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1. Einleitung  
 

Proteine sind komplexe organische Moleküle, die nach ihrer Synthese vielfältigen 

posttranslationalen Modifikationen unterliegen. Posttranslationale Modifikationen 

können 1.) enzymatisch vermittelt werden und 2.) spontan (nicht-enzymatisch) 

entstehen [Cloos und Christgau 2004, Cloos und Christgau 2002]. Viele dieser 

Modifikationen sind für Protein- und Zellfunktion unerlässlich, jedoch akkumulieren 

sie zum Teil auch mit dem Alter oder unter pathologischen Bedingungen und können 

dadurch einen schädigenden Einfluss haben und zu einer Kompromittierung der 

Zellfunktion führen 

 

Die vorliegende Arbeit untersucht posttranslationale Modifikationen von Histonen. Die 

nachfolgenden Abschnitte der Einleitung geben einen Überblick über das Protein 

„Histon“ und die Modifikationen Razemisierung und Deiminierung, die Gegenstand 

der Untersuchung waren. Ferne wird beleuchtet warum humanes Myokard als 

Untersuchungsmaterial von besonderem Interesse ist.  

 

1.1. Posttranslationale Histonmodifikationen in der Epigenetik und in 
Alterungsprozessen 

 

1.1.1. Histone als Verpackungseinheit der DNA 
 

Histone sind kleine, hochkonservierte basische Proteine, deren Funktion darin 

besteht, die DNA zu komprimieren und somit in eine höhere strukturelle Ordnung zu 

überführen [Bannister und Kouzarides 2005, Hagiwara et al. 2005, Strahl und Allis 

2000].   

Insgesamt gibt es fünf verschiedene Histonsubtypen, die sich strukturell/funktionell in 

Core-Histone und Linker-Histone unterteilen lassen; eine biochemische Einteilung 

erfolgt grob in lysinreiche, weniger lysinreiche und argininreiche Klassen [DeLange 

und Smith 1971]. Zu den Core-Histonen gehören die Subtypen H2A, H2B, H3 und 

H4, zu den Linker-Histonen das H1 [Hagiwara et al. 2005, Biel et al. 2005, Jenuwein 
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2001, Lindner und Helliger 1990]. Der Komplex aus DNA und zugehörigen Histonen 

wird als Nukleosom bezeichnet.   

Die Core-Histone bilden ein Oktamer, bestehend aus zwei H2A-H2B-Dimeren und 

einem H3-H4-Tetramer, welches von der DNA-Doppelhelix umschlungen wird. Die an 

der Außenseite der Nukleosomen ansetzenden Linker-Histone stabilisieren den 

Komplex und führen somit zur Bildung des Chromatinkörpers [Lindner 2008, Ausió 

2006, Turner 2000]. 

 

1.1.2. Posttranslationale Histonmodifikationen in der Epigenetik: 
„Histoncode“ 

 

Die in ihrer Struktur hochflexiblen Amino-(N)-Termini der Core-Histone ragen aus 

dem Nukleosom heraus und sind Gegenstand zahlreicher kovalenter, enzymatisch 

vermittelter posttranslationaler Modifikationen wie Acetylierung, Methylierung, 

Phosphorylierung und Deiminierung [Garcia et al. 2007, Margueron et al. 2005, Biel 

et al. 2005, Hagiwara et al. 2005, Cloos und Christgau 2004, Turner 2002]. Durch die 

Modifikationen der Histone kommt es zu Struktur- und Ladungsveränderungen, 

welche entweder eine stärkere Bindung an die DNA induzieren und dadurch zu einer 

Gen-Inaktivierung führen können, oder es kommt zu einer Lockerung der Bindung 

zwischen Histonen und DNA mit der Folge einer Gen-Aktivierung. Reversibilität 

dieser Modifikationen wird durch entsprechende Deacetylasen, Demethylasen und 

Dephosphatasen erreicht, welche entstandene Modifikationen aufheben und die 

damit entstandenen Ladungsveränderungen wieder rückgängig machen können [Biel 

et al. 2005]. 

 

Die verschiedenen kovalenten Histonmodifikationen beeinflussen sich zum Teil 

gegenseitig, so dass es zum Auftreten spezifischer Muster kommt. Diese 

Beobachtungen führten zur Hypothese des „Histoncodes“: Die auf den N-Termini 

lokalisierten Modifikationen führen in einer kombinatorischen, sequenzabhängigen 

Weise zu spezifischen „Downstream“-Ereignissen und tragen so maßgeblich zur 

Steuerung transkriptionsabhängiger Vorgänge bei [Biel et al. 2005]. Damit tragen 
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Histone nicht nur zur Strukturierung des Chromatins bei, sondern dienen auch als 

Matrix für die Schaffung eines Zugangs zur DNA und sind wesentliche Größen in der 

Modulation eukaryotischer Genexpression [Strahl und Allis 2000, Cosgrove et al. 

