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Zusammenfassung

Die Herzfunktion wird durch préazise regulierte Interaktionen zwischen Proteinen des
Muskelzytoskeletts und den essentiellen kontraktilen Proteinen gewdhrleistet. Kardiomyopathien
fihren zu fortschreitendem Herzversagen und stellen die hdufigste Erkrankung dar, die eine
Herztransplantation notwendig macht. Mittlerweile ist bekannt, dass durch Mutationen verursachte
Storungen dieser prézise regulierten Protein-Protein Interaktionen des Muskelzytoskeletts zu einer
verdnderten Proteinzusammensetzung fithren, was in Folge zur Entwicklung von Kardiomyopathien
beitréigt.

Ziel dieser Diplomarbeit war es die subzellulire Organisation verschiedener Proteine der
Kardiomyozyten, die durch Studien an Tiermodellen als mogliche frithe Marker fiir Kardiomyopathien
vorgeschlagen worden waren, in versagenden menschlichen Herzen im Vergleich zu Kontrollproben
zu charakterisieren. Dazu wurden spezifische Antikdrper gegen diese Proteine zur
Immunfluoreszenzfarbung von Kryo- und Paraffinschnitten mit darauffolgender Analyse durch
konfokale Mikroskopie verwendet. Gleichzeitig wurde auch die Morphologie der Proben auf
subzelluldrer Ebene untersucht. Die Ergebnisse der konfokalen Mikroskopie bestimmten die weitere
Richtung der Analyse mit Immunoblots.

Die Resultate deuten darauf hin, dass die Verdnderungen in der Komposition und Struktur der
Interkalierten Scheiben, die bei der MLP (muscle LIM protein) Knockoutmaus (einem Mausmodell
fiir die dilatative Kardiomyopathie, DCM) zu sehen waren, nur in einigen vererbbaren DCM Proben
nachgewiesen werden konnen. Sowohl lichtmikroskopisch als auch an den Immunoblots war dabei
eine Hochregulierung des N-RAP (nebulin-related anchoring protein) und des Adherens Junctions
Proteins B-Catenin sowie eine Herrunterregulierung des Gap Junction Proteins Connexin-43 zu
erkennen. In den meisten anderen Proben mit DCM im Endstadium zeigte sich jedoch ein heterogenes
Bild. Fiir die vergleichende Analyse sind dabei natiirlich die heterogene genetische Herkunft, das weit
variierende Alter, sowie eine unterschiedliche Medikamentation erschwerend. Trotzdem war
auffallend, dass die Kontrollen bei der Analyse der Expression von Proteinen der Interkalierten
Scheiben eine relativ geringe Variabilitit untereinander aufwiesen.

Die erneute Expression des humanen EH-(embryonales Herz)-Myomesin, welches als Marker fiir eine
DCM vorgeschlagen wurde, konnte in den meisten versagenden humanen Herzproben nachgewiesen
werden. Nachdem das Protein am stérksten bei einer Arrhythmogenen Rechtsventrikuldren Dysplasie
hochreguliert war erscheint es allerdings als spezifischer Marker fiir DCM ungeeignet.

In dieser Arbeit wurde auch erstmals die subzellulire Verteilung des N-RAP, eines aktinbindenden
Proteins der Interkalierten Scheibe, im humanen Ventrikelmyokard beschrieben. Das N-RAP war,
entgegen der bisher an Méausen beschriebenen Lokalisierung, im humanen Ventrikelmyokard nicht nur
an den Interkalierten Scheiben sondern auch unterschiedlich stark an den Z-Scheiben der Myozyten,

bevorzugt in der Peripherie aber auch in der Nihe des Zellkerns zu finden.



Nachdem die prizise Funktion von MLP und auch dessen Rolle in Herzerkrankungen bei
Tiermodellen und Mensch ungeklért ist, wurden Immunoblot Analysen der Proteinmengen von MLP
in Proben von Patienten mit Herzversagen im Endstadium durchgefiihrt. Die Expressionslevel von
MLP im LV der Patienten mit Herzversagen im Endstadium mit einer durchschnittlichen
linksventrikuldren Auswurffraktion (LVEf) von 15% waren gegeniiber der Kontrollgruppe signifikant
erhoht. Daraus ldsst sich ableiten, dass eine Hochregulierung nicht ausschlieflich auf eine
Hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) =zutrifft, sondern dass ein Anstieg der Expression mit
verminderter LVET korreliert ist.

Auch wenn in dieser Arbeit kein universal giiltiger Marker fiir eine DCM gefunden werden konnte,
kann die Immunfluoreszenzfirbung mit hochspezifischen Antikdrpern Einblicke in die auf
subzelluldrer Ebene stattfindenden Verdnderungen gewdhrleisten. Jene gehen weit iber die
Information der histologischen Standardfdrbungen hinaus und kénnen fiir den beobachteten Phénotyp

durchaus erklirend sein.



Einleitung

1. Einleitung

Das Zytoskelett einer Kardiomyozyte stellt ein dullerst komplexes System dar, mit einer mittlerweile
kontinuierlich wachsenden Anzahl von entdeckten Proteinen und prézise regulierten Protein-Protein
Interaktionen (Lange et al., 2006; Gautel, 2011).

Neue genetische und molekularbiologische Untersuchungen haben gezeigt, dass durch Mutationen
hervorgerufene Stérungen der eng regulierten funktionellen Interaktionen der einzelnen Komponenten
von Myofibrillen, als auch eine verénderte Proteinzusammensetzung zu Stérungen und Versagen des
kontraktilen Apparates fiihren konnen, was zur Entwicklung von Kardiomyopathien und/oder

Muskeldystrophien fiihrt (Frank & Kuhn 2006).
1.1. Kardiomyopathien

Kardiomyopathien sind, nach der letzten World Health Organisation Definition, Erkrankungen des
Myokards, die mit kardialer Dysfunktion assoziiert sind. Sie werden klassifiziert als dilatative
Kardiomyopathie (DCM), hypertrophe Kardiomyopathie (HCM), restriktive Kardiomyopathie (RCM),
und arrhythmogene rechtsventrikuldre Kardiomyopathie (auch bezeichnet als arrhythmogene
rechtsventrikuldre Dysplasie, ARVC/D). Als gesondert werden die spezifischen Kardiomyopathien
gefiihrt. Dabei handelt es sich um Erkrankungen des Herzmuskels, die mit spezifischen kardialen oder
systemischen Storungen assoziiert sind und ebenfalls zu einer Hypertrophie oder Dilatation des
Myokards fithren koénnen. Diese ventrikuldre Dysfunktion kann z.B. aufgrund einer Erkrankung der
Herzkranzgefale (KHK), durch Verlust an Myokardgewebe, oder einer Herzklappenerkrankung,
durch abnormale Volumen- bzw. Druckverhiltnisse, entstehen. Weiters kommen als Ursachen
verschiedene metabolische Erkrankungen (wie z.B. Diabetes mellitus), entziindliche Erkrankungen
des Herzmuskels und Muskeldystrophien in Frage (WHO Report, Richardson et al., 1996).

Die Klassifizierung von Kardiomyopathien hat sich als besonders schwierig erwiesen da es sich dabei
um duflerst komplexe heterogene Erkrankungen handelt, deren Ursachen bisher nicht vollstindig
erforscht sind.

Maron et al., 2006 haben eine Klassifizierung von Kardiomyopathien entwickelt, die auf neueren
genetischen und molekularen Erkenntnissen basiert. Als primédre Kardiomyopathien werden u.a. fiinf
verschiedene Erkrankungen aufgefiihrt: HCM, DCM, ARVC/D, RCM und Linksventrikuldre Non-
Compaction-Kardiomyopathie (LVNC), die in Folge in genetische/vererbliche,
nichtgenetische/nichtvererbliche und gemischte Formen unterteilt werden. Weiters fallen unter die
primdre Form, erworbene Kardiomyopathien wie Myokarditis und Peripartum-Kardiomyopathie
(PPCM). Die sekundiren Kardiomyopathien beinhalten grofteils jene systemischen Erkrankungen,
die frither unter dem Begriff ,,spezielle Kardiomyopathie* gefiihrt wurden.

Bei der Dilatativen Kardiomyopathie (DCM) handelt es sich um eine sehr hiufige und sowohl

genetisch als auch morphologisch und pathologisch heterogene Erkrankung, die primér durch eine
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kompensatorische Dilatation (d.h. Anstieg des Kammervolumens) des linken Ventrikels (LV) und
systolische Dysfunktion charakterisiert ist. Oft ist sekunddr der RV ebenfalls betroffen und eine
diastolische Dysfunktion ausgebildet (Towbin & Jefferies, 2011).

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl an Genmutationen mit einer DCM in Verbindung gebracht.
Bei einer DCM kommen iiberwiegend Mutationen in Genen vor, die Proteine des Zytoskeletts (wie
Dystrophin, Desmin, Metavinculin, §-, B-Sarcoglycan etc.) kodieren und demnach eine Stoérung in der
Kraftiibertragung verursachen. Mutationen in Genen die Proteine des Sarkomers (wie f-MHC, MyBP-
C, Titin, Aktin, sowie Z-Scheiben Proteine wie MLP und a- Aktinin etc.) kodieren, die eine Storung in
der Kraftgenerierung verursachen, wurden jedoch auch beschrieben (siehe Ubersichtsartikel von
Towbin & Jefferies, 2011).

Histologisch sind bei einer DCM eine Vergroferung des Nukleus, sowie oftmals eine Zunahme in der
Lange der Myozyten, ein starker Verlust an Myofibrillen innerhalb der Myozyten (was zu auffilliger
Vakuolisierung der Myozyten fiihrt), ein deutlicher Anstieg von T-Lymphozyten und Makrophagen
im Gewebe, ein Absterben der Myozyten durch Apoptose als auch Nekrosen und folglich starke
interstitielle Fibrosen zu erkennen. Hypertrophierte Myozyten kénnen ebenfalls vorkommen. Alle
diese histologischen Verdnderungen variieren allerdings stark von Fall zu Fall, und es handelt sich um
keine spezifischen morphologischen Kennzeichen (Hughes, 2006; Seidman & Seidman, 2001; Davies,
2000).

Unter einer Myokardialen Fibrose ist ein anhaltender Prozess von zunehmender

Kollagenkonzentration zu verstehen und jene ist nicht einfach als eine Antwort auf verschiedene
myokardiale Verletzungen anzusehen. Grundsétzlich ist zwischen reaktiver und reparativer Fibrose zu
unterscheiden, welche jedoch wahrend des ventrikuldren ,,Remodelling” koexistieren. Die reparative
Fibrose findet aufgrund von Verlusten an Herzzellen durch Apoptose oder Nekrose statt und ist
hauptséchlich interstitiell, wohingegen die reaktive Fibrose in Abwesenheit eines Zellverlustes durch
Entziindung oder bei Verdnderungen in der myokardialen Fiillung beobachtet wird (Anand & Florea,
2011).

Eine familidre dilatative Kardiomyopathie (FDCM), liegt dann vor, wenn mindestens zwei nah

verwandte Familienmitglieder ebenfalls an einer idiopathischen DCM erkrankt sind, d.h. eine
alkoholische, primir valvuldre, entziindliche oder toxisch-verursachte DCM oder ein kongenitaler
Herzdefekt ausgeschlossen werden kann und die DCM {iber Generationen vererbt wird (Hershberger,
2005). Bei 30-40% der an DCM erkrankten Patienten ist ein familidrer Hintergrund vorhanden
(Towbin & Bowles, 2002). Eine ausgeprigte phdnotypische und genetische Heterogenitit, welche
ebenso fiir die anderen Kardiomyopathien kennzeichnend ist, charakterisiert die FDCM (siehe
Ubersichtsartikel von Burkett et al. 2005).

Eine DCM kann auch infolge einer viralen Myokarditis (MK), d.h. eine Entziindung des Myokards

verursacht durch eine Virusinfektion, entstehen. Eine Myokarditis ist ein pathologischer Prozess

welcher eine Entziindung des Myokards verursacht und in Folge zu zelluldrer Nekrose und
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myokardialer Dysfunktion fiihrt. Eine zelluldre Nekrose fiihrt zur Abnahme der ventrikuldren
Kontraktilitdt und somit zu gestorter diastolischer Fiillung und vermindertem Kardialen Output
(Vincent & Dooley, 2007). Es existieren Beweise, welche darauf hindeuten, dass eine virale
Myokarditis und eine genetisch bedingte DCM, basierend auf den betroffenen Proteinen, dieselben
Erkrankungsmechanismen haben (Towbin & Jefferies, 2011).

Ebenso kann eine DCM in Folge einer Skelettmuskelerkrankung entstehen. Fast alle Gene, die bisher
als Ursache fiir eine vererbte DCM identifiziert wurden, sind auch dafiir bekannt eine
Skelettmyopathie in Menschen und/oder Mausmodellen zu verursachen (Towbin & Jefferies, 2011).

Die Peripartum- (auch bezeichnet als perinatal manifestierte dilatative Kardiomyopathie, PDCM),

oder Postpartum-Kardiomyopathie (PPCM) ist eine seltene Erkrankung, die sich im dritten
Trimester der Schwangerschaft oder innerhalb der ersten 5 Monate postpartum bei der Mutter
manifestiert. Im LV kommt es zu einer Dilatation, assoziiert mit LV systolischer Dysfunktion und in
Folge zum Herzversagen unbekannter Ursache. Die klinische Manifestierung unterscheidet sich von
den bisher beschriebenen Kardiomyopathien. PPCM tritt am hédufigsten bei fettleibigen Frauen, die
einen Bluthochdruck in der Schwangerschaft entwickeln (Prdklampsie) und ein Alter von iiber 30
Jahren aufweisen, auf (Maron et al., 2006).

Die Hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) ist eine komplexe Erkrankung mit spezifischen

pathophysiologischen Kennzeichen, jedoch oft unterschiedlichen morphologischen und klinischen
Merkmalen, die am héiufigsten bei jungen Menschen vorkommt. Die Erkrankung zeichnet sich primér
durch eine assymetrische oder symmetrische Hypertrophie, d.h. Grolenzunahme der Kardiomyozyten
durch Zufiigung von Sarkomeren, daraus resultierender Zunahme der ventrikuliren Wanddicke und
Abnahme der Kammergrofle, iiberwiegend des LV aus. Eine systolische Hyperkontraktion mit
diastolischer Dysfunktion ist ausgebildet und eine Obstruktion des Blutflusses aus dem LV in die
Aorta kann auftreten. Eine HCM kann auch beim chronischen Herzversagen in eine DCM iibergehen
(Towbin & Bowles, 2002).

Bei einer familidren hypertrophen Kardiomyopathie (FHCM) kommt es hauptsichlich

(schitzungsweise bei 70% der Félle) zu Mutationen in Genen die fiir Proteine des Sarkomers kodieren
(wie B-MHC, beide ventrikuldare MLC, kardiales Troponin T, a-Tropomyosin, kardiales Aktin, MyBP-
C, Titin etc.), d.h. zu einer Storung in der Kraftgenerierung (siche Ubersichtsartikel: Towbin &
Bowles, 2002; Towbin & Jefferies, 2011).

Histologische Kennzeichen einer HCM sind hypertrophierte Myozyten, ein Myocyte Disarray und
erhohte interstitielle Fibrose. Der Begriff Myocyte Disarray beschreibt eine bizarre, unregelméBige,
oftmals spitz zulaufende Form der Myozyten und architektonisch unorganisierte Gewebestellen, bei
denen die Myozyten eine abnormales Zell-Zellverteilung aufweisen, d.h. nicht parallel zueinander
sondern schief oder senkrecht um Zentren von interstitiellem Kollagen angeordnet sind. Oftmals sind
auch innerhalb der Zellen die Myofibrillen desorganisiert (Varnava et al., 2000; Seidman & Seidman,

2001; Hughes, 2006).
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Linksventrikuldre Non-Compaction-Kardiomyopathie (LVNC) wurde vor kurzen charakterisiert durch

eine unverwechselbare, deutlich ausgeprigte morphologische Erscheinung des linken
Ventrikelmyokards. Jenes ist regelrecht schwammig (,,.Spongy Heart™). Das Myokard weist an der
Innenwand des LV Trabekulae auf und tiefe intertrabekuldre Vertiefungen. Am meisten betroffen ist
der distale (apikale) Teil des LV. Es handelt sich um eine seltene, schwer diagnostizierbare
Erkrankung, die relativ hdufig bei Kindern auftritt und auch bei Erwachsenen beschrieben wurde. Bei
ungefihr 20% bis 30% der Fille wurde eine familifire Vererbung identifiziert (siche Ubersichtsartikel
von: Maron et al., 2006; Towbin & Jefferies, 2011).

Eine LVNC kann assoziiert mit Dilatation, Hypertrophie oder Hypertrophie sowie Dilatation auftreten
(Towbin & Bowles, 2002).

Eine Arrhythmogene rechtsventrikuldre Dysplasie (ARVD) ist eine komplexe arrhythmogene Stérung

assoziiert mit einer Kardiomyopathie und ist charakterisiert durch progressiven Verlust von Myozyten
und deren Ersatz durch Fettgewebe und durch Fibrose. Davon betroffen ist vorwiegend der RV,
dessen Gewebeveridnderung in Folge zu einer Dilatation und systolischer Dysfunktion fithren kann.
Der Phénotyp kann sich jedoch auch auf den LV ausbreiten (Towbin & Jefferies, 2011).

Bei ungefahr 40% der Patienten mit ARVD wird die Erkrankung mit einer kausalen Mutation bei
Genen welche fiir desmosomale Proteine (Desmoplakin, Plakophillin-2, Desmoglein-2, Desmocollin-
2, Plakoglobin) oder deren Interaktionspartner kodieren, in Verbindung gebracht (Sen-Chowdhry et
al., 2007). Desmosomen sind ein Typ von Zell-Zellkontakten, die das Intermedidrfilamentsystem des
Zytoskeletts verankern.

Nachdem auch alle Tiermodelle fir ARVD Verdnderungen an den IDs aufweisen und es in vielen
Fillen sogar zu einem génzlichen Verlust von Desmosomen an den IDs kommt, ist gemeinsam mit
den Ergebnissen aus der humanen Genetik daraus schliissig, dass es sich bei ARVD um eine
Erkrankung handelt die aus desmosomaler Dysfunktion resultiert (Towbin & Jefferies, 2011).

Asimaki et al., 2009 beschreiben, dass bei einer immunhistochemischen Analyse von Patienten mit
ARYVD alle ein deutlich reduziertes Signal fiir Plakoglobin aufwiesen wihren die Signalintensitdt von
anderen desmosomalen Proteine variierte. Basierend auf diesen Beobachtungen wurde eine reduzierte

Expression von Plakoglobin als mdglicher Marker fiir ARVD vorgeschlagen
1.2. Proteine des Zytoskeletts einer Herzmuskelzelle

Die Proteine des Zytoskeletts einer Herzmuskelzelle konnen nach ihren strukturellen und funtionellen
Eigenschaften in fiinf Gruppen unterteilt werden (Kostin et al. 1998):

Die kontraktilen Proteine des Sarkomers,

und Proteine des sarkomeren Zytoskelett, beide gemeinsam bilden das Sarkomer.

Die eigentlichen Zytoskelettproteine, die die Basis des Zytoskeletts bilden, welches aus Mikrotubuli,

Aktinfilamenten und Intermedidrfilamenten besteht.
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Die Membran-assoziierten Proteine, welche in einer engen rdumlichen Beziehung mit der zelluldren
Membran und, {iber die Integrine mit der extrazelluliren Matrix (ECM) stehen.

Proteine der Interkalierenden Scheiben (Intercalated Disks), welche die benachbarten Myozyten in
einer longitudinalen Richtung koppeln und dabei helfen den elektrischen Stimulus fiir Kontraktion
weiter zu leiten.

Mittlerweile wurde eine enorme Vielzahl an Proteinen im Zytoskelett einer Herzmuskelzelle entdeckt
und auch deren Rolle bei unterschiedlichen Herzerkrankungen beschrieben. Hier werden nur

diejenigen diskutiert, die in dieser Diplomarbeit abgehandelt wurden.
1.2.1. Die kontraktilen Filamente

Das Sarkomer reprisentiert die kleinste basale kontraktile Einheit einer gestreiften Muskelfiber und
stellt die Region zwischen zwei Z-Scheiben dar. Es wird durch ein hdchst organisiertes Netz von
spezialisierten Proteinen aufgebaut (Frank & Kuhn, 2006).

Es beinhaltet u.a. die beiden kontraktilen Proteine Aktin und Myosin. Das G-Aktin (globuldres Aktin)
bildet das diinne kontraktile Filament, einen Komplex, der auch Troponin und Tropomyosin enthilt.
Die (plus) Enden des Aktinfilaments in der Z-Scheibe werden durch CapZ und die Enden, die sich
innerhalb der A-Bande befinden, durch Tropomodulin abgegrenzt. Die antiparallelen Aktinfilamente
befinden sich im isotropen I-Band und sind an den Z-Scheiben durch das sarcomere o-Aktinin
verankert (Clark et al., 2002; Craig & Padrén, 2004).

Das Myosin bildet das dicke kontraktile Filament, welches am Zentrum des Sarkomers, der M-Bande,
verankert ist und der anisotropen A-Bande entspricht (Clark et al., 2002; Craig & Padrén, 2004). Es ist
in bipolaren Filamenten angeordnet, mit Myosinkdpfchen an beiden Enden und einer Zone ohne
Myosinkopfchen (bezeichnet als "bare zone") in der Mitte, wo sich die M-Bande befindet. Zusétzlich
befindet sich in der A-Bande das Myosin Binding Protein-C (MyBP-C), das mit dem Grofteil der
MyosinkOpfchen assoziiert ist und einen regulierenden Effekt auf die Muskelkontraktion hat (Ratti et

al., 2011).
1.2.2. Das sarkomere Zytoskelett

Sarkomere werden trotz ihrer extrem reguldren Erscheinung kontinuierlich erneuert und das mit einer
ungefdahren Halbwertszeit der Proteine von drei bis zehn Tagen (Martin, 1981). Eine enorme Vielzahl
an strukturellen Proteinen wird bendtigt um die regelméfBige Anordnung der Sarkomere wéhrend der
Entwicklung und der gesamten Lebenszeit aufrecht zu erhalten (siehe Ubersichtsartikel von: Frank &
Kuhn, 2006; Lange et al., 2006; Gautel, 2011).

Die kontraktilen Aktin- und Myosinfilamente werden durch ein Subset von speziellen
Zytoskelettproteinen organisiert, welche das sarkomere Zytoskelett bilden. Dieses inkludiert o-

Aktinin, Myomesin, M-Protein, MyBP-C und die riesigen Proteine Titin, Obscurin und Nebulin,
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welche sowohl geriistbildende, mechanische als auch signalgebende Aufgaben kombinieren (Gautel,
2011).

Das Titin Molekiil (auch bekannt als Connectin) ist ein riesiges, iiber lum langes, und fiir die
gestreifte Muskulatur von Vertebraten spezifisches, flexibles Filament, welches hauptsdchlich aus
Fibronectin Typlll und dem Immunglobulin dhnlichen Doménen besteht. Es wird lediglich durch ein
einziges Polypeptid gebildet und hat einem Molekulargewicht von ungefédhr 3000 kDa, weshalb es das
grofite bekannte Polypeptid ist (Tskhovrebova & Trinick, 2003).

Das Titin-Molekiil umspannt die Hélfte des Sarkomers, von der Z-Scheibe bis zur M-Bande. An der
Z-Scheibe bindet es mit dem ,,Z-Repeat seines N-terminalen Endes an a-Aktinin, welches die anti-
parallelen diinnen Aktinfilamente von benachbarten Sarkomeren quervernetzt und in unmittelbarer
Nihe des Randes der Z-Scheibe bindet es auch an das diinne kontraktile Filament selbst. An der M-
Bande iiberlappen die terminalen Enden von Titin mit dem gegeniiberliegenden, aus der anderen
Hilfte des Sarcomers kommenden, Titin-Molekiil. Uber das M-Protein und Myomesin interagiert es
an der M-Bande und iiber das MyBP-C innerhalb der A-Bande mit dem dicken Myosinfilament. Titin
bildet 25-30% der Masse des dicken kontraktilen Filamentes und trdgt somit zum Durchmesser des
Filamentes sowie seiner Flexiblitdt bei. Moglicherweise interagiert es mit seinen Fibronectin-
Doménen sogar teilweise direkt mit dem dicken Filament (Tskhovrebova & Trinick, 2003).

Titin stellt wahrscheinlich ein ,,molekulares Lineal“, bzw. einen Bauplan, fiir den geordneten Einbau
von tausenden Proteinuntereinheiten zu regelméfig geordneten Sarkomeren dar. Unterstiitzt wird dies
durch die Tatsache, dass die verschiedenen Teile des Titin-Molekiils, die mit den vier Regionen im
Sarkomer (M-Bande, A-Bande, I-Band und Z-Scheibe) korrelieren, mechanische und katalytische
Funktionen haben kdnnen, dass sie aber auch die Fahigkeit besitzen, an eine Vielzahl von anderen
Sarkomerproteinen, welche zum Teil auch signalgebende Funktionen besitzen, zu binden. An seinem
C-Terminus (das Ende wo sich die Carboxylgruppe befindet) besitzt Titin eine Kinase-Domine, deren
Aktivitdt mechanisch reguliert wird und eine Signalkaskade zum Nukleus auslosen kann (Lange et al.,
2005). Es ist wahrscheinlich speziell an der Festlegung der Struktur und Gré8e der dicken Filamente -
v.a. wihrend der Myofibrillogenese- beteiligt (Tskhovrebova & Trinick, 2003; Lange et al., 2006;
Gautel, 2011).

Experimente mit muskelbildenden Zellen die ein defektives Titin-Molekiil exprimieren, haben gezeigt,
dass diese Zellen nicht dazu fdhig sind geordnete Sarkomere, insbesondere die dicken
Mpyosinfilamente, zu bilden (Van der Ven et al., 2000).

Zusitzlich zu seiner Schliisselrolle beim Zusammenbau von Sarkomeren trdgt Titin im reifen Muskel
zur strukturellen Stabilitdt bei, mittels eines Mechanismus der die Elastizitit kontrolliert
(Tskhovrebova & Trinick, 2003). Titin ist fiir die Beibehaltung der Elastizitidt des Muskels und der
relativen Position von Myosin- und Aktinfilamenten verantwortlich (Tskhovrebova & Trinick, 2003).
Aufgrund seiner Grofle ist es wenig iiberraschend, dass Mutationen im Titin Gen auch zu vererbbaren

Erkrankungen fithren konnen. Gerull et al. waren 2002 die Ersten, die eine Punktmutation in Titin mit
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dem Phénotyp einer DCM im Menschen korrelieren konnten. Kiirzlich wurde gezeigt, dass in 27% der
Fille von vererbbarer DCM eine trunkierende Mutation in Titin nachgewiesen werden kann (Herman
et al., 2012). Da jedoch auch 3% der Kontrollen ohne irgendwelche Manifestationen von DCM eine
Trunkierung von Titin aufwiesen, ist es momentan noch unklar, welche Bedeutung diese
Prozentzahlen in Populationen wirklich haben (Herman et al., 2012). AuBerdem konnen
Punktmutationen in Titin auch zu reinen Muskeldystrophien fiihren, ohne dass das Herz betroffen ist
(Udd et al., 2005;).

Die Z-Scheiben (auch Z-Linien) stellen die lateralen Grenzen des Sarkomers dar und beinhalten eine
Vielzahl an Proteinen, die ein komplexes Netzwerk bilden und zur Verankerung der diinnen
Aktinfilamente und der filamentosen Titin- und Nebulin-Molekiile beitragen. Die Z-Scheibe ist auch
ein Knotenpunkt zur Wahrnehmung von mechanischem Stress und deren Proteine sind an der
Signaliibertragung zum Nukleus beteiligt, was zur Beibehaltung der Muskelhomdostase beitrigt
(Clark et al., 2002).

Das Protein a-Aktinin, ein Mitglied der Spectrin Uberfamilie, ist ein bedeutender Bestandteil der Z-
Scheiben. Es verankert die Aktinfilamente sowie die Titinfilamente an der Z-Scheibe und bildet quer
zur Axis der Myofibrillen ein Gitter, welches sich bei Kontraktion in seinem Durchmesser ausdehnt
(reviewed in Gautel, 2011). Bei Mammaliern wurden vier unterschiedliche und gewebespezifische a-
Aktinin Isoformen, die durch vier verschiedene Gene kodiert werden, identifiziert. Die hauptsdchlich
im Herzen exprimierte Isoform ist das a-Aktinin-2 (Frank & Kuhn, 2006; Otey & Carpen, 2004; Clark
et al., 2002).

Das Protein a-Aktinin hat ein Molekulargewicht von ungefdhr 97 kDa und existiert als Homodimer,
das aus zwei identischen Polypeptiden, welche in gegensétzlicher Richtung angeordnet sind, aufgebaut
wird. Das N-terminale Ende enthilt eine Aktin-bindende Doméne und vernetzt die diinnen, aus zwei
Sarkomeren stammenden, antiparallelen Aktinfilamente in einem reguldren Abstand an der Z-Scheibe.
Am C-terminalen Ende befindet sich eine Calmodulin-dhnliche Doméne welche mit den N-
Terminalen ,,Z-Repeats* von Titin interagiert. Der zentrale Stab des Proteins enthélt Spectrin-dhnliche
Repeats, die mit einer Vielzahl an Proteinen interagieren konnen (Frank & Kuhn, 2006; Otey &
Carpen, 2004; Clark et al., 2002).

Die Anzahl dieser gitterdhnlichen Vernetzungen zwischen den Aktinfilamenten, die durch das o-
Aktinin geformt werden, variiert je nach Muskeltyp. Die Z-Scheiben der Herzmuskelzellen sind
erheblich dicker aufgrund einer hdheren Anzahl von a-Aktinin Vernetzungen (Gautel, 2011).

Das a-Aktinin tragt hauptsdchlich zur strukturellen Stabilitdt bei, spielt eine Schliisselrolle bei der
molekularen Vernetzung der Z-Scheiben (Frank & Kuhn, 2006) und scheint auerdem wéhrend der
Myofibrillogenese, gemeinsam mit Titin und dem M-Banden Protein Myomesin, unentbehrlich fiir
den Aufbau der Myofibrillen in eine geordnete sarkomere Struktur zu sein (Ehler et al., 1999).

Das Myomesin (ca. 185kDa) ist spezifisch fiir die gestreifte Muskulatur und stellt eine strukturelle

Komponente der M-Bande dar. Es verankert die dicken Filamente sowie das elastische Titinfilament
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in der Mitte des Sarkomers (Clark et al., 2002; Tkhovrebova & Trinick 2003). Ehler et al. haben 1999
vorgeschlagen, dass Myomesin wihrend der Myofibrillogenese fiir die Integration der dicken
Myosinfilamente mit Titin in Sarkomeren verantwortlich ist.

Myomesin ist in allen gestreiften Muskeln von Vertebraten exprimiert, existiert allerdings je nach
Muskeltyp in verschiedenen Isoformen (Agarkova et al., 2000). In embryonalen Herzen von
Vertebraten ist das EH(embryonic heart)-Myomesin (ca. 192kDa) in der frilhen Entwicklung die
hauptséchliche Isoform und wird ca. ab dem Zeitpunkt der Geburt herunterreguliert. Die Sequenz von
EH-Myomesin ist identisch mit dem zuvor in der Skelettmuskulatur von Maéusen beschriebenen
Sklemin (Price, 1987; Clark et al., 2002; Agarkova et al., 2000). Agarkova et al. 2000, haben
vorgeschlagen dass die M-Banden-Region der Kardiomyozyten zumindest wéhrend der
Embryonalentwicklung eine elastische Eigenschaft aufweisen konnte, da das EH-Segment von EH-
Myomesin elastische Eigenschaften analog der PEVK-Region von Titin aufweist. Eine weitere
interessante Entdeckung ist, dass EH-Myomesin in Méusen mit DCM Phénotyp wieder exprimiert
wird und demnach vielleicht sogar als ein Marker fiir eine DCM fungieren konnte (Agarkova et al,
2000).

Das Myosin bindende Protein-C (MyBP-C) ist ein Multidoménenprotein welches, dhnlich wie Titin,
Immunglobulin I und Fibronectin Typ III Doménen enthélt. Es wurden bisher drei verschiedene
MyBP-C Isoformen (jeweils spezifisch fiir die schnelle oder langsame Skelettmuskulatur, oder
kardiale Muskulatur) bei Mausen und Menschen beschrieben (James & Robbins, 2011).

Die ca. 149kDa groflen MyBP-C Proteine befindet sich innerhalb eines Sarkomers in der C-Zone
beidseitig der M-Bande in einer Abfolge von 7 bis 9 axialen Béndern welche in einem regelméfigen
Intervall von ungefdhr 43nm an dem dicken Myosinfilament, mittels ihrer C-terminalen Region,
gebunden vorliegen (James & Robbins, 2011). Dies entspricht dem Abstand der Myosinkdpfe der
dicken Filamente (Tskhovrebova & Trinick, 2003). Es kann mit allen 3 Filamentsystemen (den
kontraktilen Aktin- und Myosinfilamenten, als auch dem elastischen Titin-Filament) des Sarkomers
interagieren. Die exakte Beschaffenheit dieser Interaktionen, sowie die funktionellen Konsequenzen
der modifizierten Bindungen bleiben ungeklart. Das MyBP-C scheint sowohl eine wesentliche
strukturelle Komponente als auch eine signalgebende Rolle in der Muskelkontraktion zu spielen, die
bis heute weitgehend ungeklért ist (James & Robbins, 2011).

Mutationen im MyBP-C kodierenden Gen gelten neben Mutationen im Gen das fiir -MHC kodiert,
als die hiufigste Ursache fiir die humane HCM (Marian & Roberts, 2001). Schitzungsweise 42% der
FHCM Fille stehen mit Mutationen im kardialen MyBP-C in Verbindung (Richard et al., 2003). Bei
DCM wurden bisher nur bei zwei Patienten Mutationen in MyBP-C beschrieben (Ddhmlow et al.,
2002; Konno et al., 2003).

Das MLP (muscle Lim protein), auch bezeichnet als CRP3 bzw. CSRP3 (cystein-rich protein 3), ist
ein Mitglied der CRP (Cystein-reichen Protein) Familie. Dabei handelt es sich um eine Gruppe von

evolutiondr konservierten Proteinen, die primdr aus zwei hintereinanderfolgenden LIM-Doménen
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bestehen. CRP-Proteine werden vor allem in Muskelgewebetypen exprimiert werden und interagieren
hdufig mit dem Aktin Zytoskelett. Alle CRPs binden a-Aktinin und weisen dhnliche biochemische
Eigenschaften und subzelluldre Verteilungen auf (Louis et al. 1997). Proteine, die LIM Doménen
enthalten, spielen eine wichtige Rolle in einer Vielzahl von fundamentalen biochemischen Prozessen,
wie bei der Organisierung des Zytoskeletts, der Entwicklung von Organen und bei pathologischen
Prozessen (Bach, 2000). Die LIM Doméne ist mittlerweile als ein potenzielles Protein-Protein
Interaktions Modul bekannt, welches die spezifischen Kontakte zwischen den Mitgliedern eines
funktionellen Komplexes vermittelt und dabei die Aktivitdt von gewissen Proteinen verdndern kann
(Bach, 2000; Dawid et al., 1998).

MLP/CRP3 ist spezifisch fiir die gestreifte Muskulatur und wird sowohl in den embryonalen als auch
adulten gestreiften Muskelzellen exprimiert, wobei es jedoch im adulten Skelettmuskel nur in langsam
kontrahierenden Fasern exprimiert wird (Arber et al 1997; Schneider et al., 1999).

Arber et al. (1997) haben vorgeschlagen, dass MLP als ein Regulator in der Muskeldifferenzierung
fungiert, nachdem M4iuse die homozygot null fiir MLP sind, zwar neonatal ein normales Herz mit
unauffilliger Zytoarchitektur haben, jedoch nach der Geburt starke kardiale Dysfunktionen und
Verdnderungen in der Architektur der Kardiomyozyten, die dem Phénotyp einer dilatativen
Kardiomyopathie dhneln, entwickeln. MLP ist in der Z-Scheibe lokalisiert, welche eine entscheidende
Rolle in Organisation und Beibehaltung der Architektur der Kardiomyozyten spielt.

