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I. Einleitung -1-

. Einleitung

1.1 Kardiomyopathien

Im Jahre 1957 veroffentlichte W. Bridgen einen Betri tGber ,ungewdhnliche
Herzerkrankungénund pragte hier als erster den Begriff der Kardiopathien. Diese
wurden als akute, subakute oder chronische Dysfumdt des Herzens beschrieben, oft in
Zusammenhang mit einer endokardialen oder mancperiardialen Beteiligung, wobei der
atherosklerotische Ursprung ausgeschlossen Wirddeses Konzept wurde zwar von der
.1ask Force* der World Health Organisation und gimtational Society and Federation of
Cardiology on the definition and classification adrdiomyopathies” anerkannt, aber nicht
gleichermaBen ubernomnfenDie Grundziige dieser Klassifikation basierten alefr
Einteilung von Struktur- und FunktionsstérungeSo wurden die Kardiomyopathien als
.Herzmuskelerkrankungen unbekannten Ursprungs®” nasti, und von spezifischen
Herzmuskelerkrankungen bekannten Ursprungs abgagrewie zum Beispiel bei
Infektionskrankheiten,  Systemerkrankungen und nodsdhen- und hereditaren
Erkrankungen. Bei den Kardiomyopathien miussen d&omnare Herzerkrankung, eine
arterielle Hypertonie, kongenitale Vitien, sowie reldappen- und Perikarderkrankungen
ausgeschlossen werdedie zuletzt 1980 von der WHO vorgenommene Eintejlwurde in
den folgenden Jahren noch durch verschiedene Auengénzt. Es sind jedoch urspriinglich
drei Hauptformen bekannt:

1. die hypertrophe Kardiomyopathie mit ObstruktighOCM) und ohne Obstruktion
(HNCM)

2. die restriktive (obliterative) Kardiomyopati{ifOCM)

3. die dilatative Kardiomyopathie, die friher aucls &ongestive Kardiomyopathie
bezeichnet wurdéDCM).

4. arrhythmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathie

1.1.1 Hypertrophe Kardiomyopathie

Die hypertrophe Kardiomyopathist charakterisiert durch links- und/oder rechigrikuléare
Hypertrophie, die normalerweise asymmetrisch vgtliend das interventrikulare Septum mit
involviert’. Hierbei ist typischerweise das linksventrikul&@umen normal bis reduziert. Es
liegt Uberwiegend eine familiare Erkrankung mitcaamal-dominant bedingter Vererbung
vor. Die Krankheit wird haufig von Mutationen inrd&enen der sarkomerisch-kontraktilen
Proteine verursacht Experimentelle und klinische Untersuchungen kennteigen, dass
einige Storungen in der Katecholaminfunktion zuiolSigie der Krankheit beitragénDie
Krankheit beginnt schon in dem sich entwickelndesrzdn und hat ein breites Spektrum in
Bezug auf Verlauf und Prognose.
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1.1.2 Restriktive Kardiomyopathie

Bei der restriktiven Kardiomyopathidiegt eine reduzierte Fillung der Ventrikel undh ei

vermindertes diastolisches Volumen eines oder baséatrikel vor, wobei hier jedoch eine

normale oder anndhernd normale systolische FunktoinWanddicke gegeben ist. Zuséatzlich
kann eine gesteigerte interstitielle Fibrose prasih. Die Ursache flir die restriktive

Kardiomyopathie ist nicht vollends geklart, wobegmere Typen bekannt sind, welche von
idiopathischer Art sein oder in Zusammenhang mitea@n Krankheiten auftauchen kénnen.
Einige Beispiele sind die Amyloidosis, endomyokaleli Erkrankungen mit oder ohne
Hypereosinophilie sowie die endomyokardiale Fibtdse

1.1.3 Dilatative Kardiomyopathie

Die dilatative (kongestive) Kardiomyopathiest die haufigste und zur Zeit wohl die im
Mittelpunkt der Forschung stehende Kardiomyopatbie. Inzidenz der Erkrankung scheint
bevélkerungsabhangig zu sEi® So ist zum Beispiel das Auftreten in Schwarzafrik
deutlich héher als in den westlichen Industriedsskaften. Manner sind etwa dreimal so
haufig betroffen wie Frauen, wobei das Diagnoseatte Durchschnitt bei 40 Jahren liegt.
Die Krankheit kann jedoch in allen Alterstufen aeffer!. So scheint die jahrliche Pravalenz
in Europa bei ca. 36/100.000 zu liegen, welche sdbei Uber 65jahrigen auf bis zu 100
Individuen ansteigt. Die Inzidenz in der Allgemeatwblkerung der westlichen
Industriestaaten liegt zwischen 6-8 Fallen bei @00.Menschen pro Jafir Auch hier steigt
die Anzahl der Falle auf 40 Féalle pro Jahr bei Gtedahrigen. Bei Vorliegen des Vollbildes
der Erkrankung ist sie durch eine globale Herzifiwehz charakterisiert.

Makroskopisch stehen die Dilatation der Herzhohtdme oder mit geringer muskulére
Hypertrophie im Vordergrund. Die histologische Usteehung des Myokards zeigt haufig
hypertrophierte Myozyten und stets eine interskitiEibrosé**°

Nachweislich liegt bei der dilatativen Kardiomydpat eine eingeschréankte
Kontraktionsleistung der Herzmuskulatur mit Vergnifg des enddiastolischen und des
endsystolischen Volumens vor. Dementsprechend isth adie Ejektionsfraktion
herabgeset#t

Ursachlich kann man die Entstehung der dilatatikardiomyopathie nicht auf einen Faktor
reduzieren. Man geht davon aus, dass es sich um \&eléachkonditionierung durch
Einzelfaktoren handélt die bisher nicht in ihrem Zusammmenhang defiriedind. Dazu
werden zum Beispiel auch abgelaufene Virusmyokidett®, toxische Einfliisse, genetische
Dispositionef”?? immunologische Prozesse und auch tibermaRigethalgenuR gezatift
Nur bei ca. 40% aller Falle gelingt es, die Atiagloger Erkrankung festzustellen. Familiare
Formen sind fur ca. 25-30 % verantwortlich. Der daig ist Uberwiegend autosomal
dominant oder, seltener, X-chromosomal.

Beispielsweise ist eine genetische Abnormalitdée dachweislich eine Ursache fur die
familaren dilatativen Kardiomyopathie ist, die Mia des Dystrophins bei der X-
chromosomalen dilatativen Kardiomyopathie.
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Das kardiale Zytoskelett und die extrazellulare iaspielen eine essentielle Rolle bei der
Aufrechterhaltung der zellularen Einheit und der l&iam des Myokards. Anderungen im
Aufbau des Zytoskeletts und der extrazellularenrM&ibnnen daher die kontraktile Funktion
beeintrachtigen. So ist auch bekannt, dass intwdaelgestorte Prozesse, eine veranderte
Genexpression, als Ausgangspunkt fiir die Erkrankamgentscheidender Bedeutung $fhd
Vor allem zytoskelettare und intrasarkomerischednetspielen hier eine gro3e Rolle.

Durch zahlreiche Untersuchungen unserer Forschumggegram gesunden, als auch am
erkrankten Myokard konnten strukturelle Anderunged Beeintrachtigungen von Proteinen
der Kardiomyozyten nachgewiesen werden. Insbesendwmigten Veranderungen der
Sarkomer- oder Gerustproteine mal3gebliche Auswirdnrayf die kardiale

Funktiorf*?® Aus diesem Grund folgte, als logische Konsequerialie friiheren Ergebnisse
mit Titin, die Untersuchung voa-Aktinin, ein Protein mit zentraler Rolle im Sarkem

In immunhistochemischen Versuchen fielen ungewd@heli Akkumulationen von nicht
sarkomerischema-Aktinin in DCM erkrankten Myozyten auf, weswegerrAktinin im
weiteren Verlauf dieser Untersuchung durch zahheid/ethoden intensiviert betrachtet
werden sollte.

Die nachfolgenden Schemata sollen einen Uberbliek die Funktion und die Interaktionen
der Proteine des Kardiomyozyten geben.

1.2  Proteine des Kardiomyozyten

Die folgende Abbildung zeigt den Aufbau des Kardyoayten:

T-Tubulus
Zellkern

Glanzstreifen
Mitochondrium
Sarkomer —
T-Tubulus ‘

sarkoplasmatisches |
Retikulum

Sarkolemm

grine Titinmarkierungen L |
\ I

\ A-Band
B ) \‘\ I-Band H-Zone
Querbriicke \ Z-Streifen M-Linie Z-Streifen

Abb. I Aufbau einer Herzmuskelzelle
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(A) Die gabelférmig verzweigten Zellen sind tber dian@steifen mit den Nachbarzellen
verbunden.

(B) Eine Herzmuskelzelle enthélt zahlreiche Myofibri|l die als kontraktile Komponenten
fungieren. Die Myofibrillen sind aus sich wiederaatien funktionellen Untereinheiten, den
Sarkomeren, aufgebaut.

(Die Abbildung wurde, mit freundlicher Genehmiguags der Dissertation ,Die Rolle von

Titin in der Sarkomerogenese“ von Dr. Veronika Rersubernommen. Fachbereich
Veterenarmedizin der J-L-U Giessen, 2000).

I-Band A-Band I-Band
H-Zone
Z-Streifen M-Linie Z-Streifen
. ' .

-

Abb. 2: Sarkomerstruktur: ElektronenmikroskopiscBéd eines Sarkomers
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(O titin immunoglobulin [ titin Z-repeat G=====—=3 c-actinin
domain

J titin non-modular sequences ®——— nebulin @ phosphorylation

site
Abb. 4: Molekularstruktur der Z-Scheibe und dereant&ninteraktionen. Die sarkomerische
Z-Scheibe, als Bindungsebene fur Aktinfilamenteankert diese und Titinfilamente von
gegenuberliegenden Sarkomerhélften in einem Gge&dunden durcka-Aktinin. Das hier
erwahnte Nebulin kommt jedoch vorwiegend im Skeletkel vor.
(Die Abbildung wurde, mit freundlicher Genehmiguags dem EMBO Journal Vol. 17 No.
6pp. 1614-1624 tibernomnién

Die Proteine in den Kardiomyozyten befinden siclvémschiedenen Kompartimenten die in
der folgenden Tabelle aufgefihrt sind.

Tab. 1:Proteine im Kardiomyozyten (modifiziert na@stin et af)

Kontraktile Aktin, Troponine, Tropomyosin, Myosin
Proteine
Sarkomer- a-Aktinin , Titin, Myomesin, M-Protein, H-Protein,
assoziierte C-Protein
Gerustproteine
Proteine des Intermediarfilamente (Desmin, Vimentin, Keratin)
Zytoskeletts Mikrotubuli (Tubulin)
Zytoskelettares Aktin
Membran- Dystrophin, Vinculin, Talin, Spektrin
assoziierte Proteine
Proteine des Connexin 43, Cadherin, Catenin, Desmoplakin
Glanzstreifens , als
Stabilisierung der
Impulsweiterleitung
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1.2.1 a-Aktinin

Wie schon zuvor erwahnt stamadAktinin bei dieser Studie im Vordergrund des letges.
Untersuchungen in der Immunhistochemie haben ggzdags bei der DCMa-Aktinin-
Akkumulationen auftraten, vor allem das nicht sarkasthea-Aktinin-1. Im Western-Blot
zeigte sich gleichzeitig eine Abnahme der Konzéimnavon kontraktilen Proteinen wie
Aktin und das Myosin.

40ym

Abb. 5: Das Bild zeigt eine fiir den Herzmuskel (DQMgewo6hnliche Akkumulation des
a-Aktinin-1 im Kardiomyozyten, welches hier griinclesnt. Myocyten stellen sich schwarz
dar.

a-Aktinin, ein ubiquitdar vorkommendes, aktin-bindesd Protein mit einem
Molekulargewicht zwischen 94-103 kDa, ist als Homwel aus zwei identischen
Polypeptidketten aufgebaut, die antiparallel zuedes stehen.

Das N-terminale Ende besitzt eine Aktin-bindende Bioe; das C-terminale Ende hingegen
bindet das ebenfalls sarkomerische Protein Fitina-Aktinin  stellt sich im
elektrononmikroskopischen Bild als stabformiges &kal mit einem Durchmesser von 3-4
nm und einer Lange von 30-40 nm4ar
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Bis heute wurden beim Menschen vier verschiedeo®nsien desa-Aktinins und vier fur
die Expression verantwortlichen Gene beschriebwiei die Lokalisation des vierten Gens
noch nicht bekannt 5t

Neben den sarkomerischen IsoformarAktinin-2 und a-Aktinin-3 (beide Isoformen
erscheinen im Skelettmuskel, herzspezifisch istoglad nur a-Aktinin-2) wurde eine
spezifische, nicht sarkomerische Isoform fur glateskulatur &-Aktinin-1) und auch eine
nicht muskulare IsoformatAktinin-4) beschrieben, welche im Gehirn, in Maknagen,
Thrombozyten und Fibroblasten in Kultur gefundenrdes’*® Dariiber hinaus scheinen
heterodimere Formen zwischen den sarkomerischemdfordes Aktinins und der glatten
Muskulatur-Form méglich zu sein, was aber noch niehtlgiiltig geklart i&f. Durch
Sequenzvergleiche der Isoformen konnte gezeigt everadlass alle korrespondierenden
Proteine eine hohe Sequenzhomologie aufweisen8@%), und ein annéhernd gleiches
Molekulargewicht haben. (siehe Tabelle 2)

Tab. 2:a-Aktinin Isofomen

Isoform Vorkommen Homologie| Lokalisation
a-Aktinin-1 | Glatte 1:2» 78,4% | 14q 22-24
(ACTN-1) | Muskulatur 1:3» 78,2%

1:4» 82,6%
a-Aktinin-2 |Herzmuskulatur |2:3» 75,9%| 1q 42-43
(ACTN-2) |Skelettmuskel [2:4» 76,2%
a-Aktinin-3 | Skelettmuskulatur3:4» 76,9%|11q 13-14

(ACTN-3)
a-Aktinin-4 |Nicht muskular [4:1» 82,6%
(ACTN-4) 4:2» 76,2% | Nicht bekannt

4:3» 76,9%

Ein wichtiger Unterschied zwischen den Isoformérdes Befund, dass die Bindungsstelle zu
Aktin bei nicht muskuldren Formen (ACTN-4) Ta&ensitiv ist, bei den sarkomerischen
Formen (ACTN-2/3) jedoch Gkinsensitiv>®>’. Aktinin-1 ist diesbeziiglich noch nicht weiter

untersucht.

In den Sarkomeren quergestreifter Muskelzellen dtiradAktinin die Aktinfilamente auf
Hohe der Z-Scheibe und halt diese auch in eindiilstaPosition. Diese Eigenschaft fihrt
dazu, dass zwei Reihen von Uberlappenden Aktinél@en von gegensatzlichen Polaritaten,
die von zwei angrenzenden Sarkomeren ihren Ausgaignen und an der Z-Scheibe
verankert sind, durch das Aktinin zusatzliche Sitabierfahren.

Mit ca. 5% des Gesamtproteinanteils der Sarkomemnelef a-Aktinin sich in der
Herzmuskulatur sowohl in den Z-Streifen, als auch den Glanzstreifen, welche
elektronenmikroskopisch gut erkennbare ZellgrerdmnHerzmuskulatur darstellen, in deren
Bereich die Faserenden eng verzahnt sind.

Darlber hinaus spiekl-Aktinin eine wichtige Rolle als Verbindungssticwigchen Aktin
und der Zellmembran, bindet Integrine und etabligsomit eine Interaktion zwischen
intrazellularem Milieu und extrazellularer Matifc®,
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Wie bereits in Abb. 4 erlautert wurde vernedzAktinin in der Herzmuskulatur die Aktin-

und die Titinfilamente der beiden benachbarten Sagke im Z-Streifen und verankert sie
auch am Zellende im Glanzstreif€nNeben den stabilisierenden Funktionen im Zytastkel

wird a-Aktinin auch eine wichtige Rolle in der Sarkomezngse zugesprocten

Ausgehend von dem Befund der ungewdhnlichen Ansamgnion a-Aktinin-1 in den
Kardiomyozyten bei DCM-Patienten war das Ziel uas&dntersuchungen, die Expression
der verschiedenera-Aktinin Isoformen bei dilatativer Kardiomyopathiéestzustellen.
Besonderes Interesse galt dabei den nicht sarkechen Formen (ACTN1 und 4) und deren
Manifestation auf mMRNA- und Protein Ebene.

In allen Fallen stammte das untersuchte Gewebéanmsnem linksventrikularen Myokard
von Explantaten und wurde fur den Northern-Blot,sééen-Blot und die Immunhistochemie
verwendet. Mit Hilfe der quantitativen Auswertungnden dann die vorliegenden Ergebnisse
ermittelt, zusammengefasst und diskutiert.

Das folgende Schaubild soll als Uberblick (iber fdigende Versuchsanordnung und deren
Absicht dienen.

Immunhistochemie mit a-Aktinin-1 Akkumulationen
konfokaler Mikroskopie in Kardiomyozyten.

Expression der
a -Aktinin Isoformen
in DCM

Protein-EbeneAMestern-Blot

/

Zeitliche und ortliche Einordnung
der Isoformen-Expression

N

RMNA-EheneMorthern-Blot

Molekularbiologie | —




Il. Material und Methoden

[I. Material und Methoden

2.1  Gewinnung der Gewebeproben

Das Material wurde direkt im Operationssaal aus demder Transplantation gewonnenen
linken Ventrikel entnommen, d.h. aus der freien Wand ohne Anteile der Papillarmuskeln,
umgehend in flussigem Stickstoff eingefroren, umd Anschluss bei —80°C bis zur
Weiterbehandlung aufbewahrt. Fur die einzelnen Mgt wurde das Gewebe ohne
chemische Weiterbehandlung direkt aus dem gefrar@nstand verwendet.

Sofern nicht anders angegeben, wurden die MethodeRraparation und Analyse von DNA
und RNA, gegebenenfalls unter entsprechenden Muetifingen, gemafl den Angaben von
Sambrook? sowie Ausubéf und Mitarbeitern durchgefiihrt. Dies gilt ebensodile weiteren
Versuche, bei denen unter anderem Protokolle dennkerziell erworbenen Produkte
einzelner Firmen verwandt wurden.

2.2 Patienten

Es wurden 17 Patienten mit Linksherzinsuffizienfolige dilatativer Kardiomyopathie und
drei Kontrollen von nicht transplantierten Herzentemsucht. Als Kontrolle fur glatte
Muskulatur dienten vier Gewebeproben der linkeeratthoracica interna. Alle klinischen
Daten sind in der Tabelle 3 zusammengefasst. Diedtienten (siehe Tabelle) hatten eine
terminale Herzinsuffizienz (EFE 20%, ejection fraction, Ejektionsfraktion) und \en
deshalb transplantiert. Nach initial massiver Rilimin erhoht sich der LVEDP im
Endstadium (left ventricular end-diastolic pressliriksventrikularer enddiastolischer Druck)
als Folge einer erhohten Steifigkeit des linken tviikals durch zunehmende Fibrosierung und
stellenweise hypertrophe Kardiomyozyten. Dies tzigtReduzierung der EF bei.

Bei dem ventrikularen Kontrollgewebe handelte &b sim Spenderherzen, welche fir eine
Transplantation vorgesehen waren, jedoch im Folgencicht transplaniert wurden. Die
klinischen, hAmodynamischen Parameter jeder Kdatb@fanden sich altersentsprechend im
Normbereich (siehe Tabelle). Alle Kontrollgewebenkten auch schon in friheren Studien
als adaquate Kontrollen herangezogen werden.

Die wichtigsten hAmodynamischen Daten der Patieimielen sich in der folgenden Tabelle.

Tab. 3: Klinische Daten der Patienten

Anzahl der LVEDP PAP LVEDD

Patienten |Geschlecht Alter |(mmHg) |EF (%) |Mean (mm)
(mmHg)

DCM 16 m/1w|50.848.3 | 29.1+9.1] 16+3.9 30.1+8/5 69.9+5.6

(n=17)

Kontrollen |3 m 48110 8-12 65-70 | 15-18 35-56

(n=3)
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Das folgende Schaubild soll den im Folgenden bésobnen Aufbau und Ablauf der
Versuche darstellen.

Versuchsaufbau

Molekularbiologie Oligonukisolid-Hybridisierung;
|sofonmen-spezifische Qligonukleotide;
antiAl

antiaz a-Aktinin-1

antiA3

antiB1 n-Akdinin-2

antic1  g-Aktinin-3
Northern-Blot antiDl y_aktinin-4 Quantifizierung der
— Isoformem-Expression
cONA-Rhybricisiarung: auf RMA-Ebene
cDMA-Sonden: =

o-Aktinin-1,- 2,- 3, -4 cOMNA

Oligonuklesotid-Primer Verifizierung der
PCR Gleiche Oligonukleotice verwendaten
wie im Morthern-Blot Primer/ Qligonuklectide

Immunhistochemie

Sarkomerischer / a - q
nicht sarkomerische Antikarper, dannhaering Gel
Western-Blot BM-75.2 -ARtRin-1 —= Isoformem-Expression

E&-53 a-Aktinin-2 auf Protein-Ebene
MNCC-LU-B3Z  o-Aktinin-4

Immunodetektion
mittels konfokaler Fluorescein-markierte Anitkérper Detektion von Proteinen
Mikrnsknpie Gleiche Antikdrper wie im YWestern-Blot i Kardiomyozy’[en

2.3  Praparation und Analyse von RNA

Die im Folgenden beschriebene Analyse von RNA ddexih Northern-Blot ist eine Methode,
bei der die spezifische Markierung von RNA-Sequengeirch die Hybridisierung mit
komplementaren Sonden moglich ist. Hierzu wirdrdieh Grof3e aufgetrennte RNA auf eine
Membran Ubertragen. In unserem Fall wurden Oligeentidsonden, hier spezifische
Vertreter der einzelnen mRNA's, und cDNA-Sonden ladghsignifikant komplementére
Strange der ursprunglichen mRNA benutzt.
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2.3.1 Isolierung von totaler RNA
Material

Guanidiniumthiozyanat ($1sN4S), Roth GmbH Karlsruhe
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat (GHsNagO;2H,0), Roth GmbH Karlsruhe
N-Lauroylsarcosine Natrium Salz 0,5%

2 Mercapto-ethanol ({Es0s), Roth GmbH Karlsruhe
Trichlormethan/Chloroform (CHG), Roth GmbH Karlsruhe
Isoamyalkohol (gH120), Roth

Aqua-Roti-Phenol (fir RNA-Isolierung), Roth
2-Propanol-Isopropanol ¢850), Roth

Na-Acetat (GH3NaG,), Roth

Ethanol absolut, Riedel-de Haen

flissiger Stickstoff

15 ml Polypropylene Round Bottom Tube 17x100 mm pNoogenic, Falcon
Vortexer

Homogenisator Ultra-Turrax T 25, Janke-Kunkel, IKAbortechnik
1,5 ml Eppendorf Reaktiongefalie

Morser und Schale

Zentrifuge Sorvall RC5B, Du Pont Instruments

Methode

Die Guanidinium-Phenol-Chloroform-Methode wird sowatur RNA-Isolation aus Zellen,
als auch aus Gewebe angewandt. Das folgende PHobalszhreibt die RNA-Isolation aus
0,15 g humanem, linksventrikularem Myokard. Dselierung von totaler RNA erfolgte
nach der von Chomzynki und Sacchi beschriebenemddéY’, die eine hohe Ausbeute und
Reinheit bei Einsatz kleiner Gewebemengen erméglicBu Beginn wird eine
Denaturierunglésung (,Stocklésung®) je nach berétig Volumen angesetzt. Bei 100 ml
besteht diese aus 47,25 g Guanidiniumthiozy@adkonzentration 4M), 2,5 ml Na Citrat
und 0,5 g Laurylsarcosyl-Na-Salz.

Zur RNA-Isolation wurde die genannte Gewebemengektliaus flissigem Stickstoff in ein
14 ml Polypropylen-Réhrchen mit 2 ml Guanidiniumieufisothiocyanat-Losung (4M
Guanidinium-Isothiocyanat), 25mM Natriumcitrat pH @,5% Natrium-Sarcosyl, 0.1 M
Mercaptoethanol eingewogen und mit Hilfe des UfRarax T25 homogenisiert. Zum
Homogenat wurden 0,3 ml 2M Natriumacetatlosung @Hhinzupipettiert, gut geschittelt
und 15 min. auf Eis inkubiert. Danach wurden dieden mit einer Gro3raumzentrifuge fur
40 min. bei 10000 rpm und 4°C abzentrifugiert unid dbere Phase in 15 ml Falcon-
Rohrchen dberfuhrt. Durch Zugabe von 3 ml Isopropavurde die RNA tUber Nacht bei —
20°C prazipitiert. Am néchsten Tag wurde die RNAT@#000 rpm und 4°C fir 15 min. in der
Sorvall-Zentrifuge zentrifugiert und das entstandee#et mit 70%igem Ethanol gewaschen.
Anschlie3end wurde das Pellet in 280Guanidinium-Isothiozyanat-Losung gel6st und in ei
1,5 ml Eppendorfgefald Gberfuhrt.
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Es erfolgte die Zugabe von 508 Isopropanol, wodurch die RNA nach 3 h bei —20°C
prazipitiert und danach durch Zentrifugation bei 4@ 14000 rpm pelletiert wurde. Das
Pellet wurde im Folgenden zweimal mit 70% Etharelgschen, vakuum-getrocknet und in
100m Aqua dest. fur 10 min. bei 65°C im Schittelinutdragelost.

2.3.1.1 Photometrische Konzentrationsmessung
Material

Préazisionklvetten aus Quarzglas, Hellma, MAGV Lgkdoite
Photometer Ultrospec Plus, LKB Biochrom, Pharm&asystems

Methode

Die RNA-Konzentration wurde durch Extinktionsmesgtoei einer Wellenlange von 260 nm
bestimmt. Eine OR,von 1,0 entspricht einer RNA-Menge von d@/ml. Die Reinheit der
RNA-Praparation lasst sich tber die Ratio MD,g, ermitteln, die einen Wert zwischen
1,8 und 2,0 einnehmen sollte. Zur Stabilisierurfglgte die Zugabe von 2,5 Vol. Ethanol,
und die RNA wurde bei —80°C gelagert.

