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AXEL GODECKE

Proteininteraktionen und -modifikationen im Herzen —
Das Graduiertenkolleg 1089 auf dem Weg in das
postgenomische Zeitalter

Am 1. April 2005 hat das Graduiertenkolleg (GK) 1089 ,,Proteninteraktionen und -mo-
difikationen im Herzen* seine Arbeit aufgenommen. In acht wissenschaftlichen Projekten
und einem Ausbildungsprojekt forschen naturwissenschaftliche und medizinische Dok-
torandinnen und Doktoranden gemeinsam an Fragen des kardialen Proteoms. Neuartige
Betreuungsstrukturen sollen dabei den wissenschaftlichen Nachwuchs mit den Synergie-
effekten einer interdisziplindren biomedizinischen Forschung vertraut machen.

Hintergrund

In den vergangenen Jahren haben technische Neuentwicklungen zur Etablierung von au-
tomatisierten Hochdurchsatzmethoden in der DNA-Sequenzierung gefiihrt. In Verbindung
mit weltweit organisierten Schwerpunktprogrammen hat dies eine Explosion der Informa-
tion iiber die Organisation ganzer Genome ausgelost. 13 Jahre nach dem Start des humanen
Genomprojekts (HGP) wurde im Jahr 2003 die Sequenz der drei Milliarden Basenpaare,
die das menschliche Genom bilden, mit einer Genauigkeit von 99,999 Prozent publiziert.
Zwar bestehen immer noch ca. 350 Liicken in der Sequenz, doch steht ein iiberraschen-
des Ergebnis bereits fest: Man benotigt viel weniger Gene fiir Aufbau und Funktion des
Organismus Mensch als bisher erwartet. Ging man zu Beginn des HGP noch von einer
Zahl von 100.000 verschiedenen Genen aus, so wurde diese Zahl bei Verodffentlichung der
ersten, ungenauen Version der humanen Sequenz bereits auf 35.000 nach unten korrigiert.
Mit dem Abschluss des HGP im Jahr 2003 gelten nun 19.599 proteinkodierende Gene als
gesichert. Zusitzlich wurden 2.188 DNA-Abschnitte gefunden, die aller Voraussicht nach
fiir weitere, bisher unbekannte Proteine kodieren. Wenn auch noch einige Variationsmog-
lichkeiten bestehen, liegt diese Zahl erstaunlich niedrig und ist nur unwesentlich hoher als
die ca. 19.000 Gene, die im Genom des Fadenwurms Caenorhabditis elegans gefunden
wurden.

Dieser Befund wirft nun die Frage auf, wie ausgehend von einer verhiltnisméBig ge-
ringen Zahl an Genen die Komplexitit der darin gespeicherten biologischen Information
so weit gesteigert werden kann, dass die komplizierten Strukturen und Funktionsablidufe
im Organismus ,,Mensch* sichergestellt werden konnen. Wie in Abbildung 1 dargestellt,
bedient sich die Natur einer Vielzahl von Mechanismen, die den Informationsgehalt der
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urspriinglich in der DNA gespeicherten Information durch posttranskriptionale und post-
translationale Mechanismen steigern.

Gen

Transkript(e)

Proteine
(+~ posttransl.
Modifikation)

Proteinkomplexe
(+- posttransl.
Modifikation)

Abb. 1: Steigerung der Komplexitat der in den Genen gespeicherten Information durch alternatives
Splicing und posttranslationale Mechanismen wie Proteinmodifikationen durch Phosphorylie-
rung, Nitros(yl)ierung, Glykosylierung und proteolytische Spaltung oder die Bildung von Pro-
teinkomplexen.

Zu diesen Mechanismen zihlen auf der Ebene der Messenger-Ribonukleinsidure (mR-
NA) das alternative Splicing, bei dem es durch Neukombination verschiedener Exons zur
Bildung von mRNA-Varianten kommt, die fiir dhnliche, aber zum Teil funktionell unter-
schiedliche Proteinvarianten kodieren. Ebenfalls verwirklicht, wenn auch in geringerem
Umfang, wird das RNA-Editing, eine nachtrigliche, spezifische Verdnderung der mRNA-
Sequenz, die zu Proteinen mit neuer Sequenz fiihrt.

