminylierung spekulativ bleiben. Ein solcher Effekt kann aber, in Bezug
auf [19], erwartet werden.
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5.2.3 Fibrinogen

Da bei der Generierung von COAT-Blutplättchen 5-HT kovalent an Fibrinogen gebunden vorliegt
[21, 22], sollte der Ein�uss der beiden verfügbaren TGasen auf dieses Protein untersucht werden.
Dazu wurden mit Hilfe der beschriebenen Methoden in vitro-Versuche durchgeführt, die für TGase II
einen schwachen Umsatz mit MDC und einen signi�kanten Umsatz mit 3H-Histamin zeigten. 5-HT,
Dopamin und Noradrenalin wurden nicht inkorporiert. Bei Versuchen mit dem Blutgerinnungsfaktor
XIIIa, dessen Ein�uss für das Auftreten von COAT-Thrombozyten bisher als wichtig galt, konnte mit ra-
dioaktiv markierten Aminen unerwarteterweise keine Monoaminylierung festgestellt werden. Mit MDC
dagegen war eine leichte Inkorporation zu protokollieren, allerdings zeigte auch die Negativkontrolle
eine schwache Fluoreszenz. Dies weist auf einen spontanen MDC-Einbau hin, der möglicherweise auf
eine Verunreinigung des aus Blutplasma isolierten Fibrinogens mit FXIIIa zurückzuführen sein könnte.
Zusammenfassend werfen diese Ergebnisse neues Licht auf die Mechanismen bei der Entstehung von
COAT-Blutplättchen, da fXIIa offenbar nicht, wie bisher angenommen, den essentiellen Part der Serot-
onylierung von Fibrinogen übernimmt. Somit muss der Fokus auf andere TGasen verschoben werden,
die möglicherweise in diesem Kontext eine höhere Af�nität zu Fibrinogen und 5-HT aufweisen (vgl.
Kapitel 5.3.2).

5.2.4 N,N-Dimethyl-Casein

Das modi�zierte Derivat des Milchproteins Casein wurde in allen durchgeführten Versuchen als Positiv-
kontrolle benutzt. In dem kommerziellen Produkt, das aus unterschiedlichen Casein-Subtypen besteht,
kann mit 15 bis 20 Glutaminresten pro Molekül gerechnet werden [45]. Mit TGase II und MDC kann
N,N-Dimethyl-Casein monoaminyliert werden, auch FXIIIa monodansylcadaverinyliert das Protein sehr
effektiv. Quanti�ziert man den Umsatz mit 3H-markierten Aminen, so ergeben sich die in Tabelle 5.1.2
aufgeführten Werte. Von TGase II beispielsweise werden 2.7 pmol Histamin eingebaut, von FXIIIa
109 fmol. Die Serotonylierung ist nur mit TGase II signi�kant, hier wurden 100 fmol eingebautes
3H-5-HT gemessen. Dopaminylierung und Noradrenylierung ergaben 518 bzw. 376 fmol eingebautes
Amin mit TGase II, Umsetzung mit FXIIIa führt zum Einbau von 27 respektive 23 fmol des jeweiligen
Monoamins. Abschlieÿend lässt sich feststellen, dass N,N-Dimethyl-Casein gut als Kontrollprotein für
in vitro-Studien mit TGasen geeignet ist.
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5.3 Physiologische Bedeutung