Nach der photometrischen Messung wurde mit folgenBermel die auf das Gel
aufzutragende Menge errechnet:

Extinktion (260nm) x Verdiinnung in Kivette x 40
1000

=ng RNA /m H,0

2.3.2 Transfer von Nukleinsauren auf Membranen (Bltien)
2.3.2.1 Formaldehyd-Agarose-Gelelektrophorese
Material

Agarose (Seakem LE, Biozym, Hameln)

10 x MOPS-Puffer ( 0,2 M MOPSRoth, Karlsruhe], 50 mM Natriumacetat, 10mM
EDTA, pH7)

Aqua dest.

Erlenmeyerkolben

Formaldehyd (37%, Merck, Darmstadt, Endkonzentradi@é M)

Probenpuffer (7501 deionisiertes FormamidGibco BRL, Eggenstein], 15@1 10 x

MOPS-Puffer, 240 Formaldehyd, 1004 Glyzerin, 8 mg Bromphenolblau auf 1,5 ml mit
Aqua dest)

Ethidiumbromid (1mg/ml)



Il. Material und Methoden -13 -

RNA-Molekulargewichtsmarker, Promega
- Fragmentgrof3en (kb): 6583, 4981, 3638, 2604, 19883, 955, 623, 281
Elektrophoresekammer

Methode

Die RNA wie auch die DNA wandert aufgrund ihres aig geladenen Zucker-Phosphat-
Gerlstes im elektrischen Feld, was die Auftrennutgy RNA ihrer Grél3e nach im
denaturierenden Formaldehydgel ermégfithie kleiner das aufzutrennende Fragment ist,
um so hochprozentiger muss das Gel sein. In diesdinwvrde ein 1%iges Gel benutzt. Dazu
wurden 2 g Agarose und 20@i A. dest. in einen Erlmeyerkolben im Mikrowellemtie
aufgekocht und vollstdndig gelost. Nachdem die Agelbsung auf 50°C abgekihlt war,
wurden 5,2 ml Formaldehyd dazugegeben, die Losun@ime vorbereitete Gelkammer
gegossen und ein Probenkamm eingesetzt, nachdese dié ,RNAse Away“gereinigt
worden war.

Es wurden nun, nach erfolgter RNA-Konzentrationmgsul5 ng RNA in einem sterilen
Eppendorfgefald vakuum-getrocknet und in rfi2Probenpuffer und Im Ethidiumbromid
gelost. Die Denaturierung der RNA-Proben erfolgiecd 15-mindtige Inkubation bei 65°C.
Die Proben wurden auf Eis abgekihlt und anschliéfiarf das Gel aufgetragen. Ebenso
wurde der Probenpuffer behandelt, der auch auf@Gsaufgetragen wurde, um auch fur
diesen gleiche Laufeigenschaften im Gel zu ermbghc Die Gelelektrophorese wurde je
nach verwendeter Elektrophoresekammer bei 60-108itvVix MOPS-Puffer durchgefihrt.
Jedes Gel wurde, um die Reproduzierbarkeit derdfigee zu testen, mindestens einmal
wiederholt, geblottet und anschlieRend bei NortH&lot-Hybridisierungen eingesetzt (siehe
folgende Kapitel).

Vor dem Blotten wurde das Gel noch mittels eindaRad-Kamera fotografiert.

2.3.2.2 Kapillar-Blot
Material

10 x SSC (1,5 M NacCl, 0,15 M Tri-Na-CitrilercK, pH 7,0 mit HCL einstellen
Nylonmembran (Hybond NAmersham

Whatman3MM-Papier

Papierticher, Filterpapier

2 flache Schale

auf Schalen passende Bricke

Glasplatte

Gewicht

Transluminator (Herolab, UVT 2035)

UV-Stratalinker 1800 (Stratagene, Heidelberg)
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Methode

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Ggéwieils 10 min. in A. dest. sowie 20
x SSC zur Entfernung des Formaldehyds gewaschen.

Bei dieser Art von Blot handelt es sich um einenpikar-Blot, der mit Hilfe der
Kapillarkrafte Nukleinsauren, in diesem Fall die RKRNvon dem Gel auf die Membran
transferiert.

Fur den Kapillar-Blot wurde eine ca. 8 cm hohe Slehaus saugfahigen Papiertiichern, die
mindestens die Grof3e des zu blottenden Gels hadtgéneiner Glasplatte gestapelt. Die
Glasplatte verband zwei einander gegenuberliegent&0 x SSC geflllte Pufferreservoire.
Dem Gel angepasst wurden in gleicher Gro3e drei nayjgatman3MM-Papier und eine
Nylonmembran zugeschnitten und auf die Papiertiighkagt, nachdem alles in A. dest. und
spater in 10 x SSC getrankt wurde. Auf diese Nylemiran wurde das Gel mdglichst ohne
Luftblasen platziert. Danach wurde der Teil des Npier, der nicht in Kontakt mit dem Gel
stand, mit Frischhaltefolie abgedeckt, um zu vetéin, dass der Puffer aus dem Reservoir
direkt in die Papiertlcher lauft.

Anschlie3end wurden zwei in 10 x SSC getrankteifstre8MM-Papier auf das Gel geleqt,
welche grol3 genug waren, um das Gel vollstandigpemecken und an den Seiten in beide
Pufferreservoire reichten. Zum Schluss wurde eitesi@atte auf den Stapel gelegt und mit
einem Gewicht beschwert.

Hierbei ist zu beachten, dass der ausgetibte Cauicllas Gel nicht zu stark ist, da ansonsten
die Struktur des Gels zerstért und die Poren gebtawirden. Ist dies der Fall, wird der
Transfer der RNA auf die Membran reduziert oderasogerhindert. Um die Kapillarkrafte
optimal zu verstarken, wurde ein Gewicht von cadcrd auf die Glasplatte aufgelegt. Der
Transfer erfolgte mit diesem Aufbau innerhalb eidegraums von 12-18 Stunden.

~__— Glasplafte mit Gewicht
— Gel

__— Nylon-Transfermemlboran

L
1

Frischhaltefolie

Ll [

—— Whatman3MM-Filterpapier

1
|

|

i
I
i
|

l
X
I

Papierticher

|F

u}i'{u'l‘

- #‘HTT ’1 'F Behditer mit Salzlosung
L . .

(10x85C)

Abb. 6: Schematischer Aufbau eines KapillarblotsiEn RNA-Transfer auf die
Nylonmembran.
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Nach dem Blotten wurden das Gel und die Membrandam Transilluminator auf den
vollstandigen Transfer, besonders der hochmole&nl&NA, untersucht. Die Nylonmembran
wurde kurz in 2 x SSC gespiilt und an der Luft gidnet. Die Fixierung der RNA aus der
Membran erfolgte durch UV-Licht mit einem UV-Crds&er bei 120 mJ/cfn Die Positionen
der 28S und 18S rRNA wurden unter UV-Licht mit emeBleistift auf der Membran
markiert. Die Lagerung der Membran erfolgte im Demkkwischen zwei Lagen Whatman
3MM-Papier.

2.4. Northern-Blot-Hybridisierung

2.4.1 Isolation von Hybridisierungssonden (CDNA)
2.4.1.1 Insertpraparation und Fragmentisolation
Material

Aktinin 1-Sonde: - PCR-Produkt, Plasmid # 263, BXardiologie, Bad Nauheim
- Vektor: pGEM-T Easy, Promega
- schneidendes Enzym: Eco R1, Promega
- Puffer: Multicore 10x Puffer, Promega
- Bovine Serum Albumin-Acetylated (BSA), Promega
- H,O
Aktinin 2-Sonde: - PCR-Produkt, Plasmid # 81590/ehtre, NIH, USA
- Vektor: pBluescript, SR
- schneidendes Enzym: Eco R1, Promega
- Puffer: Multicore 10x Puffer, Promega
- Bovine Serum Albumin-Acetylated (BSA), Promega
- H,O
Aktinin 3-Sonde: - PCR-Produkt, Plasmid # 37, Bkardiologie, Bad Nauheim
- Vektor: pGEM-T Easy, Promega
- schneidendes Enzym: Eco R1, Promega
- Puffer: Multicore 10x Puffer, Promega
- Bovine Serum Albumin-Acetylated (BSA), Promega
- HO
Aktinin 4-Sonde: - PCR-Produkt, Plasmid # 4 Ubestgisvon T. Yamada, Tokyo, Japan
- Vektor: pBK-CMV, Stratagene
- schneidendes Enzym: Eco R1, Promega
- Puffer: Multicore 10x Puffer, Promega
- Bovine Serum Albumin-Acetylated (BSA), Promega
- HO
18 S: - PCR-Produkt, Plasmid # 180, Exp. Kardi@pBad Nauheim
- Vektor: puC830
- schneidendes Enzym: Eco R1/ Bam H1, Promega
- Puffer: Multicore 10x Puffer, Promega
- Bovine Serum Albumin-Acetylated (BSA), Promega
- H,O
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Gelvorbereitung: - 10 X TBE (1.0M Tris, 0.9M Boh#&ge, 0.01M EDTA),
Gibco BRL
- Agarose, Seakem GTG, BMA
- Ethidiumbromid 10mg/ml
- Elektrophoresekammer und Kamm
Fragmentisolierung: - Skalpell
- Ultraclean 15 DNA-Purification Kit, MO Bio LabDQianova

Methode

Nachdem das passende Pipettierschema fur die e@mz®lektoren zusammengestellt worden
war, wurden die verschiedenen Reagentien der @ezelSonden in einer bestimmten
Reihenfolge zusammengegeben. Fir die oben genadatearen (Aktinin-1, -2, -4 und 18S)
waren die Anséatze aquivalent.

Es war darauf zu achten, dass jeweils ein dem Gewdes Geldstiickes entsprechender
Ansatz erstellt wurde.

Bsp. (gerechnet auf 161): - Wasser = 74,5
- Puffer =10,0m
- BSA =10m
- Plasmid = 11,5 (entsprechend der Konz.)
- Enzyme =3,0n

Wichtig hierbei war, dass die Enzyme erst zum Sshhinzugegeben wurden.

Der Ansatz wurde dann fur einige Sekunden in eifischzentrifuge abzentrifugiert und
anschliel3end fur 2h bei 37°C inkubiert.

Wahrenddessen wurden 40 ml 1 x TBE und 0,4 g Agarosinem Mikrowellenherd bis zum
Kochen erhitzt. Auf ca. 60 °C abgekuhlt wurdemi Ethidiumbromid direkt in die Gellésung
gegeben und die Losung in die Form ausgegossen.

Nach der Inkubationszeit pipettierte man den kotgreAnsatz mit 20t DNA-Ladepuffer

in die Tasche des Gels. Die Gelelektrophorese wWoed80-90 V fir 30 min. durchgefuhrt.

Im Anschluss wurde der Insert-Gelstreifen unter eeinJV-Lampe aus dem Gel
ausgeschnitten und die DNA nach dem Genclean-Rsthtodn ,BIO101" aufgereinigt.
Entsprechend dem Gewicht des Gelstlucks (8,1¢0mM) wurde das 4,5fache Volumen an
Nal und ¥2 Volumen an TBE-Modifier hinzugegeben, wasDNA von der Agarose trennen
und diese auflosen sollte. Um die DNA zu eluieramurden 7m der Eluationslésung
hinzugegeben und kurz abzentrifugiert. Das entstamdPellet wurde dann dreimal mit einer
Waschlésung gewaschen und anschlieRend m B0asser aufgenommen.
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2.4.2 Kommerzielle Oligonukleotide

Diese zur Northern-Blot -Hybridisierung benutztetigdnukleotide wurden mittels eines
Sequenzvergleichs in einer oOffentlich zugéanglichBatenbank ausgesucht und zur
Herstellung beMWG-Biotech (Ebersbergn Auftrag gegeben.

Hierzu wurden die von den Proteinen bekannten mRMAStellen untersucht, die diese von
anderen mRNAs zu einem moglichst hohen Prozenssaézscheidbar machte. Diese Stellen,
meist ca. 20 Nukleotide lang, wurden dann als Anse-Nukleotide zur Hybridisierung
eingesetzt. Zur Kontrolle wurden ebenso die Sensdedtide benutZf.

Tab.4: Isoformen-spezifische Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz ('5-37) Position in Schmelz
(Nr. in der Genbank) MRNA temperatur
a-Aktinin-1 (sense)
(# NM001102.2)

# Al CATTATGATTCTCAGCAAACCAAQL18-141) 57,6°C
# A2 TACCACGTCAATATGGCGGGC |(1854-1875) | 64,0°C
4 A3 GATATTGGCAACGACCCC (2452-2469) |56,0°C

a-Aktinin-1 (antisense)
(# NM001102.2)

# antiAl GTTGGTTTGCTGAGAATCATAAT(@E 18-141) 57,6°C
# antiA2 GCCCGCCATATTGACGTGGTA |(1854-1875) |64,0°C
# antiA3 GGGGTCGTTGCCAATATC (2452-2469) |56,0°C
a-Aktinin-2 (antisense)
(# M86406)
# antiB1 CTGATTCTGATGTTGTAGCTCTGAM28-1954) |61,9°C
TC
a-Aktinin-3 (antisense)
(# M86407)
# antiC1 CTTCCGCTTTTATTGCATTCTGAI@878-2909) [66,9°C
GGATGAG
a-Aktinin-4 (antisense)
(# M95178)
# antiD1 GCGACTATGTGTGTCAGAGAGCCI®R1-1541) |64,2°C
18S

(#AF508121) |CGGAACTACGACGGTATCTG |(1316-1336) |67,6°C




Il. Material und Methoden -18 -

2.4.3 Radioaktive Markierung der Sonden
2.4.3.1 Markierung von cDNA mit[a-**P]dCTP
Material

Sonde (ACTN 1,2,4 cDNA)

Steriles Wasser

Rediprime ll-random prime labelling kikmersham Pharmacia Biotech
[a-**PldCTP

Thermoblock 37°C

Thermoblock 95°C

Whatman DE81-Papier

0,5 M KH,PQ, ( Merck, Darmstadt)

Methode

Das Prinzip dieser Markierung ist das ,random pmigfii(Feinberg und Vogelstein, 1983). Es
beruht darauf, dass Hexanukleotide verschiedengZiggammensetzung mit dem zu
markierenden DNA-Fragment hybridisieren und dem nkie-Fragment der DNA-
Polymerase | als Start dienen. Die Polymerase stistért einen komplementéren Strang zur
Zielsequenz, wobei radioaktiv markierte Nukleotidgeingebaut werden, in diesem Fall das
[a**P][dCTP. Zur Markierung der cDNA-Proben, die durch Ham radioaktiver
Desoxynukleotide wahrend der DNA-Neusynthese etrfolgrde das ,rediprime 1I-Kit* von
Amershanverwendet.

Ermeutes Erhitzen zur Trennung der Doppelstrange

@ , : o oI [ | [ | l )
G ) — ()
Primer Hexanukleotide [32P]-dCTP Klenow-Fragment

Abb. 7: Prinzip des ,Random Priming“ nach Weinbengd Vogelstein (abgeéndert nach
Invitrogen-NuPage-Protokoll)
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Die cDNA-Sonde wurde mit sterilem Wasser auf eimeentration von 50 ng verdiinnt
(meist It cDNA + 45mM Wasser), 5 min. bei 95°C denaturiert, also estz&hgig gemacht,
und auf Eis abgekiihlt. Zu dem Ansatz wurden numi 4a-*3P]dCTP hinzugegeben und
dieser fur 10 min. bei 37°C inkubiert.

Um die Reaktion zu beenden und die Doppelstrangeerunen wurde die Probe erneut auf
95°C fur ca. 5 min. erhitzt und bis zur Hybridisieg auf Eis gestellt.

Zur Quantifizierung der Markierungsreaktion, d.ar Kessung der Menge der inkorporierten
Nukleotide, wurde Ir des Ansatzes auf ein Ende eines 10 cm langernfeiseWhatman
DES81-Papier getropft, welches im Gegensatz zu ninttrporierten Nukleotiden bindet. Der
Papierstreifen wurde zwischen zwei Objekttragefdegaknt und in eine Pufferwanne mit 0,5
M KH.PQO, als Laufpuffer gehangt. Die nicht inkorporiertemkdieotide wanderten mit der
Laufmittelfront, wahrend die DNA an ihrer Auftragusstelle zurtickblieb. Nach Beendigung
der Papierchromatographie wurde der Papierstreifgar Rotlicht getrocknet und in einem
Szintillationréhrchen mittels Cerenkow-Strahlungngssen. In der Regel wurden 70-90% der
eingesetzten Radioaktivitat inkorporiert mit eispezifischen Aktivitat von etwa $@pm#rg
DNA.

2.4.3.2 Hybridisierung der Membran bei[a-**PJdCTP-Markierung
Material

Hybridisierungslosung: - 5 ml deionisiertes Formau®s0%

- 2 ml Dextransulfat 10%

- 0,5 ml SDS 10%

- 2 ml 5M NaCl

- steriles Wasser

- 400m denaturierte Heringsperma-DNMerck
Hybridisierungsrohre
Hybridisierungsofen (42°CBachhofer

Methode

Die geblottete Nylonmembran wurde nun samt der ynddisierungslosung, welche der
oben angegebenen Hybridisierungslosung entspiiichgjne Hybridisierungsrohre gegeben,
entstandene Blasen weggedrickt und inkubierte beichgnéliger Rotation in einem
entsprechenden Ofen bei 42°C fur mindestens 4h.\ldsmen an einzusetzender Pra /
Hybridisierungslosung errechnete sich nach folge@leichung:

ml Hybridisierungslésung = 0,2 x Flache der Memb¢ant)

Nukleotide, die nicht spezifisch gebunden haben,rde® durch das in der
Hybridisierungslésung enthaltene SDS weggespuls. Bamamid erhéht durch Aufbrechen
der Wasserstoffbriicken der RNA die Stringenz, wokldrei relativ niedriger Temperatur von
42°C hybridsiert werde konnte. Nach ca. 4 h wurde chdioaktiv markierte Sonde
zugegeben. Bei 42°C lieR man die Membran dann heisd6 und 24 h hybridisierén
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2.4.3.3 Markierung von Oligonukleotiden mit[g*?P)ATP
Material

1 m von jeweiligem Oligonukleotid (10pmalt) siehe 2.5.2
5m 10 x Ts-Polynukleotidkinase-PuffeRromega

2 m T4 PolynukleotidkinaseRromega

36 ni steriles Wasser

6 m [g->P]ATP

20m EDTA

Chroma Spin-KitClontech

Methode

Die meistgenutzte Reaktion bei der Markierung volig@dukleotiden ist die 5-End-
Markierung mit einer Polynukleotidkinase. Das Enzlatalysiert hierbei den Transfer von
einem g-Phosphat-Molekil des Ribonukleosid 5 -triphospbaaf die 5 -hydroxyl-Gruppe
des Oligonukleotids, wobei dfg**P|ATP das Phosphat-Molekiil zur Verfiigung stellt.

Die oben aufgefiihrten Materialien wurden zusammegin 2 ml Eppendorf-Gefal3 pipettiert.
Die Sonde, hier das Oligonukleotid, wurde mit eirttonzentration von 10 pmaoif
eingesetzt. Es wurde aufRerdem darauf geachtet,ditagolynukleotidkinase erst kurz vor
Auftragung der Radioaktivitat zugegeben wurde. BieSnsatz inkubierte anschlieBend fur
30 min. bei 37°C. Beendet wurde die Reaktion damsldZugabe von 261 EDTA.

Um den Ansatz nun von Kontaminationen, wie SalzPo)ysacchariden und freien
Nukleotiden, zu reinigen, wurde dieser durch eieés@ule zentrifugiert.

Das Prinzip basiert auf der Gelfiltrationschromasgipie, bei der stérende Molekile durch
die in der Gelsaure vorhandenen Harze selektivckgehalten werden, abhangig von der
Molekulgrofie.

Molektle, groRer als die eigentliche PorengroRedere von den Harzen ausgeschlossen und
schnell durch das Gelbett gefuihrt, wahrend manSdiele kurze Zeit zentrifugiert. Kleinere
Moleklle hingegen werden zuriickgehalten.

2.4.3.4 Hybridisierung der Membran bei[g*’P]JATP-Markierung
Material
Hybridsierungslosung: 10 ml ExpressHyb Hybridisat8mution,Clontech

Hybridisierungsrohre
Hybridisierungsofen, 42°C
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Methode

Auch hier wurde die benutzte Nylon Membran nun oeim kommerziellen Puffer, der

sowohl als Prahybridisierungslosung als auch zuoridisierung benutzt wurde, zusammen
in eine ROhre gegeben. In dem Hybridisierungsofekubierte die Membran bei

gleichmaRiger Rotation ca. 30 min. Danach wurde géeeinigte Sonde aufgetragen und
ebenfalls bei 42°C fur 1 h inkubiert.

2.4.4 Stringentes Waschen der Membran

Material

Waschlosung I: -1 x SSC

- 0,1 % SDS
Waschlosung 1I: - 0,1 x SSC

- 0,1 % SDS
Waschlosung 111 - 0,01 x SSC

- 0,1 % SDS

Schuttelwasserbad, SW-20C, Julabo
Folie zum Einschweil3en
Rontgenfilm X-Omat AR, Kodak
Filmkassette

Verstarkerfolie
-80°C-Tiefkuhlschrank

Methode

Die Membran wurde folgenden stringenten Waschungeerworfen:

1 x 5 min. bei Raumtemperatur mit Waschlosung k 20 min. bei 40°C ebenfalls mit
Waschlosung | und je nach Stérke des Hintergrundfsgin seltenen Fallen mit der zweiten
Waschlosung. Die feuchte Membran wurde in Frisdefale eingewickelt, in eine

Rontgenkassette gelegt, der Rontgenfilm aufgelegt i —80 °C, je nach verwendeter
Sonde und Waschvorgang, zwischen 2 h-20 h, manclsogr bis zu einer Woche,
exponiert.

War die Quantifizierung des Signals abgeschlosgennte die Membran dehybridisiert
werden. Hierzu wurde die Waschlosung Il bis zumcl@n erhitzt und direkt auf die
Membran gegeben, was nétig war, um die Membran malsr hintereinander zu

hybridisieren. Aus Kontrollzwecken erfolgte zum &dhdie Hybridisierung mit einer 18S
cDNA-Probe.
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2.4.5 Quantifizierung
Material

PhosphorimageMolecular Dynamics, Freiburg
ImageQuant Software

Methode

Durch das Auflegen eines Rontgenfilms auf die hiibrerte Membran kam es wegen der
ausgehenden Strahlung-(und -Strahlung) zu einer Schwarzung des Films. Nach der
Hybridisierung wurden die, durch die Schwarzungsemdenen Signale mit Hilfe des
Phosphorimagers unter Gebrauch der dazugehdrigewegBefquantifiziert. Zur Auswertung
kamen nur die Folien mit derselben ExpositionsZ@ie Ergebnisse wurden normiert, um
eventuelle unterschiedlich geladene Mengen an RNAertcksichtigen. Dazu wurden die
Werte fur jedes Hybridisierungssignal durch die e@egsprechenden 18S rRNA Signals
dividiert. In allen Fallen, sowohl im Western-, a#aich im Nothern-Blot, wurde die
Membranen mindestens dreimal mit derselben Sonde&hegsweise demselben Antikorper
inkubiert. Der Mittelwert der Daten, die fur die oBen des linken Ventrikel der
Kontrollherzen ermittelt wurden, wurde als 100%ndtdisiert.

2.5  Polymerasekettenreaktion

In unserem Fall wurde die PCR eingesetzt,dienOligonukleotidsonden in ihrer Spezifitat zu
verifizieren. Als Ausgangsmatrize zur Herstellung dBNA diente die schon vorhandene,
aus dem Myokard gewonnene RNA. Die bekannten Oligl@otide kamen als Primer zum
Einsatz, um Anfang und Ende des definierten, zuigkéltigenden Abschnitts festzulegen.

2.5.1 Reverse Transkriptase
Material

4 m 10 x Puffer RT (Reverse Transkriptas@)agen

4 m dNTP Mix, Qiagen

4 m Oligo-dT Primer (1@M), Qiagen

2 m RNase-Inhibitor(10 Uf), Promega

2 mt Omniscript Reverse Transcriptasgyjiagen

7 m steriles Wasser

RNA-Matrize (aus genanntem Myokard gewonnene RNA),
siehe Kap.2.4

Inkubator
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Methode

Als Vorlage diente das Protokoll ,Omniscript Rewerfranscriptase” von Qiagen. Hierzu
wurden die oben genannten Reagenzien zu einem @adamen von 40m zusammen
pipettiert und der Ansatz bei 37°C fur 60 min. iblart. Im Anschluss wurde dieser nochmals
fur 5 min. bei 93°C inkubiert um die Reaktion ziebden. Die so gewonnene cDNA konnte
nun als DNA-Vorlage fur die PCR-Reaktion eingesetetden. Die cDNA wurde bei —20°C
aufbewabhrt.

2.5.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Material

PCR-Eppendorfgefalie

25m Tag-PCR Master MixQuiagen

18 ni steriles Wasser

2 m cDNA

2,5m Primer A (#A1, #A2)

2,5m Primer B (#AntiA2, #AntiA3)
Temperaturwechselgerat fur PGRycler®, BIORAD
QIAquick PCR Purification KitQIAGEN

Methode

Bei dieser Methode nutzt man bestimmte Eigensamader DNA-Replikation. Die DNA-
Polymerase bedient sich der Einzelstrang-DNA aldrilka fir die Synthese eines neuen,
komplementaren Strand&4® AuRerdem benétigt die DNA-Polymerase ein kurzésis um
die Synthese zu beginnen, einen Primer.

