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1. Einleitung

Eine der fihrenden Krankheiten stellt die chronesédterzinsuffizienz dar. Entsprechend
epidemiologischer Daten rechnet man derzeit mitaeti® Millionen herzinsuffizienter
Patienten europaweit, darunter mehr als zwei Mi#io Patienten in Deutschland. Sowohl
Pravalenz als auch Inzidenz sind mit dem Alter humend. So wird davon ausgegangen, dass
weniger als ein Prozent der Menschen zwischen d4%6nJahren und etwa zehn Prozent der
Uber 80-Jahrigen an einer Herzinsuffizienz erkraiktl (Mc Murray et al. 2000). In Folge
der sich wandelnden demographischen Struktur uns&esellschaft mit steigender
Lebenserwartung wird in Zukunft mit einem weitedamstieg der Pravalenz und Inzidenz von

herzinsuffizienten Patienten zu rechnen sein.

Die primare Atiologie der chronischen Herzinsufizz ist vielfaltig. Vor allem der koronaren
Herzkrankheit, die in mehr als der Halfte alleri®aen urséchlich ist (57%) kommt eine
herausragende Bedeutung zu. Ferner spielen Hypeift%) und weitere Erkrankungen wie
beispielsweise Kardiomyopathien und Myokarditideredeachtliche Rolle (5%), wobei aber
nicht vergessen werden darf, dass in 31% der E#ldJrsache nicht geklart werden kann
(Cohn et al. 2001).

Intensive Bestrebungen bestehen darin, die mit derzinsuffizienz einhergehenden
molekularen Veranderungen aufzuklaren, um dariétdndlich neue Therapieansatze zu
entwickeln. Altere Studien zeigten bereits, dassKardiomyopathien ein progredienter
Verlust von Kardiomyozyten besteht (Anversa et1893, Bing et al. 1994, Beltrami et al.
1995), der hauptsachlich auf den programmiertenltagel auch Apoptose genannt,

zurtckgefuhrt wird.

Die Apoptose oder der programmierte Zelltod ist @Gegensatz zu anderen Formen des
Zelltodes wie beispielsweise Nekrose morphologgakennzeichnet durch Schrumpfung der
Zelle und des Zellkerns, Kondensation des nukle&bromatins zu scharf abgrenzbaren
Korpern, Zerfall des Zellkerns (Karyorrhexis) sovidédung und Phagozytose der aus den
verbliebenen Zellorganellen aufgebauten Apoptogekdr Wesentlich dabei ist, dass keine
begleitende Inflammation induziert wird (Sarastale2000).

Molekularbiologisch ist die Apoptose unter anderdmarakterisiert durch den Nachweis von

Caspasen. Dies sind Enzyme, die fur die Zerstonatiglarer Proteine verantwortlich sind
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und damit Aufgaben in der Ausfiihrung des programereZelltodes erfillen. Dabei wird
differenziert zwischen den Initiatorcaspasen, demb Prozess der Apoptose frihzeitig
aktiviert werden und den Effektorcaspasen, die Zi@hvon den Initiatorcaspasen aktiviert,
relativ am Ende der Kaskade stehen und die eigbetlProteindegradation vornehmen. Zu
einer dieser Effektorcaspasen wird die CaspaseZihife die neben der organisierten
Zerstorung uberlebenswichtiger zellularer Protesie Aktivierung spezieller DNAsen
ermdglicht und damit einhergehend eine Zerkleingruder chromosomalen DNA in
apoptose-typische DNA-Histon-Fragmente der Basgel&von etwa 180 kb bewirkt. Die

Caspase-3 wird in den Kardiomyozyten Uber dreinsoteedliche Mechanismen aktiviert.

Sowohl im Tiermodell als auch Uber in vitro Verseacist belegt, dass eine Degradation
verschiedener kontraktiler Proteine in Fragmentgifmenter Gro3e nach Caspase-Inkubation
stattfindet (Moretti et al. 2002, Communal et al02) Darlber hinaus zeigen die

Untersuchungen dieser beiden Arbeitsgruppen, dasskdivierung der Caspase-3 zum einen
direkt die kontraktile Fahigkeit untergehender vkmtérer Myozyten durch Degradation

kontraktiler Proteine beeinflusst (Laugwitz et &001) und zum anderen zu einer
signifikanten Abnahme der (iber Tdonen getriggerten Kraft in isolierten Fasern von
Kaninchenherzen fuhrt (Communal et al. 2002). EAkévierung der Caspase-3 kann somit
zu einer Verschlechterung kardialer Funktion bg#ra und auf molekularer Ebene eine

Ursache fur Herzinsuffizienz darstellen.

Die vorliegende Doktorarbeit knipft an diese Stoden. Es werden Gewebeproben von
Patienten untersucht, die entweder an einer isddh@n oder einer dilatativen
Kardiomyopathie erkrankt sind. Diese Proben werdeh das Vorhandensein spezieller
apoptotischer Spaltprodukte, die speziell den laitilen Apparat betreffen, getestet und die
Resultate vor dem Hintergrund der Apoptose diskitie



2. Patientendaten im Uberblick

In der folgenden Tabelle 1 sind die klinischen Datker Patienten mit ischdmischer und
dilatativer Kardiomyopathie sowie die Daten der Koltpersonen dargestellt. Im Anhang

sind die vollstandigen Datensatze zu jedem einndsienten dokumentiert (Tabelle 2-5).

Parameter DCM ICM Kontrollen
Anzahl 25 19 5
Alter [Jahre] 45,1 +/- 3,3 57,8 +/- 1,8 47,4 +/- 3,7
weiblich [%0] 24 11 na
Krankheitsdauer [Jahre] 8,6 +/-1,6 85+/-1,1 0
Ejektionsfraktion [%0] 21 +/-1 28+/- 5 na
CO [l/min] 3,7 +/-0,3 4,0 +/-0,3 na

ClI [I/min/m2] 1,9+/-0,1 2,1+/-0,1 na
PAP [mmHg] 33 +/-2 34 +/- 3 na
PCWP [mmHg] 24 +/- 2 21 +/-2 na
RAP [mmH(g] 8+/-1 8+/-1 na
Betablocker [%] 68 68 na
ACE-I/AT-1 Anatgonisten [%] 84 79 na
Diuretika [%0] 84 84 na
Amiodaron [%] 20 16 na
Digitalis [%] 36 53 na
Statine [%] 12 53 na
Katecholamine [%] 12 11 na
Assist Devices [%0] 12 11 0

Tabelle 1

Insgesamt werden 49 Personen in die Untersuchurgesthlossen, wobei neben den finf
herzgesunden Kontrollpersonen 25 Patienten an eliheativen Kardiomyopathie und 19
Patienten an einer ischamischen Kardiomyopathieaekk waren. Die Ejektionsfraktion in
der DCM-Patientenkohorte ist mit lediglich 21% inergleich zur ICM-Patientenkohorte mit
28% geringfiigig schlechter. Die weiteren hamodysahen Parameter belegen die zu
Grunde liegende Herzinsuffizienz in beiden Patiekbdorten. FUnf Patienten erhielten im
Vorfeld ein mechanisches Kreislaufunterstlitzungssys ein sogenanntes Assist Device.
Dabei handelt es sich in der ICM-Patientenkohortezwvei Left Ventricular Assist Devices
(LVAD) bei den Patienten ICM 5 und ICM 16. In deCBI-Patientenkohorte erhielt Patient
DCM 16 und Patient DCM 23 einen LVAD wéhrend P&ti®&CM 11 eine intra-aortale
Ballonpumpe (IABP) implantiert bekam. Drei Patientger DCM-Gruppe (DCM 19, DCM
21, DCM 25) und zwei Patienten der ICM-Gruppe (ICM ICM 7) waren

katecholaminpflichtig.



3. Methoden

3.1 Proteinnachweis durch Western Blot

Fur die in dieser Arbeit verwendeten Materialienl smf Grund des Umfanges auf den
Anhang verwiesen werden. Aufgelistet sind dabei @erate, Verbrauchsmaterialien und
Hilfsgegenstande (Tabelle 8, S.45) sowie die Cheaheik, Proteine und Losungen (Tabelle 9,
S.46).

Im Folgenden wird zunadchst die proteinchemische bArditung der tiefgekihlten

Myokardbiopsien erlautert. Zu beachten ist, dags elhzelnen Schritte auf Eis ausgefuhrt
werden. Von der bei —82°C gelagerten humanen myakan Gewebeprobe aus dem linken
Ventrikel werden ungeféahr 100 mg mittels Skalpbljetrennt und nach Antauen mit dem auf
Eis gekuhlten nicht denaturierenden Puffer versddi¢ Zugabe von Proteaseinhibitoren
stoppt die Restaktivitdt vorhandener Enzyme. AnsBeind wird die Gewebeprobe mittels
Ultra Turrax homogenisiert und fir die folgenden&D Minuten auf Eis inkubiert. Nach

funfmindtiger Zentrifugation bei 4°C und 15 000 »edhalt man den Uberstand, in dem sich
die zytosolische Zellfraktion befindet. Das zurliekbende Pellet kann erneut eingefroren

und fur spatere Verwendungszwecke aufbewahrt werden

Als Negativkontrolle wird explantiertes Myokardgdveeherzgesunder Menschen verwendet.
Als Positivkontrollen dienen 50 pg synthetischeotéin oder 100 pg des Gewebes
herzkranker Patienten. Die Proben werden mit wenilygkroliter synthetischer aktiver

Caspase-3 versetzt. Die Zugabe eines Reaktiortdbaagers unterstitzt die stattfindenden

Vorgange.

Die Bestimmung des Proteingehalts der einzelnektibreen erfolgt nach der Methode von
Bradford (Bradford, 1976). Hierbei bilden Protekemplexe mit dem Farbstoff Coomassie-
Brilliantblau, das bei 630 nm photometrisch quazitft werden kann. Uber bekannte BSA-
Konzentrationen wird eine Eichkurve ermittelt, die dann zur
Proteinkonzentrationsbestimmung der humanen Frakigrangezogen wird. Um Fehler beim
Pipettieren auszugleichen erfolgt jeweils eine pEpestimmung des Proteingehalts. Bei den
Western Blots werden Proteinmengen von 100 pgFpktion bendtigt.



Uber den so ermittelten Proteingehalt jeder eireelfraktion kénnen die Vertiefungen einer
Mikrotiterplatte mit jeweils 100 pg Protein besttickverden. Sowohl zu den
Patientenfraktionen als auch zu den Kontrollfrak#io gibt man im Anschluss den sechsfach
konzentrierten SDS-Probenpuffer. Das im Puffer &littne SDS Uberdeckt die Eigenladung
der Aminoséauren und entfaltet die Proteine, so dass Auftrennung nach Molekulargewicht
moglich wird. AnschlieRend erhitzt man samtlichedem fir drei Minuten bei 100°C im
Heizgerat, um noch vorhandene endogene Proteameim (5DS-Puffer sehr aktiv sind, zu

zerstoren. Die Proben werden im Anschluss in digdeoylamid-Gelelektrophorese geladen.

Die Bedeutung der  Polyacrylamid-Gelektrophoresegtli in der Auftrennung der
Proteingemische in ihre Bestandteile. Dies wird rchu Gele unterschiedlicher
Polyacrylamidkonzentrationen ermoglicht. Die Konzation des Polyacrylamidgels ist ein
Malf3 fur die im Gel vorhandene Porengrdfl3e und sdeniPenetrierbarkeit der unterschiedlich
grol3en Proteine wahrend der Elektrophorese. Peotailm niedrigem molekularen Gewicht
werden durch eine zu kleine Porengrdl3e wenigembehi als solche mit hohem molekularen

Gewicht und legen deshalb einen weiteren Weg Ekuriic

Zum Aufbau der Elektrophoreseeinheit werden zwesal@eden grof3e Glasplatten der Art
aufeinandergelegt, dass zwischen diesen ein Hohlizesteht, in den man das vorbereitete
Trenngel pipettiert. AnschlieRend bedeckt man desnfdgel mit einer Schicht 70%igen
Ethanols, um einerseits das Gel vor Sauerstoffekung zu schitzen und andererseits eine
ebene Oberflache des Gels zu erreichen. Nach 4&téfinst das Gel bei Raumtemperatur
polymerisiert, der Alkohol wird abgegossen und durehrmaliges Waschen mit destillierten
Wasser entfernt. Nun wird das Sammelgel zwischerGdiasplatten pipettiert und in das noch
flussige Gel ein spezieller Kunststoff-Kamm eindgeseder mit seinen breiten Zinken die
spateren Taschen fur die einzelnen Proteinfraktiob#ddet. Nach erneuter 45minutiger
Polymerisationszeit wird der Kamm entfernt, das Bahgel mit destilliertem Wasser bedeckt
und die Apparatur in eine mit dem einfach konzenten SDS-Laufpuffer aufgefillte
Elektrophoresekammer gestellt. Die vorbereitetesteinfraktionen werden in die Taschen
des Sammelgels pipettiert. Die Elektrophorese ettamit Anlegen einer elektrischen
Spannung von zunachst 100 Volt, die im weiterenladérauf 180 Volt gesteigert wird.
Dadurch wandern die Proteinfraktionen in das Trehnmd werden in ihre Bestandteile
aufgetrennt. An Hand eines mitlaufenden Markerpnstast die Auftrennung der nicht

sichtbaren Proteinfraktionen gemaf ihrer GroReiladdlton nachvollziebar. Nach erfolgter
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Separation wird die Elektrophorese beendet, defadin konzentrierte SDS-Laufpuffer
verworfen und das Trenngel mit der aufgetrennteoteifrfraktion fir den Western Blot
vorbereitet.