5.3.1 Monoaminylierung in der Mastozytenzelllinie P815

Mastzellen nehmen Histamin aus dem Medium auf und schütten dieses über vesikuläre Prozesse auch
wieder aus. Da hierbei unter anderem kleine GTPasen beteiligt sind, sollte anhand der Mastozytoma-
Zelllinie P815 untersucht werden, ob Histamin dabei kovalent an zelluläre Proteine gebunden wird. Wie
in einem Versuch gezeigt werden konnte, nehmen die Zellen tatsächlich 3H-Histamin auf und bauen
dieses in mittels Säurefällung präzipitierte Zellbestandteile ein. Eine ähnliche Aussage �ndet sich auch in
Fesüs et al., 1985 [6]. Allerdings bleibt die im Pellet gefundene Radioaktivität mit 300 cpm auf einem sehr
geringen Niveau. Da die Histaminylierung zellulärer Proteine vermutlich durch TGasen vermittelt wird,
wurden diese in einem weiteren Experiment durch den kommerziellen Inhibitor Cysteamin gehemmt. Es
ergab sich ein um 60 % verringerter Einbau ins Pellet, wobei unerwarteterweise auch die Aufnahme ins
Cytosol stark gehemmt wurde. Es kann daher nicht entschieden werden, ob dieser Effekt auf inhibierte
zelluläre TGasen oder auf eine unspezi�sche Hemmung der Histaminaufnahme zurückzuführen ist.
Unbekannt ist, ob und wie effektiv Cysteamin andere Transglutaminasen als TGase II hemmt. Es ist
daher möglich, dass für die beobachtete Radioaktivität im Pellet andere, noch nicht charakterisierte
TGasen verantwortlich sind. TGasen wie beispielsweise TGase VI oder VII werden unter Umständen nicht
durch Cysteamin gehemmt, da bereits für TGase II und FXIIIa sehr unterschiedliche Substrataf�nitäten
gefunden wurden. Bei Stimulierung der Histaminausschüttung mit α-Thrombin konnte eine signi�kant
verstärkte Aufnahme ins Cytosol beobachtet werden - die im Pellet gefundene Radioaktivität änderte
sich im untersuchten Zeitverlauf aber nicht. Dies lässt sich nur dadurch erklären, dass möglicherweise
durch α-Thrombin lediglich die Histaminaufnahme und nicht die Ausschüttung stimuliert wird, da man
anderenfalls eine Verminderung des zellulären Histaminpools erwarten würde. Leider standen keine
weiteren Stimulanzien zur Verfügung, die spezi�sch die Ausschüttung stimulieren. Es muss daher in
Zukunft entweder auf ein anderes Zellsystem oder auf zusätzliche Stimulatoren wie IgE zurückgegriffen
werden.
Es wurden weiterhin Versuche zur Serotonylierung in P815 durchgeführt. Auch 5-HT wird von den Zellen
bereitwillig aufgenommen, und auch hier �ndet sich im Pellet Radioaktivität. Bei Hemmungmit Cysteamin
ist lediglich die Aufnahme von 3H-5-HT ins Cytosol verringert, der an säureunlösliche Bestandteile
gebundene Anteil war nicht hemmbar. Auch hier sind die für Histaminylierung gemachten Aussagen
gültig: Dass andere, nicht durch Cysteamin hemmbare TGasen für die Serotonylierung verantwortlich
sind, kann aufgrund der vorliegenden Ergebnisse vermutet werden.

