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Referat

Strukturproteine in Desmosomen, die benachbarte Kardiomyozyten verbinden, sowie
der Z-Scheibe, die Sarkomere und den kontraktilen Apparat der Zelle mit der
Zellmembran verbindet, sind wichtig flr die Aufrechterhaltung und Organisation des
Herzmuskels. Mutationen oder die Abwesenheit vieler dieser Proteine wie auch der
desmosomalen Proteine Plakoglobin und Plakophilin und des Z-Scheiben-Proteins
ZASP/Cypher stehen mit Herzerkrankungen wie ARVC und DCM in Verbindung.

In dieser Studie sollte der Frage nachgegangen werden, ob die Expression der
Proteine Plakoglobin, Plakophilin und ZASP/Cypher einer altersabhangigen Expression
unterliegt. Daflr wurden 53 Proben mannlicher Patienten (Durchschnittsalter 67)
mittels Immunhistologie und Western Blot Verfahren untersucht. Alle Patienten waren
mit B-Blockern behandelt worden, die meisten auch mit ACE-Hemmern (oder AT1-
Antagonisten), ASS und Statinen. Das mittlere NYHA-Stadium lag bei 2 (=0,4).

Die Ergebnisse der Studie sind nicht eindeutig. Eine lineare Korrelation konnte nicht
nachgewiesen werden, wohl aber signifikante Unterschiede zwischen Altersgruppen.
Es konnten aullerdem eine positive Korrelation zwischen ZASP/Cypher und
Plakoglobin und signifikante Einflisse von ASS und ACE-Hemmern auf die
Plakoglobin-Expression festgestellt werden. Um eindeutigere Ergebnisse zu

bekommen, sind gréRer angelegte Studien nétig.

Mangold, Winnie: Untersuchung zur altersabhangigen Expression der Proteine
Plakoglobin, Plakophilin und ZASP/Cypher im menschlichen Myokard, Halle (Saale),
Univ., Med. Fak., Diss., 65 Seiten, 2014
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Einleitung

1 Einleitunq

Fur die Entstehung und Aufrechterhaltung mehrzelliger Organismen ist die Stabilitat
einzelner Zellen sowie die Stabilitdt von Zellverbanden von grundlegender Bedeutung.
Fur diese Stabilitdt und die Kommunikation der Zellen miteinander sind Zell-Zell-
Verbindungen verantwortlich. Eine Form dieser Zell-Zell-Verbindung ist das Desmosom
(s. Abb. 1).

Mit Plakoglobin und Plakophilin werden in der vorliegenden Studie zwei Proteine

untersucht, die beim Aufbau der Desmosomen eine wichtige Rolle einnehmen.

AuRerdem essentiell fiir das Uberleben hoher entwickelten Organismen ist die
Fahigkeit des Herzmuskels zur Kontraktion und damit zur Aufrechterhaltung der
Blutzirkulation. Bei dieser Kontraktion spielt die Gliederung der Muskelfasern in
Myofibrillen und weiter in Sarkomere eine entscheidende Rolle. Die Grenzen zwischen
den Sarkomeren werden durch sogenannte Z-Scheiben gebildet (s. Abb. 1). Cypher
(beim Menschen ZASP genannt) ist ein Protein, das in den Z-Scheiben vorkommt und

in dieser Arbeit naher untersucht wird.

Vor dem Hintergrund der demographischen Entwicklung in der westlichen Welt wird das
Verstandnis der Prozesse die bei der Alterung des menschlichen Herzens ablaufen
immer wichtiger. Es dient der Entwicklung neuer therapeutischer Angriffspunkte und
Prognosestandards. Mit zunehmendem Alter werden erworbene Herzerkrankungen wie
Arrhythmien und Herzinsuffizienz haufiger. In der vorliegenden Studie wurden drei
Proteine (s. 0.) untersucht, deren fehlerhafte Funktion oder veranderte Expression eine
Veranderung der mechanischen Stabilitdt und Kontraktilitdt des menschlichen Herzens
nach sich ziehen kénnen. Sie kdnnten damit mitverantwortlich sein fir altersbedingte
Verdnderungen am menschlichen Herzen und damit verbundene erhdhte Anfalligkeit

fur verschiedene Erkrankungen.
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Abb. 1 (basierend auf Clark et al., 2002 und Goossens und van Roy, 2005):

Schema von zwei angeschnittenen Herzmuskelzellen, die liber ein Desmosom
verbunden sind. Plakoglobin und Plakophilin befinden sich in den “dense
Plaques“ des Desmosomen. Sie binden Cadherine, die die Zellen im
Interzellularspalt verbinden. Uber Desmoplakin verankern sie

Intermediarfilamente (Desmin).

Cypher ist in den Z-Scheiben lokalisiert. Z-Scheiben begrenzen Sarkomere und

werden durch Quervernetzungen der Aktinfilamente z. B. durch Desmin gebildet.

ICR = Interzellularraum

1.1 Desmosom

Desmosomen (Maculae adhaerentes) sind Zell-Zell-Verbindungen, die v. a. in
Geweben mit mechanischer Beanspruchung wie dem Herzmuskel oder der Epidermis
vorkommen. Sie sind extrem wichtig fir den Zusammenhalt des entsprechenden
Gewebes (Kowalcyk et al., 1997), da sie mechanische Stabilitéat verleihen, ohne dabei
den parazellularen Transport zu behindern. Die Zusammensetzung von Desmosomen
ist je nach Zelltyp und Epithelschicht leicht variabel. Die Hauptbestandteile sind jedoch
immer: desmosomale Cadherine (Desmoglein, Desmocollin), Plakoglobin, Plakophilin
(beides Armadillo-Proteine) und Plakine (z.B. Desmoplakin).

Desmosomen bestehen aus zwei intrazellularen Plaques (dense plaques), die sich

jeweils in eine innere und eine aufere Schicht untergliedern lassen. Zur auferen
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Schicht gehdren neben den Proteinen Plakoglobin und Plakophilin der C-Terminus der
desmosomalen Cadherine und der N-Terminus von Desmoplakin. Zur inneren Schicht
gehdren der C-Terminus von Desmoplakin und die Verbindungen zu den
Intermediarfilamenten (z. B. Desmin).

Die desmosomalen Cadherine der benachbarten Zellen Uberbricken den
Interzellularspalt und bilden in dessen Mittellinie durch ihre Interaktion eine
elektronenmikroskopische Verdichtung (Grossmann et al., 2004).

Im Herzmuskel sitzen die Desmosomen hauptsachlich an den Glanzstreifen (Disci

intercalares), den End-zu-End-Verbindungen der Herzmuskelzellen (Schiebler, 2002).

1.2 Armadillo-Proteine

Die Armadillo-Protein-Familie  (armadillo-like-proteins) ist eine Gruppe von
Adhasionsmolekilen, die aus drei Untergruppen besteht: die klassischen Catenine, zu
denen Plakoglobin und [-Catenin gehdren, die Plakophiline 1-3 und die p120-
verwandten Proteine (Franke et al., 1989; Reynolds et al., 1992; Mertens et al., 1996).
Ihren Namen erhielt diese Gruppe nach dem Armadillo-Gen, das erstmalig bei
Drosophila entdeckt wurde (Peifer et al., 1990; Kowalcyk et al., 1997; Bierkamp et al.,
1999). Gekennzeichnet werden die Vertreter der Familie durch eine unterschiedliche
Anzahl von Aminosaure-Sequenz-Wiederholungen. Eine Armadillo-Sequenz hat
jeweils eine Lange von ca. 42 Aminosduren. Neben dem Vorkommen in der
Zellmembran und dem dortigen Wirken als Adhé&sionmolekile wurde auch die

Lokalisierung der Armadillo-Proteine im Zellkern beschrieben (Mertens et al, 1996).

1.2.1 Plakoglobin

Plakoglobin, auch y-Catenin genannt (Sacco et al., 1995; Bierkamp et al., 1999;
Kodama et al., 1999), ist ein Protein, das zur Gruppe der Armadillo-Proteine gehort.
Zusammen mit B-Catenin bildet es eine eigene Untergruppe dieser Familie. Beide
Proteine sind homolog, d. h. sie stammen von einem gemseinsamen Vorlaufer ab und
weisen in ihren Aminosiuresegenzen eine hohe Ubereinstimmung auf (Butz et al.,
1992). Sie bestehen beide aus 12 Armadillo-Wiederholungen (je 42 Aminosauren) in
ihrer zentralen Domane. Insgesamt sind sie zu 66% identisch und in ihren Armadillo-
Wiederholungen stimmen sie sogar zu 77% Uberein (Kodama et al., 1999). Studien an
Plakoglobin-Knockout-Mausen zeigen in diesen Mausen eine erhdhte (-Catenin-
Konzentration. So kann zumindest ein Teil der verlorenen Zellfunktion Uber eine

vermehrte Expression des Homologes kompensiert werden (Swope et al.; 2012).
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Die Tatsache, dall Plakoglobin zu 63% identisch ist mit Armadillo (Peifer und
Wleschhaus, 1990) und auch eine hohe Ubereinstimmung zwischen menschlichem
und bovinem Plakoglobin gezeigt wurde, spricht fur einen hohen Konservierungsgrad
in der Evolutionsgeschichte (Franke et al., 1989; Peifer et al., 1994) und somit auch fir
die groflke Bedeutung von Plakoglobin fir den Organismus.

Dafur spricht auch, dal® Plakoglobin als einziges Protein Uberhaupt sowohl in
Desmosomen als auch in den Zonula adherens vorkommt (Franke et al., 1989; Sacco
et al.,, 1995; Mertens et al., 1996). In Desmosomen bestehen Bindungen mit den
transmembranen Cadherinen Desmoglein und Desmocollin und zu Desmoplakin,
welches mit den Intermediarfilamenten der Zelle interagiert. In den Zonulae adherentes
ist Plakoglobin mit klassischen Cadherinen (v. a. E-Cadherin) und a-Catenin
verbunden (Kowalcyk et al., 1997; Chitaev et al., 1998).

Folgen veranderter Expression und Mutation von Plakoglobin

Plakoglobin spielt eine wichtige Rolle bei der Architektur von Glanzstreifen und der
Stabilitdt von Herzgewebe (Ruiz et al.,, 1996). So flhrt eine Phosphorylierung
gebundenen Plakoglobins (z. B. Uber EGF-Signalwege) zu einer Translokation von der
Zell-Zell-Verbindung in das Zytoplasma. Dies flhrt zu einer verminderten Zell-Zell-
Adhasion (Yin und Green, 2004). Zu Phosphorylierungen kann es auch tber Tyrosin-
Kinasen (Hamaguchi et al., 1993) oder Uber eine Bindung an Axin kommen. Axin
fordert die Herabregulation von Plakoglobin (Kodama et al.,1999).

Eine Studie an Plakoglobin-Knockout-Mausen zeigt, daf} das Fehlen von Plakoglobin
bereits in der Embryogenese letal verlauft (Ruiz et al.,, 1996). Die Todesursache ist
eine gestorte Herzfunktion: eine deutlich schwachere Herzkontraktion, die durch eine
hohere Herzfrequenz im Vergleich zu Wildtyp-Mausen kompensiert werden muss.
Zudem kommt es zu haufigen Ventrikelrupturen. In der Immunfluoreszenz zeigt sich
auBerdem, dall zwar das Herz der Knockout-Mause voll ausgebildet ist, Desmosomen
jedoch fehlen. In anderen Geweben wie dem Epithel sind Desmosomen dagegen
nachweisbar. Bemerkenswert ist: das Fehlen von Desmosomen kann auch schon
nachgewiesen werden, bevor das Herz zu schlagen beginnt und somit mechanischem
Stress ausgesetzt ist. Dies deutet darauf hin, dal® die Ursache der
Herzfunktionsstérungen nicht in der mechanischen Belastung zu suchen ist, sondern
diese letztendlich nur die durch die Abwesenheit von Plakoglobin verursachten
Stérungen offenbart (Ruiz et al., 1996).