Die subzelluldre Lokalisierung von MLP in Kardiomyozyten ist jedoch nicht auf ein einzelnes
Zellkompartment beschrinkt, da mittlerweile bekannt ist, dass es an eine groBle Vielzahl von
muskelspezifischen Proteinen binden kann und mittels eines hervorragend charakterisierten
monoklonalen Antikdrpers eine Verteilung durch das gesamte Zytoplasma der Herzzellen
nachgewiesen wurde (Geier et al., 2008; Gehmlich et al., 2008; Buyandelger et al., 2011). Zusétzlich
zu o-Aktinin wurden fiir MLP Interaktionen mit Telethonin, ein Titin bindendes Protein der Z-
Scheibe, N-RAP, ein mit Nebulin verwandtes, Aktin bindendes Protein der Interkalierenden Scheiben,
B1-spectrin von Costameren und sogar mit dem skelettmuskelspezifischen Transkriptionsfaktor MyoD
beschrieben (Louis et al., 1997; Kong et al., 1997; Flick & Konieczny, 2000; Ehler et al., 2001; Knoll
et al., 2002; Gehmlich et al. 2004). Kndll et al. (2002) haben vorgeschlagen, dass MLP gemeinsam mit
Telethonin und Titin als ein direkter Mechano(stress)-sensor agiert. Diese Rolle von MLP ist bisher
umstritten, vor allem weil sie nicht einfach mit den Lokalisationsdaten vereinbar ist (Gautel et al.,
2011; und Gehmlich et al., 2008). Geier et al. (2008) haben erstmals mit Hilfe eines neu generierten
murinen monoklonalen Antikorpers (79D2) gegen MLP, welcher nicht mit den ndher verwandten
CRP1 und CRP2 kreuzreagiert und weniger zur unspezifischer Reaktivitit neigt wie ein polyklonaler
Antikorper, gezeigt, dass es sich bei MLP um ein diffuses zytoplasmatisches Protein handelt, welches
nicht auf sarkomere Strukturen im Myokard beschrinkt ist und einfach in andere zelluldre
Kompartments translozieren kann. Beispielsweise kommt es zu einer Akkumulierung von MLP im

Zellkern infolge vom Herzversagen verursacht durch myokardiale Infarkte beim Menschen und in
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zwei Tiermodellen fiir Herzerkrankungen (Boateng et al., 2007; 2009). Demnach ist die Rolle von
MLP aufgrund seiner geringen Grofle und zytoplasmatischen Verteilung, weniger die eines direkten
(gemeinsam mit Titin und a-Aktinin fungierenden) Mechanosensors zu verstehen, als eher die eines
nachgeschalteten Effektors, welcher das Signal als Antwort auf mechanischen Stress umwandelt
(Geier et al. 2008; Gehmlich et al. 2008).

Trotz der Identifizierung von einer groflen Anzahl an verschiedenen mit MLP interagierenden
Proteinen, ist dessen prdzise Rolle noch immer nicht gut definiert. Ebenso ist dessen Rolle bei
Herzerkrankungen bis heute nicht vollig geklart, auler dass Verdnderungen in der Expression von
MLP im Zusammenhang mit Herzversagen zu beobachten sind und Mutationen im MLP sowohl zur
DCM als auch HCM fiihren kénnen (Zolk et. al, 2000; Gehmlich et al., 2008; Boateng et al. 2007,
Heinecke et al., 2005; Wilding et al. 2006).

1.2.3. Das nicht-sarkomere Zytoskelett

Wie auch in anderen Zelltypen ist das eigentliche Zytoskelett von Kardiomyozyten auch fiir seine
weitreichenden Funktionen spezialisiert und besteht aus den Mikrofilamenten (Aktin), Mikrotubuli
(Tubulin) und den Intermediérfilamenten (Desmin). Der Grossteil des Aktins befindet sich in den
Sarkomeren, aber es kommen auch Aktinfilamente in der Ndhe der Plasmamembran vor, die
vermutlich bei der Organisation der T-Tubuli und der Costamere beteiligt sind und wahrscheinlich aus
nichtmuskuliren Isoformen des Aktins bestehen (siehe Ubersichtsartikel von Dwyer et al., 2012).
Mikrotubuli sind vor allem am Transport von zelluldren Komponenten beteiligt, z.B. wurde gezeigt,
dass die mRNA von Myosin entlang von Mikrotubuli transportiert wird (Perhonen et al., 1998).
AuBlerdem kommt es zu einer verdnderten Expression von Tubulin wihrend einer HCM (Ehler &
Perriard, 2000). Die Intermediérfilamente der Herzzellen bestehen hauptsédchlich aus Desmin.

Desmin ist ein muskelzellspezifisches Protein und wird mit einem Molekulargewicht von 56 kDa
durch ein single copy Gen DES in allen Vertebraten kodiert (Capetanaki et al., 1984). In
Kardiomyozyten bilden die Intermedidrfilamente auf der Hohe der Z-Scheiben ein verkniipfendes
querverlaufendes Geriist um die Myofibrillen, das sich iiber die Costamere zum Sarcolemma aber
auch bis zur Kernmembran erstreckt (Capetanaki et al, 1997). Costamere bestehen aus
Proteinkomplexen, die Vinkulin, Integrine und Proteine des DGC (Dystrophin Glycoprotein Komplex)
enthalten konnen und die Intermedidrfilamente und Aktin Mikrofilamente mit der Plasmamembran
verbinden (Ervasti, 2003). In den Kardiomyozyten ist Desmin auflerdem stark konzentriert an den
Interkalierenden Scheiben (ID) in einem Netzwerk von longitudinal und transversal verlaufenden
Intermedidrfilamenten zu finden (Ferrans & Roberts ,1973; Thornell et al., 1985; Carlsson & Thornell,
2001).

Desmin ist eines der ersten wihrend der Myogenese nachweisbaren muskelspezifischen Proteine im
Sdugerembryo, noch bevor das Herz zu Schlagen beginnt. Es ist jedoch am Zusammenbau der

Myofibrillen selbst nicht beteiligt, sondern scheint fiir die Erhaltung der Zytoarchitektur der
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Kardiomyozyten essentiell zu sein (Li et al., 1996; Millner et al., 1996; Thornell et al., 1997; Ehler &
Perriard, 2000). Desmin Knockout Miuse entwickeln und reproduzieren sich normal und haben
keinerlei Probleme Myofibrillen aufzubauen. Sie entwickeln jedoch postnatal (unter anderem) eine
Kardiomyopathie, welche einer DCM, die beim Menschen gefunden wird, dhnelt (Li et al 1996,
Milner et al. 1996, Milner et al. 1999, Thornell et al. 1997). Desmin KO Maiuse entwickeln eine
Hypertrophie die spéter zu einer Dilatation mit einer schadhaften systolischen Funktion und
Herzversagen fiihrt (Milner et al. 1999). Bei einigen Fillen menschlicher Erkrankungen wurde eine
verdnderte Desmin Expression beschrieben (Carlsson & Thornell, 2001).

Zusitzlich wurden Herz- und Skelettmuskelmyopathien beschrieben, welche mit verschiedenen
Mutationen im DES Gen oder im af-crystallin CRYAB Gen assoziiert sind und deren Kennzeichen
abnorme Ablagerungen von Desminaggregaten sind (Goldfarb et al., 2004). Die Symptome einer
Desmin-Myopathie sind unter anderem eine Skelettmuskelschwiche, kardiale Arrhythmien,
Herzversagen und Akkumulierung von Desmin in Herz und Skelettmuskelzellen (Goldfarb et al.,
2004), diese Symptome konnen jedoch in unterschiedlicher Ausprigung gleichzeitig oder gesondert
auftreten und miissen auch nicht beide Muskeltypen betreffen. Zusétzlich wurden Punktmutationen im

DES Gen in DCM beschrieben (Li et al 1999).
1.2.4. Membran assoziierte Proteinkomplexe

Herzmuskelzellen zeichnen sich im gesunden Gewebe durch eine prizise Abtrennung von Zell-Zell-
und von Zell-Matrixkontakten aus (Perriard et al., 2003). Erstere sind exklusiv an den bipolaren
Enden, den sogenannten Interkalierenden Scheiben (ID, Glanzstreifen) zu finden, letztere erstrecken
sich entlang der lateralen Plasmamembran der Myozyten (d.h. entlang der Langsachse der Zellen) und
setzen sich aus den Costameren, rippenartigen Strukturen auf Hohe der Z-Scheiben, die als
Markerproteine Vinkulin enthalten, und dem DGC zusammen, der eine Verbindung zwischen dem
Aktin-Zytoskelett und dem extrazelluldren Matrixprotein Laminin via Dystrophin und Dystrophin
assoziierte Glykoproteine darstellt (fiir Ubersichtsartikel siehe Ervasti, 2003 und 2007). Ehler et al.,
konnten 2001 in einem Mausmodell fiir DCM, der MLP KO Maus zeigen, dass sich die Anordnung
von Vinkulin und somit der Costamere in betroffenen Herzzellen dndert. Statt der regelméBigen
Streifung ist ein punktiertes Muster auf der Innenseite der Plasmamembran zu beobachten (Ehler et
al., 2001). Diese Verdnderungen setzen sich auch auf der extrazelluldren Seite fort, wo es zu einer
unorganisierteren Ablagerung von Laminin kommt (Ehler, 2010). Mutationen des Dystrophin fiihren
nicht nur zur Muskeldystrophie sondern kénnen sich auch spiter im Leben der Patienten als DCM
duflern und auch verschiedene Proteine des DGC sind bekannt dafiir, dass sie im mutierten Zustand zu

vererbbarer DCM flihren kénnen (Seidman und Seidman, 2001; Ervasti, 2007).
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1.2.5. Proteine der Interkalierenden Scheiben (ID)

Die Interkalierenden Scheiben beinhalten hauptsédchlich drei funktionell und strukturell verschiedene
Proteinkomplexe, welche die mechanische Kraftiibertragung und die elektrische Kopplung von
benachbarten Kardiomyozyten gewéhrleisten. Dabei handelt es sich um die Fascia Adherens (oder
auch Zonula Adherens, Adherens Junctions), die Desmosomen (Macula Adherens), und die Gap
Junctions.

Die Gap Junctions gewihrleisten die elektrische Kopplung der Zellen und werden pro
Plasmamembran durch zwei aneinanderliegende Konnexone, jeweils bestehend aus 6 verschiedenen
Connexin Molekiilen, gebildet. Sie bauen Kanile auf, die durch das Sarcolemma von zwei
benachbarten Kardiomyozyten verlaufen und eine direkte lonenpassage sowie den direkten Austausch
von Metaboliten und Signalmolekiilen zwischen den benachbarten Kardiomyozyten ermdglichen
(Perriard et al. 2003; Estigoy et al., 2009).

In den arbeitenden (kontraktilen) ventrikuliren Kardiomyozyten aller Siugetiere inklusive dem
Menschen ist die Connexin 43 Isoform dominierend. Weiters konnen in den Kardiomyozyten
Connexin 40 und Connexin 45 in geringeren Mengen exprimiert sein, sind jedoch groBtenteils auf die
spezialisierten Kardiomyozyten des impulserzeugenden und -leitenden Systems beschrinkt (Perriard
et al., 2003; Severs et al., 2004; Severs et al.; 2008).

Innerhalb der endstidndigen stufendhnlich angeordneten IDs befinden sich die Gap Junctions
iberwiegend in den Membransegmenten, welche parallel zur longitudinalen Achse der Zelle
ausgerichtet sind (Severs et al., 1989).

Diese und andere FEigenschaften in der Organisation der Gap Junctions sowie Aspekte der
Gewebearchitektur wie Zellgrof8e und Form, wirken zusammen um eine bevorzugte Weiterleitung des
Impulses in Richtung der longitudinalen Achse, folglich das normale Muster einer anisotropen
Verbreitung des Impulses und eine synchrone Muskelkontraktion im gesunden Ventrikelmyokard
sicherzustellen (Severs et al., 2004). Demnach ist es naheliegend, dass Verdnderungen in der normalen
Komposition der Gap Junctions infolge von Umbauprozessen aufgrund einer kardialen
Herzerkrankung eine wesentliche Rolle in der Ausbildung von Arrhythmien spielen (fiir
Ubersichtsartikel siehe: Severs et al., 2004 und 2008).

Die Adherens Junctions befinden sich in der transversal zur Léngsachse der Kardiomyozyte
gelegenen Region der Interkalierenden Scheiben. Sie bestehen aus transmembranalen Proteinen der
Cadherin Familie, dem N-Cadherin, die den interzelluliren Kontakt aufbauen. An der
zytoplasmatischen Seite binden an die N-Cadherin Schwinze das B-Catenin oder Plakoglobin.
Wiederum durch deren Interaktion mit a-Catenin stellen sie entweder direkt oder indirekt {iber o-
Aktinin den Kontakt zum Aktinzytoskelett her und verankern damit die Sarkomere iiber die Z-
Scheiben an der Membran. Die Adherens Junctions iibertragen somit die Kraft, die aus der

Kontraktion der Myofibrillen entsteht (Clark et al., 2002; Perriard et al., 2003).
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Zusitzlich zu seiner Rolle in Zell-Zellkontakten spielt das f-Catenin eine essentielle Rolle bei der
Mesoderm-Differenzierung, da transgene p-Catenin Knockout Méause noch vor Entwicklung des
Herzens und Ausbildung des Mesoderms sterben (Haegel et al., 1995).

Ein Uberschuss an p-Catenin fiihrt bei konditional transgenen Miusen mit stabilisiertem p-Catenin zur
Entwicklung einer DCM (Hirschy et al., 2010). Im Gegensatz dazu ist ein Verlust von B-Catenin in
den ID bei konditional transgenen Maéusen mit ventrikelspezifischer Deletion von B-Catenin
tolerierbar (Hirschy et al., 2010).

Desmosomen verankern die Intermedidrfilamentean der Membran und ermdglichen hauptséchlich die
mechanische Stabilitdt bei Kraftgenerierung. Der desmosomale Komplex wird gebildet durch die
transmembranen Proteine der Cadherinfamilie, Desmocollin und Desmoglein, welche die
interzelluldren Kontakte bilden und einem zytoplasmatischen Proteinkomplex aus Plakoglobin,
Plakophilin und Desmoplakin an dessen C-Terminus das Intermediérfilament aus Desmin verankert
ist. Die Intermedidrfilamente verankern wiederum die Z-Scheiben der Sarkomere (fiir
Ubersichtsartikel siehe: Clark et al., 2002).

Wie bereits erwédhnt, konnen Mutationen in desmosomalen Proteinen zu einer ARVD fiihren (Sen-
Chowdhry, et al. 2007).

Das N-RAP, cin Nebulin dhnliches Protein, wurde erstmals von Luo et al., 1997 als ein Aktin-
bindendes LIM Protein beschrieben, welches in gestreiften Muskelzellen konzentriert an den
Myotendinous Junctions bzw. den ID zu finden ist. Nach neuer Sequenzanalyse von humanen N-RAP
besitzt es ein Molekulargewicht von ca. 197kDa (Gehmlich et al., 2004). Am C-terminalen Ende von
N-RAP befinden sich Nebulin-dhnliche Superrepeats, welche an Aktin und Vinkulin binden, und in
der Ndhe des N-terminalen Endes befindet sich eine einzelne LIM Doméne, welche an Talin bindet
(Luo et al. 1999, Luo et al. 1997). In der Region zwischen der LIM Doméne und der Nebulin-
dhnlichen Doméne bindet das MLP an N-RAP (Ehler et al., 2001).

Luo et al. haben 1997 und 1999 erstmals, basierend auf der zelluldren Lokalisierung und
Bindungsaffinitdt von N-RAP, die Hypothese aufgestellt, dass N-RAP eine essenzielle Verbindung
zwischen den terminalen Aktinfilamenten der Myofibrillen und dem Proteinkomplex, der diese
Strukturen mit der Zellmembran verbindet, darstellt. Ultrastrukturelle Studien der gestreiften Skelett-
und Herzmuskulatur von Maéausen haben gezeigt, dass N-RAP in den terminalen Aktinbiindeln
lokalisiert ist, welche die Enden der Myofibrillen mit der Membran verbinden (Herrera et al., 2000;
Zhang et al., 2001).

Gehmlich et al., haben 2004 weiters gezeigt dass N-RAP genauso wie das MLP an das Z-Scheiben-
Protein das a-Aktinin binden kann. Da potentiell verschiedene Bindungstellen fiir MLP und a-Aktinin
am N-RAP vorliegen, kdnnen alle drei Proteine einen terndren Proteinkomplex bilden.

N-RAP wird auch von der Arbeitsgruppe Horowits eine wesentliche Rolle in der Myofibrillogenese

zugeschrieben (Crawford & Horowits, 2011).
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Bei verschieden genetisch modifizierten Mausmodellen, die einen adulten DCM Phénotyp entwickeln
(Arber et al., 1997; Sussmann et al., 1998), kommt es bereits in der postnatalen bzw. juvenilen
Entwicklung zu einer Hochregulierung von N-RAP Proteinmengen im linken Ventrikelmyokard, d.h.
noch bevor der Phinotyp einer DCM ersichtlich ist (Ehler et. al., 2001; Perriard et al., 2003). N-RAP
konnte demnach einen moglichen friihen Marker fiir eine DCM darstellen (Ehler et. al., 2001).
Nachdem es als ein Geriistprotein mit mehreren Doménen (bezeichnet als Scaffolding Protein) mit
einer Vielzahl an potentiellen Proteinen interagiert (Luo et al., 1999; Ehler et al., 2001; Lu et al.,
2003), konnen Storungen in der Homoostase der Interaktionen durch auftretende Mutationen der
Bindungspartner zu einer geringeren Bindungsaffinitit fithren. Dies konnte zu einer
kompemsatorischen N-RAP Hochregulierung filhren und in weiterer Folge konnte diese
unausgeglichene Expression in das Auslosen eines Myocyte Disarray und einer Hypertrophie

involviert sein (Gehmlich et al., 2004).

Verianderungen in der Struktur und Komposition der Interkalierenden Scheiben wurden erstmals durch
Ehler et al. (2001) mit der Dilatativen Kardiomyopathie in Verbindung gebracht. Anhand zwei
verschiedener Mausmodelle die beide Phinotyp einer DCM entwickeln, wurden gleiche
Verianderungen in der mechnaischen und elektrischen Koppelung der Myozyten bei adulten Tieren
festgestellt. Dabei kam es sowohl bei der MLP Knockout Maus (Arber et al, 1997) und der TOT
(Tropomodulin overexpressing) Maus (Sussmann et al., 1998) zu einer Hochregulierung der Proteine
der Adherens Junctions, bei unverdnderten desmosomalen Proteinleveln, und Runterregulierung des

Connexin43 der Gap Junctions.

1.3. Zielsetzung dieser Diplomarbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, die subzelluldre Organisation einer ganzen Bandbreite verschiedener Proteine
von Kardiomyozyten, die mit Kardiomyopathien assoziiert sind und als mdgliche frithe Marker fiir die
Erkrankung vorgeschlagen wurden, in versagenden menschlichen Herzen im Vergleich zu einem
Kontrollgewebe zu charakterisieren.

Die Auswahl der hinsichtlich subzelluldrer Verteilung und Komposition zu untersuchenden Proteine
basiert zum Grofteil auf Beobachtungen, die an Mausmodellen fiir die Dilatative Kardiomyopathie
gemacht worden sind (Ehler et al., 2001, Schonauer et al, 2011) und wo vor allem Verdnderungen in
der Zusammensetzung der spezialisierten bipolaren Zell-Zell Kontakte der Kardiomyozyten, den

Interkalierenden Scheiben, beschrieben wurden (Ehler et al., 2001).
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2. Material und Methoden

2.1. Humane Herzgewebeproben

Frisches Myokardgewebe wurde ungefihr an der gleichen Stelle in Apexnéhe aus dem linken und dem
rechten Ventrikel, von explantierten humanen Herzen entnommen, die aufgrund einer Erkrankung
nicht transplantierbar waren. Die Proben wurden so schnell wie mdglich entnommen und sofort in
fliissigem Stickstoff gefroren und gelagert. Der Probenumfang im Bezug auf kardiale Erkrankungen
wurde weitgehend durch die Zufilligkeit der durchgefiihrten Transplantationen bei Patienten
bestimmt.

Zusitzlich wurde bereits existierendes Probenmaterial vom linken humanen Ventrikelmyokard (aus
Apexnéhe) verwendet das von Dr. Stefan Pfaffenberger, von der Medizinischen Universitdt Wien, zur
Verfligung gestellt wurde. Bei diesen Proben handelte es sich sowohl um in Parafolmaldehyd fixierte
und in Paraffin eingebettete Gewebeproben, als auch um unfixierte Gewebeproben, die bei -80°C
gelagert wurden. Aufgrund von Materialknappheit konnten nicht von allen diesen Proben Kryo- bzw.
Paraffinschnitte durchgefiihrt werden. Von allen Proben wurden jedoch Immunoblots gemacht.
Insgesamt wurden 23 Patientenproben verwendet, die sich in Geschlecht, Alter und Erkrankung
unterschieden (siche Tab. 1). Die Proben sind anonymisiert und durch Nummern identifizierbar. Bei
den Proben P39 bis P50 handelt es sich um Proben, die im Zuge dieser Arbeit entnommen wurden.
Die tibrigen Proben (P15, P17, P18, P19, P25, P26, P27, P30, P34, P37, K2, K4) wurden fiir diese
Arbeit zur Verfiigung gestellt.

Bei den 23 Patientenproben mit Herzversagen im Endstadium handelt es sich um 14 dilatative
Kardiomyopathie (DCM) Erkrankungen, 1 idiopathische hypertrophe Kardiomyopathie (HCM), 2
schwere kongenitale Herzdefekte (HRHS, TGA), 2 ischdmische Kardiomyopathien (iCMP), 1
Arrhythmogene rechtsventrikuldare Dysplasie (ARVD), 1 Koronare Herzkrankheit mit Aortenstenose
und bereits durchgefiihrten Bypass (KHK) sowie 2 Kontrollproben aus nicht transplantierten
Spenderherzen.

Drei von den insgesamt 14 DCM Proben weisen eine eindeutige positive familidre Anamnese (FDCM)
auf und sind demnach primére Erkrankungen mit genetischer Ursache. Weiters sind zwei Fille von
perinatal manifestierter DCM und drei erworbene DCM status post Myokarditis enthalten. Bei den
iibrigen sechs DCM Proben (P42, P44, P17, P19, P25, P26) handelt es sich um groBtenteils

wahrscheinlich sekundidr verursachte ischdmische DCM Erkrankungen.
2.2. Mausherzproben

Zum Vergleich der Ergebnisse am humanen linken Ventrikelmyokard wurden 9 Monate alte genetisch
manipulierte Mauseménnchen herangezogen. Dabei handelte es sich um die MLP Knockout Maus
(Arber et al., 1997), welche einen DCM Phénotyp entwickelt und die Wildtyp Maus als Kontrolle. Das

Herzgewebe wurde sofort nach Entnahme aus Apexnihe in fliissigen Stickstoff gefroren.
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Tab.1. Verwendete humane Proben aus dem linken und seltener rechten Ventrikelmyokard. 14 DCM Proben, 2 kongenitale
Herzdefekte (TGA, HRHS), 2 ischdmische Kardiomyopathien (iCMP), 1 Arrhythmogene rechtsventrikuldre Dysplasie
(ARVD), 1 KHK mit Aortenstenose , 1 HCM, 2 Proben vom nichttransplantierten Spendergewebe. (k.A.) keine Angaben,

(st.p.) status post
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HRHS mit LV
P39 | w |12 Pulmonalatresie & st.p. Fontan-OP k.A. k.A. nein nein R\; / X
Triskupidalatresie
... | st.p. Pulmonalembolie
aDCM, Myokarditis, li ! . LV,
P40 | m | 16 Ventrikelthrombus Muskeldystrophie k.A. k.A. ECMO nein RV / X
(Becker)
TGA (diskordante LV
P41 | m | 14| Ventrikulo-aterielle k.A. k.A. k.A. k.A. nein R\; / X
Verbindung)
AICD- . LV,
P42| m | 64 DCM permanentes AFIB, MI | III k.A. Implant nein RV / X
ICD mit LV
P43 | m | 64| DCM, st.p. Myokarditis Myokarditis m. 30a 111 k.A. mehrfachen| NIDDM R\; / X
Schocks
AKE, MKE, COPD, CNI DM II
P44 64 | DCM, st.p. AKE & MKE ! 4 ! k.A. k.A. CRT-ICD ¢
w » St.p. AKE & I noom| WV | /
P45 | w [ 15 FDCM MI II, VTs k.A. k.A. ECMO nein LV /
. Reanimation,H
P46 | m |67 KHK, AS CABG, artﬁfg'perton'e' III | WI, NSTEMI, ICD I\IIDII\I/DII;II\III :;\\\// Y
AV-Block
art.Hypertonie, ) LV,
P47 | w | 68 ARVD rezidivierende VTs k.A. k.A. ICD nein RV / X
iCMP, Vorhofflimmer- | art. Hypertonie, AFIB, |IIIb- DM 11,
P48 | w | 58 arrythmie HLP, CNI v CPR IcD NIDDM v /
P50| w | 55 iCMP Defi-implant VWI ICD nein LV /
. AI, MI III-1V, deshalb
P15| w | 56 FDCM (seit 27a Mitralklappenrekonstruk| IV k.A. nein nein LV | LV | X
bekannt) )
tion, Rest II-III
P17| w |56 DCM TI, relative ML, K.A. nein nein | / | v | X
Hypercholesterindmie
P18 | m | 48 DCM, s;:rr? ;’Ig/:)kardltls latente Hypothyreose 111 k.A. nein DM II / Lv X
i * -
pio| wlss DCM, diffuse sklerose | MI ;II ‘IV, HLP, g!o-bale KA. nein nein / LV X
der Coronar Art. respirative Insuffizienz
Sklerose der
Bauchaorta, 40% . .
P25 | m | 54 DCM Sklerose der ACE, k.A. k.A. nein nein / LV | X
hypercholesterindmie
P26 | m | 57 DCM st.p. mechan. AKE k.A. k.A. ICD nein / LV X
P27 | w | 22 PDCM k.A. k.A. nein nein / LV X
’ - beim Kind der Patientin
P30 | w | 20 | PPCM, intermittierndes| ;o penfalls eine DCM| K.A. K.A. nein nein | / | /| x
Vorhofflimmern vor
P34| m |12 HCM MLILILL v.a. k.A. k.A. nein nein / || x
Soffwechselstérung
P37 | w | 8 FDCM k.A. k.A. ECMO nein / / X
LVF normal,HTN, leicht
K2 [ m|35 Spender 2 LV-Hypertrophie LV / X
K4 | m |k.A. Spender 4 unbekannt LV | LV [ X
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2.3. Herstellung von Immunfluoreszenzpriparaten und Konfokale Mikroskopie
2.3.1 Herstellung und Immunfirbung von Kryoschnitten fiir die Konfokale Mikroskopie

Von 12 verschiedenen Proben und zwei Kontrollproben wurden Kryoschnitte aus dem linken
Ventrikelmyokard hergestellt. Dabei handelte es sich um P39, P40, P41, P42, P43, P44, P45, P46,
P47, P48, P50, P15 und die Kontrollen K4 und K2 (Tab.1.). Von P39, P40, P41, P42, P43, P46, P47
wurden zusétzlich Kryoschnitte aus dem rechten Ventrikelmyokard angefertigt.

Von der im fliissigen Stickstoff gelagerten Myokardgewebeprobe wurde ein ungefahr 5x5mm grofBes
Stiick abgebrochen und in Tissue Tek® bei -20°C eingebettet. Dabei wurde rasch gearbeitet um ein
Auftauen zu vermeiden. Der Kryostat wurde auf eine Schneidetemperatur von -20°C, eine
Objekttemperatur von -25°C und eine Schnittdicke von 11um eingestellt.

Die Schnitte wurden auf Superfrost® Plus (weiB}, adhdsiv und geschliffen 90°, CELLO von
Laborchemie GmbH.) Objekttrdgern aufgenommen. Zwischendurch wurde mittels einer
Schnellfarbung mit einer Hadmatoxylin-Lésung (modifiziert nach Gil Il fiir die Mikroskopie von
Merck) kontrolliert ob im Schnitt geniigend Stellen mit longitudinal geschnittenen Herzmuskelzellen
vorhanden sind. Die Gefrierschnitte wurden dann fiir mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur
zum Antrocknen am Objekttrager stehen gelassen. Ein Teil der Gefrierschnitte wurde bei -80°C
gelagert und bei Bedarf direkt aus dem Kiihlschrank ohne Auftauen fixiert.

Nach dem Antrocknen wurden die Schnitte bei -20°C fiir 5 min in Azeton fixiert. Dabei handelt es
sich um eine sehr sanfte Form der Fixierung, bei der die Proteine nicht vernetzt werden, was die
Reaktion mit Antikorpern beintrachtigen konnte. Die Proteine fallen chemisch aus und gleichzeitig
wird die Zellmembran permeabilisiert. Nach der Fixierung wurde zweimal in PBS gewaschen,
anschlieBend fiir 1 Minute in 0,2% TritonX-100/PBS permeabilisiert, um die semipermeable
Zellmembran fiir die Antikdrper durchlédssig zu machen, und wieder zweimal in PBS gewaschen.
Dann wurden die Schnitte mit einem Wachsstift (Dako) voneinander abgegrenzt und mit 5%NGS in
1%BSA/Gold Buffer (GB) fiir 30 Minuten geblockt, wodurch die unspezifische Bindung der
Antikorper an freie Bindungsstellen verhindert werden sollte. Im Allgemeinen wird fiir diesen Schritt
Serum von jenem Tier verwendet, in welchem der zweite Antikorper hergestellt wurde.

Nach dem Blocking wurde ohne zu waschen die erste Antikdrperlosung fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Alle Inkubationsschritte wurden in einer feuchten
Kammer auf einem Schiittler durchgefiihrt.

Bevor die zweite Antikorperlosung (ebenfalls in 1% BSA/GB verdiinnt) auf die Schnitte aufgetragen
wurde, wurde dreimal fiir 5 Minuten in PBS gewaschen, um nichtgebundene Primérantikdrper zu
entfernen. Mit der zweiten Antikorperlosung, die mit Fluorochromen gekoppelte Antikdrper gegen
den ersten proteinspezifischen Antikorper enthielt, wurde fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. In weiterer Folge wurden die Schnitte dreimal fiir 5 Minuten in PBS gewaschen, in
Lisbeth’s Medium (Messerli et al., 1993) eingebettet, mit Nagellack versiegelt und bei 4°C im

Dunkeln gelagert, um ein Verblassen der Fluoreszenz zu verzogern.
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Die Zusammensetzung der Gold Buffer (GB) Stammlésung fiir die Herstellung von 1% BSA/GB ist:
20mM Tris-Base, 155mM NaCL, 2mM EGTA, mit pH 7,5,;Lagerung bei RT.

Als Waschlosung wurde Phosphate Buffered Saline (Dulbecco A) von Oxoid (BR0014G) verwendet.
Dabei wurde eine PBS Tablette, fiir eine einfache Losung, auf 100ml Aqua Bidest. verdiinnt,
autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert.

Als Einbettmedium wurde Lisbeth’s Medium verwendet, welches ein zu rasches Ausbleichen der
angefarbten Schnitte verhindern soll. Dieses setzt sich wie folgt zusammen aus: 35ml 100% Glycerin,

2,5ml n-propyl Gallate und 15ml 0,1M Tris Base, mit pH von 9,5. Gelagert wird es bei -20°C
2.3.2. Herstellung und Immunfirbung von Paraffinschnitten fiir die Konfokale Mikroskopie

Die in Paraffin eingebetteten Proben vom linken und rechten humanen Ventrikelmyokard (in
Apexndhe) wurden von Dr. Stefan Pfaffenberger von der Medizinischen Universitit Wien zur
Verfligung gestellt. Die Gewebestlicke waren mit Formalin fixiert und ausschlieBlich maschinell in
Paraffinblocke eingebettet worden. Die Paraffinblocke wurden bei RT gelagert.

Von 8 verschiedenen Proben und einer Kontrollprobe wurden Paraffinschnitte hergestellt. Dabei
handelte es sich um P15, P18, P25, P26, P17, P19, P27, P34 und die Kontrolle K4 (Tab.1.).

Die Paraffinblocke wurden bei -20°C, fiir das Schneiden am Microtom RM 2255 vorgekiihlt. Das
Microtom besall einen Kiihl-Blockchenhalter, so dass der Gewebeblock wihrend dem Schneiden
gekiihlt wurde. Die Schnittdicke der Paraffinschnitte betrug 6um. Die Schnitte wurden in einem
Wasserbad, gefiillt mit Millipore, bei 40-45°C gestreckt und auf Poly-L-Lysin™ beschichtete
Objekttrager (von Thermo Scientific Menzel Gliser) aufgezogen und getrocknet. AnschlieBend
wurden die Schnitte {iber Nacht oder fiir 3 Stunden in einem Brutschrank bei 60°C gebacken, um sie
auf dem Objekttrager zu fixieren. Die Lagerung der Schnitte fand bei RT statt.

Da das Gewebe fiir die Antikdrper auf den Paraffinschnitten durch den Wachsfilm nicht zuginglich
wire, mussten die Schnitte entparaffinisiert werden. Das Paraffin wurde mittels Xylolersatz
(Roticlear” von Carl Roth GmbH und CoKG) entfernt, indem die Objekttriager 2mal fiir jeweils 10min
in Roticlear™ eingetaucht wurden. AnschlieBend wurde das Xylol mit einer absteigenden Ethanolreihe
aus dem Gewebe entfernt. Die Schnitte wurden 2mal fiir Smin in 100% Ethanol, 1mal fiir 5Smin in 96%
Ethanol, Imal fiir Smin in 80% Ethanol, 1mal fiir 5Smin in 70% Ethanol gegeben und anschlieBend fiir
Smin in Millipore gewaschen.

Als nichster Schritt wurden die Schnitte demaskiert, um die Bindungen, die im Gewebe durch die
Formalinfixierung entstanden sind, zu spalten. Anderenfalls wiirden Epitope von den Antikdérpern
nicht erreicht werden.

Die Schnitte wurden im vorgewédrmten Citratpuffer mit pH 6 (10mM Tri-Natrium-Dihydrat mit 10N
HCL auf pH6 eingestellt und bei 4-8°C gelagert) fiir 3mal Smin bei 600 Watt in der Mikrowelle
gekocht und anschlieend fiir 20 Minuten auf RT abgekiihlt. Dann wurden die demaskierten Schnitte
kurz in PBS-T (PBS mit 0,3% Triton-X) gespiilt, die Schnitte mit dem Wachstift (DAKO)
voneinander abgegrenzt und in die Blockierlésung (5% NGS in 1%BSA/GB) gegeben. Die
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anschliefende Farbung mit Primér- und Sekundérantikdrpern und das Einbetten der Préparate wurde

genau wie bei den Kryoschnitten durchgefiihrt.
2.3.3. Fluoreszierende Reagenzien und Antikérper fiir die Inmunfluoreszenz

Neben den zwei mit Fluorochromen gekoppelten sekundidren Antikorpern, die gegen die ersten
spezifischen monoklonalen Antikérper von Maus und polyklonalen Antikoérper vom Kaninchen
gerichtet waren, wurden zwei fluoreszente Substanzen verwendet, die spezifisch mit einer zelluldren
Organelle reagierten. Dabei handelte es sich um DAPI von Sigma (1mg/ml; Verdiinnung 1:100), fiir
die Kernfirbung da es an eine reiche A-T Region der DNA bindet, und Alexa Fluor® 633- Phalloidin
von Invitrogen (Verdiinnung 1:50), das Gift von Amanita phalloides/ ein Phallotoxin welches
spezifisch an das filamentdse Aktin (F-Aktin) bindet und da es mit einem Fluorochrom gekoppelt ist
am Fluoreszenzmikroskop visualisiert werden kann. Das Alexa 633- Phalloidin ergibt ein dunkel-
rotes Signal (Anregung/Emission: 632647 nm), DAPI ein blaues Signal (Anregung/Emission 359/461
nm), der fluoreszente Cy3-G a M Sekundérantikorper von Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.
(anti IgG H+L) (Verdiinnung 1:500) ein rotes (Anregung/Emission 550/570 nm) und der Cy2-G a R
Sekundérantikdrper von Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc. (Verdiinnung 1:100) ein griines
Signal (Anregung/Emission 492/510 nm) am Konfokalen Mikroskop.

Die Kryoschnitte aus dem linken Ventrikelmyokard der 9 Monate alten Mausmdnnchen (WT, MLP-/-)
wurden mittels einer dreifachen Immunofluoreszenzfirbung fiir die Analyse am konfokalen
Mikroskop angeférbt. Neben den zwei mit Fluorochromen gekoppelten sekundédren Antikorpern, die
gegen die ersten spezifischen monoklonalen Antikérper von Maus und polyklonalen Antikérper vom
Kaninchen gerichtet waren, wurde zusidtzlich nur eine Kernfirbung mittels DAPI von Sigma
(Verdiinnung 1:100) durchgefiihrt. Es wurden die gleichen Primir- und Sekundirantikdrper wie bei
den humanen Proben verwendet.

Folgende die verschiedenen Komponenten des Sarkomers erkennende monoklonale Maus
Primérantikorper wurden verwendet: gegen Myomesin (B4 Klon, im Labor produzierter
Hybridomiiberstand Grove et al., 1984; Verdiinnung 1:5), welcher der die M-Bande anfirbt; gegen
sarkomeres a-Aktinin (EA53 Klon, von Sigma; Verdiinnung 1:500), der die Z-Scheiben anfarbt; gegen
Titin T12 (im Labor produzierter Hybridomiiberstand, Fiirst et al., 1988; Verdiinnung 1:5), der den N-
Terminus von Titin, d.h. die Z-Scheiben anfiarbt und gegen Desmin (D33 Klon, von DAKO,
Verdiinnung 1:200), der die Intermedidren Filamente anféarbt.

Folgende polyklonale Kaninchen Primérantikorper wurden gegen Proteine des Sarkomers verwendet:
gegen das sarkomere a-Aktinin (RbaA653, Gehmlich et al., 2004; Verdiinnung 1:200), der die Z-
Scheiben anfarbt; gegen das MyBP-C (produziert im Labor von Prof M. Gautel; Gautel et al., 1998;
Verdiinnung 1:50), der die A-Bande anfarbt und gegen das Titin m8 (produziert im Labor von Prof M.
Gautel; Obermann et al., 1996; Verdiinnung 1:50), der den C-Terminus von Titin, d.h. die M-Bande

anfarbt.
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Fiir die Darstellung der Interkalierenden Scheiben wurden polyklonale Kaninchen Primérantikorper
gegen das B-Catenin (von Sigma, C2206; Verdiinnung 1:250), der die Adherens Junctions anférbt;
gegen Connexin-43 (von Zymed; Verdiinnung 1:50), wodurch die Gap Junctions sichtbar werden und
gegen das N-RAP (produziert im Labor von Dr. E. Ehler; Verdiinnung 1:100), ein mit den

Interkalierenden Scheiben assoziiertes LIM Doménenprotein, verwendet.