Beim Elektro-Transfer von Proteinen wird ein eledhes Feld erzeugt, Uber das die im
Trenngel lokalisierten Proteine auf die Oberflaeinger Nitrocellulosemembran tbergefihrt

werden.

Praktisch wird das Trenngel vollstandig mit einewvar in Western-Blot-Puffer getrankten
Nitrozellulosemembran bedeckt und diese Einheisziagn zwei Filterpapiere gelegt und in
ein Plastikgestell eingespannt. Die Seite des Ghbés,der Nitrozellulosemembran anliegt,
entspricht der Kathodenseite. Das Plastikgesteti werart in die Blot-Halterung eingefuhrt,
dass die Nitrozellulosemembran auf Seiten der ArmriEntiert ist. Gemeinsam mit einem
Kihlelement wird die Blot-Halterung in die Blot-Kaner gestellt und diese mit Western-
Blot-Puffer aufgefullt. Nach Anlegen der Elektrodan die Halterung und Einstellen der
Stromstarke auf 250 mA erfolgt der elektrophorétesdransfer der Proteine vom Trenngel
auf die Nitrozellulosemembran. Nach Abschluss daestiéndigen Blotvorganges wird das

Trenngel verworfen und die Nitrozellulosemembranweiteren Verwendung aufbewabhrt.

Um den korrekten Ablauf des Transfervorganges sitistellen, werden unspezifisch
samtliche transferierten Proteine auf der Nitra#elemembran mit Ponceau S-Ldsung
reversibel angefarbt. AnschlieRend wird das Pon&amit destillierten Wasser vollstandig
entfernt. Die Farbung hat keinen Einfluss auf gi&tere Antikbrperbindung.

Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen daf Nitrozellulosemembran erfolgt die
Zugabe einer Proteinldsung. Dies wird durch ein@destens zwei Stunden andauernde
Inkubation der Nitrozellulosemembran in Magermitidung bei Raumtemperatur und 50 rpm

auf dem Schittler erreicht.

Zwar liefert die Ponceau S-Ldsung Informationenridiaen gegliickten Blotvorgang durch
die Anfarbung von Proteinbanden, dennoch kann aieekAussagen daruber treffen, ob ein
bestimmtes spezifisch nachzuweisendes Protein bdessen Spaltprodukte auf der
Nitrozellulosemembran wirklich vorhanden sind. Dafienétigt man einen primaren

Antikdrper, der mit seinen Antigenbindungsstelleinekt an das gesuchte Protein bzw.
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Antigen bindet. Ein sekundéarer Peroxidase-gekoppekntikorper erkennt und bindet
spezifisch an den entstandenen Antigen-Antikbrp@mfdlex und macht diesen durch eine
kolorimetrische Reaktion sichtbar.

Die einzelnen Schritte finden bei Raumtemperatur auf dem Schiittler statt. Nach Beenden
der Inkubation in Magermilchlosung wird die Nitrdmésemembran fir zehn Minuten mit
TBST gespult, um damit mogliche Rickstande storen&eotins zu entfernen. Nach
Hinzufiigen des priméren Antikérpers in der korrekterom Hersteller empfohlenen
Verdinnung bindet dieser innerhalb einer Stunddaangesuchte Protein. Daraufhin wird die
Membran fir jeweils 15 Minuten dreimal gewascheayah zweimal mit TBST und einmal
mit TBS. Nach Zugabe eines im Verhdltnis 1:10000TBST verdinnten sekund&ren
Antikdrpers bindet dieser innerhalb einer Stundel@m primaren Antikdrper. Bevor sich die
30 Minuten andauernde Inkubation mit StreptavidRRHStammlésung anschliel3t, erfolgen
zunachst Waschschritte mit TBST und PBST fir jesviéihfzehn und zweimal funf Minuten,
eine zehnminutige Inkubation in 1x BAR — Losung wwekei jeweils zweimal stattfindende
stets funfminttige Waschschritte mit 20% DMSO/PBS8iAd PBST. Zweimal wird die
Membran fur jeweils funf Minuten mit PBST gewaschéits letzter Schritt des Western
Blots wird die Nitrozellulosemembran mit der OptMGubstratlosung inkubiert. Dadurch
wird bei Vorhandensein des gesuchten Proteins dia der Meerrettich-Peroxidase
(=horseradish peroxidase) katalysierte kolorimelies Reaktion in Gang gesetzt. Bei
Erreichen der gewinschten Farbintensitat wird dieymatische Reaktion durch Waschen in
destillierten Wasser beendet. Nicht selten ersemeaber neben der gesuchten Proteinbande
auch weitere unspezifische Banden, weshalb ein Idelg mit dem mitgeflhrten
Markerprotein notwendig ist. Als letzter Schrittrd/idie Membran erneut mit destillierten

Wasser gewaschen, getrocknet und fir die Auswerimgescannt.



3.2 Proteinnachweis durch Immunprazipitation

Nicht alle Proteine sind in ausreichender Konzéimnaim Zytosol vorhanden, um sie Uber
Western Blot nachweisen zu kénnen. Fur den Nachwiedrig exprimierter Proteine, wie
zum Beispiel vMLC-1 ist die Methode der Wahl dieniemnprazipitation.

Die Immunprézipitation ist ein Verfahren, geringdfeengen eines gewiinschten Antigens
Uber einen an eine Sedimentationsmatrix gekoppealpezifischen Antikérper aufzuspiren

und dieses Antigen durch einen sich anschlie3eAdatrifugationsschritt zu isolieren.

Notwendigerweise muss das im Zytosol geloste Antiger das Protein vMLC-1 in eine fur
den Antikorper zugangliche Form Uberfihrt werdemesDwird erreicht, indem ein nicht
denaturierender Puffer den Gewebeproben hinzugefiigtund durch die sich einsetzende
Zellyse eine Freisetzung der zellular gelosten gerte moglich wird. Die Zugabe eines
spezifisch an das Antigen bindenden primaren Amp&is fiihrt jedoch nicht allein zum
Erfolg, da erst die zusatzliche, nichtkovalente émidung einer Sedimentationsmatrix an den
Antikdrper eine Isolierung des im Antigen-Antikorg€omplex befindlichen Antigens durch
Zentrifugation ermdglicht. Die Sedimentationsmatrbesteht einerseits aus dem von
Streptokokken der Gruppe G isolierten Protein G amdererseits aus Sepharose-Kugeln, die
eine kovalente Verbindung miteinander eingehenAhmchluss wird das Protein Uber einen

Immunblot sichtbar gemacht.

Praktisch werden zur Sepharose-G-Lésung 100 pgAdakorpers Anti-MLC-1 pipettiert.
Im Anschluss erfolgt eine mindestens einstiindigaubbation bei Uber-Kopf-Rotation und
4°C. Nach zehn Sekunden Rotation bei 5000 x g ui@ dewinnt man sowohl einen
Uberstand als auch ein Pellet. Der Uberstand wimverfen und der im Pellet befindliche
und an die Sedimentationsmatix Sepharose-G gekigppeltikrper mit 1 ml der nicht
denaturierenden Pufferlosung versetzt und mehrmassichtig resuspendiert. Durch
weiteres, wie oben beschriebenes Zentrifugieresu§®endieren und erneutes Zentrifugieren
erhalt man nach Entfernen des Uberstandes eintPéd#is bis zur weiteren Verwendung
maximal sechs Stunden auf Eis gekuhlt werden darf.

Wahrend bei einem Western Blot Proteinmengen v@ugQpro Fraktion ausreichen, werden
bei der Immunpréazipitation weit héher konzentrigReaktionen bendtigt. Uber die bereits

beschriebene Methode nach Bradford wird das Voluméreinem Proteingehalt von 3 mg
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ermittelt und mit dem nicht denaturierenden Puféerf einen Milliliter aufgeftillt. Die
gewonnene Proteinfraktion wird bis zum Beginn de&inkyungsschritte entweder auf Eis
gekihlt oder fur spatere Verwendung bei -82°C &ktdlt.

Um zu vermeiden, dass einerseits irgendwelche iReotder Proteinfraktion an die mit
monoklonalen Antikorpern bestickte Sedimentationsmabinden und die Antigen-
Antikdrper-Komplexbildung behindern und anderessainldsliches Material, welches bis
dahin noch nicht entfernt wurde ebenfalls die Impréaipitation stort, erfolgen zunachst
mehrere Reinigungsschritte. Hierfir werden 30 der zu 50% in PBS geldsten
Sedimentationsmatrix Sepharose G-Protein zur Prfodétion mit dem gesuchten Protein
pipettiert. Nach einer halben Stunde Inkubation43€! und Uber-Kopf-Rotation wird durch
funfminitige Zentrifugation mit 15 000 x g eine Awinung in Pellet und Uberstand
erreicht. Das Pellet wird verworfen und der Ubardtanit der gereinigten Proteinfraktion
erneut mit der gleichen Menge an Sedimentationsm&gpharose-G versetzt. Das Waschen
wird zweimal wiederholt und nach dem letzten Reingsschritt der Uberstand mit dem

gesuchten Protein vMLC-1 aufbewabhrt.

Die mit den Antikdrpern bestickte Sepharose-G-Lgswind mit 10ul einer 10%igen BSA-
Losung versetzt und anschliel3end die mehrmalsrggteiProteinfraktion mit dem gesuchten
Protein hinzu pipettiert. Eine zwei Stunden andader Uber-Kopf-Rotation bei 4°C
ermdglicht die Bindung des Antigens vMLC-1 an detsprechenden Antikdrper Anti-MLC-
1. Durch mehrere Sekunden andauernde Zentrifugagod5 000 x g und 4°C erreicht man
die Isolierung des Antigen-Antikorper-Komplexes Rellet. Sollen weitere Proteine isoliert
werden, so kann der Uberstand bis maximal einematlbei —70°C aufbewahrt werden.
Durch Resuspendierung des Pellets in einem Méfilitles eisgekihlten nicht denaturierenden
Puffers und nachfolgender Zentrifugation bei 15 Q0§ und 4°C fur zehn Sekunden erfolgt
eine erneute Auftrennung in Uberstand und gerednitellet. Die Reinigungsschritte werden
drei Mal wiederholt. Nach dem letzten Reinigungsischit eisgekihlten PBS wird dem den
Antigen-Antikérper-Komplex beinhaltenden Pellet 1B einfach konzentrierter SDS-
Probenpuffer zugegeben und fir 10 Minuten bei 100it@ Heizgerét erhitzt. Der durch
funfminitige Zentrifugation bei 15000 x g und 4°@wpnnene Uberstand mit dem darin
enthaltenen gesuchten vMLC-1 Protein wird in einely&crylamid-Gelelektrophorese

uberfuhrt. Die weiteren Schritte sind identisch dghen des Western Blots.

11



3.3 ELISA zur Bestimmung der Caspase-3-Aktivitat

Der von R&D in den Handel gebrachte ELISA ,Quamé&human active caspase-3“ ist in
der Lage, die Konzentration humaner aktiver Casf3aseeinem Zellextrakt zu bestimmen.
Die aus jeweils zwei identischen kleinen und grolkémtereinheiten aufgebaute aktive
Caspase-3 entsteht durch Caspase-8 oder Caspateg@eayte proteolytische Spaltung des
Caspase-3-Vorlauferproteins. Im Sandwich-Verfatwenden Uber eine mit Anti-Caspase—3
vorbestickte Mikrotiterplatte sowohl Caspase-3-&oférprotein als auch aktive Caspase-3
aus dem Zellextrakt fixiert Die Zugabe des biotiesten Caspase-Inhibitors zum Zellextrakt
ermoglicht die Differenzierung zwischen CaspaseeBlauferprotein und aktiver Caspase-3,
da der Inhibitor ausschliel3lich mit der gro3en Waiteheit der aktiven Caspase-3 eine
kovalente Bindung eingeht. Anschlieend wird duBtheptavidin-HRP Stammlésung die
biotinmarkierte grof3e Untereinheit der aktiven @asp3 markiert. Nach Zugabe der
Substratlosung erfolgt im Fall der Anwesenheit \ati Caspase-3 eine kolorimetrische
Reaktion, die nach etwa einer halben Stunde Inkubah einem Photometer gemessen
werden kann. Uber mitlaufende Standardproben wiig¢ @uswertung uber eine

Standardkurve ermdglicht.