In unserem Fall sollte ein bestimmter Bereich afizpdirt werde. So wurden zwei
Oligonukleotidprimer, welche die Startpunkte vorgabeingesetzt, um bestimmte Produkte
zu erlangef?.

Folgende Primerkombinationen wurden eingesetzt:

ACTNI1: # Al- antiA2 (11® 1875)
# Al- antiA3 (11® 2469)
# A2- antiA3 (185® 2469)

Das Gesamtvolumen des Ansatzes betrof) 5

Der PCR-Zyklus wurde folgendermal3en gestaltet. fugurde das Reaktionsgemisch fir 5
min. auf 94°C erhitzt, um die DNA zu denaturieradwm eine einzelstrangige Matrize fir
die Primer und die DNA-Polymerase zu bekommen. Megann der erste Zyklus. Die
Temperatur wurde nun fur 1 min. auf 50°C gesenkinitl die Primer an die komplementare
Sequenz der DNA-Molekile binden konnten, die soagateannealingTemperatur. Diese
Temperatur bestimmt entscheidend Uber die Spezditéer PCR. Dabei bilden sich die mit
Primern verbundenen Matrizen fur die DNA-Polymerase

Im nachsten Schritt erhéhte man die Temperatufirin. auf 72°C, welches die optimale
Temperatur der hitzestabilen Tag-Polymerase isheivamun die DNA-Synthese ablaufen
konnte.
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Am Ende wurde die Temperatur wiederum auf 94°C lerh@édoch nur fir 10 Sekunden, so
dass die kurzen Sticke doppelstrangiger DNA vomeiea getrennt wurden. Diese
Einzelstrange wurden nun in einem weiteren Zykliesder zu Matrizen.

Der Zyklus wurde dann durch Absenkung der Temperaidi 72°C fur eine Dauer von 10
Minuten gestoppt.

Der ganze Zyklus wiederholte sich 30 mal.

START:
94°C (5 min.)
STOP:
72°C(10min) \
=) 50°C (1 min.
30 Zyklen

94°C (10 sek.) 72°C (2min.)

<& 2/

Das Programm wurde von einem démermal Cycleribernommen, dessen Heizblécke so
programmiert werden konnten, dass die Zeit- und pesaturzyklen fir eine PCR
automatisch abliefen.

Am Ende wurden die PCR-Produkte mit dem QuiaquiG@RRPurification Kit aufgereinigt,
welches eine direkte Reinigung von doppel- oderasirangigen PCR-Produkten aus der
Amplifikationsreaktion erméglicht.

2.5.3 Ligation

Ziel der Ligation im Rahmen einer Klonierung wae durch die PCR neu gewonnene
DNA-Sequenz in einen bakteriellen Vektor zu integgn, um sie spater zu verifizieren.
Diese Vektoren stammen von bakteriellen Plasmidgnweelche mit Hilfe von speziellen
Restriktionsenzymen geschnitten werden. Sie diaeriTransportvehikel zur Ubertragung
eines bestimmten DNA-Stranges in die DNA einer Eingeérzelle, wo dieser eingebaut und
durch wiederholte Teilung vermehrt wird.

Die Ziel-DNA-Sequenz, die in einer PCR-Reaktion ahsomosomaler DNA hergestellt und
nun als Insert in den Vektor integriert wurde, wirdt den gleichen Restriktionsenzymen
geschnitten, so dass komplementéare Enden an VehktbZiel-DNA entstehen. So ist es nun
maoglich den Vektor und das Ziel-DNA-Stlick miteinande verbinden. Dieser Vorgang, die
Ligation, wird durch die T4-DNA-Ligase katalysiert.

Material

5m 2 x Rapid Ligation BufferPROMEGA
1 mM pGEM-T-Easy-VektorPROMEGA

1 m T4 DNA Ligase PROMEGA

3 m PCR-Produkt
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Methode

Das p GEM-T-Easy-Protokoll (PROMEQGAliente als Vorlage. Die pGEM-T-Easy-Vektoren
sind geeignete Systeme zum Klonieren von PCR-PtedukAn beide Enden des Vektors
wird ein 3-terminales Thymidin angeh&ngt, welches HEifektivitat der Ligation von PCR-

Produkten in Plasmide erhoht, da die Rezirkulaosades Vektors verhindert und ein
Uberhang fiir die PCR-Produkte geschaffen wird.

Die Ligation wurde in einem Mengenverhéltnis (Mekrhaltnis) Vektor zu Fragment von
1:3 durchgefuhrt. Bei einem Gesamtvolumen vomil@urde der Ansatz bei 4°C tber Nacht
inkubiert, um die htchstmégliche Anzahl an Transfanten zu erlangéh

2.5.4 Transformation
Material

LB-Platten mit Ampicillin
4mIPTG
40 m X-Gal (Brom-chlor-indolyl-3-galactosid)
2 m der Ligationreaktion
50 m JM 109 High Efficiency Competent Cells, Promega
900m LB-Medium (Luria-Bertani-Medium):
- 10 g/l Pepton, aus Caseintryptisch verdR@,TH
- 5 g/l HefeextraktPIFCO
- 5 g/l NaCl
- Sterilisieren (Autuklavieren)
ThermostatROTH
Ofen,Heraeus

Methode

Auch hier wurde das Protokoll von PROMEGA als Atbeorlage genutzt.

Eine erfolgreiche Klonierung des Inserts in den tdedn unterbricht normalerweise die
kodierende Sequenz der 3-Galaktosidase. Somit kdrekembinante Klone, die keine aktive
3-Galaktosidase produzieren, durch die sogenariate\Beil3-Selektion identifiziert werden.
Dafur wurden die LB-Ampicillin-Platten mit X-Gal dnlPTG ausgestrichen und bei 37°C in
einem Ofen inkubiert. X-Gal wird nun durch eineia&tl3-Galaktosidase gespalten, wodurch
eine Blaufarbung hervorgerufen wird, und nicht PRfRdukt tragende Klone (blau) von
tragenden (weil3) unterschieden werden kénnen.

Zur Kultivierung von Kolonien wurden &1 der Ligations-Reaktion zusammen mit 50109
hochkompetenten Zellen in einem Eppendorfgefa@®imin. auf Eis inkubiert. Danach setzt
man die Zellen 50 Sekunden einer Temperatur vorC4&is. Anschlielend wurden sie
wieder fur 2 min. auf Eis inkubiert.

Nach Zugabe von 908 LB-Medium (ohne Ampicillin) wurde der Ansatz fGrmin. in einen
37°C warmen Inkubator gestellt. Die vorbereitetdattBn wurden nun mit 10@1 dieses
Ansatzes ausgestrichen und tber Nacht bei 37°Miaku
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2.5.5 Plasmidpréaparation

Die zu vervielfaltigende DNA-Sequenz wird in dieagthide eingefugt, die Gber ein Gen mit
einer Antibiotikaresistenz verfigen. Im Folgendeerden diese Plasmide in Bakterien
eingebracht, die auf einem mit dem entsprechenddibiatikum behandelten Nahrmedium
wachsen. Hier werden also Bakterien selektiert,ddi® Plasmid mit der Information fur die
Resistenz und damit auch das gewiinschte Gen aemthalt

Material

LB-Medium mit Ampicillin
Geziichtete Bakterienkolonien
5 ml Kulturréhrchen
Bakterienschittler
Plasmid-Purification-KitPomega

Methode

In 3 ml autoklaviertes LB-Medium, versetzt mit Aroilin (150 mg/ml),wurden einige der
auf den Platten gewachsenen Kolonien in Kulturdd@ncgegeben. Diesen Ansatz liel3 man
Uber Nacht bei 37°C und 250 rpm schutteln.

Mit diesem Ansatz wurde im Folgenden eine Mini-Pragpan von Plasmid-DNA
durchgefuhrt, welche sich an dem Protokoll fir M#raparation von Promega orientierte.
Dazu wurden zunachst 2 ml des Ansatzes in ein Eupégefald gegeben und fur 2 min. bei
14000 rpm zentrifugiert. Das entstandene Pelletde/un 200m Zell-Resuspensionspuffer
aufgeldst. Dazu pipettierte man 2@® Lysepuffer und 200m Neutralisierungspuffer und
zentrifugierte den Ansatz 5 min. bei 10000 rpm, watl die Bakterienzellen aufgeschlossen
wurden und nach der alkalischen Lyse eine FallrgPdoteine erfolgte.

Das entstandene klare Lysat wurde zusammen mit éimek in L6sung gebrachten Salzes
unter Vakuumbedingungen durch eine Saule eluiedgunch sich die DNA von festen
Zellbestandteilen trennen konnte.

Im folgenden Schritt wurden noch 2 ml Waschlosunfydie Saule gegeben, um die DNA
vollstandig von mdglichen Restbestandteilen zu geini Die in dem Filter der Saule
verbliebene DNA wurde von diesem durch Zugabe v@m3rwarmtem Wasser gelést und
in einem Eppendorfgefal’ bei 4°C aufbewabhrt.

2.5.6 Restriktionsverdau
Material

Restriktionsendonukleasddtomega - Eco RI
Puffer: Multicore 10 x PuffelPromega

BSA, Promega

Steriles Wasser

DNA-Ladepuffer

TBE

Agarose

37°C Thermoblock
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Methode

Das Prinzip des Restriktionverdaus ist die Erkegneimer spezifischen Schnittstelle in der
DNA durch die Endonuklease. Das eingesetzte Enzym
hatte folgende Palindromerkennungsstelle:

Eco RI G AATTC

Die entsprechende Menge an Plasmid-DNA wurde nmit &estriktionsenzym unter Zugabe
von Multicore 10 x Puffer 3h bei 37 °C verdaut. \DINA-Ladepuffer wurde die Reaktion
abgestoppt und die Proben auf ein 1 %iges Agarbgaegéuftrennung aufgetragen.

2.5.7 Automatische DNA-Sequenzierung mit Hilfe degA.L.F*
Material

ALFexpress-Sequenzierautom@harmacia
~ALF-Manager“-Software Version
~AutoRead-DNA-Sequencing-Kit'Pharmacia
Oligonukleotide Pharmacia
Sequenzgel: - 6 % Polyacrylamid

- 7 M Harnstoff
PC/GENE-Software (IntelleGenetics Inc.)

Methode

Die Sequenzierung der PCR-Produkte erfolgte nachDigesoxymethode (Sanger, 1977)
unter Zuhilfenahme des ,AutoRead-DNA-SequencingKit

Als Primer wurden 5'-Fluorescein markierte Oligomgtide verwendet. Die
Reaktionprodukte wurden auf einem Sequenzgel elktretisch aufgetrennt und mit Hilfe
des A.L.F-Sequenzierautomaten detektiert. Prozesgle Speicherung und Ausgabe der
Sequenzdaten erfolgte unter Verwendung des Progsam@lLF-Manager. Die
Sequenzanalyse wurde mit Hilfe des Programms PCE; N auch Uber das Internet mittels
Datenabgleich o6ffentlicher Datenbanken und der GEAB atenbank, durchgefihrt.
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2.6  Proteinextraktion und Analyse

Die Untersuchungstechnik des Western-Blots wurdenserem Fall, mit gleicher Absicht
wie der Northern-Blot auf RNA-Ebene, zur Analyselddentifizierung des Proteins

-Aktinin und seiner Isoformen auf Protein-Ebene es®jzt. Hierzu kamen spezifische
Antikdrper zur Detektion zum Einsatz.

2.6.1 Proteinextraktion aus Gewebe und Bestimmunged Konzentration
Material

0,1g Myokard
RIPA-Puffer: - 10 mM Tris HCI pH 7.4

- 0.15 M NaCl

- 1 % Na-Desoxycholat

-1 % Triton X 100

- 0,1 % SDS

- 1 mM Na-Orthovanadalat
PhenylmethansulfonylfluorifiCsHsCH,SO:F], Fluka AG, CH

Isopropanol
Eis
Ultraschall-Homogenisator ,Sonifier*, BRANSON, Scélwsch Gmind
BIORAD-Reagentien: - Reagens A (alkalische Kupifieratlosung)

- Reagens B (Folin-Reagens)

- Reagens C
Albumin Standard (Bovine Serum Albumin-BSA), PIER@®ckford, lllinois
Titerplatte

Photometer Biomek 1000, Beckmann

Methode

Auch hier wurde dieselben Myokardproben benutzt mgeder Northern-Blot-Analyse. Der
Puffer, in dem das Gewebe zerkleinert wurde, setirie folgendermal3en zusammen: 17,4
mg PMSF wurden in 1 ml Isopropanol gelost. Davgmettierte man 5,1 in 1 ml RIPA-
Puffer. In diesem Ansatz wurden anschlieend dievgbeproben mit einem Sonicator
zerkleinert. Hierbei musste darauf geachtet werdss die Proben immer wieder auf Eis
abgekuhlt werden sollten. Die fertigen Proben wardann bei -20°C aufbewabhrt.

Um eine gleichmalige Beladung des Gels zu garentiewurden alle Proben einer
Konzentrationsmessung unterzogen. Hierzu wurden B#&SRAD-Protokoll und die
dazugehorigen Reagenzien angewandt. Alle Messurmggrogen sich auf eine frisch
angesetzte Konzentrationsreihe, bestehend aus B&#/fl), welche kurz vor der Messung
angesetzt wurde.
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Die folgende Tabelle zeigt die Verdinnung der BSAr8ardreihe, an der spater die
Konzentrationsmessung ausgerichtet wurde. Mit detteD dieser Messung wurde eine
Eichkurve erstellt. (siehabb.§

Tab. 5: BSA-Standardreihe

Standard-BSA RIPA-Puffer Konz. (rg)
0 - 100n -
1 10m 90 0,200
2 20m 8o 0,400
3 30m 701 0,600
4 40m 60 1,800
5 50m 50 1,000
6 60m 40 1,200
7 70m 30 1,400
Oiagrammtitel
16
y= 3578%- 0,309
14
12 A
1 )
08+ (4
06 ¢
" yd
02
O T T T T
D 01 02 03 04 05 06
02

Abb.8: Die sich aus der Konzentrationsmessung enged Eichkurve, welche die
Abweichung der Proben von der Standardverdiinnuciglsar macht.

Die Proben selbst wurden in einer Verdinnung voh and 1/10 auf die Titerplatte
aufgetragen. Zu jeder Probe wurden dann folgendegete an BIORAD-Reagenzien
pipettiert: 25m des Reagenzes A, 20 Reagenz B und je nach Anzahl der Proben, was
vorher ausgerechnet wurde, lReagenz S pro ml Reagent A.

Die Titerplatte wurde dann fir 15 min. bei Raumterapg inkubiert und im Anschluss bei
690 nm in einem Photometer gemessen.
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Die BIO-Rad Protein Konzentrationmessung ist eiasbihtensitatsabhangige Analyse, die
die Absorption des bei der Messung verwendetentgpakirums beeinflusst. Die Analyse
beruht auf einer Reaktion der Proteine mit einkalachen Kupfertartratiésung und einem
Folinreagent. Die Reaktion zwischen dem Protein dech Kupfer im alkalischen Medium
einerseits und die nachtragliche Reduktion desnHe&agenz andererseits fihren zu der
Farbgebung. Die maximale Absorption liegt nachl&amin. bei 750 nm, die minimale bei
405 nm. Diese Farbung wird zum Schluss in Bezugern 8tandard gesetzt.

2.6.2 Transfer von Proteinen auf eine Membran (Westn Blot)
Material

Elektrophoresekammer, NOVEX
NUuPAGE 4-12 % Bis-Tris-Gels, NOVEX
Steriles Wasser
NuPAGE Reducing Agent (0.5M DDT in flissiger Form® i
NuPAGE 4 x LDS-Ladepuffer
MultiMark Multi-Colored Protein-Marker (kDa), NOVEX
800 ml 1 x NuPAGE Running-Buffer (MES)
500 mM NuPAGE Running-Buffer-Antioxidant / 200 ml Runuer
XCell-Blot Modul
Nitrocellulose-Membran
Whatman3MM-Papier
Schwamme
NuPAGE Transferpuffer
Methanol
Netzgerat
Ponceau-Farbelosung: - 0,3 % Ponceau S, Sigma
- 3 % Trichloressigsaure

Methode

Vor dem eigentlichen Western Blot wird ein Protengsch mit Hilfe einer Gel-
Elektrophoresetechnik in einer Tragermatrix entsipead ihrer GroRe oder Ladung
aufgetrennt. Hierbei migrieren die zu untersuchariéi®teine zuerst innerhalb des halbfesten
Tragermaterials (in der Regel ein Polyacrylamid)Geb dass sich ein charaktersitisches
Muster unterschiedlich grof3er Proteinbanden erdgktm Western Blot selber werden die
aufgetrennte Proteingemische aus der Polyacrylaatiidntber ein senkrecht zum Gel
angelegtes elektrisches Feld eluiert und auf eieenbtan (Nitrozellulose), transferiert. An
der Membranoberflache bleiben diese aufgrund hydrephWechselwirkungen haften.

Nach der Konzentrationsbestimmung der Proben wulldese zusammen mit je Inb
Reducing Agent, Ladepuffer und sterilem Wasseremiém Gesamtvolumen von if 10

min. bei 70°C inkubiert. Daraufhin wurde das in Bé&ktrophoresekammer vorbereitete Gel
mit den Proben beladen, wobei eine Spur des Gelsingm standardisierten
Molekulargewichts-Marker geladen wurde. Die innésgnmer wurde mit Antioxidanz
behandeltem Laufpuffer geflllt, die aul3ere mit demmalen 1 x Laufpuffer. Die nun
folgende Elektrophorese wurde bei 200 V Uber 1iclyefuhrt.
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Um den Transfer auf die Nitrocellulose-Membran zegibnen, wurde ein sogenanntes
Membran-Gel ,Sandwich* aufgebaut (siehe Abbildung)d jede Lage in mit Ethanol

versetztem Transferpuffer getrankt. Beim Aufbau Blegs war auf eventuelle Blasenbildung
zu achten, die dann beseitigt werden mussten. Damsferkammer wurde mit dem mit
Ethanol behandelten Puffer aufgefillt, die duleemKier hingegen mit Aqua dest. Der
Transfer dauerte rund 2 h bei einer Spannung vow. 30

Um spater eine Aussage Uber die Grol3e der Prateimeachen, wurde die Membran etwa 1
min. mit der Ponceau-L6sung gefarbt und mit destitm Wasser wieder entfarbt, bis die
Banden des Molekularstandards sichtbar wurden. dbéeheinenden Banden wurden mit
einem Bleistift markiert.

Anschlie3end konnte direkt eine Immundetektion lggn. Ansonsten wurde die Membran
getrocknet in einer Frischhaltefolie aufbewahrt.

Anode
+} S - T I “lel ] .
: : | ; }Schwomme
R e T T o) Tt Filterpapier
o *  Nylon-Transfermembran
. o 2.Gel
2 | S RN e B "W L Filterpapier
] L g N :
c|" \ i, 1 & ALY »  Schwamm
o : S— -
S| P T T e Ly s e ap] 1 Filterpapier
Sl | Nylon-Transfermembran
‘ — — - — | 1.Gel
bt T A T PR I N Filterpapier
| - — }Schwc'jmme
Kathode (-)

Abb. 9: Aufbau eines sogenannt&fembran-Gel ,Sandwich* zur Durchfihrung eines
Westernblots zwecks Proteintransfer, gemald ,Bis-Tel Instruction Booklet der Firma
Invitrogen.
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2.7

2.7.1. Antikorper

Western-Blot-Analyse

Primare Antikorper :

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene rktorale AntikOrper verwendet.
Zusatzlich wurde spater noch GAPDH als Referenzkéinper eingesetzt.

Tab. 6: Primare Antikdrper des Western-Blots

Antikorper Art Wirt Antigen Klon Konz. Firma
a-Aktinin-1 Milchdrise
(# A-5044) monoklonal Maus |nepithel BM-75.2 1:2000 Sigma
der Kuh
a-Aktinin-2 Kaninchen-
(#A-7811) monoklonal Maus | muskel EA 53 1:2000 Sigma
a-Aktinin-4 National
(Geschenk von | monoklonal Maus |Kaninchen{ NCC-LU- | 1:2000 |Cancer Center
Dr. T. Yamada) muskel 632 Research,
Tokyo
GAPDH monoklonal Maus Kaninchen- 6C5 1:2000 HyTest
(#5G4) muskel
Sekundare Antikorper:
Tab. 7: Sekundare Antikorper des Western-Blots
Antikorper Art Wirt Konz. Firma
Rabbit-anti- polyklonal Kaninchen 1:10000 DAKO
mouse Ig HRP

Die primaren Antikorper wurden jeweils in einer @énnung von 1:2000 eingesetzt, d.h.
2,5 m Antikorper auf 5 ml Reaktionpuffer. Der sekundakatikbrper wurde mit 1:10000

eingesetzt.

2.7.2

Material

Immundetektion

BSA (Bovine Serum Albumin) kristallisiert, fetts&direi, Sigma
TBS-T: - 2,42 g Tris-aminomethan, Roth, Karlsruhe

- 8 g Na Chlorid , Roth

- 1M Salzséaure zum Titrieren des pH-Wertes (7.6)
- Tween 20, Roth
- gelost in 11 destilliertem Wasser
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50 ml Falcongefafd
Rollenmischer fur Falconréhren, Merck
Primarer Antikérper (EA 53, BM-75.2, NCC-LU-632, BRH)
Sekundarer Antikorper
ECL Western-Blot Detektionreagentien, Amersham flaaia Biotech
ECL Hyperfilm, Amersham Pharmazia Biotech
Frischhaltefolie
Rontgenkassette
Waschpuffer: - 8,28 ml Mercaptoethanol

- 200 ml Na-Duodecylsulfat

- 62,5 ml Tris HCI (pH 6.7)

- geldst in 1l detilliertem Wasser

Methode

Die Behandlung der Membran bis hin zur Detektionrdey etwas abgewandelt, dem
Amersham-ECL-Protokoll entnommen.

Um von Beginn an unspezifische Bindungen zu unieidsn, wurde die Membran mit

0,125 g fettfreiem BSA, welches in 5 ml TBS-T geléairde, in einem Falcon-Gefal3 fur
ca.20 h bei 4°C geblockt. Danach folgte die erstas®Mprozedur mit TBS-T, um das
Blockreagenz abzuwaschen (1 x 15 min., 2 x 5 miDgr erste Antikdrper, mit einer
Verdinnung von 1:2000 eingesetzt, inkubierte ebsrii@i 4°C Uber einen Zeitraum von

20 h, wonach wieder die- selbe Waschprozedur folgex zweite Antikbrper wurde nur fir
30 min. aufgetragen, mit nachfolgender, unveraedéiWaschprozedur. Alle aufgefiihrten
Vorgéange wurden auf einem Rollmischer durchgefihrt.

Die Membran wurde nun dem ECL-Substrat fir 1 musgesetzt. Das ECL-Western-Blot-
System ist eine lichtausstrahlende, nicht radigaktMethode zum Detektieren von
spezifischen Antigenen, die direkt oder indirektHfRP-markierten (horseradish peroxidase-
labeled) Antikdrper binden.

Danach wurde die Membran in Frischhaltefolie eiragplp in eine Rontgenkassette gelegt
und ein ECL-Film fir 2-20 Sekunden, je nach Signahsitat, exponiert.

2.7.3 Quantifizierung der Signale
Die Quantifizierung erfolgte wieder mit dem Phospmager und der dazugehdrigen

Software, wie unter 2.4.5 beschrieben. Hier wurdiereinzelnen Proben jedoch nur in Bezug
zu den Kontrollgeweben gesetzt.
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2.8  Immunhistochemie und konfokale Mikrokopie
2.8.1 Mikrotomie
Material

Tissue-Tec (Fa. Miles Inc.)
Schneidegerat (Kryostat 1720 digital, Leitz)
Glasobjekttrager
Gelatine
Methode

Nachdem die Proben mit Tissue-Tec auf Aluminiummgirn aufgeblockt worden waren,
wurden mit einem Kryostat Gefrierschnitte vonnm#d Dicke angefertigt. Die

Schneidetemperatur lag zwischen —-20°C und -25°@. $hnitte wurden mit Gelatine
beschichteten Objekttragern aufgenommen, um einbsenl der Schnitte wahrend der
Inkubationschritte zu verhindern.

2.8.2 Immunhistochemie

Mit Hilfe von Fluorescein-markierten Antikérpern kden Strukturen (Antigen) der Zellen
sichtbar gemacht werden, da sie im Fluoreszenznkipmsnit Licht einer spezifischen
Wellenlange (Quecksilber-Dampf-Lampe oder Laset)ichm Leuchten angeregt werden.

In dieser Studie wurden indirekte Methoden durctigef d.h. der primére Antikdrper, der an
das Antigen bindet, ist unkonjugiert. Er wird dumihen sekundaren, gegen ihn gerichteten
und konjugierten Antikérper nachgewiesen. DiesegimvAntikdrper ist entweder biotiniliert
oder direkt mit einem Farbstoff gekoppelt. Im endt@ll wurde ein weiterer Schritt mit einem
Detektionsantikorper (Streptavidin) notwendig, dann an den zweiten Antikdrper bindet.
Zusatzlich wurde eine indirekte, orientierende Bad mit Phalloidin durchgefihrt, die
zugleich eine Doppelfarbung darstellt, da neben dmgentlichen Protein eine F-Aktin-
Farbung (rot) sichtbar wird (siehe Abb. 37, S71).

Material

Primare Antikorper

Hier kamen dieselben Antikérper wie im Western-Bloin Einsatz. (siehe S. 32)
Sekundare Antikorper

Es wurden verschiedene Sekundarantikérper verwendet

Tab. 8: Sekundare Antikorper

Name Wirt Konz. Firma
Biotin-conjugated | Esel 1:100 Dianova
donkey anti-

mouse

FITC-conjugated | Esel 1:100 Dianova
anti-mouse
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Detektionssystem bei der Anwendung biotinylierter 8kundarantikdrper

Tab. 9: Detektionsantikorper
Name Konz. Firma
Cy-2 conjugated Streptavidin 1:100 Rockland

Bei Cy-2 handelt es sich um ein rotfluoreszieren@agbocynanin. Es ist auf Grund seines
sehr hohen Extinktionskoeffizienten sehr leuchtiste. Von Vorteil ist seine
Langzeitstabilitat. Die Konjugation von Cy-2 an eitavidin, das eine hohe Affinitat zum
Biotin des Sekundarantikdrpers besitzt, fihrt mereintensiven Verstarkung des Signals
durch Mehrfachbindung.