In den Disci intercalares kann in Abwesenheit von Plakoglobin eine neue Art von Zell-

Zell-Verbindungen nachgewiesen werden. In ihnen kommen mit B-Catenin (sonst in
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Zonula Adherentes vorkommend) und Desmoplakin (sonst in Desmosomen
vorkommend) zwei Proteine nebeneinander vor, die sonst nicht gemeinsam auftreten
(Ruiz et al., 1996).

Mechanischer Stress kann Uber die Aktivierung intrazellularer Signalwege durch
Phosphorylierung von FAK zu einer Hochregulation von Plakoglobin fihren, die mit
einer Vermehrung der Zell-Zell-Verbindungen im Myokard einhergeht (Yamada et al.,
2005).

Eine Studie an Hunden zeigt im Gegensatz zu der oben beschriebenen erhdhten
Plakoglobinexpression bei mechanischer Belastung, eine Plakoglobinverminderung bei
induzierter terminaler Herzinsuffizienz tUber eine Downregulierung des auf Chromosom
17921 lokalisierten Plakoglobin-Gens (Gao et al., 2006).

Mutationen im Plakoglobin-Gen kdénnen zu arrhythmogener rechts-ventrikularer
Kardiomyopathie (ARVC) (Franz et al., 2001; Kirchhof et al., 2006, Asimaki et al.,
2007) und deren Unterform der Naxos-Krankheit fihren (Rampazzo et al., 2002;
Kirchhof et al., 2006). Die Naxos-Krankheit zeigt, dal} Plakoglobin nicht nur fir eine
korrekte Herzfunktion, sondern flr verschiedenen Funktionen des Organismus wichtig
ist. Sie wurde erstmalig auf der gleichnamigen Insel entdeckt und geht einher mit
wolligem Haar, palmoplantarem Keratoderma und ARVC. Ursache hierfur ist eine
Deletion von zwei Basen, die letztendlich die Stabilisierung der Zell-Zell-Kontakte durch
Plakoglobin verhindert (McKoy et al., 2000). Die Veranderungen der Epidermis sind
unter anderem durch eine erhdohte Apoptoserate und vermehrte Zellproliferation
hervorgerufen (Degiang et al., 2012).

Fur die Entstehung einer ARVC ohne die Symptome der Naxos-Krankheit konnten
Asimaki et al. eine Insertionsmutation von 3 Basen im Plakoglobin-Gen anschuldigen
(Asimaki et al., 2007).

Heterozygote Plakoglobin-defiziente Mause entwickeln eine ARVC, die klinisch durch
Ausdauertraining noch verstarkt wird. Diese Mause zeigen einen vergrélierten rechten
Ventrikel und das vermehrte spontane Auftreten von ventrikularen Arrhythmien und
Tachykardien im Alter. Bei jungen Mausen hingegen wird kein gehauftes Vorkommen

von ventrikularen Arrhythmien beschrieben (Kirchhof et al., 2006).

1.2.2 Plakophilin

Plakophilin ist wie Plakoglobin ein Protein der Armadillo-Familie. Dabei bilden die
Plakophiline 1, 2 und 3 zusammen eine eigene Untergruppe dieser Familie (Mertens et
al., 1996). Sie ist gekennzeichnet durch 9 Armadillo-Wiederholungen (Mertens et al.,

1996; Choi und Weis, 2004). Diese werden von einem kurzen C-Terminus und einem
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langen N-Terminus begrenzt. Die Kopf-Dom&ne am N-Terminus besteht aus einer
konservierten Sequenz und ist verantwortlich fur alle Bindungen zu anderen Proteinen
(Franke et al., 1989; Choi und Weis, 2004; Stokes, 2007). Die drei Varianten sind fast
ausschlieldlich in Zellverbindungen des desmosomalen Typs lokalisiert und dienen
dessen Stabilisierung (Hatzfeld, 2006). Sie kdnnen aber auch in Zellkernen
nachgewiesen werden (Mertens et al., 1996; Bonné et al., 1999). Dal3 Plakophiline
sowohl in der Zellmembran als auch im Zellkern zu finden sind, spricht flr eine
zusatzlich zur mechanischen Funktion bestehende Funktion in der Signaltransduktion
der Zelle (Schmidt et al., 1997; Hatzfeld, 2006).

Plakophilin 1 und 2 sind in ihrem Aufbau sehr ahnlich und kommen jeweils in zwei
unterschiedlich langen Splei3-Varianten vor. Dabei beschreibt a die kurzere und b die
langere Form (Mertens et al., 1996; Chen et al., 2002). Bisher ist kein funktioneller
Unterschied zwischen den verschiedenen Plakophilinen bekannt. Sie kommen aber

teilweise in unterschiedlichen Geweben vor.

Plakophilin 1 ist vor allem in Epithelien lokalisiert und kommt dort hauptsachlich in den
suprabasalen Schichten vor (Hatzfeld et al., 2000). Es bindet desmosomale Proteine
wie Desmoplakin (Kowalcyk et al., 1999) und Keratine (Hatzfeld et al., 2000).
AuBRerdem verstarkt es die Rekrutierung von Desmoplakin in die Zell-Zell-
Verbindungen und hat so Einfluss auf die Stabilitdt der Zellmembran (Kowalcyk et al.,
1999). Auch fur die Desmosomenanzahl und — grof3e ist Plakophilin 1 von Bedeutung
(Hatzfeld et al., 2000; McMillan et al., 2003). Ein Verlust des Proteins fiuhrt zu
epidermaler Instabilitat (McMillan et al., 2003).

Plakophilin 3 ist eine kaum untersuchte Variante des Plakophilins. Es wird in den
meisten ein- und mehrschichtigen Epithelien exprimiert. Aulerdem ist es in einigen
nicht-epithelialen Zellen nachweisbar (z.B. T-Zellen). In Kardiomyozyten und
Hepatozyten wird es nicht messbar exprimiert (Bonné et al., 1999). Im Gegensatz zu

Plakophilin 1 und 2 sind keine Spleil3-Varianten bekannt (Bonné et al., 1999).

Plakophilin 1 und 3 spielen auRerdem eine Rolle in der Entwicklung von Tumoren. So
konnte fiir einige Tumoren eine Uberexpression von Plakophilin 1 und 3 nachgewiesen
werden (Villaret et al., 2000). Genauso konnten jedoch auch Tumoren gefunden
werden, die eine verminderte Expression von Plakophilin aufweisen. Diese auf den
ersten Blick widersprichlich erscheinenden Ergebnisse lassen sich mit den je nach
Lokalisation in der Zelle unterschiedlichen Funktionen des Plakophilins erklaren: so

wirkt Plakophilin in den Desmosomen eher tumorprotektiv wahrend Plakophilin im



Einleitung

Zytoplasma uber eine Aktivierung der Translation kanzerogen wirken kann (Wolf und
Hatzfeld, 2010).

Plakophilin 2 ist in allen bisher untersuchten Zellen nachweisbar, in denen
Desmosomen als Zellverbindungen auftreten (Mertens et al.,, 1996), z.B. ein- und
mehrschichtige Epithelien, Lymphknoten und Herz. Es findet sich aber auch in
Geweben, in denen keine Desmosomen gebildet werden (Mertens et al.,, 1996). Im
Herzgewebe ist es das einzige Plakophilin (Grossmann et al., 2004; Syrris et al., 2006).
Wie Plakophilin 1 ist Plakophilin 2 auch in Zellkernen nachzuweisen und kommt in
einigen Zellen sogar ausschlieldlich dort vor (Mertens et al., 1996). Es ist die haufigste

der drei Plakophilin-Varianten.

Plakophilin 2 interagiert, im Gegensatz zu Plakophilin 1, direkt mit Plakoglobin,
Desmoplakin, Desmoglein 1 und 2 (Chen et al., 2002). Fur die Bindungen mit
Plakoglobin sind wohl die Armadillo-Wiederholungen des Plakoglobins verantwortlich
(Chen et al., 2002).

Folgen veranderter Expression und Mutation von Plakophilin 2

Ein Fehlen von Plakophilin 2 flhrt zu schweren Erkrankungen des betroffenen
Organismus. Bei verschiedenen Tierarten wurden Knockout-Studien durchgefuhrt.
Beim Zebrafisch fihrt das Fehlen von Plakophilin 2 wahrend der Embryogenese zu
einer verminderten Herzfrequenz, kardialen Odemen sowie einer abnormen

Ventrikelanatomie (Moriarty et al., 2012).

Homozygote Knockout-Mause sterben bereits wahrend der Embryogenese
(Grossmann et al.,, 2004). Es bilden sich Blutgerinnsel in den Herzhéhlen und im
Perikard. Herzrupturen wie bei Plakoglobin-Knockout-Mausen kommen nicht vor. Es ist
also anzunehmen, daf} das Blut tber kleine Leckagen aus den Kammern ins Perikard
Ubertritt. AuRerdem haben Knockout-Mause weniger Trabekel in den Ventrikeln und
dinnere Wande in den Herzvorhéfen als Wildtyp-Mause (Grossmann et al., 2004).
Desmoplakin, das bei Wildtyp-Mausen, wie bei Menschen, in den Desmosomen mit
Plakophilin, Plakoglobin und anderen desmosomalen Proteinen ko-lokalisiert ist, lasst
sich bei homozygoten Knockout-Mausen nicht im Desmosomen, sondern im
Zytoplasma nachweisen. Desmoglein 2 kann dagegen gar nicht nachgewiesen werden
(Grossmann et al., 2004). Wahrend bei Wildtyp-Mausen schon in der Embryogenese
die Glanzstreifen im Herzgewebe mit ihren unterschiedlichen Formen von
Zellverbindungen gut ausgebildet sind, lassen sich bei Plakophilin-2-Knockout-Mausen

die verschiedenen Formen der Zellverbindungen kaum voneinander unterscheiden.



Einleitung

Diese Veranderungen beziehen sich aber ausschliellich auf das Herz. In Epithelien
und auch im Endothel der GefalRe lassen sich trotz Plakophilin-Abwesenheit keine

Veranderungen nachweisen (Grossmann et al., 2004).

Beim Menschen ist ein Zusammenhang zwischen Mutationen im Plakophilin-2-Gen
und der ARVC bekannt. Es sind verschiedene Mutationen (z.B. Deletionen,
Insertionen, Insertions-Deletions-, Splice-site-, Nonsense- oder Misssense-Mutationen)
des Plakophilin-2-Gens identifiziert worden, die bei arrhythmogener rechtsventrikularer
Kardiomyopathie an verschiedenen Genloci vorkommen (Syrris et al., 2006; van
Tintelen et al., 2006). Die Symptome dieser Erkrankung sind Synkopen und
Kammertachykardien. Sie ist auch eine Ursache des pldtzlichen Herztodes.
Pathophysiologisch kommt es zu einer fibrolipomatésen Degeneration der rechten
Kammer, die mit einer Dilatation der Kammer einhergeht. In einer hollandischen Studie
lie sich bei ca. 50% der Patienten mit ARVC eine Plakophilin-2-Mutation nachweisen
und sogar bei fast 70% der Patienten mit familiarer ARVC (van Tintelen et al., 2006).
Zahlreiche weitere Studien dokumentieren einen Zusammenhang zwischen ARVC und
Plakophilin-2-Mutationen (Awad et al., 2006; Dalal et al., 2006; Nagaoka et al., 2006;
Syrris et al., 2006). Die Penetranz der ARVC kann dabei auch innerhalb von einzelnen
Familien variabel sein (Syrris et al., 2006). Sowohl autosomal-dominante als auch -
rezessive Vererbungen sind bekannt (Syrris et al., 2006). Ob es klinische Unterschiede
zwischen ARVC Patienten mit und ohne Plakophilin-2-Mutation gibt ist umstritten. Es
gibt Studien in denen keine Unterschiede festgestellt wurden (van Tintelen et al.,
2006). Es gibt aber auch Hinweise darauf, dafl Patienten mit Plakophilin-2-Mutation
friher symptomatisch werden und eine kirzere Uberlebenszeit haben als Patienten mit
einem intakten Plakophilin-2-Gen (Dalal et al., 2006).