Tab.2. Uberblick iiber die verwendeten primiren und sekundiren Antikorper bei der Immunofluoreszenz Firbung der

Gewebeschnitte fiir die Konfokale Mikroskopie.

Immunfluoreszenz von Gewebeschnitten
Primdrantikérper Hersteller Verdiinnung | Beschreibung
pRa sark. alpha-Aktinin RbaA653; Gehmlich et al., 2004 1 zu 200 Z-Scheiben
pRa Connexin 43 Abcam 1 zu 100 GJ
pRa Connexin 43 Zymed 1 zu 50 GJ
pRa beta-Catenin Sigma, Cat#C2206 1 zu 250 Al
pRa MyBP panC Gautel et al., 1998 1 zu 50 A-Bande
pRa Titin m8 Obermann et al., 1996 1 zu 50 C-Terminus von Titin,
d.h. M-Bande
pRa N-RAP Produziert im Labor Dr. E. Ehler 1 zu 100 IDs assoziiertes Protein
mMa  Desmin DAKO, clone D33 1 zu 200 Intermedidre Filamente
mMa  sark. alpha-Aktinin Sigma, clone EAS3, Cat#A7811 1 zu 500 Z-Scheiben
mMa  Myomesin B4 Grove et al., 1984 lzus M-Bande
mMa  Titin T12 Fiirst et al., 1988 lzus N-Terminus von Titin,
d.h. Z-Scheiben
Sekunddrantikorper
Cy3-GaM Jackson ImmunoResearch 1 zu 500
Laborathories Inc. 115-165-146 Ig
(H+L)
Cy2-GaR Jackson ImmunoResearch 1 zu 100
Laborathories Inc. 11-225-144 Ig
DAPI Sigma 1 zu 100
Alexa 633-Phalloidin | Invitrogen, Cat# A22284 1 zu 50

Weiters wurden immer Negativkontrollen durchgefiihrt, indem der Schnitt anstatt mit der priméren
Antikorperlosung lediglich mit 1%BSA/GB inkubiert wurde.

Die Paraffinschnitte wurden mit einer vierfachen Immunofluoreszenz-Farbung angefirbt. Als
monoklonaler Antikdrper wurde nur mM a Desmin (D33, von Dako; Verdiinnung 1:200) verwendet,
da bekannt ist, dass die anderen bei der Féarbung der Kryoschnitte verwendeten monoklonalen
Antikorper auf Wachsschnitten nicht funktionieren. Folgende polyklonale Antikdrper wurden
verwendet: pR a MyBP-C (produziert im Labor von Prof. M. Gautel; Gautel et al., 1998; Verdiinnung
1:100), ein A-Banden Protein; pR a B-catenin von Sigma (Verdiinnung 1:250), ein Protein welches in
den Adherens Junctions zu finden ist; pR a connexin-43 von Zymed (Verdiinnung 1:50) und connexin-
43 von Abcam (Verdiinnung 1:100), ein Protein der Gap Junctions und pR a N-RAP (produziert im
Labor von Dr. E. Ehler), ein LIM Doménen Protein welches mit den Interkalierenden Scheiben
assoziiert ist. Als Sekundérantikorper wurden Cy3-G a M (Verdiinnung 1: 500) und Cy2-G a R

(Verdiinnung 1: 100) gegen die Primédrantikdrper (beide von Jackson ImmunoResearch Laboratories
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Inc.), fiir die Kernfirbung DAPI (Verdiinnung 1:100) von Sigma und fiir die Farbung von F-Aktin
Alexa Fluor 633-Phalloidin (Verdiinnung 1:50) von Invitrogen verwendet.

Es wurden von jeder Farbung Negativkontrollen durchgefiihrt indem anstatt mit der priméren
Antikorperlosung nur mit der Antikdrperverdiinnungslosung (1%BSA/GB) inkubiert wurde.

Alle verwendeten Primér- und Sekundérantikorper sind in Tabelle 2 aufgelistet.
2.3.4. Konfokale Mikroskopie und Bildbearbeitung

Die Analye der immungefiarbten Gewebeschnitte wurde an einem Zeiss LSM 510 META Konfokalen
Mikroskop durchgefiihrt. Fiir die Aufnahmen wurde ein 63x/NA 1.4 Ol-Immersionsobjektiv mit einem
2fach digitalen Zoom und zum Teil fiir Ubersichtsaufnahmen mit einem 1fach digitalen Zoom
verwendet. Das Mikroskop war mit einem Blue Diode (405 nm) Laser und mit Argon (488 nm) und
Helium Neon Lasern (546 nm, 633 nm) ausgestattet. Die Aufnahmen die am konfokalen Mikroskop
gemacht wurden, wurden in Falschfarben im Tiff Dateiformat abgespeichert. Die einzelnen Kanile
einer Aufnahme wurden mittels /mageJ 1.41k im RGB-Modus zusammengefasst und die restliche
Bildbearbeitung sowie das Zusammenstellen der Figuren wurde mit Photoshop CS4 11.0
durchgefiihrt.

Die Ergebnisse der konfokalen Mikroskopie bestimmten weitgehend die Richtung der weiteren

Analyse durch Immunoblots.

2.4. Immunoblots

Alle verwendeten Primér- und Sekundérantikorper sind in Tabelle 3 aufgelistet.
2.4.1. Herstellung von SDS-Proben aus Gewebestiicken fiir die SDS-PAGE

Ganze Gewebeproben wurden, nachdem sie direkt aus dem fliissigen Stickstoff entnommen wurden,
mit einem in fliissigem Stickstoff vorgekiihlten Metallmorser mechanisch in feinen Staub zerschlagen.
Das gefrorene Pulver wurde anschlieBend durch Zugabe vom zelllysierendem Puffer (Blue Wonder;
300pl pro mm®), der zugleich das fiir die Proteinvorbereitung notwendige SDS enthielt, in die
Pipettenspitze aufgenommen und in ein Eppendorfgefd3 (auf Eis) transferiert. Danach wurden die
Proben fiir genau 2min gekocht, gleich wieder auf Eis gekiihlt und bei -20°C gelagert.

Das Blue Wonder setzt sich in seiner endgiiltigen Konzentration aus folgenden Inhaltsstoffen
zusammen: 3,7M Harnstoff, 134,6mM Tris Base von pH 6,8; 2,3% NP-40; 4,45% B-Mercaptoethanol;
4% Glyzerin und 6 mg/100ml Bromphenolblau. Es wurde aliquotiert und bei -20°C gelagert.

2.4.2. SDS-PAGE

Zunichst wurden die SDS-Proteingemische mittels Elektrophorese auf einem 7,5%igen Polyacrylamid
Minigel (von Bio-Rad Laboratories) nach Molekulargewicht aufgetrennt, um die richtige Lademenge

der Proben fiir die Immunoblots zu bestimmen.
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Das 7,5%ige Polyacrylamid Minigel (Separationsgel) setzte sich aus folgenden Komponenten
zusammen: 4,85ml Millipore; 2,5ml Lower Buffer (aus 1,5M Tris Base mit pH 8,8 und 0,4% SDS);
1,7ml 30% Acrylamid/Bisacrylamid; S0ul 10% APS, als Polymerisationsinitiator und Sul TEMED, als
Polymerisationskatalysator. Es wurde fiir eine Stunde zum Auspolymerisieren bei RT stehen gelassen,

worauf dann das Ladegel, mit den Ladekdmmen, gegossen wurde.

Abb. 1. Mittels Comassie angeféarbte 7,5% Testgele. Die Proteinbanden der SDS-Proben sind schon sichtbar. Die Proteine

wurden nach ihrer Grofe aufgetrennt. Die Lademenge ist sehr unterschiedlich.

Das Ladegel wurde aus 1068ul Millipore, 1200ul Upper Buffer (0,5M Tris Base mit 1nHCL auf pH
6,8), 333ul 30% Acrylamid/Bisacrylamid, 25pl 10% SDS, 19ul 10%APS und 4pl TEMED,
hergestellt. Nach ca. 20 min wurden die Kdmme entfernt und die Proben wurden mithilfe einer
Hamilton Spritze geladen. Fiir den Testlauf wurden 1ul von jeder SDS-Probe und 5pul Blue Wonder
als Negativkontrolle in das Ladegel geladen.

Die Gelelektrophorese wurde in 1x SDS-PAGE Puffer (aus 10facher Stammldsung, bestehend aus 30g
Tris, 144g Glycine und 10g SDS, auf 1L, pH 8,3) zunédchst bei 120V und als das Proteingemisch im
Separationsgel drinnen war, bei 200V durchgefiihrt.

Das Testgel wurde anschlieend mit der Coomassie Schnellfiarbung gefarbt (Abb.1.). Dazu wurde die
Coomassie Fiarbelosung (bestehend aus 50%Methanol, 10%Essigsdure und 0,2% Coomassie Brilliant
Blue R-250 von Biomedicals; zum Schluss filtriert) vorher zum Kochen gebracht und anschlieBend
das Testgel (dessen Laderichtung vorher markiert wurde) fiir ungefdhr Smin in der heien Coomassie
Férbelosung am Schiittler inkubiert. Die Coomassie Firbelosung wurde wiederverwendet. Um
iiberschiissiges Coomassie vom Gel zu entfernen, wurde dieses in Millipore gewaschen und
anschlieBend in, zuvor zum Kochen gebrachte, 10% Essigsdure gelegt und auf den Schiittler gestellt.
Die Essigsdure wurde wieder recycled, indem sie mit Aktivkohle inkubiert wurde, die das Coomassie
absorbierte.

Nachdem die optimale Lademenge der einzelnen Proteingemische bestimmt wurde, konnte die

eigentliche SDS-PAGE fiir den Immunoblot durchgefiihrt werden.
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Fiir Proteine zwischen 10 und 150kDa Molekulargewicht wurde ein 12%iges (aus 3,35 ml Millipore,
2,5ml Lower Buffer, 4 ml 30% Acrylamid/Bisacrylamid, 50ul 10% APS und 5ul TEMED) und fiir
Proteine zwischen 45 und 300kDA ein 7,5%iges Polyacrylamid Minigel gegossen. Weiters wurden 8
bis 22%ige und 4 bis 11%ige Polyacrylamid-Gradient-Minigele gegossen um einen breiteren Bereich
abzudecken.

Fiir die Herstellung des 8 bis 22% Gradientengels wurden die Lésungen fiir ein 22% (aus 0,5% Lower
Buffer als Separationspuffer; 1,45 ml 30%iges Acrylamid/Bisacrylamid; 0,12ml Glyzerin und zum
Schluss 8ul APS und 1pl TEMED) und ein 8% Gel (0,5% Lower Buffer; 0,53ml 30%iges
Acrylamid/Bisacrylamid; 0,97ml Millipore H20, 8ul APS und 1pl TEMED) separat gemischt.
Anschlieend wurde das Gradientengel durch langsames Vermischen der beiden Losungen mittels
einer peristaltischen Pumpe und einem Gradientenmischer hergestellt.

Das 4 bis 11% Gradientengel wurde aus einer 4%igen Polyacrylamid Gelmischung, mit 0,5ml Lower
Buffer; 0,26 30%iges Acrylamid/Bisacrylamid; 1,23ml Millipore H,O; 8ul APS; 1ul TEMED und
einer 11%igen Polyacrylamid Gelmischung, mit 0,5ml Lower Buffer; 0,73 30%iges
Acrylamid/Bisacrylamid; 0,12ml 100%iges Glyzerin; 0,64ml Millipore H,O; 8ul APS; 1ul TEMED
genau wie oben beschrieben gegossen.

Die SDS-Proben wurden gemeinsam mit einen Molekulargewichtsmarker (von ProSieve® Color
Protein Marker, Katalog Nr. 50550) und Blue Wonder als Negativkontrolle, in die Kammern des
Ladegels geladen und zuerst bei 120V laufen gelassen. Als die Proteinlauffront im Separationsgel
drinnen war wurde auf 200V geschalten.

Nach der Gelelektrophorese wurde ein Semidry Blot oder ein Western Blot mit anschlieBender

immunologischer Proteindetektion durchgefiihrt.
2.4.3. Western-Blot

Ein senkrecht zum Polyacrylamid Minigel gerichtetes elektrisches Feld wurde beim Western Blot
angelegt, wodurch die Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf eine Nitrozellulose (von Hybond C
Extra) tibertragen wurden. Die Nitrozellulose und das darauf liegende Gel, wurden dabei von beiden
Seiten in Schwidmmchen und Whatman3MM-Filterpapier eingebettet und in die Kammer gelegt. Der
Western Blot wurde, iiber Nacht bei 60mA (20-30V), in einem Behélter mit Blotting Buffer, geblottet.
Der Blotting Buffer wurde, fiir 1L, aus 3,03g Tris-Base; 14,4g Glycine; 0,1g SDS und 200ml
Methanol, zusammengeriihrt und mehrmals wiederverwendet.

Um herauszufinden ob der Blot funktioniert hat und ob die Lademengen nun anndhernd gleich waren,
wurde die Nitrozellulose mit Ponceaurot (von Sigma) angeférbt, indem sie in die Férbelosung
hineingelegt wurde. AnschlieBend wurde die Nitrozellulose, auf der nun die Proteinbanden und der
Molekulargewichtsmarker zu erkennen waren, in eine saubere Klarsichtfolie eingebettet und fiir die
Dokumentation gescannt.

AnschlieBend wurde fiir 1h bei RT mit 5%Milch/LS (Sainsbury's Trockenmilchpulver in Low Salt
geldst, Low salt besteht aus 9ml 1M Tris-Base mit pH 7,4, 9g NaCl und 5ml 20%ige Tween20, fiir
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1L) geblockt, damit die freien unspezifischen Bindungstellen an der Membran abgesittigt werden und
gleichzeitig das PonceauRed ausgewaschen wird. Wurde jedoch ein immunologischer Nachweis von
Proteinen wie Connexin-43, welche phosphorylierte Epitope besitzen, durchgefiihrt, wurde fiir das
Blocken 3%BSA in LS verwendet und die Primérantikorper mit 0,1%BSA verdiinnt.

Danach wurde der Blot mit den Priméarantikdrpern, gelost in 0,5%Milch/LS, fiir 1h bei RT oder iiber
Nacht bei 4°C inkubiert. Bei Nachweis von Proteinen mit phosphorylierten Epitopen wurden die
Antikorper in 0,1%BSA geldst. Die verschiedenen beim Immunoblotten verwendeten Antikérper sind

in Tabelle 3 aufgelistet.

Tab.3. Uberblick iiber die verwendeten priméren und sekundiren Antikdrper bei den Immunoblots

Immunoblotting
Primdrantikérper Hersteller Verdiinnung
. Produziert im Labor Dr. Ehler E.;
pRa humanes EH-Myomesin Agarkova et al., 2000 1 zu 1000
pRa beta-Catenin SIGMA, Cat#C2206 1 zu 6000
pRa Sark. alpha-Aktinin RbaA653; Gehmlich et al., 2004 1 zu 500
pRa Connexin 43 Zymed 1 zu 500
pRa ANF Anawa Swiss, Cat#AS618 1 zu 500
pRa N-RAP Produziert im Labor Dr. Ehler E. 1 zu 500
pRa Connexin 43 Abcam 1 zu 2000
pRa all Aktin Sigma, Cat'#A2066 1 zu 500
pRa Desmoplakin Serotec 1 zu 1000
mMa  Plakoglobin BD, Cat#610253 1 zu 1000
mM a kardiales Aktin Progen, clone Ac1-20.4.2, Cat#61075 1 zu 2000
mM a Vinculin Sigma, clone hVin-1, Cat#V9131 1 zu 1000
. Developmental Studies Hybridoma Bank Iowa,
mM a sarkomeres Myosin cloneA4.1025 1 zu 2000
mM a Desmin Dako, clone D33 1 zu 2000
Produziert im Labor Dr. Gehmlich K.;
mMa — MLP Geier et al., 2008 1 zu 1000
Sekunddrantikorper

HRP-GaR CalBiochem, Cat#401315 1 zu 1000

HRP-RaM Dako, Cat#P0260 1 zu 1000

HRP-R a G CalBiochem 1 zu 1000

Danach wurde der Blot 3mal fiir Smin mit 0,5%Milch/LS (oder 0,1%BSA) gewaschen und
anschliefend der Blot mit dem enzymgekoppelten Sekundirantikdrper, verdiinnt in 0,5%Milch/LS, fiir
2 h bei RT inkubiert. Bei den Sekundirantikdrpern handelte es sich um HRP-G a pR (von
Calbiochem; Verdiinnung 1:1000) und/oder HRP-R a mM (von Dako; Verdiinnung 1:1000), gekoppelt
mit einer Peroxidase, die die Chemilumineszenzreaktion beim Entwickeln des Blots katalysiert.
Danach wurde 3mal fiir Smin in LS gewaschen und der Blot entwickelt.

Fir 2 Blots wurde die Entwicklerlosung aus 7,5ml Millipore, Iml Luminol Stammldsung, 1ml
Jodophenol Stammlésung, mit 500ul 1M Tris-base mit pH 7,4 zum Schluss zusammengemischt. In

der Dunkelkammer wurde die Entwicklerlosung durch Sul Wasserstoffperoxid aktiviert, der Blot fiir 1
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min darin geschwenkt, in Frischhaltefolie eingewickelt und in eine Filmkammer hineingegeben. Der
Rontgenfilm wurde dann mit unterschiedlichen Belichtungszeiten je nach Signalstirke der Blots
entwickelt.

Fiir die Herstellung der Luminol Stammlésung wurde 0,5g Luminol sodium Salt (von Sigma) in 50ml
Millipore geldst und aliquotiert. Fiir die lodophelol Stammldsung wurden 0,055g 4-lodophenol (von
Fluka chem.) in DMSO gel6st und aliquotiert. Die Aliquote wurden bei -20°C autbewahrt.
Gelegentlich wurde eine Amplifizierung des Signals mit einem tertidiren Antikdrper durchgefiihrt.
Dazu wurden die entwickelten Blots kurz in LS gewaschen und danach im entsprechenden
Tertidrantikorper (bei Kaninchenprimérantikorpern HRP-R a G Igs, Calbiochem wund bei
Mausprimérantikorper HRP-G a R Igs, Calbiochem) fiir 1-2h inkubiert. Die Entwicklung der

Chemiluminiszenz wurde genau wie oben beschrieben durchgefiihrt.
2.4.4. Semidry Blot

Es wurde ein Semidry Blot mit einem 12% Gel (Immunoblot Analyse von MLP) und einem 4 bis 11%
Gradientengel (Immunoblot Analyse von humanen EH-Myomesin) durchgefiihrt.

Es wurde ebenfalls wie beim Blotten senkrecht zur urspriinglichen Laufrichtung ein elektrisches Feld
angelegt und die Proteine auf eine NC Transferiert. Das Gel wurde auf eine Nitrocellulose (von
Hybond C Extra) draufgelegt und beide wurden von, jeweils 3 Schichten Whatmann3MM-Filterpapier
eingerahmt.

Der Blot wurde bei 17V (max 400mA) und fiir ungefahr 1,5h laufengelassen.

Die immunologische Detektion der gewiinschten Proteine und die Entwicklung der Blots erfolgte nach

der gleichen, bereits im Kapitel 2.4.3., beschriebenen Methode.
2.4.5. Immunoblots Analyse und Statistik

Die Analyse der Immunoblots erfolgte mit /mageJ 1.41k, einem open source Programm, indem die
Bandengrofle dreimal vermessen wurde. Die Mittelwerte der Proteinbanden von Interesse wurden auf
eine Ladungskontrolle (z.B. gesamtes Aktin, a-Aktinin, kardiales Aktin oder sarkomeres MHC)
genormt und im Microsoft Excel in Balkendiagrammen in Arbitrary Units (willkiirlichen Einheiten)
dargestellt. Dabei wurden die Mittelwerte der vermessenen Banden der Ladungskontrolle z.B. x20000
multipliziert, die des Proteins von Interesse z.B. x10000 und die Prozente berechnet. Damit beide Gele
eines Blots untereinander verglichen werden konnten wurden fiir die Messungen immer gleiche
optimale Belichtungszeiten fiir das jeweilige Protein verwendet.

Die statistische Analyse wurde mit SPSS fiir Windows, Version 15.0 durchgefiihrt. Die mittels ImageJ
ausgemessenenen Mittelwerte der BandengrofSen eines bestimmten Proteins bei Patienten im
Endstadium des Herzversagens (mit einer LVEf von < 25%), und Kontrollen unbekannter Herkunft,
wurden mithilfe einer Univariaten Varianzanalyse (one-way ANOVA) gegen die Kontrolle getestet
und innerhalb der verschiedenen Erkrankungen (FDCM, PDCM, DCM st.p. MK, iDCM und einer
iCMP). Ergab die ANOVA einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen (p<0,05) wurden
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anschlieend mit Post-hoc Tests Mehrfachvergleiche durchgefiihrt. Bei Varianzhomogenitit wurde ein

Scheffé-Test und herrschte keine Varianzhomogenitit wurde ein Dunnett-T3-Test durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung der morphologischen Verinderungen der linksventrikuliren
Kardiomyozyten bei der MLP Knockout Maus, einem transgenen Tiermodell fiir die

Dilatative Kardiomyopathie

Kryoschnitte aus dem linken Ventrikel von MLP Knockoutmaus und WT Maus wurden gegen
Proteine des Sarkomers (wie das Z-Scheiben Protein a-Aktinin und das M-Banden Protein
Myomesin), Proteine der Interkalierenden Scheiben (das AJ Protein p-Catenin, die Hauptkomponente
der ventrikuldren GJ das Connexin43 und das N-RAP), als auch gegen das Intermedidrfilament
Protein Desmin angefédrbt. Da die Krankheit in den Proben bereits sehr weit fortgeschritten war und
das Alter der meisten Patienten zum Zeitpunkt der Transplantation liberwiegend iiber 40 Jahre lag,
wurde zum Vergleich das linke Ventikelmyokard von 9 Monate alten Mausméannchen, bei denen der
DCM Phinotyp maximal etabliert ist, herangezogen.

In allen mittels Immunfluorezenz (IF) angefdrbten Kryoschnitten ist eine irreguldrere Anordnung der
Myofibrillen bei MLP -/- im Vergleich zu dessen WT deutlich erkennbar (Abb. 2). Die Form der
Zellen ist unregelméBiger und oftmals sind mehr und kleinere polare Zell-Zell Kontakte, aufgrund
atypischer Verzweigungen der Zellen, erkennbar (Abb. 2 B).

Stark desorganisierte Stellen, an denen die ventrikuldren Kardiomyozyten die parallele Ausrichtung
verloren haben kamen weder bei der 9 Monate alten MLP-/- Maus noch dessen Wildtyp vor. Die
Zellen liegen grundsétzlich dicht aneinander und Fibrose scheint in den meisten Arealen von MLP -/-
nur sehr schwach und bei dessen WT gar nicht ausgeprdgt zu sein. Ein auf zelluldrer Ebene

ausgebildetes ,, Spongy Heart " ist bei MLP -/- auch nicht vorzufinden.
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< Abb. 2. Dreifach Immunfluoreszenz-markierte Kryoschnitte aus dem LV von 9 Monate alten Mausménnchen. (A) IF
Farbung mit mM gegen das Myomesin (B4clone) fiir die Darstellung der M-Banden (a rot, b), pR gegen das a-Aktinin fiir die
Darstellung der Z-Scheiben (a griin, ¢) und Kernfarbung durch DAPI (a blau). (B) IF Farbung mit mM gegen das M-Banden
Protein Myomesin (B4 clone) (d rot, e), pR gegen das AJ Protein f-Catenin (d griin, f) und mittels DAPI (d blau). Beim WT
erkennt man sehr schone, d.h. elongierte parallel angeordnete Kardiomyozyten mit kaum ausgebildeter Fibrose (*). Bei MLP -
/- ist die Fibrose etwas stirker ausgeprdgt und die Zellen haben im Vergleich zum WTP eine unregelméiBigere Form, mit
unregelmdfBiger ausgerichteten Myofibrillen. Bei der MLP -/- Maus sind innerhalb einer Aufnahme aufgrund einer
unregelmédfBigeren Zellform mehr kleinere IDs an atypischen diinnen Verzweigungen der Myozyten sichtbar. In (A, a, b)

stammt das unspezifische rote Signal zwischen den Zellen von dem gegen Maus gerichteten Sekundérantikorper. Skala 10 pm.

3.1.1. Negativkontrollen der Gewebeschnitte von MLP Knockoutmaus und WT Maus fiir die

Immunfluoreszenz

In den Negativkontrollen von Kryoschnitten von 9 Monate alten Mausménnchen (WT und MLP
Knockoutmaus) war eine ausgeprigte unspezifische Hintergrundfarbung des Cy3-G gegen Maus
gerichteten Sekundérantikérpers zu erkennen (Abb. 3). Das Signal war besonders stark zwischen den
Myozyten und war prominenter in den MLP Knockoutméausen. Es diirfte sich dabei um ein bekanntes
Problem handeln, ndmlich, dass Mauseantikdrper auf Mausgewebe oft unspezifisch in der ECM
kleben bleiben. Da das MLP Knockoutherz aufgrund seiner Fibrose mehr ECM aufweist, ist das
Hintegrundsignal dort stirker. Eine schwéchere generell diffuse Hintergrundfarbung war im griinen
Kanal zu erkennen (Cy2-G gegen Kaninchen gerichteter Sekundéirantikorper). Die Kernfarbung gegen

DAPI zeigte keine unspezifische Reaktion.

3.2. Charakterisierung der morphologischen Verinderungen im ventrikuliren

Myozytengewebe infolge einer Herzerkrankung

3.2.1. Charakterisierung von morphologischen Eigenschaften des ventrikuliiren humanen

Spendergewebes beziiglich Myozytenform und Anordnung

Die Gewebeproben des linken Ventrikelmyokards (aus Apexndhe) der beiden Kontrollen K2 und K4
entstammen aus gesunden Herzen, die fiir eine Transplantation bestimmt waren. Jedoch wurden diese
aus unbekannten, wahrscheinlich technischen, Griinden nicht transplantiert. Uber die Herkunft dieser
Proben ist wenig bekannt, auBler dass K2 ménnlich und 35 Jahre alt war. Von K4 konnten sowohl
Kryo- als auch Paraffinschnitte hergestellt werden, von K2 lediglich Kryoschnitte.

Innerhalb der Kryoschnitte beider Kontrollen weisen die Kardiomyozyten manchmal eine
unregelmiBige Gestalt auf, mit kleinen Verzweigungen, d.h auch kleineren polaren IDs und deutlich
diinneren Zellen. Selten waren aber auch desorganisierten Stellen zu beobachten (Abb. 4 und 5). Eine
interstitielle Fibrose, angedeutet durch die ungefarbten schwarzen Bereiche zwischen den Herzzellen,

ist auch in den Schnitten erkennbar. Schonere ,gesunde* Areale mit parallel angeordneten
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regelméBigeren Myozyten und schonen Myofibrillen sind allerdings, v.a. bei der Kontrolle K4, hiufig
zu finden. Desorganisierte Stellen mit unregelméBigerer Zellgestalt und ungeordneter Anordnung der
Mpyofibrillen, Eigenschaften die in der Literatur unter dem Begriff Myocyte Disarray beschrieben
werden, sind bei K2 héufiger zu beobachten.

Beide Kontrollproben entstammen einem nicht transplantierten Spendergewebe. In den
iiberwiegenden Fillen stehen meistens technische Griinde fiir eine Nichtverwendung im Vordergrund,
wobei bei K2 eine Hypertonie und eine leichte linksventrikuldre Hypertrophie bei normaler

linksventrikuldrer Funktion vermerkt wurden.

Abb. 3. Negativkontrolle der dreifach
immunfluoreszent gefarbten
Kryoschnitte aus dem LV von 9 Monaten
alten Mausménnchen, die mit einer
Kombination aus zwei Antikorpern und
DAPI angefarbt wurden. In (A) ist die
Kombination aus den Signalen der
Sekundérantikérper Cy3-Goat gegen
Maus in rot und Cy2-Goat gegen
Kaninchen in griin, sowie die
Kernfarbung durch DAPI in blau
sichtbar. Die Signale von (B) Cy3-G a
M, (C) Cy2-G a R und (D) DAPI sind
zusdtzlich getrennt dargestellt. Die
Proben stammen aus dem LV von (a)
WTP Maus und (b) MLP Knockout
Maus. Skala 10pm
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Bei beiden Kontrollen ist das hdufige Auftreten von scheinbar verdoppelten IDs auffallend (Abb 5a,
Abb. 16 A, Abb. 26, Abb. 33 A). Dabei handelt es sich um extreme Verzahnungen der
Kardiomyozyten im Gewebe, bei denen sich zwischen zwei Kardiomyozyten eine Myozyte fast
senkrecht hindurchzuerstrecken scheint und dabei den Eindruck von doppelten Discs ergibt.

Das Auffilligste im ventrikuldren Myokardgewebe der Kontrolle K4 ist die besonders hohe Anzahl an
IDs, sowie ein Auftreten von zum Teil sehr diinnen stark verzweigten Zellen, was besonders gut in
den Paraffinschnitten zu erkennen ist (Abb. 5b und 30 A). Nachdem im Gewebe auch kaum LFG
innerhalb der Zellen zu finden sind, z.B. auch weniger als bei K2 (35a), handelt es sich wahrscheinlich
um einen jlingeren Patienten. Vom nichttransplantierten Spendergewebe standen leider keine Proben
aus dem rechten Ventrikel zur Verfiigung. Bei den meisten Kardiomyopathien finden die
gravierendsten Umbauprozesse der Kardiomyozyten im linksventrikuliren Myokardgewebe statt,
weshalb der Schwerpunkt der Analyse in dieser Arbeit auf den linken Ventrikel gelegt wurde. Eine
Ausnahme bildet jedoch die Arrhythmogene rechtsventrikulire Dysplasie, da bei dieser
Kardiomyopathie die stirksten Umbauprozesse im rechten Ventrikelmyokard stattfinden.

Nachdem der LV von P46 (KHK, m., 68a), grundsétzlich eine sehr schone gesunde Gewebequalitit in
den Kryoschnitten aufweist, die sogar oftmals aufféllig besser erhalten ist als die von den eigentlichen
Kontrollen und von diesem Patienten Gewebeproben aus dem rechten Ventrikelmyokard zur
Verfiigung standen, wurde diese Probe auch als Kontrolle fiir die ARVD herangezogen.

Der LV von P46 zeigt im Vergleich zu den Kontrollen héufig dichter anliegende, regelmiBiger
geformte langgestreckte Herzmuskelzellen, die ein schones quergestreiftes Muster mit anndhernd
parallel angeordneten Myofibrillen aufweisen (Abb. 4 und 5). Die Myozyten sind im Vergleich zu den
oben beschriebenen Kontrollen auch nicht so atypisch stark verzweigt. Nur sehr selten waren
desorganisierte Stellen im Gewebe zu finden, wenn dann handelte es sich meist um einen nicht
optimal lidngs getroffenen Schnitt.

Der RV von P46 weist auch eine sehr schone Gewebequalitit auf, jedoch ist eine stirkere Fibrose
ausgebildet und desorganisierte Areale mit unregelméBigeren, nicht optimal parallel angeordneten
Myozyten sind etwas ofter zu finden.

Bei P46 ist ein deutlicher Groenunterschied zwischen den Kardiomyozyten des linken und rechten
Ventrikelmyokards auffillig. Die Myozyten des RV sind gehauft deutlich groBer als die des linken,
folglich sind léngere IDs, jedoch weniger pro Aufnahme vorhanden (Abb. 4). Dabei konnte es sich um
krankheitsbedingt hypertrophierte Kardiomyozyten, oder um einen generellen Groenunterschied der
Kardiomyozyten zwischen dem LV und RV handeln.

Bei einem direkten Vergleich der IF-gefarbten Kryoschnitte des linken und rechten Ventrikels von
P46 fillt deutlich auf, dass das a-Aktinin Signal an den IDs und das B-Catenin Signal der AJ des RV
deutlich breiter ausgebildet ist (Abb. 4 ¢, d und Abb. 5 c, d). Moglicherweise handelt es sich ebenfalls

um einen generellen Unterschied zwischen dem LV und RV.
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Abb. 4. Immunfluoreszent markierte Kryoschnitte der Kontrollen. (A) Kombination aus mM gegen das Myomesin (B4
clone) in rot, pR gegen das o-Aktinin in griin und die Kernfarbung durch DAPI in Blau. Das Phalloidin Signal ist in (D)
gesondert dargestellt. (B) Myomesin Signal, an den Banden, und (C) a-Aktinin Signal, an den Z-Scheiben und IDs, sind
zusdtzlich getrennt dargestellt. In den nicht durch kardiale Marker angefdrbten Zwischenrdumen der Myozyten sind oft
Zellkerne enthalten, demnach handelt es sich nicht um Artefakte sondern um interstiticlle Fibrosis (*). Im LV der
Kontrollen K2 (a, a’) und K4 (b) sind die Myozyten zum Teil sehr diinn und weisen viele kleine Verzweigungen auf. Die
Myofibrillen sind parallel angeordnet und weisen ein regelméBiges quergestreiftes Muster auf. P46 hat im LV (c) und RV
(d) oft sehr dicht aneinanderliegende regelméBige Myozyten mit weniger Verzweigungen. Das a-Aktinin Signal ist an den
IDs des RV breiter und die Myozyten sind auch grofer. Bei K2 (35a) sind sehr wenig LFG, bei K4 keine und bei P46 (67a)
sind altersentsprechend viele LFG an den Kernpolen zu finden. Die gebdnderte Struktur der Aktinfilamente ist v.a. sehr

schon an relaxierten Myozyten erkennbar (a’D). Skala 10um
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Abb. 5. Immunfluoreszent markierte Kryoschnitte der Kontrollen. (A) Kombination aus mM gegen das a-Aktinin in rot, pR
gegen B-Catenin in griin und Kernférbung in Blau. Phalloidin Signal ist in (D) getrennt dargestellt. (B) das o-aAktinin
Signal an den Z-Scheiben und IDs, sowie (C) das B-Catenin Signal an den AJ sind zusétzlich getrennt dargestellt. Die
Myozyten beider Kontrollen (a) K2 und (b) K4 aus dem LV, wiesen oft eine unregelméBige Gestalt, mit zum Teil spitz
zulaufenden Zellen auf, die in einer nicht idealen parallelen Anordnung resultiert. Im Vergleich dazu waren (c) im LV von
P46 (KHK) die Myozyten in ihrer Form oftmals weit regelméBiger. Das B-Catenin Signal war an den AJ im LV von K2
iberwiegend deutlich breiter als das von K4 und P46 und hatte eine stark gezackte Erscheinung, was auf eine stirker
gewundene Plasmamembran hindeutet. Das B-Catenin Signal war im (d) RV von P46 breiter, die AJ ebenfalls
unregelmiBiger, wie auch die Form und Anordnung der Myozyten. (*) Fibrose; (a) ,,doppelte* AJ. Beim Phalloidin Signal
ist eine starke unspezifische Hintergrundfarbung bei P46 (c, d) ausgebildet, welche durch ein Durchscheinen der anderen

Fluorochrome verursacht wird, nachdem u.a. die IDs stark angefarbt sind.
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3.2.2. Negativkontrollen der Gewebeschnitte fiir die Immunfluoreszenz

Fir die Negativkontrolle wurden die Kryoschnitte humaner Myokardproben  statt mit den
Primérantikorpern lediglich mit Verdiinnmedium inkubiert und danach wurde die iiblicherweise
verwendete Sekundirantikdrpermischung inklusive Alexa633 Phalloidin und DAPI appliziert. In den
konfokalmikroskopischen Aufnahmen erkennt man eine schwache Fluoreszenz im roten Kanal (Cy3-
G (Goat) gegen Maus gerichteter Sekundirantikorper), die eine granuldre Struktur aufweist und
vorwiegend an den Zellkernpolen zu finden ist. Da sie sich mit der Phalloidinfarbung deckt (siche
Abb. 6) und die Probe von einem é&lteren Patienten stammt, kann daraus geschlossen werden, dass es
sich bei dem Signal um Autofluoroszenz handelt, die von Lipofuszingranula (LFG) verursacht wird.
Im griinen Kanal (Cy2-G Sekundérantikérper gegen Kaninchen) war keinerlei unspezifische Reaktion
zu beobachten.

Bei den Negativkontrollen der immungefarbten Paraffinschnitte von humanen Myokardproben war
beim Cy3-G a M ebenfalls eine granuldre, sowie eine zusétzliche diffuse unspezifische
Hintergrundfluoreszenz erkennbar (Abb. 7). Sowohl der Sekundérantikdrper Cy2-G a R, als auch die
Zellkernfarbung durch DAPI zeigten bei den Paraffinschnitten mehr Hintergrundsignal als in den
Kryoschnitten. Grundsétzlich ist die Autofluoreszenz des Gewebes in Paraffinschnitten ausgeprégter,
was vermutlich mit dem Dehydrierungs- und Paraffinisierungsprozess zusammenhéngt. AuBerdem
sind durch diesen Prozess die Epitope oft so verdndert, dass sie, trotz Demaskierung nicht mehr fiir
die Antikorper zugénglich sind. Vor allem die sensitiveren hoch spezifischen monoklonalen Maus
Antikorper, welche nur an ein spezifisches Epitop eines Antigens binden kdnnen, agieren mit
Paraffinschnitten oft nicht mehr, weshalb in dieser Arbeit nur der monoklonale Mausantikorper gegen
Desmin zur Farbung von Paraffinschnitten verwendet werden konnte.