Puffer

PBS, pH 7.4:

Fur die Stammlésung wurden 397,4 g NaCl, 10g KGLgPO, und 88,75 g N&HPO,in 5
| A.dest. aufgeltst. Die gebrauchsfertige, auf eipél-Wert von 7,4 eingestellten Lésung
bestand aus 500 ml der Stamml6sung und 4500 mé#. d

4% PFA, pH 7.4:

40 g Paraformaldehyd (Merck), 3 Platzchen Natriudnbyyd (Merck) wurden in einem Liter
PBS (pH 7,4) aufgeltst und mit 1 N HCI auf pH 7idgestellt.

Inkubationpuffer:

0,05% BSA und 0,005% Triton-X in PBS pH 7,4
Mowiol:

Das schwer losliche Mowiol (Hoechst) wurde bis z6 $tunden in PBS gerlhrt.
Anschlie3end wurde es bei 12000 rpm abzentrifugied der Uberstand im Kuhlschrank bei
8°C gelagert. Es diente als EinschlieBmedium féRt&aparate.

Methode

Bei diesen Experimenten wurde die indirekte AviBiotin-Methode durchgefihrt, die, wie
bereits erwéahnt, zugleich eine Doppelfarbung mimdeingesetzten Phalloidin darstellt.
Avidin kann durch Streptavidin, ein Protein voneptiomyces avidinii, ersetzt werden. Bei
der hier vorgestellten Methode ist der sekundarekarger biotinyliert.

Farbeprotokoll
Die Objektttrager wurden wahrend der Inkubatiortereiin einer feuchten Kammer

aufbewahrt, um ein Verdunsten der Lésungen und asbkeichen zu verhindern. Schritte Nr.
9b, 11 und 12 wurden bei der indirekten Avidin-BieVethode zusatzlich durchgefiuhrt.
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Tab. 10: Farbeprotokoll

Nr. | Arbeitsschritte Reagenzien Temp. Zeit
1 | Fixierung 4% PFA RT 5 min
2 | Spulen PBS RT 3 x 3 min
3 | Permeabilisierung| 0,05 % Triton-X RT 25 min.
4 | Spulen PBS RT 3 x 3 min,
5 | Blockierung 0,1 % BSA RT 15 min,
6 | Spulen PBS RT 3 x 3 min
7 | Inkubation 1. Antikorper 4°C 18 h
8 | Spulen PBS RT 3 x 3 min
9a | Inkubation 2. Antikérper RT 3h
(biotiniliert)
9b | Zusammen mit 9a Phalloidin (1:1000
10 | Spulen PBS RT 3 x 3 min,
11 | Inkubation Streptavidin/FITC RT 2h
12 | Spilen PBS RT 3 X 3 min,
13 | Eindecken Mowiol RT

Fixierung mit 4% PFA (Paraformaldehyd)

Aldehydfixierung fuhrt zu einer Quervernetzung VAmino-, Amido- und anderen Gruppen.
Sie bewirkt eine gute Strukturerhaltung.

Permeabilisierung mit 0,05% Triton-X

Bei Triton-X handelt es sich um ein Detergenz, dam® Durchléassigkeit der Zellmembran
bewirkt. Dies ist Voraussetzung fur eine effizieb#fusion der Antikérper in die Zelle bei

der anschlieBenden Farbung. AulRRerdem werden hydbephinteraktionen zwischen
Antikorpern und Zellen verhindert.

Herabsetzung der unspezifischen Bindung mit 0,1% BS

BSA wird eingesetzt, um freie reaktive Gruppen adtigen und dadurch ein klares Ergebnis
ohne unspezifische Hintergrundreaktionen (Backgipun erhalten.

Inkubation mit dem Primérantikbrper

Die primaren Antikorper wurden mit dem sogenanritdeubationspuffer verdinnt und die
histologischen Schnitte mit je 1@ dieser Lésung beschichtet.

Inkubation mit dem Sekundéarantikbrper

Die sekundaren Antikérper wurden mit PBS pH 7,4 did gewiinschte Konzentration

verdinnt und die Praparate mit je 10Dlberschichtet. Bei einer Doppelfarbung wurde
TRITC-konjugiertes Phalloidin zusammen mit dem Swkuantikdrper in einer Verdiinnung

von 1:1000 verwendet.
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Eindeckeln der Praparate

Ein mit Mowiol bestrichenes Deckglaschen wurde deri noch feuchten Objekttrager gelegt
und leicht angedrtickt, so dass mdgliche Luftblazem Rand entweichen konnten. Die
Objekttrager wurden im Kuhlschrank bei 4°C fiur mastens 12 h aufbewahrt. Das Mowiol
kann hierbei auspolymerisieren, und die Praparatelen vor dem Ausbleichen geschutzt.

2.8.3 Konfokale Lasermikroskopie und Bildverarbeitung
Material
Konfokale Lasermikroskope

In diesem Fall kamen zwei verschiedene konfokalgetraikroskope der Firma Leica zum
Einsatz, das altere Modell LEICA TCS 4D, das eiAegon-Krypton-Mischgaslaser besitzt,
und die neuere Version LEICA TCS SP, die mit dmeieuschiedlichen Lasern — Argon-,
Krypton- und Helium-Neonlaser- ausgestattet ist.

Beim eigentlichen Mikroskop handelt es sich umHumworeszenzmikroskop (Leica DM-RB),
mit dem die Praparate in Auflichttechnik untersualerden kdnnen. Dabei wird Licht einer
100 Watt Quecksilber-Dampf-Lampe durch Filter sfigaher Wellenlangenbereiche von
oben kommend auf das Praparat geleitet. Nachdergedei$nschte Objekt eingestellt wurde,
wird auf Laserlicht umgeschaltet. Das Laserlichtdwhierbei nicht durch Filter geleitet,
sondern in einem Prisma aufgetrennt und in einexctdielenden Lochblende auf den
gewilnschten Wellenlangenbereich eingegrenzt. Ae@ertiaben die Laser verschiedene
Spektren, so dass schon durch Auswahl eines betminasers das Spektrum eingeschrankt
werden kann. Die Hauptspektren der Laser betrag8m# (Krypton), 458 nm (Argon) und
568-633 nm (Helium-Neon).

Bei den Objektiven handelte es sich um ein 20x KieHC PL APO 20x/0.70 IMM
CORR'und um ein 40x Objektiv 'HCX PL APO 40x/1.25®OIL (von Leica)

Die Wellenlangen der Anregungsbereiche der verwend&luoreszenzfarbstoffe betragen
wie folgt: FITC 494 nm, TRITC 554 nm, Cy-3 550 nm.

Computereinheit zur Bildverarbeitung

Die konfokalen Datenséatze wurden zur anschlieRerRigtverarbeitung auf eine Silicon
Graphics Indy-Workstation tbertragen. Diese Conmmginteeit ist mit zwei Programmen zur
digitalen Bildverarbeitung, Imaris (Datenanalyse) durSelima (Datenarchivierung),
ausgestattet. Die erstellten Bilder wurden mit iriéntenstrahldrucker (Epson) ausgedruckt.
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Methoden
Erklarung des konfokalen Prinzips

In einem "normalen" Lichtmikroskop ist das Bild eirtUberlagerung aus einer scharfen
Abbildung der Punkte im Fokus und einer unschadébildung der Punkte auf3erhalb. In
einem Konfokalmikroskop dagegen passiert das vaipdtat ausgehende Licht (reflektiertes,
transmittiertes oder auch Fluoreszenzlicht) einehbtende. Dadurch wird das Licht von
aul3erhalb der Fokusebene ausgeblendet und ematihiden Detektor. Das Ergebnis ist eine
deutliche Reduzierung des Streulichts. Die effektAgflosung ist dadurch auch ohne
Zunahme der VergroR3erung viel héher als in einemkdmemlichen Lichtmikroskop. Aus
diesem Grund ermdglicht dieses konfokale Prinzipm ZBeispiel die Untersuchung kleiner
Details von Zellen in Gewebeschnitten.

Die meisten Konfokalmikroskope sind Laser-Rasteroskope. Bei diesen wird ein Laser-
Brennfleck sehr schnell zeilenweise in einer Olgbkhe Uber das Praparat bewegt. Das Licht
aus dem Brennfleck, also bestimmte Wellenlangemergt von einem entsprechenden
Laser, wird auf eine kleine Lochblende abgebildenter der sich ein lichtempfindlicher
Empfanger befindet. Aus dem Empfangersignal wirdndaeilenweise im Computer ein
(Schnitt-)Bild zusammengesetzt.

2.9 Fixierung und Einbettung der Gewebeproben zur Aswertung mit dem
Elektronenmikroskop

Material

Puffer/Waschlosungen: - 3% Glutaralaldehyd (pH4Q@mosmol)
- 0,1 M Cacodylatpuffer mit 7,5%iger Saccharose
- 1,6% Veronalacetatpuffer
- Propylenoxid
- Epon Kunstharz
Ultramikrotom, LKB Bromma 8800 Ultrotome llI
Elektronenmikroskop, Philips Typ EM 300

Methoden

Die Biopsien, die fur das Elektronenmikroskop bastt waren, wurden flr 4 Stunden in
3%iges, 4°C kaltes Glutaraldehyd mit physiologisohEH von 7,4 und einer Osmolaritét von
400 mosmol gegeben.

Daraufhin wurden sie mehrmals in 0,1 M Cacodyldgufit 7,5% Saccharose gewaschen
und 2 Stunden in 1,6% OsO4 in Veronalacetatpuffestfixiert. Nach nochmaligem
Waschen, aber dieses Mal in Veronalacetatpuffenloss sich die Dehydrierung der
Gewebeproben in einer aufssteigenden Alkoholreihe a

AbschlieRend wurden die Proben zweimal mit Propyt&h behandelt und in Epon
eingebettet.
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Nach Aushartung des Kunststoffes (3 Tage bei 5006@hte das Gewebe geschnitten werden.
Mit einem LKB Bromma 8800 Ultrotome Il (Ultramikroim) wurden Ultradiinnschnitte mit
einer Dicke von 50nm angefertigt. Diese Schnitteden auf ein Kupfergrid aufgefangen und
mit Uranylacetat und Bleicitrat kontrastiert.

2.10 Auswertung am Elektronenmikroskop

Bei der Auswertung am Elektronenmikroskop galt d#suptaugenmerk akkumulativen
Veranderungen des endoplasmatischen Retikulums &azbzellularen Organellen in DCM
erkrankten Kardiomyozyten, sowie strukturellen \neldrungen der Zellorganellen.

Bei dem Elektronenmikroskop handelte es sich unGarét der Firma Philips, Typ EM 300,
das mit einem 35 mm Rollfilm bestiickt war.
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Ill. Ergebnisse

3.1  Analyse des Northern-Blots
3.1.1 Allgemeine Angaben zu den Versuchen

Bei der fur die Northern-Blot-Analyse verwendetenerivbran wurden alle Spuren
gleichmaf3ig mit 1%y der zu untersuchenden RNA beladen. Zur Kontggigentber den an
dilatativer Kardiomyopathie (DCM) erkrankten Patemtwurden drei Spuren mit RNA von
gesundem Myokard belegt. Um nun zuséatzlich die @8p#zder einzelnen Oligonukleotide
und cDNA's zu verifizieren, wurden dartber hinausSguren mit RNA aus glatter
Muskulatur, gewonnen aus der Arteria thoracicaritr@eaufgetragen. Diese Membran wurde
jeweils dreimal mit der entsprechenden Sonde (c@MA Oligonukleotide) hybridisiert, um
die Signifikanz zu erhdéhen und eventuelle Kreuzieakh erkennen zu kénnen. Zum
GroRRenvergleich der Signale wurde ein Molekulargetgimarker mit aufgetragen. Abb. 10
zeigt das Agarosegel mit der Beladung der aufgeteenRNA.

Der folgende Ladeplan der Membran bezieht sich adlaf weiteren gezeigten Bilder der
Northern-Blot —Analyse.

Ladeplan:

Spur Gewebe

1-3 Kontrolle gesunde Herzen
4-17 Patienten DCM

18-21 | Kontrolle glatte Muskulatur

Als Ladekontrolle und Referenzsignal fir die spét@uswertung der Banden der einzelnen
Hybridisierungen diente eine 18S rRNA Oligonukldstindé®.

Marker 1-3 4-17 18-21
e —— —

6580kb |
4980 kb st L B LR R LA It
3630 kb '

28S

2600 kb -
1900 kb MW WL
1380 kb : :

1080 kh

18 S

870 kb

600 kb

Abb. 10: Agarosegel mit beladenen Spuren und einesntsprechenden
Molekulargewichtsmarker.



Ill. Ergebnisse -41 -

3.1.2 Northern-Blot-Analyse mit cDNA-Sonden

Zu Beginn der Northern-Blot Hybridisierungen wurdemachst drei verschiedene cDNA-
Sonden, passend zu den einzelnen Aktinin-Isoformmmsgesucht und zur Detektion
nacheinander radioaktiv markiert auf die Membragetpen. Aus der Literatti*® und der
EST Database (blast search) war die GroRe der miBFAAKktinin-Isoformen bekannt,
welche in einem Bereich zwischen 3,0-3,5 kb liegt.

Um Kreuzhybridisierungen mit nicht-spezifischen &asauszuschlieen, wurde beim
Waschen der Membran auf hohe Stringenz geachtet,eivee Waschtemperatur nahe dem
Schmelzpunkt der Sonde und einen niedrigen Sal#igeba\Waschlosung beinhaltete. Alle
aufgefuhrten Bilder sind reprasentativ und zeigeesalbe Membran mit dem zur
Ladekontrolle dienenden ribosomalen 18S Siyndts wurde jedoch in allen Féllen, bei
gleichbleibender Signalintensitat der Banden, exarguh nur eine Hybridisierung der
jeweiligen Sonde abgebildet.

3.1.2.1a-Aktinin-1 cDNA-Sonde

Bei der hier aufgetragenen, radioaktiv markierteamdg handelt es sich um eine cDNA-
Sonde, welche spezifisch fur die nicht sarkomegdebrm des -Aktinin ist. Die Exposition
des Rontgenfilms betrug, wie in allen anderen Ralléh.

Das Signal fur -Aktinin liegt, wie erwartet, auf der Héhe von &b, was aus der Literatur
und der EST Database bekannt ist. Aufgrund derdligensitat lasst sich jedoch hier kein
Unterschied zwischen den Patienten und den Koatr@rkennen. Die Signale fir die glatte
Muskulatur lassen, trotz der etwas schwéacherendBatader Spuren 8-21, auf die Spezifitat
der Sonde schliel3en, welche die Isoform (ACTN1) glatten Muskulatur detektieren soll.
AulRerdem lagen keine Kreuzhybridisierungen vor.

Deutlich zu erkennen ist eine Zweispaltung des &gnwas auf die hohe Homologie
zwischen den Isoformen hinweist. Da diese bei (8@% liegt, kdnnen die einzelnen
Isoformen wahrscheinlich durch cDNA-Sonden nur bgtigetrennt detektiert werden.
Dennoch kann die Spezifitat der Sonden anhand ufgezeigten Signale deutlich gemacht
werden. Dartber hinaus kdnnte auch ein differeleaebpleien einer Isoform vorliegen, die
dann zu einem derart aufgetrennten Signal fuhrt.
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a-Aktinin-1 cDNA-Sonde

Abb. 11.: Expression voa-Aktinin-1 mMRNA in humanem Myokard nach Northelot-B
Hybridisierungen. Totale RNA aus humanem linksvariirem Myokard wurde zur
Northern-Blot-Hybridisierung eingesetzt und ansefRgnd 15h exponiert. Zur Anwendung
kam eine a-Aktinin-1 cDNA-Sonde. Die GréfRenangabe der Trapskr erfolgte in
Kilobasenpaaren, und die konstante Auftragung deNARroben wurde durch
Hybridisierung mit einem 18S Oligonukleotid beuttei

Auch bei etwas schwacherer Beladung der Kontrolegew(glatte Muskulatur) lasst sich das
eindeutige Signal als sondenspezifisch erkennemgnifi&ante Unterschiede der
Signalintensitat des gesunden als auch des erkearityyokards lassen sich nicht erkennen.
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3.1.2.2a-Aktinin-2 cDNA-Sonde

Bei dieser cDNA-Sonde handelt es sich um die saékmthe Isoform vom-Aktinin. Auch
hier lag die Expositionsdauer bei 15h.

Bei genauer Betrachtung lasst sich ein nahezuistdas, ebenfalls zweigespaltenes Signal
auf der Hohe von 3.5kb beobachten, wie es zuvordeeia-Aktinin-1 cDNA-Sonde zu
erkennen war.

Ebenso wie bei dea-Aktinin-1 cDNA-Sonde ist kein signifikanter Untetsed zwischen
Patienten und Kontrollen zu erkennen. Deutlich higgr aber die Isoformen-spezifische
Anlagerung an die mRNA der Herzgewebe. Die Sondtg keine Signale in den Kontrollen
der glatten Muskulatur.

3.1.2.3a-Aktinin-3 cDNA-Sonde

Auch nach mehrmaligen Versuchen der Hybridisieramg der a-Aktinin-3 cDNA-Sonde

konnte kein Signal detektiert werden. Selbst naclehmédgiger Exposition und
zurtckhaltenden Waschungen unter nicht stringenBedingungen, sowie erneuter
Praparation und Versuchen anderer Arbeitsgruppeh dieser Sonde gelang keine
erfolgreiche Hybridisierung.

3.1.2.4a-Aktinin-4 cDNA-Sonde

Diese Sonde, spezifisch fir nicht muskulaaesktinin (ACTN4), zeigt nur sehr schwache
Signale, welche sehr unregelmallig sind. Wegen dieseht eindeutigen und nicht

differenziellen Aussagekraft nach einer Expositiam 15h, wurde der Rontgenfilm, langer
als sonst Ublich, 48h exponiert, was jedoch diensitat der Banden nicht verbesserte.

Wie bei den beiden vorherigen Sonden liegt das Sigunader Hohe von ca. 3,5kb. Doch
l&sst sich hier, wenn auch nur sehr schwach, e@iking des zuvor einbandigen Signals
beobachten.

Eine Ausnahme bilden hier die Spuren der glatteskdlatur mit einem deutlich begrenzten
Signal. Diesem Phanomen liegt ebenfalls die hohmdlogie der einzelnen Isoformen zu
Grunde, insbesondere der hohen Homologia-Aktinin-1.

Jedoch muss man auch hier von einer gewissen 8@ezprechen, da insgesamt kein
eindeutiges Signal zu detektieren war, obwohl gebai@-Aktinin-4 wie auch bei

a-Aktinin-1 drei weitere Isoformen hatten detektiedrden kénnen. (siehe Tabelle 2, S. 7)
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a-Aktinin-2 /-4 cDNA-Proben
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Abb. 12a.: Expression voa-Aktinin-2 mRNA in humanem Myokard nach Northelot-B
Hybridisierungen.

Totale RNA aus humanem linksventrikularem Myokardrdes zur Northern-Blot-
Hybridisierung eingesetzt und anschlieRend 15h mepo Zur Anwendung kam in diesem
Fall eine a-Aktinin-2 cDNA-Sonde.

Ein signifikanter Unterschied zwischen den Myokavagfgen ist nicht erkennbar. Von
Bedeutung sind jedoch hier die signalfreien Spuden glatten Muskulatur, welche die
Spezifitat der Sonde unterstreichen.

Abb. 12b.: Expression voa-Aktinin-4 mRNA in humanem Myokard nach Northelot-B
Hybridisierungen.

Zum Einsatz kam hier die-Aktinin-4 cDNA-Sonde, welche vereinzelt ein sclnsac
dreigeteiltes Signal aufweist, aber keine Aussagsichtlich einer Signifikanz zwischen den
Geweben zulasst. In diesem Fall zeigt aber die ghwache eine gewisse Spezifitat der
Sonde, da mit Ausnahme der glatten Muskulatur, ®ewebe eine klare Bande aufweist, was
der hohen Homologie zaAktinin-1 entspricht.
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Abb. 13: Die quantitative Analyse der Expression g-Aktinin-Isoformen im Northern-Blot

mittels cDNA-Sonden zeigt keinen signifikanten kdotéed in der Signalstarke der
erwarteten 3,5 kb Bande. Die auf S. 40 erwahnte bemwurde je dreimal mit der gleichen
Sonde hybridisiert, um Anwendungsfehler auszudtdrieDie Resultate sind als Mittelwerte
#SD angegeben.

3.2 Northern-Blot-Analyse mit Oligonukleotiden

Da mit den Ergebnissen der cDNA-Sonden-Hybridisigriaufgrund der hohen Homologie
der einzelnen cDNA-Proben, keine Aussagen Ubedifferentielle Expression der
a-Aktinin-Isoformen zu treffen waren, wurden nun Afische Antisense-Oligonukleotide
aus den fur die Isoformen eigenen mMRNAs ausgesuctit als Sonden verwandt. Jedes
Oligonukleotid wurde aus der kodierenden Region ¢@mweiligen bekannten mRNA
entnommen.

In Verbindung mit der Verwendung von RNA SequenZén die Entwicklung von
Oligonukleotidsonden tauchten in diesem Fall mehrelProbleme auf. Die
Oligonukleotidsonde musste sehr spezifisch fur diezelnen Aktinin-Isoformen sein.
AulRerdem sollte die Minimallange der Oligonukleotidei mindestens 20 Basenpaaren
liegen. Wegen der hohen Homologie der mRNAs warAdiswahl der Bereiche, in denen
spezifische Sequenzen von mehr als 20 Basenpaarénden waren, sehr begrenzt. Trotz
allem konnten einige fur die Isoformen spezifis€igonukleotide gefunden werden, die alle
aus dem kodierenden Bereich stammten.

Auch bei den Oligonukleotiden wurde auf hohe Seimggeachtet, um unspezifische Banden
zu vermeiden.

Die Spezifitat der Oligonukleotide wurde in bestitem Zeitabstadnden durch das Programm
BLAST SEARCH mit den vorhandenen Gen-Bibliothekemglichen, wobei die Ergebnisse
immer eine 100%ige Ubereinstimmung mit den jeweiliggoformen ergab.
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Die Negativkontrollen durch die Sense-Oligonukldetider entsprechenden Isoformen
ergaben alle das erwartete Ergebnis ohne Anzeieiveer Bande und wurde hier nicht
abgebildet.

3.2.1 Hybridisierung mit a-Aktinin-1-Antisense-Oligonukleotiden

In diesem Fall standen uns fir dieAktinin-1 Isoform (nicht sarkomerisch) drei Antisse-
Oligonukleotide zur Verfigung (,antiA1l/-A2/-A3"), &iche aus verschiedenen Bereichen der
MRNA und jeweils aus der kodierenden Region stammAd, A2 und A3 bezeichnen hier
die Sense-Oligonukleotide der selben mRNA. Abbzéigt die Position der Oligonukleotide
auf der mRNA.

Wie im Fall der cDNA-Sonden, lag auch hier die Esipondauer des Rontgenfilms bei 15h.

5 antiAl antiA2 an’[iAS3
.. «— «— «—
Aktinin mMRNA | ;
— — —
Al A2 A3

gccagggceag cagecgttge
tagcacg cgcgcaccat catggaccat [l
ccagaag aggactggga ccgggacctg
aagacat tcacggcatg gtgtaactcc
atcgaag aggacttceg ggatggectg

1 ccecgecagec cageccagec caaccctact ccectcceccac
61 tcagagagaa ggtggaggaa gaaatccaga ccc
121 tatgattct
181 ctcctggacc cggectggga gaagcagcag aga
241 cacctccgga aggcggggac acagatcgag aac

nicht aufgefiihrt: Base 301 - 168 0

1741 atccagggac tgaccacagc ccatgagcag ttcaaggcc a ccctcectga tgeccgacaag

1801 gagcgcectgg ccatcetggg catccacaat gaggtgtce
1861 gtcaiaigglegggeaccaaleecctacaca accatcacyg
1921 tgggaccacg tgcggcagct ggtgectcgg agggaccaa

1981 cgacagcagc acaatgagag gctacgcaag cagtttgg
2041 ccctggatcc agaccaagat ggaggagatc gggaggat
2101 ctggaggacc agctcagcca cctgcggceag tatgagaa
2161 aagattgatc agctggaggg cgaccaccag ctcatcca
2221 aagcacacca actacaccat ggagcacatc cgtgtggg
2281 atcgccagga ccatcaatga ggtagagaac cagatcct
2341 agccaggagc agatgaatga gttccgggcec tccttcaa
2401 ggcacactgg gtcccgagga gttcaaagcc tgcctcat
2461 aacqy@Eeeeelaggagaagc agaattigee cgcatcat
2521 ctgggggtag tgacattcca ggccttcatt gacttcat
2581 gatacagcag accaagtcat ggcttccttc aagatcct
2641 accatggacg agctgcgecg cgagctgeca cccgacca
2701 atggccccct acaccggcecce cgactcegtg ccaggtge
2761 acggcgctgt acggcgagag tgacctctaa tccacccc
2821 cgccegtgecc acagatgtga aatgaatgta atctaata
2881 ttctccactg aaaaatcctc tttetttggg gtttttct

2941 ctggacggtg acgtcagcct gtacaggctc ccaggggt
3001 gcgctgaatc gtatgctttt tcettttgat aaataaac

3061 ctaataaaat aaataaatac g

a agattgtcca gacctaccaGllllll
c ctcaggagat caatggcaaa

g ctctgacgga ggagcatgcec

ag cccaggccaa tgtcatcggg
ct ccattgagat gcatgggacc
ga gcatcgtcaa ctacaagcca
gg aggcgctcat cttcgacaac
ct gggagcagct getcaccacce
ga ccegggatge caagggeate
cc actttgaccg ggatcactce
ca gcttgggtta tgatattGoCHEE
ga gcattgtgga ccccaaccge
gt ccegegagac agecgacaca
gg ctggggacaa gaactacatt
gg ctgagtactg catcgcgegy
tc tggactacat gtccttctce

gc ccggeegecc tegtettgtg
ga agcctaatca geecaccatg
t ctttcttttt tgattttgca

gg cgtcaaatgc tattgaaatt
aa tgtaaaaatg tttcaaaaac

Abb. 14: Position der dre@-Aktinin-1 Oligonukleotide innerhalb der mRNA vaiktinin-1.
Es sind hauptsachlich die signifikanten Bereiche ohkNA, sowie deren 5und 3'-Ende
dargestellt. Die nicht kodierenden Basenpaare 3080lGvurden aus der Darstellung
entfernt.
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Sonde ,antiAl* (@-Aktinin-1; nicht sarkomerisch)

Wie schon zuvor beschrieben, war aus der Literdi@rGrof3e der mRNA bekannt, und so
wurde das Signal wiederum auf der Hohe von 3,5kimdet. Die erste, in der folgenden
Abbildung gezeigte Sonde (antiAl) stammt aus demadgdbereich der kodierenden
Sequenz der mRNA.