1.3 Z-Scheibe

Die Z-Scheibe (auch Z-Linie) ist die Begrenzung des Sarkomers in der Herz- und
Skelettmuskulatur. Ein Sarkomer ist die kontraktile Einheit des Muskels und wird
jeweils von zwei Z-Scheiben begrenzt (s. Abb. 1). Die Z-Scheibe vereint sowohl
kontraktile als auch elastische Elemente der Zelle und dient so der Stabilisation und
der Fahigkeit des Muskels zur Kontraktion (Ubersicht bei Luther, 2009). Damit ist sie
von enormer Wichtigkeit fur die Aufrechterhaltung der Herz-Kreislauffunktionen des
Organismus. Viele Herzerkrankungen haben ihren Ursprung in Fehlfunktionen von

Proteinen der Z-Scheibe (s. u.).
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In der Z-Scheibe werden die Aktinflamente zweier benachbarter Sarkomere
miteinander verbunden und quervernetzt. Dies geschient v. a. durch a-Aktinin.
AulRerdem stellt die Z-Scheibe die Verbindung zwischen den Sarkomeren und dem
Zytoskelett der Zelle dar. Diese Verbindung erfolgt durch Intermediarfilamente wie
Desmin. Noch sind nicht alle Strukturen und Prozesse dieses komplexen Gebildes
identifiziert. Ein Protein der Z-Scheibe dessen Rolle noch nicht endgultig geklart ist, ist
Cypher. Es bindet a-Aktinin und Calsarcin (Ubersicht bei Goldstein et al., 1991; Zhou et

al., 1999) und hat vermutlich noch andere Bindungspartner.

1.3.1 ZASP/Cypher

ZASP (Z band alternatively spliced PDZ-containing protein) ist das humane Homolog
zu Cypher, einem in Saugetieren und Fischen nachgewiesenem PDZ-LIM-Protein. Es
kommt ausschlieRlich in den Z-Scheiben von Herz- und Skelettmuskel vor (Zhou et al.,
1999). Dort ist es flr die Organisation und Stabilitdt der Z-Scheibe wahrend der
Muskelkontraktionen verantwortlich (Zhou et al., 2001, Katzemich et al., 2013).
Insgesamt sind bisher sechs verschiedene SpleiR-Varianten von ZASP/Cypher
bekannt: Cypher 1c und 1s, Cypher 2¢ und 2s und Cypher 3c und 3s. ,C* weist dabei
auf die herzspezifische (cardial) und ,s* auf die skelettmuskelspezifische (skeletal)
Form hin. Die Einteilung erfolgt anhand von herz- (Exon 4) bzw.
skelettmuskelspezifischer (Exon 5, 6, 7) Exones. Die kardialen Formen finden sich
nicht im Skelettmuskel wahrend die skeletalen Formen auch im Herzmuskel
vorkommen (Huang et al., 2003; Arimura et al., 2004). Im Herz Uberwiegt Cypher 1c
wahrend im Skelettmuskel im Laufe des Lebens erst Cypher 1s und spater 3s
Uberwiegt (Huang et al., 2003). Die beiden Formen von Cypher 2 sind deutlich kirzer
als Cypher 1 und 3. Im Gegensatz zu ihnen weisen sie keine LIM-Domanen auf.
Cypher 1 und 3 haben davon jeweils drei (Huang et al., 2003). Allen Cypher Varianten
gemeinsam ist die PDZ-Domane, Uber die die Bindung an a-Aktinin geschieht (Zhou et
al., 1999). Uber die LIM-Doméane kann Proteinkinase C gebunden und Cypher
phosphoryliert werden (Zhou et al., 1999). Da Cypher 2 keine LIM Doméne aufweist,

kann es nicht an Proteinkinase C binden.

Folgen veranderter Expression und Mutation von ZASP/Cypher

Verschiedene Mutationen von ZASP/Cypher sind bekannt. Je nachdem welche
Isoformen sie betreffen, kann es zu Kardiomyopathien oder Skelettmuskel-Myopathien

kommen. Diese werden unter dem Begriff Zaspopathien zusammengefasst (Selcen
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und Engel, 2005; Griggs et al., 2007). Im Herzen sind sowohl Assoziationen mit
dilatativer (DCM) und hypertropher (HCM) Kardiomyopathie als auch mit INLVM
(isolated non-compaction of the left ventricular myocardium) beschrieben. In einer
Studie mit DCM und INLVM Patienten wurden bei 6% der Patienten verschiedene
ZASP-Mutationen nachgewiesen (Vatta et al., 2003). In einer japanischen Studie
wurden funf verschiedene Mutationen bei DCM Patienten nachgewiesen. Bei einer
dieser Mutationen wurde bei dem mutierten Protein eine erhdhte Affinitat zur
Proteinkinase C (PKC) festgestellt (Arimura et al., 2004). Auch Herzinsuffizienz und
Druckhypertrophie sind mit einer erhdhten PKC-Aktivitdt assoziiert (Bowling et al.,
1999; Simpson, 1999).

Auch die Bindung mit Phosphoglutamase 1 (PGM1) kann durch ZASP/Cypher-
Mutationen beeinflusst werden. So wurden in einer Studie = DCM-assoziierte
Mutationen in den Exons 4 und 10 beschrieben, die die Affinitdt zu PGM1 signifikant
senken (Arimura et al., 2009). Es wurde beschrieben, daf® sich PGM1 unter
Standardkonditionen im Zytoplasma lokalisieren lasst. Unter Stress (keine Glucose im
Nahrmedium) kommt es aber zu einer Rekrutierung in die Z-Scheibe und dort zu einer
Ko-Lokalisation mit Cypher (Arimura et al., 2009). Ob die geringere Bindung von PGM1
an ZASP/Cypher aber (Mit-) Ausldser fur die DCM ist bleibt bisher offen.

In Maus-Knockout-Modellen zeigt sich, dal® das ganzliche Fehlen von Cypher letal ist.
Cypher wird zur Erhaltung der Z-Linien wahrend der Muskelkontraktionen bendétigt.
Das zeigt sich an embryonal korrekt angelegten Sarkomeren und Z-Scheiben, deren
Ordnung erst nach mechanischer Belastung (Herzschlag) verloren geht. Die Knockout-
Mause sterben perinatal an desorganisierten und zerrissenen Z-Scheiben (Zhou et al.,
2001).
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2 Zielstellung

Plakoglobin und Plakophilin sind wichtige Strukturproteine in den Desmosomen. Sie
sind so mitverantwortlich fur die Verbindung von Nachbarzellen und die Verankerung

des Zytoskeletts in der Zellmembran.

ZASP/Cypher ist in der Z-Scheibe der Kardiomyozyten lokalisiert und verantwortlich fir

die Aufrechterhaltung und Organisation der Z-Scheibe wahrend der Muskelkontraktion.

Die Wichtigkeit dieser Proteine fur die stérungsfreie Herzfunktion ist belegt. Diverse
Mutationsanalysen zeigen einen Zusammenhang dieser Proteine mit verschiedenen
Herzerkrankungen wie ARVC, DCM und HCM. Knockout-Modelle an Tieren zeigen,

daf3 ein Fehlen von jedem einzelnen der drei Proteine letale Folgen hat.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Umbauvorgange am alternden Herzen besser zu
verstehen. Dazu soll die Frage beantwortet werden, ob die Expression der Proteine
Plakoglobin, Plakophilin und ZASP/Cypher im menschlichen Herzvorhof einer
Altersabhangigkeit unterliegt. Diese koénnte Erkldrungsanséatze fur das gehaufte
Auftreten von Herzerkrankungen und — rhythmusstérungen im Alter liefern. Ferner wird
darauf eingegangen, ob bestimmte Medikamente einen Einfluss auf die Expression der
oben genannten Proteine haben. Dieses Wissen kdnnte kinftige Therapieansatze
verbessern. Zu diesem Zweck wurden Western Blots mit Proben des rechten

Herzvorhofs von 53 mannlichen Patienten durchgefihrt.
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3 Material und Methoden

3.1 Humane Proben

Die verwendeten Vorhof-Proben stammen alle aus der Klinik for Herz- und
Thoraxchirurgie des Universitatsklinikums Halle-Wittenberg (Leitung: Prof. R.-E.
Silber). Sie wurden in den Jahren 1997 bis 2008 wahrend medizinisch indizierten
Herzoperationen jeweils dem rechten Vorhof entnommen. Die Ventrikel-Proben
stammen aus der Klinik und Poliklinik fur Thorax-, Herz- und GeféaRchirurgie des

Universitatsklinikums Munster (Leitung: Prof. Dr. med. Scheld).

Alle Patienten wurden vor der Operation Uber die Operation selbst sowie Entnahme
und die Verwendung der Gewebeproben fir wissenschaftliche Zwecke aufgeklart und
unterschrieben eine Einwilligungserklarung. Die Erlaubnis der zustdndigen
Ethikkommission flr diese Studie wurde eingeholt (Aktenzeichen: hm-bli 04.08.2005).
Nach Entnahme wurden die Proben mit flissigem Stickstoff (-196 °C) gefroren

transportiert. Im Institut fir Pharmakologie und Toxikologie erfolgte die Lagerung bei

-80 °C. Wahrend des Verarbeitungsprozesses wurden die Proben mdglichst auf Eis
gekuhlt oder in flissigem Stickstoff aufbewahrt um ein Antauen und Denaturieren zu

verhindern.

3.2 Auswahl der Patienten

Um ein mdglichst homogenes Patientenkollektiv zu gewahrleisten, wurden nur Proben
mannlicher Patienten ohne bekannte Schilddrisenerkrankung oder -medikation in die
Arbeit eingeschlossen. Eine Beeinflussung von kardialen Strukturproteinen durch
Schilddrisenhormone ist bekannt und sollte hier als Stdérfaktor ausgeschlossen
werden. Ausschlusskriterien waren ein NYHA Stadium >3 und eine Ejektionsfraktion
(EF) von <30 (gemessen im Linksherzkatheter). Ein Einschlusskriterium war die
Therapie mit einem der B-Adrenozeptor-Antagonisten Metoprolol, Carvedilol oder
Bisoprolol. Wenn flr eine Altersgruppe mehr als 10 Patienten den genannten Kriterien
entsprachen, wurden diejenigen eingeschlossen, die objektiv anhand der Patientenakte
zum Zeitpunkt der Operation Uber die besseren Einstufungsergebnisse beziiglich CCS-
und NYHA-Stadium, EF und Anzahl der Medikamente verfigten. Zur Uberpriifung
dieser Kriterien lagen die vollstandigen Patientenakten und der Operations-
Begleitzettel im Institut vor. Nach Berlcksichtigung aller Ein- und Ausschlusskriterien

entstand ein Patientenkollektiv von 53 Patienten.
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Die meisten Patienten wurden mit ASS (72%), Statinen (74%) und ACE-Hemmern
bzw. AT-lI-Rezeptorantagonisten (77%) behandelt. Jeder Patient wurde mit einem f3-
Adrenozeptor-Antagonisten behandelt (Einschlusskriterium). In ca. 70% der Falle
handelte es sich dabei um Metoprolol. Durchschnittich nahm jeder Patient 5,3
verschiedene Medikamente ein (zwischen 3 und 12). Die mittlere EF lag bei 62%
(£11,28%), die Mittelwerte von NYHA- und CCS-Klassifikation lagen jeweils bei 2
(0,41 bzw. 0,58). Die Patienten waren zum Zeitpunkt der Operation zwischen 48 und
85 Jahre alt (Mittelwert: 67). Siehe dazu Tabelle Nr. 4 im Anhang.

3.3 Homogenisation

Das tiefgekuhlte Herzgewebe wurde im Mikro-Dismembrator S bei 2100 rpm
pulverisiert. Eine Spatelspitze Gewebepulver wurde mit 100 yl Homogenisationspuffer
(Zusammensetzung s. Anhang) vermischt. AnschlieRend wurde die Lésung auf Eis fur
3x15 Sekunden im  Ultraschall-Homogenisator behandelt und 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde 20 Minuten bei 17000rpm zentrifugiert. Die
Lagerung des Uberstandes erfolgte bei -80 Grad. Alle verwendeten GefaRe und
Kleingerate (Spatel, Pinzette) wurden vor und nach der Verwendung mit Ethanol

gereinigt und in flissigem Stickstoff gekuhlt.

3.4 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte nach Lowry et al. (1951). Als Proteinstandard wurde

Rinderserumalbumin verwendet.

