Aus dem Institut fir Pharmakologie und Toxikologie der Medizinischen
Fakultat der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

(Direktor: Herr Prof. Dr. med. J. Neumann)

Altersabhingige Expression Ca**-regulierender Proteine im

menschlichen Herzvorhof

Dissertation
zur Erlangung des akademischen Grades
Doktor der Medizin (Dr. med.)

vorgelegt
der Medizinischen Fakultat

der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

von Frank Langguth

geboren am 04.03.1965 in Halle/S.

Gutachter:

1. Prof. Dr. med. Joachim Neumann

2. Prof. Dr. Wolfram-Hubertus Zimmermann, Géttingen
3. Prof. Dr. med. Frank Ulrich Miller, Minster

07.07. 2015
02. 06. 2016



Referat

Referat

Die Proteine des sarkoplasmatischen Retikulums Calsequestrin 2, Phospholamban
und SERCA2a sind wichtig fir die Aufrechterhaltung der Ca*-Homdostase.
Veranderungen in ihrer Zusammensetzung und Funktion konnen =zu einer
Verminderung der Kontraktilitdit der Herzmuskulatur und somit zur Herzinsuffizienz
fuhren.

Die Zielsetzung dieser Studie war die Untersuchung der altersabhangigen Expression
dieser Proteine. Daflr wurden 53 Proben aus dem Vorhofmyokard mannlicher
Patienten mit einem Durchschnittsalter von 67 Jahren und einem mittleren NYHA-
Stadium 2 (£0,4) mit dem Western Blot-Verfahren untersucht.

Alle Patienten waren mit einer kardialen Vormedikation mit B-Blockern vorbehandelt
worden, der Uberwiegende Teil auch mit ACE-Hemmern oder AT1-Antagonisten,
Acetylsalicylsaure (ASS) und Statinen.

Eine lineare Korrelation fir die Altersabhangigkeit der Expression konnte flr keines der
untersuchten Proteine nachgewiesen werden, wohl aber signifikante Unterschiede
zwischen den Altersgruppen. AuRerdem konnte eine geringe negative Korrelation
zwischen ASS und Phospholamban festgestellt werden.

Fir eindeutige Aussagen waren Untersuchungen gréRerer Fallzahlen erforderlich und

zusatzlich vergleichende Proben von Ventrikelmyokard.

Langguth, Frank: Altersabhiangige Expression Ca*-regulierender Proteine im
menschlichen Vorhofmyokard, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 62 Seiten, 2016
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Einleitung

1 Einleitung

Fortschritte in der medikamentésen Behandlung der Herzinsuffizienz haben in den
letzten Jahren zu einer verringerten Sterblichkeit gefihrt, trotz stetiger Zunahme der
Inzidenz und Pravalenz fur diese Erkrankung. Infolgedessen steigt die Notwendigkeit
der Erforschung neuer Therapieansatze fur die Behandlung der chronischen
Herzinsuffizienz. In den USA sind ca. 4,7 Millionen Menschen von Herzinsuffizienz
betroffen (1,5%-2% der Gesamtbevilkerung) mit ungefdahr 550.000 neu
diagnostizierten Fallen im Jahr. Die Pravalenz der symptomatischen Herzinsuffizienz in
den USA ist gleich der européischen Bevdlkerung und steigt mit zunehmendem Alter
an (Hasenfuss et al., 2014). Fur Deutschland und Europa wird insgesamt eine
Pravalenz von 1-2% der erwachsenen Bevdlkerung angenommen mit allerdings starker
Altersabhangigkeit. So betragt die Pravalenz bei 70 jahrigen etwa 10% (Hummel et al.,
2014). Untersuchungen zur Herzinsuffizienz im Rahmen der CARLA-Studie, die in
Halle/S an der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg durchgefuhrt wurde, belegen
eine Uberproportionale ostdeutsche altersspezifische Pravalenz der Herzinsuffizienz
mit und ohne Verminderung der Ejektionsfraktion fur beide Geschlechter. Dabei stieg
die Pravalenz von 3 % der 45-54 jahrigen auf 22% der 75-83 jahrigen
Studienteilnehmer an (Tiller et al., 2013). Die Herzinsuffizienz wird durch atiologisch
unterschiedliche Erkrankungen wie koronare Herzkrankheit, arterielle Hypertonie,
Stoffwechselkrankheiten wie Diabetes mellitus oder Infektionen mit resultierender
Entzindung und mdoglicherweise auch durch Alterungsprozesse im Zellstoffwechsel
und hier insbesondere des Calciumstoffwechsels verursacht. Mag auch die
atiologische Differenzierung der Herzinsuffizienz in der Akutphase einen Sinn machen,
verwischen diese im Laufe der Chronifizierung und die Symptome der Patienten
gleichen sich. Herzinsuffizienz mit erhaltener systolischer Funktion wird haufiger im
héheren Lebensalter und bei Frauen diagnostiziert (Schwartz et al., 2014).

Herzinsuffizienz kann als eine fortschreitende Stérung gesehen werden, ausgeldst
durch ein Schlusselereignis, welches entweder den Herzmuskel schadigt, mit einem
resultierenden Verlust funktionierender Herzmuskelzellen oder mit einer Stérung der
Fahigkeit des Myokards, Kraft zu entwickeln. Somit hindert die Herzinsuffizienz das
Herz an einer normalen Kontraktion. Das Schlisselereignis kann plétzlich eintreten,
wie im Falle eines Herzinfarktes, es kann einen graduellen und schleichenden Beginn
haben, wie im Fall hdmodynamischer Druck- oder Volumenuberlastung, es kann aber
auch ererbt sein, wie im Fall von vielen genetisch bedingten Kardiomyopathien.

Ungeachtet der Natur des ausldosenden Ereignisses, in irgendeiner Art und Weise
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verursacht dieses einen Rickgang der Pumpkapazitat des Herzens (Hasenfuss et al.,
2014). Eine fir alle verbindliche Definition fur die Herzinsuffizienz gibt es somit nicht.

Die Einteilung des Schweregrades der Herzinsuffizienz von I-IV (Herzerkrankung ohne
kérperliche Einschrankung im Stadium | bis zum Stadium IV mit Beschwerden bei allen
kérperlichen Aktivitdten und in Ruhe) folgt dem Schema der New York Heart
Association (NYHA) wie in den Leitlinien der Europaischen Gesellschaft fur Kardiologie
(ESC) publiziert (McMurray et al.,, 2012). Etwa die Halfte der Patienten mit
Herzinsuffizienz  weist eine relevante Erniedrigung der linksventrikuldren
Auswurffraktion(LVEF) auf. Folgen fur die Patienten sind klinisch die verringerte
korperliche Belastbarkeit, Dyspnoe als Leitsymptom und Herzrhythmusstérungen.
Trotz der Einfiihrung medikamentdser Therapien konnte die 5-Jahres-Mortalitat nur auf
ca. 50% gesenkt werden, allerdings bei deutlich gesenkter Rehospitalisierungsrate
(Hummel et al., 2014). Grundlage neuer Therapieoptionen ist daher das Verstandnis
der Calcium-Stoffwechselvorgange auf zelluldrer und molekularer Ebene (Hulot et al.,
2012). Ein zentraler Regulator der kardialen Kontraktilitat ist das intrazellulare Calcium,
und es scheint von zunehmender Bedeutung zu sein, dass altersbedingte
Veranderungen in der myozytaren Ca”-ReguIation zu mechanischer Dysfunktion und

Herzrhythmusstérungen mit konsekutiver Herzschwache fuhren (Bers, 2000).

1.1 Calcium-Homoostase

Ca®* spielt eine zentrale Rolle bei der elektromechanischen Kopplung in der
Herzmuskelzelle. Im Rahmen der Depolarisation der Herzmuskelzellmembran gelangt
Ca?" iber L-Typ Ca*-Kanile in das Zytoplasma des Kardiomyozyten und aktiviert die
weitere Freisetzung von Ca?* durch den Ca2+-FreisetzungskanaI (Ryanodinrezeptor;
RyR) des junktionalen sarkoplasmatischen Retikulums (SR) (Fabiato et al., 1975,
Sham et al.,, 1995). Der kardiale Ryanodinrezeptor (Typ2) steht wiederum in
funktionellem Kontakt zu Triadin (Guo et al., 1996) und Junctin (Jones et al., 1995),
zwei transmembrandren Proteinen des junktionalen SR, deren Funktionen Ca®'-
abhidngig reguliert werden (Zhang et al., 1997). Die Ca*-Affinitat des
Ryanodinrezeptors wird darliber hinaus durch das FK506-bindende Protein
(FKBP12.6) reguliert (Ubersicht: (Bers, 2004)). Die Wiederaufnahme von Ca®* in das
freie SR erfolgt wahrend der Relaxation durch die SR-Ca?*-ATPase (SERCA2a), die
wiederum durch Phospholamban reguliert wird (Simmerman et al., 1998). Eine
Phosphorylierung von Phospholamban nach B-adrenerger Stimulation verringert seine
inhibierende Wirkung auf die Aktivitdt von SERCA2a und filhrt zu einer erhdhten Ca?*-

Affinitit dieser Ca**-Pumpe und schlieRlich zu einer erhdhten Ca*-Aufnahme in das
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SR. Die Folge ist eine Beschleunigung der Relaxation (Luo et al., 1994, Simmerman et
al., 1998). Im SR wird Ca?" durch die Bindung an Calsequestrin 2 (Scott et al., 1988)
transient gespeichert. Daneben wird zytoplasmatisches Ca?* (iber den Na*/Ca?-
Austauscher (NCX) nach extrazellular transportiert. Diese Fakten lassen vermuten,
dass Stérungen der intrazelluldren und/oder SR-Ca®’-Homdostase sowohl mit einer
kontraktilen Herzinsuffizienz, als auch mit einer erhdhten Arrhythmieneigung
verbunden sein kénnten. Eine Stérung des Expressionsgrades von Genen, die
wesentlich an der zelluldren Ca?-Homdostase beteiligt sind, wurde bei chronischer
Herzinsuffizienz beobachtet (Hasenfuss et al., 2014). Unter normalen Bedingungen
gelangen Ca? vom extrazelluldaren Raum entlang eines grolien elektrochemischen
Gradienten in die Muskelzellen. Mit einem normalen Ruhepotential von -80 mV und mit
einem normalen intrazellularen Natriumspiegel ist die Energie des elektrochemischen
Na*-Gradienten stark genug, ungefihr 20% des Ca** aus dem Zytoplasma mittels des
NCX zu entfernen (Hasenfuss et al., 2014). Bei Herzinsuffizienz sind die mRNA, die
Proteinspiegel und die Aktivitatsspiegel des NCX gesteigert (Hasenfuss et al., 2014).
Es wird vermutet, dass die steigende Expression des NCX durch die sinkende Ca?*-
Aufnahme aufgrund der Reduktion der SERCAZ2a-Aktivitdt bei Herzinsuffizienz
kompensiert wird. Der Calciumeintritt per Umkehrmodus des NCX kénnte zu einer
gestérten Ca**-Homdostase bei Herzinsuffizienz filhren (Hasenfuss et al., 2014). So
wurde eine verstarkte Expression des NCX gemessen. Im Gegensatz dazu war die
Expression der SERCA2a und des L-Typ Ca*-Kanals vermindert. Veranderungen der
myokardialen Ca?-Homdostase schlieRen die verminderte oder verspétete
Inaktivierung von L-Typ Ca?Kanal ein, senken oder verzogern die intrazellulare
Aufnahme von ionisierten Calcium durch das sarkoplasmatische Retikulum der
Kardiomyozyten und vermindern oder verzdgern die auswarts gerichtete, gleichsinnige
Kalium—Aktivierung (Hasenfuss et al., 2014). Das Ergebnis ist eine Verlangerung des
Aktionspotentials und ein einwarts gerichteter Ca?*-Strom mit Verlangerung, sowohl
der Kontraktion, als auch der Relaxation (Schwartz et al., 2014). Klassische Studien an
explantierten herzinsuffizienten Herzen haben gezeigt, dass Patienten im Endstadium
der Herzinsuffizienz eine Verlangerung des Aktionspotentials mit einer verminderten
Kraftentwicklung und verminderten Relaxation zeigen. Der intrazellulare Ca®*-Transient
zeigte, wie durch den fluoreszierenden Indikator Fura-2 geschatzt, einen
abgeschwéchten Anstieg nach Depolarisation, die erniedrigte Bereitstellung von Ca?*
fur den kontraktilen Apparat widerspiegelnd( aufgrund der niedrigeren Aktivierung),
gefolgt von einer verminderten Geschwindigkeit des Abfalls wahrend der
Repolarisation (aufgrund der verminderten Relaxation) (Ubersicht: Hasenfuss et al.,
2014).
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In Abbildung 1 ist, in vereinfachter Form, die Ca®-Homdostase schematisch

dargestellt.