Wie auf der Abb. 15 a zu sehen ist, wird dieses\@igquch auf der entsprechenden Hohe
detektiert, jedoch ohne signifikanten Unterschieiszhen Kontrollherzen und Patienten. Die
Spezifitat des Oligonukleotide zeigt sich durch &anden in den Kontrollen der glatten
Muskulatur auch wenn diese etwas schwacher ausgepnl.

Dartber hinaus ist jedoch auch ein spezifisched)eranicht erwartetes Signal von 1.9kb zu
erkennen, was von demselben Oligonukleotid detekiverde, nachdem die Membran mit
niedrig stringenten Bedingungen gewaschen wurde.

Die Waschtemperatur lag hier 15°C unterhalb den&thtemperatur des Oligonukleotids bei
42°C und wurde zu Beginn mit Waschlosung | (siehstévial und Methoden) behandelt,
welche einen etwas hdheren Salzgehalt aufwies.

Aus diesem Grund wurde im Folgenden die Membrargh narneuter Hybridisierung,
stringenten Waschkonditionen unterzogen, wobeWdaschtemperatur nun sogar kurzzeitig
2°C uber der Schmelztemperatur des Oligonukledt@$9°C lag und eine Waschlosung mit
sehr niedrigem Salzgehalt verwandt wurde.

Abb. 15 b zeigt die Membran nach der stringenterséprozedur. Als sehr spezifisch und
deutlich detektierbar ist die Bande auf Hohe va@kh,zu erkennen, wobei die Signale in den
glatten Muskulatur-Kontrollen nicht mehr sichtbaaren.
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Oligonukleotid ,antiA1* (ACTN 1)

3.6 kb

2.6 kb

1.9kb

3.6 kb

2.6 kb

1.9kb

18 S

Abb. 15: Expression vorm-Aktinin- mRNA in humanem Myokard nach NortherntBlo
Hybridisierungen.

Totale RNA aus humanem linksventrikularem Myokardrdes zur Northern-Blot-
Hybridisierung eingesetzt und anschlieRend 15h migpo Zur Anwendung kam ein
a-Aktinin-1 ,antisense“-Oligonukleotid aus dem Anggereich der kodierenden Region der
MRNA.

Abb.a zeigt die Membran nach leicht-stringenten éhlbedingungen.

Abb.b zeigt dieselbe Membran nach einer hoch striten Waschprozedur.

Die GroRenangabe der Transkripte erfolgte in Kilebapaaren, und die konstante
Auftragung der RNA-Proben wurde durch Hybridisiegumit einem 18S Oligonukleotid
beurteilt.
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Abb. 16:Die quantitative Analyse der Expression \@#ktinin-lIsoformen im Northern-Blot,
mittels eines ,antisense“-Oligonukleotids (,antiAl‘der mRNA, zeigt keinen signifikanten
Unterschied zwischen Kontrollherzen und Patienteder Signalstarke der erwarteten 3,5 kb
Bande. Das gleiche Ergebnis stellte sich bei Qdiarerung des 1,9 kb grof3en Signals dar.
Die Resultate sind als Mittelwer#eSD angegeben.

Sonde ,antiA2“ (@-Aktinin-1; nicht sarkomerisch)

Auch bei diesem Oligonukleotid, welches aus dertéMder kodierenden mRNA stammt

(siehe Abb. 14), wurde die Membran nach demsellefaliren gewaschen.

Die Waschtemperatur lag beim ersten Waschgang 5€l,489so wieder 15°C unterhalb der

Schmelztemperatur. Im Gegensatz zu der Sonde ,&htidr das erwartete Signal von 3,5 kb
schon nach dem ersten Waschgang nicht mehr zu sdhenl,9 kb Signal aber wieder

deutlich zu detektieren.

Ebenso wie im ersten Fall wurde die Membran nactewer Hybridisierung stringenten

Waschkonditionen mit einer Temperatur von 65°C rmagen, also 1°C Uber der

Schmelztemperatur.

Die erwartete 3,5 kb Bande war, selbst nach eimpo&itionsdauer von ca. 20 Stunden, nicht
mehr aufzufinden. Dagegen war die 1,9 kb Bandeehr signifikantem Male sichtbar. Ein

Unterschied zwischen Patienten und Kontrollherzanjedoch nicht zu erkennen.

Die Signale auf den Kontrollspuren der glatten Misku beweisen die Spezifitdt des

Oligonukleotids.
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Sonde ,antiA3* (@a-Aktinin-1; nicht sarkomerisch)

Das dritte Oligonukleotid, ebenso spezifisch &iAktinin-1, ist am Ende des kodierenden
Bereiches der mRNA positioniert. (siehe Abb. 14keAVorgehensweisen in Bezug auf die
Waschkonditionen entsprachen denen der ersten Santidl), da die Schmelztemperatur
nahezu identisch war.

In diesem Fall war das eigentlich erwartete Sigithlon nach dem ersten Waschgang kaum
noch nachweisbar. Das 1,9 kb grof3e Signal abert&oaoch wieder nach stringenten
Konditionen eindeutig und sehr spezifisch detektarden.

Auch mit dem letzten Oligonukleotid waren keine é&hsthiede der Genexpression in
Patienten und Kontrollen aufzufinden.

Oligonukleotid ,antiA2" (ACTN 1)
Ne W

o

AL
4 A

1.9kb =

Abb. 17: Expression vo@-Aktinin-1 mRNA in humanem Myokard nach NortherotBlI
Hybridisierungen

Totale RNA aus humanem linksventrikularem Myokardrder zur Northern-Blot-
Hybridisierung eingesetzt und anschliel3end 15h miepb Zur Anwendung kam ein
a-Aktinin-1 ,antisense“-Oligonukleotid aus dem Mitt@ntiA2) - und Endbereich (antiA3)
der kodierenden Region der mRNA. Die Gréf3enangabe Tdanskripte erfolgte in
Kilobasenpaaren und die konstante Auftragung deAf@xoben wurde durch Hybridisierung
mit einem 18S Oligonukleotid beurteilt.

Die erwarteten 3,5 kb grof3en Signale konnten intear&all nicht mehr detektiert werden.
Bei der Sonde ,antiA3" zeigt sich jedoch andeutumgise ein unscharfes Signal in H6he von
3,5 kb. Deutlich sichtbar sind aber die unerwartetaktierbaren 1,9 kb grof3en Signale.
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Abb. 18:Die quantitative Analyse der Expression \@#ktinin-Isoformen im Northern-Blot,
mittels ,antisense“-Oligonukleotiden (antiA2 und tekB) der MRNA, zeigt keinen
signifikanten Unterschied zwischen Kontrollherzer wratienten in der Signalstarke der
erwarteten 3,5 kb, als auch der unerwarteten 1,8&bde. Gezeigt wird hier die quantitative
Analyse des 3,5 kb grofR3en Signals. Die Resultateads Mittelwerter SD angegeben.
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3.2.2 Hybridisierung mit a-Aktinin-2-Antisense-Oligonukleotide ,antiB1*

Fur die Hybridisierung mit sarkomerischea-Aktinin-2 Oligonukleotiden waren die
Auswahlmaglichkeiten zur Verwendung verschiedenesndgn aus unterschiedlichen
Teilbreichen sehr beschrankt. Da eine sehr groReotbmme zu dera-Aktinin-3 Sequenz
vorliegt, konnten wir nur eine spezifische Sonde des kodierenden Bereich der mRNA
entnehmen und gewabhrleisten, dass diese in der hage nur diese eine Isoform zu
detektieren. Nur ein Oligonukleotid war innerha#ly hRNA spezifisch genug.

Die Expositionsdauer betrug wie in den Féllen zwaorl5 Stunden.

In diesem Fall wurde das erwartete Signal von 3,8lddntlich detektiert, jedoch ohne einen
signifikanten Unterschied zwischen Patienten undtkalen aufzuzeigen. Auffallig ist, dass
auch bei einem Oligonukleotid die Zweiteilung degndls auftrat, was schon bei der cDNA-
Hybridisierung sichtbar wurde.

Bei den glatten Muskulatur-Kontrollen war kein Sajzu detektieren, was fur die Spezifitat
des Oligonukleotids spricht.

Auch bei dieser Dehybridisierung wurde mit stringen Waschkonditionen bis zur
Schmelztemperatur des Oligonukleotids gearbeitetunspezifische Banden zu vermeiden.

1 ggaactccgc ticgeccecgag acccagegec caggegty tc gcccgagagg agecgegega
61 aggtcaccce gegeccgecg ccegecgece gecgecte cg tgggtecgtt tgccagtcag

nicht aufgefiihrt: Base 121 - 1560

1561 ccatcgcgca ggagctcaat gaactggact atcacgac gc tgtgaatgtc aatgatcggt
1621 gccagaaaat ttgtgaccag tgggaccgac tgggaacg ct tactcagaag aggagagaag
1681 ccctagagag aatggagaaa ttgctagaaa ccattgat ca gcttcacctg gagtttgcca
1741 agagggctgc tcctttcaac aattggatgg agggcegcet at ggaggatctg caagatatgt
1801 tcattgtcca cagcattgag gagatccaga gtctgatc ac tgcgcatgag cagttcaagg
1861 ccacgctgec cgaggcggac ggagageggce agtccatc at ggccatccag aacgaggtgg
1921 agaaggtgat tcdgagetaclaacatcagaaicageicay ag caacccgtac agcactgtca
1981 ccatggatga gctccggacc aagtgggaca aggtgaag ca actcgtgccc atccgegatc
2041 aatccctgca ggaggagctg getcgecagce atgctaac ga gcgtctgagg cgccagtttg
2101 ctgcccaagc caatgccatt gggccctgga tccagaac aa gatggaggag attgcccgga
2161 gctccatcca gatcacagga gccctggaag accagatg aa ccagctgaag cagtatgagc
2221 acaacatcat caactataag aacaacatcg acaagctg ga gggagaccat cagctcatcc
2281 aggaggccct tgtctttgac aacaagcaca cgaactac ac gatggagcac attcgtgttg
2341 gatgggagct gctgctgaca accatcgcca gaaccatc aa tgaggtggag actcagatcc

Abb. 19: Position des Oligonukleotids ,antiB1" inti@alb der mRNA vora-Aktinin-2. Auch
hier sind hauptsachlich die signifikanten Bereidler mRNA, sowie deren 5und 3'-Ende
dargestellt. Die nicht kodierenden Basenpaare 12661 sowie die restlichen Basen bis 4181
wurden aus der Darstellung entfernt.
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Oligonukleotid ,antiB1" (ACTN2)

Abb. 20: Expression voa-Aktinin-2 mRNA in humanem Myokard nach Northeioi-
Hybridisierungen

Totale RNA aus humanem linksventrikularem Myokardrdes zur Northern-Blot-
Hybridisierung eingesetzt und anschlieRend 15 loeigot. Zur Anwendung kam ein
a-Aktinin-2 ,antisense“-Oligonukleotid aus dem Angmtoereich der kodierenden Region der
MRNA .

Die GroRRenangabe der Transkripte erfolgte in Kilob@gaaren und die konstante
Auftragung der RNA-Proben wurde durch Hybridisiggumit einem 18S Oligonukleotid
beurteilt.

Wie auch bei der-Aktinin-2 cDNA-Probe, zeigt sich beim Oligonukidadin geteiltes Signal
ohne Signifikanzunterschiede zwischen den zu vehngleden Geweben. Erkennbar ist aber
die Spezifitat aufgrund der fehlenden Signale digtten Muskulatur.
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Abb. 21:Die quantitative Analyse bei der Expression \wAktinin-Isoformen im Northern-
Blot, mittels einem ,antisense“-Oligonukleotid (&éBt) der mRNA, zeigt keinen signifikanten
Unterschied zwischen Kontrollherzen und Patienteddr Signalstarke der erwarteten 3,5 kb
Bande. Die Resultate sind als Mittelwe#t&D angegeben.
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3.2.3 Hybridisierung mit a-Aktinin-3 und -4-Antisense-Oligonukleotiden
,antiCl/ antiD1"

Auf dieselbe, bei den vorherigen Oligonukleotidesdhriebene Weise wurden auch fir diese
Isoformen spezifische Oligonukleotide aus den kadiden Bereichen der mRNA
entnommen. Auch hier war die Auswahl durch die hdth@mologie auf jeweils ein
Oligonukleotid beschrankt. Mit diesen Sonden konnjedoch in beiden Féllen nach
mehrmaliger Hybridisierung und unterschiedlichen s@fkonditionen, keine Signale
verifiziert werden.

1 gccaggagcce cgatcgagat gatgatggtt atgcageccg aggg tctggg ggcecggggag

61 gggcgctttg cgggeggcgy cgggggegge gagtacat
121 cgcgacctgc tgctggacce ggectgggag aagcagea
181 tgcaactcac acctgcgcaa ggcaggcacc cagatcga
241 aatggcctca aactcatgct gctcctggag gtcatttc
301 gataaaggca agatgcgctt ccacaaaatc gccaacgt

nicht aufgefiihrt: Base 361 - 2340

2341 aagcggaatg ggatgatgga gcctgatgac ttccgagce
2401 gacctggggg aagtggagtt tgctcgceatc atgaccat
2461 gtggtgacct tccaggcctt catagacttc atgacccg
2521 actgagcaag ttgtagcttc cttcaagatc ttggcagg
2581 gaggagctgc ggcgcgagct ccctgeccaag caggcecga
2641 ccctacaagg gatccggggc cccggcetgga geectgga
2701 ctctatgggg agagcgacct ttgaccccaa ccactgag
2761 aggatgcacc ctgtggctga tcccatcegt cectcgga
2821 agccaagtgc ttctgaataa agatccctct ctgggtca
2881 atcc

gg aacaggagga ggactgggac
gc ggaaaacctt cactgcctgg

ga acatcgagga agatttccge
ag gtgagaggct gcctaggeca
ta acaaggccct ggacttcatt

tt gecteatcte catgggcetat

gg tggaccccaa cgcagetggy

ag agacagccga gactgacacy

ag acaagaacta catcacccce

gt actgcatccg cegtatggtg

ct acgtggectt ctccagtgee

gt tetctatgca agatggagag

gc aagggcctaa gagaaaagee

ca gecatateca tgecatecte [l

Abb. 22: Position des Oligonukleotids ,antiC1" infalb der mRNA vona-Aktinin-3.
Dargetellt sind hauptsachlich die signifikanten 8ehe der mRNA, sowie deren 5und 3'-
Ende. Die nicht kodierenden Basenpaare 361-234@devuaus der Darstellung entfernt.

901 ctgaaactgc cgccaaccgg atctgtaagg tgctggct
961 cctcgatgga ggactacgag aagctggcca gcgacctc
1021 tccectggcet ggaggaccgt gtgeccccaaa agactatc
1081 aggacttccg cgactaccgg cgtgtgcaca agccgecc
1141 tggagatcaa cttcaacagc gtgcagacca agctgcgce
1201 tgccctccga gggcaagatg gtctcggaca tcaacaat
1261 ctgagaaggg ctacgaggag tggctgctga atgagatt
1321 acctggcaga gaagttccgg cagaaagcct ccatccac
1381 aagccatgct gaagcaccgg gactacgaga cggccaca
1441 ttcgcaagca cgaggccttc gagagcgacc tggctgeg
1501 tcgecgcecte cgecccaggag ctcaacgag

1561 cccggtgcca gaagatctgt gaccagtggg acgecctc
1621 gggaagccct ggagaaaaca gagaagcagc tggaggcc
1681 aatacgccaa gcccgeggec cccttcaaca actggatg
1741 aggacatgtt catcgtccat accatcgagg agattgag

gt caaccaagag aactgcagca
ct ggagtggatc cggcgeacca
ca ggagatgcag cagaagctgg
aa ggtgcaggag aagtgccage
ct cagcaaccgg cccgecttca
gg ctggcagceac ttggagcagg
cg caggctggag cggctcgacc
ga ggcctggact gacgggaagg
ct atcggacatc aaagccctca
ca ccaggaccgc gtggagcaga
ctcccac aatgtcaaca
gg ctctctgaca catagtcgca
at catcgaccag ctgcacctgg
ga gagcgccatg gaggacctce
gg cctgatctca geccatgacc

Abb. 23: Position des Oligonukleotids ,antiD1" inrf&lb der mRNA vora-Aktinin-4. Die
Abbildung zeigt nur den relevanten Abschnitt dequ®ez. Es fehlen die Basen 1-900, sowie
die Basen 1801-3474.



Ill. Ergebnisse - 56 -

3.3  Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)-Analyse

Um die spezifischen Eigenschaften der im Northdot-Benutzten Oligonukleotide und,
dariber hinaus, das Phanomen der 1,9 kb Bande a@ysaren, wurde eine PCR-Analyse
vorgenommen.

Das Prinzip hierbei beruht auf einer enzymatischemmehrung eines DNA Abschnittes
zwischen zwei Oligonukleotid-Primern, die gegeniguéin komplementdre DNA-Strange
gebunden sind. Voraussetzung fur den Einsatz vdR-MEthoden ist also eine Information
Uber die Nukleotidsequenzen beiderseits des DNAer oBNA-Abschnitts und die

Verfuigbarkeit von geeigneten Oligonukleotiden

In unserem Fall wurden fur die PCR die aus der idorit-Blot Analyse bekannten

a-Aktinin-1 spezifischen Oligonukleotide verwandg deren Lage innerhalb der RNA und
auch die Nukleotidsequenz der restlichen AbschdgtemRNA bekannt waren.

Zu diesem Zweck wurden drei verschiedene PaareQlgonukleotiden benutzt, bei denen
folgende Produkte erwartet wurden: Ein 2,4 kb,lgihkb und ein 0,6 kb grof3es Fagment.

1) Al - antiA2~ 1700 bp
2) Al - antiA3~ 2400 bp
3) A2 - antiA3~ 600 bp

5‘ antiAl antiA2 antiA3 3
.. — — —
Actinin mMRNA'| 4
—p —p
Al A2
5° ~1700 bp —=600bp 3°

~ 2400 bp =ACTN
PCR-Produkte i |

Abb. 24: Benutzta-Aktinin-10ligonukleotidpaare und deren erwartet@éukte

Fur die Priméar-Strang-cDNA-Synthese kam isolierdéARsowohl von Patienten als auch von
Kontrollherzen zur Anwendung.

Der genaue Ablauf wurde unter ,Material und Methbeschrieben.



Ill. Ergebnisse -57 -

Die folgende Abbildung zeigt das gelaufene Agaroksegeden durch die PCR entstandenen
Produkten. Anhand der mitgelaufenen GréienmarkeliesGrol3e der Produkte zu erkennen.
Mit Ausnahme des 1,7 kb grof3en Signals waren sowehben Patienten als auch bei den
Kontrollherzen die Produkte der GroRRe 2,4 kb ur@i®, deutlich auffindbar. Trotz der hier
nicht sichtbaren 1,7 kb-Signals konnte ein erfatdrer Sequenzvergleich dieses Produktes
erfolgen.

2,4 kb 0.6 kb

2500 bp -
1000 bp -

500 bp - ‘

RNA verschiedener Patienten mit jeweils 3 beschriebe
Oligonukleotidpaaren: 1) Al — antiA21700 bp

2) Al — antiA3 ~ 2400 bp

3) A2 — antiA3 ~ 600 bp

Abb. 25: Das gelaufene Agarosegel zeigt die mitdelsOligonukleotidpaare entstandenen
PCR-Produkte, welche anhand der GrolRenmarker zuagpedwerden konnen. Das erwartete
1,7 kb groRRe Signal konnte auch nach mehreren ¥kesunicht detektiert werden.
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Die klonierten und sequenzierten PCR-Produkte Bendeschriebenen Paare wurden durch
Sequenzanalysen mit einer offentlichen Datenbardt, allem aber mit der CELERA-
Datenbank, wieder ab-Aktinin-1 beziehungsweise als Aktin-bindendes PBirotdentifiziert,
was die Spezifitdt der Oligonukleotide ein weiteidad unterstreicht.

Die folgend Abbildungen zeigt ein Beispiel der Sewmganalyse des oben genannten
Oligonuleotidpaares (@Al - antiA3. Alle weitererSequenzanalysen und

Identifikationsnummern der Datenbank wurden in ddarauf folgenden Tabelle
zusammengefasst.

TdpT1.1 14g112 Tdgl2

A e e

hCG22243 (Human)
hCG22243 ACTN1

hCT13336 [Human) :
N e iy e e e e

Abb. 26: Die Abbildung zeigt den Sequenzvergldahklonierten und sequenzierten PCR-
Produktes ,Al-antiA3“ mit einer offentlichen Datemik, sowie der CELERA-Datenbank.
Aufgefiihrt sind sowohl das zugehorige Chromosom, alch die Ubereinstimmenden
Nukleotide der verglichenen PCR-Produkte mit deNARIes Proteins.

Identifikationummern der Datenbanken

Oligonukleotidpaare Gen Protein MRNA
Al — antiA2 hCG24617 hCP41740 hC3%
Al — antiA3 hCG22242 hCP39738 hC33B3
A2 — antiA3 hCG38994 hCP50024 hCa8D

Tab. 11: Die oben aufgefuhrte Tabelle zeigt dientdi&ationsnummern, unter denen die
identifizierten Proteine, hier -Aktinin, und deren mRNA's, in der Datenbank aduifgef
werden. Diese Nummern beziehen sich auf die CELIER&Rbank.
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Da die ,annealing-Temperatur* wie Ublich nur caCSinterhalb der Schmelztemperatur der
Oligonukleotide lag und wir keinen Anhalt fir daBdomen der 1,9 kb-Bande erhielten,
welche im Northern-Blot detektiert wurde, fuhrtenr wine weitere PCR mit sehr niedrig

stringenten Bedingungen durch.

Hierbei wurden die ,annealing-Temperaturen“ bis 86fC unterhalb der Schmelztemperatur
angesetzt, um die Anzahl der mdglichen unspeziéiscBanden zu erhthen, unter denen
womoglich auch die 1,9 kb-Bande zu finden gewesé&rew

In Abb.27 sind die Banden in Reihenfolge der abrmtohen Temperatur wieder eindeutig zu
erkennen. Wieder sind mit Ausnahme des 1,7 kb Rtedudie zwei anderen erwarteten
Produkte zu detektieren. Doch trotz der niedrigngégnten Bedingungen, selbst bei 15°C
unterhalb der Schmelztemperatur, tauchten keineevegi unspezifischen Banden auf.
Normalerweise treten unter diesen Umstdnden sdibsteinigen spezifischen Analysen

mehrfach nicht spezifische Banden auf, und dieselsors bei Unterschreitung der

Schmelztemperatur von nur 5°C. Dies spricht fig hochspezifischen Eigenschaften der
benutzten Oligonukleotide.

Abb. 27: Eine Serie von abnehmenden Temperaturen Wnterschreitung der
Schmelztemperatur der oben genannten Oligonukieotwdhrend einer PCR  zur
Sicherstellung der Spezifitat der benutzten Oligteatidpaare

Es werden auch hier, wie bei Abb. 25, bei der jegen Temperatur die drei bekannten
Oligonukleotidpaare verwendet.
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3.4  Analyse des Western-Blot

Da auf der mRNA-Ebene mit dem Northern-Blot keingngikanten Unterschiede der

Genexpression festzustellen waren, wurde im n&chBsritt die differentielle Expression

auf der Protein-Ebene untersucht.

Es wurden wegen der groRen Anzahl der Patienteni aweschiedene Membranen

angefertigt. Auf einer Membran wurden jeweils 2 Koftherzen, 6 Patienten und zwei
Kontrollen fur glatte Muskulatur aufgetragen. Diattgen Muskulatur-Kontrollen fungierten,

wie auch beim Northern-Blot flr die Oligonukleotidals Spezifitdtsnachweis fir die
Antikorper. Zusatzlich wurde, um die genaue Gro3e Heoteins bestimmen zu kdnnen,
neben einem Marker, ein rekombinantes Protein etldd Spur aufgetragen, welches vom
Hersteller als Isoformen-unspezifischeesAktinin mit einer Groé3e von 98 kDa beschrieben
wurde (Sigma/A9776).

Bevor die Proteinextrakte auf das Gel aufgetragearden, ermittelten wir deren

Konzentration mit einer farbabhangigen Konzentratmessung.

Im Folgenden wurde jedes Gel mit exakt %@ Proteinextrakt beladen und die
Gleichmaligkeit der Beladung mit der ,Ponceau-Fagbuiberprift.