Zunachst erfolgt die Zubereitung neuer zytosolisct®dlfraktionen (s. 3.1). Auf die Zugabe
eines Proteaseinhibitorcocktails wird verzichtety eine mogliche Interferenz zwischen den
Proteaseinhibitoren und dem biotinylierten Caspabkbitor auszuschlieRen. Uber die
Methode nach Bradford wird das Volumen der zytesbien Zellfraktion bestimmt, welches
nach vorheriger Austestung die notwendige Protengeevon 300 pg enthélt. Die
Proteinfraktion wird mit der Pufferlosung auf 100 qrganzt, zusatzlich 0,2 pl des 5 mM
biotinylierten Caspase-Inhibitors zur Bindung ae diol3e Untereinheit der aktiven Caspase-
3 zugesetzt und eine Stunde inkubiert. Diese ath alle sich anschlielRenden Inkubationen
erfolgen bei Raumtemperatur und auf dem Plattendehl Zwischenzeitlich kann die
Verdinnungsreihe des aktiven-Caspase-3-Standagisnead mit einer Konzentration von
20 ng/ml vorbereitet werden. Uber sechs Halbiersiufen wird die Konzentration bis auf
0,31 ng/ml reduziert. Jeweils 100 pl dieser sedhadardkonzentrationen werden neben der
als Leerwert dienenden Pufferldsung und der 30@mpthaltenen Proteinfraktion in die mit
Antikdrpern bestiickten Vertiefungen einer Mikrafiatte pipettiert. Bei der zweistlindigen
Inkubation erfolgt die spezifische Bindung des Gasp3 Vorlauferproteins und der aktiven

Caspase-3 an die mit Anti-Caspase-3 bestiickte ki&rplatte. Danach werden die Inhalte
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aus den Vertiefungen verworfen und finf Reinigungegte mit Waschpuffer angehangt. Die
verwendeten Vertiefungen der Mikrotiterplatte werdiér eine Stunde mit jeweils 100 pl der
Streptavidin-HRP Stammldsung gefullt. Nach erneutdimfmaligen Reinigen mit

Waschpuffer erfolgt fir 30 Minuten unter Lichtschulie Zugabe von 100 pl Substratlésung,
womit die Farbreaktion in Gang gesetzt wird. Eardumschlag vom einem blauen in einen
gelben Farbton findet statt. Durch Zugabe von 10Blpckadeldsung wird die enzymatische
Reaktion beendet. Die Farbintensitat ist propodialer Konzentration an gebundener aktiver

Caspase-3 und wird tGber ein Photometer bei eindieW&nge von 450 Nanometer bestimmt.
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3.4 ELISA zur Bestimmung der DNA-Histon-Fragmentaton

Der von Roche entwickelte ,Cell Death Detection &Al plus® bedient sich eines
photometrischen Enzym-Immunoassays fur die quidgdatund quantitative in vitro
Bestimmung von zytoplasmatisch lokalisierten hisagsoziierten DNA-Fragmenten, die als
Zeichen stattfindender Apoptose gewertet werdernchNAugabe zweier verschiedenener
Antikdrpertypen zur zytosolischen Zellfraktion beidder eine Typ an die Histonkomponente
des Nukleosoms und der andere Typ an die DNA-Kormep@m des gleichen Nukleosoms.
Wahrend der erstgenannte Uber seine zusatzlichtanierung eine Bindung und Isolierung
des Nukleosoms an eine mit Streptavidin bestlckitediterplatte ermoglicht, erfolgt tber
die im anderen Antikorper integrierte PeroxidaserAtat eine photometrisch messbare

Umwandlung der nachtraglich hinzugeflgten Suldésahg ABTS.

Zunachst werden zytosolische Zellfraktionen heegkstnd der Proteingehalt mittels der
Methode von Bradford bestimmt. Pro zytosolischelifizgktion werden 200 pg Protein

bendtigt. Im Anschluss wird gemall den Ausfuhrungeles Herstellers eine

Immunreagenzldsung, bestehend aus den beidensbenathnten Antikdrpertypen und eines
Inkubationspuffers vorbereitet. Eine Vertiefung denit Streptavidin bestlckten

Mikrotiterplatte wird mit 20 pl Inkubationspuffegine weitere Vertiefung mit 20 pl der
positiven Kontrolle und die restlichen Vertiefungenit den 200 pg Protein enthaltenen
zytosolischen Zellfraktionen versehen. In alle voeftierten Vertiefungen werden 80 ul
Immunreagenzldsung hinzugefiigt. Nach zweistindigiarbation auf dem Schuttler mit 300
rom bei Raumtemperatur werden die Inhalte der ¥emigen verworfen, die Vertiefungen
dreimal mit 300 pl Inkubationspuffer gereinigt urtDO pl der zuvor angesetzten
Substratlosung ABTS hinzugefiigt. Als Negativkor&olird eine bisher nicht genutzte
Vertiefung ebenfalls mit der Substratlosung ABT3ilie In den kommenden Minuten setzt
eine Farbreaktion ein, dessen Intensitat mittetstidtheter bei 405 Nanometer bestimmt wird.

Die ermittelten Extinktionswerte werden daraufhibetl die mitgefiihrte Positivkontrolle

entsprechen der Herstellerangaben normalisiert.
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4 Resultate

4.1 Apoptosemarker in der akuten versus chronischehlerzinsuffizienz

Um eine Aussage uUber das Ausmald der Apoptose in mgokardialen Proben
herzinsuffizienter Patienten zu ermoglichen, werddrer zwei unterschiedliche ELISA
sowohl die Caspase-3-Aktivitaten als auch die Memnga histon-assoziierten DNA-
Fragmenten bestimmt. Zusatzlich wird die apoptgesthe Spaltung kontraktiler,

myokardialer Proteine mittels Western-Blot und Inmoprazipitation untersucht.

4.1.1 Caspase-3-Aktivitat

Wir kdnnen zeigen, dass Patienten, die kardial dkldbmpensieren, eine signifikant héhere
Caspase-3-Aktivitat aufweisen als Herzen von Padrenmit stabiler chronischer
Herzinsuffizienz (Abbildung 1). So betragt die Casp-3-Aktivitat bei Patienten mit akuter
Herzinsuffizienz 2,0 +/- 0,4 ng/ml. Bei Patienteit MCM (Caspase-3-Aktivitat: 1,1 +/-0,2
ng/ml) oder ICM (Caspase-3-Aktivitat: 0,8 +/- 0,1g/ml) ist die Caspase-3-Aktivitat
signifikant niedriger und unterscheidet sich nialdn den Werten der Kontrollgruppe
(p<0,01). Funf Patienten aus der Patientengruppe akuter Herzinsuffizienz waren
katecholaminpflichtig (DCM 19, DCM 21, DCM 25, ICM ICM7). Die Patienten DCM 23
und ICM 16 wurden mit einem LVAD versorgt, ein vegdr Patient erhielt eine intra-aortale

Ballongegenpulsation (DCM 11).
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Abbildung 1

Die durchschnittliche Caspase-3-Aktivitat aller Bo betragt 1,10 +/-0,1 ng/ml und ist als
niedrig einzustufen. Es besteht kein signifikarltkrterschied zwischen den Patienten mit
dilatativer (Caspase-3-Aktivitat: 1,3+/-0,2 ng/mbder ischamischer Kardiomyopathie
(Caspase-3-Aktivitat: 1,0 +/- 0,1 ng/ml). Die Dateur aktiven Caspase-3 aller Patienten

finden sich aufgelistet in Tabelle 6 des Anhanges.

4.1.2 DNA-Histon-Fragmentation

Das Vorhandensein histon-assoziierter DNA-Fragmemtefestgelegter Basenpaarlange ist
aufgrund Caspase-induzierter Schadigung des Chmassatzes ebenfalls Ausdruck
stattfindender Apoptose. Die beim ,Cell Death Detet ELISA" photometrisch ermittelten
Extinktionswerte sind im Anhang zusammengefasstb¢lla 6) und beschreiben die
durchschnittliche relative Anzahl an histon-assoiin DNA-Fragmenten. Diese betragt
unter Bertcksichtigung aller Proben 0,61 +/- 0,0d ist als niedrig einzustufen. Es konnte
kein signifikanter Unterschied zwischen Patienteit ailatativer (histon-assoziierte DNA-
Fragmente: 0,6+/-0,1) und ischamischer (histonzasste DNA-Fragmente: 0,6+/-0,1)
Kardiomyopathie gezeigt werden.
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Im Gegensatz zur Caspase-3-Aktivitat liegt bei denakuter Herzinsuffizienz erkrankten
Patienten keine signifikante Zunahme der histowagsten DNA-Fragmente vor. So betragt
die relative Anzahl der histon-assoziierten DNAgfrnente bei den Patienten mit akuter
Herzinsuffizienz 0,6+/-0,1. Bei den verbliebeneati®ten mit chronischer DCM (DNA-
Histon-Fragmente 0,6+/-0,1) oder chronischer ICMN/Histon-Fragmente 0,6+/-0,1) ist
die relative Anzahl der histon-assoziierten DNAgfmente annahernd gleich (Abbildung 2).
Somit kommt es trotz deutlicher Zunahme der CasBa8ktivitat in der akuten kardialen

Dekompensation nicht zu einer Zunahme der Caspsssezigerten DNA-Degradation.

L
=
Ly o o]
5 1.0 3
= T
! 08' =} =]
‘:I: [a] (&) =]
Z, 8 . g
&
N
[a] g i
% 8 o] o
E 0.41 2
b - O
E 0.2 & o
.c—cﬂ < o
q") 0 T T T I
R4 Akt DCM ICM  Kontrollen
chron. Herzinsuffizienz

Abbildung 2
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4.1.3 Fehlende Korrelation zu Hamodynamik und Medikation

Anhand der Daten kdnnen wir keine signifikante letation zwischen der Ejektionsfraktion

auf der einen und der Caspase-3-Aktivitat oderelativen Anzahl histon-assoziierten DNA-

Fragmente auf der anderen Seite nachweisen (Abigl8u
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Abbildung 3

Gleiches gilt fir den kardialen Index, der ebesfailcht mit der Caspase-3-Aktivitat oder der

relativen Anzahl histon-assoziierter DNA-Fragmesigmifikant korreliert (Abbildung 4).
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Damit lasst sich keine signifikante Korrelation @gektionsfraktion oder des kardialen Index
zu den experimentell erhobenen Parameter nachwelBen weiteren h&dmodynamischen
Parameter: fractional shortening, Herzzeitvoluménksatrialer, pulmonalarterieller und
rechtsatrialer Druck korrelieren ebenfalls nicht aen Caspase-Aktivitdten oder der DNA-

Fragmentation (s. Tabelle 1).
DaruUber hinaus ubt die vor der Herztransplantatierabreichte Medikation ebenfalls weder

einen Einfluss auf die Caspase-3-Aktivitat noch digf relative Anzahl histon-assoziierter

DNA-Fragmente aus (s. Tabelle 1).
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4.2 Spaltung kontraktiler Proteine und des Gelsolia

Wie bereits einleitend dargestellt, ist die Aktivieg der Caspase-3 durch nachfolgende
organisierte Degradation essentieller zellularestdéne charakterisiert. Nachdem wir eine
mafige Caspase-3-Aktivierung in der humanen Heuffimgenz belegen kénnen (s.4.1.1),
mussen folglich auch apoptosetypische Proteinfragenetber Western Blot und
Immunpréazipitation nachweisbar sein. Zunachst werdie myokardialen Proben auf das
Vorhandensein apoptosetypischer Spaltprodukte glesplasmatisch lokalisierten Proteins
Gelsolin untersucht. Dieses Protein gilt als Mapketein fir die Caspase-3-vermittelte

Proteinspaltung, da es ein Substrat der aktivep&sas3 darstellt.

Entsprechend der durchschnittlichen méaRigen Caspddeivierung bei den Patienten mit
ICM und DCM ist mit dem Nachweis apoptosetypischgaltprodukte des Gelsolins zu
rechnen. Dies lasst sich auch durch den Westeon lB#statigen, bei dem sich in der
Mehrzahl aller Falle Gelsolinspaltprodukte in deati€htenproben in unterschiedlich starker

Anfarbung finden. Zur Anschaulichkeit ist nachfatger Blot reprasentativ dargestellt:

DCM5 DCM4 DCM3 DCM2 DCMI1 Marker Human Human Gelsolin Gelsolin
Caspase-3 - -

kDJ . .u- --'-&
s
e i-ia".ﬁdb
45 kDa > (.(_! i. M -’

Gelsolin-Blot

Betrachtet man zunéachst die beiden Gelsolinauftrggn auf der rechten Seite des Blots, so
zeigen sich bei der Positivkontrolle neben dem 8@&&Da groRen Gelsolin-Hauptprotein bei
97 kDa zwei weitere Banden auf Hohe von 45 kDa.dD#&i eine starker angefarbte obere
Bande bei etwa 47 kDa von einer schwécher angefarbhteren Bande bei etwa 42 kDa
abgrenzbar. Diese beiden Banden sind in der nighCaspase-3 inkubierten Gelsolinprobe
nur schwach zu erkennen. Gleiches gilt fur die éeidhumanen Proben vom gleichen
Patienten. Wie zu erwarten ist, stellen sich inmiven Probenauftragung bereits die oben

genannten Fragmente des Gelsolins dar. Erst duuglali® der aktiven Caspase-3 sind die
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Banden deutlich kréaftiger angefarbt. Betrachtet mi@nPatienten DCM 1, DCM 3 und DCM
4, so lassen sich bei diesen apoptosetypische Eragmmachweisen. Bei Patientenprobe
DCM 5 sind die Banden deutlich schwacher angefandhrend Patient DCM 2 keine
Spaltprodukte aufweist.

Unter der Vorstellung, dass der pathophysiologidehezess der humanen Herzinsuffizienz
durch Degradation kontraktiler Proteine begunstgd, werden im weiteren Proteine des
kontraktilen Apparates der Kardiomyozyten untersublabei wird zunachst das etwa 42 kDa
gro3e Protein alpha-Aktin untersucht, welches hsghtich am Aufbau der dinnen

Filamente des Sarkomers beteiligt ist. Anhand eépsasentativen Blots wird deutlich, dass
das Protein alpha-Aktin ein Substrat der Caspadar&ellt, da erst nach Inkubation mit dem
Enzym ein Spaltprodukt bei 30 kDa erscheint. DpaltSrodukt ist ebenfalls abgeschwécht
in der humanen Probe erkennbar, erheblich starket @s aber nach aktiver Caspase-3
Inkubation angefarbt. Wahrend der Patient DCM 2é&eind der Patient DCM 1 angedeutete
Spaltprodukte aufweist, werden Spaltprodukte bei dederen drei Patienten sichtbar, am
deutlichsten bei Patient DCM 3. Bei nahezu allatidaten mit ICM und DCM kann das

Spaltprodukt nachgewiesen werden.