5.3.2 Monoaminylierung in Thrombozyten

Die Monoaminylierung wurde durch die Arbeitsgruppe um Dr. D. J. Walther als ein wichtiger Mecha-
nismus der Signaltransduktion im Zuge der Aktivierung von Thrombozyten etabliert [4]. In dieser Arbeit
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wurde eine zusätzliche Methode eingeführt, mit welcher sich transamidierte Proteine nachweisen kön-
nen. Dazu wurden Thrombozyten mit einem biotinylierten Monoamin präinkubiert und anschlieÿend
aggregiert. Kontrollproben waren zuvor mit dem TGase-Inhibitor Cysteamin behandelt worden. Nach
einem pulldown mit einer Streptavidin-beschichteten Matrix lieÿ sich eine ganze Reihe von monoami-
nylierten Proteinen über Immunoblots nachweisen. Eine Bande um 25 kD konnte als Rab4 identi�ziert
werden, wobei der endgültige Nachweis mittels Massenspektrometrie noch aussteht. Problematisch ist,
dass die fragliche Bande auch in der Kontrollgruppe auftritt. Es könnte sich also um eine unspezi�sche
Interaktion handeln, auch wenn die Gröÿe und Intenistät der beobachteten Bande dagegen spricht.
Auch ist unklar, welches andere Protein als biotinyliertes Rab4 mit einer derartig hohen Af�nität sowohl
an Streptavidin als auch an anti-Rab4-Antikörper binden könnte. In Zukunft sollen ähnliche Versuche
durchgeführt werden, wobei dann mehrere Proteine aus einer SDS-PAGE ausgeschnitten und mittels
massenspektrometrischer Untersuchung eindeutig bestimmt werden sollen.
In Tph1+/+-Thrombozyten konnte keine Expression der TGasen 5, 6 und 7 nachgewiesen werden. Dieses
Ergebnis muss allerdings nochmals veri�ziert werden, da auch das Signal für die Kontrolle Gapdh sehr
schwach und nicht reproduzierbar war. Die isolierte Gesamt-RNA könnte also degradiert sein oder
die Zahl der eingesetzten Thrombozyten war zu gering, da Blutplättchen als kernlose Zellfragmente
allgemein sehr wenig RNA enthalten. Zudem sind die vorhandenen Proteine teilweise im RNA-Pool
nicht repräsentiert. Für zukünftige Studien müssen daher immunhistochemische Methoden in Betracht
gezogen werden.
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Anhang A

Anhang zu Material und Methoden

A.1 Material

Tabelle A.1: Verwendete Chemikalien
Chemikalie Hersteller

Agarose, ATP, Sucrose Invitrogen
Acrylamid:Bis (37,5:1; 40%), Cysteamin, DTT, HEPES, MOPS,
PCA, Ponceau S, TritonX-100, Xylencyanol

Fluka

APS, CaCl2, DEPC, EDTA, Essigsäure, Glucose, Glycerol, Gly-
cin, KoAc, KCl,KH2PO4, MgCl2NaCl, NaHCO3, Na2HPO4,
NaOH, Natriumcitrat, TCA, TEMED, Triethanolamin, TRIZMA
base

Merck

Bradford-Reagenz, N,N-Dimethyl-Casein, DMSO, Fen�ura-
min, MnCl2, MDC, NaN3, PLA2 (bovin, porcin), SMBS, Sul-
fosalicylsäure, TRIZMA HCl, Tween-20

Sigma

Bromphenolblau Riedel-de-Haen
BSA, IPTG, RNase A, SDS, X-Gal Roth
Gentamycin BioWhittaker
Ketamin-Injektionslösung Albert
Rompun-Injektionslösung Bayer
Hefeextrakt, Trypton, Bacto-Agar DIFCO
Ampicillin GERBU Biotechnik
Ethidiumbromid Serva
FCS PAA
Penicillin, Streptomycin Cambrex
Fluoxetin TOCRIS

A.2 Methoden
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Anhang A Anhang zu Material und Methoden

Tabelle A.2: Sequenzen der verwendeten Oligonucleotide
Zielgen Oligonucleotid Sequenz

Gαo1-fw 5'-GTCGACAAAAGAATGGGATGTACGCTGAGCG-3'
Gαo1 Gαo1-rv 5'-AGATCTCAGTACAAGCCGCAGCCCC-3'

mGP5 5'-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3'
Gapdh

mGP3 5'-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3'
TGM5Ex1A 5'-AGGAGCCAGAAGGAGCCACC-3'

TGase 5
TGM5Ex3A 5'-ACCCTGGTAGGAGTCGATCC-3'
TGM6Ex1A 5'-GGCGTCCATCTGGCTGTTGC-3'

TGase 6
TGM6Ex3A 5'-GGCACCAGGGATTGAACAGG -3'
TGM7Ex2A 5'-GGATCATCTCACCTTTGTGG-3'

TGase 7
TGM7Ex4A 5'-CGCAGTAGTGTTTCACTTGG-3'