1.2 Calsequestrin 2

Calsequestrin ist ein Glykoprotein, welches erstmals in den 1970er Jahren aus dem SR
von Kaninchenskelettmuskeln isoliert wurde (MacLennan et al., 1971). Einige Jahre
spater konnte eine Herzmuskel-spezifische 53 kDa grofe Isoform (Calsequestrin 2)
identifiziert werden (Campbell et al., 1983). Elektronenmikroskopische Untersuchungen
konnten die Lokalisierung von Calsequestrin in den terminalen Zisternen des
junktionalen SR zeigen (Franzini-Armstrong et al., 1987). Calsequestrin bindet an den
RyR im SR uber die Membranproteine Triadin und Junctin. Es wird ein trimerer
Komplex mit Calsequestrin 2 gebildet, der in die Regulation der Ca?*-Freisetzung
involviert ist (Scriven et al., 2000).

Die Bedeutung von Calsequestrin 2 ist klarer geworden durch die Etablierung
transgener Mause, die Calsequestrin 2 unter der Kontrolle des a-MHC-Promoters
gezielt im Herzen Uberexprimieren (Jones et al., 1998, Sato et al., 1998). Es kam zu
einer kardialen Hypertrophie und einer elektronenmikroskopisch nachweisbaren
Erweiterung des sarkoplasmatischen Retikulums. Die GroRe isolierter Zellen war
erhdoht. Die Expression von Calsequestrin 2 war etwa verzehnfacht, aber
kompensatorisch kam es zu einer verminderten Expression von RyR, Triadin und
Junctin (Jones et al., 1998). Die Mortalitdt der Tiere war erhdht. Die physiologische
positive Kraft-Frequenz-Beziehung war, wie bei Trabekeln aus insuffizienten
menschlichen Herzen, durch eine negative Kraft-Frequenz-Beziehung ersetzt (Schmidt
et al., 2000). Ferner beobachtete man Arrhythmien in Form von AV Blockierungen (I°
bis 111°) und ein verlidngertes PR- und QT-Intervall (Knollmann et al., 2000). Die Ca®*-
induzierte Ca2+-Freisetzung war in den transgenen Kardiomyocyten vermindert, was
auf eine verminderte Effizienz der elektromechanischen Kopplung deuten kann.
Umgekehrt fiihrte vermindertes zelluldres Calsequestrin 2 (durch Uberexpression von
»2Antisense“-DNA) zu einem verminderten Ca%-Gehalt und verminderter Amplitude der
Ca*-Transienten (Viatchenko-Karpinski et al., 2004). Somit kénnte der RyR (ber
Calsequestrin 2 erfahren, welche freie Ca®*-Konzentration im SR herrscht und durch
Offnung versuchen, diese Ca?*-Konzentration konstant zu halten (Bers, 2004). Im Jahr
2001 wurde erstmals eine Mutation im Calsequestrin-Gen (D307H) beim Menschen mit
der autosomal rezessiven Form der Katecholamin-induzierten polymorphen
ventrikularen Tachykardie (CPVT) in Verbindung gebracht (Lahat et al., 2001).
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Mittlerweile wurden noch weitere Mutationen im Calsequestrin-Gen gefunden, die im
homozygoten Zustand entweder zum Fehlen von Calsequestrin 2 oder zu einer
verminderten Funktion fiihren und mit dem Auftreten von CPVTs korrelieren (Postma et
al., 2002, Kim et al., 2007). In sieben Familien eines Beduinenstammes wurden 9 Falle
von plétzlichem Herztod und bei 12 anderen Kindern wiederholte Synkopen und
Ereignisse, beginnend mit einem Alter von 6 (x3) Jahren, beobachtet. Typische EKG-
Veranderungen traten nur bei Belastung oder bei akutem emotionalen Stref3 in Form
von bidirektionalen ventrikuldren Tachykardien auf, die durch eine Schlag zu Schlag
180°-Rotation des QRS-Komplexes charakterisiert waren (Faggioni et al., 2012). In
vitro Versuche mit gereinigtem mutierten Calsequestrin 2 bzw. Expression von
mutiertem Calsequestrin 2 in isolierten Kardiomyozyten haben nahegelegt, dass die
arrhythmogenen Calsequestrinmutationen zu Stérungen der Ca*'-Speicherung und
Ca*-Freisetzung, entweder durch verringerte Pufferkapazitdt und/oder durch
Beeinflussung des RyR, flhren (Viatchenko-Karpinski et al.,, 2004). Neuere
Untersuchungen an homozygoten und heterozygoten Calsequestrin 2-Knockout-
Mausen, die entweder kein oder weniger Calsequestrin exprimierten, haben
Uberraschende Erkenntnisse zur Bedeutung von Calsequestrin geliefert. Calsequestrin
2-Knockout-Mause waren lebensfahig und zeigten unter basalen Bedingungen eine
normale Ca*-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum und eine normale
kardiale Kontraktilitdt (Knollmann et al., 2006). Auffallig war eine histologisch sichtbare
Volumenerweiterung des sarkoplasmatischen Retikulums. Weiterhin waren die
Calsequestrin-bindenden Proteine Triadin und Junctin stark herabreguliert. In vivo
konnten unter Strel3 Arrhythmien beobachtet werden, wie sie auch bei Menschen mit
Nullmutationen im Calsequestrin 2 -Gen auftreten. Aus den Ergebnissen wurde
gefolgert, dass Calsequestrin 2 nicht zwingend notwendig fiir die Ca?*-Speicherung im
sarkoplasmatischen Retikulum ist. Die primare Aufgabe von Calsequestrin scheint die
Hemmung des RyR-Kanalkomplexes unter erhohter Ca?-Beladung z.B. nach B-
adrenerger Stimulation zu sein. Dies dient dazu, spontane Ca*-Freisetzungen zu
verhindern und somit auch unter Stref3situationen (Katecholaminfreisetzung) einen
geregelten Herzrhythmus sicherzustellen (Knollimann et al., 2006, Chopra et al., 2007).
Interessanterweise scheinen alle bisher durchgefihrten Untersuchungen darauf
hinzudeuten, dass die Proteinexpression von Calsequestrin 2, sowohl bei menschlicher
Herzinsuffizienz, als auch bei Tiermodellen der Herzinsuffizienz, unverandert ist
(Munch et al., 1998).
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1.3 SR Ca*-ATPase (SERCA2a)

Die SR Ca®**-ATPase des Herzens (SERCA2a) ist ein 110 kDa groRes Membranprotein
mit zehn Transmembrandomanen und mit der bedeutendste Regulator der kardialen
Muskelkontraktilitat und Ca**-Homodostase. SERCA2a hilt einen tausendfachen Ca**
Gradienten entlang der kardialen Membran des sarkoplasmatischen Retikulums
aufrecht (Frank et al., 2003).

Der diastolische Ca®"-Riicktransport vom Zytosol in das SR erfolgt unter
Energieverbrauch (ATP) durch die SERCA2a Isoform, der vorherrschenden der flnf
bekannten Isoformen (SERCA1a, SERCA1b, SERCA2a, SERCA2b, SERCA3), die
sowohl im gesunden als auch im geschadigten Herzen vorkommt (Frank et al., 2003).
In Herzen von héheren Saugern (einschlieRlich des Menschen) werden wahrend der
Diastole etwa 70-80% des zytosolischen Ca?* {iber die SERCA2a in das SR gepumpt.
Die restlichen 20-30% werden Uber den sarkolemmalen NCX aus der Zelle heraus
beférdert. (Bers et al., 1996).

Das akkumulierte Ca®* wird im SR durch Bindung an Calsequestrin 2, Calreticulin und
histidinreiches Bindungsprotein gespeichert (Frank et al., 2002).

AulBerdem spielt die SERCA2a eine zentrale Rolle beim ,Handling“ des im
sarkoplasmatischen Retikulum befindlichen Ca®', SERCA2a ist das entscheidende
Protein bei der Wiederherstellung des diastolischen Ca®*-Spiegels und beendet die
Ca?"-abhangige Kraftaktivierung.

Die Funktion und Ca?®*-Aktivierung von SERCA2a kann durch verschiedene indirekte
und direkte Faktoren beeinflusst werden. Der wichtigste indirekte Mechanismus erfolgt
Uber das regulatorische Protein Phospholamban (PLB), welches mit SERCAZ2a
assoziiert ist und die Affinitat von SERCA2a zu Ca*" in seiner dephosphorylierten Form
hemmt. Direkt wird SERCAZ2a unter anderem durch die CaMK Il reguliert, wodurch die
Kapazitit des Ca?*-Transportes erhéht wird, sowie Schilddriisenhormone, Insulin und
Nitrosylierung (Frank et al., 2003).

Gendefekte in Form verminderter Expression von SERCA2a fiihrten zu einer
verminderten Ca*-Aufnahme in das sarkoplasmatischen Retikulum. Eine moderate
Uberexpession von SERCA2a bei transgenen Mausen filhrte zu einem gesteigerten
Ca2+-Transport und gesteigerter Kontraktilitat und Relaxation der Herzmuskulatur ohne
sichtbare kardiale Pathologie. Die Abwesenheit des SERCA2a-Gens war dagegen letal
bei homozygoten Mausen in der frihen Entwicklungsphase. Heterozygote Mause
waren lebensfahig, zeigten jedoch eine 33%ige Verminderung der SERCAZ2a
Proteinmenge als Ergebnis des Verlusts eines Allels, mit verminderter Kontraktilitat der

Herzmuskelzellen (Schultz et al., 2004).
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Herzinsuffizienz ist beim Menschen mit deutlichen Veranderungen der intrazellularen
Ca®*-Homdostase und in den Calcium-Austauschsystemen assoziiert. Als primarer
Mechanismus werden Veranderungen in der Expression und Funktion der Proteine der
intrazellularen Ca*-Homdostase angenommen. Ungeklart sind bisher, wie sich
Proteinmenge und Funktion von SERCA2a im menschlichen insuffizienten
Myokardgewebe verandern. Veranderungen des mRNA-Levels gehen mit
Veranderungen der SERCAZ2a-Proteinexpression einher. Verschiedene Studien
kommen zu unterschiedlichen Ergebnissen bezuglich der Proteinmenge von
SERCAZ2a. Bei einigen wurde eine Verminderung der Expression beobachtet, bei
anderen nicht. Zusatzlich zeigte die Mehrheit der Studien Phospholamban, als
Hauptregulator der SERCAZ2a-Funktion, im Saugetierherz unverandert. War die
Proteinexpression von SERCA2a im menschlichen Herz verringert, kam es zu einer
Verschlechterung der Aktivitat der SR-Ca?*-Transportfunktion, sowohl im gesunden als

auch im insuffizienten Herzgewebe (Frank et al., 2002).

1.4 Phospholamban

Phospholamban (PLB), ein Membranprotein mit einer Membrandomane und nur 52
Aminosauren (ca.6 kDa) grof3, ist eines der wichtigsten Proteine, welches nach [3-
adrenerger Stimulation phosphoryliert wird und ist ein bedeutender Regulator der
kardialen Kontraktilitat (Lindemann et al., 1983). Im nicht phosphorylierten Zustand
vermindert PLB die kardiale Kontraktilitdt durch Hemmung der Aktivitdt der SERCAZ2a,
durch Erniedrigung der Ca?*-Affinitat an den zwei Ca**-Bindungsstellen der SERCA2a.
PLB kann an drei Stellen in vitro phosphoryliert werden, an Serin-16 durch cAMP- und
cGMP-abhangige Proteinkinasen, an Threonin-17 durch die Ca?-Calmodulin-
abhangige Proteinkinase Il (CaMKIl) und an Serin-10 durch die Proteinkinase C (PKC)
(Movsesian et al., 1984, Simmerman et al., 1986, Huggins et al., 1989). Die Serin-10-
Phosphorylierung durch PKC tritt im intakten Herzen allerdings nicht auf (Edes et al.,
1991).