Caspase-3

30kDa >

Aktin-Blot

Ebenfalls kénnen wir die Spaltung des am Sarkoneteilipten etwa 104 kDa grofen
Proteins alpha-Aktinin bei ausreichender Konzemnatn aktiver Caspase-3 belegen. So
zeigt nachfolgender Western Blot, dass in der rkitvar Caspase-3 inkubierten Kontrolle
N 1 im Vergleich zur nativen Kontrolle N 1 ein ztdiches Fragment auf Hohe 25 kDa
sichtbar wird. Die hier dokumentierten Patientelyeroweisen jedoch keine Spaltfragmente
auf. In einigen hier nicht dargestellten Patientebpn lasst sich das apoptose-typische

Fragment jedoch nachweisen.
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N1 N1 N2 N3 N4 Marker ICM12 ICM14 ICM 15
Caspase-3 - + - - - - - N

97 kDa >

45 kDa >

30 kDa >

25kDa >

alpha-Aktinin-Blot

Das am strukturellen Aufbau des Myosins beteilgfiga 22 kDa grof3e Protein ventrikulare
Myosin-Leichtkette (vMLC-1) weist bei keinem Patien apoptose-typische Fragmente auf.
Allerdings lasst sich durch die Immunprazipitatlmeiegen, dass durch Inkubation mit aktiver
Caspase-3 ein Spaltprodukt des vMLC-1 generierd.v#0 sind auf dem Blot kraftige, dem

ungespaltenen vMLC-1 Protein entsprechende Bandep(hl kDa sichtbar. Diese Bande ist
abgeschwacht auch bei der mit Caspase-3 inkubiBri@me vorhanden. Zusatzlich findet sich
hier aber auch ein proteolytisches Fragment bea dfivkDa.

DCM14 DCM13 DCMI12 DCMI11 ICM12 ICMI11 Marker DCM21
- - - - - <+
| ‘ . f
0 e G e b M| |
#

143kDa > u

Caspase-3
¥

30 kDa >

vMLC-1-Blot

Um zu Uberprifen, ob eine zu geringe Sensitivitébrgelegen hat, wurde der gleiche
Versuch mit einer Verdoppelung der urspriinglichege;n das vMLC-1 Protein gerichteten

Antikdrpermenge und einer Proteinkonzentration sechs an Stelle von drei Milligramm pro
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Milliliter wiederholt. Doch auch dabei konnte kepmoteolytisches Fragment des vMLC-1
nachgewiesen werden (Blot hier nicht gezeigt).

Zusammenfassend kdnnen wir zeigen, dass neben d#ginPGelsolin die am kontraktilen
Apparat beteiligten Proteine alpha-Aktin, alpha4Akt und vMLC-1 ein Substrat der aktiven
Caspase-3 darstellen. Einen Uberblick iiber die lErigee der Immunblots findet sich in
Tabelle 7 im Anhang.

Dariiber hinaus wurden mit Troponin | und Tropomgogwei weitere Proteine des
kontraktilen Apparates untersucht. Bei keinem lasseh apoptosetypischen Spaltfragmente
finden. So entspricht die untere der beiden Banaereprasentativ dargestellten Troponin |
Blot dem etwa 24 kDa grofR3en Protein Troponin I. Wfedie Caspase-inkubierte Kontrolle
N 2 noch die funf Patientenproben weisen Spaltfege auf.

N2 N2 Marker ICM16  ICM17 ICM18 ICM19  ICM20

30kDa >

20,1 kDa >

14,3kDa >

Caspase-3

Troponin-1-Blot
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Gleiches gilt fiir den Blot des Proteins Tropomypsiei dem bis auf das etwa 33 kDa grol3e

Protein selbst keine Spaltprodukte nachgewiesedemekonnten.

ICM4 ICM3 ICM2 ICM 1Marker Human Human

30kDa >

20,1 kDa >

14,3 kDa >

Caspase - 3 - - - - + -

Tropomyosin-Blot
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5. Diskussion

5.1. Pathophysiologie der Herzinsuffizienz

Mit dem Begriff der Herzinsuffizienz wird allgemeiain pathophysiologischer Zustand
beschrieben, bei dem das Herz bei normalem endtisasten Ventrikeldruck unfahig ist ein
angemessenes, an die Erfordernisse des metalmideer Gewebe ausgerichtetes
Herzzeitvolumen zu fordern. Der menschliche Organss hat jedoch adaptive Mechanismen
entwickelt, um eine eingetretene akute oder chobwisHerzinsuffizienz zu kompensieren.
Hierzu zahlt vor allem der Frank-Starling-Mechanism der durch eine Erhdéhung des
enddiastolischen Ventrikelvolumens eine physioldgis erwiinschte Steigerung des
Herzzeitvolumens zum Beispiel bei korperlicher Aesgung oder in Stressreaktionen
bedingt und dieser Effekt im insuffizienten Herzikeis bis zu einem gewissen Grad
ausgenutzt werden kann, um ein ausreichendes Sohlagen zu gewahrleisten. Ein weiterer
Kompensationsmechanismus stellt die generalisekteviArung des sympathiko-adrenergen
Systems dar, das neben einer konsekutiven Steigemer Kontraktionskraft und
Herzfrequenz eine Salz— und Wasserretention miesyscher Vasokonstriktion tGber das
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System bewirkt und ener passageren Stabilisierung des
arteriellen Blutdruckes in der Herzinsuffizienz fiihWahrend die beiden genannten
Mechanismen rasch und innerhalb weniger Herzaktiaziatreten, findet als Reaktion auf
eine fortwahrend erhdhte enddiastolische Fullung der chronischen Herzinsuffizienz
zusatzlich ein langsamer tUber Wochen bis Monatawrthder myokardialer Umbau statt.
Dieses sogenannte Remodeling ist abh&ngig von dedek auf den Ventrikel einwirkenden
Belastung und charakterisiert durch eine AlterattoNasse, Volumen, Form und Aufbau des
Herzens. Wahrend eine Volumenbelastung des Heriersexzentrische Hypertrophie mit
Dilatation des Ventrikels beglnstigt, fuhrt eine uBkbelastung zur konzentrischen
Hypertrophie ohne Dilatation aber mit tUberdurchstiicher Zunahme der ventrikularen
Wanddicke. Untersuchungen konnen dartber hinaugezgeidass die makroskopischen
Veranderungen mit einer Heterogenitat auf zelluldaned molekularer Ebene einhergehen
(Wohlischlaeger et al. 2005).

Wahrend die genannten MaflRnahmen zunachst in dee kayl, die kardiale Funktion
aufrechtzuerhalten, kann das Herz im weiterenddimen Verlauf die adaquate Pumpfunktion
nicht mehr gewahrleisten und gerat zunehmend ilbdi@mpensation. Als Ursache sind vor

allem die anfanglich hilfreichen Kompensationsmetsimen zu nennen. Die sympathiko-
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adrenerge Aktivierung fuhrt zu einer Herabregulatioder [-Rezeptoren, die
Flussigkeitsretention und Vasokonstriktion zu einfunahme der Nachlast und die
Myokardhypertrophie ab dem kritischen Herzgewicbn etwa 500 g zu einer relativen
Koronarinsuffizienz. Darlber hinaus zeigen Studielass in einer Vielzahl kardialer
Erkrankungen wie auch der Herzinsuffizienz Kardiomyten in den programmierten Zelltod,

auch Apoptose genannt, eintreten.

Die vorliegende Doktorarbeit hat zum Ziel, das Aa8nder Apoptose in explantierten
terminal-insuffizienten humanen Herzen an Handgtdsgter molekularer Marker mittels
ELISA, Western Blot und Immunprazipitation zu bestien und die Ergebnisse vor dem

Hintergrund klinischer Parameter zu diskutieren.

5.2. Apoptose in Kardiomyozyten

Wie bereits einleitend erwahnt ist die Apoptoseeeiform des Zelltodes und grenzt sich

bereits morphologisch gegeniber anderen FormergzuwmeBeispiel der Nekrose ab.

Neben der morphologischen Darstellung geben austodiiemische und immunologische
Methoden Hinweise auf den Prozess der Apoptose.alem die Methode TUNEL, das
hei3t das durch Enzyme getriggerte Anhangen nréekidlukleotide an DNA-Enden, wird
auf Grund seiner recht einfachen und guten Durchfidy als Apoptosenachweis in vielen

Studien verwendet.

Eine weitere Mdglichkeit besteht in dem Nachweis @aspasen. Caspasen sind Enzyme, die
wahrend der Apoptose aus Vorlauferproteinen ergsteimd flr die Ausiibung des Zelltodes
essentielle Aufgaben erflllen. Derzeit werden inld&ratur drei verschiedene Mechanismen
der Caspasenaktivierung diskutiert. Diese solldraad Abbildung 5 erlautert werden.
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Abbildung 5

Der intrinsische oder mitochondriale Weg wird vagend angesto3en durch Hypoxie,
Ischamie und nachfolgende Reperfusion oder oxidatStress. Die Offnung der sogenannten
mitochondrial permeability transition pores, kurzPWP oder die Ruptur der &uf3eren
Mitochondrienmembran fuhrt zur Ausschwemmung vomoClyrom ¢ und diversen anderen
Proteinen aus dem Intermembranalspalt des Mitoauund in alle anderen Kompartimente
der Zelle. Das Cytochrom c bindet darauf hin dasosglische Protein APAF-1 und
ermdglicht damit die Bildung des sogenannten Apsmieenkomplexes, der in Folge aus der
Procaspase-9 die aktive Caspase-9 abspaltet. teeigtein der Lage, durch Aktivierung der
Caspase-3 die weiteren apoptotischen Schritte leiten. Das ebenfalls aus dem
Mitochondrium freigesetzte Smac/Diablo-Protein &tdindirekt die Caspase-Aktivierung,
indem es bestimmte Caspase-Inhibitoren, die |ARtEkitors of apoptosis proteins) blockiert
(Van Empel et al. 2005).

Die extrinsische Bahn verlauft Uber extrazellul&adung unterschiedlicher Liganden wie
zum Beispiel Fas-Ligand, TN&-und DR 3 an ihre jeweiligen Rezeptoren Fas-Rezgpto
TNF-o-Rezeptor (TNFR) und Death receptor 3. Das ist Wigraussetzung fir die
nachfolgende Rekrutierung entsprechender Adaptekiltd an den Rezeptor-Ligand-
Komplex. Im Fall von gebundenen Fas-Ligand an seiRezeptor Fas wird mit Hilfe des
Adaptermolekils FADD (Fas-associated death domaiotem) eine Aktivierung der
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Procaspase-8 Molekile ermdglicht. Caspase-8 spa#tehfolgend Procaspase-3 in seine
aktive Form. Eine gesteigerte Expression des FgaAd erfolgt im Anschluss an
unterschiedliche pathologische Stimuli. Ebenfadigyen sich erhdhte Spiegel von Fas-Ligand

in der Herzinsuffizienz (Van Empel et al. 2005).

Zusatzlich existiert eine dritte Moglichkeit deaspase-3 Aktivierung. Dies geschieht tber
Caspase-12, ein  Enzym, das im endoplasmatischéikulRen lokalisiert ist und bei
Vorliegen bestimmter, auf das endoplasmatische kRetnh einwirkender Bedingungen

freigesetzt wird (Van Empel et al. 2005).

Derzeit sind 14 Caspasen beschrieben. Wahrend dspasen 2,8,9 und 10 zu den
Initiatorcaspasen gerechnet werden, gehdren dipaSars 3,6 und 7 den Effektorcaspasen an
(Regula et al. 2005). Die Aktivierung letztgenamnt&ruppe fuhrt mit hoher
Wahrscheinlichkeit zu einer proteolytischen Spajtwon Proteinen. So wurde in der
Vergangenheit gezeigt, dass sowohl das cytosoliBebtein Gelsolin (Kamada et al. 1998)
als auch das nukleare Protein PARP (Lazebnik 6i984) Substrate der Caspase-3 darstellen
und an genau definierten Aminoséduresequenzen & Hnagmente zerlegt werden. Es ist
anzunehmen, dass die Spaltung wichtiger Proteine fZgoskeletts teilweise fir die
beschriebenen morphologischen Veranderungen derde Zeldhrend der Apoptose
verantwortlich ist. Generell gilt, dass der Nachsmgeénau charakterisierter Spaltprodukte als

Indikator fur die Ausfiihrung des Apoptoseprozesggks

5.3. Akute versus chronische Herzinsuffizienz

Die Effektorcaspase-3 wird fur die meisten wahreled Apoptose generierten molekular-
biologischen Verédnderungen, die letztendlich zuntitat fihren verantwortlich gemacht.
Wir kdnnen zeigen, dass im Durchschnitt in alletidréenproben eine niedrige Caspase-3-
Aktivitat vorliegt und die relative Anzahl historssoziierter DNA-Fragmente gering ist.
Jedoch weisen acht Patientenproben im Durchsckim# signifikant erhohte Caspase-3-
Aktivitat auf. Gleichzeitig ist bei diesen acht ieaten der Anteil von histon-assoziierten
DNA-Fragmenten nicht erhoht. Letztgenannte Patmet#ben stammen von Herzen, die an
einer akuten Herzinsuffizienz erkrankt waren. Filefr acht an akuter Herzinsuffizienz
erkrankten Patienten waren katecholaminpflichtigihvend die anderen drei Patienten im

Vorfeld mit einem Assist Device versorgt wurden.i Beer Patienten ist die Ursache der
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akuten Herzinsuffizienz bekannt. Ein Patient erktaran einer akuten viralen Myokarditits,
ein anderer Patient erlitt einen akuten Myokardktfain Folge einer Okklusion des
linkskoronaren Hauptstamms, ein weiterer beklagie elekompensierte Herzinsuffizienz
aufgrund einer Mitralregurgitation und der letztatient litt an einer dekompensierten

ischdmischen Kardiomyopathie.