3.5 Proteinabhéngigkeit

Um die optimale Menge an geladenem Protein flr die Western Blots zu ermitteln,
wurden flr jedes Protein einzeln Proteinabhangigkeiten erstellt. Hierzu wurden
ansteigende Mengen Protein (10-120 ug) geladen und Elektrophorese und Western
Blot durchgefihrt (s. u.). FUr jedes Protein wurden drei Kurven erstellt und Mittelwert
und SEM berechnet. Fur die folgenden Western Blots wurden dann jeweils 55 ug

Protein pro Spur verwendet.
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3.6 SDS-Gelelektrophorese

Fur die Elektrophorese wurden die Proben mit Homogenisationspuffer auf eine
einheitliche Proteinkonzentration gebracht und mit Probenpuffer nach LA&mmli aufgefilit
und 10 Minuten bei 95°C erhitzt. Es wurden jeweils 55 ug Protein pro Spur geladen.
Auf jedem Gel wurden ein Standard mit den Molekulargewichten von 116, 66, 45, 35
und 25 kDa und eine Referenzprobe mitgefihrt. Alle Gele bestanden aus einem
Sammelgel (4%) und einem Trenngel (10%). Die Elektrophorese erfolgte mit ca. 75 mA
bei 4°C in einer Hoefer SE600 Elektrophorese-Einheit bis die Lauffront sich dem
unteren Rand gendhert hatte. Als Stromquelle wurde ein Netzgerat von Biometra
(Standard Power Pack P25) benutzt. (Fur Puffer- und Gesamtzusammensetzung siehe

Anhang)

3.7 Western Blot

Mittels Western Blot wurden die Proteine im elektrischen Feld auf eine
Nitrocellulosemembran Ubertragen. Der Transfer wurde in einer Hoefer TEG2 Tank-
Transfer-Einheit fir 16h bei 0,28 A und 4°C durchgefiihrt. Die Transferkammer war wie
folgt aufgebaut (Anode—Kathode): Plastik-Schwamm, Filterpapier,
Nitrocellulosemembran, Gel, Filterpapier, Plastik-Schwamm. Im Anschluss wurde der
Transfer mit einer Ponceau-Farbung kontrolliert. Die Banden des Proteinstandards
wurden markiert und die Membranen getrocknet und bei 4°C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.

3.8 Immunologische Identifizierung der Proteine

Fur die weiteren Arbeitsschritte wurden die Membranen entsprechen der erwarteten

ProteingroRen zerschnitten:
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Tabelle 1: ProteingroBen in kDa

Protein GroRe (kDa)
Plakophilin 100
Plakoglobin 85

Cypher 80
Calsequestrin 55

Calsequestrin diente auf jedem Gel als Ladekontrolle. Die Membranabschnitte wurden
3x10 min in TBST gewaschen und anschlie®Bend wurden unspezifische freie
Bindungsstellen mit Milchpulver in TBST (5%ig) geblockt. Die Inkubation mit dem 1.
Antikorper erfolgte tiber Nacht bei 4°C. Alle Antikérper wurden mit 5% Milchpulver in
TBST verdinnt (s. u.). Am nachsten Tag wurden die Membranen wieder in TBST
gewaschen und mit dem entsprechenden 2. Antikdrper (CSQ: anti rabbit, alle anderen
anti mouse) fur 2h bei Raumtemperatur inkubiert. (fir Zusammensetzung der Puffer

und Quellen der Antikérper siehe Anhang)

Tabelle 2: Verdiinnung erster und zweiter Antikorper jeweils in 5% Milchpulver in
TBST

Protein Verdinnung 1. Antikdrper Verdinnung 2. Antikdrper
Plakophilin 1:150 1:1000 mouse
Plakoglobin 1:1000 1:1000 mouse
Cypher 1:1000 1:1000 mouse
Calsequestrin 1:10000 1:1000 rabbit

3.9 Quantifizierung der Proteinexpression

Die Blots wurden 2x10 min mit TBST und 2x2 min mit AP-Puffer gewaschen, bevor sie
5 min mit ECF (1:10 in AP-Puffer verduinnt) inkubiert und dann noch einmal 2 min mit

reinem AP-Puffer gewaschen wurden. Die so erzeugte Fluoreszenz wurde mit einem
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Phosphorimager (STORM 860) detektiert und mit der ImageQuant-Software

quantifiziert.

Die Blots fir die Linearitatsdarstellungen (Proteinabhangigkeit) wurden statt mit ECF
mit einer Farbreaktion (NBT/BCIP) entwickelt. Daflir wurde 66ul NBT und 33ul BCIP
mit 10ml AP-Puffer gemischt und die Blots fir einige Minuten inkubiert und
anschlieRend mit einem Flachbettscanner gescannt. Die Auswertung erfolgte mit

ImageQuant-Software.

Um Signalunterschiede zwischen verschiedenen Membranen (Blots) auszugleichen

wurden alle Signale auf die mitgefiihrte Referenzprobe abgeglichen.

3.10 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde mit dem Softwareprogramm SPSS,
Version 14.01 (SPSS Inc, USA) durchgefiihrt. Es wurde der T-Test fur unabhangige
Stichproben verwendet. Als statistisch signifikant wurden p-Werte < 0,05 angesehen.
In alle Graphiken und Berechnungen wurden alle untersuchten Proben eingeschlossen
(inklusive AusreilRer). In der Arbeit angegebene Werte sind, wenn nicht anders
benannt, Mittelwerte +SEM. Die statistische Auswertung erfolgte nach Beratung durch

das Institut fur Medizinische Epidemiologie, Biometrie und Informatik in Halle.

3.11 Immunhistologische Darstellung der Proteine

Die immunhistologische Aufarbeitung jeweils einer Probe zur Darstellung der einzelnen
Proteine erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Pathologie der MLU Halle-
Wittenberg (Leitung: Prof. Dr. med. Steffen Hauptmann). Dabei wurden die Proben mit
Tris/EDTA Puffer (pH 9,0) fur 25 min behandelt. AnschlieRend wurden sie fur 30 min
mit den Primarantikérpern fur Plakoglobin und Cypher (Verdinnung 1:400) bei 37°C
inkubiert. Danach wurde mit PBS gespilt. Nach einer 15-mintigen Inkubation mit dem
Sekundarantikérper bei Raumtemperatur (Zytochem Plus HRP Kit) wurden die
Abschnitte mit PBS gespult und bei Raumtemperatur fur 15 min mit HRP inkubiert.
Danach wurde wieder mit PBS gespult und die Proben mit AEC (3-Amino-9-
Ethylcarbazol) entwickelt. Abschlielend wurden die Abschnitte mit Aqua dest. gespult

und mit Hdmalaun gegengefarbt.
3.12 Bezugsquellen

Siehe Anhang ab Seite 62.
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4 Ergebnisse

4.1 Immunhistologie
4.1.1 Cypher

Mittels Immunhistologie wurde Cypher im Vorhof-Myokard nachgewiesen. Die durch
Antikdrper-Bindung entstandene Farbung zeigt eine Verteilung innerhalb der Zellen. Im
Zellkern oder der Zellmembran lasst sich kein Cypher nachweisen (s. Abbildung 3).
Dies deckt sich mit der aktuellen Literatur, wonach Cypher in den Z-Banden der
Muskulatur zu finden ist. Eine genaue Zuordnung zu den Z-Banden gelingt anhand der

vorliegenden Darstellung nicht.

Abbildung 3:

Die Abbildung zeigt einen immunhistologischen Schnitt von menschlichem
Myokard (rechter Vorhof). Die dunklen, braunlichen Areale sind die, in denen die
Anwesenheit von Cypher durch Bindung von Antikorpern sichtbar gemacht

wurde.

4.1.2 Plakoglobin

Die Anwesenheit von Plakoglobin im Myokard des rechten Vorhofs konnte ebenfalls

eindeutig nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich, dal Plakoglobin in den
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Glanzstreifen, den End-zu-End-Verbindungen der Kardiomyozyten, lokalisiert ist. Dies
stimmt mit der physiologischen Funktion als desmosomales Protein Uberein (Mertens
et al.,1996). Im Zytosol, in den Zellkernen und den Zellmembranen wurde kein

Plakoglobin nachgewiesen (s. Abbildung 4).

Abbildung 4:

Die Abbildung zeigt einen immunhistologischen Langsschnitt von menschlichem
Myokard (rechter Vorhof). Die dunkel gefarbten Areale stellen das durch Bindung
des zweiten Antikorpers sichtbar gemachte Plakoglobin dar. Gut zu erkennen ist

auBerdem die Streifung der Muskelzellen.

4.1.3 Plakophilin

Plakophilin lie® sich immunhistologisch mit dem verwendeten Antikorper nicht
darstellen. Die Anwesenheit im Vorhof-Myokard konnte nur im Western Blot

nachgewiesen werden (s. u.).
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4.2 Proteinabhéangigkeit

Um eine deutlich detektierbare Menge an Protein laden zu kénnen, bei der trotzdem
noch kleine Mengenunterschiede gut sichtbar sind, wurden zu jedem Protein drei
Western Blots mit einer Proteinabhangigkeit durchgefiihrt (s. Abbildung 5). Als
Mittelwert * Standardabweichung dargestellt zeigt sich die erwartete lineare
Abhangigkeit. Dall sich bei Plakoglobin und Cypher ab ca. 80 ug ein Abflachen der
Kurve zeigt, liegt am ehesten daran, dal} die Blots mit einer so hohen Proteinmenge
Uberladen und die Unterschiede in der Signalstarke mit der gewahlten Methode in

diesem Bereich schwer zu erfassen sind. D.h. man war auflerhalb des linearen

Bereiches.
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Abbildung 5: Plakoglobin

Proteinabhéngigkeit von Plakoglobin mit einer steigenden Proteinkonzentration
von 10 bis 120 pg. Dargestellt sind Mittelwert * SEM, n=3 und ein

exemplarischer Western Blot.
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Abbildung 6: Plakophilin

Proteinabhédngigkeit von Plakophilin mit einer steigenden Proteinkonzentration
von 10 bis 120 png. Dargestellt sind Mittelwert * SEM, n=3 und ein

exemplarischer Western Blot.
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Abbildung 7: Cypher

Proteinabhédngigkeit von Cypher mit einer steigenden Proteinkonzentration von
10 bis 120 ug. Dargestellt sind Mittelwert * SEM, n=3 und ein exemplarischer
Western Blot.

4.3 Western Blot

Die Grofle der im Western Blot dargestellten Banden entspricht den Werten aus der
Literatur. Plakophilin wurde bei ca. 100kDa als Doppelbande nachgewiesen (Abb. 8) .
Dies entspricht den bekannten Splice-Varianten Plakophilin 2a und 2b (Mertens et
al.,1996). Plakoglobin wurde auf einer Héhe von ca. 85 kDa nachgewiesen (Abb. 9).
Bei Cypher zeigten sich auf einer Hohe von ca. 80 kDa mehrere dinne Banden (Abb.
10), die den verschiedenen Splice-Varianten entsprechen (Huang et al., 2003).
Auffallig sind sehr grole Unterschiede in der Signalstarke zwischen den einzelnen

Proben.
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Abbildung 8: Plakophilin

Dargestellt ist ein exemplarischer Western Blot mit Patienten unterschiedlichen
Alters. Die Signalstiarke von Plakophilin ist individuell sehr unterschiedlich. Die

Ladekontrolle durch Calsequestrin ist mit abgebildet.
116kDa-—

BEHDa—-.'..h .‘ ' Plakoglobin

55kDa— .
- .t

Alter(J.) 53 56 56 78 77T 77 76

Abbildung 9: Plakoglobin

Dargestellt ist ein exemplarischer Western Blot mit Patienten unterschiedlichen
Alters. Die Signalstidrke von Plakoglobin ist individuell sehr unterschiedlich. Die

Ladekontrolle durch Calsequestrin ist mit abgebildet.
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Abbildung 10: Cypher

Dargestellt ist ein exemplarischer Western Blot mit Patienten unterschiedlichen
Alters. Die Signalstarke von Cypher ist individuell sehr unterschiedlich. Die

Ladekontrolle durch Calsequestrin ist mit abgebildet.