Die Phosphorylierung von PLB an den Aminosauren Serin-16 und Threonin-17 hebt die
Beeinflussung der Ca?*-Affinitit der SERCA2a weitgehend auf und verstarkt somit die
kardiale Kontraktilitat (Wegener et al., 1989, Simmerman et al., 1998, Young et al.,
2004). In-vivo-Studien an M&usen mit Entfernung (Knock-out) oder Uberexpression
von PLB haben gezeigt, dass dephosphoryliertes Phospholamban tatsachlich ein
Inhibitor der SERCAZ2a ist und Phosphorylierung diese Hemmung wieder aufhebt. Bei

menschlicher und experimentell verursachter Herzinsuffizienz wird die Aktivitat der
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Typ-1-Phosphatase deutlich erhéht, mit Dephosphorylierung von Phospholamban und
Hemmung der SERCAZ2a (Vafiadaki et al., 2013).

Experimente mit Ausschalten der PLB-Expression in Knockout-Mausen fiihrten im
Ergebnis zu einer Steigerung der Affinitat der SERCA2a fiir Ca** und zu einer
Steigerung der Kontraktion und Relaxation (Luo et al., 1994). Umgekehrt fihrte die
Uberexpression von PLB zu einer sinkenden Ca?* Affinitat von SERCA2a, verminderter
Ca*-Ladung und verminderter kardialer Kontraktilitdt (Kadambi et al., 1996). Studien
an Herzmuskelzellen, Organen und intakten Tieren mit fehlendem Phospholamban,
zeigten eine deutliche Abschwachung der inotropen und lusitropen Effekte von
Isoprenalin, einem (s-Adrenozeptoragonisten, im Vergleich zu Wildtyp-Mausen. Das
zeigte, dass Phospholamban ein wichtiger Vermittler der Bs-adrenergen Reaktion im
Saugetierherz ist (Luo et al., 1994). Fir die Aktivierung der Ca?-Calmodulin-
abhangigen Proteinkinase Il (CaMKIIl) zur Phosphorylierung des Threonin-17 ist ein
Ansteigen des Ca?'-Spiegels erforderlich. Des weiteren wurde gezeigt, dass die
Phosphorylierung von Serin-16 Voraussetzung fur die Phosphorylierung von Threonin-
17 ist und die Phosphorylierung von Serin-16 ausreichend fur die Vermittiung der
maximalen kardialen Antwort auf Bs-adrenerge Stimulation ist, allerdings nur in vitro
(Chu et al.,, 2000). Mehrere Studien haben gezeigt, dass die CaMKIl-abhangige
Phosphorylierung von PLB nur am intakten schlagenden Herzen bei ({-adrenerger
Stimulation mdéglich ist.

Anderungen der CaMKIl-abhéngigen Phosphorylierung von Phospholamban unter
pathologischen Bedingungen, wie zum Beispiel bei Vorliegen einer Azidose, wie sie bei
der akuten myokardialen Ischamie auftritt oder dem diabetischen Koma wurden
beschrieben. Das Ansteigen der SR-Ca*-Menge bei Azidose kann die spontane SR-
Ca?'-Freisetzung ansteigen lassen und verursacht Extrasystolen (Orchard et al., 1987).
Uberdies hat die Rickkehr zu normalem pH-Wert nach Laktatazidose ebenfalls
arrhythmogene Wirkungen. Die Wiederherstellung des pH-Wertes induziert einen
Anstieg der SR-Ca?**-Lecks. Dieser Effekt war wahrscheinlich durch eine Zunahme der
Offenwahrscheinlichkeit des RyR2-Rezeptors bedingt, aufgrund des pH-Wert-Anstiegs
nach Azidose und der Azidose-induzierten Erhéhung der SR-Ca?-Menge, welche
immer noch zu Beginn der Postazidose besteht (Said et al., 2008). Die Ruckkehr zu
einem normalen pH-Wert flihrt auch zur Wiederherstellung des durch die Azidose
gehemmten NCX (Philipson et al., 1982), der Begiinstigung des Ca?*-AusstofRes und
Na’-Einstroms in der Zelle, zur Membrandepolarisation und schlieBlich zu getriggerten
Arrhythmien (Said et al., 2008). Die meisten Studien am herzinsuffizienten Patienten
legen nahe, dass die Expression von Phospholamban unverandert bleibt im Vergleich

zum nichtinsuffizienten Herz.
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Abb. 1: Vereinfachte Darstellung der Ca*-Homdostase in der Herzmuskelzelle und
deren Beeinflussung durch Aktivierung eines Gs-Protein-gekoppelten Rezeptors
(GPCR).
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2 Zielstellung

Es ist bekannt, dass die Kontraktionsfahigkeit des menschlichen Herzens im Alter
abgeschwacht ist, beispielsweise sind die Effekte der sympathischen Stimulation des
Herzens vermindert. Die zugrunde liegenden Mechanismen, insbesondere die
altersabhangigen Veranderungen der Proteine des sarkoplasmatischen Retikulums
SERCA2a und PLB und des in den terminalen Zisternen des sarkoplasmatischen
Retikulum vorkommenden Calsequestrins 2, sind hingegen nur ungenigend geklart

und sollen im Rahmen dieser Doktorarbeit bearbeitet werden.
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3 Material und Methodik

3.1 Patientenkollektiv

In diese Untersuchung wurden Vorhofproben nur von mannlichen Patienten ohne
Schilddrisenmedikation eingeschlossen. Als Ausschlusskriterium wurde eine
ausgepragte Herzinsuffizienz (NYHA-Stadium >3, Ejektionsfraktion (EF) <30) definiert.
Da alle Patienten mehrere Medikamente einnahmen, wurde nach folgenden Kriterien
selektioniert: Einschlusskriterium war die Therapie mit dem B-Rezeptorantagonist
Metoprolol, Carvedilol oder Bisoprolol. Wenn innerhalb einer Altersgruppe mehr als 10
Patienten den genannten Kriterien entsprachen, wurden diejenigen eingeschlossen,
die ein niedrigeres CCS- bzw. NYHA-Stadium und eine héhere EF aufwiesen, sowie
weniger Medikamente einnahmen. Zur Uberpriifung der Kriterien lagen die
Patientenakten und der Operations-Begleitzettel vor. Unter Berlcksichtigung der
angefuhrten Kriterien konnten die Vorhofproben von 53 Patienten in die Studie
eingeschlossen werden (siehe Anhang 8.1 und Tabelle 1). Die Patienten waren zum

Zeitpunkt der Operation zwischen 48 und 85 Jahre alt.

Tabelle 1: Zusammenfassung der Patientendaten (siehe auch Anhang)

Parameter Mittelwert £ SEM (n = 53)
Alter 67,1+1,3
NYHA-Stadium 2+0,2
CCS-Klassifikation 2,3+0,08

EF (%) 62,5+1,6

Anzahl Medikamente gesamt 5,3

ACE-Inhibitoren u. AT1-Rezeptorantagonisten (%) 77,4

Statine (%) 73,6

ASS (%) 71,7

3.2 Probengewinnung

Die Gewebeproben vom rechten Vorhof der Patienten stammten aus der Klinik fir
Herz- und Thoraxchirurgie des Universitatsklinikums Halle-Wittenberg (Leitung: Prof.
Dr. med. Silber). Sie wurden im Zeitraum von 1997 bis 2008 im Rahmen von
Bypassoperationen enthommen. Alle Patienten wurden vor der Operation Uber die
Entnahme und Verwendung der Gewebeproben fir wissenschaftliche Zwecke
aufgeklart und unterschrieben eine Einwilligungserklarung. Die Genehmigung der

zustandigen Ethikkommission fir diese Studie lag vor. (Aktenzeichen: hm-bi
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04.08.2005). Nach Entnahme des Gewebes wurden die Proben in flissigem Stickstoff
eingefroren und auf Trockeneis transportiert. Im Institut fir Pharmakologie und

Toxikologie erfolgte die Lagerung der Proben bis zu ihrer Verwendung bei -80°C.

3.3 Herstellung von Gewebehomogenaten

Das gefrorene (-80°C) Herzgewebe wurde im Mikro-Dismembrator bei 2100 rpm unter
flissigem N, pulverisiert. Eine Spatelspitze Gewebepulver (10-20 mg) wurde mit 100 pl
SDS-haltigem Homogenisationspuffer (siehe Anhang) versetzt und auf einem
Schuittelmixer gemischt. Anschlielend erfolgte die Homogenisation auf Eis fur 3x15
Sekunden mit einem Ultraschall-Homogenisator gefolgt von einer Inkubation fir 30
Minuten bei Raumtemperatur. Nicht I6sliche Bestandteile wurden durch Zentrifugation
bei 17000 rpm fiir 20 Minuten bei 4°C entfernt. Die Lagerung des Uberstandes (=
Gewebehomogenat) erfolgte bei -80°C. Alle verwendeten GefalRe und Kleingerate

(Spatel, Pinzette) wurden vor der Verwendung in flissigem Stickstoff gekihlt.

3.4 Proteinbestimmung nach Lowry

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in den SDS-haltigen Gewebehomogenaten
wurde eine Proteinbestimmung nach Lowry (Lowry et al.,, 1951) mit BSA als
Proteinstandard durchgefiihrt. Das Verfahren basiert auf der Reduktion von Cu Il zu Cu
| durch die Proteine. Fur den Cu | Nachweis wurde das Folin-Ciocalteu-Phenol-
Reagenz verwendet. Der photometrische Nachweis fand bei 562 nm in einem

Eppendorf-Biophotometer statt.

3.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Far die Analyse von Proteinen wurde die Elektrophorese in SDS-Polyacrylamidgelen
(SDS-PAGE) verwendet, bei der die Proteine entsprechend ihrer GréRe aufgetrennt
werden. Dies resultiert daraus, dass das negativ geladene SDS die Proteine nicht nur
denaturiert, sondern insbesonders samtliche proteineigenen Ladungen tberdeckt und
damit zu einem konstanten Verhaltnis von Ladung und Masse der Proteine fuhrt. Somit
wird die Wanderungsgeschwindigkeit verschiedener Proteine in einem Gel im
Wesentlichen nur durch ihre GrolRe bestimmt. Hier kam das Gelsystem nach Porzio
und Pearson (Porzio et al., 1977) zur Anwendung, das sich in der Zusammensetzung
des Trenngelpuffers von anderen Systemen unterscheidet. Dieses Gelsystem,
urspruinglich entwickelt zur besseren Darstellung myofibrillarer Proteine, hat sich auch
zur Darstellung der hier untersuchten Proteine bewahrt, da eine héhere Auflésung bei

gleicher Polyacrylamidkonzentration erreicht wird.
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Die Gewebehomogenate wurden mit Homogenisationspuffer auf eine einheitliche
Proteinkonzentration eingestellt, mit 2-fach konzentriertem Probenpuffer (Laemmli,
1970) aufgefiillt und 10 Minuten bei 95°C erhitzt. Es wurden jeweils 55 pug Protein pro
Spur geladen. Auf jedem Gel wurde ein GroéRenstandard, bestehend aus einem
Gemisch von Markerproteinen (siehe Anhang) mit folgenden Molekulargewichten (in
kDa): 116, 66, 45, 35, 25, 18, 14 und eine Referenzprobe mitgefuhrt. Alle Gele
bestanden aus einem Sammelgel (4% Acrylamid) und einem Trenngel (10%
Acrylamid). Die Elektrophorese erfolgte stromkonstant mit 40 mA pro Gel im Bereich
des Sammelgels und mit 50-60 mA pro Gel im Bereich des Trenngels bei 4°C in einer
Hoefer SE600 Elektrophorese-Einheit bis die Lauffront den unteren Gelrand erreicht

hatte. Als Stromquelle wurde ein Biometra Standard Power Pack P25 benutzt.

3.6 Immunoblot
3.6.1 Western Blot

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden aus dem Gel durch
Elektrotransfer auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen (Towbin et al., 1979). Die
so immobilisierten Proteine konnten fir Immunfarbungen verwendet werden. Fir den
Blot in einer Hoefer TE-62 Transferkammer (siehe Anhang) wurde folgender Aufbau
verwendet (von Kathode zu Anode): Kunststoffhalterung, Schaumstoff, Whatman 3MM
Filterpapier, Gel, Membran, 3MM Filterpapier, Schaumstoff, Kunststoffhalterung.
Schaumstoff, Filterpapiere und Membranen wurden zuvor mit Transferpuffer (nach
(Jones et al., 1985); siehe Anhang) getrankt. Der Transfer wurde Uber Nacht bei 4°C
und konstanter Stromstarke in Transferpuffer durchgefiihrt. Stromstarke und Dauer des
Transfers wurden so berechnet, dass immer 4,5 Ah erreicht wurden. Danach wurde die
Membran mit Ponceau S gefarbt (3.6.2), um die Qualitat des Transfers abzuschatzen
und dann entweder in eine Immunfarbung eingesetzt oder getrocknet und bei 4°C bis

zur weiteren Verwendung gelagert.