Unsere ermittelten Ergebnisse der Caspase-3-Aitsliestimmung stehen im Einklang mit
der gangigen Literatur. So wird beschrieben, dagekardiale Krankheitsbilder, die sich
durch akuten Beginn und eine deutliche klinischenfiymatik auszeichnen, eine héhere
Apoptoserate aufweisen. So kdnnen ApoptoserateBaraich von 2-12% bei Ischamie- und
Reperfusionsschaden nachgewiesen werden (Ottaetaml. 1999, Olivetti et al. 1996).
Ahnlich hohe Apoptoseraten lassen sich zum eimerddr Grenzzone eines humanen
Myokardinfarktes nachweisen, zum anderen aber augohi Patienten, die an akuter
Myokarditis verstarben (Kyto et al. 2004). Apoptdsennte neben den bisher genannten
Krankheitsbildern auch bei der arrhythmogenen se@httrikularen Kardiomyopathie gezeigt
werden (Mallat et al. 1996).

Dem gegeniber sind bei der chronischen Herzinsefizzdeutlich niedrigere Apoptoseraten
beschrieben. Das entspricht auch den hier ernsitteErgebnissen, die zeigen, dass bei
Patienten mit chronischer Herzinsuffienz nur eingrctschnittlich niedrige Caspase-3-
Aktivitat vorliegt. Mehrere Studien zeigen, dassder humanen Herzinsuffizienz lediglich
Apoptoseraten zwischen 80-250 Kardiomyozyten proKkdnen vorherrschen (Olivetti et al.
1997, Saraste et al. 1999, Guerra et al. 1999).ldishte Streuung der Apoptoseraten lasst
sich damit erklaren, dass sich auch bei der checbers Herzinsuffizienz Phasen aktiver
Krankheitsepisoden mit Phasen der Ruhe einandeedisgln und die Apoptoseraten im
Myokardium an verschiedenen Orten zum gleichenpdeit nicht identisch sind und damit
das Ergebnis auch von der Entnahmestelle der Rrobelem explantierten Herzen abhangt.
Aber selbst eine nur geringe Apoptoserate kann Ubehrere Jahre dramatische
Auswirkungen auf die Integritdt des Myokardiums (daen und sollte nicht unterschatzt
werden. So konnte in einer erst kirzlich publiaerStudie eine nach etwa zwei Monaten
eintretende letale dilatative Kardiomyopathie Wsreibei Apoptoseraten um 23
Kardiomyozyten pro 10 Kernen bei transgenen Méausen, die in der Lage nyaaktive
Caspase—8 im Myokardium zu exprimieren, gezeigtem (Wencker et al 2003). Damit ist

die Apoptoserate etwa vier- bis zehnmal geringsriralder humanen Herzinsuffizienz und
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reicht nahezu an die Apoptoseraten von gesundenatem Herzen mit ein bis zehn

apoptotischen Kardiomyozyten pro°1Zellen.

Es wird diskutiert, dass die geringe Apoptoseraeder chronischen Herzinsuffizienz mit
einer Inhibition der Apoptose zusammenhangt. Geradd Kardiomyozyten terminal
differenzierte Zellen ohne Regenerationsfahigkaitstellen und dartber hinaus eine sehr
hohe Zahl Cytochrom-c-haltiger Mitochondrien besitz haben sich vermutlich bestimmte
Mechanismen entwickelt, um einen voranschreitendentust von Zellen zu hemmen. Es ist
gut vorstellbar, dass sich die Mechanismen vermiedirtder chronischen Herzinsuffizienz
wiederfinden, da bei der Gber mehrere Jahre vental#n Erkrankung dem zellul&ren Milieu

ausreichend Zeit gegeben wird, sich auf die vendeddedingungen einzustellen.

GroRe Bedeutung kommt dabei der sogenannten BahRilie zu, einer Vielzahl von
Proteinen die entweder antagonistisch (z.B. Bd@;xL) oder agonistisch (z.B. Bax,Bak)
auf die Apoptose einwirken (Oltvai et al. 1993, t@nden et al. 1995), indem sie zum
Beispiel die Cytochrom-c-Freisetzung und nachfoiflgenCaspase-3 Aktivierung durch
Stabilisieren oder Destabilisieren der mitochorldnaMembran verhindern oder fordern
(Green et al. 1998). Bei insuffizienten Herzen deuanhand mehrerer Studien eine Bcl-2
Hochregulation (Saraste et al. 1999, Olivetti et18197) nachgewiesen. Gleichzeitig kann
dadurch die Cytochrom—c-Freisetzung und nachfolge@Gdspase—3—Aktivierung blockiert
werden (Kang et al. 2000). Manche Autoren gehemesbund behaupten, dass das Verhaltnis
von Bcl-2 zu Bax uber das Uberleben einer Zellehnamem apoptotischen Stimulus
entscheidet (Oltvai et al. 1993, Hanada et al. 1995

Die histon-assoziierten DNA-Fragmente kdnnen eblsnfals Nachweis stattfindender
Apoptose durch Schadigung des Chromosomensatzes .gélpischerweise entstehen dann
doppelstrangige DNA—Histon-Fragmente mit 180 bi® 2Basenpaaren bzw. ein Vielfaches
dieser Lange, da die Caspase-abhangige AktiviedenddNAsen (CAD) nur an bestimmten,
internukleosomalen Regionen angreifen konnen (8aedsal. 2000). Vor allem die Methode
TUNEL, also das enzymatische Anhéngen und daniitrfickkroskopische Kenntlichmachen
modifizierter Nukleotide an DNS-Strangbriichen ntsttefdt (Terminaldeoxynucleotid
transferase) wurde in friilheren Studien oftmalsAglsptosenachweis verwendet und anhand
des Verhaltnisses zwischen apoptotischen Kardiogitgoz und Gesamtzellzahl der

sogenannte Apoptoseindex bestimmt. Die Interpatation Ergebnissen, resultierend aus
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TUNEL ist mittlerweile fragwirdig und unter Wissehgftlern umstritten, nachdem Zweifel
an der Spezifitdt von TUNEL bei humanen HerzeeduRert wurden. So zeigen neuere
Studien, dass Kardiomyozyten auch dann TUNEL-possind, wenn sich die Zelle im
Wiederaufbau befindet und DNA-Schaden repariel$e am genau gegenteiligen Prozess der
Apoptose (Kanoh et al. 1999). Manche Autoren siedAhsicht, dass die Methode TUNEL
allein nicht ausreicht, um das Vorhandensein voopipse wéhrend der Herzinsuffizienz zu
belegen (Kang et al. 2000).

Auf Grund dieser Unklarheiten werden in der vorieden Arbeit die Patientenproben mit
einem spezifischeren Verfahren, dem direkten Naghwer Spaltprodukte mittels ELISA,
auf das Vorhandensein von histon-assoziierten DIsfgaenten untersucht. Wir kdnnen
zeigen, dass durchschnittlich in allen Proben noe egeringe Anzahl histon-assoziierter
DNA-Fragmente vorliegt. Im Gegensatz zur CaspaséiBderung zeigt sich keine

Erh6hung der histon-assoziierten DNA-FragmenteRagienten mit akuter Herzinsuffizienz.
Daruber hinaus lasst sich keine Korrelation zwiscAeismald der Caspase-3-Aktivitat und

Hohe der DNA-Histon-Fragmentation herstellen.

Zusammenfassend kann daher festgestellt werders, idasllen Proben die Caspase-3-
Aktivitat und die relative Anzahl histon-assoziegrODNA-Fragmente niedrig einzustufen ist.
Es fallt auf, dass in der akuten Herzinsuffiziere @aspase-3-Aktivitat signifikant erhoht ist,
die Anzahl der histon-assoziierten DNA-Fragmentio@h nicht ansteigt. Es entsteht daher
der Eindruck, dass die Ausfuihrung der Apoptosetnichveigerlich den Nukleus der Zelle
mit einschlielRen muss. Wenn aber die nukleére finé¢gind damit einhergehend das Genom
als Trager samtlicher Informationen einer Zellehhigeschadigt ist, so ist es vorstellbar, dass
durch Caspase degradierte Proteine neu synthetgezden und der Status Quo der Zelle
erhalten bleibt. Dieser Sachverhalt wird in deretatur als Reversibilitdt der Apoptose
beschrieben. So zeigen Studien, dass trotz Ca8pAkavierung in Herzen mit ischamischer
und dilatativer Kardiomyopathie keine Degradatiaklearer Enzyme wie beispielsweise der
Poly(ADP-ribose)polymerase (PARP) stattfindet (Naret al. 1999). PARP, ein DNA-
Reparaturenzym wird normalerweise als Marker fiie dipoptose verwendet, da es
normalerweise durch Caspasen gespalten und dathaktiviert wird (Soldani et al. 2001).
Die Autoren um Narula vermuten, dass sich die Kamgiozyten in einem praapoptotischen
Zustand befinden, der durch die Gegenwart von Agsspharkern wie aktiver Caspase-3 die

Bereitschaft der Zelle zur Apoptose, aber nicht dagenblicklichen Vollzug der Apoptose

31



anzeigt (Narula et al. 1999). Die Erkenntnis, daamal eingeleitete apoptotische Programme
reversibel sind, der Zelltod der Kardiomyozytenhhianweigerlich eintreten muss und die
Zelle erneut zu ihrer Funktionalitat zurtckkehreank, wird durch den Begriff der

sogenannten ,Zombie-Kardiomyozyten“ umschrieberr(iNaet al. 2001).

Im Kklinischen Alltag lassen sich sogar Hinweisedén, dass sich nicht nur der Prozess der
Apoptose in Kardiomyozyten, sondern auch die Pdigre der Herzinsuffizienz verzdgern,
mitunter aufhalten und sich die Funktionalitdt immohen Fallen auch wieder verbessern
kann. Dies konnte vor allem bei Patienten gezeigtden, die mit einem Assist Device
versorgt wurden. Es wird angenommen, dass in Falger niedrigeren Volumenuberlastung
des Myokards nach LVAD-Implantation eine Abnahme dentrikularen Wandspannung,
eine Reduktion der Kardiomyozytenhypertrophie und weerbesserter koronarer Fluss
induziert wird und sich im besten Fall eine Wiedarmgung der urspriinglichen ventrikularen
Funktion einstellt (Wohlschlaeger et al. 2005). @irippe um Birks konnte bei 11 von 15
Patienten, deren LVAD zeitweise abgeschaltet wuelee Erholung der Pumpfunktion
feststellen. Diese war so ausgepragt, dass die LW8&Dihnen schliel3lich entfernt werden
konnten (Birks et al. 2006). Den gesamten Prozegsibhnet man als ,reverse remodeling",
in Abgrenzung zum eingangs erlauterten Begriff gessnodeling*, also der strukturellen und
molekularen Veranderung des Herzens bei der pragresh Herzinsuffizienz, welcher sich
unter anderem in einer linksventrikularen Dilatatiand einer Zunahme der Wanddicke des

Ventrikels aufert.

In der Literatur werden ebenfalls Veranderungen madiekularer Ebene nach LVAD-
Implantation  beschrieben. So  zeigt sich, dassi Zwgrunde liegender dilatativer
Kardiomyopathie eine Cytochrom-c Freisetzung ausm d&litochondrium in den
sarkoplasmatischen Raum von Kardiomyozyten erfolgihrend eine Cytochrom—c
Ausschittung in den sarkoplasmatischen Raum bdidwayopathischen Herzen einen bis 14
Monate nach LVAD-Implantation fehlt (Haider et &002). Zusatzlich existieren eine
Vielzahl weiterer Studien bezlglich LVAD-Implantati, die neben molekularen
Mechanismen, zum Beispiel in Form von Enzym-Expoessinderungen (Patten et al. 2005)
ebenfalls einen Einfluss auf die Genregulationsgieisweise durch Hochregulation von
Apoptose—Repressorgenen nach LVAD-Implantation wagen (Milting et al. 1999,
Bartling et al. 1999).
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Anhand unserer Untersuchungen kann fallzahlbedimgt vermutet werden, dass die
Implantation eines Assist Device ebenfalls einanfléss auf die Apoptose austibt. So weisen
die Patienten, die mit dem LVAD mehrere Monate eonversorgt wurden (ICM 5, DCM 16)
keine erhohten Caspase—3-Aktivitaten auf. Im Gegfendazu ist die Caspase-3-Aktivitat bei
dem Patienten, der den LVAD im Rahmen des Hauptatarschlusses implantiert bekam
deutlich erhdht. Damit das Reverse Remodeling zuvagdn kommt, muss das Assist Device
wohl langere Zeit implantiert sein. Dies ist nabgénd, da der Prozess des Remodelings auch

mehrere Wochen bis Monate bendtigt.

Zudem wurden in dieser Arbeit die Patientenproberttela Western Blot und
Immunpréazipitation auf das Vorhandensein apoptggist¢her Fragmente untersucht.

Da wie bereits geschildert eine durchschnittlich&Rige Caspase-3-Aktivierung in den
herzinsuffizienten Proben ermittelt werden konmd Gelsolin erwiesenermafien ein Substrat
der Caspase-3 darstellt, war der Nachweis proisohgr Fragmente des Gelsolins im
Western Blot zu erwarten. Neben allen untersuclatienten mit akuter Herzinsuffizienz
lieRen sich auch bei nahezu samtlichen Patienteh ahronischer Herzinsuffizienz
Spaltfragmente des Gelsolins in unterschiedlichammald detektieren, so dass dartber die

Ausfuhrung des apoptotischen Prozesses belegt wkaofente (Sun et al. 1999).