AuBer den RNA-abhingigen Mechanismen spielt insbesondere die posttranslationale
Modulation synthetisierter Proteine eine wichtige Rolle. Seit langem bekannt sind Mo-
difikationen wie Phosphorylierung an Serin-, Threonin- und Tyrosinresten oder Glykosy-
lierungen. Man weil} aber auch, dass eine stickstoffmonoxidabhingige (NO-abhingige)
Nitrosierung oder eine Hydroxylierung an Prolylresten die Proteinfunktion entscheidend
beeinflussen kann. Dariiber hinaus kann eine proteolytische Prozessierung eine modula-
torische Funktion besitzen.

Die Ausbildung von Proteinkomplexen tiber spezifische Interaktionsdoménen in einer
zeitlich und rdumlich koordinierten Weise stellt eine weitere Ebene dar, auf der die Funkti-
on eines Proteins durch Einbindung in unterschiedliche Proteinkomplexe verdndert wer-
den kann.! So ist heute an die Stelle des frei diffundierenden Proteins, das nach Zusam-
mentreffen mit einem Zielmolekiil ein Signal weiterleitet, der Proteinkomplex getreten, in
dem Komponenten mehrerer Signalwege konzentriert werden und so als Schnittstellen der

' Vgl. Aebersold (2003).
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Signaltransduktion eine effiziente Signalweiterleitung und -integration ermoglichen. So
vermutet man heute, dass die Vielfalt von Proteinmodifikationen und -interaktionen die
Anzahl an funktionell unterschiedlichen Proteinen sechs- bis siebenfach iiber der Zahl der
zugrunde liegenden Gene liegt.

Diese neuen Einsichten wurden — vergleichbar zur DNA-Sequenzierung in der Genom-
forschung — vor allem durch die rasanten technischen Weiterentwicklungen auf dem Ge-
biet der Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MS, ESI-MS/MS) moglich, die eine immer
empfindlichere Detektion und Identifizierung von Proteinen erlaubt. Zusammen mit den
Fortschritten der Bioinformatik erleben wir gerade eine Revolution in der Biologie und der
Medizin, da diese Technologien eine Entwicklung der Forschung weg vom Einzelmolekiil
hin zu einer Analyse komplexer Proteome und deren dynamischer Veridnderungen unter
physiologischen und pathologischen Situationen ermoglichen. Damit ist der entscheiden-
de Schritt in das so genannte ,,postgenomische Zeitalter vollzogen, und es steht zu erwar-
ten, dass die Proteomforschung in der Zukunft wesentlich die Erforschung, Diagnose und
Behandlung humaner Erkrankungen vorantreiben wird.

Forschungsziele des Graduiertenkollegs 1089

Vor diesem Hintergrund ist das zentrale Forschungsziel des GK 1089, Modifikationen und
Interaktionen ausgewéhlter Proteine im Herzen und ihre Bedeutung fiir die kardiale Funk-
tion zu analysieren. Dabei kommen neueste Techniken der modernen Proteomforschung
zum Einsatz, um ausgehend von proteinbiochemischen /n-vitro-Untersuchungen die bio-
logische Relevanz der Ergebnisse an Modellsystemen wie isolierten Zellen und transge-
nen Tieren bis hin zu Untersuchungen am Patienten zu iiberpriifen. Von den insgesamt
acht wissenschaftlichen Teilprojekten befassen sich vier vorwiegend mit der funktionel-
len Analyse von Proteinmodifikationen, und vier weitere analysieren Fragen des kardialen
Interaktoms. Die biologisch-medizinischen Fragestellungen betreffen dabei den Energie-
stoffwechsel, die kardiale Hypertrophie, die Funktionen von Myoglobin, die Funktionen
von G;-Proteinen und PI;-Kinasen, den komplexen Vorgang der Priikonditionierung durch
volatile Anisthetika, die Funktion von Endothelzellen, die Apoptose und Nekrose und
die Interaktionen von Thrombozyten mit extrazelluldrer Matrix. Dabei sind die einzelnen
Projekte des Forschungsprogramms inhaltlich und methodisch eng vernetzt.