3.6.2 Ponceau-Farbung

Um samtliche auf die Nitrozellulose transferierten Proteine sichtbar zu machen, wurde
die Nitrozellulose 5-10 Minuten in einer Ponceau-Farbeldsung (siehe Anhang) inkubiert
und anschlielend der Uberschissige Farbstoff mit deionisiertem Wasser
ausgewaschen. Die Ponceau-gefarbten Membranen wurden zwecks Dokumentation
eingescannt. Fur die weitere Verwendung der Membranen (Immunfarbung 3.6.3)

wurde im Anschluss der Ponceau-Farbstoff mit TBST komplett ausgewaschen.
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3.6.3 Immunfarbung

Bei der Immunfarbung wurde mit Hilfe eines spezifischen Antikérpers (primarer
Antikérper, Tabelle 2 und Anhang) das zu untersuchende Protein auf der Membran
sichtbar gemacht. Dazu mussten zunachst alle freien Proteinbindungsstellen auf der
Membran blockiert werden. Dies erfolgte durch Inkubation der Membranen aus 3.6.2
mit einem Blockierungspuffer fur 2 h schuttelnd bei RT. Danach folgte die Inkubation
mit dem primaren Antikdrper in Blockierungspuffer Uber Nacht bei 4°C leicht
schittelnd. Im nachsten Schritt wurde nach dreimaligem Waschen (jeweils 10 min) mit
TBST ein zweiter Antikdrper (sekundarer Antikdrper) gegen die konstanten Bereiche
des primaren Antikdrpers eingesetzt. Die Inkubation erfolgte fur 2 h in
Blockierungspuffer bei RT. Der sekundare Antikérper war mit dem Enzym alkalische
Phosphatase konjugiert. Durch Zugabe eines Enzymsubstrats konnte die
entsprechende Bande auf der Membran durch Fluoreszenz (3.6.4) bzw. durch eine

Farbreaktion (3.6.5) sichtbar gemacht werden.

Tabelle 2: Verwendete Antikorper

Primarer Antikorper | Verdinnung Sekundéarer Antikérper | Verdinnung
(AP-gekoppelt)

Anti CSQ2 1:10000 Anti rabbit IgG 1:1000
Anti SERCA2a 1:5000 Anti mouse polyvalent 1:1000
Anti PLB 1:3000 Anti rabbit IgG 1:1000

3.6.4 Quantifizierung der Proteinsignale mittels Fluoreszenz

Nach der Antikérperinkubation (3.6.3) wurden die Membranen 2x 10 min mit TBST
gewaschen und 2x 2 min mit AP-Puffer &quilibriert bevor sie 5 min mit der
Substratlésung (ECF: 1:10 in AP-Puffer verdiinnt) inkubiert und dann noch einmal 2
min mit frischem AP-Puffer gewaschen wurden. Die gebildete Fluoreszenz wurde mit
einem Phosphorimager (STORM 860) detektiert und die quantitative Auswertung

erfolgte mit der ImageQuant-Software.

3.6.5 Darstellung der Proteinsignale mittels Farbreaktion

Wenn keine quantitative Auswertung bendtigt wurde bzw. im Anschluss an die
quantitative Auswertung (3.6.4) wurden die Banden auf den Membranen mit einer
NBT-BCIP-Farbreaktion sichtbar gemacht. Dazu wurden die mit AP-Puffer

aquilibrierten Membranen einige Minuten abgedunkelt mit der entsprechenden
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Farblésung (66 pl NBT Stammlésung und 33 pl BCIP Stammldsung in 10ml AP-Puffer)
bis zum Erreichen der optimalen Signalstarke inkubiert. Gestoppt wurde die Reaktion
durch Abgielen der Farbldsung und Zugabe von H,O. Die Membran konnte jetzt

zwecks Dokumentation eingescannt und getrocknet aufbewahrt werden.

3.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit den Programmen Excel sowie
SPSS. P-Werte wurden nicht flir multiples Testen korrigiert und werden deshalb
explorativ interpretiert. Die angegebenen Werte sind, wenn nicht anders erwahnt,
Mittelwerte + SEM. Fir die statistische Auswertung wurde eine Beratung durch das
Institut fur Medizinische Epidemiologie, Biometrie und Informatik in Anspruch

genommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Validierung der Methoden

Bevor die Patientenproben analysiert werden konnten erfolgte zunachst die
Optimierung der Analysemethoden. Erstens wurde getestet ob mit den eingesetzten
Antikérpern die zu untersuchenden Proteine im Western-Blot zweifelsfrei
nachgewiesen werden konnten. Zweitens wurde untersucht mit welcher Proteinmenge
die Polyacrylamidgele beladen werden mussten um im linearen Bereich des
Detektionssystems zu liegen. Fir die Testung der Antikérper gegen CSQ2 und
SERCA2a wurde ein Vergleich von menschlichen Herzgewebeproben mit denen von
transgenen Mausen durchgefiihrt. Eingesetzt wurde zum einen Herzgewebe einer
Maus mit kardialer Uberexpression von Hunde-CSQ2 (Jones et al., 1998). Abbildung
2 zeigt den entsprechenden Western-Blot mit einem Signal im GréRenbereich um 55
kDa. Zum Vergleich ist auch eine Wildtyp-Mausprobe dargestellt. Die
Groflenunterschiede der nachgewiesenen Proteine kénnen durch Speziesunterschiede
(Hund: 506 Aminosauren, Maus: 415 Aminosauren, Mensch: 399 Aminosauren) erklart
werden. Fur den SERCA2a-Nachweis stand Herzgewebe einer transgenen Maus mit
kardialer Uberexpression von Ratten-SERCA2a zur Verfigung (Baker et al., 1998).
Abbildung 3 zeigt den entsprechenden Western-Blot mit einem Signal im Bereich von
100 kDa. Fur den Nachweis von PLB stand leider kein Gewebe einer
Uberexpressionsmaus zur Verfligung. Aber dennoch erméglichte eine besondere
Eigenschaft des PLB die eindeutige Zuordnung der Proteinbande. PLB kommt in seiner
nativen Form als pentamerer Proteinkomplex (ca. 30 kDa) vor, der auch durch eine
Behandlung mit SDS nicht oder nur teilweise aufgeldst wird. Erst durch Kochen der
Probe zerfallt der Proteinkomplex in seine Monomere (ca. 6 kDa) (Jones et al., 1985).
Somit konnte durch den Vergleich einer ungekochten mit einer gekochten

Gewebeprobe die PLB-Bande zugeordnet werden (Abbildung 4).
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Abb. 2: Antikorpertest Maus vs. Mensch Calsequestrin.
Vergleich der Signalintensitdt im Western-Blot fir Calsequestrin (CSQ2) in
Herzgewebe einer CSQ2-uberexprimierenden transgenen Maus (TG), einer Wildtyp-

Maus (WT) und einer menschlichen Probe (hu). Proteinbeladung 40 ug, Nachweis mit
NBT/BCIP-Farbung.

kDa TG WT hu
116 —

| "W <« SERCA

Abb. 3: Antikorpertest Maus vs. Mensch SERCA2a.
Vergleich der Signalintensitat im Western-Blot fiir die kardiale SR-Ca*-ATPase
(SERCA2a) in Herzgewebe einer SERCAZ2a-Uberexprimierenden transgenen Maus

(TG), einer Wildtyp-Maus (WT) und einer menschlichen Probe (hu). Proteinbeladung
40 pg, Nachweis mit NBT/BCIP-Farbung.
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Abb. 4: Antikorpertest PLB gekocht vs. Ungekocht
Identifikation von Phospholamban (PLB) im Western-Blot durch Vergleich einer
gekochten mit einer ungekochten Herzgewebeprobe. Durch Erhitzen wird PLB von der

pentameren Form in die monomere Form Uberflhrt.

Im nachsten Schritt wurde die optimale Proteinbeladung der Gele analysiert. Optimal
bedeutete in diesem Fall, dass die entsprechende Proteinbande eindeutig nachweisbar
sein  musste und dass das Verhdltnis zwischen gemessener Signalstarke
(Fluoreszenzintensitat) und eingesetzter Proteinmenge linear war. Zu diesem Zweck
wurden Western-Blots durchgefiihrt, bei denen Proben mit aufsteigender Proteinmenge
(10 bis 120 pg) eingesetzt wurden. Fur jeden Antikdrper wurden drei Versuche
durchgefihrt, die Bandenintensitdt gemessen und die Ergebnisse gemittelt und
graphisch dargestellt. Die Abbildungen 5 (2), 6 (PLB) und 7 (SERCAZ2a) zeigen
jeweils einen exemplarischen Western-Blot und die Auswertung der Daten. Fur die
Analyse der Patientenproben wurde eine Proteinmenge von 55 ug pro Spur als optimal
erachtet. Bei dieser Proteinmenge konnten Expressionsschwankungen in beide
Richtungen eindeutig nachgewiesen werden und es stand ausreichend Material zur

Verfligung um eventuell Western-Blots zu wiederholen.
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Abb. 5: Proteinabhéngigkeit fiir Calsequestrin.

Proteinabhangigkeit von Calsequestrin  (CSQ2) mit einer aufsteigenden
Proteinkonzentration von 10 bis 120 pg. Dargestellt ist ein exemplarischer Western
Blot und die gemessene Signalintensitat (Phosphorlmager-Einheiten, Pl) in Prozent

des maximalen Wertes als Mittelwert + SEM von drei Versuchen.
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Abb. 6: Proteinabhédngigkeit fiir Phospholamban.

Proteinabhangigkeit von Phospholamban (PLB) mit einer aufsteigenden
Proteinkonzentration von 10 bis 120 pg. Dargestellt ist ein exemplarischer Western
Blot und die gemessene Signalintensitat (Phosphorlmager-Einheiten, Pl) in Prozent

des maximalen Wertes als Mittelwert + SEM von drei Versuchen.
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Abb. 7: Proteinabhédngigkeit fur SERCA2a.

Proteinabhangigkeit von SERCA2a mit einer aufsteigenden Proteinkonzentration von
10 bis 120 pg. Dargestellt ist ein exemplarischer Western Blot und die gemessene
Signalintensitat (Phosphorlmager-Einheiten, Pl) in Prozent des maximalen Wertes als

Mittelwert + SEM von drei Versuchen.

Ein grundsatzliches Problem bei immunologischen Nachweismethoden mit
enzymatischer Signaldetektion stellt die Variabilitdt der Ergebnisse durch &ufiere
Einflisse dar. Dies bedeutet z.B., dass dieselbe Probe an unterschiedlichen Tagen
gemessen immer eine andere Signalintensitat liefert. Um also alle Patientenproben, die
Uber  einen Zeitraum von mehreren Monaten auf  verschiedenen
Nitrozellulosemembranen analysiert wurden miteinander vergleichen zu kdnnen, wurde
auf jedem Gel ein Aliquot einer Referenzprobe mitgefuhrt, die immer die gleiche
Proteinmenge enthielt und somit zur Normierung der Signalintensitaten diente. Eine

weitere Fehlerquelle stellte eine eventuell ungleiche Proteinbeladung der Gele durch
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Pipettierfenler dar. Dies konnte durch Beurteilung der Ponceau-gefarbten
Nitrozellulosemembranen weitgehend ausgeschlossen werden. Eine weitere
Méglichkeit auf die Proteinmenge abzugleichen bestand in der Normierung auf die
CSQ2-Expression. Da laut Literatur (Munch et al., 1998) die kardiale Expression von
CSQ2 konstant und unabhangig von Erkrankungen sein soll, wurden die
Signalintensitdten von SERCA2a und PLB auch durch den CSQ2-Wert der

entsprechenden Probe dividiert und analysiert.