Wie in den Kryoschnitten war das granuldre Signal in den Gewebeschnitten iiberwiegend im
myofibrillenfreien Zytoplasma nahe den Kernpolen zu finden und es handelt es sich daher vermutlich
ebenfalls um die autofluoreszenten Lipofuszingranula. Auffillig ist auch, dass das Signal bei Proben
von jlingeren Patienten kaum vorkam und vor allem bei Proben von &lteren Patienten sehr stark

angereichert vorlag (Siehe Abb. 6 und 7).
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Abb. 6. Negativkontrolle der vierfach
immunfluoreszent markierten Kryoschnitte aus
dem LV humaner Proben. In (A) ist die
Kombination aus den  Signalen der
Sekundérantikorper Cy3-Goat gegen Maus in
rot und Cy2-Goat gegen Kaninchen in griin,
sowie die Kernfiarbung durch DAPI in blau
sichtbar. Das Phalloidin Signal ist hier nicht
enthalten, es ist in (E) gesondert dargestellt.
Die Signale von (B) Cy3-G a M, (C) Cy2-G a
R und (D) DAPI sind zusitzlich getrennt
dargestellt. Die Proben stammen aus dem LV
von (a) P15, mit einem Alter von 56 Jahren
und (b) P41, mit einem Alter von 14 Jahren.
Skala 10pm
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Abb. 7. Negativkontrolle der vierfach
immunfluoreszent markierten Paraffinschnitte
aus dem LV humaner Proben. In (A) ist die
Kombination aus den  Signalen der
Sekundérantikorper Cy3-Goat gegen Maus in
rot und Cy2-Goat gegen Kaninchen in griin,
sowie die Kernfirbung durch DAPI in blau
sichtbar. Das Phalloidin Signal ist hier nicht
enthalten, es ist in (E) gesondert dargestellt.
Die Signale von (B) Cy3-G a M, (C) Cy2-G a
R und (D) DAPI sind zusitzlich getrennt
dargestellt. Die Proben stammen aus dem LV
von (a) P15, mit einem Alter von 56 Jahren und
(B) P34, mit einem Alter von 12 Jahren. Skala
20pm

36



Ergebnisse

3.2.3. Verinderungen in der Morphologie von ventrikuliren Kardiomyozyten in

extransplantierten Herzen von Patienten mit Herzversagen im Endstadium

Die konfokale Analyse der Kryo- und Paraffinschnitte aus dem Ventrikelmyokard der
extransplantierten Herzen zeigt im Generellen eine unterschiedlich stark ausgeprégte interstitielle

Fibrose, die selbst innerhalb der einzelnen Schnitte zum Teil stark variiert.

3.2.3.1. Konfokale Analyse der Gewebeeigenschaften bei zwei verschiedenen Kongenitalen

Herzdefekten (n=2)

Unter den untersuchten Proben befanden sich auch zwei Proben (P41, P39), die aus dem linken und
rechten Ventrikelmyokard von extransplantierten Herzen die einen kongenitalen Herzdefekt aufwiesen
stammten. Der Herzdefekt war bereits durch entsprechende Operationen korrigiert worden. Diese zwei
Proben wurden ebenfalls fiir die konfokale Analyse herangezogen, mit der Hoffnung dass jenes
Gewebe kaum Veridnderungen durch maladaptive Umbau-prozesse aufweist und moglicherweise als
Kontrolle, v.a. fiir jiingere DCM und HCM Proben, herangezogen werden kann.

P39 (w., 12a) hatte ein

angeborenes Hypoplastisches
Rechtsherzsyndrom (HRHS) mit
Pulmonal- (PA) und

Triskupidalatresie (TA) die im
Rahmen einer Fontan-Operation
korrigiert ~ wurde. In  den

Immunfluoreszenz-Aufnahmen
der gegen verschiedene
kontraktile Proteine und Proteine
der ID angefarbten Kryoschnitte
sind schon elongierte, jedoch
kleinere Myozyten erkennbar,
was u.a. auch durch die Vielzahl
an  kleinen Zellkernen zu

erkennen ist (Abb.8). Die im

Abb. 8. Darstellung der links- und  rechtsventrikuldren
Gewebeeigenschaften der kongenitalen Herzdefekte. Immunfluoreszent Vergleich zum Spendergewebe
markierte Kryoschnitte gegen Z-Scheiben und ID Protein a-Aktinin (rot), relativ geringe Myozytengrofie

AJ Protein p-Catenin (griin) und Kernfarbung durch DAPI (blau). Die steht im Zusammenhang mit dem

Kardiomyozyten des LV von HRHS sind leider nicht optimal Lings . . .
yory P & jungen Alter der Patientin zum

getroffen. Skala 10pm
Zeitpunkt der Transplantation.
Die  Zellform  ist  jedoch
groBtenteils sehr unregelmiBig, trotz regelmaBiger Anordnung der Myofibrillen, mit spitz zulaufenden

sichelformigen Zellen und desorganisierten Stellen. Das Auffalligste bei der Probe ist die iiberwiegend
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stark ausgepragte Fibrose. Rechtsventrikuldr ist das Myocyte Disarray als auch die Fibrose stirker
ausgebildet.

P41 (m., 14a) hatte eine angeborene Transposition der grofen Arterien (TGA) mit einer diskordanten
Ventrikulo-Atrialen Verbindung (VA), die durch eine Arterial Switch Operation korrigiert wurde. Die
Kardiomyozyten von P41 sind im LV auffallend klein, auch im Vergleich zu P39 (12a), in sehr vielen
Arealen sogar extrem klein ausgebildet (Abb. 8). Die Zellgestalt ist sehr unregelmiBig und es sind
sehr oft stark desorganisierte Stellen im Gewebe zu finden, wo die Myozyten ihre parallele
Ausrichtung verloren haben. Der RV weist im Vergleich zum LV deutlich regelméBigere, groBBere

Myozyten und ein dichteres, mehr reguldres Zellarrangement auf.

3.2.3.2. Konfokale Analyse der Gewebeeigenschaften von ischidmischer Kardiomyopathie (n=2)

Die Myozyten beider iCMP Patienten (P48, mit 58a & P50, mit 55a) sind innerhalb der IF markierten

linksventrikuldren Kryoschnitte, im Vergleich zum Spendergewebe und den iibrigen extransplantierten
Herzen héufig auffallend groB3 (sehr dick) (Abb.9). Die Myofibrillen, die durch eine IF Farbung gegen
das Z-Scheiben Protein a-Aktinin, M-Bnaden Protein Myomesin oder verschiedenen Epitope von
Titin dargestellt wurden, weisen ein sehr schones quergestreiftes Muster mit, v.a. bei P48 sehr oft,
ausgebildeter regelméfBiger Anordnung auf. Die Zellform variiert jedoch sehr stark innerhalb der
Schnitte, ebenso wie die Zelldichte durch unterschiedlich stark auftretende Fibrose. Desorganisierte

Stellen (bezeichnet als Myocyte Disarray) sind bei beiden Proben zu finden.

A

Abb. 9. Darstellung der ventrikuldren Gewebeeigenschaften von ischdmischer Kardiomyopathie. IF Farbung der
Kryoschnitte von P48 (A) gegen (rot) a-Aktinin, (griin) N-RAP und (blau) Kernfirbung durch DAPI. (B) IF Féarbung
der Kryoschnitte von P48 gegen (rot) a-Aktinin, (griin) -Catenin und (blau) Kernfdrbung durch DAPI. IF Féarbung
der Kryoschnitte von (C) P50 gegen (rot) Myomesin, (griin) a-Aktinin und (blau) Kernfirbung durch DAPI. Eine
Tendenz zu groBBen Myozyten ist bei beiden Proben erkennbar. Die Gestalt der Herzzellen bei P48 ist unterschiedlich.

Die Aufnahme (B) entstammt Areal mit Myocyte Disarray. Skala 10 pm.

3.2.3.3. Konfokale Analyse der Gewebeeigenschaften von extransplantierten Herzen mit Dilatativer

Kardiomyopathie (n=12)

Bei den an DCM erkrankten Patienten ist innerhalb der verschieden IF markierten Kryo- und
Paraffinschnitte grundsétzlich eine unterschiedlich starke, irregulire Myozytengestalt zu erkennen

(Abb. 35, Abb. 36). Es herrschen sowohl Unterschiede in der Myozytenform zwischen den einzelnen
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Proben als auch starke Variabilitdt innerhalb einer Probe. Ein Myocyte Disarray mit desorganisierter
Anordnung der Myozyten lag bei einigen Patienten stellenweise vor. Das stirkste Myocyte Disarray
wurde unter den Kryoschnitten bei P42 (m., 64a, iDCM) und P45 (w.,15a,FDCM), unter den
Paraffinschnitten bei P25 (m., 54a, DCM wahrscheinlich ischdmisch) beobachtet.

Eine besondere Auffilligkeit beim Vergleich der Form und des subzelluliren Arrangements der
Kardiomyozyten liegt bei beiden LV Proben mit FDCM vor. Beide Proben besitzen sehr lange diinne
Myozyten und ein extrem durchlochertes Myokard (,,Spongy Heart*), vermutlich durch Absterben
von Myozyten (Abb. 10). Bei P45 (w., 15a) ist beides in einer im gesamten Gewebe dominierenden
extremen Form in Verbindung mit einer stark desorganisierten Anordnung der Myozyten zu
beobachten. Bei P15 (w., 56a, diagnostiziert seit dem 27. Lebensjahr) sind neben Arealen mit
besonders diinn ausgebildeten langen Kardiomyozyten auch Areale mit dickeren Myozyten prédsent
(Abb.35 A, A’).

Ein solches auf zelluldrer Ebene durchlochertes Myokard sowie auch ein Myocyte Disarray ist auch in
den strukturell besser konservierten Paraffinschnitten sichtbar. Daher kann ausgeschlossen werden,

dass die Locher aufgrund von Gefrierartefakten beim Kryoschnitt entstanden sind.

Abb. 10. Darstellung der Gewebeeigenschaften bei FDCM. (A,A’) Immunfluoreszent markierte Kryoschnitte von P45 (w.,
15a) gegen Z-Scheiben & ID Protein a-Aktinin (rot), das AJ Protein B-Catenin (griin) und Kernfarbung durch DAPI
(blau). (B) Immunfluoreszent markierte Kryoschnitte von P15 (w., 56a) gegen das M-Banden Protein Myomesin (rot), das
Z-Scheiben & ID Protein a-Aktinin (griin), und Kernfirbung durch DAPI. Bei Beiden ist ein ,,Spongy Heart” auf

zelluldrer Ebene ausgebildet. Jenes ist sehr gut in der Ubersichtsaufnahme (A’) zu erkennen. Skala 10 pm.
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3.2.3.4. Konfokale Analyse der Gewebeeigenschaften bei ARVD (n=1)
Die links und rechtsventrikuldren Kryoschnitte der einzigen ARVD (auch abgekiirzt als ARVD/C)

Probe zeigen subzellulir die immenseste Fibrose und geringste Zelldichte im Vergleich zu den
anderen extransplantierten Herzen. Die Myozytenform ist enorm unregelméfBig und eine stark
desorganisierte Anordnung der
Myozyten herrscht vor (Abb. 11).
Selbst die Myofibrillen sind
innerhalb der Myozyte
desorganisiert und ein Verlust an
Myofibrillen innerhalb der Zellen

ist ebenso erkennbar. Der rechte

Ventrikel zeigt im Vergleich zum

. A LV eine deutliche
Abb. 11. Darstellung der Gewebeeigenschaften bei ARVD.

Immunfluoreszent markierte Kryoschnitte gegen Z-Scheiben & ID Verschlechterung des Zustandes
Protein o-Aktinin (rot), das AJ Protein P-Catenin (griin) und  des ventrikuldren Gewebes.

Kernfarbung durch DAPI (blau). Skala 10 um

3.2.3.5. Konfokale Analyse der Gewebeeigenschaften beit HCM (n=1)

In den IF markierten Kryoschnitten der einzigen HCM Probe (P34, m., 12a) ist stellenweise ein
Myocyte Disarray ausgebildet. Die Zellform ist in diesen Arealen unregelmiBig, eine stirkere Fibrose
ist ausgebildet und die Myozyten haben grofiteils ihre parallele Anordnung zueinander verloren. Im
Vergleich zum Spendergewebe (K4) weist P34 trotz des geringeren Alters deutlich groBere, d.h. fiir
die Erkrankung typische hypertrophierte Myozyten auf, wobei hier fiir eine bessere Darstellung die

ECM angefarbt hitte werden miissen.

3.3. Proteine des Sarkomers in versagenden menschlichen Herzen

Die Immunfluoreszenzanalyse von Kryoschnitten aus dem linken (n=12) und seltener rechten (n=7)
Ventrikelmyokard von verschiedenen Patienten mit Herzversagen im Endstadium und zwei
Kontrollproben (n=2) aus dem Spendergewebe, welche gegen verschiedene Proteine des Sarkomers
(Titin, Myomesin, a-Aktinin und MyBP-C) zusammen mit A633-Phalloidin um das F-Aktin und
DAPI um die Kerne zu visualisieren angefiarbt wurden, zeigt ein typisches gebindertes Muster. Eine
weitere Analyse durch Immunoblots wurde demzufolge nicht weiter durchgefiihrt.

Die Darstellung von Titin erfolgte durch eine Kombination aus einen mM Antikdrper gegen das Titin
T12 Epitop, welcher mit dem N-Terminus des Proteins reagiert und somit die Z-Scheiben sichtbar
macht und einem pR Antikdrper gegen das Titin m8 Epitop, welcher mit den C-Terminus von Titin
reagiert und somit die M-Banden sichtbar macht. Bei allen Proben ist eine sehr schone abwechselnd

quergestreifte Struktur von Titin erkennbar, wobei der polyklonale Kaninchen Antikérper gegen Titin
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m8 zu einer hoheren Hintergrundfirbung in den immunfluoreszent gefarbten Kryoschnitten neigt
(Abb. 12).

Die Darstellung vom Z-Scheiben Protein a-Aktinin, welches neben Aktinfilamenten und Titin mit
einer Vielzahl anderer Z-Scheiben assoziierten Proteine interagiert und hauptsichlich zur strukturellen
Stabilitdt am Level der Z-Scheiben beitrédgt, erfolgte in Kombination mit dem M-Banden Protein
Myomesin, welches die kontraktilen Myosin Filamente und Titin in der Mitte des Sarkomers
verankert. Die Analyse der Vierfach immunfluoreszent markierten Kryoschnitte zeigte auch hier bei
allen Patienten mit Herzversagen im Endstadium eine typische abwechselnd gestreifte Struktur am
Level der Z-Scheiben und M-Banden (Abb. 13). Die strukturelle Verankerung der elastischen und
kontraktilen Elemente an den Z-Scheiben und M-Banden unterliegt somit keinerlei sichtbaren
Umbauprozessen bei allen Patienten mit Herzversagen im Endstadium.

Es wurden auch Kryoschnitte fiir die Darstellung der ID gegen deren verschiedene Proteine in
Kombination mit a-Aktinin immunfluoreszent markiert. Dabei wurde ein primérer monoklonaler
Maus Antikérper gegen a-Aktinin verwendet, der im Vergleich zu dem polyklonalen Kaninchen
Antikorper weitaus schonere Ergebnisse liefert, da er weniger zu unspezifischer Hintergrundfarbung
neigt und dadurch die Z-Scheiben klar darstellt.

Nachdem MyBP-C eine wesentliche strukturelle als auch signalgebende Rolle in der
Muskelkontraktion zu spielen scheint, dessen genaue Funktion jedoch weitgehend ungeklirt ist und
Genmutationen des kardialen MyBP-C mit FHCM in Verbindung stehen, wurden die Kryoschnitte
und Paraffinschnitte verschiedener Patienten mit Herzversagen im Endstadium auch mit Antikdrpern
gegen MyBP-C angefiarbt. Die IF Farbung gegen das kardiale MyBP-C Protein erfolgte in
Kombination mit der Firbung gegen das Intermedidrfilament Protein Desmin. Innerhalb der
Sarkomere der ventrikuldren Kardiomyozyten, dessen Z-Scheiben durch Desmin angeférbt vorliegen,
ist das typische MyBP-C Doppelbanden Muster, v.a. an relaxierten Kardiomyozyten, groBtenteils
schon erkennbar (Abb.14 & Abb.37). Das Doppelbandenmuster kommt durch die Bindung des MyBP-
C an ein Subset der Myosinkdpfchen jeweils in der C-Zone beidseitig der M-Bande. Desmin befindet
sich konzentriert an den Z-Scheiben und an den bipolaren Zell-Zell Kontakten, den Interkalierenden

Scheiben.
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Abb. 12. Darstellung von Titin durch Immunfloreszenz-gefarbte Kryoschnitte des LV von Patienten mit Herzversagen im
Endstadium. Markierung durch Kombination aus (a in rot, b) mM AK gegen Titin T12 (a in griin, ¢) pR a gegen das Titin m8,
sowie Darstellung (a in blau) der Kerne durch DAPI. Das typische sarcomere Z-Scheiben und M-Banden Muster war bei allen
Patienten mit Herzversagen im Endstadium, durch die Detektion und Féarbung der entsprechenden Titinepitope, gegeben. (A)

Kontrolle, (B) DCM, (C) iCMP, (D) kongenitaler Defekt, (E) ARVD, (F) KHK, (E-F) LV und RV; Skala 10 pm
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Abb. 13. Darstellung vom Z-Scheiben Protein a-Aktinin und M-Banden Protein Myomesin durch vierfach immunfluoreszent
angefirbte Kryoschnitte aus dem LV in Patienten mit Herzversagen im Endstadium und Spendergewebe. Markierung durch
Kombination aus (a in rot, b) mM AK gegen Myomesin (a in griin, ¢) pR a gegen das a-Aktinin, sowie (d) Darstellung des F-
Aktin durch A633-Phalloidin und (a in blau) der Kerne durch DAPI. Das typische quergestreifte Muster beider Proteine ist bei
allen Proben nachweisbar (A) Kontrolle (B) DCM (C) kongenitaler Defekt (D) ARVD (E) iCMP. Der polyklonale Kaninchen
Antikorper gegen das Z-Scheiben Protein a-Aktinin liefert leider nicht so schone Ergebnisse wie ein monoklonale Antikdrper

gegen dieses Protein und neigt zu unspezifischer Hintergrundfarbung. Skala 10 pm
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Abb. 14. Darstellung des kardialen MyBP-C Proteins anhand vierfach immunfluoreszent angeférbter Kryoschnitte aus dem LV
von Patienten mit Herzversagen im Endstadium. Markierung durch Kombination aus (a in rot, b) mM AK gegen Desmin (a in
griin, ¢) pR a gegen das MyBP-C, sowie (d) Darstellung des F-Aktin durch A633-Phalloidin und (a in blau) der Kerne durch
DAPI. Das typische MyBP-C Doppelbanden Muster ist innerhalb der Sarkomere groftenteils bei allen Patienten erkennbar. Die
Antikorperfarbung gegen MyBP-C ist nicht gleichméBig was durch den Abgleich mit dem A633-Phalloidin Signal auf
Schnittunebenheiten schlieBen ldsst, wodurch der relativ groBe Antikdrper nicht iiberall hin gut diffundieren konnte. Beim
MyBP-C Signal ist eine Farbung der Zell-Zell Kontakte in allen Aufnahmen sichtbar, was auf eine mdgliche Kreuzreaktion des
polyklonalen Antikdrpers hindeutet. Bei der Desmin Farbung erkennt man zwar Hinweise auf eine Akkumulierung jedoch ist
eine genaue Interpretation in den Kryoschnitten mit ihrer suboptimalen Strukturerhaltung relativ schwierig. (A) Kontrolle, (B)

DCM, (C) iCMP, (D) kongenitale Defekte, LV und RV von (E) ARVD Skala 10 um

44



Ergebnisse

3.4. Verinderungen an den Interkalierenden Scheiben (ID)

In den immunfluoreszent gegen Proteine der Interkalierenden Scheiben markierten Kryoschnitte des
LV von 9 Monate alten MLP Knockoutménnchen sind, im Vergleich zum WT, Verdnderungen in der
Struktur und Komposition der Komponeten zu erkennen.

Das B-Catenin Signal ist erwartungsgemifl an den AJ der Myozyten im LV der MLP Knockout Maus
deutlich breiter im Vergleich zum WT ausgebildet (Abb.15 A; Abb. 2 B). Ebenso ist das Vorkommen
des Gap Junction Proteins Connexin43 an den ID schwiécher ausgebildet. Beim WT liegen die GJ als
eine Vielzahl an Einzelpunkten in einer Linie an den polaren Enden der Kardiomyozyten angeordnet
vor, wobei sich oftmals gut sichtbare groflere Spots am Rande der ID befinden. Bei MLP -/- ist die
Anzahl der Connexin43-Spots an den ID reduziert. Interessanterweise sind sowohl bei der 9 Monate
alten MLP -/- Maus, als auch deren entsprechendem WT laterale Connexin43 GJ vorhanden (Abb.15
B)

Wie bereits zuvor beschrieben, ist in den Longitudinalschnitten der beiden humanen Kontrollen das
Auftreten von scheinbaren doppelten ID stark aufféllig, welche durch extreme Verzahnungen der
Myozyten zustande kommen (gekennzeichnet durch Pfeile in Abb. 5a, Abb.16 A, Abb.33 A, Abb.26
B). Ahnliche Strukturen sind allerdings weder im MLP Knockout, noch im WT Herz nachweisbar.

Bei der konfokalen Analyse von humanen Proben mit Herzversagen im Endstadium sind solche
scheinbar doppelten Interkalierenden Scheiben, wo eine Myozyte fast senkrecht zwischen zwei
Myozyten hineinzudridngen scheint, zwar bei vielen Patienten (bei 14 von 21) auch, jedoch seltener zu
finden (gekennzeichnet durch Pfeile in Abb.16-18., Abb.21-22, Abb.33 Abb.35-36). Das Vorkommen

ist dabei unabhingig vom Alter und auch der beschriebenen Ursache der Erkrankung.

3.4.1. Linksventrikulire Verinderungen in der Organisation von Adherens Junctions (AJ) und

der Expression von f-Catenin bei Herzerkrankungen

Beim Vergleich von mittels Immunfluoreszenz (gegen P-Catenin, a-Aktinin, F-Aktin und DAPI)
markierten Kryoschnitte aus dem linken Ventrikel beider Kontrollproben ist ein Unterschied in der
Auspriagung des B-Catenin Signals der AJ auffallend. Jenes ist bei K2 breiter ausgebildet als bei K4,
selbst beim Vergleich zu P46 mit KHK, welches hier aufgrund des ,,gesunden* Gewebes auch als
Kontrolle hinzugezogen wurde (siche Abb. 5, Abb. 16, Abb. 17). Mdglicherweise besteht hier ein
Zusammenhang mit dem oftmals auftretenden Myocyte Disarray im linksventrikuldren
Myokardgewebe von K2. Die ID sind oft sehr unregelmiBig (siche Abb. 5a), was auf eine stirker
gewundene Plasmamembran hindeutet. Das Signal von K4 ist ungefahr gleich wie das von P46. Beide
Proben besitzen sehr schone ID.

Bei beiden iCMP Patienten (P48, P50) und beiden Patienten mit einem kongenitalen Herzdefekt (P39
mit HRHS und P41 mit TGA) ist das B-Catenin Signal an den ID des LV nicht breiter als das des
Kontrollgewebes (sieche Abb. 17), wobei P41 linksventrikuldr eine immense Anzahl an kleinen AJ

aufweist (Abb. 8).
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Abb. 15. Veranderungen an den ID im Herzen der 9 Monate alten MLP Knockoutmaus im Vergleich zu dem entsprechenden
WT Herz. (A) Kryoschnitte immunfluoreszent angeférbt durch (a in rot, b) mM AK gegen das M-Banden Protein Myomesin
(B4 clone), (a in griin, ¢) pR AK gegen das AJ Protein B-Catenin und DAPI-Kernférbung (a in blau). Das Herzgewebe der
MLP -/- Maus weist ein deutlich breiteres B-Catenin Signal auf. (B,B’) Kryoschnitte immunfluoreszent angefarbt durch (a in
rot, b) mM AK gegen das M-Banden Protein Myomesin (B4 clone), (a in griin, ¢c) pR AK gegen das GJ Protein Connexin43
und DAPI-Kernférbung (a in blau). Beim WT sind GJ als viele linear angeordnete Spots an den polaren Enden der Myozyten
sichtbar, wobei groBere Spots die ID oftmals begrenzen (B, B’ weile Pfeile). Im MLP -/- Herz hingegen, erscheint das
Connexin43 Signal an den ID reduziert. In beiden Farbungen ist die unregelmiBige Myozytengestalt und eine mehr irregulére
Anordnung der Myofibrillen bei MLP -/- auffdllig. In (B’) sind laterale GJ sowohl bei MLP -/- als auch dem entsprechenden
WT ausgebildet (weille Pfeilkopfe). Die unspezifische Hintergrundfirbung zw. den Myozyten stammt von dem gegen Maus

gerichteten Sekundérantikdrper. Skala 10 pm.
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Die Kardiomyozyten selbst sind dabei sehr klein, d.h. sowohl kurz als auch diinn, und in ihrer Gestalt
sehr unregelméBig ausgeprigt. Die zum Teil stark desorganisierte Anordnung der Myozyten setzt sich
auch innerhalb der Zellen beim Myofibrillenalignment fort.

Im linken Ventrikel verschiedener DCM Patienten sind, entgegen den Erwartungen aus den
Ergebnissen der MLP Knockoutmaus, nicht immer breitere AJ entwickelt.

Von den 6 DCM Patienten von denen Kryoschnitte aus dem LV angefertigt wurden, weisen 4 ein
breiteres Signal an den AJ als K4 und P46 auf (Abb. 16). Dabei handelt es sich bei den ersten beiden
um DCM Fille mit positiver familidrer Anamnese (P45, w., 15a; P15, w. 56a), und bei den zweiten
beiden um DCM Fille, die von einer Myokarditis resultieren (P40, m., 16a; P43, m. 64a). Bei beiden
FDCM Fillen ist das B-Catenin Signal deutlich breiter, bei der jiingeren FDCM Probe sogar breiter als
das von der Kontrolle K2 mit unbekannter Herkunft (Abb. 16 C). Bei P15 war die DCM bereits seit
dem 27. Lebensjahr bekannt.

Bei der einzigen ARVD Probe ist das B-Catenin Signal an den ID auch breiter ausgebildet und die AJ
sind sehr gezackt (Abb. 17 D).

Das breitere B-Catenin Signal ist immer mit unregelméBigeren, d.h. ausgefransteren bzw. mehr
gezackten AJ, als auch unregelméBigerer Zellform korreliert, was darauf hindeutet dass die
Plasmamembran einen hoheren Grad an Faltungen aufweist.

Bei P42 (m., 64a) mit idiopatischer und P44 (w., 64a) mit wahrscheinlich ischdmischer DCM ist das
B-Catenin Signal an den ID der linksventrikuldren Kardiomyozyten schwécher als das von K2 und
ungefihr gleich wie bei K4 und P46 ausgebildet (Abb.16 D). Die AJ sind im Vergleich zu den iibrigen
DCM Proben weit regelméBiger.

Bei den IF markierten (gegen P-catenin, Desmin, F-Aktin, DAPI) Paraffinschnitten aus dem linken
Ventrikel ist bei 5 von 7 DCM Patienten ein breiteres f-Catenin Signal im Vergleich zur Kontrolle K2
erkennbar (Abb. 18). Wie bereits bei den Kryoschnitten beobachtet, steht das B-Catenin Signal im
Zusammenhang mit unregelméBiger ausgepridgten AJ, was auf eine stirkere Interdigitation der
Plasmamembranen benachbarter Myozyten hindeutet und wiederum selbst zu einem breiteren -
Catenin Signal fiihrt.

Bei P19 (w., 58a) mit wahrscheinlich ischdmischer, d.h. sekundér verursachter, DCM (mit diffuser
Sklerose der Koronararterien, siehe auch Tab.l) ist das B-Catenin Signal nicht signifikant breiter
ausgebildet. Jedoch sind an vielen polaren Zell-Zell Kontakten extrem ausgefranste ID ausgebildet
(Abb. 18). Die Plasmamembran weist an den ID eine immens ausgeprigte Interdigitation zwischen
zwei benachbarten Myozyten auf.

Der zweite Fall wo in den Paraffinschnitten kein Unterschied zum Kontrollgewebe in der Ausprigung
des B-Catenin Signals ersichtlich ist, ist P26 (m. 57a) mit einer DCM nach Aortenklappenersatz
(siehe auch Tab.l), d.h. wahrscheinlich ischdmischer Ursache (Abb. 18). Im Hinblick auf dieses
Ergebnis ist erwdhnenswert, dass sich alle Paraffinschnitten der Probe P26 durch eine schlechte
Probenqualitét auszeichnen. Die Probe, die in Paraffin eingebettet wurde, war sehr grof3, was zu einer

suboptimalen Fixierung, Entwésserung und Wachspenetration gefiihrt haben konnte, die sich
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Abb. 16. Verdnderungen in der Morphologie der AJ bei DCM. Vierfach IF markierte Kryoschnitte aus dem LV von 6 an DCM
erkrankten Patienten (B,C,D), zwei reguldren Kontrollen (Spender) und einer ,,falschen” Kontrolle (A). Markierung durch mM
primédr AK gegen das ID und Z-Scheiben Protein a-Aktinin (a in rot, b), pR Primédr AK gegen das AJ Protein (3-Catenin (a in
griin, c¢), Alexa633-Phalloidin fiir die Darstellung von F-Aktin (d) und DAPI fiir die der Kerne (a in Blau). (A) Das p-Catenin
Signal von K2 ist im Vergleich zur K4 und P46 (KHK) breiter. P46 wurde aufgrund des sehr ,,gesund* erscheinenden Gewebes
ebenfalls als Kontrolle herangezogen. (B) P40, mit akuter DCM und MK, sowie P43 mit DCM sz. p. MK weisen zumindest
gegeniiber K4 und P46 ein breiteres $-Catenin Signal an den ID auf. (C) Beide FDCM Félle, P45 und P15, haben ebenfalls
gegeniiber den Kontrollen ein deutlich breiteres B-Catenin Signal ausgebildet. Bei der jiingeren Probe P45 ist das Signal
besonders breit, auch im Vergleich zu K2. Hingegen sind bei (D) P42 und P44 mit iDCM keine Unterschiede zu erkennen.
Breiteres f-Catenin Signal steht in Verbindung mit unregelméBigen AJ und (Pfeil in c) verdoppelte ID, entstanden durch

extreme Verzahnungen der Myozyten. Bei P15 und P44 erkennt man ebenfalls eine gewisse Myozytenverzahnung. Skala 10um
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Abb. 17. Vergleich der Morphologie von AJ im LV von (A) zwei Kontrollen sowie einer ,,falschen” Kontrolle (P46), (B) zwei
iCMP Patienten, (C) zwei jungen Patienten mit kongenitalen Herzdefekten und (D) einem Patienten mit ARVD. Vierfach
immunfluoreszent markierte Kryoschnitte gegen das Z-Scheiben und ID Protein a-Aktinin (a in rot, b), AJ Protein B-Catenin (a
in griin, c¢), Kernfirbung durch DAPI (a in blau) und F-Aktin durch Alexa633-Phalloidin (d). Es sind keine signifikanten
Unterschiede in der Ausbildung des -Catenin Signals bei beiden Patienten mit iCMP und beiden kongenitalen Herzdefekten zu
erkennen. Morphologische Auffalligkeiten bei P41 (14a) mit TGA sind neben dem vorherrschenden Myocyte Disarray (auch bei
P39 mit HRHS ausgebildet), die auch im Vergleich zur jingeren HRHS Probe (12a) duBerst kleinen und demnach aberranten
Myozyten. Folglich ist eine erhhte Anzahl an kleineren AJ enthalten. Bei ARVD sind sehr unregelméfBige teilweise breitere AJ
ausgebildet. Eine weitere Auffilligkeit ist ein immenses Myocyte Disarray mit hochgradiger Fibrose. In den Schnitten beider
Patienten mit iCMP sind die Myozyten sehr grof. (Pfeile in ¢) auBerdem gibt es verdoppelte ID, entstanden durch extreme

Verzahnungen der Myozyten. Skala 10um
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& Abb. 18. Darstellung der Verdnderungen an AJ anhand vierfach immunfluoreszent markierten Paraffinschnitten aus dem
humanen LV von einer Kontrolle, 7 DCM Proben und einer HCM Probe. Markierung mit mM AK gegen das
Intermedidrfilament Protein Desmin (a in rot, a’), einem pR AK gegen das AJ Protein -Catenin (a in griin, b), Kernfirbung
mit DAPI (blau in a). Bei 5 der DCM Proben ist das B-Catenin Signal an den AJ im Vergleich zur Kontrolle und HCM Probe
zumindest eine Spur breiter (*). Bei P25 mit iDCM und P15 mit FDCM war das f-Catenin Signal am stdrksten ausgebildet. Bei
P15 war B-Catenin oft lateral an den Z-Scheiben zu finden (w in b). Das verbreiterte B-Catenin Signal steht mit
unregelmifBigeren (stark gestuften) ID in Verbindung, was auf eine stirkere Faltung des Sarcolemmas hindeutet. P19 mit
iDCM weist eine besonders starke Interdigitation zwischen benachbarten Zellen auf (weiler ” in b). Die Zell-Zell Kontakte
miissen regelrecht ,,ausgefranst sein (siche auch Volldarstellung unten), wobei kein breiteres AJ Signal ausgebildet ist. Bei
P26 mit iDCM ist die Probenqualitdt auffallend schlecht und das B-Catenin Signal im Vergleich zu den anderen DCM Proben

sehr gering ausgeprigt, auBerdem sind verdoppelte AJ zu sehen (weifler Pfeil in a). Skala 20pm

nachteilig auf das Verhalten bei der Schnitterstellung und die Erhaltung der Antikérperepitope
ausgewirkt haben konnte. Weiters kann nicht ausgeschlossen werden, dass bei Probenentnahme die
Zeitspanne bis zur endgiiltigen Fixierung des Gewebes zu lang war, wodurch es zum Einsetzen der
Autolyse gekommen ist. Fiir letzteres konnten die teilweise abgebauten Myofibrillen ein Indiz sein. Im
Grunde bedeutet dies, dass diese Probe nicht sehr zuverlassig ist.

Zwischen den AJ der einzigen HCM Probe (P34, m., 12a) und der Kontrolle K2 ist in den
Paraffinschnitten kein markanter Unterschied zu erkennen.

Bemerkenswert ist, dass sowohl in den Kryoschnitten als auch den Paraffinschnitten von Patienten mit
FDCM, d.h. einer DCM mit positiver familidrer Anamnese und demnach genetischer Ursache, im
Vergleich zu anderen DCM Proben der Unterschied in der Ausprigung des 3-Catenin Signals beim
Vergleich mit dem Kontrollgewebe am gravierendsten ist (siche Abb.16 C & Abb. 18) und am meisten
den Erwartungen der Ergebnisse aus MLP -/- Maus und dem entsprechenden WT entspricht.

Die Analyse der Expressionsmengen von 3-Catenin mittels Immunoblot zeigt ein durchaus dhnliches
Ergebnis (Abb. 24 D). Bei allen drei getesteten FDCM Proben (P15, P45, P37) ist eine erhdhte
Expression erkennbar. Jedoch sind bei allen anderen getesteten DCM Proben (idiopathisch,
ischdmisch, st. p. Myokarditis, bis hin zu perinatal manifestiert) die Expressionslevel von B-Catenin
duBerst heterogen.

Der Unterschied in der Expression von B-Catenin zwischen den Kontrollen fillt im Vergleich sehr
gering aus, wobei er bei K2 eine Spur hoher liegt.

Im LV von P41 ist der Expressionslevel von -Catenin erhoht. Moglicherweise kommt dies durch die
in der Immunbhistologie ersichtliche vermehrte Anzahl an AJ innerhalb des Gewebes zustande.

Die Expressionslevel von f3-Catenin bei iCMP und HCM sind ebenfalls nicht hochreguliert.
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3.4.2. Linksventrikuldre Verinderungen in der Organisation von Gap Junctions (GJ) und der

Expression von Connexin43 bei Herzerkrankungen

Die Immunfluoreszenzanalyse der Kryoschnitte vom linken Ventrikelmyokard verschiedener
Patienten mit Herzversagen im Endstadium, die gegen das Gap Junction Protein Connexin43 angefirbt
wurden, offenbart eine heterogene Ausbildung des Connexin43 Signals an den durch o-Aktinin
dargestellten ID (Abb. 19). Das stirkste Signal ist bei beiden Patienten mit einem kongenitalen
Herzdefekt zu erkennen. Es sind dabei deutlich mehr Connexin43 Spots angeférbt. In P39 mit einem
HRHS mit Triskupidal- und Pulmonalatresie (w., 12a; siehe auch Tab.1) liegen diese in idealer Weise
linear an den polaren Zell-Zell Kontakten angeordnet vor, wobei oftmals schon zu erkennen ist wie
grofere Gap Junctions die Peripherie der ID begrenzen (Abb. 19 B). Bei P41 mit TGA mit einer
diskordanten VA Verbindung (m., 16a) ist zwar eine immense Anzahl an Connexin43 Spots angefarbt,
jedoch liegen diese als viele Einzelpunkte im longitudinal geschnittenen Herzgewebe verteilt vor
(Abb. 19 C).