Neuere Studien untersuchten aul3erdem die Auswirlderg Caspase-3-Aktivierung auf
Proteine des kontraktilen Apparates von Kardiomyezy Sollte die Apoptose die
kontraktilen Proteine mit einschlieen, so ware itladie mit der Herzinsuffizienz

einhergehende Verminderung der Kontraktionskr&fiet.
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Der kontraktile Apparat ist aus zahlreichen Sark@meaufgebaut, wobei der Bereich
zwischen zwei Z-Membranen das Sarkomer selbstaliirsh den Z-Membranen, bestehend
aus GerUstproteinen wie zum Beispiel alpha-Aktisind diinne Myofilamente verankert, die
aus aneinandergereihten Aktinmolekilen aufgebaugt shd diese mit Tropomyosin und den
im Troponinkomplex vereinigten Troponinen I, C uhdassoziieren. Die dicken Filamente
bestehen hauptsachlich aus Myosinmolekilen, Hereamé zwei schweren Ketten, an die
jeweils zwei verschiedene leichte Ketten, eine rgsle= und eine regulatorische angelagert
sind. Gemal3 des Gleitmodells der Muskelkontrakfidoxley et al. 1954) wird muskulare
Kontraktion und Relaxation durch Aneinandervorbsigih der diinnen und dicken Filamente
unter ATP-Verbrauch ermoglicht, wobei dabei diestaktion zwischen Aktin und seinem
Partner Myosin im Vordergrund steht. Die beidercHen Ketten Ubernehmen gemeinsam
strukturelle und regulatorische Funktionen in Beau§das Myosinmolekil und stabilisieren
durch ihre Gegenwart den Hals des Myosinkopfe®ifEet al. 1997). Der Troponinkomplex
erhalt zusammen mit dem Tropomyosin seine Bedeutungder Regulation der Aktin-
Myosin-Wechselwirkung. So erfolgt im Zustand detaRation eine Konformationsanderung,
die dazu fuhrt, dass Tropomyosin zwischen die Aktind Myosinmolekile gelangt und die
Interaktion beider Partner verhindert (Dalloz et28101).
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Eine Studie untersuchte bereits die Spaltung kkiilga Proteine in vitro. Dabei wurden die
von unterschiedlichen Spezies gewonnenen und ggtesin Proteine alpha—Aktin, alpha—
Aktinin, die schwere Myosinkette, die leichten Mydetten 1 und 2, Tropomyosin, die
kardialen Troponine T, | und C sowie der komplefteoponinkomplex der humanen
rekombinanten Caspase—3 exponiert. Es zeigte dads, nach vierstiindiger Inkubation eine
Spaltung von alpha-Aktin und alpha—Aktinin erfolgteind Troponin T nur im
Troponinkomplex, aber nicht als alleiniges Protgespalten wird. Die anderen genannten
Proteine blieben von der Inkubation unbeeinflusisirunter auch das Protein MLC-1. In
weiteren Experimenten zeigten aus Ratten isolikateliale Myofilamente nach Apoptose—

Induktion &hnliche alpha—Aktin und Troponin T Spalgen (Communal et al. 2002).

In dieser Arbeit konnte in der humanen Herzinsigfiz die Spaltung der kontraktilen
Proteine alpha—Aktin und alpha—Aktinin nachgewiesenden. Eine Spaltung des Aktins liel3
sich haufiger nachweisen, was eventuell daran tieggénnte, dass alpha—Aktinmolekile in
deutlich héheren Konzentrationen im Sarkomer derzieskelzellen vorkommen als die
lediglich an den Z-Membranen lokalisierten alphati#fikmolekile. Demzufolge kdnnten
bereits bei niedriger Caspase—3-Aktivierung Ubersé@ Blot ausreichend alpha-Aktin—
Spaltprodukte detektierbar sein, wahrend fur deohMeis vono—Aktinin deutlich hdhere
Caspase—3-Aktivitaten notwendig sind. So konntdan Studie von Communal eine alpha—
Aktininspaltung nur in vitro unter Zugabe von aiuchend Caspase—3 gezeigt werden, aber
nicht in den aus Ratten isolierten kardialen Myofienten. Tatsachlich zeigten weitere
Studien, dass alpha-Aktininfragmente im ischamiscHerzen von Tiermodellen sowie im
Infarktgewebe beim Menschen nachweisbar sind (&astoal. 1987, Steenberger et al. 1987,
Zhang et al. 1996), also bei Prozessen, die mitlideuhdheren Caspase—Aktivitaten

einhergehen.

Beachtenswerterweise konnte in keiner Patientegprelme Spaltung des nur gering
exprimierten vMLC-1 Proteins nachgewiesen werdeas I3t umso erstaunlicher, da mit der
Immunprazipitation ein héchst sensitives Verfarmagewendet wurde. Erst durch die externe
Zugabe einer ausreichenden Menge von Caspase—3ekdas intakte etwa 22 kDa grolie
VMLC-1 Protein in ein bei etwa 17 kDa laufendesgfanant gespalten werden. Damit konnten
wir erstmalig zeigen, dass auch das humane vMLC-dlelll ein Substrat der aktiven

Caspase—3 darstellt.
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Eine Studie der Arbeitsgruppe um Moretti konntevitro nachweisen, dass das Protein
vMLC-1 durch rekombinante aktive Caspase—3 gespalted und dass die Degradation des
Molekils in Abhangigkeit der Enzymkonzentrationodgt. Ebenfalls liel3 sich zeigen, dass
das Protein vMLC-1 ausschlie3lich ein Substrat aspase-3 darstellt und kein Substrat
anderer Caspasen ist. Selbst in vivo konnte die @ML Spaltung registriert werden, wobei
die verwendeten Proben aus Kaninchenherzen stammiigrzuvor mit einem mit hoher
Frequenz eingestellten Schrittmacher dekompensieei diesen Proben wurden sechsfach
erhohte Caspase—3-Aktivitaten festgestellt (Mordtial. 2002). Eine Erklarung, warum ein
Nachweis der Degradation des Proteins vVMLC-1 ro\beim Kaninchen gelang und beim
Menschen nicht, kbnnte sein, dass beim Menschehaitérstruktur des vMLC—-1 gegentber
der des Kaninchens so verandert ist, dass diesmgbgr der Caspase—3 weniger empfindlich

ist.

Bei den beiden weiteren am kontraktilen Apparateitigten Proteinen Troponin | und
Tropomyosin konnten weder in den nativen noch im deit Caspase—3 inkubierten
Patientenproben Spaltfragmente festgestellt wer8emit kann, auch unter Einbeziehung der
Resultate der Gruppe von Communal davon ausgegangelen, dass beide Molekile keine
Substrate der aktiven Caspase—3 darstellen. Datiibaus konnten auch keine anderen
Studien eine Degradation der diinnen Filamente fitndmanen Herzinsuffizienz zeigen (Van
Velden et al. 2003, Knott et al. 2002).

Die Interpretation und Korrelation der Ergebnissgs adlen Western Blots ist dufRerst
schwierig, da lediglich eine deskriptive Beschredgpunmdglich ist. Das Vorhandensein von
Spaltprodukten erlaubt keinen Rickschluss auf hmmdische Parameter und die aktuelle
klinische Préasentation des Patienten. Das lieggrismiderem daran, dass sich beispielsweise
bei der chronischen Herzinsuffizienz nur eine ggFinAnzahl von Zellen zu einem
bestimmten Zeitpunkt in dem etwa 24 Stunden andaaer apoptotischen Prozess befinden
und deshalb das Ergebnis aus jeder Herzprobe nemdomentaufnahme darstellt und damit
die Schwere einer Herzinsuffizienz zu einem bestiemnZ eitpunkt nicht widerspiegeln kann.
Allein die Erkenntnis, dass die zur Pumpfunktiors d¢erzens erforderlichen Proteine des
kontraktilen Apparates im Prozess der Apoptoseilimgteind lasst jedoch vermuten, dass mit
fortschreitender Degradation die eingangs erwdhiktenpensationsmechanismen wie Frank-
Starling-Mechanismus, sympathiko-adrenerge Aktivigr oder Myokardhypertrophie

unwirksam werden. Es muss daher gelingen, die Ausfig der Apoptose zu hemmen, um
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dariber die kardiale Funktion aufrechtzuerhaltersteE Untersuchungen mit insuffizienten
Kaninchenherzen konnten nachweisen, dass durclBldigkade von Caspasen mit dem
Pancaspase—-Inhibitor p35 die Kontraktilitat des kéyds verbessert werden kann (Laugwitz
et al. 1999, Laugwitz et al. 2001). Weitere Untehsingen sind jedoch notwendig, um in

Zukunft neue Therapieansatze der Herzinsuffizianergwickeln.

5.4 Fehlende Korrelation zu Himodynamik und Medikaion

Betrachtet man die beiden Patientenkohorten umineier bezuglich Ausmalfd der histon-
assoziierten DNA-Fragmente und Caspase—3-Aktivisét, findet sich kein signifikanter
Unterschied zwischen ischdmischer und dilatativerdkomyopathie. Damit deckt sich dieses
Resultat mit anderen bereits publizierten Arbe{t@hvetti et al. 1997, Narula et al. 1999), die
ebenfalls zwischen beiden Entitdten bezlglich deroptoseraten keinen Unterschied
feststellen konnten. Daher ist anzunehmen, dass Ilogden Kardiomyopathien
unterschiedlicher Atiologie in einer gemeinsamenekgaren Endstrecke minden.

Ebenfalls korrelierten die hamodynamisch erhobeParameter wie CO, Cl, PCWP, PAP,
RAP, EF und FS weder zur Caspase—3—Aktivitat naghAnzahl der histon-assoziierten
DNA-Fragmente. Ahnliche Ergebnisse zeigte eine iStddr Gruppe um Okada, die in einem
Viertel aller Biopsien aus Herzen mit dilatativeardiomyopathie apoptotische Kerne mittels
TUNEL nachweisen konnten. Der positive Apoptosenasi$ korrelierte jedoch weder mit
funktionellen Parametern wie der Ejektionsfraktioach mit der weiteren Prognose der
Krankheit (Okada et al. 2005). Einschrankend mesl®gh erwédhnt werden, dass die hier
vorhandene Fallzahl zu gering ist, um Nullkorreélaén beweisen zu kodnnen. Insofern
schlieBen die negativen Korrelationen keinesfalf, alass es doch einen Zusammenhang
zwischen Caspase-3-Aktivitat bzw. histon-assoarert DNA-Fragmenten und den
hamodynamischen Parametern gibt. Hierzu sind Wintbrsigen mit deutlich mehr Patienten

notwendig.
Trotz der ausfuhrlichen Medikamentenanamnese infeltbider Herztransplantation konnte

eine Korrelation weder zu den hamodynamischen Rsteam noch zu den experimentell

ermittelten Daten gezeigt werden.
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6. Zusammenfassung

Es wird angenommen, dass die Apoptose oder dergrogierte Zelltod fur die molekularen
Verdanderungen in einer Vielzahl kardialer Erkrardgem wie zum Beispiel dem
Myokardinfarkt oder der Herzinsuffizienz verantwiatt ist. Die vorliegende Arbeit

untersuchte das Ausmal der Apoptose in der terenirtdérzinsuffizienz.

Hierzu wurden von 44 Patienten mit ischamischerr odeatativer Kardiomyopathie
myokardiale Proben aufbereitet. Mittels Immunbloturde auf die Anwesenheit
apoptosetypischer Spaltprodukte der Proteine aftim; alpha-Aktinin, Troponin |,

Tropomyosin, vVMLC-1 und Gelsolin getestet. Um diepofitose auch quantitativ
nachzuweisen, wurde das Ausmal} der Caspase-3-&king und die Menge der histon-

assoziierten DNA-Fragmente bestimmt.

Das Ausmald der Caspase-3-Aktivierung und der DN#tdti-Fragmentation l&sst sich
generell als niedrig einstufen. Es imponierte jédeine signifikante Steigerung der Caspase-
3-Aktivitat bei Patienten mit akuter Herzinsuffinie im Vergleich zu Patienten mit
chronischer Herzinsuffizienz. Eine Korrelation deaspase-3-Aktivitdt zu klinischen oder
hamodynamischen Parametern liel3 sich nicht bele@as.gilt auch fur die DNA-Histon-
Fragmentation.Wir konnten aufRerdem zeigen, dasptegetypische Fragmente bei den
Proteinen Gelsolin, alpha-Aktinin und alpha-Aktmght jedoch bei den Proteinen Troponin I,
Tropomyosin und vMLC-1 auftreten. Das Protein vMLd&asst sich nur in Anwesenheit

extern applizierter Caspase-3 in apoptosetypischgniente spalten.