4.2 Analyse der Patientenproben

Im Anschluss an die Validierung der Methoden erfolgte die Analyse der
Patientenproben im Western-Blot. Von allen 53 Patienten (Anhang 8.1) wurden die
Biopsien der rechten Vorhéfe homogenisiert, der Proteingehalt der Homogenate
bestimmt und immer 55 pg Protein pro Spur zusammen mit der Referenzprobe und
einem GroRenstandard auf SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Nach Transfer der
Proteine auf Nitrozellulosemembranen erfolgte der immunologische Nachweis von
CSQ2, SERCA2a und PLB. Die Bandenintensitadten wurden erfasst und statistisch
ausgewertet. Die Abbildungen 8 (CSQ2), 9 (PLB) und 10 (SERCAZ2a) zeigen jeweils
einen exemplarischen Western-Blot mit Proben von Patienten unterschiedlichen Alters
sowie die gemessene Bandenintensitat jedes einzelnen Patienten in Abhangigkeit von
seinem Alter (Punktwolke) mit Hilfe eines linearen Regressionsmodells. Dargestellt ist
jeweils die Regressionsgerade. Unter diesen Bedingungen war keine altersabhangige
Expression von CSQ2, PLB oder SERCA2a nachweisbar.
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Abb. 8: Vergleich Proteinexpression von CSQ2 junge versus alte Patienten.
Dargestellt ist ein exemplarischer Western Blot mit Patienten unterschiedlichen Alters
und die Signalintensitat von CSQ2 fur alle Patienten, sowie das Ergebnis einer linearen

Regression.
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Abb. 9: Vergleich Proteinexpression von PLB junge versus alte Patienten
Dargestellt ist ein exemplarischer Western Blot mit Patienten unterschiedlichen Alters
und die Signalintensitat von PLB fir alle Patienten sowie das Ergebnis einer linearen
Regression.

24



Ergebnisse

Alter (Jahre)
kDa 48 51 52 RF 80 81 84 85

116 —
— — s M B B SERCA
[ =
3 -
c ~ o o
° 5 .
%% 2 1 e 3 ¢ o °
5 < * e
ﬁU_J o® [ ) * o .. Y
< @ L % o o °
O 2 W
o1 HE ® o
o)
I('})Jt' ¢ s ° o
° oo °
.. ° ®
O T T T T 1
40 50 60 70 80 90
Alter (Jahre)

Abb. 10: Vergleich Proteinexpression von SERCA2a junge versus alte Patienten
Dargestellt ist ein exemplarischer Western Blot mit Patienten unterschiedlichen Alters
und die Signalintensitdt von SERCAZ2a fir alle Patienten sowie das Ergebnis einer

linearen Regression.

Wie schon zuvor erwdhnt wird zurzeit angenommen, dass die Expression von CSQ2
streng reguliert wird und keinen krankheitsbedingten oder altersbedingten
Schwankungen unterliegt. Die hier prasentierten Daten scheinen dies, abgesehen von
wenigen Ausreilern (Abbildung 8), zu bestatigen. Daher wurden die Ergebnisse fir
die PLB- und SERCA2-Expression auch als Quotient mit CSQ2 analysiert. Abbildung
11 (PLB/CSQ2) und 12 (SERCA2a/CSQ2) zeigen die Ergebnisse jedes einzelnen
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Patienten in Abhangigkeit von seinem Alter (Punktwolke) und die Korrelation der
Werte, dargestellt als lineare Regression. Da die PLB- und SERCA2a-Expression mit
zunehmendem Alter nicht den gleichen Verlauf zu haben scheint, wurde auch das
Verhaltnis von SERCA2a zu PLB untersucht. Dies ist insofern von Bedeutung weil
dieses Verhaltnis entscheidend fir die Funktion der SERCAZ2a ist. Abbildung 13 zeigt
den Quotienten (PLB/SERCA2a) die Ergebnisse jedes einzelnen Patienten in
Abhangigkeit von seinem Alter (Punktwolke) und die Korrelation der Werte, dargestellt
als lineare Regression. Aber auch unter diesen Bedingungen konnte keine

altersabhangige Expression nachgewiesen werden (p > 0,05, siehe auch Tabelle 3).
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Abb. 11: Korrelation Proteinexpression Alter vs. PLB/CSQ2
Die Abbildung zeigt die Expression von PLB normiert auf die CSQ2-Expression in
Abhangigkeit vom Alter als Punktwolke dargestellt sowie das Ergebnis einer linearen

Regression.
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Abb. 12: Korrelation Proteinexpression Alter vs. SERCA2a/CSQ2 (Punktwolke)
Die Abbildung zeigt die Expression von SERCA2a normiert auf die CSQ2-Expression

in Abhangigkeit vom Alter als Punktwolke dargestellt sowie das Ergebnis einer linearen

Regression.
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Abb. 13: Korrelation Proteinexpression Alter vs. PLB/SERCA2a.
Die Abbildung zeigt die Expression von PLB relativ zur SERCA2a-Expression in
Abhangigkeit vom Alter als Punktwolke dargestellt sowie das Ergebnis einer linearen

Regression.
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In einem weitern Analyseansatz wurden die Patienten in Altersgruppen
zusammengefasst (10-Jahres- und 5-Jahres-Intervalle). Es wurde die mittlere
Expression der untersuchten Proteine in den jeweiligen Gruppen berechnet und die
Mittelwerte miteinander verglichen (ANOVA). Fur PLB/CSQ2 und SERCA2a/CSQ2
konnte kein Unterschied zwischen den Altersgruppen gefunden werden (Abbildung 14
und 15). Wenn das Verhaltnis von PLB zu SERCAZ2a betrachtet wurde, konnte ein
Anstieg der Quotienten in den Gruppen 60-69 Jahre bzw. 65-69 Jahre im Vergleich zu
der jeweils jingsten Gruppe gemessen werden (p < 0,05; Abbildung 16). Dies wirde
eine Abnahme der SERCA2a-Aktivitat bedeuten, die aber mit weiter zunehmendem

Alter wieder die Werte der jungeren Patienten erreicht.
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Abb. 14: Korrelation Proteinexpression Alter vs. PLB/CSQ2.
Die Abbildung zeigt die Expression von PLB normiert auf die CSQ2-Expression in
Abhangigkeit vom Alter. Sie ist als Fehlerbalkendiagramm mit Mittelwert + SEM fur (A)
10-Jahresaltersgruppen (Gruppengréfen: <60: n=12; 60-69: n=16; 70-79: n=19; >79:
n=5) und (B) 5-Jahresaltersgruppen (GruppengréRen: <55: n=6; 55-59: n=6; 60-64:
n=7; 65-69: n=9; 70-74: n=10; 75-79: n=9; >79: n=5) dargestellt.
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Abb. 15: Korrelation Proteinexpression Alter vs. SERCA2a/CSQ2.

Die Abbildung zeigt die Expression von SERCA2a normiert auf die CSQ2-Expression
in Abhangigkeit vom Alter. Sie ist als Fehlerbalkendiagramm mit Mittelwert + SEM flr
(A) 10-Jahresaltersgruppen (Gruppengroflen: <60: n=12; 60-69: n=16; 70-79: n=19;
>79: n=5) und (B) 5-Jahresaltersgruppen (GruppengréfRen: <55: n=6; 55-59: n=6; 60-
64: n=7; 65-69: n=9; 70-74: n=10; 75-79: n=9; >79: n=5) dargestellt.
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Abb. 16: Korrelation Proteinexpression Alter vs. PLB/SERCA2a.

Die Abbildung zeigt die Expression von PLB relativ zur SERCA2a-Expression in
Abhangigkeit vom Alter. Sie ist als Fehlerbalkendiagramm mit Mittelwert + SEM fur (A)
10-Jahresaltersgruppen (Gruppengréfen: <60: n=12; 60-69: n=16; 70-79: n=19; >79:
n=5) und (B) 5-Jahresaltersgruppen (GruppengréRen: <55: n=6; 55-59: n=6; 60-64:
n=7; 65-69: n=9; 70-74: n=10; 75-79: n=9; >79: n=5) dargestellt. *p < 0,05 vs. jungste
Gruppe (<60 in A und <55 in B)

Mit einer weiteren Datenanalyse wurde untersucht, ob es einen Zusammenhang
zwischen der Leistungsfahigkeit der Herzen, reprasentiert durch die Ejektionsfraktion
(EF in %) und der Expression von PLB oder SERCAZ2a gibt. Hier konnte jedoch kein
Zusammenhang gefunden werden (Tabelle 3). Ebenfalls wurde kein Zusammenhang
zwischen Schweregrad der Erkrankung (CCS-Klassifikation) und Proteinexpression
gefunden. Da etwa % der Patienten mit Statinen, ASS und/oder ACE-Hemmer/AT1-
Antagonisten therapiert wurden (vgl. Patientendaten, Anhang 8.1), erfolgte auch dafur
eine Korrelationsanalyse. Hier konnte nur fir ASS-Einnahme und PLB-Expression eine

signifikante Beziehung gefunden werden (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Zusammenfassung der gerechneten  Korrelationen  (lineares
Regressionsmodell: [ = standardisierter Regressionskoeffizient). Signifikante

Korrelationen (p < 0,05) sind hervorgehoben.

rel.PLB rel. SERCA2a PLB/SERCA2a
B p B p B p

Alter 0,07 0,360 -0,08 0,341 0,04 0,661
EF 0,05 0,516 -0,12 0,122  -0,02 0,866
Ccs -0,07 0,458 0,02 0,842  -0,14 0,214
Statine -0,02 0,804 0,05 0,523 0,11 0,277
ASS -0,19 0,038 0,03 0,743 0,11 0,336
ACE o. AT1 0,10 0,254 -0,01 0,898  -0,04 0,717
rel.PLB - - 0,78 <0,001 0,79 <0,001
re.SERCA2a 0,81 <0,001 - - -0,89 <0,001

PLB/SERCA2a 0,51 <0,001 -0,55 <0,001 - -

ACE, Angiotensin Converting Enzyme (hier fur ACE-Hemmer); ASS, Acetyl Salicyl
Saure; AT1, Angiotensinrezeptor-Antagonist; CCS, Angina pectoris Klassifikation der
Canadian Cardiovascular Society; EF, Ejektionsfraktion; PLB, Phospholamban;
SERCA2a, SR-Ca**-ATPase

rel. = auf CSQ2 normierte Expressionen
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5 Diskussion

5.1 Verdnderungen der Expression bei Erkrankungen

Im Gegensatz zu vielen anderen Publikationen zur Expression der Proteine des
sarkoplasmatischen Retikulums, Calsequestrin, Phospholamban und SERCA2a, die
sich auf die Expression der mRNA als Transkriptionsendprodukt dieser Proteine
bezogen, wurden in dieser Arbeit die Veranderung der Proteinmenge, die entscheidend
fur die biologische Wirksamkeit ist, in Abhangigkeit vom Alter untersucht. Dafur
standen, im Gegensatz zu bisher verdffentlichten Studien nicht Herzkammergewebe,
sondern Gewebeproben vom menschlichen Herzvorhof, gewonnen wahrend
Herzbypass- und/oder, mit wenigen Ausnahmen, Herzklappen-Operationen in der
Herzchirurgie der Martin-Luther Universitat Halle-Wittenberg in den Jahren 1997-2008,
zur Verfigung. Nach entsprechender Selektion des Untersuchungsgutes, zum
Ausschlufy fihrte jegliche Gabe von Schilddrisenmedikamenten und eine systolische
Herzinsuffizienz gréRer als NYHA 2, konnten 53 Patientenproben untersucht werden.
Der Nachweis der zu untersuchenden Proteine erfolgte mit dem Western Blot-
Verfahren. Alle drei zu untersuchenden Proteine, Calsequestrin, SERCA2a und
Phospholamban, konnten mit diesem Verfahren in allen untersuchten Proben
nachgewiesen werden.

Herzinsuffizienz entsteht, wenn das Herz nicht in der Lage ist, eine angemessene
Auswurfmenge entsprechend den metabolischen Bedirfnissen des Organismus zu
leisten. Unter physiologischen Bedingungen ist die Ca?*-Freisetzung aus dem SR die
dominante Quelle der systolischen Aktivierung der kontraktilen Proteine. Mechanische
Dysfunktion und Arrhythmien sind typische Merkmale der Herzinsuffizienz, der gestorte
Ca*-Stoffwechsel eine wesentliche Ursache fiir diese zwei charakteristischen
Veranderungen. Tatsachlich gibt es Fakten, die fir eine Abnahme des intrazellularen
Ca®*-Transienten und verminderten SR Ca**-Gehalt sprechen, als wesentliche Ursache
veranderter Kontraktilitat bei Herzinsuffizienz (O'Rourke et al., 1999, Piacentino et al.,
2003), die darauf zuruckzufihren sind, dass ursadchliche Veranderungen in der
Expression und Aktivitat von verschiedenen Ca2+-regulierenden Proteinen vorkommen,
vor allem eine Abnahme der SERCA2a- und eine Zunahme der NCX-Expression,
beschrieben an unterschiedlichen Herzinsuffizienz-Modellen bei Tieren und Menschen
(Hasenfuss, 1998). Der Vergleich der vorliegenden Studien beziiglich einer eindeutigen
Antwort, ob sich die Ca2+-regulierenden Proteine in Abhangigkeit vom Schweregrad der
Herzinsuffizienz verandern, ob es zu einer Zunahme oder Abnahme kommt, ist
schwierig zu interpretieren. Letztlich sind flinf Variablen maligeblich, erstens die

unterschiedliche Pathophysiologie zwischen verschiedenen Herzinsuffizienzmodellen,
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zweitens die Ebene der molekularen Untersuchung, somit die Nichtvergleichbarkeit der
MRNA Expression mit der wirksamen Proteinmenge, da sowohl Bindungsfahigkeit als
auch Menge verandert sein kdnnen. Drittens der Zeitpunkt der Messung, und somit die
Altersabhangigkeit der Tiermodelle. Die vierte Variable bezieht sich auf die Art der
Praparation, ob Homogenate oder teilweise gereinigte Membran-Praparate verwendet
wurden und als flinfte Variable spielt bei Studien der menschlichen Herzinsuffizienz die
Atiologie, Schwere und Verlauf, Begleiterkrankungen und medikamentdse Therapie

eine entscheidende Rolle (Hasenfuss, 1998).
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Bekannte Veranderungen der Genexpression der Proteine der Plasmamembran, der
kontraktilen Proteine und der Proteine des Ca**-Stoffwechsels im SR bei menschlicher

Herzinsuffizienz sind in Tabelle 4 zusammengefalit.