Marker Kontrolle DCM  Glatte Muskulatur -Aktinin
185 kDa -~ Myosin
98 kDa - = -Aktinin /
Phosphorye B
52 kDa - Glutamat Dehy.
31 kDa = Carbonat Anhy.
19 kDa - Myoglobin (rot
17 kDa - Mysdlspin )
11 kDa = tysozym
6 kDa - Aprotinin
3 kDa - tnsulin

Abb. 28: Die mit dem Ponceau Farbstoff angefarbtemidran zeigt die gleichmaRige
Beladung des Gels und diente der Markierung vonekldargewichtsgrofRen (kDa) fur die
spater detektierten Signale. Benutzt wurde hier Mielti-Mark Standard-Farbung far
NuPAGE MES-Gele.
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Der hier in der Tabelle aufgefuhrte Ladeplan bezsbh auf alle gezeigten Western-Blot
Abbildungen:

Spur Gewebe

1-2 Kontrolle gesunde Herzen

3-8 Patienten DCM (insgesamt (12
Patienten)

9-10 Kontrolle glatte Muskulatur

11 Rekombinantes Protein-
a-Aktinin

Die Expositionsdauer der ECL-Filme auf der Membwnande bei jedem Antikorper in drei
verschiedenen Zeitabstanden gewahlt. Meist waBSgnal nach 2-3 Sekunden sichtbar. Um
fur die Auswertung ein starkeres, deutlich abgranztes Signal zu erhalten, wurde ein
weiterer Film fur 10 Sekunden aufgelegt. Zur Siskedtung, dass auf den Spuren, auf denen
nach kurzer Expositionsdauer kein Signal zu sehan auch bei extrem langer Aufliegezeit
kein Signal mehr zu detektieren sein wirde, wurdestter Film flr 2 min. aufgelegt.

Zur Anwendung kamen die unter Material und Method@schriebenen kommerziellen
Antikorper, die auch in der Immunhistochemie verdetrwurden.

Auf jede Membran wurde zum Schluss ein GAPDH-Andgi gegeben, dessen Signal als
Referenz fur die Auswertung diente und zuséatzlioh gleichmalige Beladung des Gels
verdeutlichen sollt&.

3.4.1 Sarkomerischem@-Aktinin Antikdrper (EA-53)

Zur Anwendung kam hier ein monoklonaler Antikérpgelcher die sarkomerische

a-Aktinin Isoform auf Proteinebene aufzeigen solldée Abb. 29 zeigt die Membran | und Il
nach 10 Sekunden Expositionsdauer. Die Signalendbexfi sich auf derselben Hohe wie das
rekombinantea-Aktinin und sind somit von der Molekulargewicht88e exakt einzuordnen.
Eindeutige Spezifitdt des Antikorpers beweist ades fehlende Signal bei den glatten
Muskulatur-Kontrollen zwischen den Signalen derid?dén und dem der rekombinanten
Proteins. Hier war auch nach 1 min. Expositionskeih Signal aufzufinden. Die Banden
selbst zeigen aber wieder keine Unterschiede zersden Patienten und Kontrollen.

Um sicherzustellen, dass es sich bei unseren Banadnh um Immunglobuline handelt,
wurde der zweite AntikOper, als Negativkontrollbeiae auf die Membranen gegeben.
Dieser ist in der Lage, ohne den ersten Antikérpamunglobuline zu detektieren. Auch
nach 5 min. Exposition waren keine Banden zu erkenn
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Sarkomerischeia-Aktinin Antikorper (EA-53)
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Abb. 29: Western-Blot-Analyse der sarkomerischertikdipers bei  aufgetragenem

Proteinextrakt aus humanem linksventrikularem Mydka

Es wurden zwei unterschiedliche Membranen anggtd(itil), jede mit Proteinextrakten von

2 Kontroll-Herzen, 12 Patienten, hier 6 auf jedeebran, 2 glatte-Muskulatur-Kontrollen

und einem rekombinanten Protei-Aktinin).

Die Abbildung zeigt die Expression des sarkombkas@-Aktinin Antikdrper (EA-53, Sigma)

nach einer Expositionszeit von 10 Sekunden.

Ein signifikanter Unterschied zwischen den Myokaotben ist nicht vorhanden, doch zeigt
der sarkomerische Antikérper die erwartete Spéitifihne Kreuzreaktionen mit der glatten
Muskulatur.
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Abb. 30: Die quantitative Analyse der Expression s@rkomerischea-Aktinin-Antikérpers
(EA-53) im Western-Blot zeigt keinen Unterschieta@dwen Kontrollherzen und Patienten in
der Signalstarke der 98 kDa Bande. Die Resultatd als Mittelwerter SD angegeben.

3.4.2 Nicht sarkomerischera-Aktinin Antikdrper (BM 75.2)

In diesem Fall handelt es sich um einen monokleonAlatikoper, welcher in der Lage ist, die
nicht sarkomerischa-Aktinin Isoform in glatter Muskulatur zu detektgar.

Beide Membranen (I/1l) wurden, wie auch beim sarkasthen Antikoérper, 10 Sekunden
exponiert.

Wieder liegt das Signal auf der erwarteten Hohe 98rkDa, was das rekombinante Protein
beweist.

Die sehr starken Banden, die bei den Kontrollengiiten Muskulatur zu sehen sind, zeigen
eindeutig die Spezifitat des Antikorpers.

Bei diesem Western-Blot zeigte sich, im Gegensatalien anderen Untersuchungen, ein
deutlicher Unterschied bei der Expression deAktinin-1 Isoform zwischen DCM und
Kontrollen. Wie man deutlich erkennen kann, zeigh 9ei allen Patienten eine signifikant,
hochregulierte Proteinexpression der nicht sark@moieena-Aktinin-lsoform im Gegensatz
zu den gesunden Kontrollherzen. Jedoch sind awethsbhmale Banden zu erkennen. Da es
sich hier um einen nicht sarkomerische Antikdrpandelt, werden auch Zellen der glatten
Muskulatur von Gefal3en detektiert.

Die Auswertung zeigt eine hochsignifikante Uberesgion dieser nicht sarkomerischen

a-Aktinin-1 Isoform.
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Nicht sarkomerische@a-Aktinin Antikdrper (BM 75.2)

98 kDa =

98 kDa=|

Abb. 31: Western-Blot-Analyse derAktinin-1 Isoform bei aufgetragenem Proteinextrals
humanem linksventrikularem Myokard.

Es wurden zwei unterschiedliche Membranen anggtd(itil), jede mit Proteinextrakten von
2 Kontroll-Herzen, 12 Patienten, hier 6 auf jedeembran, 2 glatte-Muskulatur-Kontrollen
und einem rekombinanten ProteiAktinin).

Die Abbildung zeigt die Expression des nicht sakischen a-Aktinin Antikorpers nach
einer Expositionszeit von 10 Sekunden. Auffallig @s hochsignifikanter Unterschied
zwischen den Kontrollen und erkrankten MyokardgeneZur erkennen sind auch schmale
Banden der Kontrollen, die auf Detektion der Gefé8kalatur zurtickzuftihren sind.
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Abb. 32: Die quantitative Analyse der Expressios mieht sarkomerischen
a-Aktinin-Antikdrpers (BM 75.2) im Western-Blot zeghen signifikanten Unterschied
zwischen Kontrollherzen und Patienten in der Sigtéake der erwarteten 98 kDa Bande mit
deutlicher Uberexpression bei dem Patientengut. Rasultate sind als Mittelwerte SD
angegeben.

3.4.3 Nicht muskularer a-Aktinin-4 Antikdrper (NCC-LU-632)

Dieser Antikorper wurde uns freundlicherweise von Desshi Yamada (National Cancer
Center Research Institute, Tokyo) zur Verfigungtajts Die japanische Arbeitsgruppe
bestatigte seine Spezifitdt gegeniber der niclgkoiéren Isoform dea-Aktinin in einigen
Versucher’,

Trotz der angegebenen Spezifitdt konnten in derzdgésveben einige Banden detektiert
werden, sogar mit leichten Differenzen zwischen D@#&tienten und Kontrollherzen, die
jedoch nicht als signifikant einzustufen waren.etkennen ist auch die deutlich schwéachere
Bande bei den glatten Muskulatur-Kontrollen, wasZusammenhang mit der Ausbildung der
Banden in den Herzgeweben der Patienten, zur Aneal@nExpression einer weiteren nicht
herzspezifischen Isoform fiihren kann. Die Hohe Bimnde und somit die Ubereinstimmung
mit der richtigen Gréf3e des Proteins wurde wiedercld das rekombinanta-Aktinin
bestatigt.
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Nicht muskularera-Aktinin-4 Antikorper (NCC-LU-632)
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Abb. 33: Western-Blot-Analyse dex-Aktinin-4 Isoform im Proteinextrakt aus humanem
linksventrikularem Myokard.

Es wurden zwei unterschiedliche Membranen anggtd(itil), jede mit Proteinextrakten von

2 Kontroll-Herzen, 12 Patienten, hier 6 auf jedeembran, 2 glatte-Muskulatur-Kontrollen
und einem rekombinanten ProteiQKktinin).

Die Abbildung zeigt die Expression des Nicht-MuskutspezifischeraAktinin 4 Antikorper
nach einer Expositionszeit von 10 Sekunden.

Es lassen sich mehrere unspezifische Signalbandereidzelnen Gewebe erkennen ohne
eindeutige Signifikanzunterschiede. Lediglich bei Hentrollen der glatten Muskulatur fallt
eine deutlich geringere Intensitat auf.
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Abb. 34: Die quantitative Analyse der Expressios Neht-Muskulatur-spezifischen
a-Aktinin-Antikdrpers (NCC-LU-632) im Western-Blatigt einen erkennbaren Unterschied
zwischen Kontrollherzen und Patienten in der Sigidake der erwarteten 98 kDa Bande,
welcher aber nicht als signifikant einzustufen Bie Resultate sind als Mittelwerte SD
angegeben.

3.4.4 Quantifizierung durch den GAPDH-Antikorper

Nachdem allea-Aktinin-Isoform-Antikdrper auf den Membranen urgecht worden waren,
war zur Quantifizierung und Normalisierung der Bamdein Antikérper noétig, welcher
nahezu in allen Geweben in hohem Mal3e expremied wind eine bekannte Grol3e besitzt.
Hierzu wurde ein Antikoérper fir GAPDH benutzt, dds Standard fir Normalisierungen im
Western-Blot gilt.

Abb. 35 zeigt dieselben Membranen mit dem passe@@d?PDH-Signal in jeder Spur,

mit denen alle anderen Ergebnisse der vorherigestéfre Blot Analysen verglichen wurden.
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GAPDH Antikorper

(I

Abb. 35: Die Abbildung zeigt die Membranen mit GARPBxpression bei
ca.36 kDa, welche =zur Normalisierung der quanttati \Western-Blot-Analyse als
Referenzsignal diente.
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35 Immunhistochemie

Die hier gezeigten immunhistochemischen Bilder letelnur einen kleinen Teil der

dokumentierten Resultate dar. Sie haben reprdsamtaCharakter und geben einen gultigen
Mittelwert der vorgefundenen Veranderungen wiedBie Gewebeschnitte mit den

Proteinverdnderungen der erkrankten Patienten wurndemer einem Kontrollmyokard

gegenubergestellt. Die Bilder wurden in Zusammerntrbie Dr. Stefan Hein angefertigt und

fur diese Arbeit zur Verfigung gestellt.

3.5.1 Sarkomerischema-Aktinin-Antikorper (EA-53)

Als priméarer Antikdrper kam hier der auch in den 3Sfé¢en-Blot-Analysen benutzte,
monoklonale, sarkomerisclaeAktinin Antikérper (EA-53) zur Anwendung.

Wie deutlich zu erkennen ist, findet sich bei baidsowohl dem Patienten-, als auch dem
Kontrollmyokard, die erwartete quergestreifte Marking des sarkomerischerrAktinin-
Antikorpers. Im Vergleich zur Kontrolle (a), mit nar gleichméalRig quergestreiften
Markierung von sowoh&-Aktinin, wie auch Aktin und wenig Extrazellularnaw sind in der
Kontrolle (b) bei gleicher VergréRerung nur vieuteh voneinander abgrenzbare Myozyten
zu erkennen. Zu beachten ist die Zelle im rechternteNeld (), welche keine
Aktinmarkierung mehr aufweist und dabei eine bigdéngs orientierte, teilweise verklumpte
a-Aktinin Lokalisation aufweist.

a) b)

Abb. 36: Die Abbildung zeigt die Gegenuberstellung gesundem menschlichem Myokard
(@) und dilatativer Kardiomyopathie (b) in einer @fachmarkierung mit sarkomerischem
a-Aktinin (gran), und Aktin-Phalloidin (rot) in humam LV-Myokard. Auffallend ist die
deutlich aufgelockerte Struktur in (b) mit vermelmt Extrazellularraum und degeneriertem
Kardiomyozyten (). Bei gleicher VergroRerung sind in (b) nur 4 Kiamhyozyten
abgrenzbar.
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c)

Abb.36¢: Die Abbildung zeigt, wie in 36b, ein weigeBeispiel fir mehrere degenerierte
Kardiomyozyten aus LV-Myokard bei dilatativer Kamaliyopathie.

3.5.2 Nicht sarkomerischem-Aktinin-Antikorper (BM-75.2)

Ebenso wie im Western-Blot, wurde auch hier dehingarkomerische Antikérper BM-75.2
zur Detektion dea-Aktinin-1 Isoform verwendet.

Als Kontrollpraparat (a) wurde ein Schnitt einesgeden Myokards mit Gefallanschnitt
gewahlt, um die Spezifitat des Antikorpers und dordie Detektion von glatter
Gefal3muskulatur zu verdeutlichen.

In der Kontrolle (a) mit einer gleichmaRig gestieif Markierung von Aktin (rot) und wenig
Extrazellularraum ist in der Bildmitte deutlich darAktinin-1 markierte Gefal3anschnitt
(grin) zu erkennen. Im Kardiomyozyten hingegen tzegh keine Markierung des
Antikorpers.

Den Ergebnissen des Western-Blots entsprechergt, sieh hier auf immunhistochemischer
Basis im Praparat mit dilatativer Kardiomyopath gllerdings eine deutliche Akkumulation
von a-Aktinin-1 positiven Granula im perinukledren Betfei Weiterhin lasst sich die
deutliche Hypertrophie des Kardiomyozyten im Zentwon (b) erkennen.
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a) b)

Abb. 37: Die Abbildung zeigt die Gegenuberstellvog gesundem menschlichem Myokard
mit GefalRanschnitt (a) und dilatativer Kardiomydmat(b) in einer Zweifachmarkierung mit
a-Aktinin-1 (grun), und Aktin-Phalloidin (rot) in lmanem LV-Myokard. Zu beachten ist die
Akkumulation vora-Aktinin-1 im Kardiomyozyten mit DCM (b), sowie diarkierung des
Antikorpers in der GefaBmuskulatur (a), wahrendeaiden Schnitten keine Markierung des
sarkomerischen Aktinins zu erkennen ist.

3.5.3 Nicht muskularer a-Aktinin-4-Antikorper (NCC-LU-632)

Dieser von einer japanischen Arbeitsgruppe in sefpezifitat bestatigte und bisher nur im
Western-Blot angewendete Antikdrper, zeigte in khdemunhistochemie im Gegensatz zum
Western-Blot, keinerlei Signale in den Kardiomy@&yt Auch nach mehrfachen
Wiederholungen des Versuches unter gleichen Bedgejun sowie verlangerten
Inkubationszeiten, konnten keine Markierungen emkaverden.

3.6. Elektronenmikroskopie

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse im Western-Btotie der Immunhistochemie sollten
strukturelle und akkumulative Veranderungen derluen Matrix, mit Hilfen von
elektronenmikroskopischen Bildern, dargestellt werdeBesonderes Interesse galt
Veranderungen von Zellorganellen, die fur den FPnatetabolismus hauptverantwortlich sind
(endoplasmatisches Retikulum, Golgifelder, Mitochae).

Die folgenden Bilder entstammen beide aus Myokankien eines an DCM erkrankten
Patienten und zeigen eindrucksvoll perinukledre nGea () im Bereich des
endoplasmatischen Retikulums.
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Die Bilder wurden freundlicherweise von Dr. Stefdain zur Verfigung gestellt und dienten
der Vervollstandigung der in dieser Studie verdffehten Ergebnisse der
molekularbiologischen und immunhistologischen Usiiehungen im DCM erkrankten
Myokard.

a) b)

Abb. 38: Die Abbildungen a) und b) zeigen elektnon&roskopische Aufnahmen von
Kardiomyozyten bei dilatativer Kardiomyopathie. dincksvoll erscheinen die Granula im
perinuklearen Bereich ().

Die nachfolgenden Erlauterungen und Schaubilderersolnoch einmal die schon
beschriebenen Resultate zusammenfassen und alitilvey zur Diskussion hinsichtlich der
verschiedenen Untersuchungsmethodiken, Ergebnisensmen und Moglichkeiten ihrer
Einflussnahme auf die Pathogenese der DCM dienen.
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Ausgehend von den ungewdhnlichen Ansammlungeraegitinin-1 im endoplasmatischen
Retikulum der Patienen mit dilatativer Kardiomydpat in den immunhistochemischen
Versuchen wurden weiterfiihrende molekularbiologgsdmtersuchungen durchgefinhrt.
Zunachst sollten mit Hilfe von cDNA-Sonden als sfiszher Marker auf RNA-Level die
zuvor erlangten Ergebnisse auf molekularbiologisclibene untersucht werden, um
Hinweise auf den Ursprung und Pathomechanismusul&ergewohnlichen Akkumulationen
zu erlangen.

Alle a-Aktinin-cDNA-Sonden der unterschiedlichen Isoformenit Ausnahme von
a-Aktinin-3, zeigten im Northern-Blot das erwarteted in der Literatur beschriebene Signal
auf Hohe von 3,5 kb ohne einen signifikanten Umteiesd zwischen Patienten und gesunden
Kontrollen.

Im Gegensatz zu den cDNA-Sonden lieBen sich beiwdiedung der spezifischen
Oligonukleotide vona-Aktinin-1 (AntiA1/2/3) die erwarteten Signale b8&i5 kb nur in
geringem MalRe detektieren. Dagegen zeigte sichafier ein unerwartet starkes Signal auf
der Hohe von 1,9 kb.

Das Oligonukleotid, spezifisch fiar-Aktinin-2 (AntiB1), verhielt sich wie erwartet urmkigte
das Signal bei 3,5 kb ebenso ohne signifikantenetdohied zwischen den beiden
Kontrollgruppen.

a-Aktinin-3 und a-Aktinin-4 waren im Northern-Blot mit Oligonuklealen nicht
detektierbar.
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Anschliellende Nachweise auf Protein-Ebene im We&kt mit einem nicht
sarkomerischem Antikorper BM 75.2 zeigten dann auncdch eine deutlich gesteigerte
Expression desa-Aktinin-1 bei den Patienten mit dilatativer Kardigopathie, was die
Ergebnisse der Immunhistochemie bestatigte. Déwosaarische Antikorper (EA 53) zeigte
starke Signale in allen Myokardgeweben ohne ddwlldnterschiede zwischen Kontroll- und
Patientenmyokard. Demn-Aktinin-4 Antikérper jedoch war mit Ausnahme detatien
Muskulaturkontrollen in allen Myokardgeweben leichetektierbar, ohne signifikante
Differenzen zwischen DCM-Patienten und Kontrolltesrz

MRNA Protein
Kontrolle | DCM Ergebnis Kontrolle DCM Ergebnis
3,5/1,9kb- Uberexpression
-Aktinin-1 + + | Signal, keine + +++ in
Signifikanz DCM
-Aktinin-2 + + 1,9kb, keing + + Keine
Signifikanz Signifikanz
-Aktinin-3 - - Kein Signal - - -
-Aktinin-4 - - Kein Signal (+) (+) Keine
Signifikanz

Tab. 12: Die Tabelle zeigt die Ergebnisse der Nemth und Western-Blot-Analysen der
-Aktinin Isoformen in einer Gegenuberstellung.
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V. Diskussion

4.1  Einfuhrung

Die Pathogenese der dilatativen Kardiomyopathienisitifaktoriell und wird in der Literatur
immer noch uneinheitlich beschrieben. Nach der ¢htiisselung des Genoms wurde haufig
die Vorstellung vertreten, dass die molekularen h@ismen ausreichend geklart seien und
aufgrund dieser Erkenntnisse eine kausale Themapgich wére.

Gerade im Fall der kardiovaskularen Erkrankungestlgich diese Vorstellung jedoch nicht
verwirklichen. So zeigen die schon seit Jahren eladén molekulargenetischen
Untersuchungen im Bereich der Kardiomyopathiensdagiale Konzepte hinsichtlich der
Zuordnung von Krankheitsgenen und der daraus ieseritlen Pathogenééeschnell wieder

in Frage gestellt wurden.

Bei der dilatativen Kardiomyopathie sind bislang i®&rschiedene Genorte und 5
.Krankheitsgene bekannt. In den letzten Jahrend sisowohl klinische als auch
experimentelle Daten vero6ffentlicht worden, dieges, dass Mutationen im gleichen Gen zu
unterschiedlichen Phanotypen der DCM filhren koMief*'?° Dies bedeutet zum Beispiel
das zeitgleiche Auftreten von DCM mit und ohne Heythmusstérungen oder subklinischer
Muskelbeteiligung bestimmter Abschnitte der Sketetikulatut*>1912°

So ist davon auszugehen, dass im Bereich der Kaydipathien, den Phanotyp und den
damit zusammenhangenden Pathomechanismus betreffetbdrlappungen zustande
kommer?.

Anzunehmen ist, dass der Beginn der Erkrankunghdivtatationen in bestimmten Genen
gepréagt, jedoch die letztendliche phanotypischepfigung einer Kardiomyopathie dann von
verschiedensten Faktoren beeinflusst wird, was iehmeren Studien eindrucksvoll
beschrieben wurde. Hierzu gehdren vor allem hamaaysche, metabolische und genetische
Faktorer?8129130

Diesen Faktoren ist der Einfluss auf eine vermited&ontraktionskraft beziehungsweise eine
Anderung der myofibrillaren Strukturen gemeinsaralohe wiederum Auswirkungen auf die
Funktion der sarkomerischen Proteine hat.

Aufgrund der in der Literatur immer wieder bescheren Funktionsbeeintrachtigung durch
die oben beschriebenen Faktoren wahlten wir fienStudie ein Protein aus, welches eine
wichtige Rolle in der Organisation und der Interaktdes kontraktilen Apparates spielt.

Wie bereits zu Beginn erwahnt, konnte unsere Forggdgruppe durch zahlreiche
Untersuchungen am gesunden, als auch am erkrakktekard strukturelle Anderungen und
Beeintrachtigungen von Proteinen des Kardiomyozytexthweisen. Hier zeigten sich
insbesondere Verdnderungen der Sarkomer- oder tPesigsne mit malgeblichen
Auswirkungen auf die myokardiale Funktf§t® Aus diesem Grund folgte, als logische
Konsequenz auf die Ergebnisse mit Titin, die Untelnsing vora-Aktinin, als ein Protein mit
zentraler Rolle im Sarkomer.

Gestutzt von den Ergebnissen der immunhistochemisekesuche, standen vor allem die in
der Literatur beschriebenen Isoformen de8ktinin und deren Funktionen im Mittelpunkt
des Intersesses.
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Gerade wegen dieser sich nur geringfiigig unterdeneéien Isoformen ist das sarkomerische
Protein pradestiniert fir genetische Mutationen ftekte in der Entstehung und dem
Verlauf der dilatativen Kardiomyopathie. Diese Reohbatik wurde zum Beispiel schon zuvor
bei anderen zellularen Proteinen, wie dem beta-Myosavy-chain-, Titin-, oder
Tropomyosin-Gen, aufgezetgt

So konnten wir im Verlauf der Untersuchungen auf lekalarbiologischer und
immunhistochemischer Basis eine gestorte Traoslater glatten Muskultur-spezifischen
a-Aktinin-lsoform nachweisen.

Ein kurzes Resiimee der Resultate, wie am Ende rdebfisteils vorgenommen (siehe S.74)
soll noch einmal deren Relevanz im Rahmen der Batiese der DCM hervorheben, die im
Folgenden erlautert wird.

Das ungewohnliche Vorkommen der nicht sarkomerischeform desa-Aktinins in
Myozyten bei den Patienten mit DCM lasst auf eireteBigung bei der Pathogenese der
DCM schliel3en.

Neben diesen eindeutigen Ergebnissen auf ProteineElb@essen auch die Resultate im
Northern-Blot auf eine Beteiligung an der Pathogenéer dilatativen Kardiomyopathie
schlie3en.

So konnte das unerwartete 1,9 kb grof3e Signal imhRm-Blot unter Umstanden auf einen
pathologischen Mechanismus im Bereich der Tramslatiinweisen, womit auch auf der
MRNA-Ebene eine mogliche Ursache der Pathogeneseichen ist. In die Diskussion mit
einzubeziehen ist aber auch die Tatsache, dass di@skb grofie mRNA nicht fir ein
komplettes Aktinin kodieren kann. Ein kirzeres Akii wurde aber bei genauer
Literatursuche und Datenbankrecherche nicht gefunde

Im Folgenden sollen nun die verschiedenen Moglitbke der Pathogenese, unter
Einbeziehung der genannten Faktoren, erlauterteverd
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Das hier aufgefuihrte Schaubild soll zu den folgenBeskussionspunkten leiten und einen
kurzen Uberblick Gber mogliche Ursachen der abnarmé\ktinin-1 Akkumulation sowie
deren Folgen geben.

4.2  Genetik der dilatativen Kardiomypathie

Zunachst soll die Erkrankung selbst mit ihren gecben Facetten etwas naher erlautert
werden. Die Genetik der dilatativen Kardiomyopatjéelt eine entscheidende Rolle bei der
Entstehung der Erkrankung und wirkt sich auch saestruktiv auf die verschiedensten
einzelnen molekularen Mechanismen aus, welche irfalMfieder Erkrankung unterschiedliche
Funktionen stdren und in ihrer Gesamtheit dannezu Bild der DCM fuhren kdnnen.