2004].  

1.1.3. Posttranslationale Histonmodifikationen in Alterungsprozessen 
 

Neben den enzymatisch vermittelten posttranslationalen Modifikationen sind für 

Histone auch eine Reihe von spontanen, nicht-enzymatischen posttranslationalen 

Modifikationen beschrieben worden, insbesondere Oxidation, Glykosylierung, 

Deamidierung, Isomerisierung und Razemisierung (vgl. 1.2.) [Cloos und Christgau 

2004]. Diese können im Alterungsprozess zur Akkumulation veränderter Proteine 

führen. 

 

Histone sind langlebige Proteine [Reissner und Aswad 2003]; daraus ergibt sich die 

Frage ob die o.g. Modifikationen über die Lebensspanne der Histone akkumulieren 

können  

 

1.2. Intravitale Razemsierung von Asparaginsäure (AAR) 
 

Die Biosynthese humaner Aminosäuren und ihre weitere Synthese zu Proteinen 

erfolgt bei Mensch und Tier in Form von L-Aminosäuren. Demzufolge enthalten neu 

gebildete Proteine nur L-Aminosäuren. Wie bereits oben angesprochen, kann es 

anschließend zu einer Vielzahl von posttranslationalen Modifikationen kommen. 

Dazu gehören die spontane, d.h. nicht-enzymatische Razemisierung und 

Isomerisierung von Asparaginsäureresten sowie die Deamidierung von 

Asparaginresten [Ritz-Timme und Collins 2002, Clarke 1987]. Der Prozess der 

Razemisierung beschreibt die Umwandlung eines L-Enantiomers in das 

entsprechende D-Enantiomer. In der Primärstruktur der Proteine stellen die 

Aminosäuren Asparaginsäure (= Asp) und Asparagin (= Asn) sogenannte „hot spots“ 

[Zhang et al. 2011, Schöneich 2008, Kosky et al. 1999, Minli et al. 1996, Geiger und 
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Clarke 1987] dar, dies sind instabile Aminosäure-Reste, die für Razemisierung, 

Isomerisierung und Deamidierung besonders anfällig sind. 

 

Abbildung 1 beschreibt die Entstehung von D-Asparagin(säure): Zunächst erfolgt die 

Deamidierung – d.h. die Abspaltung von Ammoniak – von L-Asn. Dies führt zu einem 

metastabilen L-Succinimid, welches durch ein Intermediat (hier nicht dargestellt) zum 

D-Succinimid umgelagert werden kann. Von hier aus können sich vier 

Reaktionsprodukte bilden: Ausgehend vom L-Succinimid können L-Asp und L-Iso-

Asp (= Isomerisierung) entstehen, ausgehend vom D-Succinimid können D-Asp (= 

Razemisierung) bzw. D-Iso-Asp (= Isomerisierung/Razemisierung) entstehen [Fujii et 

al. 2011, Ingrosso und Perna 1998].  

 

 
Abb. 1)   Entstehung von D-Asparaginsäureresten durch spontane Modifikationen von Asn- und Asp- 

Resten. [Abbildung verändert nach Clarke (1987)]. Asn = Asparagin, Asp = Asparaginsäure.  
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Die Akkumulation von D-Asparaginsäureresten wird weiter verstärkt durch die 

Wirkung des intrazellulären Enzyms Protein-L-Isoaspartyl-Methyltransferase (PIMT). 

Dies ist ein Reparaturenzym, welches selektiv atypische L-Iso-Asp-Reste methyliert; 

der daraus entstehende Methylester zerfällt spontan zu L-Succinimid, welches zu L-

Asp und L-Iso-Asp hydrolysiert wird (vgl. Abb. 1 + 2) [Carter und Aswad 2008, Young 

et al. 2005, Reissner und Aswad 2003, Young et al. 2001]. Die Akkumulation von L-

Iso-Asp gehört mit zu den Hauptursachen der spontanen Proteinschädigung in vivo 

und in vitro [Carter und Aswad 2008, Wakankar et al. 2007, Zhu et al. 2006, 

Vigneswara et al. 2006, Clarke 2003]. Normalerweise wird durch die Aktivität der 

PIMT die Anzahl an Iso-Asp-Resten möglichst gering gehalten, um schädigende 

Einflüsse auf die Zelle zu vermeiden [Kim et al. 1997, Johnson et al. 1993]. Bei 

jedem Methylierungs-/Demethylierungszyklus der PIMT entstehen aus dem L-

Succinimid etwa 30 % L-Asp und 70 % L-Iso-Asp, d.h. es müssen mehrere dieser 

Zyklen durchlaufen werden bis die entsprechende Seitenkette sozusagen vollständig 

repariert und damit ihren „Normalzustand“ erreicht hat.  

 

 
Abb. 2)    Methylierung von L-Iso-Asp durch die PIMT mit anschließendem spontanem Zerfall zu L-

Succinimid, welches wiederum zu L-Asp (15-30%) und L-Iso-Asp (70-85%) hydrolysiert wird. 