Vom Spendergewebe liegt keine Immunfluoreszenzfiarbung der Kryoschnitte gegen das Connexin43
vor. Aufgrund einer wahrscheinlich fehlerhaften Antikdrper Charge, bei der keine spezifische
Reaktion des gegen das Connexin43 Protein gerichteten polyklonalen Kaninchenantikorpers zu
beobachten war, konnten keine Kryoschnitte des Spendergewebes und von einigen anderen mit der
gleichen Charge behandelten an DCM erkranken Patienten, erfolgreich angefarbt werden.

Im Vergleich zu den kongenitalen Herzdefekten zeigt die IF gegen das Connexin43 bei P46 mit KHK
ein relativ geringes Connexin43 Signal an den ID (Abb. 19 A). Die Form der Myozyten als auch deren
Anordnung ist jedoch sehr regelméBig.

Die Immunfluoreszenzanalyse der Kryoschnitte vom linken Ventrikelmyokard der MLP
Knockoutmaus, dem Mausmodell fiir die DCM (Arber et al., 1997), zeigt eine deutliche Reduktion an
Connexin43 Gap Junctions im Vergleich zum entsprechenden WT (Abb. 15 B). Entgegen diesen
Ergebnissen, ist in den Kryoschnitten der drei an DCM erkrankten humanen Patienten, beim Vergleich
mit linksventrikuldren markierten Gewebeschnitten anderer Patienten, nicht immer eine eindeutige
Reduktion des Connexin43 Signals ersichtlich (Abb. 19).

Eine deutliche Reduktion an Gap Junctions am Niveau der Lichtmikroskopie ist bei P45 (w., 15a) mit
einer FDCM zu erkennen (Abb.19 J & J'). Die Myozyten sind zusétzlich iiberméBig lang und diinn
gestaltet, trotz des relativ jungen Alters der Probe (15a, siehe auch Tab.1), wodurch folglich weniger
ID innerhalb einer Aufnahme zu finden sind (siche auch Abb. 10). Bei P43 mit einer DCM st. p.
Myokarditis ist ebenfalls ein reduziertes Signal erkennbar, wobei die Schnittqualitdt schlecht ist und
eine Autolyse des Gewebes zu erkennen ist, was diese Probe nicht repriasentativ macht. Bei P42 ist
keine Reduktion von Connexin43 erkennbar und von P42 und P43 konnte die Bandengrofe des

Connexin43 nicht vermessen werden.
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Abb. 19. Charakterisierung des Connexin43 Signals im LV bei: (A) P46 mit KHK; 2 kongenitalen Herzdefekten (B) P39 mit
HRHS und (C) P41 mit TGA; 2 iCMP (D) P48 und (E) P50; (F) P47 mit ARVD; 3 DCM (G) P42 mit iDCM, (H) P43 mit
DCM st. p. MK, (J, J’) P45 mit FDCM. IF Markierung der Kryoschnitte durch Kombination aus (a in rot, b) mM AK gegen das
Z-Scheiben Protein Aktinin, (a in griin, ¢) pR AK gegen das Connexin43, (d) Alexa633-Phalloidin fiir die Darstellung von F-
Aktin und (a in blau) DAPI Kernfarbung. Eine heterogene Ausbildung des Connexin43 Signals ist ersichtlich. Eindeutig
reduziertes Signal innerhalb der DCM Patienten ist nur bei P45 mit FDCM ausgebildet. Durch die immens elongierte
Zellgestalt sind nur sehr wenige GJ in einer Aufnahme enthalten und die Anzahl der Connexin43 Spots ist innerhalb der ID
signifikant reduziert. Bei P43 ist ebenfalls eine Reduktion an GJ innerhalb der ID erkennbar. Diese ist jedoch aufgrund der
schlechten Probenqualitdt nicht reprisentativ. Bei ARVD ist das Connexin43 Signal ebenfalls reduziert. Bei beiden iCMP
Patienten ist das Signal heterogen. Das stirkste Connexin43 Signal ist bei beiden Herzdefekten ausgebildet, wobei P39 eine
reguldre und P41 eine aberrante Anordnung der GJ aufweist. (Pfeile in ¢) Groere GJ begrenzen die Peripherie der ID.

Skala 10 um
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Abb. 20. Darstellung der Gap Junctions an Paraffinschnitten aus dem linken Ventrikelmyokard humaner Proben. Dreifache IF
Markierung gegen das Intermedidrfilament Desmin (a in rot, b), das Gap Junction Protein Connexin43 (a in Griin, c) sowie eine
Kernfarbung durch DAPI. Der in den Kryoschnitten verwendete pR Primédranikdrper gegen (B) cx43, von Zymed, zeigt keine
spezifische Reaktion. Die Markierung mit dem pR Primérantikdrper gegen (A) cx43, von Abcam, zeigt ein durchgehendes
Signal an den ID, anstatt wie das sonst typische aus mehreren linear angeordneten Einzelpunkten strukturierte Gap Junctions

Muster. Die obere Reihe (A & B) zeigt jeweils das Spendergewebe K4, die untere Reihe jeweils das von P19 mit DCM.
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Ein mit P45 vergleichbares Connexin43 Signal ist bei P47 mit Arrhythmogener rechtsventrikuldrer
Dysplasie vorzufinden (Abb. 19 F). Es ist eine Reduktion an Gap Junctions innerhalb der ID zu
erkennen. Die ID sind stark unregelmdBig ausgebildet, was sich dann auch beim GJ Muster
widerspiegelt.

Der bei der IF Markierung von Kryoschnitten verwendete polyklonale Antikdrper gegen das
Connexin43 (von Zymed) funktioniert auf Paraffinschnitten nicht (Abb. 20 B). Demnach wurden unter
den gleichen Bedingungen die Paraffinschnitte mittels einem polyklonalen Antikdrper gegen
Connexin43 von Abcam markiert. Das Signal dieses Antikorpers liefert jedoch nicht das erwartete
typische Gap Junctions Muster, wonach die Gap Junctions als linear innerhalb der ID angeordnete
Einzelpunkte erscheinen, sondern dhnelt bei allen markierten Proben einem 3-Catenin Signal (Abb. 20
A). Daher wurde auf eine Analyse dieser gefarbten Proben verzichtet.

Die Immunoblots der SDS-Proben aus dem linken Ventrikel von 19 Patienten (14 DCM, 2 iCMP, 1
HCM, 1 TGA, 1 KHK) mit Herzversagen im Endstadium zeigen im Vergleich zum nicht
transplantierten Spendergewebe heterogene Connexin43 Expressionsmengen (Abb. 24 E). Selbst
innerhalb der einzelnen Gruppen der dilatativen Kardiomyopathie, dass heifit innerhalb der perinatal
manifestierten (P30, P27), infolge einer Myokarditis manifestierten (P18, P43) oder idopatischen
groBtenteils wahrscheinlich ischdmischen DCM, als auch Familidrer DCM (P45, P37, P15), als auch
innerhalb der iCMP (P48, P50) ist keine einheitliche Regulierung des Proteins erkennbar. Die
Expressionslevel der Kontrollproben weichen hingegen nur sehr gering voneinander ab.
Erwdhnenswert scheint, dass die Analyse der Immunoblots von SDS-Proben der beiden jungen FDCM
Félle (P37, mit 8a & P45, mit 15a) eine deutliche Herunterregulierung von Connexin43 aufzeigt. Die
Probe P15 zeigt hingegen einen zum Spendermyokard dhnlichen Expressionslevel, wobei die FDCM
Erkrankung der Patientin seit dem 27. Lebensjahr bekannt war und es demnach 29 Jahre bis zum
Zeitpunkt der Probenentnahme andauerte. Folglich war das Herzgewebe einem ldngeren Zeitraum
gesteigerten physiologischen Anforderungen ausgesetzt, was durchaus zu adaptiven Umbauprozessen
gefiihrt haben konnte, die eine urspriingliche Herunterregulierung des Proteins wieder wettgemacht
hat. Leider stehen keine Connexin43 gefiarbten Gewebeschnitte der Patientin fiir einen subzelluldren
Vergleich zur Verfiigung.

Bei P41 ist trotz geringerer Ladungsmenge die Connexin43 Bande so stark, dass sie fiir die weitere
Analyse nicht vermessen werden konnte (Abb. 24 E). Die Hochregulierung des Proteins stimmt mit

den Ergebnissen der konfokalen Mikroskopie iiberein (Abb. 19 C, Abb. 23 C).
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3.4.3. Charakterisierung der Links- und rechtsventrikuldren Organisation der Adherens und

der Gap Junctions des gleichen Patienten anhand konfokaler Mikroskopie

In den IF markierten Kryoschnitten von P46 (KHK, AS, siehe auch Tab. 1), ist ein links- und
rechtsventrikuldrer Unterschied in der Ausprigung des Signals der ID aufféllig. Im rechten Ventrikel
ist das Signal an den ID signifikant breiter ausgebildet. Dies betrifft nicht nur die durch B-Catenin
dargestellten Adherens Junctions (Abb. 5 ¢, d, Abb. 21 A), sondern setzt sich auch bei den
Connexin43 Gap Junctions (Abb.23 A) und bei den durch das Z-Scheiben Protein a-Aktinin
angefarbten ID fort (Abb.4 c, d).

Um abzukldren, ob es sich bei dem beobachteten links- und rechtsventrikuldren Unterschied in der
Ausprigung der ID bei P46 um einen generellen kammerabhéngigen Unterschied handelt, wurden von
einigen wenigen Proben die immunfluoreszent markierten Kryoschnitte gegen Proteine der
Interkalierenden Scheiben des linken und rechten Ventrikelmyokards am konfokalen Mikroskop
miteinander verglichen.

Der Vergleich zeigt dhnliche links und rechtsventrikuldre Signalunterschiede des f-Catenin Proteins
bei beiden jungen Myokardproben mit kongenitalen Herzdefekten (Abb. 22 B, C). Im rechten
Ventrikel sind beim HRHS (P39, w. 12a) und der TGA (P41, m. 14a) breitere AJ prisent.

Bei der dilatativen Kardiomyopathie ist bei 2 von 3 Proben ein etwas geringerer links- und
rechtsventrikuldrer Unterschied in den durch B-Catenin markierten Adherens Junctions erkennbar
(Abb. 21). Bei P43 mit DCM und st. p. Myokarditis ist kein Unterschied in der Breite der AJ zu
beobachten, hingegen ist sowohl bei P40 mit akuter DCM und Myokarditis, als auch bei P42 mit
idiopatischer (moglicherweise ischdmischer) DCM ein Unterschied ersichtlich. Dies héngt
wahrscheinlich damit zusammen, dass linksventrikulir in den immunfluoreszent markierten
Kryoschnitten bei 40 und P43 die AJ breiter ausgebildet sind. Auffallend ist weiter, dass P43 sowohl
rechts als linksventrikuldr sehr unregelméfige gewundene AJ und ein enormes Myozyte Disarray
aufweist (Abb. 21 C, Abb. 16 B) Bei der Immunoblot Analyse konnten leider genau von diesen 3
Proben die $-Catenin Banden nicht vermessen werden.

Weiters ist im RV von P40 (m., 16a) mit akuter DCM, wahrscheinlich durch die Myokarditis
verursacht (der Patient litt auBerdem an Becker Muskeldystrophie, die auch zur DCM Erkrankung
fiihren kann), das héufige Vorkommen von lateral zur Achse der Myozyten liegenden AJ als auch GJ
markant (Abb. 21 A, Abb. 23 G). Ein Myocyte Disarray ist im linken als auch im rechten Ventrikel,
im letzteren sogar stirker, ausgebildet.

Zu beachten ist jedoch, dass der RV von P40 sich durch eine schlechte Gewebequalitéit auszeichnet.
Eine Autolyse des Gewebes scheint bereits eingesetzt zu haben, nachdem beim o-Aktinin Signal
oftmals kein quergestreiftes Z-Scheiben Muster der Myofibrillen zu erkennen ist. Die Aktinfilamente,
die mittels Phalloidin sichtbar gemacht wurden, weisen auch nur sehr selten — selbst in relaxierten
Muskelzellen- eine Streifung auf. Wahrscheinlich erfolgte die Fixierung der Gewebeprobe in fliissigen

Stickstoff bei der Entnahme nicht rasch genug.
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Abb. 21. Vergleich des B-Catenin Signals zwischen LV und RV bei (B-D) drei DCM Patienten an vierfach immunfluoreszent
angeférbten Kryoschnitten. Markierung mit einem mM AK gegen das ID und Z-Scheiben Protein a-Aktinin (a in rot, b), einem
pR AK gegen das AJ Protein f-Catenin (a in griin, c), Alexa633-Phalloidin fiir die Darstellung von F-Aktin (d) und DAPI fiir
die Darstellung der Kerne (a in Blau) angeférbt. (A) Die ,falsche” Kontrolle P46 mit KHK, besitzt kontinuierlich ein
rechtsventrikuldr breiter ausgebildetes B-Catenin Signal. Bei den DCM Patienten sind kaum Unterschiede im B-Catenin Signal
zu erkennen. Bei (B) P40 (aDCM, MK) und (C) P42 (iDCM) ist im RV das Signal eine Spur breiter. Im LV von 42 ist
stellenweise ein immenses Myocyte Disarray ausgebildet. In (B, LV) Areal aus longitudinalen Schnitt. Das Auffalligste in den
Kryoschnitten des RV von P40 war die Ausbildung von lateralen AJ (weille Pfeile in c¢). Die Probenqualitit des RV ist jedoch
in allen Schnitten sehr schlecht. Verzahnung der Myozyten hier ersichtlich im LV von P40 (weile Pfeile in c). (D) P43 mit
DCM st. post MK. Skala 10 pm.
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Bei der Arrhythmogenen rechtsventrikuldren Dysplasie (P47) ist, in beiden Ventrikeln ein starkes
Myocyte Disarray als auch eine fiir die Erkrankung typische Degeneration der Myofibrillen und
Myozyten, u.a. durch eine beachtlich ausgeprigte Fibrose, markant. In beiden Ventrikeln sind die AJ

sehr unregelméBig strukturiert, was eine erhéhnte Faltung der Plasmamembran signalisiert, weisen

keine relevanten Unterschiede auf (Abb. 22 A).
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Abb. 22. Vergleich des B-catenin Signals zwischen LV und RV bei (A) einem ARVD Patienten, (B) einem HRHS und (C)
einem TGA Patienten, an vierfach immunfluoreszent angefarbten Kryoschnitten. Markierung mit einem mM AK gegen das ID
und Z-Scheiben Protein a-Aktinin (a in rot, b), einem pR AK gegen das AJ Protein B-Catenin (a in griin, c), Alexa633-
Phalloidin fiir die Darstellung von F-Aktin (d) und DAPI fiir die Darstellung der Kerne (a in Blau) angefdrbt. Das f-Catenin
Signal ist im RV der Patienten mit einem kongenitalen Herzdefekt (B-C, c) deutlich breiter im Vergleich zum LV. Bei ARVD
ist kein deutlicher Unterschied zu erkennen. Alle Proben weisen ein beachtliches Myocyte Disarray im Gewebe auf. (weille

Pfeile) weisen auf Verzahnungen der Myozyten . Skala 10um.

Beim Vergleich der Gap Junctions zwischen dem linken und rechten Ventrikel der gleichen Probe sind
im Gegensatz zu den Adherens Junctions nur markante Unterschiede in der Anordnung ersichtlich,
nicht jedoch in der Breite des Connexin43 Signals (Abb. 23). Eine Ausnahme bildet wie bereits vorher
erwihnt, die einzige Koronare Herzerkrankung, P46. Wobei hier nicht ausgeschlossen werden kann,
dass der Unterschied in der Ausbildung des Connexin43 Signals zwischen dem linken und rechten
Ventrikel, durch eine suboptimale Antikorperreaktion verursacht sein konnte. Ausschlaggebend fiir
diese Vermutung ist die nicht klar ersichtliche Abgrenzung der Gap Junctions als linear aneinander

anliegende Einzelpunkte (Abb. 23 A).
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&-- Abb. 23. Vergleich des Signals und Verteilung von Connexin43 Gap Junctions im linken und rechten humanen
Ventrikelmyokard verschiedener Patientenproben anhand vierfach immunofluoreszent markierter Kryoschnitte. Markierung
durch Kombination aus (a in rot, b) mM AK gegen das Z-Scheiben Protein a-Aktinin, (a in griin, ¢) pR AK gegen das
Connexin43, (d) Alexa633 Phalloidin fiir die Darstellung von F-Aktin und (a in blau) DAPI fiir die Darstellung der Kerne.
Bei (A) P46 mit KHK ist im RV das Gap Junctions Signal deutlich breiter. Bei allen iibrigen Proben (C-F) ist kein
signifikanter Unterschied in der Breite des Connexin43 Signals erkennbar. Die Unterschiede liegen in der Anordnung der
GJ. Laterale Tendenz von GJ (a, weille Pfeile) im RV bei (B) P39 mit HRHS (D) P47 mit ARVD, (F) P43 mit DCM st. p.
MK und (G) P40 mit aDCM und MK. Bei (C) P41 mit TGA ist im LV eine Vielzahl an sehr kleinen Gap Junctions zu
finden, die nicht nur an den polaren Enden der Myozyten zu finden sind sondern aufgeldst als Einzelpunkte auftreten und
auch lateral zu finden sind. Im RV von TGA sind die GJ hingegen regelméaBig schon an den polaren Zell-Zell Kontakten zu
finden. Die Myozyten und Myofibrillen sind auffdllig schoner angeordnet. (*) LFG; (weifle Pfeilkopfe) weisen auf
Verzahnungen der Myozyten. Skala 10um.

Im Gegensatz zu der Anordnung der Gap Junctions im linken Ventrikel ist im rechten Ventrikel bei
einigen Proben eine laterale Tendenz zu erkennen. Lateral zur Langsachse der Kardiomyozyten
angeordnete Gap Junctions sind bei P39 mit HRHS, P47 mit ARVD und zwei DCM Proben (P40,
P43) vorhanden. Daraus ist zu schlieBen, dass das Vorkommen von lateralen Gap Junctions auch nicht
einer bestimmten Herzerkrankung zugeordnet werden kann. Der grofte Zusammenhang besteht jedoch
sicherlich mit dem Vernarben des Gewebes und den Druckverhéltnissen im Herzen und mit folglich
induzierten Umbauprozessen in den Herzzellen. Rechtsventrikuldr war in den Proben sowohl eine
stirkere Fibrose als auch ein stirkeres Myocyte Disarray beobachtbar.

Bei P41 ist der rechts- und linksventrikuldre Unterschied in der Anordnung der Gap Junctions am
gravierendsten. Die P41 litt unter einem kongenitalen Herzdefekt, der Transpositon der grofen
Arterien mit einer diskordanten Ventrikulo-Atrialen Verbindung. Bei einer TGA mit einer
diskordanten VA Verbindung ist der Blutdruck im RV erh6ht und im LV erniedrigt und resultiert in
einem relativ diinnwandigen LV (Karl & Kirshbom, 2006). Die Patienten weisen demnach eine
kontinuierliche Linksinsuffizienz auf. Im linken Ventrikel ist die Anordnung der Gap Junctions im
Gewebe als regelrechter ,,Sternenhimmel* ausgeprégt, d.h. als viele Einzelpunkte die nicht in klar
abgegrenzten linearen Gruppen an den polaren Enden der Zelle angeordnet sind (Abb. 23 C).
Demzufolge miisste P41 unter enormen Arrhythmien gelitten haben. Jedoch sind keine klinischen
Daten dazu von P41 vorhanden. Im rechten Ventrikel ist die polare, klar abgegrenzte lineare
Anordnung der Gap Junctions gegeben. Die Myozyten sind auch in vielen Arealen grofer und

regelmaBiger (Vergleiche auch mit Abb. 22 C).
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<-Abb. 24. Expressionslevel des Gap Junctions Proteins Connexin 43 und des Adherens Junctions Proteins B-Catenin in SDS-
Proben aus dem linken Ventrikelmyokard von 18 Patienten mit Herzversagen im Endstadium (14 DCM, 2 iCMP, 1 HCM, 1
TGA, 1 KHK) und 2 Kontrollproben (K2, K4). Auftrennung der Proteine durch Western Blotting von einem 12%igen SDS-
Polyacrylamidgel. (A) Die Ponceau Red Farbung vom Blot zeigt unterschiedliche Ladungsmengen der verschiedenen SDS-
Proben. Bei ungefdhr 40kDa liegen die Aktin Banden (schwarzer Pfeil). (B) Durch mM a Connexin43 Primérantikdrper
delektierte typische doppelte Proteinbanden bei ungefdhr 43kDa. Die untere Bande, d.h. mit geringerem Molekulargewicht,
stammt vom dephosphorylierten Connexin und die obere Bande vom phosphoryliertem Connexin. (C) Durch pR anti f-Catenin
detektierte Banden bei ca. 94kDa. (D) Gemessene Bandenintesitdt von B-Catenin genormt auf die Aktinbande des durch
PonceauRed angefédrbten Blots. (E) Bandenintensitit von Connexin-43 genormt auf die Aktinbande des durch PonceauRed
angefirbten Blots. Beide Gele wurden in der gleichen Versuchsreihe geblottet, wobei die Belichtungszeiten der Gele fiir das
jeweilige Protein jedoch nicht optimal gleich sind, wodurch keine weitere statistische Analyse durchgefiihrt wurde. Die Lanes
der SDS-Proben von 3 DCM Patienten (P42, P43, P40) sind iiberladen, wonach die Banden nicht vermessen werden konnten.
Bei P41 mit TGA ist Connexin43 hingegen, beim Vergleich der Ladungsmenge am PonceauRed angefdrbten Bot, hochreguliert.
Die Expressionslevel von $-Catenin oder Connexin43 des Spendergewebes unterscheiden sich kaum voneinander. Ansonsten ist
eine sehr heterogene Expression von Connexin43 und B-Catenin zwischen den einzelnen Proben von Herzversagen im
Endstadium und auch innerhalb iCMP (gelb), PDCM (griin), oder iDCM Erkrankungen (grau) ersichtlich. Jediglich bei FDCM
(blau) ist B-catenin bei allen 3 Proben hochreguliert und das Connexin43 bei den beiden jiingeren Patienten herrunterreguliert.

Bei der einzigen HCM Probe ist der f-Catenin Level nur sehr gering niedriger und der Connexin43 Level etwas erhoht.

3.4.4. Nebulin-verwandtes Protein (N-RAP)

Die dreifache Immunfluoreszenzfiarbung gegen das N-RAP Protein, das M-Banden Protein Myomesin
und DAPI-Kernfarbung der Kryoschnitte vom linken Ventrikel der MLP Knockoutmaus zeigt, bei
normalem quergestreiften M-Banden Muster, deutliche Unterscheide im N-RAP Signal im Vergleich
zum Wildtyp (WT) (Abb. 26 A).

Das Signal fiir das an den Interkalierenden Scheiben befindliche N-RAP ist viel stirker als beim WT.
Im Zytoplasma der Myozyten ist N-RAP an den Z-Scheiben zu finden. Die mittels M-Banden Protein
dargestellten Myofibrillen weisen bei MLP-/- eine unregelmifigere subzelluldre Anordnung auf.

Die Immunfluoreszenzanalyse der mit einer Kombination gegen das N-RAP Protein, das Z-Scheiben
Protein o-Aktinin, F-Aktin durch Alexa633-Phalloidin und Zellkerne durch DAPI markierten
Kryoschnitte aus dem LV von 12 Patienten mit Herzversagen im Endstadium sowie 2 Kontrollproben
zeigte keine solchen eindeutigen Unterschiede in der subzelluliren Anordnung des N-RAP Proteins
bei DCM Patienten (n=6) wie sie bei MLP -/- im Vergleich zum WT gegeben waren (Abb. 26 B).
Generell lassen sich in den Gewebeschnitten fast aller Proben, einschlieBlich der Kontrollproben,
Kardiomyozyten finden welche zellautonom mehr N-RAP im Zytoplasma und an den Z-Scheiben
enthalten, wie auch welche die sehr wenig -bis fast gar kein- zytoplasmatisches N-RAP besitzen (Abb.
25). Zytoplasmatisches an den Z-Scheiben angereichertes N-RAP befindet sich oft bevorzugt in der
Peripherie der Myozyte. In den Kryoschnitten von der Kontrolle K2, des KHK Patienten (P46) war es
sogar sehr oft an den Z-Scheiben um den Nucleus herum zu finden (Abb. 25 a, b). Das N-RAP Signal
an den ID unterscheidet sich auch von Zelle zu Zelle. Dort wo zellautonom mehr zytoplasmatisches

N-RAP an den Z-Scheiben vorhanden ist, ist das Signal an den ID auch breiter. Demnach besitzen
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diese Kardiomyozyten soviel N-RAP, dass es nicht nur an den ID sondern auch an den Z-Scheiben
angereichert wird.

Der Vergleich der Immunfluoreszenz-Aufnahmen der Kryoschnitte des LV verschiedener Proben
zeigte immense zellautonome Anreicherungen von N-RAP an den Z-Scheiben und an den
Interkalierenden Scheiben bei beiden FDCM Patienten (P15 und P45) und einem iDCM Patienten
(P44) (Abb. 26). Das N-RAP an den ID dieser Proben zeigt im Vergleich zu den anderen Proben ein
deutlich breiteres Signal. P44 litt unter einer DCM st. p. Aortenklappen und Mitralklappenersatz, was
auf eine ischdmische DCM schlieBen ldsst (siehe Tab.1). AuBerdem litt der Patient unter Diabetes was
auch eine Kardiomyopathie verursachen kann.

Bei ARVD ist im LV wenig N-RAP prisent und das Signal hauptsichlich an den ID zu sehen. Im RV
ist im GroBteil der Kardiomyozyten ein stirkeres N-RAP Signal subzelluldr an den Z-Scheiben und an
den ID zu erkennen.

Fir die Immunoblot Analyse der Expressionsmengen des N-RAP Proteins wurden zwei 4-12%ige
SDS-Gradientengele mit SDS-Proben aus dem LV von 13 DCM Patienten, 2 iCMP Patienten, 1
kongenitalen Herzdefekt (TGA), 1 HCM Patienten, gemeinsam mit 1KHK und 2 Kontrollen aus dem
Spendermyokard geladen (Abb. 24). Die Trennung des ca. 180kDa groen NRAP erfolgte am
Gradientengel, weil das NRAP bei einer Trennung am 5%igen SDS-Gel vom ca. 190kDa/200kDa
groflen Myomesin und sarkomerischen Myosin tiberdeckt wird.

Die Detektion des Proteins ergab unterschiedliche Bandenintensititen, die sich zum Teil durch
ungleiche Ladungsmengen der SDS-Proben ergaben (Abb. 27), wodurch fiir die weitere Analyse die
Bandenintensitdt vermessen wurden und auf die jeweiligen Mengen des kardialen Aktin genormt
wurden. Die Expressionslevel von N-RAP im LV der DCM variieren stark, bei den meisten Proben ist
jedoch ein zumindest ein leicht erhdhter Proteinlevel im Vergleich zu den Kontrollen erkennbar (Abb.
28 A). Bei P41 mit TGA ist der N-RAP Proteinlevel der SDS-Probe des LV im Vergleich zu den
Kontrollen erniedrigt. Bei der einzigen SDS-Probe des LV eines HCM Patienten ist ein erhohter Level
an Protein im Vergleich zu den Kontrollen ersichtlich.

Die statistische Analyse mit einfaktorieller ANOVA ergab eine signifikanten Unterschied (p=0,025;
F=4,218) zwischen der Kontrolle und den zusammengefassten Gruppen PDCM (n=2), FDCM (n=3),
DCM stp. MK (n=3), iDCM wabhrscheinlich ischdmisch (n=4) und iCMP (n=2). Eine
Hochregulierung war bei iCMP, FDCM und iDCM, nicht jedoch bei PDCM und DCM st.p., zu
erkennen (Abb. 28 B). Die Mehrfachvergleiche durch den Scheffé-Test (Varianzhomogenitét) zeigten
jedoch keinen signifikanten Unterschied gegeniiber der Kontrollgruppe.

Die Proteinlevel der Kontrollen (und KHK) variieren im Vergleich zu den einzelnen Gruppen nur sehr
wenig (Abb. 28 A).

Zu beachten ist, dass fiir eine aussagekriftige statistische Analyse die Kontrollgruppe deutlich groBer
ausfallen und das Immunoblotting 6fter wiederholt hitte werden miissen. Die reine Vermessung der

Bandenintensitét ist sicherlich auch nicht so zuverléssig wie eine Dichtemessung der Banden.
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Abb. 25. Charakterisierung der subzelluldren Verteilung von N-RAP anhand immunfluoreszent markierter Kryoschnitte des
linken humanen Ventrikelmyokard. Das Gewebe stammt von (a) Kontrolle K2, (b,c) P46 mit einer KHK und (d) P15 mit einer
FDCM. In (A) ist die Kombination von mM gegen Myomesin (B4 clone) in Rot, pR gegen N-RAP in griin und Kernfdrbung
durch DAPI in Blau, sichtbar. Das Phalloidin Signal ist hier nicht enthalten, es ist in (E) gesondert dargestellt. Die Signale von
(B) mM gegen Myomesin B4, (C) pR gegen NRAP und (D) DAPI sind zusdtzlich getrennt dargestellt. (C) In den
Kardiomyozyten befindet sich das N-RAP bei allen Proben iiberwiegend an den ID. Innerhalb der Zelle ist es unterschiedlich
stark an den Z-Scheiben, bevorzugt in der Néhe des Zellrandes und manchmal des Nukleus, vorzufinden. Bei K2 und P46 war
das N-RAP Signal besonders stark um den Nukleus herum angeordnet (Pfeilkopfe). Bei P46 war das Signal auch an den Z-
Scheiben, die sich in der Néhe zum Nukleus befanden, besonders stark ausgeprégt (oberer Pfeil; darunter liegender Pfeil deutet
auf eine Stelle bei der wahrscheinlich ebenfalls ein Zellkern dariiber gelegen ist). Innerhalb eines Gewebes gleicher Probe ist
zellautonom oft mehr bzw. weniger N-RAP vorhanden, wie z.B. bei KHK (b,c) wo sich das Signal an den ID sogar deutlich
unterscheidet. Bei FDCM (d) ist das N-RAP Signal an den ID besonders breit und sehr oft ist zellautonom sehr viel N-RAP
vorhanden. Skala 10um
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&-- Abb. 26. Charakterisierung von Verdnderungen in der subzelluldren Verteilung von N-RAP (A) in der MLP -/- Maus und
(B) bei Patienten mit Herzversagen im Endstadium. (A) Dreifach immunfluoreszent markierte Kryoschnitte mittels (a in rot, b)
mM gegen Myomesin, (a in griin, c) pR gegen N-RAP gerichteten Primérantikdrper, (a in blau, d) DAPI fiir Darstellung der
Kerne. (B) Vierfach immunfluoreszent markierte Kryoschnitte durch (a in rot, b) mM gegen a-Aktinin, (a in griin, ¢) pR gegen
N-RAP gerichteten Primérantikdrper, (d) Alexa633-Phalloidin fiir Darstellung von F-Aktin und (a in blau) DAPI fiir
Darstellung der Kerne. (A) Bei mM AK gegen Myomesin (B4 clone) ist das diffuse Signal zwischen den Zellen unspezifisch
und stammt vom Sekundérantikdrper gegen Maus (siche neg. Kontrolle). Skala 10pm. Pfeile in (A,a) zeigen ,,Verzahnungen®

der Zellen. Skala 10 pm

Der pR gegen N-RAP gerichteter Antikoérper wurde im Labor von Dr. Ehler E. hergestellt. Dabei
handelt es sich um ein nicht affingereinigtes Serum. Der Antikdrper neigt stark zur
Hintergrundfarbung und hat ein schlechtes Signal zu Rauschen Verhiltnis. Daher werden am
konfokalen Mikroskop andere Einstellungen als bei den bisher beschriebenen Proben bendétigt, mit
einem hoheren Offset. Am Western Blot sind zwar deutliche und starke N-RAP Banden bei ca. 190
kDa erkennbar, jedoch neigt der Antikérper auch hier zu schwachen unspezifischen Reaktionen.
Demnach konnte N-RAP in den Kryoschnitten unspezifische Bindungen eingehen, die auch eine
Erklarung fiir die duBerst heterogene Verteilung innerhalb der Kardiomyozyten innerhalb der Proben
und zwischen den Proben sein konnten. Dieses Verhalten konnte auch eine Erklirung fiir die

Diskrepanzen zwischen den Ergebnissen der IF Kryoschnitte und den Immunoblots sein.
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Abb. 27. Expressionsmengen von N-RAP im linken Ventrikelmyokard humaner Proben. (A) mittels PonceauRed Farbung
angeférbter Blot, die Ladungsmengen der Proben sind unterschiedlich. Der obere Pfeil markiert die MHC und der untere die
Aktin Banden. Durch Western Blotten (4-12% iges Gradientengel wurde (B) das ca. 190kDa groBe N-RAP Protein mitttels
eines pR AK detektiert. (C) Das ca. 42 kDa grofe kardiale Aktin wurde durch einen mM AK detektiert. Es stammt von einem
anderen Blot der unter gleichen Bedingungen (4-12%iges Gradientengel) mit gleichen Ladungen und Mengen geblottet wurde.
Beim Vergleich mit (D) der gesamten Aktin Bande bei ca. 42kDa am angeférbten Blot erkennt man keine Ladungsunterschiede.
Bei TGA scheint der N-RAP Level im Vergleich zu allen iibrigen Proben herrunterreguliert. Jedoch ist am mit PonceauRed
gefarbten Blot bei TGA keine MHC (bei ca. 200kDa) Bande zu erkennen, was darauf hindeutet, dass der obere Bereich der TGA
Probe nicht richtig geblottet hat. Beim rechten Blot hat bei K2 und K4 die N-RAP Detektion (Randgruppe) nicht funktioniert.
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Abb. 28 Quantifizierung vom N-RAP Protein im linken Ventrikelmyokard humaner Proben. Bandenintensitit von N-RAP
genormt auf das kardiale Aktin. (A) Expressionslevel von N-RAP bei einzelnen Proben von zwei verschiedenen Western Blots
(4-12%iges Gradientengel) mit anndhernd gleicher Belichtungszeit und unter gleichen Bedingungen. Kontrollen K2 und K4 nur
von einem Blot, auf dem zweiten hat die AK Detektion nicht funktioniert (Randgruppe). Zugehorigkeit der Proben zum Blot
gekennzeichnet durch einen Unterstrich. Bei allen Patienten mit Herzversagen im Endstadium sind unterschiedliche
Proteinmengen ersichtlich. (B) Die N-RAP Expressionslevel sind bei allen Patienten mit einer Dilatation im LV unterschiedlich.
Bei FDCM ist N-RAP erhoht, bei PDCM und einer DCM st. p. MK nicht. Die restlichen ischdmischen DCM Patienten zeigen
zwar eine Hochregulierung jedoch auch eine starke Variabilitdt der Expression. Die statistische Analyse mittels einfaktorieller
ANOVA ergab zwar einen signifikanten Unterscheid zwischen den Gruppen (p=0,025; F=4,218). Bei anschlieenden
Mehrfachvergleichen durch Scheffé Test (Varianzhomogenitit), wurden jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den

einzelnen Gruppen und der Kontollgruppe festgestellt, da der Stichprobenumfang der Kontrollgruppe sehr klein ist und die

einzelnen Populationen eine grofle Variabilitit aufweisen.

68



Ergebnisse

3.4.5. Cardiac Muscle LIM Protein (MLP)

Fiir die Immunoblot Analyse der Expressionsmengen vom MLP Protein wurden zwei 12% SDS-Gele
mit SDS-Proben aus dem LV von 14 DCM, 2 iCMP, 1 HCM Patienten gemeinsam mit 2
Kontrollproben aus dem LV Spendermyokard geladen. Zusétzlich wurde eine SDS-Probe des RV von
ARVD gemeinsam mit der als Kontrolle fungierenden SDS-Probe aus dem LV und RV von einem
KHK Patienten auch geladen.

Die Detektion des MLP Proteins zeigte unterschiedliche Bandenintensitéiten, die sich zum Teil durch
ungleiche Ladungsmengen der SDS-Proben ergaben (Abb. 29), wodurch fiir die weitere Analyse die
Bandenintensititen vermessen wurden und auf die jeweiligen Mengen des gesamten Aktin genormt
wurden.

Die Analyse der MLP Expressionslevel, im LV von Patienten mit Herzversagen im Endstadium, ergibt
erhohte Proteinlevel bei den meisten Proben im Vergleich zu den Kontrollen, mit Ausnahme von 2
iDCM Patienten (P17, P44).

Nachdem kein RV von den Kontrollen zur Verfiigung stand, wurde der RV von P46 mit einer KHK
als Kontrolle fiir den RV von P47 mit ARVD geblottet. P46 wies nidmlich in den mittels IF
angefarbten Kryoschnitten ein ,,gesund” wirkendes Gewebe auf. Das Gewebe des LV war sogar
schoner als das von den eigentlichen Kontrollen (siche Abb. 4, Abb. 5). Der MLP Level von P46 lag
im LV aber iliber dem von den Kontrollen und im RV ist er sogar eine Spur hoher als im LV (Abb.29
D).

Im Vergleich zu dem RV von KHK, war im RV von ARVD das MLP nicht hochreguliert. Wobei die
Bande im Vergleich zu den Kontrollen und den iibrigen Proben aus dem LV sehr stark ist, und auf
eine Hochregulierung hindeutet.