Wie schon in der Einleitung erwahnt, liegen in mstédas ca. 25-30 % aller Falle familiare
Formen der DCM vor, wobei der Erbgang hier Uberemet autosomal dominant oder,
seltener, X-chromosomal 78t

Bisher konnten 8 verschiedene Krankheitsgene ifitgett werden, namlich die Gene flur
Dystrophin (DMDY?, kardiales Aktin (ACTCY*'%  Desmin (DESY® Lamin A/C
(LMNA) 1419 g.5arcoglykan (SGCDY® die schwere Kette des kardialen R-Myosins
(MYH7)*” und das kardiale Troponin T (TNT2}. Mutationen in diesen Genen fiihren mit
einer sehr variablen Penetranz zu einer altersaldegimyylanifestation der DCM.

Die Kenntnis dieser Krankheitsgene fihrte auchinemre neuen Verstandnis der dilatativen
Kardiomyopathie. Entsprechend der Funktion der wben genannten Genen kodierten
Proteine liegt die Uberlegung nahe, dass der Erkmagleine fehlerhafte Kraftentwicklung
oder Kraftibertragung zugrunde liegt.
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Mutationen in Genen der zytoskelettaren als auckosszerischen Proteine spielen eine
zentrale Rolle bei der Ursache der Erkrankung. Add8a stehen die meisten der genannten
Krankheitsgene und deren Proteine in einem Zusamamgnimit dem von uns untersuchten
a-Aktinin, sei es die ahnliche Funktion innerhalbsd8arkomers, die nahezu identisch
aufgebauten Domé&nen anderer Proteine oder die isakah auf demselben Chromosom.
Obwohl eine genetische Heterogenitat bei den vererkardiovaskularen Erkrankungen wie
auch die DCM vorhanden ist, lassen sich Krankheitter oder Syndrome doch haufig von
defekten Genen ableiten, die Proteine mit &hnlicRenktion kodieren. Bowles et al.
bezeichneten dies auch als die Hypothese der geameen Endstrecke

(The“Final common Pathway* Hypothesi®)

Das durch die ,Duchenne-Becker“-MuskeldystrophiehiMeekannteste Protein Dystrophin,
welches ebenso in einem bestimmten Stadium zur DM, ist nur ein Beispiel fir den
molekularen Funktionsverlust eines Proteins. Dystiopist ein 427 kDa grof3es
zytoskelettares Protein, das sich im Inneren dekofanms befindéf®'%® Sowohl das N-
terminale- als auch sein stabformiges Ende zesigmifikant groBe Ahnlichkeiten mit dem
des a-Aktinins"***2 Auch in seinen verbindungsstabilisierenden, #gtettaren und
sarkomerischen Funktionen stimmt es axifktinin nahezu tberein. Dartber hinaus werden
aulBerdem Kolokalisationen zu R-Spektrin und Vimcuti der Literatur angegeben. Dieses
sind wiederum Proteine, kodiert von Genen, welcheinem Zug mit denen de@sAktinins
genannt werdén®'** So ist ein Funktionsverlust wie bei Dystrophinedimgt durch
genetische Alterationen, auch laeAktinin denkbar.

Eine Veroffentlichung im New England Journal of Nde beschrieb Mutationen des
Chromosoms 14q11.2-13, welches mit der dilatatikardiomyopathie in Verbindung steht.
Diese fuhrten zu Aminosaureanderungen im [3-Myosith warden als Ursache der DCM
identifiziert'®”. Unter der Annahme, dass Mutationen in den Gedienfiir Sarkomerproteine
kodieren, zur dilatativen Kardiomyopathie fiihren kén, untersuchte diese Gruppe auch das
Troponin T-und I- sowie das-Tropomyosin-Gen.

Dabei konnten in zwei weiteren Familien eine Oefetvon 3 Nukleotiden als Ursache der
DCM festgestellt werdéfl’. Diese Mutationen fiihrten priméar zur Dilatationdues lag in
keinem einzigen Fall eine myokardiale Hypertroploe

Wahrscheinlich kommt es durch die Mutationen zu rem@rminderten Kraftentwicklung
innerhalb des Sarkomers.

Auch bei Aktin wurden solche Mutationen gefundetsad et a® stellte hier die Hypothese
auf, dass die DCM eine Erkrankung ist, bei derigie<sarkomer erzeugte Kraft fehlerhaft auf
die nachsten Myozyten tbertragen wird.

In gleicher Weise fiihrten solche Mutationen bei ies und d-Sarcoglycan zu einer
Beeintrachtigung der Kraftiibertragung des Sarkotffers

Es ist anzunehmen, dass durch die direkten funktené&/erbindungen zu einigen dieser
obengenannten Proteine die Funktion deaktinins bei einer Mutation dieser Proteine in
Mitleidenschaft gezogen wird. Da sowohl die interad Funktionen als auch die Strukturen
dem a-Aktinin gleichen, kbnnen mit Sicherheit verschiesie molekulare Defekte, die auf
benachbarte oder interagierende Gene bzw. Proteineirken, auch Aktinin selber
beeinflussen.
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Mutationen der bisher bekanntarAktinin Gene selbst wurden bisher noch nicht geéamd
Doch zeigen unsere Ergebnisse, dass eine solchéndénung, moglicherweise ebenfalls
durch Punktmutationen, zu einer zeitweise sekumdicformen-Produktion fihren kann, die
eine in diesem Fall nicht sarkomerische IsoformHenz ausbildet.

Zur Zeit sind 5 verschiedene Lokalisationen auf @émomosomen bekannt, welche zu der
Form der genetisch heterogenen DCM fiihren. Diesgeti auf den Chromosomgtg33**,
[2937*%17 [9q13-022M8 [10921-24*°[15q14%*

Meist jedoch begrinden diese Genmutationen ihret&ming auf heriditdre Formen, welche
bei unseren Patienten zum grof3ten Teil jedoch naistish ausgeschlossen werden konnten.
Trotz allem sind spontane Formen dieser Mutationgrabhéngig von erblichen Faktoren,
denkbar.

Diese Mutationen mussen nicht zwangslaufig auf mténaren Ebene der Gene vollzogen
werden. Die Ergebnisse von Garcia et*?8l.zeigen, dass eine hohe Inzidenz von
mitochondrialen DNA Nukleotidsequenzveranderungewahl in Genen als auch in der
Transfer-RNA bei Patienten mit DCM zu finden sirldsgesamt wurden 5 Mutationen
festgestellt, welche schon bestehende Sequenzstigkmderten und moglicherweise die
Funktion und Struktur von einer bestimmten Tran&BIA beeintrachtigen. Vor allem waren
diese Mutationen aber mit erheblichen enzymatisdbefekten assoziief’. Auch dieser
Ansatz konnte eine Mdoglichkeit der Isoformen-Verm@nohg desa-Aktinins bei der DCM
darstellen.

4.3  Die Rolle der sarkomerischen Proteine im kontrigtilen Apparat des Herzens

Im Hinblick auf unsere Untersuchungen sind, nebem dbergeordneten Genetik, die
Funktionseinschrankungen des kontraktilen Apparatesch die einzelnen Proteine,
insbesondera-Aktinin, von groRer Bedeutung, so dass nun gezeftdiese eingegangen
werden soll.

Der Kardiomyozyt setzt sich intrazellular aus deontkaktilen Material, dem Zytoskelett,
sowie aus dem Kern, Strukturen zur Proteinsynthase Stoffwechselkompartimenten
zusammen.

Der mechanische Teil der Kontraktion wird von déeken und dinnen Filamenten nach dem
Gleitfasermechanismus bewerkstelligt. Deren Haupga@menten Aktin und Myosin sind
innerhalb der Sarkomere, der kleinsten sich wiedena®n Einheit der Myofibrillen, in
paralleler Anordnung anzutreffen. Das Sarkomer, emer Lange von 2,0-2,8m, ist die
wichtigste kontraktile Einheit sowohl im skelettyeals auch im Herzmuskel und
reprasentiert mit dieser Lange ein Uberlappungsiars der Filamente, bei dem die
Effizienz der Kontraktion am héchsten ist.

Die kontraktilen Eigenschaften des Herzens in Haokblauf Kraftentwicklung und
Geschwindigkeit der Kontraktion sind ebenso abhgingin der Anzahl wie auch von dem
biochemischen Zusammenwirken der Sarkomere und-dektion seiner Proteif@ Neben
den bekannten grof3en kontraktilen Proteinen, wignAyosin und Troponin, spielen eine
Reihe von sarkomerischen Proteinen, unter andeaeAktinin und Titin, eine sehr
entscheidende Rolle. Zwar treten diese in gerimgé¢enzentrationen auf, tragen jedoch
entscheidend zu der Organisation des Sarkomersdaesen Funktion B¥i>> a-Aktinin
nimmt hier eine besondere Stellung ein, da es dehntigste Bestandteil des Z-Streifens ist
und Aktinfilamente der beiden benachbarten SarkernmerZ-Streifen verbindet.
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Das intakte Zytoskelett und die Sarkomeren sorgerdie Stabilitdt und die kontinuierliche
Kontraktilitat des Myozyten und dessen Verbindunig aer extrazellularen Matrix, welche
als ein weiteres Gerust des Myozyten dient.

Die funktionelle Unterteilung der kardialen Pro&invie sie in der Einleitung vorgenommen
wurde (Tab.1), darf nicht in einem starr getrenrfBehema verstanden werden. So sind unter
Anderem Anderungen in den myofibrillaren Struktutenl deren Bestandteilen sehr eng mit
solchen von sarkomerischen Proteinen verbuiid&wischen den einzelnen Kompartimenten
bestehen Interaktionen, welche mechanische undtifungtle Aufgaben innerhalb des
Zellverbandes erfiillei®:

So ist bekannt, dass bei menschlichen Herzerkrgggtunm Endstadium verschiedenste
degenerative und strukturelle Verdnderungen in Kardiomyozyten vorliegen und sich
fibrotische Bereiche (iber die Ventrikelwande véeteikonnef™?"%*®3 AuRerdem konnte
gezeigt werden, dass beispielsweise bei der Hyiiee im Ubergang vom kompensierten
zum dekompensierten Stadium das Zytoskelett dedi#tarozyten eine Schlisselrolle bei
der Verursachung der kontraktilen Dysfunktion dpi&lbenso wurden Veranderungen des
Zytoskeletts, der kontraktilen Proteine und deremk&on bei hypertrophen Ventrikeln in
einigen Studien beschrie5&1i°

In unserem Fall wara-Aktinin das sarkomerisches Protein, das bei dilaa
Kardiomyopathie (DCM) untersucht werden sollte. \&teger vielseitigen Funktionen, die
a-Aktinin innerhalb des Kardiomyozyten tbernimmt,bgi Veranderungen des Proteins eine
Beeintrachtigung der kontraktilen Funktion der Sankoe zu erwarten.

4.3.1 a-Aktinin

Aufbau

a-Aktinin ist ein Homodimer mit zwei identischen Kpéptiden und besitzt ein
Molekulargewicht von 94-103 kDa. Sein Anteil am &m®a$proteingehalt des Myozyten
betragt 1-2%. Die beiden Untereinheiten deaktinins sind in ihrer Ausrichtung antiparallel.
Das Molekul kann in drei Domanen eingeteilt werdenpei die Aktinkopplung in der N-
terminalen Region erfolgt und im Bereich der CasipaXruppe Bindungsstellen fur Titin
vorhanden sind. Dazwischen liegt in vielfacher Véigmblung eine Einheit bestehend aus 122
Aminosauren, die fur die Organisation der antipalah Anordnung verantwortlich sind.
Zahlreiche muskulare, (Skelett- bzw. Glattmuskelgie®y, und nicht-muskulare (Gehirn,
Makrophagen und kultivierte Fibroblasten) Isofornven a-Aktinin sind bekannt, wie schon
in der Einleitung erwahnt wurde. Der bisher bekarfonktionelle Unterschied zwischen den
Isoformen ist die Tatsache, dass die aktinbindeDdendne der nichtmuskularen Form
(ACTN4) im Gegensatz zu der sarkomerischen FormT&3) eine Calciumsensitivitéat
besitzf®3>7073

Funktion

a-Aktinin stellt als Aktin-bindendes, ubiquitar expiertes Protein einerseits einen Teil des
Anheftungskomplexes an dem Sarkolemm dar, und arskats sorgt es im Z-Band-Bereich
fur eine parallele Anordnung der Aktinfilamente. liadet mit seiner Amino-Gruppe direkt

das Aktinfilament, mit seiner Carboxyl-Gruppe daskemerische Protein Titin und mit einer
bisher noch nicht identifizierten Bindungsstelle lauein Membran-assoziiertes Protein,
namlich Vinkulin. Des weiteren ist-Aktinin an den Bindungskomplexen vom Adhéarenz-Typ
ubiquitar vertreten, die auch Intermediarfilamented Mikrotubuli an das Sarkolemm

koppeln. Interessant ist, dass die Kopplung aefktinin und Aktin temperaturabhangig ist,

d.h. mit ansteigender Temperatur nimmt die Bindaffgstat zo®"*"8
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Veranderungen

Bei fehlendem oder in seiner Interaktion beeinttigtdém a-Aktinin kommt es innerhalb des
Filamentkomplexes zu einem Bindungsverlust, in ees$olge eine Disorganisation
zytoskelettarer Strukturen und der Anordnung vortirAlauftritt, so dass die Kontraktion
zumindest deutlich eingeschrénkt oder sogar voltita aufgehoben ist. Von den
Verénderungen sind sowohl Kontakte zwischen derleZeals auch Kontakte von der
extrazellularer Matrix zur Zelle betroffen, wobeieh die tblichen mechanischen und
funktionellen Interaktionen gestort werden. Bei Mst oder erheblichen Alterationen von
a-Aktinin in der Quervernetzung zu Aktin im Z-Banckigich kann es zu Dissoziation der
Myofibrillen kommen. In diesem Fall unterstitzemlgeh weitere zytoskelettdre Strukturen
die Organisation der Myofibrillen, so dass die Rimk des Sarkomers, wenn auch
eingeschrankt, weiterhin aufrecht erhalten werdem®&*"%°

In diesem Zusammenhang lassen sich die Auswirkubhgeeinem Funktionsverlust des
a-Aktinins deutlich erkennen. Solche Veranderungemnmen nicht nur Einfluss auf das
Protein selbst, sondern auch auf benachbarte Reoteind sogar auf den ganzen
Kardiomyozyt. An dieser Stelle zeigt sich erneu¢ dentrale Rolle als Aktin-bindendes
Protein. So wurden bea-Aktinin ,Knock-out*- Versuchen letale Folgen unteden
Versuchstieren beschrieféf

Die Aufgabe unserer Studie war es, die einzeb&ktinin Isoformen auf ihre differenzielle
Genexpression bei Patienten mit dilatativer Kardiopathie (DCM) und Kontrollherzen zu
untersuchen. Es wurde hier vor allem auf eine hertegulierte Expression der
sarkomerischera-Aktinin-Isoform (ACNT2) geachtet, die eine Ursachi@ die gestorte
Kontraktilitat bei DCM hatte darstellen kénnen. Gaifiir diese Uberlegungen waren frithere
Untersuchungen, bei denen struktur-und funktioestierte Proteine einen deutlichen
Expressionsriickgang zeigtéA”?® Ein  Unterschied der Genexpression der einzelnen
Isoformen auf mMRNA-Ebene zwischen Kontrollherzerd uPatienten war hier nicht zu
erkennen. Jedoch konnten wir, wie vorher schon lemiyazeigen, dass eine nicht
sarkomerische Isoform desAktinins (ACTN1) in der Immunohistochemie bei Ratien im
Gegensatz zu den Kontrollherzen deutlich zu degedti war.

Die Moglichkeiten, die zur Ausbildung einer nichdrbspezifischen Isoform im
Kardiomyozyten fuhren, kdnnen nicht auf einen lestien Vorgang oder Prozess reduziert
werden, da die Zelle mehrere denkbare Wege zur ilusly diesera-Aktinin-1-Isoform
einschlagen konnte. Der genaue zeitliche Ablauf diel Lokalisation der fehlerhaften
Produktion, die zur Entstehung der genannten Isofdreitragen, konnte in unseren
Untersuchungen nicht geklart werden. Doch werdenlan Literatur einige &hnliche Féalle
anderer Proteine beschrieben, die interessantetZenfii unsere Problematik lieféfn
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4.4 Molekulargenetische  Ursachen fur die Entstehung der dilatativen
Kardiomyopathie

4.4.1 Expression von multiplen Isoformen mit Defekbkalisation auf mMRNA-Ebene

Ein Charakteristikum von hdher organisierten Lelsemeist die Fahigkeit der Expression von
regulierten zelltypspezifischen Protein-Isoformewmgiche strukturell unterschiedlich und
entwicklungsabhangig reguliert sind, aber trotzerall eine hohe Homologie aufweisen
kénnen. Die molekularen Mechanismen, die fir diessi&mung der unterschiedlichen Protein-
Isoformen verantwortlich sind, missen nicht aufeeiMutation des codierenden DNA-
Strangs beruhen. Sie kbnnen auch durch verandedal&ion des Splicings hervorgerufen
werden, also die Weiterverarbeitung der pra-mRNAZetikern zur reifen mRNA

Beide Mechanismen involvieren die unterschiedlidNatzung von Gensequenzen zur
Produktion von multiplen Protein-Isoformen aus girginzelnen Géti®

Bei dena-Aktinin-Isoformen sind bis heute vier Gene bekarthé fir die Expression der
einzelnen Isoformen verantwortlich sind. Denkbarjesloch auch, dass bei Vorliegen eines
bestimmten Stimulus, wie zum Beispiel metabolisoder hamodynamische Faktoren, eine
fehlerhafte Expression eines Gens zur Produktiorerenicht vorgesehenea-Aktinin-
Isoform fiihrt und somit den Beginn der DCM verutdac

4.4.1.1 Alternatives Splicing

Die meisten pra-mRNAs werden nach einem festenrBahgesplict (konstitutives Splicen).
Aber die Transkripte von einem Gen kdnnen auf Veestene Weise gesplict werden. Man
spricht hier von differentiellem oder auch alteivin Splicen. Diese Art des Splicings kann
verschiedene mRNAs und damit unterschiedliche P®i@us einem Gen, genauer aus einem
primaren Transkript, hervorbringen. Damit entstehas einer pra-mRNA verschiedene reife
MRNAs, die sich durch die An-oder Abwesenheit dimze Exons unterscheiden. Hier
werden verschiedene Formen des alternativen Sgdéiciunterschieden, welche auf der
folgenden Seite noch einmal bildlich dargestetitisi

Kassettenexons (mutually exclusive Exons),
das Uberspringen von Exons (Exon Skipping),
das Beibehalten von Introns (Intron retention) oder

das Benutzen unterschiedlicher 5' oder 3' spltes galternative 5'/3' splice site)
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Abb. 39: Die Abbildung zeigt die verschiedenen Ferndes alternativen Splicings (rote
Markierungen) im Vergleich zum konstitutiven Splic{schwarze Markierungen).

Sie kodieren somit haufig mehrere Formen dessePwteins, die in unterschiedlichen
Entwicklungsstadien oder in unterschiedlichentypén benstigt werdéfA® Aus etwa 60%
aller menschlichen Gene werden durch alternatiypdéisi®g mehrere Proteine hergestellt.
Dieser Vorgang steigert die Kodierungsmaoglichkeitem Gen kann die Information fur
mehrere, auch verwandte, Proteine tragen. Man jeeich noch nicht, ob der Organismus
von dieser gesamten theoretischen Komplexitat @&edtrauch macht oder wie die mogliche
Auswahl getroffen und reguliert wird. Diese Mogkeht nutzen zum Beispiel die Gene fir
Immunglobuline, fur Struktur-Proteine wie das Fibekiin und fir Komponenten des
kontraktilen Apparates der Muskelzellen.

Das alternative pra-mRNA Splicing ist besonders gurergestreiften Muskel und dem
Herzmuskel zu beobachten. Unter den Genen, welahéié¢ kontraktilen Proteine kodieren,
ist diese Art der Genregulation vor allem fiur alpbad beta-Tropomyosin, Troponin T und
die leichten Ketten des Myosins, neben einigen eseit Genen, dokumentiert word&ff.
Einen Hinweis auf die negative Auswirkung von SpiWorgangen liefert die Untersuchung
einer Gruppe aus Denver, USA. Sie konnte zeigess dieser Vorgang durch fehlerhaft
gesplicte RNA einen genetischen Defekt hervorrd#y wiederum zu einem Mangel an
Metavinkulin fahrt. Dies war nachweislich mit der ladativen Kardiomyopathie in
Zusammenhang zu bringén So wird fehlerhaftes alternatives Splicing dabiei
zunehmendem Mal3e als Ursache von Krankheiten erkann

Als Beispiel ist hier die Erkrankung der ,MyotonBiystrophie” zu nennen, bei der abnorme
Splicevarianten im Skelettmuskel von zwei verschietie Genen produziert werden. Als
Folge davon wird ein Kanalprotein mit schwacheré&tivitat produziert, und es kommt als
Folge zu Myotonien und Fehlansteuerungen des MsfSkéi* 13

Die verschiedenen Isoformen der sarkomerischen kdetraktilen Proteine, die entweder
durch die Transkription unterschiedlicher Gene tehen oder von demselben Gen durch
alternatives Splicing produziert werden, sind maisder Lage, eine Isoform zu substituieren
und gleichzeitig nebeneinander in der Zelle zu dest®. Es gibt aber auch gewebe- oder
entwicklungsspezifische Splicemustér
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So ist es nicht abwegig, dass Isoformen mit eimdreh Homologie, die von demselben Gen
kodiert werden, aber fir vollig unterschiedlichdl&e vorgesehen sind, sich gegenseitig bei
gleichzeitiger Prasenz in der Zelle auch behindedmnen und somit antagonistische
Eigenschaften resultierfi'®2 Das gleichzeitige Nebeneinander der beiden Isudor des
Aktinins ist deutlich durch unsere Untersuchungewoy allem im Western-Blot mit
spezifischen Antikoérpern, eindrucksvoll hervorgetiohvorden. Hier konnten deutlich beide
Isoformen (ACTN-1/-2) detektiert werden. Auch auRMA-Ebene konnten die Isoformen
mittels Northern-Blot detektiert werden, wobei hieusatzlich die Versuche mit der
Polymerase-Ketten-Reaktion die Spezifitat der Oligdeotide bestatigte.

Die immer wieder auftretende 1,9 kb Bande bei dapAktinin-1 spezifischen
Oligonukleotiden kdnnte in diesem Fall ein Splicedukt darstellen, welches innerhalb einer
gestorten Genexpression zu dem Auftreten der Aktlnilsoform héatte fiuhren kénnen. Mit
einer GroRe von 1,9 kb ist diese mMRNA jedoch zinklem fur eine vollstandige Variante des
a-Aktinins kodieren zu konnen. Bei der darauf folgemd PCR-Analyse mit den
entsprechenden Oligonukleotiden konnte jedoch bmliéh grof3es Produkt nicht detektiert
werden.

Eine Verbindung hinsichtlich des Splicing-Produkt@s Beziehung zur dilatativen
Kardiomyopathie konnte mit dieser Untersuchung inluérgestellt werden. Dariber hinaus
konnte auch bezuglich eines Signalunterschiedesdetktierten Produkte keine Aussage
Uber Differenzen zwischen Patienten und Kontrolkargemacht werden, da diese in beiden
Féllen gleichfalls vorhanden waren.

Sequenzanalysen und Abgleiche mit zuganglichen ribatgken konnten die benutzten
Primer, beziehungsweise Oligonukleotide wieder alsAktinin identifiziert werden.
Besonders die Suche in einer neueren, nicht oiftbeth Datenbank (CELERA) ergab
positive Resultate in Bezug auf die Identifikatiomserer PCR-Produkte asAktinin-/
a-Aktinin- ahnliche RNA von ca. 1,9 kb ausfindig nhaa, welche aber leider durch die
Datenbank noch nicht ndher beschrieben werden &dsighe S. 58).

4.4.1.2 Die parallele Expression zweier Isoformenedselben Proteins

Es stellt sich jedoch die Frage, warum gerade ah@ktinin-1 Isoform, eine nicht
sarkomerische Isoform, bei DCM als koexistentesdimamebera-Aktinin-2 im Herz auftritt
beziehungsweise eine derart deutliche Uberexpmssiattfindet. Natirlich spielt die
Homologie zwischen den beiden Isoformen eine giRBke, da die sarkomerische Isoform
die hdochste Homologie za-Aktinin-1 aufweist. So kénnten durch eine fehldthgesplicte
RNA die Isoformen mit hoher Homologie parallel puatert werden. Ein weiterer Faktor ist
natdrlich das Vorhandensein von Gefal3muskulatumyokard, was dann aber auch deutlich
in den gesunden Patientenkontrollen zu detektiseggmmusste.

Darluber hinaus wurde von einigen Autoren bericlttass einige Isoformen von kontraktilen
Proteinen, die in glatter Muskulatur ausgebildetrdea, auch in anderen Muskelgruppen
vorkommen, wie zum Beispiel dem Myokard. Bestimnsigformen seien hingegen auf das
Myokard beschrank?>>#°
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Aber auch hier wurde der physiologische oder patjisthe Grund fur eine solche
Isoformen-Verteilung nicht geklart. Es wurden jeldo¥ermutungen dartiber geaulert,
basierend auf dem Verstandnis der Entwicklung dedréktilen Apparates, dass embryonale
und fetale Isoformen des Aktinins oder anderer dtmet des kontraktilen Apparates durch
Mutationen schon frih in ihrer eigentlichen Funktigestort werden kdnnen. Hier kdnnen
Gensequenzen wahrend ihrer Dekodierung in unterdlither Abfolge zusammengefasst
und im Folgenden insuffizient eingesetzt werden,dass zwei Isoformen eines Proteins
gleichzeitig gegensatzliche Funktionen in demsel@egan ausfihren kdnnen. So tritt im
Falle des Aktinins die nicht sarkomerische Isofaten glatten Muskulatur nebeneinander mit
der sarkomerischen Isoform im Herzmuskelgewebeliteativer Kardiomyopathie auf.