Tabelle A.3: Typisches PCR-Programm
Initialdenaturierung 96 °C 3 min
Denaturierung 96 °C 30 sek |
Primeranlagerung 50-70 °C 30 sek | wiederhole 30x
Elongation 72 °C 90 sek |
Endelongation 72 °C 5 min

4 °C hold
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Anhang B

Proteinsequenzen

• RhoA (Maus, locus RHOA_MOUSE, Swissprot-Eintrag Q9QUI0)

1 maairkklvi vgdgacgktc llivfskdqf pevyvptvfe nyvadievdg kqvelalwdt
61 agQedydrlr plsypdtdvi lmcfsidspd slenipekwt pevkhfcpnv piilvgnkkd
121 lrndehtrre lakmkqepvk peegrdmanr igafgymecs aktkdgvrev fematraalq
181 arrgkkksgc lil

• Rab4 (Maus, locus AAL11725, Swissprot-Eintrag AF408432.1)

1 maetyd�fk �vigsagtg kscllhq�e nkfkqdsnht igvefgsrvv nvggktvklq
61 iwdtagQerf rsvtrsyyrg aagallvydi tsretynsla awltdartla spnivvilcg
121 nkkdldpere vt�easrfa qenelm�et saltgenvee a�kcartil nkigsgeldp
181 ermgsgiqyg dislrqlrha rsaqavapqp cgc

• Rab27a (Maus, locus RB27A_MOUSE, Swissprot-Eintrag Q9ERI2)

1 msdgdydyli k�algdsgv gktsvlyqyt dgkfnsk�t tvgidfrekr vvyrangpdg
61 avgrgqrihl qlwdtagQer frslttaffr damg�llfd ltneqs�nv rnwisqlqmh
121 aycenpdivl cgnksdledq ravkeeeare laekygipyf etsaangtni shaiemlldl
181 imkrmercvd kswipegvvr snghtsadql seekekglcg c
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• Cdc42 (Maus, locus AAC00028, Swissprot-Eintrag U37720.1)

1 mqtikcvvvg dgavgktcll isyttnkfps eyvptvfdny avtvmiggep ytlglfdtag
61 Qedydrlrpl sypqtdv�v cfsvvspssf envkekwvpe ithhcpktpf llvgtqidlr
121 ddpstiekla knkqkpitpe taeklardlk avkyvecsal tqkglknvfd eailaalepp
181 epkksrrcvl l

• Gαo1 (Ratte, locus GNAO1_RAT, Swissprot-Eintrag P59215)

1 mgctlsaeer aalerskaie knlkedgisa akdvkllllg agesgkstiv kqmkiihedg
61 fsgedvkqyk pvvysntiqs laaivramdt lgveygdker kadskmvcdv vsrmedtepf
121 saellsammr lwgdsgiqec fnrsreyqln dsakyyldsl drigaadyqp teqdilrtrv
181 kttgivethf tfknlhfrlf dvggQrserk kwihcfedvt aiifcvalsg ydqvlhedet
241 tnrmheslml fdsicnnkff idtsiil�n kkdlfgekik ksplticfpe ypgsntyeda
301 aayiqtqfes knrspnkeiy chmtcatdtn niqvvfdavt diiiannlrg cgly

• Gαq (Ratte, locus GNAQ_RAT, Swissprot-Eintrag P82471)

1 macclseeak earrindeie rqlrrdkrda rrelkllllg tgesgkst� kqmriihgsg
61 ysdedkrgft klvyqnifta mqamvramdt lkipykyehn kahaqlvrev dvekvsafen
121 pyvdaikslw ndpgiqecyd rrreyqlsds tkyylndldr vadpsylptq qdvlrvrvpt
181 tgiieypfdl qsvifrmvdv ggQrserrkw ihcfenvtsi m�valseyd qvlvesdnen
241 rmeeskalfr tiitypwfqn ssvil�nkk dlleekimys hlvdyfpeyd gpqrdaqaar
301 e�lkmfvdl npdsdkiiys hftcatdten irfvfaavkd tilqlnlkey nlv
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