[Abbildung verändert nach Reissner und Aswad (2003)]. Asn = Asparagin, Asp = 

Asparaginsäure. 
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Wie bereits zu Abbildung 1 besprochen, ist das bei jedem dieser Zyklen entstehende 

L-Succinimid metastabil und besonders anfällig für Razemisierung (vgl. Abb. 1 + 2, 

hellrot unterlegt). Die bei der Razemisierung entstehenden D-Iso-Asp- und D-Asp-

Reste können von der PIMT nicht effizient methyliert werden [Young et al. 2005, 

Galletti et al. 1988, McFadden und Clarke 1987], so dass durch Razemisierung also 

einerseits die Effizienz des Reparaturenzyms eingeschränkt wird und andererseits 

der von der PIMT durchgeführte reparative Prozess „ironischerweise“ die 

Akkumulation von D-Asx-Resten begünstigt [Carter und Aswad 2008]. 

 

Zur Quantifizierung razemisierter Asx-Reste wird üblicherweise eine saure Hydrolyse 

zur Freisetzung der einzelnen Aminosäuren eingesetzt. Diese Hydrolyse induziert 

eine Deamidierung von Asparaginresten zu Asparaginsäureresten, so dass in der 

Analytik nicht mehr zwischen Asparagin- und Asparaginsäureresten unterschieden 

werden kann, sie werden summarisch als „Asx“ bestimmt. In der Literatur wird dabei 

in aller Regel –etwas vereinfachend – von „Razemisierung von Asparaginsäure“ = 

„AAR“ gesprochen [Ritz-Timme 1999]. Im Folgenden wird deshalb entsprechend von 

Razemisierung (AAR) die Rede sein, wenn der in Abbildung 1 dargestellte Prozess 

gemeint ist.  

 

Ob D-Aminosäurenreste akkumulieren, hängt einerseits von der Lebensdauer des 

„Mutterproteins“ ab, andererseits von der Geschwindigkeit der Razemisierung. Ferner 

spielen die Primär-, Sekundär- und Tertiärstruktur des Proteins eine wichtige Rolle 

sowie das Vorhandensein adäquater Reparaturmechanismen [Ritz-Timme 1999]. 

 

Proteine mit hohem Zellumsatz, d.h. kurzer Lebensdauer, werden so schnell 

ausgetauscht, dass eine relevante Akkumulation des D-Asx gar nicht erst auftreten 

kann (vgl. Abb. 3, rote, gepunktete Linie). In Proteinen mit geringem Turnover kann 

es zwar zu einer Akkumulation razemisierter Aminosäurenreste kommen; wegen des 

bestehenden Umsatzes ist die Korrelation zwischen Razemisierung und Alter jedoch 

nicht signifikant (vgl. Abb. 3, grüne, gestrichelte Linie) [Alkass et al. 2009, Ritz-Timme 

und Collins 2002, Ritz-Timme 1999].  
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In permanenten Proteinen ohne nennenswerten Umsatz kann der 

Razemisierungsgrad der Aminosäuren in engem Zusammenhang mit dem 

Lebensalter des Organismus stehen (vgl. Abb. 3, blaue, durchgezogene Linie). 
 

 
Abb. 3)   Theoretische Beziehung zwischen dem Razemisierungsgrad von Asx und dem Proteinalter. 

[Abbildung verändert nach Ritz-Timme und Collins (2002)]. 

 

Ein derart enger Zusammenhang zwischen AAR und dem Lebensalter wurde bereits 

in verschiedenen langlebigen Proteinen gefunden, so in Dentinproteinen, Elastin und 

Osteocalcin [Ritz-Timme et al. 2003, Waite et al. 1999, Carolan et al. 1997, Ohtani 

1995, Helfman und Bada 1975]. Die Aufreinigung dieser Proteine und die 

Bestimmung deren D-Asparagingehaltes war Grundlage für die Einführung präziser 

Verfahren zur Lebensaltersschätzung durch Nutzung dieser „molekularen Uhr“ [Ritz-

Timme et al. 2003, Ritz-Timme 1999].  
 

Aber auch in Geweben mit kürzerer Lebensdauer wurde eine in-vivo-Razemisierung 

nachgewiesen, so z.B. in Erythrozytenmembranproteinen [Ingrosso et al. 2000, 

Ingrosso und Perna 1998, McFadden und Clarke 1982].  
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Bezüglich der Razemisierung von Histonen konnte die Arbeitsgruppe um Young 

[2002, 2005] eine vom Alter unabhängige Akkumulation von D-Asparaginsäureresten 

in Histon H2B aus Gehirngewebe von Hunden nachweisen (vgl. 4.2.2.).  