Zusammenfassend konnten in den untersuchten myaleardProben von Patienten mit
chronischer Herzinsuffizienz niedrige Apoptoseragereigt werden, die bei Exazerbation der
Herzinsuffizienz deutlich gesteigert waren. Dieléslde Korrelation experimentell erhobenen
Befunde zu klinischen oder hamodynamischen Param&snn durch die niedrige Fallzahl
erklart werden. Weitere Studien sollten in Zukuwarigestrebt werden, die eine Inhibition der
Apoptose und damit die Verbesserung der Herzirsaffz beinhalten. Dies konnte bereits

am Tiermodell gezeigt werden.
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7. Anhang
Tabelle 2: Patientendaten

Geschlecht  Alter Erkrankungs-  Erkrankungs- OP-Datum Analyse- Probenort
beginn dauer intervall

Akute Herzinsuffizienz
DCM 11 W 22 2000 1 26.10.2001 4 Septum
DCM 19 M 45 2000 3 30.07.2003 2 Lv
DCM 25 M 29 2000 4 11.06.2004 1 LV
DCM 21 M 51 1998 7 23.03.2005 2 LV
DCM 23 M 66 1989 16 20.05.2005 2 LV
ICM 1 M 65 1994 9 11.04.2003 2 LV
ICM 7 W 57 1998 3 16.11.2001 4 LV
ICM 16 M 57 1989 9 29.04.1998 7 Septum
Chronische Herzinsuffizienz
- dilatative Kardiomyopathie
DCM 1 M 62 1979 24 28.05.2003 2 LV
DCM 2 M 50 1998 5 21.03.2003 2 LV
DCM 3 M 25 2000 2 30.12.2002 3 LV
DCM 4 M 33 2002 0 14.12.2002 3 LV
DCM 5 W 69 1980 22 26.09.2002 3 LV
DCM 6 M 40 2002 0 15.07.2002 3 LV
DCM 7 W 14 na na 06.06.2002 3 LV
DCM 8 W 47 1970 25 16.02.1995 10 LV
DCM 9 W 56 1993 2 13.10.1995 10 LV
DCM 10 W 33 1991 11 02.03.2002 3 LV
DCM 12 M 53 1998 3 19.01.2001 4 Septum
DCM 13 M 63 1991 8 21.12.1999 6 Septum
DCM 14 M 18 na na 20.03.1999 6 Septum
DCM 15 M 48 1986 11 01.09.1997 8 Septum
DCM 16 M 58 1988 9 07.08.1997 8 Septum
DCM 17 M 64 1989 8 21.03.1997 8 Septum
DCM 18 M 19 2000 4 11.06.2004 1 LV
DCM 20 M 62 1993 10 18.10.2003 2 LV
DCM 22 M 53 1991 14 14.04.2005 2 LV
DCM 24 M 48 na na 10.07.2006 1 LV
- isch&mische Kardiomyopathie
ICM 2 W 52 1992 11 08.03.2003 2 LV
ICM 3 M 60 1993 9 28.10.2002 3 LV
ICM 4 M 63 1993 9 04.10.2002 3 LV
ICM 5 M 44 2002 0 15.08.2002 3 LV
ICM 6 M 45 1995 7 23.04.2002 3 LV
ICM 8 M 59 1990 11 17.09.2001 4 LV
ICM 9 M 63 1986 15 06.08.2001 4 LV
ICM 10 M 68 1993 8 06.08.2001 4 LV
ICM 11 M 66 1996 6 05.03.2002 3 Septum
ICM 12 M 62 1995 7 21.02.2002 3 Septum
ICM 14 M 54 1985 14 03.01.1999 6 Septum
ICM 15 M 60 1990 8 18.12.1998 7 Septum
ICM 17 M 60 1996 1 01.12.1997 8 Septum
ICM 18 M 64 1980 17 16.04.1997 8 Septum
ICM 19 M 60 na na 28.06.2004 1 LV
ICM 20 M 40 na na 29.09.2004 1 LV
Kontrollpatienten
N1 na 54 na na 21.11.2003 2 Septum
N 2 M 40 na na 21.10.2003 2 Septum
N3 M 38 na na 14.06.2003 2 Septum
N5 M 59 na na 12.02.2002 3 Septum
N 6 M 46 na na 04.04.2005 na na
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Tabelle 3: Hamodynamik

CcO Cl PAP PCWP RAP SVR PVR
[/min]  [I/min/m2] [mmHg] [mmHg] [mmHg] [dyn*s/cm5] [dyn*s/cm5]

Akute Herzinsuffizienz
DCM 11 2,9 na 29 25 3 na na
DCM 19 3,2 na 28 24 14 na na
DCM 25 na na 40 25 14 1638 171
DCM 21 3,1 1,8 34 31 11 1263 77
DCM 23 6,1 na na na na na na
ICM 1 6,5 3,2 21 12 5 1041 257
ICM 7 1,75 1,2 35 27 19 na 1597
ICM 16 3,2 1,8 23 12 3 1800 450

Chronische Herzinsuffizienz

- dilatative Kardiomyopathie

DCM 1 55 2,8 40 30 11 925 578
DCM 2 4.7 2,2 18 10 6 1055 306
DCM 3 3,9 2,1 35 27 1 1258 613
DCM 4 1,8 na 34 24 na na na
DCM 5 2,5 1,4 28 14 4 2310 911
DCM 6 4,4 2,3 34 25 14 1163 618
DCM 7 na na na na na na na
DCM 8 3,8 2 25 22 na na na
DCM 9 2,1 1,5 47 35 13 na 457
DCM 10 2,5 1,5 46 39 na na 1472
DCM 12 3,5 1,7 20 12 na na 440
DCM 13 4,1 2,2 29 20 7 na na
DCM 14 na na na na na na na
DCM 15 2,6 1,2 53 45 7 na na
DCM 16 3,1 1,8 32 25 4 na na
DCM 17 3,6 1,8 11 4 1 1844 155
DCM 18 2,9 1,3 47 25 10 na na
DCM 20 4,2 2,2 42 34 na 1720 150
DCM 22 6,8 3,1 22 16 9 1011 71
DCM 24 4.4 2 27 20 11 1307 127

- isch&mische Kardiomyopathie

ICM 2 3,3 2,1 31 15 1 1890 751
ICM 3 2,7 1,5 51 30 17 na 533
ICM 4 4,7 2,5 23 9 5 1702 391
ICM 5 4,5 2,5 44 23 8 976 128
ICM 6 6,2 na 59 16 10 na na
ICM 8 3,1 1,9 39 31 na na 206
ICM 9 4,3 2,1 40 29 19 na 744
ICM 10 3,3 1,8 38 29 4 1498 933
ICM 11 4,3 2,2 40 30 11 926 741
ICM 12 na 2,4 20 9 4 na na
ICM 14 na na na na na na na
ICM 15 4,1 1,9 28 25 5 1601 578
ICM 17 3,9 2,3 31 18 2 na na
ICM 18 4,7 na 26 19 3 na na
ICM 19 na na na na na na na
ICM 20 na na na na na na na

Kontrollpatienten

N1 na na na na na na na
N 2 na na na na na na na
N 3 na na na na na na na
N 5 na na na na na na na
N 6 na na na na na na na
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Tabelle 4;: Medikamenteneinnahme

Betablocker ACE-Hemmer / Diuretikum | Amiodaron Digitalis Statin Katecholamine
AT | Blocker Andere

Akute Herzinsuffizienz
DCM 11 Ja Ja Ja Nein Nein Nein Nein
DCM 19 Nein Nein Nein Nein Nein Nein Ja
DCM 25 na na na na na na Ja
DCM 21 Nein Ja Ja Nein Nein Nein Ja
DCM 23 Ja Ja Ja Ja Nein Nein Nein
ICM 1 Ja Ja Ja Nein Nein Ja Ja
ICM 7 Nein Ja Ja Nein Nein Nein Ja
ICM 16 Ja Ja Ja Nein Ja Ja Nein
Chronische Herzinsuffizienz
- dilatative Kardiomyopathie
DCM 1 Ja Ja Ja Nein Ja Ja Nein
DCM 2 Ja Ja Ja Ja Ja Ja Nein
DCM 3 Ja Ja Ja Nein Nein Nein Nein
DCM 4 Ja Ja Ja Ja Nein Nein Nein
DCM 5 Ja Ja Ja Nein Nein Nein Nein
DCM 6 Ja Ja Ja Nein Nein Nein Nein
DCM 7 na na na na na na na
DCM 8 Ja Ja Ja Nein Nein Nein Nein
DCM 9 Ja Ja Ja Nein Nein Nein Nein
DCM 10 Ja Ja Ja Ja Nein Nein Nein
DCM 12 Ja Ja Ja Ja Nein Ja Nein
DCM 13 Ja Ja Ja Nein Ja Nein Nein
DCM 14 na na na na na na na
DCM 15 Nein Ja Ja Nein Ja Nein Nein
DCM 16 Nein Ja Ja Nein Ja Nein Nein
DCM 17 Nein Ja Ja Nein Ja Nein Nein
DCM 18 Ja Ja Ja Nein Ja Nein Nein
DCM 20 Ja Ja Ja Nein Ja Nein Nein
DCM 22 Ja Ja Ja Nein Ja Nein Nein
DCM 24 Ja Ja Ja na na Nein Nein
- ischamische Kardiomyopath
ICM 2 Ja Ja Ja Nein Nein Ja Nein
ICM 3 Ja Ja Ja Nein Ja Ja Nein
ICM 4 Ja Ja Ja Nein Nein Ja Nein
ICM 5 Nein Nein Ja Nein Nein Nein Nein
ICM 6 Ja Ja Nein Nein Nein Ja Nein
ICM 8 Ja Ja Ja Nein Ja Ja Nein
ICM 9 Ja Ja Ja Nein Ja Ja Nein
ICM 10 Ja Ja Ja Ja Ja Nein Nein
ICM 11 Ja Ja Ja Nein Ja Nein Nein
ICM 12 Ja Ja Ja Nein Ja Ja Nein
ICM 14 Ja Nein Ja Nein Nein Ja na
ICM 15 Nein Ja Ja Ja Ja Nein Nein
ICM 17 Nein Ja Ja Ja Ja Nein Nein
ICM 18 Ja Ja Ja Nein Ja Nein Nein
ICM 19 na na na Nein na na na
ICM 20 na na na na na na na
Kontrollpatienten
N1 na na na na na na na
N 2 na na na na na na na
N3 na na na na na na na
N5 na na na na na na na
N 6 na na na na na na na
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Tabelle 5: Begleiterkrankungen

| Komorbiditat Assist devices Bemerkungen
Akute Herzinsuffizienz
DCM 11 ML -1, TN, IABP
DCM 19 na nein Suprarenin
DCM 25 Virusmyokarditis (Parvovirus) nein
DCM 21 COPD, Emphysem, Osteoporose nein
DCM 23 Novacorinfektion, Novacor seit 3 Mon., Niereninsuff Ja seit 3 Monaten
ICM 1 BPH, Dm, HTN, HLP nein
ICM 7 Dm Nein Dobutamin
ICM 16 Hauptstammverschluss, ausged. VWI, kardiogener &k inpvacor Ja
Chronische Herzinsuffizienz
- dilatative Kardiomyopathie
DCM 1 Ex-Amiodaron, ICD, VHF Nein
DCM 2 Gastritis, ICD bei VT Nein
DCM 3 Z.n. thrombotischen BAA-Verschluss Nein
DCM 4 VHF, Dm, HLP, Hyperurikdmie, praterminale NI Nein
DCM 5 Dm Nein
DCM 6 na Nein
DCM 7 Z.n. CHE Nein
DCM 8 VHF, Z.n. cerebralen Insult, ML I, TI 11 Nein
DCM 9 Struma, Ml 1I-111 Nein
DCM 10 Adipositas Nein
DCM 12 ICD bei VT, Z.n. Ulcus ventrikuli, Z.n. Myosplint® Nein
DCM 13 Komp. NI, M1 1l Nein
DCM 14 na Nein
DCM 15 Gastritis, komp. NI Nein
DCM 16 Hyperurikamie, VT Ja (seit 5 Mon.)
DCM 17 ICD, VHF, Struma, Nierenzyste, arrhythmogene RV4ilgsie Nein
DCM 18 C2-Abusus, Osophagitis, Gastropathie, Cholezystitis Nein
DCM 20 VHF Nein
DCM 22 Virusmyokarditis (Parvovirus) Nein
DCM 24 Z.n. MKR 1998 und MKE 1999, VHF Nein
- isch&mische Kardiomyopathie
ICM 2 VHF, Hyperthyreose, NI Nein
ICM 3 Hypertens. Herzerkrankung, VHF, Z.n. Apoplex, Dm, Nein

Z.n. Adrenalektomie bds. bei V.a. Conn-Syndrom, RLS
ICM 4 Nephrolithiasis, Z. n. Ulcus venticuli Nein
ICM 5 VHF, Z.n. Cordarex-induzierter Hyperthyreose, HLP Ja
ICM 6 Latente Hyperthyreose, HTN, Adipositas, VHF Nein
ICM 8 HLP, HTN Nein
ICM 9 COPD Nein
ICM 10 na na
ICM 11 Sek Dilatation, komp. NI, Dm Nein
ICM 12 na na
ICM 14 Z.n. MKR, VHF, AKS, komp. NI, Polyarthritis, pulmafe HTN Nein
ICM 15 HTN, HLP Nein
ICM 17 Dysproteindmie mit exess. Lp(a) Erhéhung, Lipidapke Nein
ICM 18 Nikotinabusus Nein
ICM 19 COPD, Dm, Z.n MKE Nein
ICM 20 VHF, Insync-SM, Hyperthyreose, Dm Nein
Kontrollpatienten
N1 ICB, Koronarsklerose RCA Nein
N2 Hirnédem, Koronarsklerose Nein
N3 SAB, Koronarsklerose Nein
N5 na Nein
N 6 Subarachnoidalblutung, Koronarsklerose na
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Tabelle 6: ELISA-Daten

Caspase-3 DNA-
[ng/ml] Fragmente

Akute Herzinsuffizienz

DCM 11 1,17 0,72
DCM 19 0,69 0,07
DCM DHZ 1 3,55 0,75
DCM 21 3,00 0,72
DCM 23 2,00 na
ICM 1 1,04 1,1
ICM 7 1,51 0,69
ICM 16 2,81 0,22

Chronische Herzinsuffizienz

- dilatative Kardiomyopathie

DCM 1 0,52 1,09
DCM 2 1,00 0,48
DCM 3 1,12 0,58
DCM 4 0,50 1

DCM 5 1,26 0,15
DCM 6 0,56 0,46
DCM 7 1,95 0,54
DCM 8 0,88 0,54
DCM 9 na 0,92
DCM 10 na 0,41
DCM 12 0,62 0,78
DCM 13 0,78 0,58
DCM 14 1,41 0,16
DCM 15 0,22 1,04
DCM 16 0,81 0,66
DCM 17 1,13 0,75
DCM 18 1,95 0,37
DCM 20 0,48 0,99
DCM 22 2,34 na
DCM 24 2,50 na