4.4.1.3 Ausbildung fetaler Isoformen bei dilatative Kardiomyopathie

Diese besonderen Isoformen-Wechsel als Begleitaraaig einer Hypertrophie durch eine
erhohte Arbeitsbelastung sind in der Literatur Aktin und Myosin beschrieben, welches
beide Proteine sind, die in engen KontaktazAktinin stehen. Generell erfolgt eine Antwort
auf eine Uberbelastung infolge einer gesteigertamikerfullung sehr schnell und betrifft
nicht nur ein einzelnes Kompartim&htDiese Antwort ist durch die erneute Expression vo
Protein-lsoformen charakterisiert, die normalereeisiur wahrend der Fetalperiode
ausgebildet und im Erwachsenenalter unterdriicktlererDas Phanomen wurde bisher fur
eine Reihe von Genen bestétigt, so zum Beispidtdiitraktile Proteine wie das skelettare
Aktin, Myosin-light-chain, und -heavy chain sowiasdTropomyositf®**** Ebenso konnte
dieses fir Membran-Proteine wie die'NK'-ATPase sowie das Atriale Nariuretische Peptid
(ANP) nachgewiesen werd&r”

AulRerdem fuhrt eine chronische Druckbelastung ddseh Ventrikels zu einer abnormen
Aktivierung fetaler Wachstumsfaktoren, welche dierotBinsynthese und fetale
Muskelgenprodukte verandern. Angiotensin I, Noeadlin und andere Wachstumshormone
beispielsweise haben eine wachstumsférdernde Wirlaufigdas Myokard. Abhangig vom
Ausmald dieser Produktion von Wachstumsfaktoren kamter Umstdnden eine
Uberproportionale Myokardhypertrophie entstehens wagewissem Umfang auch fur die
dilatative Kardiomyopathie zutrifft. BekanntermalR3&ommt es bei einer DCM im
Endstadium nicht zu einer muskularen Wandhypertepj@doch zeigen sich histologisch
haufig hypertrophierte Myozyten.

Infolge der Tatsache, dass das adulte Myokardgeweb&egensatz zum fetalen Myokard,
aufgrund der Blockade des Zellzyklus wenig oder mjaht mehr zur Zellteilung fahig ist,
resultiert auf molekularer Ebene eine pathologisdigpertrophiereaktion des Myokards bei
Uberbelastunt”.

Ausgehend von diesen Beobachtungen lasst sichteidsits dass die myokardiale
Hypertrophie in diesem Fall nicht nur ein quantt$ Problem im Sinne der Herzmasse,
sondern dartiber hinaus auch eine qualitative Amdeder wichtigsten Kompartimente des
Myokards aufweist. So werden in diesem erkranktenzhiuskel nicht nur fetale Proteine
produziert, sondern dieser zeigt auch physiologisehd biochemische Eigenschaften eines
fetalen Myokards mit entsprechenden Funktions- lLeigtungsverlusten.
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So weist das fetale Myokard eine geringe Anzahldrmubuli, sarkoplasmatischem Retikulum
und Myofibrillen auf. Es besteht im Vergleich zurduéten Myokard eine geringe Anzahl
kontraktiler Elemente pro Gramm Herzmuskelgewehbd, es ist noch keine volle Innervation
vorhanden. Daraus resultiert, dass Feten eine @dtkle systolische und diastolische
Funktion aufweisen und beispielsweise schlechterdrgnerge Stimulation reagietéh

Da diese Umstande der Hypertrophie, wie zuvor besodn, in einem Stadium auch fir die
dilatative Kardiomyopathie zutreffen, ist die Annahmher Expression einer fetalen Isoform
durchaus begrindet. Tatsachlich wird @eAktinin-1 Isoform auch als fetale Isoform
beschrieben. Die in der Immunohistochemie und inséf@-Blot gezeigte Akkumulation der
a-Aktinin-1 Isoform lasst darauf schliel3en, dass cturdiese Anhaufung einer nicht
sarkomerischen Protein-lsoform, wie in den zuvoigefiihrten Fallen, eine Stérung des
kontraktilen Apparates vorliegt, da es zu einerdpeession einer fetalen Isoform kommt.

4.4.2 Ursprung und Lokalisation der fehlerhaften Poduktion von Aktinin-Isoformen
4.4.2.1Ursprung der fehlerhaften Produktion auf mMRNA-Ebene

Haufig werden die zuvor beschriebenen AnderungenPdetein-lsoformen auf molekularer
Ebene auf dem Level der Transkription fur das jégeiGen vorgenommen, wie es auch in
der Literatur fur a- und R-Myosin beschrieben wird. Dies bedeutet,sdas dieser
Untersuchung die im Northern-Blot erhobenen Befubeeeits eindeutige Hinweise auf eine
vollstandige Auspragung der fehlerhaft produziergeAktinin-1 Isoform vorhanden sein
mussten. Einen derartigen Hinweis auf Art und Welise Regulation und den Zeitpunkt des
ersten Auftretens dea-Aktinin-1 Isoform im Herz konnten in unserer Stdmit den
angewandten Methoden nicht explizit dargestelltdear jedoch lassen sich Vermutungen
diesbezuglich anstellen.

Vermutlich liegt der Regulationszeitpunkt nichtder Transkriptionsperiode. Deutlich wird
dies bei Betrachtung des konventionellen Northelots3 da auf der mRNA-Ebene, trotz der
Spezifitat der drei Oligonukleotide fur die glafeiskulatur-Isoform, nur eine sehr geringe
Expression der-Aktinin-1 Isoform zu detektieren war. Mit Ausnahreeer Sonde (Anti-
Al) lieRen sich keine eindeutigen Signale auf dereeten Hohe von 3,5 kb erkennen. Doch
auch dieses eine Signal ging bei intensivem WasdaeMembran verloren.

Jedoch konnte auf der anderen Seite das unerwdetektierte, 1,9 kb groRe Signal im
Northern-Blot hier einen Hinweis auf die im Trangkionslevel ablaufende Fehlproduktion
darstellen, wie es schon zuvor unter 4.4.1.1 bedwdm wurde. Weiterhin kénnte es der
Anstol3 fur eine irregulare Translation sein, bai @& zur Bildung von mehreren stabileren
oder vollig anderen Proteinen kommen kann.
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4.4.2.2Ursprung der fehlerhaften Produktion auf Protein-Ebene

Nach den eben beschrieben Vorgangen auf der mRNR€EIst die fehlerhafte Produktion
mit grofRer Wahrscheinlichkeit auf der Protein-Ebeaeuchen.

Bei den Versuchen in der Immunhistochemie sowieVifastern-Blot konnten eindeutige
Zeichen der Ansammlung vaiAktinin-1 beobachtet werden.

So ist zu vermuten, dass eine Storung der Traaslatrsache fur die im Herzen entstehende
Uberproduktion dema-Aktinin-1 Isoform ist. Andererseits besteht die §liohkeit, dass die
fehlerhafte Produktion im Anfangsstadium schon iendch der Transkription lag, Uber einen
langeren Zeitraum andauerte, hier fir eine Akkummades Proteins sorgte und dann aber
im Endstadium der Erkrankung langsam abnahm. Sbzsimr noch einige schwache Banden
auf mMRNA-Ebene zu entdecken, wobei das ProteirssbHuptséchlich als Ansammlung tber
den Western-Blot auf der Protein-Ebene zu detekiiést.

4.4.3 Ursachen und Auswirkungen der Akkumulation im endoplasmatischen
Retikulum

Unabhéngig von der zugrunde liegenden Ursacherdi#iserexpression des

-Aktinin-1 konnte eine deutliche Akkumulation im emfasmatischen Retikulum (ER)
festgestellt werden.

Im Innenraum des rauhen endoplasmatischen Retilaulgammeln sich die von den
Ribosomen gebildeten Proteine. Diese sind durch iManen des ER vom Zytosol getrennt.
Eine Akkumulation im ER, wie in unserem Fall dokurtiert, kann ursachlich von
verschiedenen Faktoren abhangig sein.

Eine mogliche Ursache konnte eine ineffiziente ERoaiierte Degradation von Proteinen
sein, die auRerhalb des ER stattfiitfeBevor Proteine dieser Degradation durch Proteasen
unterzogen werden, wird eine Art Qualitatskontrolfenerhalb des endoplasmatischen
Retikulums durchgefiihrt. Hier wird beispielsweise @ntfaltung von Proteinen vollendet,
bevor diese zur Austibung ihrer eigentlichen Fumkéasgeschleust werdéh Unvollendete
Proteine werden dann dem Mechanismus der Degradatiterzogen, wenn sie als solche
durch die Qualitatskontrolle des ER erkannt worderd. Wie auch im Falle von vdllig
intakten Proteinen, scheint der entscheidende Faktw Erkennung von abnormalen
Proteinen der anhangende Glukoserest dieses Praeisein. Von besonderem Interesse ist
das Entfernen dieses Glucoserestes, moglicherweise entscheidende Signal zur
Ausschleusung, was auch in der Literatur als ,Tringh bezeichnet wirtf*!*> Die hier
ablaufenden enzymatischen Reaktionen verlaufenclfedeehr langsam, so dass eine
Verzogerung des Trimmings zu einer Akkumulation des Degradation anstehenden
Proteins fiihren karif’.

Die Verschiebung des Proteins aus dem ER ins ZytosolDegradation verlauft in zwei
Schritten. Der erste Schritt ist die Passage entiB@rgMembran des endoplasmatischen
Retikulums zur Oberflachenmembran, die an das #ytgenzt, wo Proteine nachweislich
akkumulieren kénnéfl’, da dieser Schritt auch in Abwesenheit von Pretearlauft. Der
zweite Schritt, die Verschiebung ins Zytosol zugesitlichen Degradation, benétigt aber
aktive Proteasen sowie ausreichend ATP als Enesfgednt.



V. Diskussion - 88 -

Diese hier beschriebene Akkumulation ist auch imafmmenhang mit-Aktinin-1 denkbar.
Durch die ,Qualtitatskontrolle des ER" als nichtaktes Protein erkannt und zur Degradation
vorgesehen, kann es so vor Ausschleusung ins Aytas@dnsammlung kommen.
Maoglicherweise ist auch -Aktinin-1 zur Degradation vorgesehen, kann abefgramd
fehlender Proteasen dieser nicht zugefuihrt werdéne ineffiziente endoplasmatische
Retikulum-assoziierte-Degradation fuhrt somit zunssAmmlung abnormaler Proteine, die die
Zelle schadigen oder ihre Funktion beeintrachtig@&men.

Dieses unter normalen Umstanden funktionierendéeBysst von entscheidender Bedeutung
fir das Uberleben der Zelle. So ist es nicht tlsehand, dass dieses System ursachlich mit
einigen Krankheitsstadien in Verbindung gebrachtrdt®fAuch wurden in diesem
Zusammenhang in Tierversuchen Auswirkungen hinisethtder Entstehung einer DCM
beschriebel®. Dariiber hinaus ist die Einwirkung auf die Varlighi von fehlerhaften
Genexpressionen bedeutéfid

45 Aktinin assoziierte Proteine

Die Funktionstérung des kontraktilen Apparates,civelletztendlich zur Erkrankung fuhren
kann, muss jedoch nicht direkt ihnren Ausgang aefktinin nehmen.

Ein ganz anderer Gesichtspunkt liegt nattrlich ievdich der Aktinin assoziierten Proteine,
bei denen es zu Protein/Protein-Wechselwirkungereritalb des Zytoskeletts oder der
Sarkomer/- Geriststruktur kommen kann.

Das Zytoskelett dient der Stabilisierung der Zeihel inrer Organellen. Diese Funktion wird
im Kardiomyozyten von Desmin und Tubulin wahrgenoenmDas Gerlst der Sarkomere
andererseits, bestehend aus Titin, Myomesin anréktinin, festigt die Stabilitat des
kontraktilen Apparates. Eine Verbindung der eineslrzellularen Komponenten in ihrer
Gesamtheit, wie kontraktiler Apparat, intrazytophatisches Zytoskelett oder das
Sarkolemm, erfolgt tber Membran-assoziierte Proteine

So haben beispielsweise Studien gezeigt, dass elilekion des kontraktilen Materials bei
der DCM von einer Desorganisation und einer komaemschen Akkumulation von
zytoskelettaren Proteinen, wie Desmin und Tubutiagleitet ist. Gleichzeitig waren die
Proteine innerhalb des Sarkomers, wie Titin und igsin, reduzieft*

Proteininteraktionen spielen in nahezu allen zéteh Prozessen eine wichtige Rolle und
kénnen auf verschiedenen Wegen sowohl intrazedluldrozesse als auch die
Signalubermittlung zwischen einzelnen Zellen bdegsen.

Hier zeigta-Aktinin seine Vielfalt und Bedeutung durch seineltiplen Funktionen, da es
zum einen der Stabilisierung des Sarkomers und aoderen auch als Verbindungsstick
zwischen Aktin und der Zellmembran dient, wo e®dnine bindet und somit Interaktionen
zwischen intra- und extrazellularer Matrix ermopticintegrine wiederum kdénnen so durch
Verankerung mit dem Zytoskelett auf beide Matrinad vor allem das Zytoskelett Einfluss
nehmen®®

Viele dieser oben genannten Proteine sind mit dempkkomponenten des Zytoskeletts
verbunden und sind fur dynamische Prozesse verattithio So wird die Komplexitat von
a-Aktinin, die sich aus der Vielfalt der Interaktioneund der daraus resultierenden
Funktionsbeeinflussung einzelner Proteine ergihiflué.
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Wie schon fur andere Proteine des Zytoskletts ursdSBrkomers beschrieben, so ist auch
eine Alteration vorma-Aktinin durch Funktionsbeeintrachtigung der assi®n Proteine im
Sinne einer Auf- oder Abregulation durchaus mogligb. zeigten frihere Untersuchungen,
dass sarkomerische Proteine waeAktinin und Titin, welche auf H6he der Z-Scheibe
aneinander binden, in erkranktem Myokard gleich&ema reduziert und desorganisiert
vorlagen und bei weiterer Beobachtung véllig versahaer®. Dies veranschaulicht die
durch Interaktion der beiden Proteine hervorgerreAuswirkungen auf die strukturellen
Veranderungen des kontraktilen Apparates im erkeanklyokard.

Im Sinne der Assoziation ist aber nicht nur anidieragierenden Proteine zu denken, bei
denen eine tatsachliche Bindung =asAktinin besteht, sondern auch an solche mit
strukturellen und sequenziellen Ahnlichkeiten, kiggne direkte oder indirekte Bindung mit
a-Aktinin eingehen.

Untersuchungen verschiedener Gruppen zeigtendass, Sequenzvergleiche varAktinin

mit Spektrin oder Dystrophin hohe Sequenz- und KBirhomologien aufwiesen. Es wird
vermutet, dass diese Proteine Mitglieder dersellbeamilie zytoskelettarer Proteine
sind®?139140.141 gomit kdnnten Mutationen des kodierenden Gener dtnoteinfamilie durch
falsche Informationen schon im Verlauf der Transtton oder Translation nur
funktionsuntiichtige oder unvollstédndige Proteiridén.

Dies ware auch ein weiterer moglicher Ansatz fig #intstehung des im Northern-Blot
detektierten 1,9 kb groRRen Signals. Hier kénntesiel um ein dena-Aktinin sequenziell
ahnliches Protein handeln, welches durch Genmutatiod unzureichende oder gestdrten
Informationflu® entstanden ist. Vergleiche mit d&lera-Datenbank zeigten in diesem Fall
eine a-Aktinin-/ a-Aktinin- ahnliche RNA von ca. 1,9 kb, welche ali®s jetzt noch nicht
naher beschrieben wurde (siehe S.58).

4.6  Krankheitsbedingter Isoformen-,Switch* im Herz

Ahnlich wie bei den oben beschriebenen Ausbildunfggaler Isoformen, als Initiator der
Erkrankung, verhdalt es sich hier, nur das in dre$&@lle die Erkrankung den auslésenden
Faktor fur den Isoformen-Wandel darstellt. Bekanst, dass ein gewisser Grad an
Hypertrophie, hervorgerufen durch eine verstarkidluRg und zunehmenden Druck der
Kammern, sowohl im Vorhof als auch im Ventrikel einem Isoformen-,Switch®, fuhren
kann, was in einigen Studien bewiesen wei& Diese Untersuchungen bezogen sich vor
allem auf das Myosin-heavy-chain (MHC). So wurder imn menschlichen Herzen, welches
normalerweise R-MHC (adulte Form; embryonal = a)pduasbildet, als Antwort auf einen
erhohten Druck im Ventrikel ein Isoformen-WechsebzMHC vorgefunden. Jedoch wurden
beide Isoformen weiterhin in unterschiedlicher msigat produziert, in diesem Fall zu
Gunsten dea-MHC.

Dieser Vorgang ist im Fall der dilatativen Kardioopathie noch nicht bekannt. Doch ist die
chronische Herzinsuffizienz im Endstadium die Masiation einer Gruppe verschiedener
Erkrankungen, unter anderem die der dilatativendibanyopathie, welche tblicherweise in
unterschiedlichen Stadien von myokardialen Hypehiemp begleitet werdé&h

Aus diesem Grund ist ein Switch vanAktinin-lIsoformen ebenso denkbar, vielleicht sogar
ausgelost durch die dilatative Kardiomyopathie gelbs
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V. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Gewebeproben dems linken Ventrikel von Patienten
mit terminaler Linksherzinsuffizienz infolge dilaéiteer Kardiomyopathie untersucht. Als
Kontrollen dienten gesunde, nicht transplantierteperflerherzen, sowie glattes
Muskulaturgewebe aus der linken arteria thoraciterma.

Ziel der Arbeit war es, mit Hilfe von molekularboglischen Methoden wie PCR, Northern-
und Western-Blot sowie der Immunhistochemie dierEgpion von verschiedene Isoformen
des ubiquitar vorkommenden ProteiasAktinin in gesundem und an DCM erkranktem
Myokard zu vergleichen.

Untersuchungen mit dem konfokalen Mikroskop in temunhistochemie zeigten bei den
Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie Akkumugaen des nicht sarkomerischen
a-Aktinin-1 im sarkoplasmatischen Retikulum von Kariyocyten.

Mit dem Western-Blot konnten wir die Resultate demunhistologischen Untersuchungen
lokal auf Proteinebene bestatigen. Sie zeigten, Akkumulationen entsprechend, eine
deutliche Uberexpression der nicht sarkomerischekktinin-1 Isoform (AK: BM 75.2) in
den Herzmuskelgeweben der an DCM erkrankten Patientn Gegensatz zu den
Kontrollherzen. Auch die Kontrollen der glatten Nkukatur zeigten hier ein deutliches
Signal, was fur die Spezifitat des Antikorpers cipii Jedoch blieb eine entsprechende
Bestatigung auf mRNA-Ebene, wie im Folgenden besbbn, mit einer vergleichbaren
Uberexpression aus.

Ahnlich verhielt es sich beia-Aktinin-4 im Western-Blot. Zwar waren dezente
Signalunterschiede zwischen Patientengeweben umdrddien zu erkennen, welche aber
nicht als signifikant einzustufen waren. Die glattMuskulatur-Kontrollen zeigten kein
Signal.

Der sarkomerische Antikérper (EA-53) produziertet Ausnahme der Kontrollen fur glatte
Muskulatur, in allen Herzgeweben ein deutliches8ig

Zusammenfassend zeigte somit nur die nicht sarkeotea-Aktinin-1 Isoform

(AK: BM 75.2) ein unerwartetes aber spezifisched dohtungweisendes Signal als Hinweis
eines defekten Proteinkatabolismus.

Unter den Northern-Blot-Analysen zeigten die cDNAn8en fiira-Aktinin-1 und 2 die
erwarteten 3,5 kb grof3en isoformenspezifische $igndie jedoch keine Differenzen
zwischen Kontrollherzen und DCM-Patienten aufwiesen

a-Aktinin -3 und 4 konnten mit den cDNA Sonden aigcla spater mit den spezifischen
Oligonukleotiden nicht detektiert werden.
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Fura-Aktinin-1 verwendeten wir, aufgrund der ungewdbhén Ergebnisse im Western-Blot
und der Immunhistochemie, drei spezifische Oligdeotide aus unterschiedlichen Bereichen
des RNA. Auch diese zeigten in allen drei Fallea elavartete 3,5 kb grol3e Signal sowohl in
den Herzgeweben ohne Unterschied zwischen denrbeidiersuchungsgruppen als auch bei
der glatten Muskulatur, so dass die Veranderungem Ekpression beziehungsweise die
Akkumulation des -Aktinin-1 einer Stérung der Translation zugesdbeie werden mussen.
Dartber hinaus konnte zu diesem Signal zusatziicld weiter Bande bei 1,9 kb detektiert
werden. Diese trat bei allen drai-Aktinin-1-spezifischen Oligonukleotiden auf. Auch
nachdem stringente Waschprozeduren der Membrarhgleifithrt worden waren, um ein
unspezifisches Signal auszuschliel3en, war dieseaSigch deutlich abgrenzbar.

Auch die Oligonukleotide fua-Aktinin-2 zeigten wieder das erwartete 3,5 kb gr&kgnal in
den Herzgeweben.

ResUmierend ist festzustellen, dass es weder Uete&rendung der cDNA-Sonden
(ACNT1-4), noch unter der der Oligonukleotide (ACI?M) zu deutlichen
Expressionsunterschieden zwischen den zu verglaigmeGeweben kam.

Somit st lediglich fur a-Aktinin-1 lokal auf Proteinebene ein pathologische
Regulationsmechanismus bei kumulativer Expressetzistellen.

Um unsererseits die Spezifitat der Oligonukleotidechmals zu Uberprifen und dartber
hinaus die detektierte 1,9 kb Bande zu analysididgmten wir Sequenzanalysen mittels einer
PCR durch. Als Oligonukleotid-Primer benutzten wdlie a-Aktinin-1 spezifischen
Oligonukleotide. Die hier entstandenen Produktedearohne Ausnahmen asAktinin-1/
a-Aktinin-1-ahnliche mRNA identifiziert.

Unklar bleibt, ob es sich bei diesem Produkt um Hegebnis eines Splicing-Vorganges
handelt oder ob es ein demAktinin verwandtes Protein ist, welches bis jetpich nicht
identifiziert werden konnte.

DarUber hinaus besteht weiterhin die Frage nachLd&alisation und dem tatsachlichen
Ursprung beziehungsweise dem auslésenden Mechasisiaiuzu einer gestdrten Translation
oder dem Splicing fuhrt.
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Schlussfolgerung

1. Aus den Ergebnissen dieser Arbeit geht hervor, dasdJberexpression einer fiir das
Herz untypischen Isoform, in dem FalAktinin-1, bei dilatativer Kardiomyopathie
reproduzierbar nachzuweisen ist. Diese reproduarerb Akkumulationen in der
Immunhistochemie sowie die deutlichen Signale imsi&f@-Blot mit den signifikanten
Unterschieden zwischen den Kontrollgruppen zeigea gestorte Translation der glatten-
Muskulatur-spezifischea-Aktinin Isoform.

2. Auf der Grundlage der vorliegenden Ergebnisse beetandertem Transkriptionslevel im
Northern-Blot und eindeutigen Verdnderungen autdfmebene wird angenommen, dass
eine gestorte Translation sowie die folgende imftalire Akkumulation in
Kardiomyozyten einen defekten Proteinkatabolismeprasentiert. Dieser fihrt zu
zellularen Dysfunktionen und letztendlich zur Hekzankung. Diese Dysfunktionen
haben insbesondere Auswirkungen auf den kontraképparat des Herzmuskels und
scheinen im Endstadium signifikant detektierbarsein. Moglicherweise kdénnen diese
Proteinveranderungen in Zukunft als Marker einegpedienten Herzerkrankung genutzt
werden.

3. Wegen der uneinheitlichen Enstehungsgenese ddatdilen Kardiomyopathie und den
multiplen Interaktionen zwischen dertAktinin assoziierten Proteinen sowie der intra-
und extrazellularen Matrix ist auch fir die gestofranslation und die Akkumulation des
a-Aktinins-1 im Kardiomyozyten eine multifaktoriell&ombination von Ursachen
anzunehmen .
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Differential Expression of-Aktinin Isoforms in human myocardium at patients
with Dilated Cardiomyopathie (DCM)

Confocal microscopic studies in human explantedtbe@th DCM showed an accumulation
of non-sarcomeri@-actinin (ACTN1) in the sarcoplasmic reticulum ardiomyocytes. To
analyse this phenomenon in more detail, specifiegoalucleotides for ACTN-1
(smooth muscle), ACTN-2 (cardiac), ACTN-3 (skelgtahd ACTN-4 (non muscle) were
used for Northern-Blot analysis in conjunction wisoform specific antibodies in Western-
Blot (non-sarcomeric antibody BM 75.2, sarcomemtiteody EA 53, non-muscle antibody
NCC-LU-632).

Furthermore we performed PCR sequencing to vendgyused oligonucleotides. We analysed
17 tissue samples from DCM and 4 control hearts.

In Western-Blot analysis we could confirm the résfriom the immunhistochemical studies.
The non-sarcomeric antibody (BM 75.2) showed a &ggmt overexpression of ACNT-1 in
patients with DCM, comparing with the control heartThe two other antibodies
(EA-53 / NCC-LU-632) showed the expected signalsheat any significant differences
between the compared tissues, whereas the smoaitiaraontrols (left intern thoracic artery)
showed no signal by using the non-sarcomeric adyibo

In Northern-Blot analysis ACTN3 and 4 were not detd, neither by cDNA probes, nor by
oligonucleotides.

ACTN-1 and ACTN2 was detected by the cDNA probes3& kb without any visible
differences between control and DCM. Because of theusual results in the
immunhistochemical studies we used three diffespetific oligonucleotides for ACTN1. By
hybridisation with these oligonucleotides we dezddurthermore a previously unknown 1.9
kb mRNA in addition to the expected 3.5 kb mRNA hwill oligonucleotides. However,
sequencing of PCR products, generated by the sagmotleotides, identified only ACTN1
and ACNT-1 similar proteins.

Conclusion: Overexpression of an unusa&ctinin isoform is typical of hearts with DCM.
Intracellular accumulation might represent distdripgotein catabolism leading to cellular
dysfunction and heart failure.
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