 

Die funktionellen Konsequenzen dieser Aminosäurenmodifikationen in Histonen 

wurden bisher noch nicht experimentell belegt. Für die Deamidierung wird wegen der 

resultierenden Ladungsänderung am N-Terminus vermutet, dass diese 

Ladungsänderung über Beeinflussungen der Chromatinstruktur zu entsprechenden 

Änderungen im Chromatin führen können und diese Veränderungen im 

Zusammenhang mit Zellalterung stehen [Reissner und Aswad 2003, Lindner und 

Helliger 2001].  

 

1.3. Deiminierung von Argininresten 
 

Bei der Deiminierung (Synonym: Citrullinierung) erfolgt die Umwandlung von positiv 

geladenem Peptidylarginin zu neutral geladenem Peptidylcitrullin, wie in Abbildung 4 

dargestellt [György et al. 2006, Hagiwara et al. 2005]. Citrullin ist eine nicht-

proteinogene Aminsäure, d.h. diese Aminosäure wird primär nicht in Proteine 

eingebaut. Daraus lässt sich schließen, dass die Anwesenheit von Citrullin in 

Proteinen auf posttranslationale Modifikationen zurückzuführen sein muss 

[Vossenaar et al. 2003].  

Das Enzym, welches diesen Prozess katalysiert, ist die Peptidylarginin-Deiminase 

(PADI); sie ist spezifisch für proteingebundenes Arginin, jedoch nicht für freies 

Arginin [Vossenaar et al. 2003].  
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Abb. 4)    Enzymatische Deiminierung von Arginin (Arg) zu Citrullin (Cit) durch die Peptidylarginin-

Deiminase (PADI). [Abbildung verändert nach György et al. (2006)].  

Die Erstbeschreibung der PADI erfolgte durch Rogers et al. (1977). Mittlerweile sind 

vier humane PADI-Isoenzyme identifiziert, die durch die Gene PADI1-4 kodiert 

werden [Chavanas et al. 2004]. Die PADI1 wird hauptsächlich in Epidermis, Uterus, 

Prostata, Thymus und Milz exprimiert, die PADI2 ist in Muskel- und Gehirnzellen 

lokalisiert, die PADI3 in Epidermis und Haarfollikeln und die PADI4 findet sich in 

eosinophilen und neutrophilen Granulozyten [Chavanas et al. 2004, Vossenaar et al. 

2003|. Die PADI1-3 sind ausschließlich im Zytosol lokalisiert, die PADI4 hingegen 

befindet sich im Zellkern [Vossenaar 2003, Nakashima et al. 2002]. 

 

An Histonen ist Deiminierung bislang nur für Zellen aus Zellkulturen beschrieben 

worden [Hagiwara et al. 2005]. Die in diesen Arbeiten provozierte in-vitro 

Deiminierung wurde nur unter hohen Kalzium-Konzentrationen beobachtet, zur 

Induktion der Deiminierung in Zellkulturen kamen Kalzium-Ionophore zur Anwendung 

[György et al. 2006, Méchin et al. 2005, Arita et al. 2004, Vossenaar et a., 2003]. Der 

Nachweis einer Deiminierung gelang für die Histonsubtypen H2A, H3 und H4, jedoch 

nicht für H2B und H1 [Neeli et al. 2008, Hagiwara et al. 2005, Cuthbert et al. 2004, 

Hagiwara et al. 2002].  
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Die funktionellen Konsequenzen der Deiminierung von Argininresten in Histonen sind 

noch nicht hinreichend geklärt. Die durch die Deiminierung induzierte 

Ladungsneutralisierung – positiv geladenes Arginin wird zu neutral geladenem 

Citrullin – in Histonen kann weitreichende Folgen für die Interaktionen der 

Nukleosomen mit der negativ geladenen DNA haben. Weiter könnten deiminierte 

Arginireste nicht mehr methyliert werden, so dass darüber die epigenetische 

Steuerung der Transkriptionskontrolle beeinflusst werden kann; in soweit wurde auch 

diskutiert, ob die Deiminerung von Arginiresten möglicherweise auch als Teil des 

„Histoncodes“ (vgl. 1.1.2.) zu sehen ist [Cuthbert et al. 2004, Vossenaar et al. 2003]. 

  

1.4. Myokard als Untersuchungsmaterial 
 

Kardiomyozten gehören neben Skelettmuskelzellen und Neuronen zu den 

langlebigen post-mitotischen Zellen. Die Zellteilungsaktivität der Kardiomyozyten 

kommt schon kurz nach der Geburt zum Stillstand, so dass jegliche Größenzunahme 

des Myokards nur durch Hypertrophie der Kardiomyozyten erfolgen kann [Terman 

und Brunk 2004, Liew et al. 1983].  

 

Ihre lange Lebensspanne unterscheidet Kardiomyozyten von anderen, kurzlebigen 

post-mitotischen Zellen wie z.B. differenzierten Epithelzellen. Auch diese Zellen teilen 

sich nicht mehr, werden aber konstant erneuert, so dass geschädigte Zellstrukturen 

nicht akkumulieren können [Terman und Brunk 2004].   