Es ist duBerst fragwiirdig ob das Gewebe von P46 als Kontrolle dienen kann. Der Patient hatte eine
LVEF von nur 15%, wurde als NYHA III eingestuft und litt zusétzlich unter einer arteriellen
Hypertonie und Hyperlipidimie (beides Risikofaktoren fiir Herzerkrankungen), hatte eine
Aortenstenose und einen Myokardinfarkt (siehe Tab.1). Das sind nicht die besten Vorraussetzungen
fiir eine Kontrolle.

Das rechte Ventrikelmyokardgewebe von P46 schaut auBerdem in den Imunfluoreszenz-Aufnahmen
auch nicht so ,,gesund* aus wie das linke. Es sind viele Areale innerhalb der Schnitte zu finden, wo die
Kardiomyozyten eine unregelméfigere Form und eine leicht desorganisierte Ausrichtung aufweisen
(siche Abb. 5 ¢, d).

Die statistische Analyse der Bandengr6Be von MLP im LV durch die einfaktorielle ANOVA ergab
einen signifikanten Unterschied (p<0,05) zwischen der Kontrollgruppe und allen Patienten mit
Herzversagen im Endstadium (LVEf < 25%, n=18) (Abb. 30 B).

Der MLP Level im LV war bei der Analyse von iCMP, sowie von DCM (d.h. alle DCM
Erkrankungen wie PDCM, FDCM, iDCM, DCM st. p. MK, in einer Gruppe zusammengefasst) gegen
die Kontrollgruppe ebenfalls signifikant (p<0,05) erh6ht (siehe Abb. 30 C).
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Abb. 29. Expression von MLP, sarkomerischen a-Aktinin und gesamten Aktin im Ventrikelmyokard humaner Proben. Die

Proben stammen vom LV, mit Ausnahme P46 mit KHK wo der LV und RV, sowie P47 mit ARVD wo nur der RV geladen

wurde. Durch Semidry blotten (12%iges Gel) wurden (A) das ca. 100kDa grofle sarkomere o-Aktinin durch einen pR

Antikorper, (B) die bei ca. 42 kDa sichtbare gesamte Aktin Bande mittels einem pR Antikdrper und (C) das ca. 22kDa grofle

MLP durch einen mM Antikdrper, detektiert. Die unterschiedliche Bandenintensitit vom gesamten-Aktin resultiert aus der

unterschiedlichen Ladungsmenge der Proben und dient als Ladungskontrolle. Die Expressionslevel von a-Aktinin sind nicht

iiberall gleich. Bei P37 mit FDCM erkennt man eine leichte Herunterregulierung und bei P42 mit iDCM, P40 mit aDCM
(und MK), P34 mit HCM, im RV von P47 mit ARVD erscheint die Bande eine Spur stirker. (D) MLP Bandenintensitét

genormt auf gesamtes Aktin in Arbitrary Units. Man erkennt eine zumindest leichte Hochregulierung des Proteins bei fast

allen Proben im Vergleich zu den Kontrollen. Bei P34 mit HCM ist der MLP Level am hochsten.
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Abb. 30. Quantifizierung vom MLP Protein im linken Ventrikelmyokard humaner Proben. Bandenintensitit von MLP genormt
auf die gesamte Aktinmenge. (A) Der MLP Level ist bei verschiedenen Erkrankungen gegeniiber der Kontrollgruppe erhdht,
jedoch ergab die Analyse mit einfaktorieller ANOVA und Mehrfachvergleiche durch Scheffé-Test keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen (p=0,077, F=2,542). Einzeltests mit der einfaktoriellen ANOVA ergaben: (B) Bei
Patienten mit Herzversagen im Endstadium (d.h., alle verschiedenen DCM Erkrankungen, iCMP, HCM, KHK,
zusammengefasst) ist der MLP Level signifikant gegeniiber dem der Kontrollgruppe erhéht (p=0,013; F=7,361); (C) Bei DCM
ist der MLP Level signifikant gegeniiber der Kontrolle erhoht (p=0,013; F=7,833). (D) Bei iCMP ist der MLP Level ebenfalls
signifikant gegeniiber der Kontrolle erhoht (p=0,031; F=10,732). Bei der Kontrollgruppe ist der Stichprobenumfang mit n=2x2
angegeben, da hier die Werte der beiden Kontrollen (K2 und K4) von zwei verschiedenen Gelen (bei gleicher Belichtungszeit

fiir die jeweiligen Proteine und unter gleichen Bedingungen geblottet) verwendet wurden.

Die SDS-Proben aus dem LV und RV von 2 kongenitalen Herzdefekten und 3 DCM Patienten wurden
am 12% SDS-Gel getrennt. Die MLP Banden wurden aufgrund unterschiedlicher Ladungsmengen auf
a-Aktinin Proteinlevel genormt. Die Analyse des Immunoblots zeigt gegeniiber den DCM Patienten
erhohte MLP Proteinlevel bei beiden kongenitalen Herzdefekten (Abb. 31 F). Bei HRHS ist der MLP
Proteinlevel gegeniiber den DCM Proben leicht erhoht, wobei a-Aktinin eine im Vergleich zu

Ladungsmenge schwichere Bande aufweist.
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Abb. 31. Expressionslevel vom sarkomerischen a-Aktinin, MLP und Desmin im LV und RV von Patienten mit einer
kongenitalen Herzfehlbildung (P39 mit HRHS und P41 mit TGA) und Patienten mit einer iDCM (P42; P43 mit MK in
Vorgeschichte; P40 mit aDCM und MK). (A) Mittels Ponceau Red Firbung angefarbter Blot, die Ladungsmengen der
Proben sind verschieden, was besonders gut an den Banden vom gesamten Aktin (markiert durch einen Pfeil) erkennbar ist.
Durch Western Blotten (12%iges Gel) wurde (B) das ca. 100kDa grof3e sarkomerische a-Aktinin durch einen pR Antkoérper,
(D) das ca. 53kDa groBle Desmin durch einen mM Antikérper und (E) das ca. 22kDa grole MLP durch einen mM
Antikorper, detektiert. Beim Vergleich (C) der Proteinbanden vom gesamten Aktin am mittels Ponceau Red angefirbten
Blot mit denen von a-Aktinin ist erkennbar, dass im LV von P39 mit HRHS, P41 mit TGA die a-Aktinin Bande etwas
schwiécher und im LV von P40 mit aDCM etwas stérker ist. (F) Bandenintensitdt von Desmin genormt auf a-Aktinin. Bei
Patienten mit DCM und Myokarditis ist eine Hochregulierung erkennbar. (G) Bandenintensitit von MLP genormt auf o-
Aktinin. Bei TGA ist MLP deutlich hochreguliert. Bei HRHS ist es eine Spur hochreguliert, wobei die a-Aktinin Bande hier

auch schwécher ist.
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3.5. Das Intermediérfilament Protein Desmin und das A-Banden Protein MyBP-C

In den gegen das Desmin und das MyBP-C, in Kombination mit der Kernfirbung durch DAPI,
immunfluoreszent angefdrbten Kryoschnitten von MLP -/- und WT Maus erkennt man keine
Unterschiede beim Desminsignal (Abb. 32). Es waren auch keine atypischen Akkumulierungen von
Desmin in den Kardiomyozyten von MLP Knockoutmaus zu erkennen. Das Desmin war sehr schon

regelmédBig um die Z-Scheiben und an den ID zu finden. Die MyBP-C Firbung hat leider nicht

funktioniert, deshalb wurde das Signal in der Darstellung weggelassen.

a b

Abb. 32. Immunfluoreszenz gegen Desmin (rot) markierte
Kryoschnitte aus dem LV von 9 Monate alten (a) WT und (b) MLP -
/- Maus. Beim Desmin Signal sind keine Unterscheide zwischen
MLP -/- Maus und dem entsprechenden WT zu erkennen. Die
unspezifische Hintergrundfarbung zwischen den Myozyten (¥)
stammt vom Sekunddrantikorper. Kernfarbung durch DAPI (blau).
Skala 10 um.

Die Immunfluoreszenzfarbung der Kryoschnitte aus dem humanen Ventrikelmyokard gegen das
Desmin und MyBP-C ist sehr schwach (Abb.14). Die Antikorperfarbung ist sehr unregelmifBig, was
v.a. aus der Unebenheit und stirkere Dicke (11um) der Schnitte resultiert. Die Antikdrper konnten
nicht so gut durchdringen, wodurch v.a. die Zellrdnder sehr stark angeférbt sind. Fiir die Analyse von
Desmin, MyBP-C, sowie auch die Darstellung des Myozytengewebes sind die Paraffinschnitte (6pum)
weitaus besser geeignet, da die Strukturerhaltung besser ist. Beide Antikorper funktionieren auch sehr
gut auf Paraffinschnitten.

Bei der Kontrolle K4 ist Desmin sehr regelmiBig konzentriert um die Z- und an den Interkalierenden
Scheiben ausgebildet (Abb. 33 A). Es waren keine atypischen Akkumulationen von Desmin in den
Schnitten zu finden. Innerhalb der Kardiomyozyten der Kontrolle ist beim MyBP-C Signal auch eine
sehr schone regelmiBige Fiarbung der A-Banden zu sehen (Abb. 37 A). Das Auffilligste in den
immunfluoreszent angefarbten Paraffinschnitten der Kontrolle K4 sind die vielen kleinen
Interkalierenden Scheiben innerhalb einer longitudinalen Aufnahme im Vergleich zu den {iibrigen
Proben. Die diinnen elongierten Kardiomyozyten sind stark verzweigt und besitzen viele z.T sehr

diinne abgehende Aste. Sehr oft waren auch extreme Verzahnungen der Myozyten, die den Anschein
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Abb. 33. Vierfach immunfluoreszent markierte Paraffinschnitte aus dem humanen LV von einer (A) Kontrolle (K4) und einem
an (B,B’) HCM erkrankten Patienten (P34, m.,12a). IF Farbung mit einem mM AK gegen das Intermedidrfilament Protein
Desmin (a in rot, b), einem pR AK gegen das AJ Protein B-Catenin (a in griin), Alexa633-Phalloidin fiir die Darstellung von F-
Aktin (c) und DAPI fiir die Darstellung der Kerne (a in Blau). Das Desmin Signal ist bei der Kontrolle und P34 sehr schon
regelméBig um die Z-Scheiben und an den ID zu finden. Bei P34 ist in Arealen mit einem stdrkeren Myocyte Disarray
zellautonom mehr Desmin, bei gleichméBiger Phalloidin Farbung, enthalten (B’,b, Pfeilkopfe). Eine interstitielle Fibrose,
erkennbar an angefarbten Zellkernen auflerhalb der Myozyten (a,*), ist bei beiden ausgebildet. ,,doppelte” ID sind bei beiden
Proben zu finden (a, Pfeile). Es sind relativ wenig LFG bei beiden Proben an den Kernpolen zu finden. Dieses Signal ist
grofitenteils wahrscheinlich unspezifisch, da patzige Stellen auch auBerhalb der Myozyten zu finden sind (c, rote Pfeile). Nach
der Form der Myozyten, erhdhten Anzahl an ID innerhalb einer Aufnahme und kaum ausgebildetes LFG zu urteilen handelt es

sich bei K4 um eine Probe von einem jiingeren Patienten. Skala 20 pm.

von ,,doppelten ID* erwecken, innerhalb der Schnitte zu sehen. Eine interstitielle Fibrose ist, nachdem
Kerne auBerhalb des Myozytengewebes angefiarbt sind welche von Fibroblasten stammen, ebenfalls
ausgebildet. Die Form der Kardiomyozyten, deren Anordnung, als auch die Anordnung der
Myofibrillen ist jedoch sehr regelmidflig. Demnach handelt es sich hierbei wahrscheinlich um einen
jingeren Patienten. Ein weiteres Indiz dafiir ist, dass in den Kryoschnitten von K4 im Phalloidin Kanal
keine LFG an den Zellkernpolen zu inden waren. In den Paraffinschnitten erkennt man beim

Phalloidin Signal der Kontrolle zwar vermehrt patzige Stellen die LFG &hneln und sich zum Teil an
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den Kernpolen befinden, aber auch zwischen den Myozyten zu finden sind. Jene sind auch bei P34,
mit einem Alter von 12a, zu sehen. Wahrscheinlich handelt es sich hier groBtenteils um eine
unspezifische Hintergrundfarbung. Die Sekundirantikdrper neigen bei den Paraffinschnitten, wie aus
der Negativkontrolle (Abb. 7) ersichtlich, zu einer stirkeren unspezifischen Hintergrundfarbung, die
patzige granuldre Strukturen beinhalten kann.

Bei dem einzigen Patienten mit einer HCM (m., 12a), ist beim Desmin Signal ebenfalls wie bei der
Kontrolle oft ein sehr regelmiBiges quergestreiftes Muster zu erkennen (Abb. 33). Selten ist
zellautonom deutlich mehr Desmin innerhalb einer Kardiomyozyte enthalten. Beim MyBP-C Signal
ist ebenfalls ein sehr regelmaBiges doppelbindiges A-Banden Muster ausgebildet. In Abb.30.B ist der
Ausschnitt aus einem Areal dargestellt in dem innerhalb einer Myozyte das MyBP-C Protein
herrunterreguliert erscheint. Das Desmin Signal innerhalb dieser Zelle weist jedoch ein sehr schones
regelméfBiges sarkomeres Muster auf. Im Vergleich zum Spendergewebe ist die Form der
Kardiomyozyten weit unregelméBiger, und ein Myocyte Disarray ist oft ausgebildet. An diesen Stellen
ist das Desmin Signal auch intensiver. Verzahnungen der Zellen, die durch ein fast senkrechtes
Hineinstrecken einer Myozyte verursacht werden und den Anschein von ,,doppelten® Interkalierenden
Scheiben erwecken, sind oft in Aufnahmen zu finden. Eine interstitielle Fibrose ist in den Schnitten
auch zu erkennen.

Bei P15 mit bekannter FDCM, seit dem 27. Lebensjahr (w., 56a), ist im Vergleich zur Kontrolle als
auch P34 mit HCM, die Desmin Fiarbung weit ungleichméBiger. Zellautonom ist manchmal mehr
Desmin enthalten. Das Desmin Signal an den ID ist auch breiter (Abb.35 A, A’). Nachdem das B-
Catenin Signal ebenfalls breiter ist und die ID oft unregelméBiger sind, ist es sehr naheliegend, dass
das starkere Signal durch eine stdrkere Membranfaltung zustande kommt.

Bei MyBP-C Signal ist ebenfalls ein regelmaBiges sarkomeres A-Banden Muster ausgebildet, wobei in
einigen Kardiomyozyten kaum A-Banden zu erkennen sind (Abb. 37 C). Solche Stellen sind jedoch
auch bei der Kontrolle und anderen Proben zu erkennen und wahrscheinlich unspezifisch.

Das Auffélligste in den Schnitten von P15 ist, dass die Probe ein regelrecht durchléchertes Myokard
aufweist, ein ,,Spongy Heart“ oder schwammaéhnliches Herz, welches durch Absterben von
Kardiomyozyten verursacht wird. Sogar innerhalb der Kardiomyozyten sind regelrechte Locher durch
Degradation von Myofibrillen zu erkennen. Dies ist auch in den Kryoschnitten offensichtlich (Abb.
10). Die Form der Kardiomyozyten variiert im selben Schnitt stark (Vergleiche Abb. 35 A, A’). Sie
sind im generellen sehr lang, z.T. mit vielen diinnen abgehenden Asten und in manchen Arealen
zusdtzlich extrem diinn ausgebildet. Enorme Verzahnungen der Zellen, mit ,,doppelten ID*“ sind
ebenfalls zu erkennen.

Bei P17 mit DCM (w., 56a) ist das Desmin Signal, im Vergleich zur Kontrolle und anderen Proben, in
allen Schnitten sehr stark innerhalb der Kardiomyozyten ausgebildet und das quergestreifte regulire
Muster ist oftmals gestdrt (Abb.35 B). Die Myozyten sind in allen Schnitten auffdllig kurz und
deutlich irreguldr geformt. Oftmals sind sehr schon zweikernige Myozyten zu sehen (Abb.34). Laut

den meisten Lehrbiichern besitzt die Mehrheit der humanen Kardiomyozyten nur einen Zellkern.
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Kardiomyozyten von Mammaliern verlieren nach der Geburt die Zellteilungsfahigkeit und deren

Wachstum findet nur mehr durch Hypertrophie statt. Sie kdnnen zusétzlich Endomitosen mit

anschlieBender Kernteilung ohne Zytokinese durchlaufen. Kardiomyozyten z.B. von Nagetieren

bb. 34 Immunfluoreszent gegen (A, in rot; B)
das Intermedidrfilament Protein Desmin, (A, in
griin; C) das Myosin bindende Protein-C, (D) F-
Aktin durch Alexa633-Phalloidin und Kerne
durch DAPI (A, in blau; E), angefarbter
Paraffinschnitt aus dem LV von P17 (w., 56a)
mit einer DCM unbekannter Ursache. Im
Gewebe von P17 waren oft sehr schon
zweikernige Myozyten zu erkennen (A, Pfeile,
Vergleiche mit E). An deren Polen befand sich
altersentsprechend viele LFG (D, Pfeile). Skala
20 um.

besitzen meist zwei und die von Schweinen sogar
durchschnittlich acht Nuclei. Indizien fiir zweikernige
Myozyten waren auch bei anderen humanen Proben zu
erkennen, wie z.B. in den Kryoschnitten von P45
(FDCM, w., 15a). Fiir eine eindeutige Darstellung hatte
jedoch die Extrazellulire Matrix (ECM) angeférbt
werden miissen, um die Zellgrenzen darzustellen.
,Doppelte” Interkalierende Scheiben, zum Teil eine
starke interstitielle Fibrose und stellenweise ein
Myocyte Disarray —mit stark verdstelten spitz
zulaufenden und irreguliren Myozyten sind bei P17
auch ausgebildet (Abb.18). Beim MyBP-C

Signal sind sehr schone A-Banden zu sehen.
Stellenweise sind innerhalb der Myozyten kaum A-
Banden zu erkennen was jedoch, wie bereits zuvor
erwidhnt, mdglicherweise durch die Schnittqualitét
bedingt ist (Abb. 37 D).

Bei P18, mit einer DCM und Myokarditis in der
Vorgeschichte (m., 48a) erkennt man ebenso ein im
Vergleich zur Kontrolle ungleichméBigeres Desmin
Signal (Abb. 35 C). Zellautonom ist manchmal mehr
Desmin akkumuliert, aber auch ein reduziertes Signal
innerhalb einiger Kardiomyozyten vorzufinden. Wobei
beim letzteren nicht komplett auszuschlieBen ist, dass
jenes durch Schnittunebenheiten zustande kommt. Ein
Myocyte Disarray mit unregelmifBig geformten grof3en,
bzw. dicken Kardiomyozyten welche oftmals spitz

zulaufen und die parallele Anordnung verloren haben,

ist ausgebildet. Eine im Vergleich zu anderen Proben schwache Fibrose mit dichter

aneinanderliegenden Zellen ist ausgebildet. Das MyBP-C zeigt ein sehr schones A-Banden Muster,

trotz groBtenteils quer getroffener Myozyten (Abb. 37 E).
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&-- Abb. 35. Vierfach immunfluoreszent markierte Paraffinschnitte aus dem humanen LV von DCM Patienten fiir die

Darstellung des kardialen Intermedidrfilament Proteins Desmin (a in rot, b), des AJ Proteins f-Catenin (a in griin), des F-
Aktin (c) und der Kerne (a, in blau). Bei allen DCM Patienten ist im Vergleich zur Kontrolle ein unregelméBiges Desmin
Signal ausgebildet mit zellautonom starken Anreicherungen (weile Pfeilkopfe, in b), gleichzeitiger Stérung der gebénderten
sarkomen Struktur, und einer unregelméBigen Zellform. Oft ist im Areal um die ID kein sarkomeres Desmin Signal zu
erkennen (rote Pfeilkdpfe, in b), jenes konnte wie bei P18 mit Schnittunebenheiten in Verbindung stehen, aufgrund
intensiverer Phalloidin Farbung (durch die sehr kleine Grofe iiberall durchgéngig; Vergleiche rote Pfeilkopfe in b, c). Bei
der Kontrolle ist sehr selten zellautonom auch kein Desmin enthalten. (A,A’) P15 mit einer bekannten FDCM seit dem
27.LJ (w., 56), weist zum Teil stark ausgediinnte lange Kardiomyozyten und durchléchertes Myokard auf. ,,Doppelte” ID
sind oft ausgebildet (weiler Pfeil in a). (B) P17 mit unbekannter DCM (w.56a), weist sehr starke Desmin Anreicherung auf.
Die Myozyten sind in den longitudinalen Schnitten sehr kurz und enthalten oft zwei Kerne (weie Pfeilkopfe in a, wobei der
zweite Kern hier nicht angeschnitten ist) mit viel LFG an den Zellkernpolen (schwarzer Pfeil, in ¢). (C) Bei P18 mit DCM
und MK mit 19. LJ (m., 48a), ist ein Areal mit Myocyte Disarray abgebildet. LFG befinden sich bei allen Patienten (iiber
40a) an den Zellkernpolen. Ausserdem sind unspezifische granuldre Strukturen zwischen den Myozyten zu finden (roter

Pfeil in ¢). Skala 20 pm.

P19, mit einer DCM unbekannter Ursache (w., 58a), besitzt an einigen Stellen sehr regelmifige
Myozyten, welche ein sehr schones Desmin Muster aufweisen. Jedoch sind an vielen Stellen auch ein
Myocyte Disarray und eine Fibrose ausgebildet. Dort ist innerhalb der Myozyten das sarkomere
Desmin Muster sehr unregelmiBig und wirkt reduziert (Vergleiche Abb. 36 A, Abb. 18 A).
Stellenweise sind aber auch Kardiomyozyten zu finden, die Desmin stark angereichert haben. P19
besitzt sehr unregelméBige, stark stufige und verzahnte ID, die auf extrem ausgefranste Zell-Zell-
Kontakte schleiflen lassen. Das MyBP-C Signal weist ein sehr schones und regelméfiges A-Banden
Muster auf (Abb.37 F).

P25 mit DCM (m., 54a) besitzt zellautonom oft sehr viel Desmin. Diese Myozyten weisen eine stark
irreguldre Form auf und das quergestreifte Muster der Myofibrillen ist stark gestort. Ausserdem sind
Kardiomyozyten zu sehen bei denen kaum Desmin um die Z-Scheiben zu sehen ist. Ein Myocyte
Disarray und ein ,, Spongy Heart* sind in fast allen Schnitten zu erkennen (Abb. 36 B).

Das Myozytengewebe von P26 (m., 57a) weist ebenso eine ungleichméfige Desminfarbung auf. Es
sind sowohl Kardiomyozyten im Gewebe zu finden, die zellautonom mehr Desmin enthalten und
dessen quergestreiftes Muster durch die starke Akkumulation kaum erkennbar ist, als auch Zellen die
nur sehr wenig Desmin aufweisen (Abb.36 C). Letzteres kann jedoch auch durch die Gewebequalitit
bedingt sein. Das auffélligste an den Schnitten von P26 ist, dass die Probe z.T. riesige d.h. sehr dicke
und lange, d.h. stark hypertrophierte Kardiomyozyten beinhaltet, die zum Teil starke Verdstelungen
aufweisen. Die ID sind sehr unregelmiBig. Die Myozyten weisen grundsitzlich eine stark irreguldre
Gestalt auf und ein Myocyte Disarray ist oft ausgebildet. Extreme Verzahnungen der Kardiomyozyten
sind auch zu finden. Grundsétzlich wirkt die Gewebequalitéit der Probe jedoch auch sehr schlecht, was
wahrscheinlich durch eingesetzte Autolyse, aufgrund nicht gentigend rascher Probenentnahme bzw.

Stickstofffixierung verursacht wurde. Dies macht sich dadurch bemerkbar, dass
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&-- Abb. 36.. Vierfach immunfluoreszent markierte Paraffinschnitte aus dem humanen LV von DCM Patienten fiir die
Darstellung des kardialen Intermedidrfilament Proteins Desmin (a in rot, b), des AJ Proteins f-Catenin (a in griin), des F-Aktin
(c) und der Kerne (a, in blau). Bei (A) P19 (w., 58a), (B) P25 (m. 54a), (C) P26 (m., 57a) alle mit DCM unbekannter Ursache
und (D) P27 (w., 22a) mit perinatal manifestierter DCM, weisen die Myozyten eine zum Teil stark unregelmiflige Gestalt und
unterschiedlich stark ausgebildeten ,,Myozyten Disarray* auf. Bei P25 sind die Myozyten oftmals regelrecht durchléchert
(,,Spongy Heart“). Bei allen Proben ist im Vergleich zur Kontrolle ein unregelmdBiges Desmin Signal ausgebildet.
Zellautonom sind bei allen Proben mit unterscheidlichen Ausmall Desmin Anreicherungen —mit einem gestorten sarkomeren
Muster- (weille Pfeilkdpfe, in b) zu erkennen, als auch ein reduziertes Signal (rote Pfeilkdpfe, in b). Bei P26 ist das reduzierte
Desmin Signal wahrscheinlich hauptsdchlich auf die schlechte Gewebequalitit zuriickzufiihren. Das Desmin Signal fehlt
grofitenteils an den ID und die Myofibrillen weisen nur selten ein quergestreiftes Muster auf, demnach sind sie groftenteils

durch eingesetzte Autolyse degradiert. Skala 20 um.

innerhalb vieler Areale verschiedener Schnitte und Farbungen die Myozyten kein schones sarkomeres
Muster mehr aufweisen und demnach bereits zum Teil degradierte Myofibrillen haben. Ein schones A-
Banden Muster, war jedoch beim MyBP-C Signal oft vorhanden (Abb.37 H).

Bei P27 mit PDCM (w., 22a) ist stellenweise ein Myozyten Disarray ausgebildet und zellautonom
liegt Desmin in den unregelmiBigen Myozyten oft stark angereichert vor, was zu einem gestorten
quergestreiften Muster der Myofibrillen fithrt (Abb.36 D). Die Myozyten sind sehr lang und diinn und
weisen auffillig weniger Zell-Zell-Kontakte als K4 auf. Die ID sind auch weit unregelméBiger und
stark gestuft. Es sind kaum schone MyBP-C Doppelbanden in den Kardiomyozyten ausgebildet
(Abb.37 1), was wahrscheinlich weniger mit der Erkrankung als mit der Probenqualitit
zusammenhéngt. Die Probe, die eingebettet wurde, war riesig, wodurch sie zum Teil die Qualitit eines
Kryoschnittes aufweist. Eine zu grofle Probengrofle kann zu einer unzureichenden Fixierung des
Gewebes fithren, wodurch selbst wenn es sorgfiltig geschnitten wird, die Gewebeschnitte immer eine
minderwertige Morphologie aufweisen.

Die Paraffinschnitte lieferten zwar ein weitaus schoneres Ergebnis was die Strukturerhaltung betrifft,
leider funktionieren viele der Antikorper, v.a. die hoch spezifischen mM AK die nur an ein
spezifisches Epitop binden, nicht mehr an den Paraffinschnitten. Der einzige monoklonale Maus
Antikorper, der bei den Kryoschnitten verwendet wurde und auch an den Paraffinschnitten
funktioniert ist der mM AK gegen Desmin, ein Protein der Intermedidrfilamente, welches die Z-
Scheiben benachbarter Sarkomere untereinander und iiber Desmosome mit der Plasmamembran
verbindet.

Die Alexa633-Phalloidin Farbung funktioniert an den Paraffinschnitten 6fters nicht sehr gut. Bei allen

Proben waren selbst am relaxierten Muskel kaum gebénderte Aktinfilamente erkennbar.
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&-- Abb. 37. Vierfach immunfluoreszent markierte Paraffinschnitte aus dem LV von (A) einer Kontrolle, (B) einem HCM
Patienten und (C-I) 7 DCM Patienten. Markierung durch mM AK gegen das kardiale Intermedidrfilament Protein Desmin (a, in
rot; b), pR AK gegen das MyBP-C (a, in griin; c), mittels Alexa633-Phalloidin fiir Darstellung von F-Aktin (d) und
Kernfarbung durch DAPI (a, in blau). Bei (B) HCM (P34, m.12a) sind sehr schone MyBP-C Doppelbanden am relaxierten
Muskel erkennbar. Zellautonom (weiler Pfeil, in c) ist trotz des gleichméBigen Desmin und Phalloidin Signals das MyBP-C
Signal sehr schwach. Bei einigen Proben (D-H) sind beim MyBP-C Signal die ID angeférbt. Durch die Behandlung mit Triton-
X100 ist der B-catenin AK vom benachbarten Schnitt riibergeronnen. (F) P19 (DCM, w., 58a,) besitzt stellenweise eine sehr
schone regelméBige Form und Anordnung der Myozyten. Hier ist das gestreifte Muster von Desmin und MyBP-C an den
relaxierten Myozyten sehr regelméBig. Bei den iibrigen Proben ist die MyBP-C Féarbung ungleichméiBig, was wahrscheinlich
auf die Probenqualitdt zuriickzufiihren ist. Bei (C) P15 (FDCM, w., 56a) und (G) P25 (DCM, m., 54a) ist das Myokard
regelrecht durchléchert (,,Spongy Heart”). Bei (E) P18 (DCM, MK, m., 48a) ist die schlechte Desmin und MyBP-C Férbung
auf tiberwiegende Myozyten Querschnitte zuriickzufiihren. (D) P17 (w., 56a, DCM); (H) P26 (m., 57a, DCM); (I) P27 (PDCM,
w., 22a). Skala 20um

Zusammenfassend ldsst sich aus den Ergebnissen der Immunfluoreszenz Analyse der gegen Desmin
und das B-Catenin markierten Paraffinschnitte sagen, dass die Form der Myozyten zwischen den DCM
Proben sehr stark variiert, obwohl diese aus dem ungefidhr gleichem Areal des LV (Apexnéhe)
stammen. Die Myozytengestalt variiert sogar innerhalb einer Probe, wie z.B. bei P15 dargestellt
(Abb.35 A, A’).

Im Vergleich zur Kontrolle weist das Desmin Signal bei allen DCM Patienten und dem einen HCM
Patienten zellautonom oft ein weit unregelméBigeres sarkomeres Muster auf. Das bedeutet, dass es
oftmals zu atypischen Desmin Akkumulationen innerhalb von in ihrer Gestalt stark unregelmaBigen
Myozyten kommt. Dabei ist das reguldre quergestreifte Desmin Muster gestort. Gleichzeitig ist
zellautonom oder im Areal um die ID das Desmin Signal kaum an den Z-Scheiben ausgebildet. Wobei
hier nicht immer auszuschlieBen ist, dass es sich bei diesen Stellen weniger um stattfindende
Umbauprozesse, als um Schnitt- bzw. Gewebequalitét bedingte Eigenschaften handelt.
Schlussfolgernd ist anzunehmen, dass die beschriebenen Verdnderungen im Desmin Muster eine
sekunddre Antwort auf verdnderte physiologische Bedingungen bei Patienten mit Herzversagen im
Endstadium darstellen, da Akkumulationen gerade in solchen Kardiomyozyten beobachtet wurden, die
sich durch eine stark unregelmifBigere Form und folglich ein generelles Missalignment der Zellen
auszeichneten. In Arealen mit regelméfig angeordneten Myozyten, welche eine schone elongierte
Gestalt aufweisen, sind keine Akkumulierungen, die zu einem gestorten Desmin Muster innerhalb der
Myozyten fiithren, zu beobachten.

Fiir die Immunoblot Analyse der Expressionslevel des Desmin Proteins wurden zwei 7,5% SDS-Gele
mit SDS-Proben aus dem LV von 13 DCM Patienten (2 PDCM, 3 FDCM, 3 DCM st.p. MK, 3 iDCM
wahrscheinlich jedoch ischdmisch), 2 iCMP, 1 HCM Patienten und 2 Kontrollen, sowie der rechten
Ventrikel von 1 ARVD Patienten und als Kontrolle der RV und LV von 1 KHK Patienten geladen und
geblottet (Western Blot) (Abb. 38). Die Detektion des Proteins ergab unterschiedliche

Bandenintensititen die sich aber zum Teil durch ungleiche Ladungsmengen an Protein ergaben,
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wodurch fiir die genauere Analyse die Mengen von Desmin auf die jeweiligen Mengen von
sarkomerischen Myosin genormt wurden (Abb. 39 A). Die Expression von Desmin erscheint beim
Grofiteil der Proben im Vergleich zu den Kontrollen zumindest leicht hochreguliert.

Die statistische Analyse mit einfaktorieller ANOVA ergibt keinen signifikanten Unterschied (p=0,139,
F=2,419) zwischen der Kontrollgruppe (n=3, da eine Kontrolle 2x geblottet wurde) und allen Patienten
mit Herzversagen im Endstadium (n=15), wenngleich ein erhdhter Proteinlevel der HF-Gruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe gegeben ist. Die geringe Grofle der Kontrollpopulation im Vergleich zur
PopulationsgroBle der gesamten Patienten mit Herzversagen (HF) im Endstadium, als auch die starke
Streuung dieser Gruppe, schliet eine statistische Signifikanz aus (Abb.39 C).

Die statistische Analyse der Bandenintensitit deutet auf einen erhdhten Level an Desmin bei iCMP
und innerhalb der einzelnen ,,Subgruppen® der DCM hin. Die Analyse mit einfaktorieller ANOVA
ergab einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen, jedoch ergaben die Mehrfachvergleiche
durch Dunnett-T3-Test lediglich einen signifikanten Unterschied (Mittlere Differenz=-5,444,
SE=1,412, p=0,033) zwischen der Gruppe der sekundir verursachten DCM und der Kontrollgruppe.
Dies ist wohl darauf zuriickzufiihren, dass jene Gruppen die geringste Streuung aufweisen.

Eine Hochregulierung von Desmin bei sekundéir verursachter DCM ist auch gegeniiber den
niedrigeren Expressionsleveln bei kongenitalen Herzdefekten gegeben (Abb.31 F).

FUr eine aussagekriftige statistische Analyse hitte die Kontrollgruppe deutlich groBer ausfallen und
das Immunoblotting 6fter wiederholt werden miissen. Die reine Vermessung der Bandenintensitét ist

sicherlich auch nicht so zuverldssig wie eine Dichtemessung der Banden.
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Abb. 38. Expressionslevel des Intermedidrfilament Proteins Desmin in SDS-Proben aus dem Ventrikel von 20 Patienten mit

Herzversagen im Endstadium und 2 Kontrollen. SDS-Proben stammen aus dem LV, mit Ausnahme von P47 mit ARVD wo nur
der RV und P46 mit KHK wo der LV und RV als Kontrolle fiir ARVD geladen wurden. Durch Western Blotting (7,5%iges Gel)
wurden (B) das ca.200kDa groBe sarkomerische Myosin durch einen mM Primérantikérper und (C) das ca. 53kDa grosse
Desmin durch einen mM Primérantikdrper detektiert. (A) Mittels Ponceau Red angefarbte Nitrocellulose zeigt dass die
geladenen Ladungsmengen der SDS Proben unterschiedlich sind. Die Bandenintensititen des sark. Myosin stimmen mit den
unterschiedlichen Ladungsmengen bei (A) iiberein. Die Proteinmengen von Desmin sind beim Abgleich mit (A) jedoch

unterschiedlich und deuten auf eine leichte Hochregulierung im Vergleich zu den Kontrollen.
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Abb. 39. Quantifizierung der Expression des Intermedidrfilament Proteins Desmin im LV von Patienten mit Herzversagen im
Endstadium. (A) Desmin Bandenintensitéten der einzelnen SDS-Proben aus dem LV genormt auf Bandenintensitdten des sark.
MHC. (B) Die Expressionslevel vom Desmin sind bei PDCM, FDCM, den iibrigen sekundér verursachten DCM (entweder
durch Myokarditis oder wahrscheinlich ischdmisch) und iCMP gegeniiber der Kontrollgruppe erhdht. Die statistische Analyse
mit einfaktorieller Anova ergab einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen (p=0,004, F=6,43).
Mehrfachvergleiche durch Dunnett-T-Test (keine Varianzhomogenitit) ergaben jedoch nur einen signifikanten Unterschied
zwischen iDCM und Kontrolle, was darauf zuriickzufiihren ist, dass sie die geringste Streuung aufweist. (C) Alle Patienten mit
Herzversagen im Endstadium gegen Kontrolle ergeben keinen signifikanten Unterschied (p=0,139, F=2,419) aufgrund der sehr
grolen Streuung der HF-Gruppe gegeniiber der sehr kleinen Streuung der spérlichen Kontrollgruppe. Die Kontrollgruppe
besteht aus 2 Proben wobei eine davon 2x erfolgreich geblottet wurde. Bandenintensitdten in Arbitrary Units (willkiirlichen

Einheiten).
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3.6. Expression der humanen EH (embryonalen Herz)-Myomesin Isoform bei

Kardiomyopathien

Um festzustellen ob die humane EH-Myomesin Isoform bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie
im Herzen wieder exprimiert wird wurden SDS-Proben des linken Ventrikelmyokards von 13
Patienten mit einer DCM (PDCM, FDCM, DCM mit MK, unbekannter DCM) am Gradientengel
(Semidry) geblottet. Um festzustellen ob diese erneute Expression lediglich auf eine DCM zutrifft,
wurden die SDS-Proben einer HCM, einem kongenitaler Herzdefekt (TGA), 2 iCMP und der RV einer
ARVD mitgeblottet. Als Kontrolle dienten die SDS-Proben vom Spendermyokard und einer KHK.
Von einem Patienten mit ARVD wurde der rechte Ventrikel geblottet, da bei dieser Erkrankung
iberwiegend der RV betroffen ist. Das EH-Myomesin wurde durch einen polyklonalen
Kaninchenantikorper (Agarkova et al., 2000) bei ca. 192kDa detektiert.