Tabelle 4: Anderungen in der Genexpression von insuffizienten Kardiomyozyten

Protein

Verdnderung bei menschlicher

Herzinsuffizienz

Plasmamembran

*

L-Typ Kanale Vermindert ,

NCX Vermehrt*,

Na® - Pumpe Reexpression von fétalen Isoformen
B1-Adrenorezeptor Vermindert*,

B2-Adrenorezeptor Vermehrt*

as-Adrenorezeptor Vermehrt*

Kontraktile Proteine

Myosin — schwere Kette

Umkehr zur fotalen Isoform

Myosin — leichte Kette

Umkehr zur fotalen Isoform

*

Actin Normal

Titin Isoform wechselt (1t N2BA:N2B),
hypophosphoryliert

Troponin | Normal*

Troponin T Umkehr zur fétalen Isoform

Troponin C Normal*

Tropomyosin Normal*

Sarkoplasmatisches Retikulum

SERCA2a

*

Normal oder vermindert ,

Phospholamban

*

+
Vermindert ,

Ryanodin -Rezeptor

+
hyperphosphoryliert

Calsequestrin

Normal

Calreticulin

*

Normal

*

Bezogen auf die Proteinmenge

* Bezogen auf die funktionelle Aktivitat (nach:(Hasenfuss et al., 2014))
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5.2 Altersabhangigkeit Calsequestrin

Die Calsequestrin-Expression zeigt sich unverandert wahrend der ontogenetischen
Entwicklung und Alterung, sowohl im hypertrophen Myokard durch Druckiberlastung,
als auch bei Hyper- oder Hypothyreose. Eine statistisch signifikante Anderung der
Expression von Calsequestrin im Vorhofgewebe in Abhangigkeit von Alter konnte im
Rahmen dieser Arbeit nicht festgestellt werden, Ubereinstimmend zu anderen bisher
durchgeflhrten Studien am insuffizienten menschlichen Myokard, die durchweg
unveranderte mRNA und Proteinmengen im Vergleich zum nichtinsuffizienten Myokard
zeigten.

Calsequestrin (CSQ2) ist das wichtigste Protein im SR-Lumen, einerseits als Ca®*-
Puffer und anderseits fiir die Teilnahme an der Ca®*-Freisetzung durch die Interaktion
mit dem Ryanodin-Rezeptor 2 (RyR2). Ca?*, gespeichert durch Calsequestrin, wird fiir
den Freisetzungsprozess durch die Calsequestrin-Calcium-Entladung in die innere
Offnung des Calciumfreisetzungskanals verfiigbar. Dieser Prozess ersetzt jene Ca®" -
lonen, die aus der duBeren Offnung in das Zytosol freigesetzt wurden. Hypothetisch
kénnen Calsequestrin und zwei andere, die in der SR-Membran lokalisierten Proteine
Junctin und Triadin, an der Regulation der Eigenschaften des Ryanodinrezeptors
beteiligt sein (Opie et al., 2014).

Eine Veranderung der normalen Ca?-Homdostase tragt wesentlich zu der, bei
Herzhypertrophie und Herzinsuffizienz beobachteten kontraktilen Dysfunktion bei (Ai et
al., 2005). Das hochgeladene Speicherprotein findet sich in einem Teil des SR in der
Nahe der T-Tubuli.

5.3 Altersabhédngigkeit SERCA2a

SERCA-mRNA ist bei Herzinsuffizienz herunterreguliert. Kontrovers wird in
verschiedenen Studien diskutiert, ob es zu einer Verringerung der exprimierten
Proteinmenge kommt. Jedoch wird die Funktion von SERCA2a durchweg verringert,
vielleicht aufgrund der geanderten Relation von PLB zu SERCAZ2a. Fur Studien am
alternden Rattenherzen und menschlichen Herzen wurde uber eine Verringerung der
SERCA-mRNA Expressionsmengen berichtet. Jedoch sind Daten bezlglich der
Proteinmengen unseres Wissens nicht bekannt.

Eine signifikante Verminderung der SERCA2a-Proteinmenge in Abhangigkeit vom Alter
lie® sich in dieser Arbeit nicht nachweisen. Es ist denkbar, dass letztlich in den
untersuchten Vorhofproben (die mehr SERCA2a als die Herzkammern enthalten),

SERCA2a-Mengen nur schwach beeinflusst werden.
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Vornehmlich gab es keine Tendenz in Richtung zu einer positiven oder negativen
Wechselbeziehung zwischen Alter und SERCAZ2a-Expression. Keine
Wechselbeziehung mit dem Alter gewann an Bedeutung. Zwischen SR-Proteinen gab
es erwartungsgemal eine starke positive Korrelation zwischen PLB- und SERCA2a-
Expression. Die Abnahme der SERCA2a Expression ist nicht parallel mit einem
Ruckgang von PLB verknlpft, das wirde zu einem Anstieg der funktionalen
Stéchiometrie PLB/SERCA2a, mit einem Riickgang der SERCA2a Ca?*-Affinitat und
der SR Ca*-Aufnahmerate und zu einer Verlangerung der Relaxationszeiten fiihren
(Meyer et al., 1995).

Aufgrund dieser zentralen Rolle von SERCA2a und PLB im Ca*-Handling, scheinen
Veranderungen der SERCAZ2a- und/oder PLB-Mengen oder deren Aktivitdt, zum
Wiederherstellen der gestérten Ca®* Aufnahme in das SR, als potentielle
therapeutische  Strategien fir die  Herzinsuffizienz-Behandlung  prospektiv
vielversprechend zu sein (del Monte et al., 2003). Eine Uberexpression von SERCA2a
konnte das Ca®*-Handling und die kontraktile Funktion sowohl im Tiermodell (Cutler et
al., 2012), als auch bei menschlicher Herzinsuffizienz (del Monte et al., 1999, Jaski et
al., 2009) wiederherstellen, was darauf hindeutet, dass die Reparatur der SERCA2a
Expression eine sinnvolle Therapie sein kann.

Die SR Ca”*-Aufnahme in das Myokard des Patienten ist im Endstadium einer
Herzinsuffizienz eingeschrankt. Die Expression von SERCA2a, die fiir die SR Ca*-
Aufnahme in Kardiomyozyten verantwortlich ist, wird auf Transkriptionsebene und der
Proteinebene verringert und scheint somit eine kausale Rolle bei der Regulierung der
Herzfunktion beim insuffizienten und nicht insuffizienten Myokard zu spielen. Die
Bedeutung der SERCA2a im Ca®'-Stoffwechsel und in der Pathophysiologie der
Herzinsuffizienz hat sich auch in Versuchen bei SERCA2a Knockout(KO)-Mausen mit
einer 35%igen Reduktion der Proteinexpression zeigen lassen. Die Herzfunktionen war
beeintrachtigt, ohne starkere Zeichen der Herzinsuffizienz in Ruhe. Unter
Druckbelastung zeigten SERCA2a heterozygote Mause sichtbare
Herzinsuffizienzzeichen mit erhdéhter Mortalitat und Morbiditat.

SERCA2a Expression und Aktivitdt sind bei den haufig vorkommenden
Herzkrankheiten, wie der koronaren Herzkrankheit, Herzmuskelerkrankungen und
Herzinsuffizienz verandert. Zur Wiederherstellung einer adaquaten SERCA2a
Expression, wurde die Gentherapie als neuer Ansatz fir die Behandlung der
Herzinsuffizienz entwickelt. (Shan et al., 2010).

Eine Adeno - Virus assoziierte (AAV) Aufnahme von SERCAZ2a scheint eine sichere
und wirksame Therapie flr die Behandlung der Herzinsuffizienz zu sein. Das konnten

klinische Studien in Phase 1 und 2 nachweisen. Derzeit wird in klinischen Phase 3
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Studien zum Gentransfer von SERCA2a, die Wirksamkeit mittels einzelner
intrakoronarer Infusionen mit einer gréReren Anzahl von Patienten (ca. 400) untersucht
(Park et al., 2013).

5.4 Altersabhédngigkeit Phospholamban

Bei Herzinsuffizienz gibt es durftige Hinweise fiur PLB-Herunterregulation in der
Literatur. Wahrend von einer Verringerung der mRNA-Expression normalerweise
berichtet wird, wurde von der PLB-Expression in den meisten Studien gezeigt, nicht
verandert zu sein.

Bei dieser Untersuchung konnte keine signifikante Veranderung der Phospholamban-
Expression in Abhangigkeit vom Alter nachgewiesen werden.

In den vergangenen Jahren wurde ein doppelter Effekt der CaMKII-abhangigen
Protein-Phosphorylation (positiv. und negativ) bei Versuchen zu Ischdmie und
Reperfusion am intakten Herzen beschrieben. Die vorteilhafte Wirkung von CaMKII
bezieht sich in der Regel auf das intrazellulare Ca** und kontraktile Wiederherstellung
wahrend des Stunnings, im Sinne einer vollstandig reversiblen postischadmischen
Dysfunktion (Braunwald et al., 1982). Urspringlich wurde dieser positive Effekt in
Verbindung mit einer erhdhten Phosphorylierung der Threonin-17 Orte im PLB zu
Beginn der Reperfusion interpretiert (Vittone et al., 2002).

Eine erweitertes SR Ca?*-Leck, durch hyperphosphoryliertes RYR2 wiirde auch zum
Riickgang des SR Ca?**-Gehalts und der Ca®*-Freisetzung beitragen, wie es typisch fiir
Herzinsuffizienz ist (Ai et al., 2005, Shan et al., 2010, Respress et al., 2012).

Dariber hinaus wurde eine Verringerung der Phosphorylierung von PLB festgestellt
und zwar entweder an Serin-16 (Schwinger et al., 1999, Sande et al., 2002), oder an
Threonin-17 (Netticadan et al., 2000) oder beiden (Huang et al., 1999, Mishra et al.,
2003), was fur eine erhohte Hemmung der SERCA2a spricht. Das kann auf die
Dampfung der p1-adrenergen Kaskade zurickzufihren sein, durch Rezeptor-
Desensibilisierung, Herunterregulation und Abkoppelung, die typisch ist fir die
Progression der Krankheit (Bristow et al., 1982, Dash et al., 2001, Port et al., 2001),
und/oder auf die Erhéhung der PP1-Aktivitat. Im menschlichen insuffizienten Myokard
vermindert sich die Phosphorylierung von Serin-16 in PLB, aufgrund des Anstieg der
PP1-Aktivitat (Schwinger et al., 1999), wahrend sich die Threonin-17-Phosphorylierung
aufgrund der erhdhten Aktivitdt der PP2B verringerte (Calcineurin;(Munch et al.,
2002)). Interessanterweise ist dieser Ruckgang, trotz einer Erhéhung der CaMKIl
Aktivitat, charakteristisch flir Herzinsuffizienz. Zusammen genommen, weisen diese
Ergebnisse darauf hin, dass die Erh6hung des SERCA2a/PLB -Verhaltnisses und die
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verminderte Phosphorylierung von PLB, wichtige Faktoren bei der Untersuchung der
verminderten SR Ca®"-Aufnahme bei Herzinsuffizienz sind, wodurch es zu einem
Anstieg des diastolischen Ca®, einer Abnahme der SR Ca?*-Speicher und somit des
zur Verfiigung stehenden Ca®* fiir die Kontraktion kommt. Dies filhrt zu einer
geringeren kontraktilen Kraft, die Relaxation ist beeintrachtigt und die Kraft-Frequenz
Beziehung ist verandert.