Zwar ist mittlerweile belegt, dass auch Kardiomyozyten bis zu einem gewissen Grad 

durch Stammzelldifferenzierung ersetzt werden können, die Rate an ersetzten Zellen 

ist aber so niedrig, dass der Prozess der Zellalterung nicht verhindert werden kann 

[Terman und Brunk 2004, Anversa und Kajstura 1998].  

 

Aufgrund ihrer langen Lebensspanne können in Kardiomyozyten also 

altersabhängige Veränderungen auftreten. Gut belegt sind in der Literatur z.B. 

altersbedingte Änderungen der Mitochondrien und eine altersbedingte Zunahme der 

Anzahl und Größe von Lysosomen, welche nach und nach mit nicht abbaubarem 
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Material „aufgefüllt“ werden, dem sogenannten Lipofuszin oder Alterspigment 

[Terman et al. 2010, Terman und Brunk 2004, Brunk und Terman 2002].  

 

Somit stellt sich das Myokard als ein einzigartiges „Modell“ dar, um altersabhängige  

Veränderungen zu untersuchen und wurde in der vorliegenden Arbeit als 

Untersuchungsmaterial ausgewählt. Erstmals wurden intravital gealterte, humane 

myokardiale Histone aus postmortal asservierten Proben isoliert: Bisher untersuchte 

Histone aus Myokard stammten aus Ratten, Kaninchen und Hühnern [Liew et al. 

1983, Liew und Sole 1978, Beeson und Triplett 1967].  

 

1.5. Zielsetzung 
 

Vor diesem Hintergrund sollten die folgenden Fragen geklärt werden: 

 

Ist Razemisierung von Asparaginsäure (AAR) in myokardialen Histonen nachweisbar 

und ergibt sich möglicherweise eine positive Korrelation mit dem Alter? 

 

Ist eine Deiminierung von Argininresten in myokardialen Histonen nachweisbar? 

Findet sich eine altersabhängige Zunahme der Deiminierung? 

 

Zeigen pathologisch veränderte Herzgewebeproben ein auffälliges Muster der 

untersuchten Histonmodifikationen?  

 

Zur Klärung dieser Fragen wurden Histone aus postmortal entnommenen 

Myokardproben aufgereinigt und das Ausmaß der Razemisierung ihrer 

Asparaginsäurereste sowie der Deiminierung ihrer Argininreste analysiert. Die 

Ergebnisse wurden unter Berücksichtigung des Lebensalters der Indivuduen sowie 

dem jeweilig zugehörigen (histo)morphologischen Befund interpretiert. 
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2. Material und Methoden 
 

Aus humanem Myokardgewebe wurden zunächst die Zellkerne isoliert und 

anschließend die Histone H1 und H2B aufgereinigt. 

Mittels Hochdruckflüssigkeitschromatographie (HPLC = High Performance Liquid 

Chromatography) wurden die posttranslationalen Modifikationen Razemisierung von 

Asx (AAR) und Deiminierung (Umwandlung von Arginin zu Citrullin) detektiert. Das 

Ausmaß der AAR wurde sowohl für die aufgereinigten Histone als auch 

nebenbefundlich im Gesamtkernprotein des Myokards bestimmt.  

 

2.1. Untersuchungsmaterial 
 

Bei der Autopsie von 25 humanen Individuen im Alter zwischen 10 und 85 Jahren 

wurden circa 10 x 2 cm (Gewicht ungefähr 10 Gramm) große Myokard-Proben aus 

Septum und / oder Hinterwand entnommen und bis zur weiteren Bearbeitung bei -20 

°C gelagert. Für die Durchführung der Untersuchung lag eine Zustimmung der 

Ethikkommission vor (Votum der Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der 

Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf: Studiennummer 2671).  

 

Makroskopisch zeigte sich bei den verwendeten Proben kein Anhalt für 

pathologische Veränderungen (Hypertrophie, infarzierte Bereiche, Fibrose). Zur 

Verifizierung dieser Befunde erfolgte eine histologische Aufarbeitung aller Proben 

(vgl. 2.2.). 

Leichen mit Fäulnisveränderungen sowie Brandleichen und bekanntermaßen 

infektiöse Leichen wurden nicht untersucht.  
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Abbildung 5 stellt die Arbeitsschritte schematisch dar:  

 

 
Abb. 5)    Darstellung der Arbeitsschritte  
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2.2. Histologie 
 

Aus myokardialem Septum und Hinterwand wurden für die histologische 

Untersuchung Gewebsproben mit einer Dicke von ca. 1 mm und einer Fläche von ca. 

1 x 1 cm entnommen, in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Im Anschluss 

daran wurden mit einem Schlittenmikrotom histologische Schnitte (ca. 10 – 20 µm) 

angefertigt.  