Bei normaler Belichtungszeit waren sehr deutliche Banden im LV von 4 iDCM Patienten (P19, P17,
P25, P26), 2 FDCM Patienten (P15, P37) zu erkennen, sowie eine dullerst starke Bande im RV des
einzigen ARVD Patienten (P47) (Abb.40 B, obere Reihe). Bei dem iiberwiegenden Teil der iibrigen
Proben waren sehr schwache Banden - mit Ausnahme von der einzigen Probe mit kongenitalem
Herzdefekt, der einzigen HCM Probe und einer der beiden PDCM Proben (P30)- leicht zu erahnen.
Eine Belichtungszeit von ungefdhr 1 Stunde zeigte nicht nur deutlichere Banden bei den iibrigen DCM
Proben, mit Ausnahme von einer PDCM Probe (P30, Kind wies bei der Geburt auch eine DCM auf),
sondern auch Banden bei den beiden Proben aus dem Spendermyokard und der KHK Probe (Abb.40
B, untere Reihe). Bei TGA war selbst nach einer einstiindigen Belichtungszeit keine Bande zu
erkennen. Der Abgleich der durch Ponceau Red abgefiarbten Nitrocellulose zeigt jedoch dass der obere
Bereich dieser SDS-Probe nicht richtig geblottet hat, da keine sarkomere MHC Bande sichtbar ist. Es
ist bekannt, dass der Transfer von hochmolekulargewichtigen Proteinen bei Semdry Blotting weniger
gut funktioniert als bei Tankblotting. Bei der einzigen HCM Probe war selbst nach zweistiindiger
Belichtungszeit keine Bande zu erkennen.

Extrem schwache Banden waren bei normaler Belichtungszeit von DCM mit MK (P43, P18, P40),
erkennbar, obwohl die Proben von P43 und P40 sogar tiberladen wurden.

Schlussfolgernd daraus lédsst sich sagen, dass das EH-Myomesin nicht nur bei einer DCM wieder
exprimiert wird, da eine Expression bei den meisten Proben unterschiedlich stark gegeben ist.
Ausnahmen bilden eine PDCM und eine HCM Probe. Eine schwache Expression ist sogar in den
Kontrollproben nachweisbar. Trotz normaler Ladungsmenge ist im RV von ARVD die stérkste
Hochregulierung erkennbar.

Die Re-Expression von EH-Myomesin erscheint demnach als Marker fiir eine DCM ungeeignet.
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Abb. 40.Expression der embryonalen humanen EH-Myomesin Isoform im Ventrikelmyokard von Patienten mit Herzversagen
im Endstadium. SDS- Proben auf 4-12%igen Gradientengel getrennt. (A) durch Ponceau Red angefiarbte Nitrocellulose
(SemidryBlot) zeigt unterschiedliche Ladungsmengen der SDS-Proben. (B) Detektion des humanen EH-Myomesin durch pR
Primérantikorper bei ca. 192kDA. Die direkt unter der EH-Myomesin liegende Bande stellt die Splicing Variate ohne EH-
Segment dar. Obere Reihe zeigt Banden bei normaler Belichtungszeit (2min), untere Reihe bei einstiindiger Belichtungszeit. (C)
Durch mM Primérantikorper detektierte Banden vom kardialen Aktin bei ca.42kDa dienen als Ladekontrolle. Das hu EH-
Myomesin wird am stirksten im RV bei ARVD trotz normaler Ladungsmenge exprimiert. Deutliche Banden sind auch bei 6
(von 13) DCM Patienten sichtbar. Schwache Proteinbanden werden zumindest bei langer Belichtungszeit bei den meisten
geladenen SDS-Proben aus dem LV sichtbar, mit Ausnahme einer PDCM Probe (P30), der einzigen HCM Probe (P34) und dem
einzigen kongenitalen Herzdefekt (TGA, P41). Letztere Probe scheint beim Abgleich mit der Ponceau Red geférbten
Nitrocellulose im hochmolekularen Bereich nicht richtig geblottet zu haben.
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, mittels spezifischen Antikoérpern gegen verschiedene Proteine der
Zellarchitektur potentielle subzellulire Verdanderungen in einer Reihe von Proben mit Herzversagen
im Endstadium zu untersuchen. Die Auswahl der untersuchten Proteine basierte zum Grofteil auf
Beobachtungen, die an Mausmodellen fir DCM gemacht worden waren und wo vor allen
Verdnderungen in der Zusammenstellung der Interkalierenden Scheiben zu sehen waren (Ehler at al.,
2001). Gleichzeitig wurde auch die generelle Morphologie der Proben auf subzelluldrer Ebene
untersucht. Die Resultate deuten darauf hin, dass die Verdnderungen, die im Mausmodell zu sehen
waren, nur in einigen vererbbaren DCM Proben reproduziert werden konnen, sich in den meisten
anderen Endstadiumproben jedoch ein heterogeneres Bild zeigt. Im folgenden Kapitel werden diese

Ergebnisse und mdgliche Griinde fiir die Unterschiede diskutiert.
4.1. Generelle morphologische Befunde der immunfluoreszenten Proben

In den Negativkontrollen der Kryo- und Paraffinschnitte war im roten Fluoreszenzkanal eine
unspezifische Hintergrundfirbung sichtbar. Dabei handelte es sich um eine auffillig granulére
Struktur die sich iiberwiegend an den Zellkernpolen befand. Es handelt es sich bei diesem
unspezifischen Signal vermutlich um autofluoreszente Lipofuszingranula (LFG), welches in
Kardiomyozyten hauptsdchlich im Myofibrillen-freien Sarkoplasma an den Kernpolen konzentriert
vorkommt (Munnel & Getty, 1968).

Unter Lipofuszin versteht man eine intralysosomale, polymere Substanz, welche primér aus
quervernetzten Proteinresten besteht und durch oxidative Prozesse gebildet wird. Es handelt sich
sowohl chemisch als auch morphologisch um eine polymorphe, nicht homogene, Abfallsubstanz
welche nicht abbaubar ist, d.h. nicht durch Exozytose entfernt werden kann. Dies bedingt, dass eine
zunehmende Anreicherung in nicht mehr proliferierenden Zellen, wie z.B. Kardiomyozyten, erfolgt.
Der einzige bekannte Mechanismus welcher den Zellen erlaubt, sich dieser Abfallprodukte zu
entledigen, ist Proliferation, wodurch die Menge der zerstorten Strukturen durch einfache Verdiinnung
effizient vermindert wird (Brunk & Terman, 2002).

LFG weist eine Autofluoreszenz mit einem breiten Exzitations- und Emissionsspektrum auf, dessen
Maxima stark variieren (Yin, 1996; Terman & Brunk, 1998; Schnell 1999). Das Spektrum von LFG
iiberlappt jenes von héufig fiir die Fluoreszenzmikroskopie benutzten Fluorophoren, wodurch die
Unterscheidung der spezifischen und Unspezifischen Fluoreszenzfarbung schwer oder unmoglich
macht (Schnell et al., 1999. Die breiten Exzitations- und Emissionscharakteristika von LFG,
suggerieren, dass sie aus einer Mixtur verschiedener fluoreszenter Molekiile bestehen (Schnell et al.,

1999).
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Ein weiteres Indiz dass es sich beim autofluoreszenten Signal in den Proben um Lifofuszin handeln
konnte ist, dass diese granuldren Strukturen in grofen Mengen in negativ Kontrollen der &dlteren
Patienten (iiber 40 Jahre), jedoch bei den jlingeren Patienten (iiber 11 Jahre) kaum vorhanden waren.
Dies entspricht auch der weit verbreiteten Aussage, dass die Akkumulierung von LFG in
postmitotischen Zellen eine lineare Abhédngigkeit zum Alter aufweist (Strehler et al. 1959) und mit
dem Beginn der zweiten Lebensdekade, d.h. ungefdhr ab dem 10. Lebensjahr, in den humanen
Kardiomyozyten gegenwirtig ist (Jayne, 1950; Ulissova, 1957; Strehler et al., 1959). Goyal (1981)
beschreibt sogar, dass LF bereits ab dem 9. Lebensjahr im linken Ventrikelmyokard zu finden ist.
Strehler et al. (1959) haben jedoch kein Lipofuszinpigment bei 32 untersuchten Kindern unter 10
Jahren dokumentieren konnen.

Die jiingsten Patienten von denen in dieser Arbeit IF markierte Gewebeschnitte aus dem linken
Ventrikelmyokard ausgewertet wurden waren P34 und P39 (beide 12 Jahre), P41 (14 Jahre), P45 (15
Jahre) und P40 (16 Jahre) und alle hatten bereits manchmal vereinzelte sehr kleine LFG in ihren
Kardiomyozyten. Bei den iibrigen Patienten mit einem Alter von iiber 40 Jahren waren deutlich viel
mehr LFG angereichert zu sehen. Unklar ist jedoch wieso im RV von P41, mit TGA und einem Alter
von 14 Jahren, sowie P40 mit aDCM (MK und Becker Muskeldystrophie) und einem Alter von 16
Jahren im Vergleich zum LV sehr viel mehr LFG (untypisch fiir das Alter) an den Zellkernpolen
angereichert war. Auffillig war jedoch, dass die LFG Akkumulierung bei den Patienten iiber 40 auch
unterschiedlich zu sein schien. Bei einigen Patienten mit extremen morphologischen Ausprigungen
schienen mehr LFG angereichert zu haben als bei anderen. Moglicherweise steht die Anreicherung
von LFG ebenfalls in einem Zusammenhang mit zelluldrem Stress und unterschiedlicher lysosomaler
Aktivitdt zwischen Patienten. In den letzten Jahren ist klar geworden, dass der Proteinabbau eine
wichtige Rolle in der Erhaltung der Herzgesundheit spielt und dass eine Storung von Prozessen, die
die Funktionalitdt des Proteasoms bzw. die Autophagie betreffen zur Herzkrankheit fithren kann (siehe
Ubersichtsartikel von Yamaguchi et al., 2012). Akkumulation von mutierten Proteinen bzw. von
wihrend ihrer Arbeit beschéddigten Proteinen kdnnte dazu fiihren, dass der Proteinabbau iiberlastet

wird.

4.2. Morphologische Verinderungen in Anordnung und Form der Kardiomyozyten bei

Herzerkrankungen

Ein Myocyte Disarray wurde von vielen Autoren als ein histopathologisches Kennzeichen fiir eine
HCM beschrieben (Hughes 2006; Seidman & Seidman 2001; Davies 2000; Varnava et al. 2000;).
Varnava et al., 2000 schlagen sogar vor, dass ein Myocyte Disarray mdglicherweise eine direkte
Antwort auf funktionelle oder strukturelle Abnormalitidten des mutierten sarkomeren Proteins bei einer
HCM ist. In einer weiteren Publikation wurde sogar beschrieben, dass ein Myocyte Disarray in einem
groferen Ausmal bei jungen HCM Patienten zu finden ist und bei diesen Patienten mit SCD (aus dem

engl. sudden cardiac death, plotzlichen Herztod) assoziiert ist (Varnava et al., 2001). Ho et al. 2009
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verweisen auf den moglichen Zusammenhang zwischen den Verdnderungen in der Architektur der
Myozyten (d.h. Myocyte Disarray, Fibrose, Hypertrophie) und einer - der friih entwickelten
diastolischen Dysfunktion folgenden - systolischen Dysfunktion bei HCM.

Bei der einzigen extransplantierten HCM Probe (P34, m., 12 Jahre.) war stellenweise ein relativ
schwach ausgeprigtes Myocyte Disarray, mit stark unregelméBigen und fiir das Alter des Patienten
zum Zeitpunkt der Transplantation sehr grof3en hypertrophierten Myozyten, ausgebildet.

Jedoch war die Ausbildung eines Myocyte Disarray nicht nur auf diese HCM Probe beschrinkt,
sondern konnte auch in Patientenproben mit einer DCM, mit kongenitalen Herzdefekten, mit ICMP
und dem ARVD Patienten beobachtet werden. Der rein optisch erfasste Schweregrad des Myocyte
Disarray, der Fibrose sowie die Myozytenform variierte dabei sehr stark innerhalb des jeweiligen
Krankheitstypus, zwischen dem linken und rechten Ventrikelmyokard als auch innerhalb des gleichen
IF-markierten Gewebeschnittes. Bei vielen Proben wurden sogar neben stark desorganisierten Stellen
ebenso eine weitaus regelméfBigere und schonere Anordnung des Gewebes beobachtet.

Demnach handelt es sich nicht um ein spezielles Kennzeichen fiir eine HCM oder gar fiir die
Kardiomyopathie selbst, da es bei beiden kongenitalen Herzdefekten (TGA , HRHS) und sogar bei
einer der Kontrollen (K2) ausgebildet war.

Die Ergebnisse gleichen mit denen von Van der Bel-Kahn (1977), der ebenfalls beschreibt, dass ein
Myocyte Disarray, wenn auch in einem geringerem Ausmall, in Patienten mit DCM, alkoholischer
Kardiomyopathie, verschiedenen angeborenen  Herzerkrankungen und Kardiovaskuldren
Erkrankungen (systemische Hypertension, KHK und cor pulmonale) und in normalen Herzen
vorzufinden ist. Es wurde bisher auch kein Konsens iiber die Menge an Myocyte Disarray festgesetzt,
der die Kriterien fiir die Diagnose einer HCM erfiillt (Almaas & Amlie, 2010). Die Festlegung
erscheint jedoch belanglos nachdem der HCM Patient nicht die auffilligste und schwerste
Desorganisation an Myozyten im Gewebe aufwies.

Vielmehr handelt es sich beim Myocyte Disarray um einen generellen adaptiven Umbauprozess dem,
aufgrund lang andauernder ungiinstiger Druckverhiltnisse des Herzens, eine Degeneration an
Myozyten, Vernarbung des Gewebes und in Folge hochst variable unregelméflige Myozytengestalt die
jene zelluldre desorganisierte Ausrichtung verursacht vorausgeht.

Die 9 Monate alte MLP Knockoutmaus, ein Mausmodell fiir die DCM (Arber et al., 1997), zeigte im
Vergleich zum entsprechenden WT hingegen kein Myocyte Dissarray in den IF markierten
Kryoschnitten auf. Die Fibrose war im Vergleich zu den gesunden und erkrankten humanen
Myokardproben jedoch auch nur sehr geringfiigig ausgeprégt. Bei einer myokardialen Fibrose handelt
es sich um einen laufenden aktiven Prozess, bei dem eine zunehmende Ansammlung an Kollagen im
Gewebe stattfindet und ist nicht einfach als eine Antwort auf myokardiale Verletzungen
unterschiedlicher Ursache anzusehen (Anand & Florea, 2011,). Moglicherweise sind diese
morphologischen Unterschiede zwischen Maus und Mensch einfach durch die generelle Kurzlebigkeit

von Méusen im Vergleich zum Mensch, als auch durch die weit komplexeren Umbauprozesse
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(bezeichnet als Remodelling) und enorm heterogene Symptomatik innerhalb der humanen
Herzerkrankungen erklirbar. Der Mensch muss mit den prédnatal ausgebildeten Kardiomyozyten Zeit
seines Lebens auskommen, nachdem bei allen Mammaliern postnatal die Kardiomyozyten keine
Zellteilung mehr durchlaufen und Grofenwachstum nur mehr durch Hypertrophie stattfindet. Fiir
einen Wiedereintritt von Myozyten in den Zellzyklus mit Replikation und somit einsetzenden
selbstheilenden Prozessen durch intensiven lang andauernden Stress, gibt es bisher keine eindeutigen
Beweise (Anand & Florea, 2011).

Grundsétzlich ist der Schweregrad der Symptomatik bei einer DCM Erkrankung hochst variabel,
selbst im Fall einer erblichen DCM (FDCM) mit derselben Genmutation (laminA/C) (Perrot et al.,
2009). Ebenso ist kein einheitlicher Phinotyp beim Ausbruch der FDCM Erkrankung mit derselben
Genmutation (laminA/C) feststellbar (Gupta et. al, 2010).

In dieser Arbeit war bei beiden extransplantierten FDCM Proben, im Vergleich zu den iibrigen Proben
eine extrem diinne und stark elongierte Myozytengestalt aufféllig. In den IF markierten Schnitten der
jiingeren FDCM Patientin (P45) war dies im gesamten Gewebe dominierend und bei der Alteren (P15)
zumindest stellenweise ausgebildet. Ebenso hatten beide ein ,, Spongy Heart™ auf zelluldrer Ebene.
Demnach wire hier ein dhnlicher morphologischer Phidnotyp ausgebildet, dem &hnliche erbliche
regulative Stérungen und physiologische Umbauprozesse zugrunde liegen miissten. Die Probengrof3e
ist jedoch nicht représentativ.

Eine weitere morphologische Auffilligkeit war das Vorkommen von zweikernigen Kardiomyozyten
im linken Ventrikelmyokard von einigen Patienten. Unverkennbar héufig waren binukledre Myozyten
bei P17, mit ischdmischer DCM, in den meisten Arealen vorhanden. Eine genaue Evaluierung des
Vorkommens von mono- oder binukledren Myozyten wurde nicht durchgefiihrt, da hierfiir wenigstens
die ECM angefarbt hitte werden miissen, um eine klare Zellabgrenzung zu demonstrieren. Eine Studie
von Olivetti et al. (1996) zeigte jedoch, dass mononukledre Zellen etwa 77%, binukledre Zellen 22%
und trinukledre gemeinsam mit tetranukledren Zellen weniger als 1% der Myozytenpopulation des
normalen menschlichen Herzens umfassen. Weiters wurde in dieser Studie gezeigt, dass weder der
Alterungsprozess, noch eine kardiale Hypertrophie, verursacht u.a. durch ischdmische
Kardiomyopathie, einen Einfluss auf die Héufigkeit im Vorkommen von mononukledren und

multinukledren Myozyten im Myokard haben.
4.3. Proteine des Sarkomers in versagenden menschlichen Herzen

Bei allen Patienten mit Herzversagen im Endstadium (iCMP, DCM, ARVD, kongenitale Herzdefekte)
war die strukturelle Verankerung der elastischen und kontraktilen Elemente an den Z-Scheiben und
M-Banden, als auch die Stabilisierung des Myosinfilaments innerhalb der A-Banden durch das MyBP-
C von keinerlei sichtbaren Umbauprozessen betroffen. Dies ist analog zu den Beobachtungen an
Mausmodellen fiir die DCM, in denen auch keine besonderen Verdnderungen in der Anordnung der

Sarkomere selber gefunden werden konnten (Ehler et al., 2001; Perriard et al., 2003).
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Herman et al. haben 2012 postuliert, dass 27% der Fille von vererbbarer DCM durch eine
Trunkierung des Titinmolekiils verursacht werden. Nachdem in den hier untersuchten Proben immer
das C-terminale Epitop von Titin (m8 Epitop) nachgewiesen werden konnte, kann angenommen
werden, dass das Titinmolekdil intakt ist und der DCM andere Ursachen zugrunde lagen.

Die ARVD stellt eine Erkrankung des Herzmuskels dar, bei der es sich um eine Erkrankung handelt
die aus Desmosomaler Dysfuktion resultiert (Towbin & Jefferies, 2011).

Bei der famildren HCM kommt es hingegen bei ungefdhr 70% der Félle zu Mutationen in Genen die
Proteine des Sarkomers kodieren und zu einer Storung in der Kraftgenerierung fiihren (Towbin &
Bowles, 2002; Towbin & Jefferies, 2011). Bei der einzigen Probe die eine HCM Erkrankung aufwies
konnten weder Verdnderungen am C-Terminalen und N-Terminalen Titin Epitop, noch in der
Organisation von a-Aktinin oder Myomesin festgestellt werden. Grundsétzlich war auch ein sehr
regelmiBiges MyBP-C Muster innerhalb der Sakomere zu erkennen. Hinweise fiir eine Zellautonome

Reduktion des MyBP-C Signal waren jedoch auch zu erkennen.

4.4. Verinderungen in den Kardialen MLP Proteinleveln bei Menschen mit

Herzversagen im Endstadium

Eine Vielzahl an Studien zeigt auf, dass Mutationen in humanen CSRP3 Gen kodierend fiir MLP, mit
Kardiomyopathien (HCM und DCM) assoziiert sind (Gehmlich et al. 2008; Buyandelger et al., 2011).
Verdnderungen in der Expression des MLP stehen im Zusammenhang mit Herzversagen im
Endstadium bei Menschen (Zolk et. al, 2000; Boateng et al., 2007; Gehmlich et al., 2008). In
Infarktherzen von Méusen und Ratten kommt es zu einer Zunahme der MLP Proteinlevel (Heinecke et
al., 2005; Wilding et al., 2006). Die Hypertrophie der Myozyten, stellt eine gut bekannte Reaktion
eines nach post Infarkt einsetzenden Umbauprozesses dar (Heinecke et al., 2005).

Der Expressionslevel von MLP wird ebenso bei Stimulierung einer Hypertrophie in Kardiomyozyten
von Ratten hochreguliert, indem die Uberexpression an sich die Zunahme der GréBe der Myozyten
und die sarkomere Organisation fordert (Heinecke et al., 2003). Zolk et al. 2000 haben beschrieben,
dass es bei ungefdhr 50% der Patienten mit Herzversagen im Endstadium verursacht durch
ischdmische oder dilatative Kardiomyopathie, zu einer Abnahme der MLP Proteinlevel kommt.
Gehmlich et al., 2008 haben eine reduzierte Menge an MLP Protein, die durch den Einsatz eines
Assistence Device weiter herabgesetzt werden, im LV bei Menschen mit einer DCM im Vergleich
zum nicht-versagenden Herzen festgestellt. Nachdem MLP -/- Méause den Phénotyp einer dilatativen
Kardiomyopathie entwickeln (Arber et al., 1997) und es in der humanen DCM zu einer
Herunterregulierung an MLP kommt (Gehmlich et al., 2008), ist es anzunehmen, dass der Verlust an
MLP ein Charakteristikum fiir eine DCM darstellt, wohingegen erhéhte MLP Proteinlevel das
Charakteristikum fiir eine HCM darstellen (Heinecke et al., 2003; Heinecke et al., 2005; Wilding et al.
2006). Erhohte Level an MLP stellen dadurch mdglicherweise eine wichtige hypertrophe Antwort auf

mechanischen Stress, verursacht durch langwierige himodynamische Uberlastung des Herzmuskels,
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dar (Wilding et al. 2006; Boateng et al., 2007). Wobei nicht klar ist ob niedrige MLP Proteinlevel zum
fortschreitenden Prozess des Herzversagens beitragen, ein Epiphdnomen, oder einen Teil der
kompensatorischen Antwort darstellen (Wilding et al. 2006; Katz et al., 2000).

Die Ergebnisse der Immunoblot Analyse dieser Arbeit zeigten jedoch signifikant hochregulierte
Expressionslevel von MLP im LV von Patienten mit Herzversagen im Endstadium gegeniiber der
Kontrollgruppe. Signifikant erhohter Proteingehalt an Total MLP im LV wurden sowohl bei dilatativer
Kardiomyopathie, als auch ischdmischer Kardiomyopathie gegeniiber einer Kontrollgruppe
festgestellt. Selbst bei den kongenitalen Defekten war eine Erhohung gegeniiber der DCM erkennbar.
Aus diesen Ergebnissen ldsst sich ableiten, dass eine Hochregulierung nicht nur auf eine Hypertrophe
Kardiomyopathie zutriftt.

Diese Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen der Studie von Boateng et al. (2007) iiberein, bei der
eine Quantifizierung des totalen MLP bei nicht-versagenden und 7 versagenden menschlichen Herzen
(nicht-ischdmische, ererbte Form) eine signifikante Erhohung bei Herzversagen zeigt. Gleichzeitig
kam es zu einer Abnahme im oligomeren MLP und einer Zunahme vom monomeren MLP im
Nukleus. Das gleiche Phinomen wurde in Infarkt- und Druck-Uberladenen Rattenmodellen fiir
Herzversagen beschrieben. Wilding et al. (2006) stellten fest, dass eine reduzierte Auswurfsfraktion
des LV (LVEf) mit der Zunahme an totalem kardialen MLP im Rattenherzen nach dem Infarkt
assoziiert ist. Dies deutet eigentlich darauf hin, dass es zu einer generellen Akkumulierung vom
totalen MLP bei Herzversagen kommt. Die LVEf lag bei allen Patienten mit Herzversagen im
Endstadium unter <25% und einem Durchschnittswert von ca. 15%. Die Analyse der
Bandenintensitdten im Immunoblot zeigt zwei Ausreifler, bei denen die MLP Level im Vergleich zur
Kontrolle hochreguliert sind. Diese Patienten (P44, P17) mit iDCM wiesen zugleich die héchste LVEf
auf (25%). Gleichzeitig konnte ein Zusammenhang mit stirksten Bandenintensititen und sehr
niedriger LVEf beobachtet werden.

Die von Zolk et. al (2000) beschriebene groBe Variabilitit des MLP Protein Gehaltes in nicht-
versagenden Kontroll-Herzen, schlieBen nicht nur die Verwendung der MLP Proteinlevel fiir
diagnostische Ziele im Falle einer Herzerkrankung bei Menschen aus, sondern konnten auch eine
Erklarung fiir die Diskrepanzen in den Ergebnissen der verschiedenen Studien betreffend des Total
MLP Gehaltes darstellen.

Eine weitere mogliche Erkldrung fiir die abweichenden Ergebnisse der Studien konnte eine
unterschiedliche Methodik oder die Behandlung der Patienten mit unterschiedlichen Medikamenten
liefern. In der Studie von Zolk et al., 2000 wurden die Patienten z.B. mit Nitraten behandelt um die
Level des Stiffstoffmonoxids zu erhéhen, was wiederum zur Herunterregulierung von MLP fiihren

kann (Heinecke et al., 2003).
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4.5. Verinderungen an den Interkalierenden Scheiben bei Herzerkrankungen

Die Ergebnisse der konfokalen Analyse zeigen, dass Verdnderungen in der Komposition und Struktur
des Zytoskeletts von Kardiomyozyten aus dem linken und rechten Ventrikelmyokard von Patienten
mit Herzversagen im Endstadium hauptsédchlich die mechanische und oder elektrische Koppelung der
Zellen, aber auch das mit der Plasmamembran assoziierte stabilisierende Geriist in unterschiedlicher
Ausprigung betreffen.

Eine der ersten Auffilligkeiten bei der konfokalen Analyse der humanen Proben des Ventrikels, war
das Vorkommen von scheinbaren doppelten Interkalierenden Scheiben (ID), die mdglicherweise durch
ein fast senkrechtes Hineinstrecken einer Myozyte zwischen zwei benachbarte Myozyten zustande
kommen. Dieses Phdnomen war hdufig in den immunfluoreszent gegen Proteine der ID angefarbten
Schnitten des Spendergewebes (n=2, <40 Jahren) zu finden. Wohingegen solche Strukturen weder bei
der MLP Knockoutmaus, noch dem entsprechendem Wildtyp zu finden waren. Bei Patienten mit
Herzversagen im Endstadium (n=21) waren solche doppelten ID nicht immer in den willkiirlich
gewdhlten Aufnahmen der ventrikuldren Gewebeschnitte vorhanden. Das Vorkommen war dabei
erkrankungs- und altersunabhéngig.

Frithe morphologische Studien haben gezeigt, dass die ventrikuldren Kardiomyozyten nicht einfach
zylindrisch sind, sondern dass aus deren Zellkorper multiple sdulenartige Endfortsdtze entspringen,
welche sich wiederum in Subsegmente aufteilen und endstehende ID bilden (Hoyt et al., 1989).
Daraus ergibt sich ein irregulires verésteltes Muster von multiplen, anndhernd transvers zur
Langsachse ausgerichteten, ID durch welche eine Myozyte (bei Hund und Mensch) via end-to-end und
side-to-side ID zu durchschnittlich 9-12 benachbarten Zellen in Kontakt steht (Hoyt et al. 1989; Luke
& Saffitz, 1991; Peters et al., 1993; Kanter et al. 1995; Yamamoto et al., 1996). Aufgrund der relativ
hohen Schnittdicke handelt es sich wahrscheinlich bei diesen in der konfokalen Mikroskopie
beobachteten scheinbar doppelten ID, einfach um die Kontakte von verschiedenen Zellfortsdtzen und
somit um ein allgemeines morphologisches Charakteristikum. Die Anzahl der durchschnittlichen Zell-
Zell-Kontakte mit denen eine Myozyte zu benachbarten Zellen in Kontakt steht, ist fiir Mause nicht
beschrieben worden. Moglicherweise liegt bei jenen dieses Verdstelungs-dhnliche Muster von ID
Kontakten weniger ausgeprédgt vor, wodurch in der konfokalen Analyse solche scheinbaren doppelten
ID, wie sie in extremer Form besonders hdufig im humanen Spendergewebe vorlagen, nicht
anzutreffen sind.

Luke & Saffitz (1991), beschrieben auflerdem bei Hunden einen deutlichen Unterschied im Muster der
interzelluldren Verbindungen von Myozyten der Zone des Herzens, welche an das
Infarktnarbengewebe grenzt (bezeichnet als Infarct Border Zone) im Vergleich zum gesunden
Gewebe. Die Anzahl der Zellen die in Verbindung zu einer einzelnen Myozyte der Infarkt border
Zone stehen betrdgt 6,5 Zellen, verglichen zu 11,3 im normalen Gewebe. Diese Reduktion kommt
durch die Akkumulierung von Kollagen im verheilten Infarktgewebe zustande. Diese Reduktion

betrifft iiberwiegend die Side-to-Side ID. Yamamoto et al. (1996) beschreiben einen signifikanten
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Anstieg an interzelluliren Kontakten einer einzelnen Myozyte zu benachbarten Myozyten bei
Patienten mit konzentrischer Hypertrophie.

Bei einer dilatativen Kardiomyopathie kommt es aufgrund vom Absterben von Zellen durch Apoptose
und Nekrose folglich zu einer starken interstitiellen Fibrose, wodurch folglich auch eine Reduktion an
Zell-Zell Kontakten stattfinden miisste. Indizien fiir eine solche Reduktion zeigt z.B. P45 (15 Jahre,
FDCM) mit extrem diinnen elongierten Kardiomyozyten, einem Spongy Heart auf zelluldrer Ebene,
Myocyte Disarray und starker Fibrose. Die zuvor beschriebenen doppelten ID wurden bei diesem
Patienten nicht beobachtet und ebenso erscheint die Anzahl der ID im Vergleich zu den Kontrollen in
den Aufnahmen reduziert. Eine genaue quantitative Analyse wurde hier jedoch nicht durchgefiihrt, es

handelt sich um eine reine qualitative Beobachtung.

4.5.1. Verinderungen an den Interkalierenden Scheiben bei Kongenitalen

Herzfehlbildungen bei Kindern

Die konfokale Analyse der gegen verschiedenen Proteine der Interkalierenden Scheiben markierten
Kryoschnitte aus dem linken und rechten Ventrikel von zwei Patienten mit kongenitalen Herzdefekten,
die durch operative Eingriffe korrigiert wurden, zeigte bei einer von beiden Proben (P41) extreme
Verdnderungen in der Ausbildung von GJ im LV. Diese lagen nicht wie sonst {iblich in einer linearen
Anordnung an den ID sondern es war eine immense Anzahl an verstreuten einzelnen Connexin43
Spots im LV zu erkennen. Die AJ waren hingegen, sowohl im RV als auch LV, normal polar
angeordnet und es war keine laterale Tendenz zu erkennen. Die Kardiomyozyten des LV waren bei
P41 fiir das Alter untypisch klein ausgebildet, mit einer allgemein unregelmaBigen Zellgestalt und
folglich stark desorganisierten Stellen, wo die Myozyten ihre parallele Ausrichtung zueinander
verloren haben. Von allen jungen extransplantierten Herzproben verschiedener Patienten mit
Herzversagen im Endstadium besal3 P41 deutlich die kleinsten Myozyten im LV. Im RV war hingegen
eine normale Gewebesituation vorhanden.

P39 (12J, w.) litt unter HRHS (hypoplastisches Rechtsherzsyndrom), mit einer Triskupidalatresie (TA)
und Pulmonalatresie (PA). Eine Fontan-OP wurde durchgefiihrt. Bei einer Fontan-OP handelt es sich
um keine spezifische Operation, sondern um mehrere aufeinanderfolgende Operationen welche zur
Trennung des pulmonalen und systemischen Blutflusses bei Patienten mit einer Ein-Kammer-Herz
Physiologie, fithren (Lok et al. 2006). Bei HRHS handelt es sich um eine kongenitale Herzfehlbildung,
die in einem zum Teil sehr kleinen unterentwickelten RV resultiert. Eine Hypoplasie des rechten
Ventrikels kommt mit einer Vielfalt von assoziierten Lasionen vor, von denen am héufigsten eine
Triskupidalatresie auftritt, bei welcher der linke Ventrikel sowohl die systemische als auch die
pulmonale Zirkulation bewdltigt (Weldon et al, 1979). Generell resultiert eine Atresie der
artioventrikuldren oder semilunaren Klappen in physiologischen Single-Ventricle, bzw. Ein-Kammer-
Herz Komplexen, welche eine komplette Mischung der systemischen und pulmonalen vendsen

Zirkulation aufweisen (Marino et al., 2006). Eine Triskupidalatresie (TA) ist definiert als eine
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komplette Obstruktion der artioventrikuldren Klappe des RV (Triskupidalklappe), wodurch keine
direkte Verbindung mehr zwischen RA und RV besteht (Lok et al., 2006). Da bei P39 neben einer TA
auch eine PA ausgebildet war, d.h. eine komplette Obstruktion der Pulmonalklappe vorlag, entsprach
diese Herzfehlbildung himodynamisch wahrscheinlich der Typ IA Triskupidal Atresie. Bei Typ IA
Triskupidal Atresie ist die Lage der groBen Arterien unverdndert, jedoch ist zusétzlich zur TA eine PA
mit einem (Ventrikelseptumdefekt) VSD ausgebildet, wodurch nur ein stark unterentwickelter kleiner
(hypoplastischer) RV ausgebildet ist (siche Abb. 41, Lok et al., 2006). Das Venenblut des gr.
Kreislaufes flieft in das RA wund {iiber das patente Foramen ovale (PFO) oder einen
Artriumseptumdefekt (ASD) in das linke Atrium (LA). Das gesamte Blut flie3t durch den LV, der den
grofBen Kreislauf versorgt, und iiber einen patenten Ductus arteriosus (PDA, Ductus Botalli) in den
Lungenkreislauf (Lok et al., 2006; Keck et al., 1977). Der Ductus arteriosus Botalli und ein offenes
Foramen ovale dient im foetalen Kreislauf der Umgehung des Lungenkreislaufes.

Der LV und LA ist bei einer TA und PA aufgrund Volumeniiberladung vergroBert und hypertrophiert
(Lok et al., 2006; Bitchell et al., 2006). Die gesamte Architektur der Muskelfasern in TA Herzen ist
nicht nur hypertrophiert sondern auch untypisch ausgerichtet und unregelmiBig (O’Connor et al.,
1988; zitiert aus Lok et al., 2006). Das hypertrophierte Myokard des RV bei einer PA ohne VSD
(Ventrikelseptumdefekt) mit einer Triskupidalklappenstenose zeigt das stirkste Myocyte Disarray
(O’Connor et al., 1988). Der RV ist praktisch immer hypoplastisch (unterentwickelt) bei einer TA.
Die Grofle des RV Cavums ist abhdngig vom anatomischen Typ einer TA, wobei er im generellen
kleiner ist. Bei Typ IA TA ist nur ein sehr kleiner RV vorhanden (Lok et al., 2006).

Die konfokale Analyse der Kryoschnitte von P39 zeigte sowohl im LV als auch im RV ein, mit einer
starken Fibrose assoziiertes Myocyte Disarray, wobei im RV die desorganisierte Anordnung und
unregelmaBigere Zellform stirker ausgebildet war.

P41 hatte eine angeborenen TGA mit diskordanter Ventrikulo-Atrialen (VA) Verbindung, die mittels
Arterial Switch Operation korrigiert wurde.

Bei einer TGA (Transposition der groen Arterien), handelt es sich allgemein um eine kongenitale
Herzfehlbildung, bei welcher die Aorta vorwiegend an einen anatomischen RV wund die
Pulmonalarterie (PA) vorwiegend an einen anatomischen LV verbunden ist, eine Situation die als
diskordante VA Verbindung bekannt ist, bei der eine konkordante AV Verbindung besteht. Der
pulmonale und systemische Kreislauf sind dadurch parallel, anstatt wie in gesunden Herzen in Serie,
geschalten. Die Sauerstoffversorgung und demnach das Uberleben ex utero, hingt vom Vorhandensein
von einer oder mehrerer Querverbindungen und Vermischungspunkten (PFO, ASD, VSD, oder PDA)
des arteriellen und vendsen Blutes, zwischen diesen beiden Kreisldufen, ab (sieche Abb. 41).