4.4 Altersabhingigkeit

Um der Frage nachzugehen, ob ein Zusammenhang zwischen dem Alter der Patienten
und der Proteinexpression besteht, wurden die Ergebnisse als Punktwolken und als
Fehlerbalkendiagramm dargestellt. Hierfir wurden die Patienten in 10-Jahres-
Intervallen zusammengefasst, sodal} sich 4 Gruppen mit je 5 bis 19 Patienten pro
Gruppe ergaben (12 Patienten < 60 Jahre; 17 Patienten zwischen 60 und 69 Jahren;

19 Patienten zwischen 70 und 79 Jahren; 5 Patienten >80 Jahre).

Ein linearer Zusammenhang zwischen Alter und Protein lieR sich fur keines der drei
untersuchten Proteine finden. Am ehesten lassen die Diagramme einen zwei-gipfligen-

Kurvenverlauf erahnen.

Es stellte sich heraus, dal sowohl Plakoglobin als auch Cypher in der Altersgruppe 70-
79 signifikant hdéher exprimiert wird als in der Gruppe der 60- bis 69-Jahrigen. Fur

Plakophilin konnte keine signifikante Veranderung gezeigt werden.

Bei allen Proteinen, insbesondere jedoch bei Cypher, zeigte sich eine grol’e Streuung
der Daten. Siehe hierzu die Abbildungen 11 bis 13.
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Abbildung 11a: Plakoglobin

Die Abbildung zeigt die Expression von Plakoglobin in Abhangigkeit vom Alter

als Punktwolke dargestelit.
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Abbildung 11b: Plakoglobin

Die Abbildung zeigt die Expression von Plakoglobin in Abhangigkeit vom Alter.

Sie ist als Fehlerbalkendiagramm mit Mittelwert und Standardfehler dargestellt.
* p<0,05 60-69 Jahre vs 70-79 Jahre

Gruppengrofen: <60: n=12; 60-69: n=17; 70-79: n=19; 280: n=5
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Abbildung 12a: Plakophilin

Die Abbildung zeigt die Expression von Plakophilin in Abhangigkeit vom Alter

als Punktwolke dargestelit.

26



Ergebnisse

b)

— —
T T

Plakophilin (Pl Einheiten)
T

t 3

()

I I I I
<60 60-69  70-79 >80
Alter (Jahre)

Abbildung 12b: Plakophilin

Die Abbildung zeigt die Expression von Plakophilin in Abhdngigkeit vom Alter.

Sie ist als Fehlerbalkendiagramm mit Mittelwert und Standardfehler dargestellt.

Gruppengrofen: <60: n=12; 60-69: n=17; 70-79: n=19; 280: n=5
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Abbildung 13a: Cypher

Die Abbildung zeigt die Expression von Cypher in Abhdngigkeit vom Alter als
Punktwolke dargestelit.
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Abbildung 13b: Cypher

Die Abbildung zeigt die Expression von Cypher in Abhdngigkeit vom Alter. Sie

ist als Fehlerbalkendiagramm mit Mittelwert und Standardfehler dargestelit.
*p<0,05 60-69 Jahre vs 70-79 Jahre

Gruppengrofen: <60: n=12; 60-69: n=17; 70-79: n=19; 280: n=5
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4.5 Abhéngigkeit von der EF

Die Werte der EF (Ejektionsfraktion) wurden den Patientenakten entnommen. Hierbei
wurde der zum Operationszeitpunkt jeweils aktuellste im Linksherzkatheter gemessene
Wert berlcksichtigt. Anzumerken ist, da® Patienten mit hoher EF bevorzugt in die

Studie eingeschlossen wurden.

Eine lineare Korrelation konnte fir keines der drei Proteine nachgewiesen werden.
Allerdings zeigte sich fir Cypher eine signifikant héhere Expression bei Patienten mit
einer EF von 56-62% im Gegensatz zu Patienten mit einer EF ab 72% (Abb. 14).

- N N
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Cypher (Pl Einheiten)
g

I*
T [}

| | | |
35-55% 56-62% 63-71% >71%
EF

(&3]
|

I*

o
|

Abbildung 14:
Dargestellt ist ein Fehlerbalkendiagramm mit Mittelwert und Standardfehler.
* p<0,05 56-62% vs >71%

Gruppengroen: 35-55%: n=13; 56-62%: n=14; 63-71%: n=14; >71%: n=12
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4.6 Korrelation der Proteine untereinander

Es wurde eine signifikante Korrelation zwischen der Expression von Cypher und der
Expression von Plakoglobin nachgewiesen (p<0,05). Der Korrelationskoeffizient nach
Pearson liegt bei 0,434. So geht eine hohe Konzentration von Cypher mit einer hohen
Konzentration von Plakoglobin einher (Abb. 15). Ein signifikanter Zusammenhang
zwischen den beiden desmosomalen Proteinen Plakoglobin und Plakophilin oder

Plakophilin und Cypher besteht aber nicht.
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Abbildung 15:

Dargestellt ist die positive Korrelation zwischen den Proteinen Plakoglobin und
Cypher als Punktwolke. P<0,05; Korrelationskoeffizient 0,434

4.7 Lineares Regressions Modell

Parameter, die eventuell die Expression beeinflussen kdnnen, wurden abschliel3end in
einem linearen Regressions Modell zusammengefasst (Tab. 3). Hierbei wurde jeweils
die Protein-Expression mit den anderen Parametern korreliert. Wie bereits oben

erwahnt konnte kein Zusammenhang zwischen einem der untersuchten Proteine und

31



Ergebnisse

dem Alter oder der Ejektionsfraktion festgestellt werden. Auch flr die Canadian
Cardiovascular Society Klassifikation der Angina Pectoris (CCS) konnte kein
Zusamenhang gefunden werden. Allerdings gibt es bei Cypher einen leichten Trend hin

zu einer positiven Korrelation mit der CCS (p<0,052).

Auffallig sind jedoch ein signifikanter = Zusammenhang zwischen der
Plakoglobinexpression und der Einnahme von Acetylsalicylsaure (p<0,05;
Korrelationskoeffizient -0,323) und ACE-Inhibitoren oder AT; -Rezeptorantagonisten
(p<0,05; Korrelationskoeffizient 0,256).

AulRerdem die bereits oben erwahnte Korrelation zwischen der Plakoglobin- und der

Cypher-Expression (p<0,05).

Tabelle 3: Lineares Regressions Modell

Angegeben sind p-Werte, signifikante Werte sind fett gedruckt. Als signifikant
gilt ein p-Wert <0,05.

LHK EF= Ejektionsfraktion im Linksherzkatheter; CCS= Canadian Cardiovascular
Society Klassifikation der Angina Pectoris; ASS= Therapie mit Acetylsalicysaure;
ACE od. AT = Therapie mit ACE-Inhibitor oder AT,-Rezeptorantagonist

Plakophilin Plakoglobin Cypher

Alter (Jahre) 0,745 0,388 0,585
LHK EF 0,861 0,603 0,568
Statin 0,795 0,660 0,153
CCS 0,340 0,327 0,052
ASS 0,752 0,015 0,877
ACE oder AT 0,867 0,048 0,334
Plakophilin-Expression - 0,798 0,239
Plakoglobin-Expression 0,798 - 0,018
Cypher-Expression 0,239 0,018 -
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4.8 Vergleich von Vorhof und Ventrikel

Es wurden Western Blots durchgefiihrt, bei denen abwechselnd 55 ug Atrium- und
Ventrikelproben aufgetragen wurden. Die Ventrikelproben stammen aus dem
Universitatsklinikum Mdunster und wurden bei Herztransplantationen von Patienten

gewonnen, die unter dilatativer Kardiomyopathie litten.

Jedes der Proteine liel} sich auch im Ventrikel nachweisen. In der Bandenstarke oder
Anordnung zeigte sich dabei kein Unterschied zwischen Herzvorhof und —kammer
(siehe Abb. 16). Es ist aber auffallig, dal® bei den vorhandenen Ventrikelproben (n=6)
alle untersuchten Proteine starker expimiert waren als im Vorhof (siehe Abb. 17-19).
Ob dies Zufall oder Regel ist bleibt wegen der geringen Anzahl von Ventrikelproben

zum jetzigen Zeitpunkt offen.

W A W
Plakaphilin
FPlakaglobin
Cypher
Abbildung 16:

Dargestellt sind ausgewahlte Western Blots zum Vergleich von Vorhof und
Ventrikel. Die Banden liegen fiir Plakophilin bei ca. 100 kDa, fiir Plakoglobin bei
ca. 85 kDa und fiir Cypher bei ca. 80 kDa.
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V=Ventrikel, A=Atrium
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Abbildung 17:

Die Abbildung zeigt die Plakoglobinexpression im Vorhof (n=53) und im Ventrikel

(n=6) von menschlichem Myokardgewebe. Dargestellt als Mittelwert +/- SEM.
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Abbildung 18:

Die Abbildung zeigt die Plakophilinexpression im Vorhof (n=53) und im Ventrikel

(n=6) von menschlichem Myokardgewebe. Dargestellt als Mittelwert +/- SEM.
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Abbildung 19:

Die Abbildung zeigt die Cypherexpression im Vorhof (n=53) und im Ventrikel

(n=6) von menschlichem Myokardgewebe. Dargestellt als Mittelwert +/- SEM.
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5 Diskussion

Der Nachweis der drei Proteine in den untersuchten Patientenproben gelang durch das
Western Blot Verfahren. Cypher und Plakoglobin lieBen sich aullerdem
immunhistologisch nachweisen und im Zytosol (Cypher) bzw. den Glanzstreifen
(Plakoglobin) lokalisieren. Dies entspricht Aussagen der aktuellen Literatur (Reynolds
et al., 1994; Arimura et al., 2009). Es ist jedoch anzumerken, dal} sich Cypher zwar
eindeutig innerhalb der Zelle lokalisieren liel3, es lie3 sich aber nicht wie in der Literatur
beschrieben den Z-Scheiben zuordnen. Dies mag an einem nicht optimalen Anschnitt
des Muskelgewebes liegen. Es kann auch sein, dall der verwendete Antikdrper nicht

sehr gut fUr eine genaue Zuordnung geeignet ist.

Die meisten der aktuellen Studien zu altersbedingten Veranderungen am menschlichen
Herzen beruhen auf ,gene-array“-Analysen von Ventrikel-Myokard. Damit wird die
MRNA-Expression im Gewebe bestimmt. Die mRNA ist das Endprodukt der
Transkription und wird wahrend der Translation in die entsprechende
Aminosauresequenz bzw. das Protein Ubersetzt. Die mRNA ist damit ein
Zwischenprodukt der Proteinbiosynthese. Ein Nachteil dieses Verfahrens ist, daR die
exprimierte mRNA-Menge nicht mit der Proteinmenge Ubereinstimmen muss. Fur die

Funktion im Organismus sind jedoch die Proteine von Bedeutung.

Im Gegensatz dazu wurde in dieser Studie die Menge des Proteins und somit das
Endprodukt der Proteinbiosynthese gemessen. Allerdings wurden keine Ventrikel-
sondern Vorhof-Gewebeproben verwendet. Inwieweit dies die Ergebnisse beeinflusst,
konnte nicht ausflihrlich untersucht werden. Ergebnisse der Western Blots aus 6
menschlichen Ventrikelproben zeigen beim Vergleich der Mittelwerte Unterschiede
zwischen Ventrikel- und Vorhof-Expression von Plakophilin, Plakoglobin und Cypher
(siehe dazu Abb. 17-19). Dies deckt sich mit Ergebnissen zur mRNA-Expression von
Cardin, der bei Hunden 6284 Gene fand, deren Expression sich im Vorhof nach
Induktion einer Herzinsuffizienz veranderte. Im Vergleich dazu waren es im linken
Ventrikel nur 130 Gene (Cardin et al., 2008).

Bei der nur kleinen Probenzahl sollte jedoch in nachfolgenden Versuchen mit héherer
Fallzahl untersucht werden, ob sich der Trend einer unterschiedlichen

Proteinexpression in den verschiedenen Herzhohlen verifizieren lasst.