 

Zur morphologischen Beurteilbarkeit der Myozyten und des Gesamtbefundes wurden 

die mikroskopischen Präparate mit Hämatoxylin-Eosin (HE) gefärbt. Eine 5-

Chromfärbung diente der Darstellung der bindegewebigen und elastischen Anteile; 

diese war eine modifizierte Kombination aus der Elastika-Färbung nach van Gieson 

(EvG) und der Resorcin-Fuchsin-Färbung nach Weigert.  

 

Die Untersuchungen und die Dokumentation der histologischen Präparate wurden an 

einem Lichtmikroskop des Typs DM 2000 von Leica mit angeschlossenem Computer 

und Bildbearbeitungsprogramm (Leica IM500) durchgeführt.  
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2.3. Aufreinigung des Myokards 
 

2.3.1. Präparation und Verarbeitung der Proben 
 

Alle Lösungen, die im folgenden Protokoll für die Aufreinigung der Histone benötigt 

wurden, waren auf 4 °C gekühlt. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten in einer auf 4 

°C vorgekühlten Zentrifuge.  

 

Die Herzgewebeproben wurden im noch tiefgefrorenem Zustand mit einem Skalpell 

in hauchdünne Scheiben geschnitten. Zur Entfernung des Hämoglobins (= 

Hämolyse) erfolgte die Zugabe von 5 Volumina einer 2%igen NaCl-Lösung (a) unter 

Zusatz von 0,1 mM Proteaseinhibitor (d) mit anschließender 20-minütiger Inkubation 

auf einem Schüttler im Kühlschrank. Es folgte ein weiterer 15-minütiger 

Hämolyseschritt (s.o.). Bereits makroskopisch zeigte sich der Erfolg der Hämolyse 

durch die beige-bräunliche Farbe der Myokardstücke nach der Hämolyse im 

Gegensatz zur tiefroten Färbung dieser vor der Behandlung. Versuche mit 

höherprozentigen NaCl-Lösungen (15%ig, 10%ig und 5%ig) führten zwar ebenfalls 

zu einer zufriedenstellenden Hämolyse, hatten jedoch einen Proteinverlust der 

einzelnen Fraktionen zur Folge. Mit einer 1%igen NaCl-Lösung wurde keine 

vollständige Hämolyse erreicht. Die 2%ige NaCl-Lösung erwies sich als ideal, um die 

Proben von Hämoglobin zu befreien und dennoch eine ausreichende 

Proteinintensität bei der Auftrennung auf der FPLC zu erreichen. 

 

Die nachfolgende Aufarbeitung erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von 

Jackowski und Liew [1980]. Das Herzgewebe wurde unter Zusatz von 10 Volumina 

MA-Puffer (b) und 0,1 mM Proteaseinhibitor (d) mit einem Ultra-Turrax (Typ TP 18/10 

Janke & Kunkel GmbH und Co. KG) für 5 - 6 Minuten homogenisiert. Zur Entfernung 

des restlichen Bindegewebes wurde das Homogenisat durch ein Sieb mit einer 

Maschenweite von 300 µm filtriert.  
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Die Proben wurden bei 1100 g in einer Zentrifuge von Hettich (Typ Rotina 420R) 10 

Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 10 Volumina 

MA-Puffer (b) plus 0,1 mM Proteaseinhibitor (d) resuspendiert. Mittels eines Dounce-

Homogenisators wurden die Proben mit jeweils 6 - 7 Stößen eines Teflonpistills 

weiter homogenisiert. Anschließend wurde erneut bei 1100 g für 10 Minuten 

zentrifugiert und der Überstand verworfen.  

Nach Zugabe von 10 Volumina MB-Puffer (c) plus 0,1 mM Proteaseinhibitor (d) auf 

das entstandene Pellet wurde wieder zentrifugiert (s.o.). Ein letzter 

Zentrifugationsschritt (s.o.) erfolgte nach der Zugabe von 10 Volumina eiskaltem 

Aqua bidest plus 0,1 mM Proteaseinhibitor (d). 

 

2.3.2. Isolation der Histone 
 

Dem Pellet wurde 10 ml einer 0,8 M Schwefelsäure (e) hinzugefügt [Panyim et al. 

1971]. Die Proben wurden für 5 Stunden im Kühlschrank auf einem Schüttler 

inkubiert, um die Kerne zu lysieren.   

Anschließend erfolgte ein 15-minütiger Zentrifugationsschritt bei 3000 g. Der 

Überstand, der nun die Histone enthielt, wurde in ein neues 50 ml Falcon-Röhrchen 

überführt und zur Fällung der Histone mit 30 - 35 ml eiskaltem Aceton aufgefüllt. 

Etwa 1 mg des Kernpellets wurde bei -20 °C tiefgefroren und für die HPLC-Analytik 

des Gesmtkernproteins des Myokards verwendet. Die Fällung der Histone erfolgte 

über Nacht im Kühlschrank (4 °C).  