Die Erforschung des Proteoms und Interaktoms ist eine junge, noch in der Entwicklung
befindliche Disziplin mit hohen Anforderungen an biochemisch-molekularbiologisches
Know-how und die analytisch-apparative Ausstattung. Im Wesentlichen haben zwei ana-
lytische Methoden die Grundlage fiir die Proteomanalyse geschaffen: die vor 25 Jahren
etablierte 2D-Gelelektrophorese und die Entwicklung von sanfteren Ionisierungstechni-
ken (MALDI und ESI) in der Massenspektrometrie.2 Dem GK stehen durch das Protein-
analytische Zentrallabor des Biologisch-Medizinischen Forschungszentrums (BMFZ, Dr.
Metzger) und in der Arbeitsgruppe von Univ.-Prof. Dr. Schrader verschiedene Massen-
spektrometer mit unterschiedlichen Spezifikationen zur Verfiigung: ein MALDI-TOF fiir
die Peptide Mass Fingerprint-Analyse und zwei ESI-Massenspektrometer, davon eines in
der Kombination mit einer Iontrap (LCQ Deca XP Plus, Thermo-Electron) und das an-
dere in der Kombination mit ESI-QqTOF (QSTAR XL, Applied Biosystems). Mit beiden

2 Vgl. Neet und Lee (2002).
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Massenspektrometern ist die LC-MS-Kopplung an eine Nanoflow-HPLC (Ultimate, LC-
Packings) etabliert. Auf der Seite der Interaktomforschung hat die Tandem-Affinititsrei-
nigung (TAP-Technologie)? zur Isolierung nativer Proteinkomplexe in den letzten Jahren
zu dem erwihnten Paradigmenwechsel hinsichtlich der Vernetzung von Signalwegen in
groBen Proteinkomplexen gefiihrt. Ein Schwerpunkt des GK ist die Ubertragung dieser in
der Hefe etablierten Technologie auf Sidugerzellen und transgene Miuse.

Das GK hat sich mit seinem interdisziplindren Team aus Medizinern, Chemikern und
Biologen zum Ziel gesetzt, zu einem frithen Zeitpunkt aktuelle Fragen der biomedizini-
schen Forschung mit Hilfe dieser neuen Technologien zu bearbeiten. Im Rahmen seiner
Teilprojekte wird modernste Technologie eingesetzt, die den weiten Bogen von den Berei-
chen der Proteinaufreinigung und -identifizierung iiber Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfermethoden, Zelltransfektion und transgene Tiere bis hin zu operativ induzierten
Herzinsuffizienzmodellen spannt. Die apparative Ausstattung beinhaltet dabei tiberwie-
gend Groligerite der jiingsten Generation, so dass hier an vorderster Front des technolo-
gischen Fortschritts gearbeitet werden kann.

Ausbildungskonzept

Eine moderne biomedizinische Forschung kann heute nur durch Kooperation von Medi-
zinern und Naturwissenschaftlern und die damit verbundene Biindelung des spezifischen
Know-hows beider Gruppen erfolgreich sein. Interdisziplindre Kooperation wird im GK
1089 vor allem durch die Struktur der Projektarbeit trainiert: Jedes Projekt weist zwei Dis-
sertationsthemen aus, die methodisch dhnlich gelagert sind und/oder inhaltlich aufeinander
aufbauen und jeweils von einem naturwissenschaftlichen und einem medizinischen Stipen-
diaten im Tandem bearbeitet werden. Neuartig ist auch die Betreuungsstruktur (Abb. 2):
Jedem Kollegiaten werden neben dem Doktorvater (Primdrlabor) zwei weitere Betreu-
er zugeordnet, die aus den zum jeweiligen Dissertationsprojekt komplementéren Labors
(Komplementdirlabor) kommen. Als ,,Promotionsausschiisse* haben die Betreuer die Auf-
gabe, das Projekt iiber alle Phasen der Promotion zu begleiten und sich regelmiig mit
dem Fortschritt des Projekts auseinander zu setzen. In der Regel wird jeder Stipendiat
einen Teil seiner Arbeit in den Komplementirlabors anfertigen und das dort vorhandene
spezifische Know-how in Anspruch nehmen. Die praktische Ausbildung der Stipendiaten
wird durch ein Angebot von Methodenpraktika ergénzt. Um die Zusammenarbeit von Me-
dizinern und Naturwissenschaftlern auf gleicher Augenhohe zu férdern, werden vor allem
fiir Promovierende aus der Medizin molekularbiologische Grundpraktika angeboten, wih-
rend Naturwissenschaftler in klinischen Kursen mit patientenorientierten Fragen vertraut
gemacht werden.