Eine isolierte diskordante VA Verbindung mit einem patenten Foramen ovale (PFO) oder patenten
Ductus arteriosus (PDA, Ductus Botallli) ist bei ungefdhr 75% der TGA Patienten vorhanden. Bei
50% der Sduglinge mit TGA persistiert der PDA bis zu einem Alter von 2 Wochen, verbessert die

arterielle Sauerstoffversorgung und hélt ein giinstiges LV/RV Blutdruckverhéltniss aufrecht, wobei
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dies auf die Kosten eines erhohten pulmonalen Blutflusses geschieht. Ein VSD kommt bei 20% der
TGA Fille vor. Eine Aorta Obstruktion ist selten in TGA mit intakten Ventrikelseptum (IVS) kommt
aber bei 7 bis 10% der Félle einer TGA mit VSD vor. (Karl & Kirshbom, 2006)

A B

Abb. 41. (A) Unbehandelte TGA mit diskordanter VA Verbindung, konkordanter AV Verbindung ohne VSD. (B)
Unbehandelte Native TA Typ IA (HRHS). (A) Vermischung des vendsen und arteriellen Blutes erfolgt am ASD und PDA,
wodurch die Sauerstoffversorgung gewéhrleistet wird. Im RV ist der Blutdruck leicht erhéht und im LV leicht erniedrigt. Die
Sattigungswerte (eingekreist) und Blutdruckwerte (Systole/Diastole) sind angegeben (modifiziert nach Karl & Kirshbom,
2006). (B) Triskupidalatresie mit Atresie der Pulmonalarterie mit normal verbundenen groBen Gefdf3en. Nur ein Gefdl3 (die
Aorta) verldsst das Herz. Das O,-arme Blut flief3t, aus der unteren und oberen Hohlvene, in das RA und iiber eine Liicke oder
einen Vorhofseptumdefekt (bzw. das noch offene Foramen ovale) in das linke Atrium. Eine komplette Mischung der
systemischen und pulmonalen vendsen Zirkulation findet statt. Das vendse Blut wird zum Teil iiber noch einen offenen
Ductus arteriosus Botalli (auch bezeichnet als persistierender Ductus arteriosus) von der Aorta in die Lungenarterien gefiihrt
(modifiziert nach Lok, et al. 2006). (Ao) Aorta; (ASD) Atriumseptumdefekt; (D) Ductus arteriosus Botalli; (IVS) intaktes
Ventrikelseptum; (LA) Linkes Atrium; (LV) Linker Ventrikel; (PA) Pulmonalarterie; (PDA) patenter Ductus arteriosus; (RA)

rechtes Atrium; (Vcl) Vena cava inferior; (VcS) Vena cava Superior.

Neugeborene mit einer TGA (diskordante VA Verbindung) ohne zusitzliche Missbildungen, sind
aufgrund der fetalen Kreislaufsituation gut entwickelt und wohl gestaltet. Jedoch fiihrt die Umstellung
des Kreislaufes zum Zeitpunkt der Geburt, und je nach Verschluss der fetalen Querverbindungen, zur
drastischer Verschlechterung der Situation in der Neugeborenenperiode (Keck, 1977).

Neugeborene mit TGA/IVS und einem kleinen PFA oder ASD sind bereits am 1. Lebenstag schwer
zyanotisch, wodurch es in Folge zur metabolischen Acidose und einem kardiovaskuldren Kollaps
kommen kann. Neugeborene mit TGA/VSD oder TGA/IVS mit einem groflen ASD oder PDA, weisen
eine bessere Vermischung des venodsen und arteriellen Blutes aus den beiden Kreisldufen (die
effizienteste Vermischung erfolgt am Level der Atrien), und demnach eine bessere
Sauerstoffsattigung, auf. Hier ist die phasische Druckénderung, die Volumeniiberladung und der PA
Druck nicht so kritisch. Jedoch weisen diese Patienten eine hdhere Tendenz auf, eine kongestive

Herzinsuffizienz zu entwickeln. (Karl & Kirshbom, 2006)
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Ein Uberleben ohne operative Intervention ist bei einer TGA, je nach Schweregrad, bis zum 6.
Lebensmonat oder gar iiber die Neugeborenenperiode hinaus unwahrscheinlich. Die Sduglinge neigen
dazu eine pulmonale vaskuldre Erkrankung zu entwickeln. Als frithester operativer Prozess wird ein
ASD angelegt oder vergroflert, um die Vermischung am Level der Atrien zu verbessern. In weiterer
Folge wird eine Arterial Switch Operation durchgefiihrt, bei der die PA und Aorta, iiber dem
Aortensinus aus dem die Herzkranzgefdle entspringen, korrekt vertauscht werden. Die
Herzkranzgefdfle werden ebenfalls auf ihre korrekte Position gebracht. (Karl & Kirshbom, 2006)

Zum Zeitpunkt der Geburt sind die Wénde des RV bei TGA Patienten mit einer VA-Diskordanz,
untypisch verdickt. Die Verdickung nimmt mit der Zeit zu. Im Vergleich zu Herzen mit einer VA-
Konkordanz bleibt die Masse des LV, trotz somatischen Wachstum, bei einer TGA ziemlich konstant,
was im Alter von 2 bis 4 Monaten in einem relativ diinnwandigen LV und demnach Linksinsuffizienz
resultiert. (Karl & Kirshbom, 2006)

Nach den Ergebnissen aus der konfokalen Mikroskopie, die eine aberrante Anordnung der GJ des LV
aufzeigten, miisste der Patient P41 unter enormen Arrhythmien gelitten haben. Kardiale GJ Kontakte
stellen eine geregelte Verbreitung der wellenartigen Erregungsleitung sicher und sind somit fiir die
synchrone Kontraktion des Herzens verantwortlich. Es ist demnach sehr naheliegend, dass eine
Storung dieser in Myozyten axial ausgerichteten Impulsweiterleitung zur Entstehung von Arrhythmien
fihrt. Ein moglicher Zusammenhang zwischen der Entstehung von Arrhythmien bei adulten
erworbenen Herzerkrankungen und der Verdnderung in der Organisation der GJ als auch der
Expression von Connexin43 wird in vielen Ubersichtsartikeln diskutiert (Severs et al., 2004, 2008).
Leider fehlten hierzu die genauen klinischen Daten von P41.

Bei jenen Verdnderungen die im Zusammenhang mit Arrhythmien stehen sollen, handelt es sich
hauptsédchlich um eine lichtmikroskopisch erkennbare Lateralisierung der GJ als auch eine Reduktion
an GJ Plaques im Herzgewebe mit gleichzeitiger Runterregulierung der Connexin43 Expression. Bei
P41 war jedoch eine Hochregulierung des Connexin43 in den Immunoblots erkennbar und weniger
eine Lateralisierung als eine generell verstreute Anordnung von vielen einzelnen GJ Spots zu
erkennen. Der Hochregulierung des B-Catenins im Vergleich zum Spendergewebe scheint die enorme
Anzahl an AJ innerhalb einer konfokalen Aufnahme zugrunde zu liegen, nicht jedoch einem breiteren
Al Signal. Nachdem die Myozyten auch duflerst klein ausgebildet waren ist dieser Zustand im LV von
P41 eher mit den altersabhéngigen postnatal stattfindenden Umbauprozessen in der Organisation der
ID zu vergleichen.

Angst et al, 1997 beschrieben die postnatal stattfindenden Umbauprozesse der ID im
Ventrikelmyokard von Ratten und Hunden. Wéhrend der postnatalen Reifung des Ventrikelmyokards
erreichen die Desmosomen und die Adhésionszellverbindungen (Adherens Junctions, AJ) nach der
Geburt relativ schnell ein polarisiertes Anordnungsmuster an den Enden der Myozyte, wobei die GJ
hingegen anfangs ihre verstreute Verteilung iiber die Myozytenmembran beibehalten und erst langsam

durch postnatales Wachstum der Myozyten zunehmend ihre gemeinsam mit den Zell-
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Adhésionsverbindungen korrelierte polare Anordnung erreichen. Diese postnatale Entwicklung geht
unterschiedlich schnell bei Ratten, Hunden (Angst et al. 1997) oder Mensch (Peters et al., 1994)
vonstatten und scheint mit deren Langlebigkeit korreliert. Peters et al., 1994 beschrieben jene
altersabhéngigen Umbauprozesse in der Organisation der GJ zuvor bei pediatrischen Patienten mit
kongenitalen Herzdefekten, bei der das endgiiltige Arrangement ungefdhr mit einem Alter von 6-7
Jahren vollzogen ist. Die adaptiven Umbauprozesse finden infolge hamodynamischer Verdnderungen
im reifenden Herzen statt (Peters et al., 1994). P41 (14 Jahre) weist eine dhnliche verstreute
Anordnung der Connexin43 Gap Junctions und eine schon polare Anordnung der AJ auf, wie sie bei
den postnatalen Umbauprozessen beschrieben wurde. Moglicherweise ist dieser postnatale
Umbauprozess im stirker belasteten LV durch die bei dem Herzdefekt wirkenden gestorten Volumen
und Blutdruckverhéltnisse arretiert.

Im LV von P39 mit HRHS (w.,12 Jahre) liegen die Gap und Adherens Junctions auf die
Interkalierenden Scheiben begrenzt vor. Im RV sind jedoch auch laterale GJ vorhanden. Bei beiden
kongenitalen Herzdefekten ist eine aberrante Anordnung der GJ dort vorhanden, wo das Myocyte
Disarray stirker ausgebildet ist.

Sepp et al. 1996, haben bei adulten HCM Patienten ein dhnliches Muster in der Anordnung der GJ in
Arealen mit Myocyte Disarray vorgefunden, bei welchen die GJ anstatt auf die ID begrenzt, verstreut
iiber die gesamte Oberflache der Myozyten vorlagen.

Die groBite Problematik bei der Arbeit mit humanen Myokardproben stellt wohl die Tatsache dar, dass
es sich um Momentaufnahmen eines bestimmten Zustandes handelt, bei denen die Umbauprozesse
meistens sehr weit fortgeschritten sind. Dadurch ist die Interpretation von primér oder sekundir
verursachten Umbauprozessen fiir spezifische Erkrankungen nur durch Vergleiche mit Tiermodellen
moglich.

Nachdem bei kongenitalen Herzdefekten #duBlerst ungiinstige und unterschiedliche Volumen und
Blutdruckverhiltnisse durch anatomische Fehlleitungen vorherrschen, die folglich zu einer Erhhung
an interstitieller Fibrose (durch Apoptose und Nekrose der Zellen), zu einer grundsitzlich
unregelmiBigen Zellform und folglich einem Myocyte Disarray fihren, ist anzunehmen, dass
aberrante Anordnungen der GJ auf sekundére adaptive bzw. maladaptive Umbauprozesse, die primér
durch ungiinstige Volumen und Blutdruckverhéltnisse verursacht werden, zurlickzufiihren sind.
Laterale GJ wurden nicht nur bei P39 mit HRHS, sondern auch bei einigen anderen extransplantierten
Herzen mit Kardiomyopathie gefunden. Sie waren hauptsidchlich im RV ausgebildet. Bei allen war
dabei im RV ein stirkeres Myocyte Disarray ausgebildet als im LV.

Wie bereits zuvor erwdhnt wird eine Lateralisierung der GJ gemeinsam mit einer reduzierten
Expression des Connexin43 als eine der vielen moglichen Ursachen fiir das Auftreten von
Arrhythmien in Verbindung gebracht, nachdem die Geschwindigkeit der Impulsweiterleitung durch
die Orientierung der Myozyten beeinflussbar erscheint und die myokardiale Weiterleitung parallel zur

Langsachse der Zellen um einiges schneller als transvers ist (Severs et al., 2004; Smith et al., 1991).
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Wobei gerade bei der Arrhythmogenen Rechtsventrikuldren Dysplasie, eine Kardiomyopathie die mit
schweren Arrhythmien assoziiert ist (im Gegensatz zum hdufigen Vorkommen bei den kongenitalen
Herzdefekten), waren fast gar keine, wenn dann nur &uBlerst unscheinbare laterale GJ in den
Gewebeschnitten aus Apexnéhe ausgebildet. Bei einer FDCM Patientin (P45) war es bekannt, dass sie
unter Ventrikuldren Tachykardien litt, laterale Gap Junctions konnten jedoch nicht beobachtet werden.
Grundsitzlich ist die DCM oft mit schweren Arrhythmien assoziiert und die meisten DCM Patienten
besalen Implantierbare Kardioverter-Defibrillatoren (siche Tab. 1). Laterale GJ waren jedoch
hauptsdchlich bei Patienten ohne bekannte Arrhythmien ausgebildet, was eigentlich darauf schlieBen
lasst, dass eine Lateralisierung nicht als eine der primédren Ursachen gesehen werden kann, die zur
Ausbildung von Arrhythmien fiihrt.

Das Vorkommen positiver Antikorperfarbung kann strenggenommen lediglich als das Auftreten dieses
Proteins interpretiert werden und stellt nicht zwangsldufig einen Marker fiir das voll funktionsfahige
GJ Protein dar (Smith et al. 1991). Bei auftretenden Lateralisierungen von GJ kann somit eine
vorliegende Internalisierung oder Endozytose der GJ, verdndertes Phosphorylierungsmuster und somit

Vorliegen nicht funktionsfahiger GJ nicht ausgeschlossen werden.
4.5.2. Verinderungen an den Interkalierenden Scheiben bei dilatativer Kardiomyopathie.

Eine familidre hypertrophe Kardiomyopathie (FHCM) wurde als eine Erkrankung des Sarkomers
beschrieben, die hauptsdchlich durch Mutationen in Proteinen verursacht wird, welche in den
kontraktilen Prozess involviert sind und demnach die Kraft generieren (Seidmann & Seidmann, 2001).
Die Familidre und demnach erbliche dilatative Kardiomyopathie entwickelt sich hingegen
hauptsdchlich durch eine geschddigte KraftUbertragung und ist phénotypisch durch eine Verdinnung
der ventrikuldren Wand mit gestorter Kontraktion charakterisiert und oft mit todlichen Arrhythmien
assoziiert (Perriard et al., 2003).

Ehler et al. 2001, haben erstmals anhand konfokaler Mikroskopie und Immunoblots Veridnderungen in
der Struktur und Komposition der ID bei zwei verschiedenen Mausmodellen mit unterschiedlichen
Atiologien, welche als Adulte den Phinotyp einer DCM entwickeln, beschrieben und somit
vorgeschlagen, dass verdnderte Zell-Zell Verbindungen zwischen den Kardiomyozyten
moglicherweise eines der Kennzeichen einer DCM darstellen kdnnten. Bei beiden Mausmodellen fiir
eine DCM, bei denen das MLP ausgeschalten ist (Arber et al.,1997) oder Tropomodulin hochreguliert
ist (Sussman et al., 1998), ist die Expression der mit Adherens Junctions assoziierten Proteine
hochreguliert, wohingegen die Expression von Connexin43 herrunterreguliert ist. Die konfokale
Lichtmikroskopie zeigte bei beiden Mausmodellen eine Reduktion der Anzahl der GJ im LV und ein
breiteres f-Catenin und N-RAP Signal an den ID.

Die konfokale Analyse der Proteine der Interkalierenden Scheiben bei adulten MLP -/- Méusen und
dessen entsprechenden WT zeigte hier die gleichen Ergebnisse. Trotz einer normalen Struktur der

Sarkomere war eine mehr irreguldre Form der Kardiomyozyten von MLP -/- erkennbar und eine
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verdnderte ID Struktur im Vergleich zum WT. Sowohl -Catenin als auch N-RAP wiesen ein deutlich
breiteres Signal an den ID auf, wohingegen Connexin43 GJ reduziert waren.

Die konfokale Analyse der Gewebeschnitte des LV von humanen extransplantierten Herzen mit DCM
zeigte hingegen kein einheitliches Muster in der Ausbildung der ID. Das Signal vom AJ Protein -
Catenin war nicht bei allen DCM Proben mehr ausgeprédgt und eine Reduktion an Connexin43 GJ war
nicht immer ersichtlich, wobei bei letzterem die Probengrofle sehr klein ausgefallen ist. Ein breiteres
Signal von B-Catenin stand in Verbindung mit stark unregelmifBigen Form der AJ, was auf die bereits
von Ehler et al. (2001) anhand von Ultrastruktur beschriebene erhdhte Anzahl an Faltungen der
Plasmamembran in der Region der ID hindeutet. Die allgemeine Struktur der AJ im LV von DCM
Patienten war auch unterschiedlich ausgeprdgt und beinhaltete eine immens ausgebildete
Interdigitation von benachbarten Zellen im Fall von einem der DCM Patienten.

Die Immunoblot Analyse der Expressionslevel von B-Catenin und Connexin43 im LV von DCM
Patienten im Vergleich zum Spendergewebe zeigt ebenfalls einen stark variierenden Proteingehalt.
Nicht iiberall ist eine klare Hochregulierung des B-Catenin und Runterregulierung des Connexin43
nachweisbar. Im Gegensatz dazu unterscheiden sich die Expressionslevel von [B-Catenin oder
Connexin43 zwischen den Kontrollen kaum voneinander. Grundsétzlich erscheint dies ein Indiz dafiir,
dass beim Menschen im Vergleich zu Maéusen die Proteine der ID weitaus komplexeren
Regulierungsmechanismen unterliegen und deren Stérungen duferst distinktive Umbauprozesse in der
Komposition der ID verursachen.

Demzufolge scheint es sich bei der verdnderten Komposition und Struktur der ID, betreffend AJ und
GJ, auch nicht um einen primiren Effekt bei einer DCM zu handeln. Die gleiche Schlussfolgerung
wurde bereits von Ehler et al. (2001) und Perriard et al. (2003) gezogen, nachdem Verdnderungen der
Expressionslevel der meisten mit den ID assoziierten Proteine erst in adulten Stadien von TOT und
MLP -/- Maus auftreten, wenn der Phénotyp einer DCM bereits gut ausgebildet war.

In mehreren Studien wurden reduzierte Connexin43 Level bei Patienten mit Herzversagen im
Endstadium, d.h. sowohl bei idiopatischer DCM als auch bei ischdmischen Herzerkrankungen und bei
Myokarditis festgestellt (Dupont et al., 2001; Kostin et al., 2003).

Die Immunoblot Analyse zeigte jedoch heterogene Connexin43 Proteinlevel im LV von Patienten mit
Herzversagen im Endstadium, wobei die Expressionslevel der Kontrollgruppen sich kaum
voneinander unterschieden. Die Studie von Boulaksil et al., 2010 zeigte ebenso eine heterogene
Connexin43 Expression im LV von Patienten mit Herzversagen im Endstadium (iCMP und DCM, mit
oder ohne VT).

Die Biopsien entstammten dabei auch aus der apikalen Region des LV. Mdglicherweise besteht ein
Zusammenhang in der Expression von Connexin43 und dem bestimmten Ventrikelareal.

Relevant erscheint jedoch, dass die erbliche Form der DCM, d.h. mit positiver familiirer Anamnese,
als einzige ,,Subgruppe” der DCM (im Gegensatz zu PDCM, DCM st.p. MK, iDCM groBtenteils

wahrscheinlich ischdmisch) die gleichen Verdnderungen in der Komposition und Struktur der ID
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aufweist wie die Tiermodelle. Bei beiden FDCM Patienten von denen IF markierte Gewebeschnitte
des LV gemacht werden konnten, ist ein deutlich breiteres -Catenin Signal an den ID ausgebildet. Als
einzige Untergruppe weisen beide Patienten auch ein deutlich verbreitertes N-RAP Signal an den ID
auf und zeigen ausgeprigte Akkumulierungen von N-RAP innerhalb der Myozyten. Die Gap Junctions
sind nicht nur innerhalb der willkiirlich am konfokalen Mikroskop gewihlten Immunfluoreszenz-
Aufnahmen in der Anzahl reduziert, sondern auch eine Reduktion an GJ Spots innerhalb der einzelnen
ID ist zu erkennen, wobei hier nur eine Probe erfolgreich angefdrbt werden konnte. Auch in der
Morphologie der Myozytengestalt und Anordnung gibt es durchaus Ahnlichkeiten, wie die Tendenz zu
stark elongierten diinnen Myozyten. Die Immunoblot Analyse unterstiitzt das Ergebnis betreffend
einer Hochregulierung von B-Catenin und N-RAP bei allen 3 getesteten FDCM Proben. Connexin 43
ist bei zwei der 3 Proben deutlich herrunterreguliert, dabei handelt es sich um jiingere Patienten. Die
andere Probe weist einen dhnlichen Connexin43 Proteinlevel wie das Spendergewebe auf, das
eventuell durch stattfindende Umbauprozesse aufgrund der langen Dauer der Erkrankung angehoben
wurde.

Wie auch immer, Verdnderungen in der Connexin43 Expression und subzelludre Verteilung scheinen
einen sekundéren Effekt bei Herzerkrankungen darzustellen.

Im Kontrast dazu hat die Studie von Ehler et al (2001) gezeigt, dass N-RAP eine erhohte Expression
bei MLP Knockoutmaus bereits nach der Geburt und bei TOT (Tropomodulin Overexpressing) Maus
im juvenilen Stadium aufzeigt, selbst bevor die Veranderungen in den Expressionsleveln anderer mit
den ID assoziierter Proteinen erscheinen, was einen frithen Marker fiir eine DCM liefern konnte. Bei
transgenen Miusen mit stabilisiertem B-Catenin (induziert Uberexpression von B-catenin), die Adult
einen DCM Phinotyp entwickeln, stellt N-RAP das einzige Protein der ID dar, bei welchem es zu
Verianderungen im Expressionslevel kommt (Hirschy et al., 2010).

Die Quantifizierung der totalen N-RAP Proteinlevel im LV von Patienten mit Herzversagen im
Endstadium zeigte jedoch eine heterogene Expression des Proteins, wobei die Kontrollgruppe
vergleichsweise kaum Unterschiede betreffend N-RAP Proteinlevel zeigte. Diese Ergebnisse schlieBen
die Verwendung von N-RAP als frithen Marker fiir eine DCM aus.

Die Heterogene Expression von N-RAP bei Patienten mit Herzversagen im Endstadium spiegelt sich
in der konfokalen Analyse der subzelluliren Verteilung wieder. N-RAP war im LV bei allen Proben
iberwiegend an den ID zu finden. Zellautonome Unterschiede zeigten sich jedoch in der
zytoplasmatischen Verteilung von N-RAP, die mit einer verdnderten Verteilung an den ID im
Zusammenhang stand. Es waren sowohl Kardiomyozyten mit breiteren N-RAP Signal an den ID und
zytoplasmatischer Akkumulierung von N-RAP an den Z-Scheiben (vorzugsweise in der Peripherie der
Myozyte und den Zellkern umgebend), als auch Myoyzten mit kaum zytoplasmatischen N-RAP und
schwicherem N-RAP Signal an den ID im selben Schnitt zu erkennen. Diese zellautonomen
Anreicherungen an N-RAP waren auch bei den Kontrollen ausgebildet. Vergleichsweise befand sich

bei ARVD im gesamten LV N-RAP hauptsdchlich an den ID, wohingegen im RV im GroBteil der
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Kardiomyoyzten N-RAP etwas stirker an den ID und im Zytoplasma an den Z-Scheiben angereichert
vorlag.

Bei N-RAP handelt es sich um ein Multidomédnen geriistbildendes Protein, welches mit einer Vielzahl
an Proteinen interagiert (Luo et al., 1999; Ehler et al., 2001; Lu et al., 2003;). Demnach konnen
Storungen in der Homdostase der Interaktionen durch z.B. auftretende Mutationen der
Bindungspartner, die zu einer geringeren Bindungsaffinitit fithren, zu einer kompensatorischen N-
RAP Hochregulierung fithren (Gehmlich et al., 2004). Einen potentiellen Bindungspartner stellt das
MLP dar, ein Protein welches moglicherweise als ein nachgeschalteter Effekor fungiert, der das Signal
als Antwort auf mechanischen Stress umwandelt (Ehler et al., 2001; Gehmlich et al., 2008). Nachdem
bei MLP-/- bereits eine Hochregulierung an N-RAP Proteinleveln festzustellen ist und in adulten TOT
Maiusen (Sussmann, et al. 1998), welche eine Hochregulierung von N-RAP zeigten, MLP
runterreguliert ist, konnte folglich ein Fehlen bzw. eine Herunterregulierung von MLP zu einem
erhohten Stress an den ID fiihren, was in Folge zu einer Hochregulierung von N-RAP fithren konnte
(Ehler, et al. 2001; Perriard et al, 2003).

Die Gesamtmenge an MLP Protein bei Patienten mit Herzversagen war signifikant hochreguliert,
wobei N-RAP im LV von Patienten mit Herzversagen im Endstadium heterogene Proteinlevel
aufwies.

Moglicherweise kommt es ebenso durch eine Hochregulierung des gesamten MLP (und gleichzeitiger
Zunahme an oligomeren MLP im Nukleus), bei fortschreitendem Herzversagen, zur gleichzeitigen
Herunterregulierung der anfinglichen Uberexpression an N-RAP.

Die subzelluldre Verteilung des N-RAP Proteins wurde im humanen Ventrikelmyokard erstmals in
dieser Arbeit beschrieben. N-RAP ist nicht nur an den ID sondern auch an den Z-Scheiben der
Myoyzten, bevorzugt in der Peripherie aber auch in Ndhe zum Zellkern zu finden. Wohingegen die
erstmals durch Luo et al., 2005 beschriebene subzellulire Lokalisierung von N-RAP im adulten
Herzen von Miusen, lediglich auf die ID und bisher das Vorkommen vom zytoplasmatischen N-RAP
an den Z-Scheiben auf die Embryonalentwicklung beschrinkt schien.

Der polyklonale Kaninchen Antikdrper gegen N-RAP wurde im Labor von Dr. Ehler hergestellt.
Dabei handelt es sich um ein nicht affinititsgereinigtes Serum. Der Antikérper neigt stark zur
Hintergrundfarbung, hat ein schlechtes Signal zu Rauschen Verhiltnis und bendtigt daher besondre
Einstellungen am konfokalen Mikroskop (ein hoheres Offset). Am Western Blot sind zwar deutliche
und starke N-RAP Banden bei ca. 190 kDa erkennbar jedoch neigt er auch zu schwachen
unspezifischen Reaktionen. Demnach konnte N-RAP in den Kryoschnitten unspezifische Bindungen
eingehen, die auch eine Erkldrung fiir die &uBerst heterogene Verteilung innerhalb der
Kardiomyozyten innerhalb der Proben und zwischen den Proben bzw. fiir die Diskrepanzen zwischen

den Ergebnissen der IF Kryoschnitte und den Immunoblots sein kénnten.
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4.6. Das Intermediirfilament Protein Desmin

Die in Kardiomyozyten stattfindenden zellautonomen Desmin Akkumulationen, durch welche das
quergestreifte Desmin Muster gestort ist, sind mit einer stark unregelmafigen Myozyten Gestalt
assoziiert. Folglich scheint die Anreicherung von Desmin innerhalb der Myozyte eine sekundére
kompensatorische Antwort auf stattfindende adaptive und maladaptive Umbauprozesse der
Kardiomyozyten darzustellen, welche wiederum primér durch ungiinstige Volumen und
Blutdruckverhéltnisse verursacht werden. Diese Schlussfolgerung ist naheliegend nachdem Desmin
die Hauptkomponente der Intermedidrfilamente darstellt und fiir die Erhaltung der Struktur und
Stabilisierung des Zytoskeletts verantwortlich ist.

Quantitative Analyse des gesamten Desmin Proteinlevel im LV Ventrikel von Patienten mit
Herzversagen im Endstadium zeigen nur leicht bis hin zu gar nicht erhohten Expressionsmengen im
Vergleich zu den Kontrollen.

Die Desmin Expression variiert und steigt bei kardialer Hypertrophie und Herzversagen (Heling et al.,
2000; Kostin et al., 2000). Bei Patienten mit Herzversagen im Endstadium nimmt die Desmin

Expression im Vergleich zu den Kontrollen wieder ab (Di Somma et al., 2004).
4.7. Expression der humanen EH-Myomesin Isoform bei Kardiomyopathien

Je nach Typ der gestreiften Muskulatur existieren verschiedene Isoformen von Myomesin. Das EH-
Myomesin stellt im embryonalen Herzen von Vertebraten die hauptsdchliche Isoform dar und wird
ungefahr ab dem Zeitpunkt der Geburt runterreguliert (Agarkova et al., 2000). Schonauer et al. (2011)
haben bei zwei verschiednen transgenen Mausmodellen fiir die DCM eine Hochregulierung des EH-
Myomesins beschrieben. Die Zunahme an totalem EH-Myomesin korrelierte dabei mit der
abnehmenden kardialen Auswurffraktion. Weiters wurde durch Schonauer et al. (2011) eine
Hochregulierung des EH-Myomesin in humanen menschlichen Biopsien von DCM Patienten ohne
Linksventrikuldres Unterstiitzungssystem (LVAD) beschrieben, nicht jedoch bei einer HCM. Daraus
schlussfolgernd wurde EH-Myomesin als mdglicher Marker fiir die DCM vorgeschlagen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch die stirkste Hochregulierung des EH-Myomesin bei einer
Arythmogenen Rechtsventrikuldren Dysplasie. Daraus ldsst sich eigentlich eine Verwendung als

Markerprotein fiir die DCM ausschliefen.
S. Schlussfolgerung

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die subzelluldren Verdnderungen, die anhand von Mausmodellen
fiir DCM postuliert wurden nur in den vererbbaren Fillen von humaner DCM klar nachgewiesen
werden konnten. Erschwerend fiir die Analyse sind natiirlich die heterogene genetische Herkunft des
menschlichen Materials, das weit variierende Alter, undefinierter Mutationsstatus von vererbaren

Kardiomyopathien, sowie unterschiedliche Medikamentation. Trotzdem war auffallend, dass z.B. die
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Kontrollen bei der biochemischen Analyse der Expression von Proteinen der Interkalierdenden
Scheiben eine relativ geringe Variabilitdt untereinander aufwiesen. Die am konfokalen Mikroskop
durchgefiihrte Analyse der mit hochspezifischen Antikdrpern immungefarbten Proben, kann jedoch
Einblicke in auf subzelluldrer Ebene stattfindende Verdnderungen gewéhrleisten. Jene gehen weit tiber
die Information, die durch histologische Standardfarbungen erhéltlich ist hinaus und kénnen fiir den
beobachteten Phénotyp durchaus erkldrend sein, wenn auch in dieser Arbeit kein universal giiltiger

DCM Marker identifiziert werden konnte.
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Zusammenfassung

Die Herzfunktion wird durch préazise regulierte Interaktionen zwischen Proteinen des
Muskelzytoskeletts und den essentiellen kontraktilen Proteinen gewdhrleistet. Kardiomyopathien
fihren zu fortschreitendem Herzversagen und stellen die hdufigste Erkrankung dar, die eine
Herztransplantation notwendig macht. Mittlerweile ist bekannt, dass durch Mutationen verursachte
Storungen dieser prézise regulierten Protein-Protein Interaktionen des Muskelzytoskeletts zu einer
verdnderten Proteinzusammensetzung fiihren, was in Folge zur Entwicklung von Kardiomyopathien
beitréigt.

Ziel dieser Diplomarbeit war es die subzellulire Organisation verschiedener Proteine der
Kardiomyozyten, die durch Studien an Tiermodellen als mogliche frithe Marker fiir Kardiomyopathien
vorgeschlagen worden waren, in versagenden menschlichen Herzen im Vergleich zu Kontrollproben
zu charakterisieren. Dazu wurden spezifische Antikdrper gegen diese Proteine zur
Immunfluoreszenzfarbung von Kryo- und Paraffinschnitten mit darauffolgender Analyse durch
konfokale Mikroskopie verwendet. Gleichzeitig wurde auch die Morphologie der Proben auf
subzelluldrer Ebene untersucht. Die Ergebnisse der konfokalen Mikroskopie bestimmten die weitere
Richtung der Analyse mit Immunoblots.

Die Resultate deuten darauf hin, dass die Verdnderungen in der Komposition und Struktur der
Interkalierten Scheiben, die bei der MLP (muscle LIM protein) Knockoutmaus (einem Mausmodell
fiir die dilatative Kardiomyopathie, DCM) zu sehen waren, nur in einigen vererbbaren DCM Proben
nachgewiesen werden konnen. Sowohl lichtmikroskopisch als auch an den Immunoblots war dabei
eine Hochregulierung des N-RAP (nebulin-related anchoring protein) und des Adherens Junctions
Proteins B-Catenin sowie eine Herrunterregulierung des Gap Junction Proteins Connexin-43 zu
erkennen. In den meisten anderen Proben mit DCM im Endstadium zeigte sich jedoch ein heterogenes
Bild. Fiir die vergleichende Analyse sind dabei natiirlich die heterogene genetische Herkunft, das weit
variierende Alter, sowie eine unterschiedliche Medikamentation erschwerend. Trotzdem war
auffallend, dass die Kontrollen bei der Analyse der Expression von Proteinen der Interkalierten
Scheiben eine relativ geringe Variabilitit untereinander aufwiesen.

Die erneute Expression des humanen EH-(embryonales Herz)-Myomesin, welches als Marker fiir eine
DCM vorgeschlagen wurde, konnte in den meisten versagenden humanen Herzproben nachgewiesen
werden. Nachdem das Protein am stérksten bei einer Arrhythmogenen Rechtsventrikuldren Dysplasie
hochreguliert war erscheint es allerdings als spezifischer Marker fiir DCM ungeeignet.

In dieser Arbeit wurde auch erstmals die subzellulire Verteilung des N-RAP, eines aktinbindenden
Proteins der Interkalierten Scheibe, im humanen Ventrikelmyokard beschrieben. Das N-RAP war,
entgegen der bisher an Méausen beschriebenen Lokalisierung, im humanen Ventrikelmyokard nicht nur
an den Interkalierten Scheiben sondern auch unterschiedlich stark an den Z-Scheiben der Myozyten,

bevorzugt in der Peripherie aber auch in der Nihe des Zellkerns zu finden.
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Nachdem die prizise Funktion von MLP und auch dessen Rolle in Herzerkrankungen bei
Tiermodellen und Mensch ungeklért ist, wurden Immunoblot Analysen der Proteinmengen von MLP
in Proben von Patienten mit Herzversagen im Endstadium durchgefiihrt. Die Expressionslevel von
MLP im LV der Patienten mit Herzversagen im Endstadium mit einer durchschnittlichen
linksventrikuldren Auswurffraktion (LVEf) von 15% waren gegeniiber der Kontrollgruppe signifikant
erhoht. Daraus ldsst sich ableiten, dass eine Hochregulierung nicht ausschlieBlich auf eine
Hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) =zutrifft, sondern dass ein Anstieg der Expression mit
verminderter LVET korreliert ist.

Auch wenn in dieser Arbeit kein universal giiltiger Marker fiir eine DCM gefunden werden konnte,
kann die Immunfluoreszenzfirbung mit hochspezifischen Antikdrpern Einblicke in die auf
subzelluldrer Ebene stattfindenden Verdnderungen gewdhrleisten. Jene gehen weit iber die
Information der histologischen Standardfdrbungen hinaus und kénnen fiir den beobachteten Phénotyp

durchaus erklirend sein.
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Abstract

The functional integrity of the heart is maintained by precise interactions between proteins of the
muscle cytoskeleton and essential contractile proteins. Cardiomyopathies lead to progressive heart
failure and are the most common reason for heart transplantations. Today it is well known that
mutations can cause disturbances between these precisely regulated protein-protein interactions, which
lead to a modified composition of the muscle cytoskeleton and results in the development of
cardiomyopathies.

The goal of this diploma thesis was to analyze in failing human hearts the subcellular organization of
different proteins of cardiomyocytes, which had previously been shown to be altered in animal models
of cardiomyopathies and had been suggested as potential early markers. Samples from human patients
with different cardiomyopathies were compared with healthy human heart tissue. Specific antibodies
against different cytoskeletal proteins were used for immunofluorescence labeling of paraffin- and
cryosections, which were then analyzed using confocal microscopy. Additionally the morphology of
the samples was investigated at the subcellular level. The results of these investigations determined the
further direction of immunoblot analysis.

The results indicate that the altered composition and structure of the intercalated discs that had been
described in the MLP (muscle LIM protein) knockout-mouse (a mouse model for dilated
cardiomyopathy, DCM), could only be demonstrated in a few inheritable DCM samples. There, light
microscopy and immunoblot analysis revealed an upregulation of N-RAP (nebulin-related anchoring
protein) and of the adherens junction protein B-catenin, as well as a downregulation of the gap junction
protein connexin-43. However, most other DCM samples showed a more heterogeneous picture. The
comparative analysis was made more complicated by the heterogeneous genetic origin, varying ages,
as well as different medication of the patients. Nevertheless it is interesting, that the protein expression
levels of the intercalated discs in healthy control samples showed relatively low variation.

The renewed expression of human EH-(embryonic heart)-myomesin, which had been suggested as a
marker for DCM, could be demonstrated in most of the human failing heart samples. However, since
the protein showed the highest upregulation in the case of arrhythmogenic right ventricular dysplasia,
it cannot be used as a specific marker for DCM.

This diploma thesis also characterized for the first time the subcellular distribution of N-RAP, an
actin-associated protein from the intercalated disc in the human ventricular myocardium. N-RAP
could be found not only at the intercalated disc, but also, with varying amounts, in the Z-discs of the
myocytes, mainly in the periphery as well as close to the nucleus. This localization is different to N-
RAP’s localization in mouse hearts.

Since the exact function of MLP as well as its role in heart disease is still unknown, immunoblot
analyses of MLP levels were conducted in samples from patients with heart failure in final stages. The
MLP expression levels were significantly higher in the left ventricle of patients with an average left

ventricular ejection fraction (LVEf) of 15% in comparison to controls. This suggests that an
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upregulation of MLP does not only occur in hypertrophic cardiomyopathy (HCM), but also indicates a
correlation with decreased LVEf.

Even though this diploma thesis did not yield a universal marker for DCM, immunofluorescence
labeling with highly specific antibodies can give insights into alterations at a subcellular level. This
technique goes far beyond the information level of standard histological stains and can provide useful

data for the explanation of the examined phenotype.
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