Am nächsten Morgen wurde erneut 15 Minuten bei 3000 g zentrifugiert. Das 

entstandene Histonpellet wurde mit 5 ml eines Aceton-Ethanol-Gemischs (im 

Verhältnis 1:1) gewaschen und anschließend abzentrifugiert (s.o.). Mitunter konnten 

bei diesem Schritt mehrere Histonpellets einer Probe durch das Hinzugeben des 

Aceton-Ethanol-Gemisches gepoolt werden. 

Das Histonpellet wurde in ein LoBind-Eppendorfgefäß überführt und anschließend 

über die RP-HPLC aufgetrennt.  
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2.3.3. Trennung der Histone mittels RP-HPLC 
 

Das Histonpellet wurde in 600 µl Eluent A (f) aufgenommen und anschließend für 10 

Minuten auf einem Schüttler bei 37 °C inkubiert, um die darin enthaltenen Histone in 

Lösung zu bringen. 

Anschließend wurde die Probe in einer Tischzentrifuge (Hettich, Mikro 200) bei 

13.000 g (Raumtemperatur) abzentrifugiert. Dieser Schritt musste wiederholt werden, 

wenn das Pellet nach dem ersten Zentrifugationsschritt nicht ausreichend fest war.  

Der Überstand wurde vorsichtig - zur Vermeidung der Bildung von Luftbläschen - in 

eine Probenspritze aufgezogen und in die Probenschlaufe des Gerätes injiziert.  

 

Die Auftrennung der Histone erfolgte nach Young [Young et al. 2001] mittels RP-

HPLC (Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography) auf einer FPLC 

(Fast Protein Liquid Chromatography) ÄKTA Explorer 900 von Amersham 

Biosciences. Bei der Säule handelte es sich um folgendes Fabrikat: Jupiter 5µ, C 18, 

300 Å, 250 x 10,00 mm der Firma Phenomenex®. 

 

Zu Beginn der Methode wurden die Eluenten A (f) und B (g) in einem Mischverhältnis 

von 42 % Eluent B gestartet. In den nachfolgenden 128 Minuten stieg die 

Konzentration linear bis 84 % Eluent B an. Bei jeweils bestimmten Konzentrationen 

des Laufmittels eluierten die Histonsubtypen H1 und H2B von der Säule.  

Die Detektion erfolgte mittels einer UV-Lampe (UV-900, Amersham Biosciences 900 

Series) bei einer Wellenlänge von 214 nm, die Signalstärke wurde in mAU 

angegeben.  

Mithilfe eines Fraktionierers (Frac-920, Amersham Biosciences 900 Series) wurde 

das Eluat in Fraktionen zu je 500 µl in 15 ml Greiner-Röhrchen aufgefangen, 

anschließend in LoBind-Eppendorfgefäße aliqotiert und über Nacht 

vakuumgetrocknet. Sofern eine Trocknung der Proben nicht unmittelbar möglich war, 

konnten diese bei -80 °C zwischengelagert werden.  

Die getrockneten Aliquots (Lagerung bei -20 °C) standen für die nachfolgenden 

Untersuchungen (Gelelektrophorese, HPLC-Analytik) zur Verfügung. Aufgrund einer 
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zu geringen Proteinkonzentration der Histone einzelner Individuen konnten nicht 

immer beide HPLC-Quantifizierungen (Deiminierung und Razemisierung) 

durchgeführt werden. Die Auswahl deckte für beide posttranslationalen 

Modifikationen ein möglichst breites Altersspektrum ab.  

 

2.3.4. Überprüfung der Histonreinheit mittels Gelelektrophorese 
 

Die getrockneten Aliquots wurden in 50 µl Aqua bidest gelöst und entsprechend ihrer 

Proteinintensität mit Probenpuffer (für den Gebrauch, n) vermischt, kurz gevortext 

und für 3 Minuten bei 13.000 g (Raumtemperatur) zentrifugiert. Die nachfolgende 

Denaturierung fand bei 95 °C für 3 Minuten statt. Im Anschluss daran wurden die 

Proben für 5 Minuten auf Eis gelagert um die Denaturierung zu stoppen. 

 

Das Auftragen der Proben erfolgte auf ein SDS-Page-Gel (SDS = Sodium Dodecyl 

Sulfate) mit 16%igem Trenngel und 5%igem Sammelgel (Pipetierschema h-l) in einer 
Elektrophoresekammer von BIO-RAD (Model No. Mini-PROTEAN® 3 Cell), gefüllt mit 

1fach konzentriertem Laufpuffer (p). Mit jedem Lauf wurde ein Molekulargewichts-

marker (SigmaMarker™ Low range, M.W. 6,500 - 66,000) sowie ein Histonmix – 

bestehend aus allen fünf Subtypen – aus Kalbsthymus (Roche, 10 223 565 001) 

mitgeführt, um die Zuordnung der Proteinbanden zu den einzelnen Histonsubtypen 

zu erleichtern.  