AulRer den im Folgenden diskutierten Ergebnissen lie3 sich fur Cypher in der
Patientengruppe mit einer EF zwischen 56-62% eine signifikant hdhere Expression als
in der Patientengruppe mit einer EF von Uber 71 % (p<0,05) feststellen. Da beide EF-

Gruppen (wenn auch grenzwertig) im Normbereich (EF > 60%) liegen und sich bei den
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anderen Patientengruppen keine signifikanten Ergebnisse zeigten, ist dieses Ergebnis
schwer zu interpretieren. In der Literatur finden sich keine Hinweise auf einen Einfluss
der EF auf Cypher.

Anzumerken ist die groRe Streuung der Daten, die z. B. aus Tierversuchen nicht in
diesem Ausmaly bekannt ist. Ob sie Ausdruck der diversen medikamentdsen
Beeinflussungen ist oder darauf hindeutet, dal® es noch viele bisher unbekannte

Variable gibt, die den Alterungsprozess des Herzens beeinflussen bleibt noch unklar.

5. 1 Altersabhéngigkeit

Alterungsprozesse am Herzen sind nicht zuletzt wegen der demographischen
Entwicklung in der westlichen Welt Gegenstand vieler wissenschaftlicher
Untersuchungen. Die Frage nach altersabhangiger Genexpression in Tiermodellen
(Ubersicht in Park und Prolla, 2005) oder in menschlichem Gewebe (Boheler et al.,
2003, Ubersicht in Volkova et al., 2005) ist somit Gegenstand vieler Studien. Insgesamt
ist das Altersherz gekennzeichnet durch eine Hypertrophie des linken Ventrikels, eine
prozentuale Abnahme der Kardiomyozyten im Vergleich zur Gesamtzellzahl, eine
Verdickung der Herzklappen, einen Verlust der Schrittmacherzellen im Sinusknoten
sowie eine Zunahme der extrazellularen Matrix-Proteine (Hawcroft et al., 2002). Es ist
in verschiedenen Studien gelungen, diverse Gene aufzuspiren, deren Expression
einer Altersabhangigkeit unterliegt. Bei genaueren Untersuchungen zeigte sich jedoch,
dal® die Expression oft von mehreren verschiedenen Faktoren, wie z. B. Alter und
Geschlecht oder Herzinsuffizienz und Alter beeinflusst wird (Boheler et al., 20083;
Fermin et al., 2008). Bei Boheler et al. lieR sich selbst mit den Faktoren
Herzinsuffizienz, Alter und Geschlecht nur 71% der Streuung der Ergebnisse erklaren
(Boheler et al.,, 2003). Welche nicht berlcksichtigten oder bisher unbekannten
Faktoren hier zusatzlich einen Einfluss haben, muss zum aktuellen Zeitpunkt offen

bleiben.

Trotzdem ist es gelungen, am Herzen auch Gene zu identifizieren, deren Expression
offenbar allein vom Alter abhangig ist (Boheler et al., 2003; Fermin et al., 2008).
Offenbar gibt es aber auch bei diesen Genen geschlechtspezifische Unterschiede, so
daf} viele Gene im Alter bei Frauen vermehrt exprimiert werden, bei Mannern jedoch
nicht (Fermin et al., 2008). Dies sind v. a. Gene des “ DNA damage response

pathways“ (Fermin et al., 2008).

Warum es diese geschlechtsspezifischen Unterschiede gibt, ist bisher unklar. Sicher ist

aber, dal} auch verschiedene Herzerkrankungen eine unterschiedliche Pravalenz fir
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Manner und Frauen aufweisen. So liegt die Lebenszeitpravalenz der koronaren
Herzerkrankung fir Manner bei 30%, fur Frauen nur bei 15%. Auch die Pravalenz der
Herzinsuffizienz weist ein Geschlechterverhaltnis von ungefahr 1,5 : 1 zu ungunsten
der Manner auf (Ubersicht McMurray and Stewart, 2000; Roger et al., 2004).

In der dargestellten Untersuchung ging es primar darum, Veranderungen des alternden
Herzens zu erfassen und eventuell mdgliche Erklarungsansatze flr das gehaufte
Auftreten von Herzinsuffizienz und Rhythmusstérungen im Alter anhand von

veranderter Proteinexpression zu erhalten.

Eine Altersabhangigkeit im Sinne eines linearen Zusammenhanges liel} sich dabei fur
keines der untersuchten Proteine nachweisen. Plakoglobin und Cypher waren bei den
70- bis 79-jahrigen Patienten aber signifikant héher exprimiert als bei den 60- bis 69-
Jahrigen. Im Vergleich mit der Gruppe der mindestens 80-jahrigen Patienten ergeben
sich keine signifikanten Ergebnisse mehr. Dies ist jedoch auch die Gruppe mit den
wenigsten Patienten und bei Plakoglobin und Cypher die Gruppe mit der grofiten
Streuung der Ergebnisse. Insgesamt lassen die Daten flr diese beiden Proteine eher
einen leichten Anstieg der Expression mit dem Alter vermuten als einen Abfall. Dies
bleibt in groReren Studien mit einer mdglichst groReren Altersspanne weiter zu

untersuchen.

Wenn man davon ausgeht, dal® hdheres Alter aufgrund einer héheren Krankheitsrate
die Einnahme von Medikamenten wahrscheinlicher macht, konnte diese Tendenz zu
héheren Plakoglobinwerten im Alter mit der positiven Korrelation zwischen der
Einnahme von ACE-Inhibitoren sowie der Einnahme von ASS und der
Proteinexpression begriindet werden. Dies kénnte indirekt Uber die positive Korrelation

von Plakoglobin und Cypher auch dessen Expression beeinflussen.

Die hier gezeigte Tendenz zu einer hdheren Proteinexpression im Alter steht den
vorherigen Erwartungen entgegen: So waére eine Verringerung der den Zellverband
stabilisierenden und die Aufrechterhaltung der Ordnung wahrend der Kontraktion des
Herzmuskels férdernden Proteine als eine Ursachen von Herzrhythmusstérungen und
Herzschwache leichter verstéandlich. Eine Erhdhung dieser fir die geordnete Funktion

des Herzens wichtigen Proteine ist eher Uberraschend.

In diesem Zusammenhang stellt sich dann die Frage nach Ursache und Wirkung:
Handelt es sich bei einer veranderten Expression im Alter um eine Reaktion auf
Faktoren wie erhdhte Volumen-/Druckbelastung, Medikamenteneinnahme und bisher
nicht bekannte Einflussfaktoren, die im Alter gehauft auftreten? Oder handelt es sich

um davon unabhangige Veranderungen, die spontan oder z. B. wegen gestorter
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Reparaturmechanismen auftreten und dann das Auftreten von Herzerkrankungen und
somit auch die Einnahme verschiedener Medikamente wahrscheinlicher machen?
Oder sehen wir den Versuch des Organismus, eine geordnete Funktion durch eine
erhdhte Expression von stabilisierenden Proteinen auch gegen im Alter vermehrt

auftretende Storfaktoren aufrecht zu erhalten?

Um der Beantwortung dieser Fragen einen Schritt ndher zu kommen sind auch
Untersuchungen an kranken (bzw. krankeren) Herzen notwendig. An dieser Stelle
muss erneut auf den Ursprung der verwendeten Proben hingewiesen werden: Sie
stammen alle von Patienten bei denen aufgrund der Schwere der Erkrankung eine

konservative Therapie nicht mehr mdglich und somit eine Herzoperation indiziert war.

Des Weiteren ware auch die Untersuchung von Kindern und jlingeren Erwachsenen
wunschenswert. Sie wirde moglicherweise groflere Unterschiede zwischen den
verschiedenen Lebensabschnitten aufdecken. Solche Proben stehen jedoch aus

verstandlichen Grinden nur in sehr begrenztem Umfang zur Verfigung.

5. 2 Verdnderte Expression bei Erkrankungen

Diverse Studien zeigen, dall es nicht nur wahrend des physiologischen
Alterungsprozesses am Herzen, sondern auch bei chronischer Herzinsuffizienz zu
einer Veranderung der Gen- und Proteinexpression kommt (Bowling et al., 1999;
Wang et al., 2010; Li et al., 2011). So kommt es z. B. zu einem Anstieg des protektiven
Hitzeschockproteins 60 (Wang et al., 2010). Hitzeschockproteine sind fur die korrekte
Faltung und Entfaltung von Proteinen sowie die Stabilisierung der Protein-Tertiar-
Struktur verantwortlich. Sie wirken somit einer Denaturierung entgegen. Auch eine
erhohte Expression von bestimmten Isoformen der Proteinkinase C die fir die
Signaltranduktion eine entscheidende Rolle spielt, konnte am menschlichen Ventrikel
nachgewiesen werden (Bowling et al.,, 1999). Hier scheint jedoch ein fur den
Organismus essentielles und eigentlich nicht pathogenes Enzym die Entwicklung einer

Herzinsuffizienz zu fordern.

Beispiele daflir, dal3 die Bestimmung einer veranderten Genexpression schon heute in
der alltaglichen Medizin zu diagnostischen Zwecken herangezogen wird, sind das atrial
natriuretic peptide (ANP) und das brain natriuretic peptide (BNP). In beiden Fallen
triggert die erhéhte Volumen- und Druckbelastung des insuffizienten Herzens die
Ausschittung der Peptide ins Blut. Sie kdénnen somit als Diagnosekriterium bei

Herzinsuffizienz eingesetzt werden (Falcao et al., 2004).
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Insgesamt wurden in verschiedenen Studien schon Uber 1000 verschiedene Gene
gefunden, die bei terminaler Herzinsuffizienz einer veranderten Expression unterliegen.
Weit Uberwiegend wird die Expression reduziert (Tan et al., 2002; Gao et al., 2006).
Auch flur Plakoglobin wurde in Gao et al. eine solche Veranderung im linken Ventrikel

bei terminaler Herzinsuffizienz gezeigt.

Eine Korrelation mit der NYHA-Klasse unserer Patienten wurde bei uns nicht
berechnet. Wir schlossen jedoch die CCS Klasse als Variable in das lineare
Regressionsmodell ein. Die CCS ist eine klinische Einteilung der Angina pectoris, also
eines Symptoms der koronaren Herzkrankheit. Ihre Einteilung beginnt mit 0 (stumme
Ischédmie, keine Beschwerden) und geht bis zum Stadium IV (Beschwerden in Ruhe).
Die Stadien der CCS-Einteilung lagen bei den Patienten der hier untersuchten Proben
zwischen | und IV (s. Tabelle 1). Es konnte jedoch keine signifikante Verdnderung fur
Plakoglobin oder eines der anderen Proteine gefunden werden. Lediglich bei Cypher
zeigte sich mit einem p-Wert von 0,052 ein Trend zu einem Zusammenhang. Dal}
dieses Ergebnis dem von Gao et al. zu widersprechen scheint, mag auch daran liegen,
dall in der vorliegenden Patientenauswahl die mittlere NYHA-Klasse bei 2 lag. Dies
bedeutet Beschwerden wie Dyspnoe und Angina pectoris bei starkerer korperlicher
Belastung und ist von den Symptomen einer terminalen Herzinsuffizienz weit entfernt.
Zum anderen kann es an einer unterschiedlichen Expression in Vorhof und Ventrikel
liegen. AuRerdem ist interessant, dal® eine andere Studie bei Ratten zu dem Ergebnis
kommt, dall es unter mechanischem Stress zu einer vermehrten Expression unter

anderem von Plakoglobin kommt (Yamada et al., 2005).