In einem eigenen Lehrprojekt wird das weitreichende Ausbildungsprogramm im GK
1089 (Gastrednerprogramm, Progress-Seminare, Klausurtagung, Methodenpraktika) ko-
ordiniert. Insbesondere werden im Rahmen dieses Projekts E-Learning-Module in Zusam-
menarbeit mit den Promovierenden entwickelt, die ein dezentrales, selbstindiges Lernen
fordern. Um eine gemeinsame theoretische Ausgangsbasis auf dem Gebiet der kardiovas-
kuldren (Patho-)Physiologie zu erreichen, gleichzeitig aber die notwendigen Freirdume
fur die Forschung zu erhalten, nutzen die Kollegiaten das vor einigen Jahren unter Fe-

3 Vgl. Seraphin (2002).
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Primérlabor
= Projektleiter (Doktorvater)

Komplementir- = Nachwuchswissenschaftler Komplementér-
labor 1 labor 2

Abb. 2: Die Betreuungsstruktur im GK 1089. Jedes Teilprojekt wird gemeinsam von einem naturwis-
senschaftlichen und einem medizinischen Doktoranden im Primarlabor unter Anleitung des
Projektleiters (= Doktorvater) und von Nachwuchswissenschaftlern bearbeitet. Zusétzlich be-
gleiten die Leiter zweier Komplementarlabors den Fortgang der Arbeit.

derfiihrung der Heinrich-Heine-Universitit etablierte Lehrinformationssystem ,,Korona-
re Herzkrankheit“.* Erweitert wird dieses System durch den Aufbau einer gemeinsamen,
methodisch orientierten, digitalen Wissensbasis, in der das erarbeitete Methodenspektrum
thesauriert und somit allen Kollegiaten zuginglich gemacht wird.

Ubersicht iiber die Teilprojekte: Modifikation kardialer Proteine

S-Nitrosierung und Phosphorylierung von Proteinen von Herz-
und Endothelzellen und chronische Effekte von NO auf das kardiale Proteom
(Univ.-Prof. Dr. Jiirgen Schrader, Herz- und Kreislaufphysiologie)

Stickstoffmonoxid ist ein wichtiger gasférmiger Transmitter, der eine Vielzahl zelluldrer
Prozesse moduliert. Im Herzen dilatiert NO die Koronargefifle, moduliert aber auch di-
rekt die kontraktile Funktion der Kardiomyozyten. Ziel des Projekts ist es, die Wirkung
von NO auf Proteine des Herzens und koronarer Endothelzellen durch differenzielle pro-
teomanalytische Verfahren zu untersuchen. Eine zentrale Rolle spielt hierbei der klassische
NO/cGMP/PKG-Signalweg, iiber den eine Vielzahl von Substraten phosphoryliert wird.
Neuere Untersuchungen zeigen, dass NO auch durch Nitrosierung von Zysteinresten in der
Lage ist, die Funktion von Proteinen zu verdndern. In diesem Projekt wird daher der Ein-
fluss von NO auf die Phosphorylierung und Nitrosierung von Proteinen im Mauseherzen
untersucht, die herzspezifisch iNOS iiberexprimieren, und zwar in An- und Abwesenheit
von Myoglobin, das als spezifischer NO-Scavenger fungieren kann.®

4 Vgl. http://www.khk.uni-duesseldorf.de (03.03.2006).
3 Vgl. Lincoln et al. (2001).
6 Vel. Flogel ez al. (2001).



464 Axel Gédecke

Modifikation von kardialem Myoglobin durch N-Oxide
(Univ.-Prof. Dr. Malte Kelm, Medizinische Klinik I, Universititsklinikum
Aachen)

Als bekannte biochemische Modifikation von Proteinen durch NO sind vor allem seine
Nitros(yl)ierung von Himgruppen und Zystein-Seitenresten zu nennen.” Man weil aller-
dings, dass in Abhingigkeit von den Redoxbedingungen der Zelle NO rasch zu seinen
korrespondierenden N-Oxiden Nitrit, Nitrat und Peroxynitrit sowie seinen S-, N-, und C-
Nitrosoverbindungen reagieren kann, die ihrerseits Proteine modifizieren.® Am Beispiel
von Myoglobin als quantitativ und funktionell einem der bedeutsamsten kardialen Prote-
ine geht das Projekt ,,Modifikation von kardialem Myoglobin durch N-Oxide* der Fra-
ge nach, inwieweit die einzelnen NO-Derivate Proteine modifizieren konnen. In diesem
Projekt werden daher Mechanismen der Nitrierung und Nitrosylierung von Myoglobin
durch physiologisch vorkommende N-Oxide mittels Gasphasen-Chemilumineszens und
MALDI-TOF untersucht. Nach der Identifikation der Modifikationen wird die physiologi-
sche Relevanz dieser Verbindungen in unterschiedlichen zelluldren Assays und im isoliert
perfundierten Herzen wéhrend Ischdmie und Reperfusion erforscht und ihre Bedeutung
fiir den Energiestoffwechsel und die kardiale Apoptose beleuchtet.