AuBerdem verhindert die PLB-Ablation Herzinsuffizienz in einem Maus-Modell bei
dilatativer Kardiomyopathie, verursacht durch Mangel an muskelspezifischem LIM-
Protein (Arber et al., 1997, Minamisawa et al., 1999). In isolieten menschlichen
Myocyten von insuffizienten Herzen, verbesserte eine Gentherapie mit
Unempfindlichkeit gegen PLB, die kontraktile und diastolische Funktion (del Monte et
al., 2002). Im Gegensatz dazu, erhoht die PLB-Ablation die SR Ca®-Ladung und
Kontraktilitdt bei Mausen mit Kardiomyopathie, =zurickzufihren auf eine
Uberexpression von CaMKII. Dies fiihrte zu vorzeitigem Tod und mitochondrialer Ca*'-
Uberladung, was darauf hindeutet, dass eine Beschleunigung SR Ca**-Aufnahme und
zunehmende SR Ca®*-Uberladung nachteilig, zumindest in Gegenwart von
UbermaRiger CaMKII-Aktivitat, ist (Zhang et al., 2010). Im Angesicht der
phosphorylierten RyR2-Kanale, wie im Fall der CaMKIl berexprimierenden Mause,
kénnte es, durch die Wiederauffiilllung von Ca?*-Speichern durch PLB-Ablation, zu
einer weiteren Verschlechterung der Herzfunktion durch mitochondriale Ca®*-Ladung,
Zelltod und Arrhythmien kommen (Mattiazzi et al., 2014). Studien haben gezeigt, dass
die Mutation des menschlichen Phospholambans zu einer dilatativen Kardiomyopathie
fuhrt. Andererseits flhrt die chronische Hemmung der SERCA2a durch
Phospholamban zu vorzeitigen kardialen Todesfallen in Familien, die diese Mutation in
sich tragen. Bei Herzinsuffizienz ist der Spiegel von Phospholamban unbeeinflusst,
aber die Phospholamban-Phosphorylation ist geringer, was zu einer verminderten
SERCAZ2a Aktivitat fuhrt. Die verminderte Phosphorylation von Phospholamban am
insuffizienten Herzen ist hauptsachlich verursacht durch die ansteigende
Proteinphosphatase 1-Aktivitdt. Deshalb konnte die Hemmung der Proteinphosphatase
1 vermittelten Dephosphorylation von Phospholamban eine Strategie sein, die
SERCAZ2a-Aktivitat bei Herzinsuffizienz wieder herzustellen. Eine Beschrankung dieses
Ansatzes kommt zustande, da die Proteinphosphatase 1 in verschiedene biologische
Prozesse, in verschiedenen Organen, involviert ist. Daher mufite eine spezifische
gezielte Hemmung der Proteinphosphatase 1 speziell am Herzen mdglich sein. (Park
etal.,, 2013).

39



Diskussion

5.5 Einfluss der Medikamenteneinnahme

Eine gravierende Beschrankung der vorliegenden Studie war, dass alle Patienten
morbiditatsbedingt Medikamente erhielten und wir nicht ausschlielen konnten, dass
einige der Veranderungen, die im alternden Vorhofmyokard vorhanden sind, durch
Medikamentenwirkungen verdeckt wurden. Allerdings bestand eine klinische
Notwendigkeit, die Patienten medikamentdés zu behandeln. Ein Absetzen der
Medikamente Uber einen langeren Zeitraum vor dem interventionellen Eingriff und
Probengewinnung ware ethisch nicht vertretbar gewesen.

Letztlich schlossen wir nur Patienten ein, die auller ASS, AT1-Rezeptorantagonisten
oder ACE-Hemmer, CSE-Hemmer und B-Adrenorezeptorenblocker, und hier speziell
nur bei Gabe von Metoprolol, Bisoprolol und Carvedilol, keine weiteren kardial
wirksamen Medikamente einnahmen, um diese als Stdrvariablen auszuschlielen. Die
Behandlungsleitlinien zur medikamentdésen Therapie der koronaren Herzkrankheit
entsprachen zum Zeitpunkt der Probenentnahme bei mehr als 70% der
eingeschlossenen Patienten im wesentlichen der Nationalen Versorgungsleitlinie
,Chronische KHK* der Bundesarztekammer (Donner-Banzhoff et al.). Darlber hinaus
schlossen wir schwer kranke Patienten aus (NYHA V), da erwartet wurde, dass sie
unsere Ergebnisse beeinflussen, da viele Genveranderungen im Endstadium der
Herzinsuffizienz bekannt sind (Hasenfuss et al., 2014). Ebenfalls schlossen wir
Patienten aus, die mit Schilddriisenhormonen oder Thyreostatika behandelt wurden, da
fur diese Substanzen eine Beeinflussung der mRNA-Expression von SERCA2a und
Phospholamban bekannt ist. Fir Calsequestrin scheint es keine Beeinflussung zu
geben (Arai et al., 1991).

Tatsachlich waren in verschiedenen Korrelationen Medikamentenwirkungen (z.B. ASS)
in den Proben sichtbar, die hier untersucht wurden. Fir ASS( p < 0,038) bestand in
den untersuchten Vorhofproben eine geringe signifikante negative Korrelation zu
Phospholamban. Es 1aRt sich vermuten, dass Acetylsalicylsaure nicht nur
entzindungshemmend und irreversibel hemmend auf die Funktion der Thrombozyten
wirkt, sondern mdglicherweise auch eine weitere, bisher nicht untersuchte,
systemische Wirkung im Sinne einer Blockierung der Phospholambanwirkung hat und
somit zu einer besseren Ca®*-Aufnahme durch SERCA2a fiihrt.

Weder fiur die Medikation mit AT1-Rezeptorantagonisten oder ACE-Hemmern, CSE-
Hemmer noch B-Adrenorezeptorenblocker, lieRen sich Korrelationen zur Expression
der untersuchen Proteine herstellen.

Ein Nachteil der vorliegenden Arbeit kann in der Tatsache gesehen werden, dass nur

krankes Vorhofmyokard untersucht werden konnte. Auflerdem sind wir, wegen des
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Mangels an Gewebe, nicht in der Lage gewesen, Kammergewebe zu untersuchen.
Ebenso konnten keine Aussagen darlber getroffen werden, wie die
Expressionsmengen der untersuchten Proteine in der Kindheit oder bei jungen
Erwachsenen sind, da verstandlicherweise keine Gewebeproben dieser Altersklassen
entnommen werden konnten.

Spatere Studien Uber den gesamten Altersbereich von Menschen koénnten die
moglicherweise versteckten Veradnderungen aufdecken, die Uber viele Jahrzehnte
entstehen und wéaren moglicherweise hilfreich, viel groBere Anderungen in der
Proteinexpression zu entdecken. Tatsachlich waren die invasiv ventrikulographisch
gemessenen Ejektionsfraktionen im Normbereich, was fir das Fehlen einer
systolischen Herzschwéache bei den Studienpatienten sprach. Schlielllich gab es eine
groBe Streuung in den Daten, wesentlich mehr, als man mit den gleichen
biochemischen Methoden am alternden Tierherz beobachten wirde. Jedoch kann
diese Streuung einfach bedeuten, dass das kardiale Altern viele, bis jetzt nicht

entdeckte Variablen zur Folge hat.
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6 Zusammenfassung

Die Herzmuskulatur verfiigt Uber ein komplexes System von Proteinen, die fir die
Bereitstellung und Transport von Ca?" fur die Muskelkontraktion und Relaxation
erforderlich sind. Einige dieser Proteine sind, wie Calsequestrin 2, Phospholamban und
SERCAZ2a, im SR selbst lokalisiert.

Stérungen in der Speicherung und in der Bereitstellung von Ca?* infolge verminderter
Expression, sowie Stérungen in der Funktion durch genetische Veranderungen fiihren,
sowohl im Tiermodel als auch am menschlichen Herz, zu Herzinsuffizienz und
Herzrhythmusstorungen.

Zielstellung dieser Arbeit war der Nachweis altersbedingter Veranderungen der
Proteinexpression von Calsequestrin 2, Phospholamban und SERCA2a aus
intraoperativ.gewonnenen Gewebeproben des menschlichen Vorhofs mannlicher
Patienten (n = 53) mit dem Western Blot-Verfahren. Einschlusskriterien waren eine B-
Blocker Einnahme, ein NYHA Stadium < Il und mdglichst wenige weitere
eingenommene Medikamente. Zum Ausschluss flhrte die Einnahme von
Schilddrisenhormonen oder Thyreostatika.

Far keines der untersuchten Proteine lie sich eine statistisch signifikante
Altersabhangigkeit nachweisen. Es wurden sehr unterschiedliche Expressionsniveaus
beobachtet, so dass zu vermuten ist, dass starke interindividuelle Schwankungen auch
innerhalb derselben Altersgruppen bestehen. Zwischen den Proteinen bestand
allerdings eine starke signifikante Korrelation, was auch aufgrund der gegenseitigen
Abhangigkeit im Calciumhaushalt zu erwarten war.

Bis auf die Einnahme von Acetylsalicylsdure, mit einer signifikanten negativen
Korrelation fir Phospholamban, zeigte sich statistisch keine Beeinflussung dieser
Proteine durch Medikamente. Das kdnnte ein Hinweis auf eine molekulare Wirkung von
Acetylsalicylsdure, mit Beeinflussung der Ca?*-Bereitstellung durch Hemmung der
Phospholamban-Expression, auf die Herzmuskelkontraktion sein. Ob sich aus
groBeren Probenzahlen, eventueller Untersuchung von gesundem Ventrikelmyokard,
andere Ergebnisse im Hinblick auf die altersabhangige Expression dieser Proteine
ergeben, bleibt abzuwarten.

Eine gezielte medikamentdse Beeinflussung der Expression von Phospholamban und
SERCA2a, und somit eine Beeinflussung des Calciumstoffwechsels, kénnte ein
wirkungsvoller Ansatz fur die Behandlung der Herzinsuffizienz sein, der derzeit in

mehreren klinischen Studien gepruft wird.
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8 Anhang

8.1 Patientendaten

Tabelle 5: Auflistung aller eingeschlossenen Patienten.

ACE/AT1: “Angiotensin Converting Enzyme”-Hemmstoff bzw. Angiotensinrezeptor-

Typ1-Antagonist; ASS: Acetylsalicylsdure; CCS: Angina pectoris-Klassifikation der

Canadian Cardiovascular Society; LHK EF: mittels Linksherzkatheter gemessene

Ejektionsfraktion in %; NYHA: Klassifikation der Herzinsuffizienz nach der New York