- isch&mische Kardiomyopath

ICM 2 0,65 0,85
ICM 3 0,43 0,63
ICM 4 1,36 0,45
ICM 5 0,09 0,06
ICM 6 1,05 0,48
ICM 8 0,96 0,74
ICM 9 0,87 0,53
ICM 10 1,38 0,79
ICM 11 1,09 0,15
ICM 12 0,88 0,52
ICM 14 0,48 0,67
ICM 15 0,54 0,7
ICM 17 0,89 0,79
ICM 18 0,88 0,5
ICM 19 0,97 0,64
ICM 20 0,72 0,75

Kontrollpatienten

N1 1,28 0,57
N 2 1,41 0,27
N 3 1,01 0

N5 131 0,46

N 6 1,1 na




Tabelle 7: Blot-Daten

VMLC-1 Aktin Gelsolin Troponin | Tropomyosin  alpha-Actinin
Akute Herzinsuffizienz
DCM 11 - + + - - -
DCM 19 - + (+) - - (+)
DCM DHZ 1 na na na na na na
DCM 21 - + (+) - - -
DCM 23 na na na na na na
ICM 1 - + + - - +
ICM 7 - - + - - -
ICM 16 - + + - - _
Chronische Herzinsuffizienz
- dilatative Kardiomyopathie
DCM 1 - (+) + - - +
DCM 2 - - - - -
DCM 3 - + + - - -
DCM 4 - + + - - +
DCM 5 - + (+) - R +
DCM 6 - + + - - +
DCM 7 - - - - - -
DCM 8 - + + - - -
DCM 9 - + + - - +
DCM 10 - (+) (+) - _ +
DCM 12 - + + - - -
DCM 13 - + (+) - - -
DCM 14 - + (+) - - (+)
DCM 15 - + (+) - - -
DCM 16 - + + - - -
DCM 17 - + + - - (+)
DCM 18 - + (+) - - (+)
DCM 20 - + + - - -
DCM 22 na na na na na na
DCM 24 na na na na na na
- ischdmische Kardiomyopath
ICM 2 - + + B B +
ICM 3 - (+) + R - +
ICM 4 - + + B B +
ICM5 - - - - - )
ICM 6 - (+) + R - +
ICM 8 - (+) + - - -
ICM 9 - (+) + R - +
ICM 10 - + + - - _
ICM 11 - + ? - - -
ICM 12 - + ? - - -
ICM 14 - + - - - -
ICM 15 - + ? - - -
ICM 17 - + - - - (+)
ICM 18 - + (+) - - -
ICM 19 - + - - - (+)
ICM 20 - + - - - -
Kontrollpatienten
N1 - (+) + - - ?
N2 - - - - - ?
N 3 - + + - - ?
N5 - + (+) - - ?
N 6 na na na na na na
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Tabelle 8: Gerate, Verbrauchsmaterialien und Hilfsg@genstande

Verbrauchsmaterialien und Hilfsgegenstande:

Cell Death Detection ELISA plus
Eisbad klein, 1-6031
Mikrotiterplatte

Mini-Protean Tetra Electrophoresis System

Mini-Trans-Blot Cell

Nitrocellulose membran filter, Hybond C
Opti 4CN Substrate Kit

Pipetten- und spitzen von 0,1 bis 1000 pl
Powder free latex exam gloves
PowerPac 300

Protein Assay

Quantikine human active caspase-3
Reagenzréhren 10ml, 50ml
Reaktionsgefal 1,5 ml

Surgical disposable blade-scalpel
Western Blot Amplification module

Gerate

Heizgerat (Thermoblock Biotherm BT-11)
Schittler Swip SM 25
Magnetriihrer MR 3001
Messwaage LC 620 D
Thermomixer 5436
Tischzentrifuge 30 RF universal
Photometer

Uber-Kopf-Rotator

Ultra Turrax

Centrifuge 5415 D
Schiittelgerat Reax top
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Roche, Mannheim
Neolab, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Bio-Radnchen
Bio-Rad, Minchen
Amershaneiburg
Bio-Rad, Minchen
Eppenétamburg
Kimberly Clark
Bio-Rad, Mlnchen
Bio-Rad, Minchen
R&D, Wiesbademlenstadt
Sarstedt, Numbrecht
Eppendorf, Hamburg
Feather, Osaka
Bio-Rad, Mlnche

IDL
Edmund Buhler, Deutschland
Heidolph, Schwabach
Sartorius, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Hettich, Tuttkemg
Becton Dickinson, Heidelberg
Eigenanfertigung
IKA Labortechnik, Staufen
Eppendorf, Hamburg
Heidolph, Schwabach



Tabelle 9: Chemikalien, Proteine und L6sungen

Chemikalien:
Acrylamid/Bisacrylamid
Ammoniumpersulfat
Aprotinin
Bromphenolblau

BSA

DMSO

EDTA

DTT

Ethanol

Glycerol

Glycin

HCI

Hepes

lodoacetamide
Leupeptin
Magermilchpulver
Methanol

Na-Azid

NaCl

Pepstatin

PMSF

Ponceau S
Proteaseinhibitorcocktail
Protein G Sepharose
Rainbowmarker RPN 756
SDS

TEMED

Tris

Triton X

Tween 20

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Apotheke, Rdl Miinchen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Bio Rad, Munchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Amersham, Freiburg
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen



Proteine:

Primarantikorper:

Name des Antikorpers

Hersteller

Monoclonal Antie-sarcomeric Actin Clone 5C5

Sigma, Deisenhofen

Monoclonal Antie. Actinin Clone EA-53

Sigma, Deisenhofen

Mouse Anti-Gelsolin Monoclonal ab

RDI, Flanders

Tropomyosin Ab-2 (Clone CH291)

NeoMarkers, Westmgge, USA

Troponin | (H170) Antibody

Santa Cruz, Heidelberg

Purified 2C8 human MLC-1 mouse monoclonal [@iosPacific, Emeryville

(Anti-MLC-1)

Sekundarantikorper:

Name des Antikorpers

Hersteller

Anti-mouse-lgG-Peroxidase

SIGMA, Deisenhofen

Anti-rabbit-1lgG-Peroxidase

SIGMA, Deisenhofen

Losungen:

Myokard-Probenauf- | Reaktionsbeschleuniger

bereitung

1pullmMDDT
100 pul nicht denaturierender Puffer

SDS-Elektrophorese SDS-Laufpuffer 1x

100 ml SDStpafier 10x
900 ml dest. KO

SDS-Elektrophorese SDS-Laufpuffer 10x

30,3 g Tris Base

141,1 g Glycin

pH=8,3 mit HCI einstellen

100 ml SDS 10%

auf 1000 ml mit dest. ¥ auffullen

SDS-Elektrophorese SDS-Probenpuffer 6x

7 ml 0,%rMg-HCI, pH=6,8
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Lammlipuffer

3 ml Glycerol

19 SDS

0,93gDTT

1,2 mg Bromphenolblau

auf 10 ml mit dest. O auffullen

SDS-Elektrophorese

Sammelgelpuffer

6,1 ml degd. H
2,5ml 0,5 M Tris-HCI, ph=6,8
100ul SDS 10%
1,3 ml Acrylamid/Bisacrylamid
50 ul APS
20 ul TEMED

SDS-Elektrophorese

Trenngelpuffer, 12%ig

3,35 ml dest. kD

2,5ml1,5M Tris-HCI, pH=8,8
100ul SDS 10%

4 ml Acrylamid/Bisacrylamid
50 ul APS

10 ul TEMED

SDS-Elektrophorese

Trenngelpuffer, 15%ig

2,35 nst.dg,0
2,5ml 1,5 M Tris-HCI, pH=8,8
100ul SDS 10%
5 ml Acrylamid/Bisacrylamid
50 ul APS
10ul TEMED

Western Blot

Western Blot Puffer

115,2 g Glycin
24,2 g Tris Base
5 ml SDS 10%
Methanol 1000 ml
auf 5000 ml mit dest. 3@ auffillen

Western Blot TBS 8,8 g/l NaCl
10 ml 1 M Tris HCI, pH=8,0
auf 1000 ml mit HO auffullen
Western Blot TBST s. TBS + 0,5 ml Tween 20

Western Blot

Verdunnung fir primaren

Antikdrnel

0,1% BSA
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Antikorper

0,02% Na-Azid
TBS

Western Blot

PBST 10x

990 mhBl
20 ml Tween 20

Western Blot

PBST 1x

100 ml PBST 10x (=
900 ml 0

Western Blot

BAR-LOsung

10 ml Amplification diluen
5 ml 4x BAR
5 ml dest. HO

Western Blot

Streptavidin-HRP

Stammldsung

20 pl Streptavidin-HRP Stammldsung
0,2 g BSA

auf 20 ml mit PBST verdiinnen

Western Blot

Opti 4CN Substratldsung

1 ml Opti 4Biuent
0,2 ml Opti 4CN Substrat
9 ml dest. HO

Western Blot

Magermilchlésung 5%

10 g Magermilcheul
200 ml TBST

Immunpréazipitation

Sepharose-G-Losung

30 ul Sewaé (50% in PBS)
0,5 ml PBS + 0,01% Triton X

Immunprézipitation

Nicht denaturierende

Pufferlésung

20 ml nicht denaturierender Puffer
37 mg lodoacetamid

200ul PMSF

40 ul Leupeptin 500

Human active Caspase
ELISA

Strepatavidin-HRP

Stammldsung

0,5 ml Conjugate Concentrate

11 ml Conjugate diluent

Human active Caspase
ELISA

A\ktiver Caspase-3 Standa

rd0 ng active Caspase-3 Standard

2 ml Pufferldsung

Human active Caspase

Biotinylierter Caspase-

400 pg biotinylated ZVKD-fmk inhibitor

ELISA Inhibitor 92 ul DMSO
Human active Caspase:®ufferlosung 20 ml Calibrator diluent RD5-20 Cong
ELISA 80 ml dest. KO

Human active Caspase
ELISA

Yvaschpuffer

20 ml Wash Buffer Concentrate
480 ml dest. KD
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Human active Caspase

ELISA

Substratlosung

Color Reagent A und Color Reagent

gemischt mit jeweils gleichem Volume

Human active Caspase

ELISA

Blockadeldsung

23 ml of diluted HCI

Cell Death Detection
ELISA

Immunreagenzlésung

2Q0 Anti-histone-Biotin
200pl Anti-DNA-POD
3600ul Incubation buffer

Cell Death Detection
ELISA

Inkubationspuffer

Incubation buffer

Cell Death Detection
ELISA

Substratlosung ABTS

3 Tablets ABTS substrate table
15 ml Substrate buffer
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8. Abkiirzungen

°C
Anti-MLC-1
AKS
APS
BAA
BPH
BSA
C2
CHE
CO
COPD
Cl

Da
Dest. B0
Dm
DMSO
DTT
EDTA
EF
ELISA
FS

HCI
HEPES
HLP
HRP
HTN
IABP
ICB
ICD
ICM
kDa
LVAD

Grad Celcius

Antikorper gegen die Myosin-Leichtketl
Aortenklappenstenose
Ammoniumpersulfat
Bauchaortenaneurysma

Benigne Prostatahyperplasie
Bovines Serum-Albumin

Alkohol

Cholezystektomie

Cardiac Output

Chronisch obstruktive Lungenerkrankung
Cardiac Index

Dalton

Destilliertes Wasser

Diabetes mellitus

Dimethylsulfoxid

1,4-Dithiothreitol
Ethylendiamintetraacetat
Ejektionsfraktion

Enzyme linked immunosorbent assay
Fractional Shortening

Gewichtskraft

Salzséaure

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-Ethansuénre

Hyperlipoproteinamie

Horseradish peroxidase (Meerrettich-Pegasajl

Arterielle Hypertonie

Intra-aortale Ballongegenpulsation
intrakranielle Blutung

Implantierbarer Cardioverter Defibrillator
Ischamische Kardiomyopathie
Kilodalton

Left ventricular assist device
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mA
mg

MI
MKR
MKE
ml
Na-Azid
NaCl
NI

na

ng

Hg

i
PAP
PBS
PBST
PCWP
PMSF
PVR
RAP
RCA
RLS
rpm
RV
SAB
SDS
SDS-Page
SM
SVR
TEMED
TBS
TBST
Tl

Tris

Milliampére

Milligramm

Mitralinsuffizienz

Mitralklappenrekonstruktion

Mitralklappenersatz

Milliliter

Natriumacid

Kochsalz

Niereninsuffizienz

nicht aufgefihrt

Nanogramm

Mikrogramm

Mikroliter

Pulmonary artery pressure
Phosphate-buffered saline
PBS containing TWEEN
Linksatrialer Druck
Phenylmethanesulphonylfluorid
Pulmonary vascular resistance
Right atrial pressure

Rechte Koronararterie
Restless-legs-Syndrom
Rotations per minute

rechter Ventrikel

Subarachnoidalblutung
Natriumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamid-Gelelektropherese
Schrittmacher

Systemic vascular resistance

Tetramethylethylendiamin
Tris-buffered saline

TBS containing TWEEN

Trikuspidalinsuffizienz

Tris(-hydroxymethyl)-aminomethan
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Tween 20
V.a.

VHF

VT
vMLC-1
VWI

Zn.

Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonolaurat
Verdacht auf
Vorhofflimmern
Ventrikulare Tachykardie
Myosin-Leichtkette-1, ventrikulare Isofar
Vorderwandinfarkt

Zustand nach
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