Kardioprotektion durch Anisthetika
(Dr. Sabine Metzger, BMFZ, und Prof. Dr. Wolfgang Schlack, AMC
Amsterdam, Niederlande)

Der stirkste endogene Schutzmechanismus des Herzens gegen die Folgen einer Ischdmie
ist die Priakonditionierung, d. h. eine kurze Myokardischdmie, die einer lingeren Ischdmie
vorgeschaltet ist. Durch Prikonditionierung kann der Myokardschaden in kritisch versorg-
ten Arealen verringert werden. Interessanterweise konnen auch volatile Anisthetika eine
Prikonditionierung auslsen.’ Neuere Ergebnisse zeigen, dass es erhebliche Unterschie-
de in der Signaltransduktion der ischdmischen und der pharmakologischen, durch volatile
Anisthetika ausgelosten Prikonditionierung gibt. Daher wird in diesem Projekt die durch
pharmakologische Prikonditionierung ausgeloste Signaltransduktion mittels Proteomana-
lysen subzelluldrer Fraktionen, die aus Myokardproben der Ratte und des Menschen ge-
wonnen werden, unter Verwendung von 2D-Gelelektrophorese, MALDI und ESI-MS un-
tersucht. In transgenen Mausen soll dartiber hinaus der Einfluss der zuvor identifizierten
Kandidatenproteine auf die kardiale Prikonditionierung weiter untersucht werden.

Kardiale Apoptose, Caspasenaktivierung und Substratspaltung
(Univ.-Prof. Dr. Klaus Schulze-Osthoff, Institut fiir Molekulare Medizin)

Apoptose und die damit verbundene Aktivierung von Proteasen der Caspasefamilie spielt
vermutlich eine wichtige Rolle bei kardiovaskuldren Erkrankungen. Die Aktivierung von
Caspasen kann auf mehreren Ebenen durch NO beeinflusst werden, das sowohl anti- als
auch proapoptotische Effekte besitzt. Erste Ergebnisse deuten darauf hin, dass die caspase-

7 Vgl. Godecke (2006).
8 Vgl. Feelisch er al. (2002).
9 Vgl. Weber et al. (2005).
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vermittelte Spaltung verschiedener zelluldrer Substrate auch unabhéngig von der Apopto-
se kardiale Funktionen beeinflussen kann. Zunichst werden herzspezifische Caspasesub-
strate aus apoptotischen und vitalen Ratten-Kardiomyozyten mittels 2D-Elektrophorese
und MS/MS identifiziert. In einem dazu parallelen Ansatz werden herzspezifische Cas-
pasesubstrate iiber eine direkte In-vitro-Expressionsklonierung analysiert. Aufgrund der
bisherigen Proteindatenbankanalysen wird erwartet, mit Hilfe beider Techniken mehrere
Proteine des Myofilamentapparats als Caspasesubstrate zu identifizieren. Ferner wird die
Modulation der Apoptoseinduktion und Caspasenaktivierung durch NO mittels zellfreier
und zelluldrer Systeme und in transgenen Mausmodellen untersucht.

Ubersicht iiber die Teilprojekte: Interaktionen kardialer Proteine

Interaktion von Myoglobin mit zytosolischen Proteinen und Rolle bei der
Substratselektion im Herzen

(Univ.-Prof. Dr. Fritz Boege, Zentralinstitut fiir Laboratoriumsdiagnostik,
und Dr. Ulrich Flogel, Institut fiir Herz- und Kreislaufphysiologie)