In diversen Studien sind Zusammenhange zwischen Mutationen in Plakophilin bzw.
Plakoglobin und ARVC nachgewiesen. Es scheint sogar so zu sein, dal’ in 46% aller
Patienten mit einer ARVC eine Mutation in einem der desmosomalen Proteine
Plakophilin 2, Plakoglobin, Desmoplakin, Desmoglein-2 oder Desmocollin-2 vorliegt
(Jacob et al., 2012). Hierbei haben Plakophilin-Mutationen den gré3ten Anteil. Dieser
ist jedoch in verschiedenen Populationen Schwankungen unterworfen. So ist in
Griechenland, Zypern und Danemark der Anteil der Plakoglobin-Mutationen deutlich
héher als in anderen Populationen (Jacob et al., 2012). Dies sind die Regionen in
denen die sogenannte Naxos-Krankheit beschrieben wird: eine Form der ARVC, die
mit Hautveranderungen wie Keratom an den Handinnenfldchen und Fufisohlen, sowie
wolligem Haar einhergeht. Die ARVC selbst manifestiert sich mit ventrikularen
Extrasystolen und schlimmstenfalls ventrikularen Tachykardien, Kammerflimmern,
Herzinsuffizienz oder dem plétzlichen Herztod. Histopathologisch kommt es zu einer

Fibrolipomatose mit dem Untergang von Herzmuskelgewebe.
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In vielen Studien zeigte sich bei einem vollstdndigen Knockout von Plakoglobin oder
Plakophilin ein letaler Ausgang (Ruiz et al., 1996; Grossmann et al., 2004). Es konnte
jedoch auch gezeigt werden, dal ein homozygoter Knockout von Plakoglobin nur in
Kardiomyozyten nicht letal ist, da er Uber eine vermehrte Expression des Plakoglobin-
Homologs p-Catenin kompensiert wird (Swope et al., 2012). Aulzerdem wird die Naxos-
Krankheit autosomal rezessiv vererbt, ist aber auch fur Erkrankte (Homozygote) nicht

zwangslaufig letal.

Diese Ergebnisse werfen die Frage auf, ob nicht Mutationen der betroffenen Gene oder
ihrer Bindungspartner oder eine niedrigere Expression oder Expressivitat der
Genprodukte auch einzelne Symptome der oben genannten Syndrome hervorrufen
kénnen. Ob Mutation dieser Gene im Alter gehauft auftreten bzw. Mutationen erst im
Alter manifest werden und somit ein Zusammenhang mit im Alter gehauft auftretenden

Rhythmusstérungen bestehen kann, ist zum aktuellen Zeitpunkt noch Spekulation.

Fur Cypher/ZASP sind Zusammenhéange zwischen dilatativer Kardiomyopathie (DCM)
und Mutationen nachgewiesen. Diese ist gekennzeichnet durch eine Herzinsuffizienz
und v. a. ventrikulare Rhythmusstérungen. Insgesamt sind schon Uber 200 Gene
identifiziert worden deren Expression bei DCM-Patienten im Vergleich zu Gesunden

verandert sind (Hwang et al., 2002).

Genanalysen zeigen, dal} bei ca. 6% aller Patienten mit einer DCM eine Mutation im
ZASP-Gen vorliegt (Vatta et al., 2003).

Unsere Ergebnisse deuten einen Zusammenhang zwischen der CCS-Klassifikation
und der ZASP-Konzentration an. Dies kdnnte auf einen Zusammenhang zwischen der
Entwicklung einer Herzinsuffizienz und der ZASP-Expression hindeuten. Gestutzt wird
diese Theorie durch unser Ergebnis, dal® eine niedrigere EF eine signifikant héhere
ZASP-Expression mit sich bringt. Trotzdem sind auf diesem Gebiet noch weitere

Studien nétig um eine sichere Aussage treffen zu kdnnen.

Ein moglicher Kritikpunkt an der vorliegenden Studie ist die bereits mehrfach erwéhnte
Tatsache, da® sie mit Myokard von Patienten durchgefiuhrt wurde, die an einer
Herzerkrankung litten, die eine Operation nétig machte. Leider steht aus verstandlichen
Grinden Probenmaterial aus gesundem menschlichen Myokardgewebe nur in sehr
begrenzten Umfang zur Verfigung. Hervorzuheben ist, dal®? es sich bei der OP-
indizierenden Grunderkrankung weit Uberwiegend um eine koronare Herzerkrankung
und somit um eine Erkrankung der HerzkranzgefaRe, nicht aber des
Herzmuskelgewebes handelt. Zu einem geringeren Teil waren Erkrankungen

(Insuffizienz oder Stenose) der Herzklappen Grund fir die Operation. Auch in diesem
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Fall liegt keine Erkrankung der Myozyten vor. Es kann also davon ausgegangen
werden, dall es sich bei dem untersuchten Gewebe, also Muskelzellen des rechten
Herzvorhofes, um gesundes Gewebe handelt. Dieses ist nur indirekt Gber
Veranderungen der Druck- bzw. Volumenbelastung des gesamten Herzens von der
Grunderkrankung betroffen. Um gréRere Einflisse der Vorerkrankung auf die
Ergebnisse einzuddmmen, wurden aber Patienten mit einer EF unter 30% oder einer
terminalen Herzinsuffizienz (NYHA Stadium Uber Ill) ausgeschlossen, da verschiedene
Genveranderungen an insuffizienten Herzen bekannt sind. Eine durchschnittliche EF
von 62% und damit im Normbereich spricht gegen die Anwesenheit von schwerem

Herzversagen im Patientenkollektiv.

5.3 Abhangigkeit von Medikamenten

Ungeféhr 77% der Patienten dieser Studie haben das NYHA-Stadium II. Patienten, die
ein hoheres Stadium aufweisen, wurden v. a. dann eingeschlossen, wenn sie einer
Altersgruppe angehdren in der es wenig Patienten gibt (unter 70 Jahre bzw. Uber 80
Jahre). Ab NYHA-Stadium Il gehdéren p-Adrenozeptoren-Antagonisten und ein ACE-
Inhibitor bzw. AT-Rezeptorantagonisten zur Standardtherapie der Herzinsuffizienz da
sie prognoseverbessernd wirken (Hoppe et al., 2005). Ab NYHA-Stadium Ill gehéren
auch Aldosteronantagonisten und Digitalis zur Standardtherapie. Bei alteren Patienten
mit Herzerkrankungen besteht oft eine koronare Herzkrankheit (KHK). Zur
medikamentdsen Behandlung der KHK zahlt neben Acetylsalicylsdure bei
entsprechenden Blutfettwerten ein Statin. Symptomatisch kann mit Nitraten behandelt
werden. Schon diese zwei Diagnosen erklaren den grofdten Teil und die hohe Anzahl

der eingenommenen Medikamente der eingeschlossenen Studienteilnehmer.

Da von Schilddrisenhormonen ein Einfluss auf die (kardiale) Proteinexpression sowie
Hypertrophie bekannt ist (Ubersicht bei Maillet et al., 2013), wurden Patienten, die
(unter anderem) wegen einer Schilddrisenerkrankung therapiert wurden aus dieser
Studie ausgeschlossen. Auch ist bekannt, dal3 einige p-Adrenozeptoren-Antagonisten
einen Einfluss auf die Plakoglobin-Expression haben kdénnen (Zhao et al., 2006). Sie
kénnen auflerdem z. B. den Phosphorylierungsstatus kardialer Proteine oder den
kardialen Calciumhaushalt beeinflussen (Zhang et al., 2012). Aus dem oben genannten
Grund gibt es aber kaum Patienten, die sich einer Herzoperation unterziehen missen
und nicht mit einem B-Adrenozeptoren-Antagonisten behandelt werden. Um trotzdem
eine Verzerrung der Ergebnisse gering zu halten, wurden nur mit einem f-

Adrenozeptoren-Antagonisten behandelte Patienten in die Studie eingeschlossen.
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Studien Uber einen Einfluss von Medikamenten auf die Plakophilin- und Cypher-
Expression gibt es noch nicht. Auch in dieser Studie konnte kein solcher

Zusammenhang nachgewiesen werden.

5.3.1 Plakoglobin und Medikamenteneinnahme

77% der eingeschlossenen Patienten wurden mit einem ACE-Inhibitor (37 Patienten)
oder AT, -Rezeptorantagonisten (4 Patienten) behandelt. Zwischen der Plakoglobin-
Expression und dieser Einnahme besteht ein signifikanter positiver Zusammenhang
(p<0,05; Korrelationskoeffizient 0,256). Uber andere Studien, die einen
Zusammenhang zwischen ACE-Inhibitoren mit Plakoglobin untersucht oder
beschrieben haben, ist aktuell nichts bekannt. Ein ACE-Inhibitor gehért mindestens bei
niedriger EF oder Anzeichen fir eine Herzinsuffizienz schon in der Frihphase nach
einem Herzinfarkt zur Standardtherapie (Steg et al., 2012). Dies liegt unter anderem an
der bei Yu et al beschriebenen Hemmung der kardialen Fibroblasten (Yu et al., 2012),

die einen Umbau des Muskelgewebes verhindert.

Ein signifikanter negativer Zusammenhang (p<0,05; Korrelationskoeffizient —0,323)
wurde zwischen der Einnahme von Acetylsalicylsdure (38 Patienten) und der
Plakoglobin-Expression gefunden. Dies ist insofern interessant, als es Hinweise auf
eine Hemmung von (-Catenin durch diverse NSAID (non steroidal anti inflammatory
drugs, zu denen auch ASS gehort) gibt (Lu et al., 2005). Die Studien beziehen sich alle
auf das Plakoglobin-Level in kolorektalen Tumoren. Hier ist nach einer Behandlung mit
verschiedene NSAID ein signifikanter Rickgang von p-Catenin im Zellkern, sowie von
indirekt durch R-Catenin aktivierten Proteinen (z. B. Cyclin D1) beschrieben worden
(Hawcroft et al., 2002; Dihlmann et at., 2003; Boon et al., 2004; Gardner et al., 2004;
Lu et al.,, 2005;). Dieser Effekt wird wahrscheinlich durch Phosphorylierung von f-
Catenin bewirkt (Dihimann et at., 2003). p-Catenin gehdrt auch zur Armadillo-Familie
und ist homolog zu Plakoglobin (s. 0.). Trotzdem konnten die oben beschriebenen

Effekte flr Plakoglobin bisher nicht nachgewiesen werden (Hawcroft et al., 2002).

Dall auch andere Medikamente einen Einfluss auf das Plakoglobinlevel im Myokard
haben kdnnen, zeigen verschiedene Studien. Neben dem oben erwahnten Einfluss von
B-Blockern, kann auch eine Aprotinin-Gabe Veranderungen bewirken. Sie erhéht zwar
nicht die totale Plakoglobinkonzentration im Herzgewebe, wohl aber das Level der mit

Cadherinen assoziierten Form (Khan et al., 2005 ).

Die Ergebnisse zeigen, dal® Medikamente einen Einfluss auf die Proteinexpression am

menschliche Myokard haben kdnnen (hier ASS und ACE-Hemmer), aus
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therapeutischen und ethischen Griinden ist es aber nicht vertretbar, die Medikation der
Patienten zu Forschungszwecken abzusetzen oder zu verandern. Dies macht die

Durchfuihrung von Studien schwierig.

Trotzdem ist hervorzuheben, dal} es bisher wenig Daten Uber eine Altersabhangigkeit
der hier untersuchten Proteine in menschlichem Myokard gibt und diese Studie somit
zum besseren Verstandnis der Alterungsprozesse am menschlichen Herzen beitragen
kann. Ob die beschriebenen Proteine in Zukunft eventuell als Angriffspunkte flr
Therapien oder als Prognosemarker dienen kdnnen, muss in weiteren Studien

untersucht werden.
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6 Zusammenfassung

Fur die Funktion des Herzmuskels sind die Gliederung des Muskels in Myofibrillen und
Sarkomere sowie deren Stabilitdt wahrend den Kontraktionen von grof3er Bedeutung.
Auch die Verbindung von Zellen mit ihren Nachbarzellen zur Kommunikation,
Stabilisierung des Gewebes und Anheftung des Zytoskeletts an die Zellmembran ist
essentiell. FUr viele Strukturproteine, die im kontraktilen Apparat der Zelle oder den
Desmosomen lokalisiert sind, sind Assoziationen mit Erkrankungen wie Arrhythmien

oder Herzinsuffizienz nachgewiesen.

Zu diesen Proteinen gehéren die desmosomalen Proteine Plakoglobin und Plakophilin,
deren Mutation u. a. mit der Entwicklung von ARVC einhergehen kann. Auch fir das Z-
Scheiben-Protein ZASP/Cypher sind verschiedene Mutationen bekannt, die z.B. mit
DCM assoziiert sind. Allen drei genannten Proteinen ist gemeinsam, daR ihr Fehlen in

Maus-Knockout-Modellen letal verlauft.