Heart Association

Nr. | Name |Alter | Pat.Nr. OP-Datum | NYHA L:FK CCS | Statin | ASS ;?A(EIE B-Blocker
5 F.H-J. | 52 | S2435228 | 09.01.2004 2 60% 2 0 0 0 | Metoprolol
10 R.J, 65 | S2328234 | 09.12.2003 | 2,5 55% | 2,5 1 1 1 | Metoprolol
13 H.G. 53 | S2335480 | 01.12.2003 2 57% 2 1 0 1 | Metoprolol
25 K.H. 73 | S2443756 | 15.10.2004 2 62% 2 1 0 0 | Carvedilol
31 K.A. 77 | S2421669 | 24.09.2004 3 50% 2 1 1 1 | Metoprolol
39 K.A. 76 | S2419801 | 31.08.2004 1 74% 2 0 0 1 Bisoprolol
40 W.G. 65 | S8638986 | 30.08.2004 2 55% 2 1 0 0 | Metoprolol
45 | KKK.-D. | 58 | S2441440 | 26.07.2004 3 63% 2 1 0 0 | Metoprolol
52 W.H. 60 | S2416648 | 20.04.2004 2 60% 2 1 1 1 | Metoprolol
71 M.G. 75 | S2407515 | 01.04.2004 2 49% 2 1 1 1 | Metoprolol
78 R.B. 65 | S2426687 | 23.11.2004 2 71% 3 0 1 1 | Metoprolol
84 F.H. 56 | S2428698 | 14.12.2004 2 65% 1,5 1 1 1 | Metoprolol
88 P.P. 67 | S2500505 | 11.01.2005 2 58% 2 1 1 1 Bisoprolol
90 B.M. 70 | S2500674 | 12.01.2005 2 75% 2 1 1 1 | Metoprolol
91 T.W. 78 | S2535373 | 13.01.2005 2 55% 2 1 1 1 | Metoprolol
92 W.H. 69 | S2535548 | 19.01.2005 2 71% 2 0 1 1 Carvedilol
95 W.F. 57 | S2501641 | 20.01.2005 2 76% 3 1 0 1 | Metoprolol
107 H.A. 75 | S2505549 | 07.03.2005 2 44% 2 1 1 1 Carvedilol
112 F.H. 69 | S2506337 | 16.03.2005 2 72% 2 1 1 0 | Bisoprolol
121 T.R. 48 | S2509281 | 21.04.2005 | 2,5 55% 2 1 1 1 | Metoprolol
125 | B.H.-G. | 75 | S2509501 | 27.04.2005 2 5% | 2,5 1 1 1 | Metoprolol
128 | T.W. 66 | S2510230 | 02.05.2005 2 61% 4 1 0 0 | Bisoprolol
132 B.R. 63 | S2510820 | 12.05.2005 2 60% 2 1 1 0 | Metoprolol
133 K.K. 51 | S2511441 | 18.05.2005 | 2,5 65% 2 1 1 1 Bisoprolol
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139 B.M. 63 | S2539095 | 30.05.2005 2 70% 2 Metoprolol
140 | P.H.-J. 77 | S2539195 | 31.05.2005 2 65% 4 Metoprolol
150 E.H. 53 | S2420187 | 08.09.2004 2 52% 2 Metoprolol
165 AS. 73 | S2517044 | 22.07.2005 2 60% 2 Metoprolol
167 L.L 74 | S8730720 | 25.07.2005 2,5 35% 25 Metoprolol
170 S.K. 70 | S2521927 | 26.09.2005 3 58% 2 Metoprolol
174 H.R. 73 | S2523420 | 25.10.2005 2 46% 2 Metoprolol
179 K.K. 79 | S8780553 | 22.11.2005 2 62% 3 Carvedilol
190 R.E. 76 | S2610035 | 07.04.2006 2 70% 2 Bisoprolol
239 | B.K-H. | 81 | S2612093 | 05.05.2006 2 60% 2 Bisoprolol
243 R.R. 80 | S2625547 | 06.11.2006 1 71% 1 Metoprolol
246 S.G. 70 | S2643821 | 01.11.2006 2 65% 3 Bisoprolol
255 B.A. 80 | S2617808 | 21.07.2006 2 70% 3 Bisoprolol
269 K.H. 73 | S2639870 | 20.06.2006 2 73% 2 Metoprolol
280 | D.H-U. 53 | S2029595 | 08.11.2000 2 72% 2 Metoprolol
287 | IASL 57 | S2031343 | 29.11.2000 2 50% 3 Bisoprolol
290 R.D. 61 | S2032808 | 11.12.2000 2 63% 2 Metoprolol
292 K.H. 70 | S2034096 | 21.12.2000 2 74% 2 Metoprolol
293 ZR. 60 | S2034143 | 28.12.2000 2 80% 2 Bisoprolol
298 L.R. 57 | S2102230 | 11.01.2001 2 67% 2 Bisoprolol
304 R.B. 56 | S9913756 | 15.06.1999 2 58% 3 Metoprolol
305 | V.W. 63 | S9914415 | 26.05.1999 2 89% 2 Metoprolol
307 | G.W. 71 | S9913148 | 05.05.1999 2 66% 25 Metoprolol
314 | Sch.V. 62 | S9902407 | 26.01.1999 3 40% 2 Metoprolol
318 N.G. 68 | S9908566 | 22.03.1999 2 35% 2 Metoprolol
323 P.E. 67 | S9725299 | 11.09.1997 2 78% 2 Metoprolol
326 N.A. 60 | S9726710 | 22.09.1997 1 78% 25 Bisoprolol
338 P.H. 85 | S3363840 | 14.01.2008 1 60% 4 Metoprolol
339 M.H. 82 | S3387188 | 18.02.2008 2 56% 2 Metoprolol

56




Anhang

8.2 Puffer und Lésungen

Tabelle 6: Alphabetische Auflistung aller verwendeten Puffer und Lésungen.

AP-Puffer

100 mM NaCl
5 mM MgCl,
1,49 % (v/v) Triethanolamin

pH 9,4

APS Stammlésung

10 % (w/v) APS in H,0

BCIP Stammlésung

5 % (w/v) BCIP in DMF
bei -20°C dunkel lagern

Blockierungspuffer

5 % (w/v) Magermilchpulver in TBST
pH 7,4 (evtl, Na-Azid zur Konservierung)

Elektrophoresepuffer

51,6 mM Tris-Base
150 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

Homogenisationspuffer

10 mM NaHCO;
5% (w/v) SDS

NBT Stammldsung

5 % (w/v) NBT in 70 % DMF
bei -20°C dunkel lagern

Ponceau-Farbeldsung

0,2 % (w/v) Ponceau S
2 % (wlv) TCA

Porziopuffer (2x)

0,2 M Tris-Base

0,6 M Glycin

0,172 mM EDTA

0,2 % (w/v) SDS

10 % (v/v) Glycerin

0,4 % (w/v) Polyacrylamid
pH 8,8 (nicht einstellen)

Probenpuffer nach Lammli (2x)

0,125 M Tris-Base

4 % (w/v) SDS

20 % (v/v) Glycerol

0,002 % (w/v) Bromphenolblau

pH 6,8, Lagerung bei -20°C

vor Gebrauch 6 mg DTT/ml zugeben

Sammelgel 4 %

4,7 ml Sammelgelpuffer
2,5 ml Rotiphorese Gel 30
11,6 ml H,O dest
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12 yl TEMED
190 yl APS Stammldsung

Sammelgelpuffer (4x)

0,5 M Tris-Base
0,4 % (w/v) SDS
pH 6,8, Lagerung bei 4°C

Trenngel 10 %

37,5 ml Porziopuffer 2x
25 ml Rotiphorese Gel 30
6,25 ml Glycerin

6 ml H,O dest

65 ul TEMED

300 pl APS Stammldsung

TBST 10 mM Tris HCI pH 7,4
150 mM NaCl
0,1 % (v/v) Tween 20
Transferpuffer 40 mM Na;HPO,

7,9 mM NaH,PO,

pH > 8, nicht einstellen!

8.3 Molekulargewichtsstandard

Tabelle 7: Markerproteine zur GréRenbestimmung im Western Blot.

Molekulargewicht Protein (Bezugsquelle)

Eingesetzte Menge

(kDa)

96 Lipoxidase (SERVA Nr. 28021) 0,83 mg/ml
66 BSA (Sigma) 0,17 mg/ml
45 Ovalbumin (SERVA Nr. 11840) 0,25 mg/ml
29 Carboanhydrase (SERVA Nr. 15880) 0,17 mg/ml
26 Chymotrypsinogen A (SERVA Nr. 17200) 0,25 mg/ml
14 Ribonuclease A (SERVA Nr. 34388) 0,25 mg/ml
12,4 Cytochrom C (SERVA Nr. 18022) 0,25 mg/ml

In 1x Probenpuffer nach Lammli mit 3 mg/ml DTT ansetzen und in 100 pl Aliquots bei -

20°C lagern. Einsatz: 20 pl pro Gelspur.
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8.4 Bezugsquellen

8.4.1 Chemikalien

Bezeichnung Hersteller bzw. Lieferant

APS Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe; Deutschland

BCIP Fermentas GmbH; St. Leon-Rot; Deutschland (jetzt Thermo Scientific)
Bromophenolblau Sigma-Aldrich;

BSA Merck KGaA; Darmstadt; Deutschland

DMF Sigma-Aldrich; St. Louis; MO; USA

DTT Fermentas GmbH; St. Leon-Rot; Deutschland

ECF Amersham Biosciences Europe GmbH; Freiburg; Deutschland (jetzt GE
Healthcare)

EDTA Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe; Deutschland

Glycerin Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe; Deutschland

Glycin Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe; Deutschland

HCI  Merck KGaA; Darmstadt; Deutschland

MgCl, x 6H,O Merck KGaA; Darmstadt; Deutschland

Magermilchpulver  Lebensmittelhandel; Deutschland

NaCl AppliChem GmbH; Darmstadt; Deutschland

Na,COs; Merck KGaA; Darmstadt; Deutschland

NaHCO; Merck KGaA; Darmstadt; Deutschland

Na;HPO,4 Merck KGaA; Darmstadt; Deutschland

NaH,PO4 Merck KGaA; Darmstadt; Deutschland

NBT Fermentas GmbH; St. Leon-Rot; Deutschland (jetzt Thermo Scientific)
Nitrocellulosemembran Whatman GmbH; Dassel; Deutschland
Polyacrylamid Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe; Deutschland
Ponceau S Sigma-Aldrich; St. Louis; MO; USA

Rotiphorese® Gel 30 Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe; Deutschland
SDS Merck KGaA; Darmstadt; Deutschland

TCA Sigma-Aldrich; St. Louis; MO; USA

TEMED SERVA Electrophoresis GmbH; Heidelberg; Deutschland
Tris-Base Merck KGaA; Darmstadt; Deutschland

Triethanolamin Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe; Deutschland
Tween 20 Merck KGaA; Darmstadt; Deutschland
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8.4.2 Gerite

Tabelle 8: Auflistung der verwendeten Gerate.

Bezeichnung

Hersteller

Biometra Standard Power Pack P25
Elektrophorese-Einheit Hoefer SE 600
Eppendorf Tischzentrifuge

ImageQuant®-Software

Horizontal-Schittler 3015
Mikro-Dismembrator S
Phosphorimager (STORM 860)

Pipetten

Stromquelle Biorad Modell 200/2.0
Tank-Transfer-Einheit Hoefer TE62
Ultraschall-Homogenisator Sonopuls
HD2070

Biometra GmbH; Géttingen; Deutschland
Hoefer; San Francisco, CA; USA
Eppendorf AG; Hamburg; Deutschland
Molecular Dynamics; Sunnyvale; USA
(jetzt GE Healthcare)

GFL; Burgwedel; Deutschland

Sartorius AG; Géttingen; Deutschland
Molecular Dynamics; Sunnyvale, CA; USA
(jetzt GE Healthcare)

Eppendorf AG; Hamburg; Deutschland
Biorad; Munchen; Deutschland

Hoefer; San Francisco, CA; USA

Bandelin; Berlin; Deutschland

8.5 Antikorper

Tabelle 9: FUr Immunoblots verwendete primare und sekundare Antikorper

Antikorper Eigenschaften

Referenz

anti CSQ2

Calsequestrin, polyklonal, aus Kaninchen,

affinitatsgereinigt

anti SERCA2a

gegen isoliertes kardiales Hunde-

gegen isolierte Hunde-SERCA2,

Acris Antibodies
GmbH, Katalog Nr.:
SP5340P (Mahony
und Jones, 1986)
Briggs et al., 1992

monoklonal, aus Maus-Hybridomazellen

anti PLB

aus Maus-Hybridomazellen, Protein G-

gereinigt

gegen isoliertes Hunde-PLB, monoklonal,

Badrilla, Leeds, UK,
Katalog Nr.: A0O10-14
(Suzuki und Wang,
1986)
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anti mouse

anti rabbit

gegen Maus IgG, IgA, IgM, AP-konjugiert,
polyklonal, aus Ziege, affinitadtsgereinigt
gegen Kaninchen IgG, AP-konjugiert,

polyklonal, aus Ziege, affinitdtsgereinigt

Sigma, Katalog Nr.:
A0162
Sigma, Katalog Nr.:
A3687
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9 Thesen

1. Calsequestrin 2, SERCA2a und Phospholamban sind Proteine des
Calciumstoffwechsels, die sowohl in der Herzmuskulatur, als auch in der
Skelettmuskulatur vorkommen und essentiell fir Kontraktionsfahigkeit der

Muskelfasern sind.

2. Calsequestrin 2, SERCA2a und Phospholamban sind Proteine des
sarkoplasmatischen Retikulums und sind im menschlichen Herzvorhofgewebe mit

dem Western Blot-Verfahren nachweisbar.

3. Die Expression von SERCA2a korreliert mit der Expression von Phospholamban

als physiologische Gegenspieler im Calciumkreislauf der Herzmuskelzelle.

4. Es besteht keine lineare Korrelation fiir Calsequestrin 2, SERCA2a und

Phospholamban in Abhangigkeit vom Alter.

5. Die exprimierte Proteinmenge von Calsequestrin 2, SERCA2a und

Phospholamban variiert interindividuell.

6. Die Einnahme von Acetylsalicylsdure vermindert die Expression von

Phospholamban.
7. Das Wissen um die molekularen Ursachen der Herzinsuffizienz, insbesondere den

gestorten Calciumstoffwechsel, koénnte einen Behandlungsansatz fir eine

Gentherapie ergeben.
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