Myoglobin, der rote Muskelfarbstoff, dient vor allem der Sauerstoffspeicherung und
dem Sauerstofftransport in der Muskulatur. In myoglobindefizienten Médusen wurde ge-
zeigt, dass es neben einer Erhohung des Koronarflusses, der Kapillardichte und des Hé-
matokrits insbesondere zu einem Wechsel der Substratutilisation von der B-Oxidation
zur glykolytischen Energiebereitstellung kommt, gemessen durch Proteomanalyse, '3C-
Isotopomerenanalyse und 'SFDG-PET.!? Allerdings sind die molekularen Mechanismen
der Induktion dieser Phidnotypumstellung bisher unbekannt. Daher sollen zunéchst unter
Anwendung dreier methodischer Aufreinigungsansitze — Koimmunprézipitation, Affin-
ity-Capture und Tandem-Affinitétsreinigung (TAP) — die zellulidren Proteine angereichert
werden, mit denen Myoglobin interagiert, um die oben genannte Umstellung des Energie-
stoffwechsels zu induzieren. Die nachfolgende Identifikation der Bindungspartner erfolgt
mittels Massenspektrometrie. In der lebenden Zelle werden dynamische Untersuchungen
dieser Proteininteraktionen durch Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET) unter-
sucht. Als spiegelbildliches Modell der myoglobindefizienten Maus wird in Myoglobin
iiberexprimierenden Zellen unter Anwendung der '*C-NMR-spektroskopischen Isotopo-
merenanalyse untersucht, inwieweit sich eine Umstellung von der glykolytischen Energie-
bereitstellung zur f-Oxidation erzielen ldsst.

Protein-Protein-Interaktionen kardialer Ankyrin-Repeat-Proteine
(Univ.-Prof. Dr. Axel Godecke, Institut fiir Herz- und Kreislaufphysiologie)

Mechanische Belastung des Herzens fiihrt hdufig zu einer Hypertrophie des Myokards.
Unklar ist, wie das mechanische Signal in eine veridnderte Genexpression umgesetzt wird.
Wir vermuten, dass das Cardiac Ankyrin Repeat Protein (CARP) und das CARP-homolo-
ge Protein ANKRD?2 an der Registrierung mechanischen Stresses und der Weiterleitung
eines Signals in den Zellkern beteiligt sind. Diese Vermutung stiitzt sich auf die Beob-
achtung, dass beide Proteine in Assoziation mit dem kontraktilen Apparat von Herzmus-

10vol. Flogel er al. (2005).
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Abb. 3: Mehrere Projekte im GK arbeiten intensiv an der Ubertragung der in Hefe bereits erfolgreich

eingesetzten TAP spezifischer Proteinkomplexe auf Saugerzellen bzw. transgene Mause. Zur
Nutzung der TAP-Technologie wird das Zielprotein, dessen Proteinkomplexe analysiert werden
sollen, mit einem Doppel-Tag fusioniert, das eine zweifache Reinigung des Proteins und sei-
ner Bindungspartner unter nativen Bedingungen erlaubt. Dieses Fusionsprotein wird in Zellen
oder in einem Organ exprimiert, wo es mit seinen spezifischen Interaktionspartnern zu Pro-
teinkomplexen assembliert. Nach dem Zellaufschluss erfolgt die erste Affinitétsreinigung, bei
der eine groBe Menge der nicht komplexierten zellularen Proteine abgetrennt wird. Durch eine
Protease-Spaltstelle zwischen den beiden Tags erfolgt die Elution der Komplexe, die aber noch
mit verunreinigenden Proteinen kontaminiert sein kénnen. Um diese von den Proteinkomple-
xen abzutrennen, erfolgt eine zweite Affinitatsreinigung Uber Tag2, so dass im Ergebnis reine
Proteinkomplexe flr eine massenspektrometrische Identifizierung der Komponenten zur Ver-
figung stehen.
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kelzellen und im Zellkern nachgewiesen wurden.'! Zur Uberpriifung dieser Arbeitshypo-
these werden Bindungspartner von CARP bzw. ANKRD2, die an der Signaltransduktion
beteiligt sind, einerseits mit Hilfe des Hefe-two-hybrid-Ansatzes, andererseits durch die
TAP von Proteinkomplexen und Massenspektrometrie identifiziert. Um die Dynamik der
Proteininteraktionen von CARP und ANKRD?2 bei einer Hypertrophieentwicklung zu stu-
dieren, werden die mit einem Tandem-Affinititstag versehenen Proteine in den Herzen
transgener Mause exprimiert, so dass die Interaktionen von CARP und ANKRD?2 auch in
vivo untersucht werden konnen.