In dieser Studie sollte untersucht werden, ob Plakoglobin, Plakophilin 2 und Cypher
einer altersabhangigen Proteinexpression unterliegen. Daflir wurden bei chirurgisch
gewonnenen Gewebeproben des rechten Vorhofs von mannlichen Patienten (n=53)
Immunhistologien und Western Blots durchgefihrt. Alle Patienten wurden zum
Zeitpunkt der Operation mit (3-Blockern therapiert, hatten ein NYHA-Stadium < [ll und
eine EF Uber 30%.

Ein signifikanter linearer Zusammenhang mit dem Alter lief3 sich fir keines der Proteine
nachweisen. Trotzdem deuten die Ergebnisse auf einen leichten Anstieg der Proteine
mit dem Alter hin. Bei Plakoglobin und ZASP/Cypher zeigte sich eine niedrigere
Proteinexpressionen in der Altersgruppe 60-69 im Vergleich zur Altersgruppe 70-79
Jahre. Auflerdem konnte ein positiver Zusammenhang zwischen den Proteinen
ZASP/Cypher und Plakoglobin nachgewiesen werden. Dall Medikamente einen
Einfluss auf Proteinexpressionen haben kénnen, ist bekannt. Hier stellte sich heraus,
dafd sowohl die Einnahme von ASS als auch die Einnahme von ACE-Inhibitoren oder
AT1-Antagonisten mit einer veradnderten Proteinexpression von Plakoglobin

einhergehen.

Anzumerken bleibt, dal} die Streuungen der Ergebnisse grof3 sind. Ob dies an den
unterschiedlichen Medikationen der Patienten liegt, oder Ausdruck anderer noch
unbekannter Einfliisse ist, bleibt unklar. Um diese Frage zu klaren und eindeutigere
Ergebnisse bezuglich der Altersabhangigkeit zu erzielen sind weitere Studien mit einer
groReren Patientenzahl und Kontrollversuche an gesunden sowie

transplantationspflichtigen Herzen wiinschenswert.
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8 Anhang
8.1 Tabelle 4:
Ubersicht der eingeschlossenen Patienten

NYHA: New York Heart Association Klassifikation der Herzinsuffizienz; LHK EF:
Ejektionsfraktion im Linksherzkatheter gemessen; CCS: Canadian Cardiovascular

Society Klassifikation der Angina pectoris

Nummer Alter bei OP NYHA LHK EF CCSs
5 52 2 60% 2
10 65 2,5 55% 2,5
13 53 2 57% 2
25 73 2 62% 2
31 77 3 50% 2
39 76 1 74% 2
40 65 2 55% 2
45 58 3 63% 2
52 60 2 60% 2
71 75 2 49% 2
78 65 2 71% 3
84 56 2 65% 1,5
88 67 2 58% 2
90 70 2 75% 2
91 78 2 55% 2
92 69 2 1% 2
95 57 2 76% 3
107 75 2 44% 2
112 69 2 72% 2
121 48 2,5 55% 2
125 75 2 75% 2,5
128 66 2 61% 4
132 63 2 60% 2
133 51 2,5 65% 2
139 63 2 70% 2
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140 77 2 65% 4
150 53 2 52% 2
165 73 2 60% 2
167 74 2,5 35% 2,5
170 70 3 58% 2
174 73 2 46% 2
179 79 2 62% 3
190 76 2 70% 2
239 81 2 60% 2
243 80 1 71% 1
246 70 2 65% 3
255 80 2 70% 3
269 73 2 73% 2
280 53 2 72% 2
287 57 2 50% 3
290 61 2 63% 2
292 70 2 74% 2
293 60 2 80% 2
298 57 2 67% 2
304 56 2 58% 3
305 63 2 89% 2
307 71 2 66% 2,5
314 62 3 40% 2
318 68 2 35% 2
323 67 2 78% 2
326 60 1 78% 2,5
338 85 1 60% 4
339 82 2 56% 2
Mittelwert 2,04 62% 2,26
Median 2,00 62% 2,00
Standardabweichung 0,41 11,28% 0,58
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8.2 Zusammensetzung der Lésungen und Puffer

AP-Puffer 100 mM NaCl
5 mM MgCl, x 6H,0
1,49% (w/v) Triethanolamin
pH 9,4
APS 10% 19 APS/10 ml H,O dest
BCIP 5 mg BCIP in 1 ml DMF

Elektrophoresepuffer

51,6 mM Tris-Base
150 mM Glycin

0,1% (w/v) SDS

Homogenisationspuffer

10mM NaHCO;
20 % (w/v) SDS

H,O dest

Lammli

0,25 M Tris-Base
40 % (w/v) Glycerol
8 % (w/v) SDS

pH 6,8

Spur Bromophenolblau

NBT

50 mg NBT
300 pl H,O dest

700 pl DMF

Ponceaut-Farbelésung

0,2 % (w/v) Ponceaut S

3% (w/iv) TCA

Porziopuffer 2x

0,4% (w/v) Polyacrylamid

0,2 M Tris Base
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0,6 M Glycin

0,172 mM EDTA
0,2% (w/v) SDS
10% (w/v) Glycerin

pH 8,8

Porzio-Trenngel (10%)

37,5 ml Porziopuffer 2x

25 ml Rotiphorese® Gel 30
6,25 ml Glycerin

10ml H,O dest

65 yl TEMED

300 pl 10% (w/v) APS

Proteinstandard

0,6 mg/ml Lipoxidase

0,1 mg/ml BSA

0,175 mg/ml Albumin aus Huhnereiweil}
0,4 mg/ml Carboanhydrase

0,5 mg/ml Chymotrypsinogen A

0,25 mg/ml Ribonuclease A

0,25 mg/ml Cytochrom C

in 1x La&mmli mit SDS und 3 mg/ml DTT Aliquots
vpn 100 pl bei -20 °C gelagert

vor Auftragen 30 Min bei 95 “C gekocht

Sammelgel (4%)

4,7 ml Sammelgelpuffer
2,5 ml Rotiphorese® Gel 30
11,6 ml H,O dest

12 yl TEMED

190 pl 10% (w/v) APS

Sammelgelpuffer

0,5 M Tris.Base

0,4 % (w/v) SDS
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pH 6,8

TBST 10 mM Tris-Base

154 mM NaCl
0,1 % (w/v) Tween 20
pH 7,4

Lagerung bei 4 °C

TCA-L6sung 50% (w/v) TCA

Lagerung bei 4 °C

Transferpuffer 210 mM di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat

40 mM Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat

8.3 Bezugsquellen

8.3.1 Bezugsquellen der verwendeten Substanzen

Albumin

Antikbérper
Plakoglobin, Clone 15F11
Cypher 1

PKP2(2a+2b)
Multiepitope Cocktail

Calsequestrin
APS
BCIP
Bromophenolblau
BSA

Carboanhydrase

Sigma-Aldrich; St. Louis; MO; USA

Sigma-Aldrich; Saint Louis, Missouri; USA
Transduction Laboratories; Lexington; USA

Progen Biotechnik GmbH; Heidelberg; Deutschland

Prof. L. Jones; University of Indianapolis, IN; USA
Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe; Deutschland
Fermentas GmbH; St. Leon-Rot; Deutschland
Sigma-Aldrich; St. Louis; MO; USA

Merck KGaA; Darmstadt; Deutschland

SERVA Electrophoresis GmbH; Heidelberg;
Deutschland
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Chymotrypsinogen A
Cytochrom C

DMF
DTT

ECF

EDTA
Glycerin
Glycine
HCI

Lipoxidase

MgClzx6H20
Magermilchpulver
NaCl

Na,CO;

NaHCO?®
Na,HPO,
NaH;PO4

NBT
Nitrocellulosemembran
Polyacrylamid
Ponceau S

Ribonuclease A

Rotiphorese* Gel 30
SDS
TCA

TEMED

SERVA Electrophoresis GmbH; Heidelberg;
Deutschland

SERVA Electrophoresis GmbH; Heidelberg;
Deutschland

Sigma-Aldrich; St. Louis; MO; USA
Fermentas GmbH; St. Leon-Rot; Deutschland

Amersham Biosciences Europe GmbH; Freiburg;
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe; Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe; Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe; Deutschland
Merck KGaA; Darmstadt; Deutschland

SERVA  Electrophoresis GmbH; Heidelberg;
Deutschland

Merck KGaA; Darmstadt; Deutschland

TSI GmbH & Co. KG; Zeven; Deutschland
AppliChem GmbH; Darmstadt; Deutschland

Merck KGaA; Darmstadt; Deutschland

Merck KGaA; Darmstadt; Deutschland

Merck KGaA; Darmstadt; Deutschland

Merck KGaA; Darmstadt; Deutschland

Fermentas GmbH; St. Leon-Rot; Deutschland
Whatman GmbH; Dassel; Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe; Deutschland
Sigma-Aldrich; St. Louis; MO; USA

SERVA Electrophoresis GmbH; Heidelberg;
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe; Deutschland
Merck KGaA; Darmstadt; Deutschland
Sigma-Aldrich; St. Louis; MO; USA

SERVA Electrophoresis GmbH; Heidelberg;
Deutschland

63



Anhang

Tris-Base
Triethanolamin

Tween 20

Merck KGaA; Darmstadt; Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe; Deutschland

Merck KGaA; Darmstadt; Deutschland

8.3.2 Bezugsquellen der verwendeten Gerate

Biometra Standard Power
Pack P25

Elektrophorese-Einheit
Hoefer SE 600

Eppendorf Tischzentrifuge
ImageQuant®-Software
Kreis-Schuttler 3015
Mikro-Dismembrator S
Phosphorimager (STORM 860)
Pipetten

Stromquelle
Biorad Modell 200/2.0

Tank-Transfer-Einheit
Hoefer TEG2

Ultraschall-Homogenisator
Sonopuls HD2070

Zytochem Plus HRP Kit

Biometra GmbH; Géttingen; Deutschland

Hoefer; San Francisco, CA; USA

Eppendorf AG; Hamburg; Deutschland
Molecular Dynamics; Sunnyvale; USA
GFL; Burgwedel; Deutschland

Sartorius AG; Goéttingen; Deutschland
Molecular Dynamics; Sunnyvale, CA; USA
Eppendorf AG; Hamburg; Deutschland

Biorad; Munchen; Deutschland

Hoefer; San Francisco, CA; USA

Bandelin; Berlin; Deutschland

Zytomed Systems GmbH; Berlin; Deutschland
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9 Thesen

1 Plakophilin, Plakoglobin und Cypher sind drei Proteine, die unter anderem im Herzen
vorkommen und eine Bedeutung flr den Ablauf der Kontraktion und die Zell-Zell-

Kommunikation haben.

2 Plakophilin und Plakoglobin sind desmosomale Proteine. Tierversuche zeigen, dafl
ein Knockout dieser Proteine Auswirkungen auf den gesamten Organismus haben
kann. Beim Menschen sind Mutationen mit Erkrankungen wie arrhythmogener

rechtsventrikularer Kardiomyopathie (ARVC) assoziiert.

3 Cypher ist ein Z-Scheiben-assoziiertes Protein und mitverantwortlich fur die
Organisation der Z-Scheibe. Mutationen gehen mit einer erhéhten Inzidenz von
Erkrankungen wie dilatativer Kardiomyopathie (DCM) und hypertropher
Kardiomyopathie (HCM) einher.

4 Plakophilin, Plakoglobin und Cypher sind als desmosomale Proteine bzw. als Z-

Scheiben-assoziiertes Protein im menschlichen Vorhof nachweisbar.

5 Die Expression von Plakoglobin und Cypher scheint mit dem Alter zuzunehmen. Eine

lineare Korrelation bestand in den untersuchten Proben jedoch nicht.

6 Die Expression von Plakoglobin korreliert mit der von Cypher.

7 Die Einnahme von Medikamenten wie Acetylsalicylsdre und ACE-Hemmern korreliert

mit der Expression von Plakoglobin.

8 Die interindividuellen Unterschiede der Proteinexpression von Plakoglobin,
Plakophilin und Cypher sind grol3. Verschiedene zusatzliche und bislang nicht

bekannte Einflussfaktoren sind vorstellbar.
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