Rezeptor-/G-Protein-Spezifitiit der Regulation von Phosphoiniositid 3-
Kinase-Signalwegen im Kardiovaskularsystem

(Univ.-Prof. Dr. Dr. Bernd Niirnberg, Institut fiir Biochemie und
Molekularbiologie II)

Herz- und Gefillsystem werden durch zahlreiche Neurotransmitter und Hormone beein-
flusst, die vielfach iiber G-proteingekoppelte Zelloberfldchenrezeptoren intrazellulédre Ef-
fektoren regulieren. Obwohl seit langem intensiv erforscht, ist der genaue Mechanismus
der kardialen, adrenergen und muskarinischen Signaltransduktion noch nicht verstanden,
da neben den ,klassischen Wirkungen* auf die Adenylylzyklase auch weitere Signaltrans-
duktionswege z. B. iiber PI3-Kinasen (PI3K) aktiviert werden. Daher wird in diesem Pro-
jekt untersucht, inwieweit die kardiovaskuldr exprimierte PI3Ky nicht nur durch Gi-gekop-
pelte, sondern auch durch Gs- und/oder Gg-gekoppelte Rezeptoren stimuliert wird und so
differenziell die kardiale Kontraktilitiat, Hypertrophieentwicklung oder Apoptose modu-
liert. Durch Affinitdtschromatographie an immobiler PI3Ky sollen Bindungspartner ad-
sorbiert und tiber 2D-Gelelektrophorese und Massenspektrometrie analysiert werden. Bis-
her unverstanden sind Befunde, nach denen nur fy-Komplexe bestimmter Rezeptoren wie
B2- oder M-Rezeptoren, nicht aber z. B. von B1-Rezeptoren die PI3Ky aktivieren konnen.
In zelluldren Systemen soll daher untersucht werden, ob die PI3Ky durch Gfy-Komplexe
aus Gq- oder Gi-Proteinen nach Angiotensin-II-Stimulation reguliert werden kann. Als
Indikator einer PI3Ky-Aktivierung wird mittels Laser-Scanning-Mikroskopie die Mem-
brantranslokation biofluoreszenter Pleckstrin-Homologie-Doménen analysiert (Abb. 4).

Bedeutung posttranslationaler Kollagenmodifikationen fiir die
Thrombozytenadhision

(PD Dr. Artur-Aaron Weber und Univ.-Prof. Dr. Jens Fischer, Institut fiir
Pharmakologie und klinische Pharmakologie)

Die Adhésion von Thrombozyten an das Subendothel wird durch die Interaktion zwi-
schen dem thrombozytiren GP Ib und dem an Kollagen gebundenen von-Willebrand-
Faktor (vWF) vermittelt. Kollagen wird einer Vielzahl posttranslationaler Modifikatio-
nen unterzogen. Beispielsweise binden kleine, leucinreiche Proteoglykane an Kollagen,
von denen bislang nur wenige (z. B. Biglycan, Decorin) identifiziert werden konnten. Die
funktionelle Bedeutung der Kollagenmodifikationen fiir die Thrombozytenadhésion un-
ter Flussbedingungen ist bislang nicht bekannt. Diese Frage konnte klinisch relevant sein,

11yl Miller et al. (2003).
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Abb. 4: Nachweis einer agonisteninduzierten Translokation biofluoreszenter Pleckstrin-Homologie-Do-
méanenproteine. Pharmakologische Stimulation flhrt zu einer massiven Translokation des
PHD-Proteins an die Zellmembran. Die Untersuchungen mittels Laser-Scanning-Mikrosko-
pie wurden im Rahmen der Dissertation von Barbara Kurig aus dem Projekt von Univ.-
Prof. Dr. Dr. Bernd Nirnberg durchgefuhrt.

da Proteoglykane (Biglycan, Decorin) in stabilen Koronarplaques angereichert werden und
dort die Mechanismen der Thrombusbildung beeinflussen. Daher soll zunéchst die Throm-
bozytenadhidsion an decorin- und biglykandefizienten bzw. iiberexprimierenden, glatten
Muskelzellen untersucht werden.!? Ergiinzt werden die Analysen durch Experimente mit
Kollagen von Decorin- und Biglykan-Knockout-Méusen. Mittels Proteomanalyse werden
weitere mit Kollagen interagierende Proteine und Substrate identifiziert. AuBlerdem wird
der Frage nachgegangen, ob Biglycan eine Rolle fiir das Ausmaf einer Atherosklerose
spielt und ob Abwesenheit von Biglycan zu strukturellen und funktionellen Konsequen-
zen in atherosklerostischen Lisionen fiihrt.

Lehrprojekt: Aus- und Weiterbildung im Graduiertenkolleg mit einem
webgestiitzten, multimedialen LernInformationssystem

(Univ.-Prof. Dr. Ulrich K. M. Decking)

Wihrend die medizinischen Kollegiaten bei Aufnahme in das GK eine ausreichende
Kenntnis von Aufbau und Funktion des kardiovaskulidren Systems erworben haben, liegt

12 vgl. Fischer et al. (2000).
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bei einem groBen Teil der naturwissenschaftlichen Kollegiaten ein unzureichendes Wissen
iiber Physiologie und Pathophysiologie des kardiovaskulédren Systems vor. Umgekehrt ver-
figen die Naturwissenschaftler iiber ein weitreichendes Verstandnis molekularbiologisch-
biochemischer Prozesse, das den Medizinstudierenden fehlt. Damit ist gerade zu Beginn
ein effizientes gemeinsames Forschen kaum moglich.

Vor diesem Hintergrund wird im Rahmen eines spezifischen Lehrprojekts eine gemein-
same Wissensbasis geschaffen, die beiden Gruppen den Erwerb eines dhnlichen Wissens-
standes ermoglicht. Alle Mitglieder des GK haben Zugang zu einem webbasierten, mul-
timedialen Lernsystem zur kardiovaskuldren Physiologie und Pathophysiologie, das vor
kurzem unter Federfithrung der Heinrich-Heine-Universitit aufgebaut wurde. Abhéngig
von ihrem individuellen Vorwissen konnen sie eigenstindig die bereitgestellten Lernein-
heiten nutzen. Zur Evaluation des Lernfortschritts wird derzeit an einem in das System
integrierten Progress-Test gearbeitet.

Nach einer Einfithrung in das Schreiben webgerechter Texte sind die Kollegiaten nun in
der Lage, sich am Ausbau des Lernsystems zu einem LernInformationssystem zu betei-
ligen, das als gemeinsame Wissensbasis des GK dient. Dazu erstellen die Kollegiaten zu
speziellen Methoden ihrer Forschungstitigkeit multimediale Module, die die Grundlagen
der verwendeten Methoden und den Ablauf von Experimenten zusammenfassen, so dass
im Laufe der Zeit ein multimediales ,,E-Book* der Proteomforschung entsteht.

Ein Jahr Graduiertenkolleg 1089 — eine Zwischenbilanz

Naturgemdf war das erste Jahr des Forderungszeitraums geprigt durch die Aufbaupha-
se und Etablierung der Arbeitsgruppen. Die acht Stellen fiir die naturwissenschaftlichen
Doktoranden konnten problemlos mit hoch motivierten und sehr gut ausgebildeten Na-
turwissenschaftlerinnen mit Abschliissen in Biologie, Pharmazie und Biotechnologie be-
setzt werden. Die iiberwiegende Zahl der gewonnenen Mitarbeiterinnen entstammt nicht
der Diisseldorfer Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultit, drei der acht Stipendi-
en wurden an Stipendiatinnen aus Ungarn, Agypten und Indien vergeben. Auf der Seite
der Mediziner gelang es bisher, eine Gruppe exzellenter Studierender mit in der Regel
iiberdurchschnittlichen Physikumsnoten fiir die Projekte zu begeistern. Besonders positiv
macht sich das Tandemkonzept zur Bearbeitung der Forschungsthemen durch einen Medi-
ziner und einen Naturwissenschaftler bemerkbar. Es ist bereits jetzt absehbar, dass diese
enge Interaktion den Erwerb technischer Fertigkeiten und molekularbiologischer Kennt-
nisse durch die Medizinstudierenden fordert und somit die Fertigstellung anspruchsvoller
medizinischer Doktorarbeiten in dem beschréinkten zur Verfiigung stehenden Zeitraum er-
moglichen wird. Am Ende des ersten Jahres kann man also festhalten, dass sowohl inhalt-
lich als auch in der Ausbildung das GK 1089 auf einem guten Weg ist.

Weitere Informationen: im Internet unter http://www.grk1089.uni-duesseldorf.de oder iiber
den Sprecher: axel.goedecke@uni-duesseldorf.de.
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