Die Elektrophorese startete bei 220 V, 60 mA und 9 Watt und lief circa 50 Minuten. 

Nach Beendigung des Laufes wurde das Gel für 25 Minuten in Coomassie-Lösung 

(q) gefärbt, anschließend mit einer Lösung nach Schägger und von Jagow [1987] (r) 

entfärbt und zur Dokumentation fotografiert.   

 

2.3.5. Massenspektrometrische Kontrolle der Reinheit der Histone 
 

Zur Vorbereitung der FPLC-Histon-Aliquots für die Massenspektrometrie wurde ein 

tryptischer Lösungsverdau durchgeführt.  
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Das im LoBind-Eppendorfgefäß getrocknete Proteinaliquot wurde in 237,5 µl 

Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer (s) aufgenommen und für 15 Minuten bei Raum-

temperatur gelöst. Anschließend wurde 12,5 µl einer Trypsinlösung (t) hinzu pipettiert 

und die Protein-Trypsin-Probe für 2,5 Stunden bei 37 °C inkubiert. Das Verhältnis von 

Trypsin zu Protein sollte im Verhältnis 1:20 stehen. Zum Schluss wurde der 

Lösungsverdau für 10 Minuten bei 95 °C inaktiviert und die Probe unter Vakuum 

eingetrocknet. Die massenspektrometrischen Messungen wurden exemplarisch im 

Biologisch-Medizinischen Forschungszentrum (BMFZ) der Heinrich-Heine-Universität 

durchgeführt. 
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2.4. Bestimmung des Verhältnisses D/L-Asx (Razemisierung) in 
Histon H1 und H2B 

 

2.4.1. Hydrolyse der Histone 
 

Für die Ermittlung des Razemisierungsgrades von Asx (als D/L-Asx) in den Histonen 

H1 und H2B wurden die FPLC-Aliquots der Histone in 1 ml einer 6 N Salzsäure (u) 

gelöst, in säuresaubere Pyrexröhrchen überführt und anschließend für 6 Stunden im 

Heizblock bei 100 °C hydrolysiert. Im Anschluss wurde die überschüssige Flüssigkeit 

unter Vakuum abgezogen. Die Hydrolysate wurden bei -20 °C gelagert. 

 

2.4.2. Analytik 
 

Die Bestimmung des Razemisierungsgrades von Asx als D/L-Asx erfolgte mittels 

Hochdruckflüssigkeitschromatographie (HPLC = High Performance Liquid Chro-

matography) nach der Methode von Kaufmann und Manley [1998], modifiziert nach 

Dobberstein et al. [2009], auf einem HPLC-Gerät (Agilent 1100 Series) bestehend 

aus einem Vakuumentgaser, einer quaternären Pumpe, einem programmierbarem 

Probengeber, einem Säulen-Thermostat sowie einem programmierbaren 

Fluoreszenzdetektor (FLD). 

Die Histon-Hydrolysate wurden entsprechend ihrer Intensität (in mAU) in 

Probenpuffer plus L-Homo-Arginin (v) aufgenommen und 40 µl des Gemisches in für 

die HPLC-Analytik vorgesehenen Probengefäße überführt.  

Die Kernpellet-Hydrolysate wurden in 1 ml Probenpuffer (plus L-Homo-Arginin, v) 

aufgenommen und anschließend um den Faktor 40 – 50 mit Probenpuffer verdünnt.   

Die Probengefäße wurden auf zuvor festgelegten Positionen des Probentabletts 

positioniert. 

 

Als stationäre Phase wurde eine C18-Säule (Typ BDS HYPERSIL C18, 250 x 3 mm, 

Partikelgröße 5 µm, Thermo Scientific) verwendet. Über die Dauer von 115 Minuten 

fand bei einer konstanten Flussrate von 0,56 ml / min und 25 °C unter der 
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Verwendung eines binären Gradienten aus Eluent A (w) und Eluent B (x) die 

Detektion der Aminosäurenderivate bei λ = 445 nm statt. Die Anregungswellenlänge 

des Fluoreszenz-detektors lag bei λ = 230 nm. Identifiziert wurden die Signale 

anhand der Retentions-zeiten der Standardreinsubstanzen in externen Standards. 

 

Die Quantifizierung der Razemisierung erfolgte nach Integration der Flächen unter 

den D- und L-Signalen mit Hilfe der Analysesoftware „HPChemStation“. Die Fläche 

des L-Enantiomers wurde als interner Standard (= 100 %) definiert und zur Fläche 

der D-Asx ins Verhältnis gesetzt. Jede Probe wurde doppelt analysiert und 

anschließend das arithmetische Mittel der Messwerte bestimmt.  
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2.5. Bestimmung des Verhältnisses D/L-Asx (Razemisierung) im 
Gesamtkernprotein 

 

2.5.1. Hydrolyse des Gesamtkernproteins 
 

Für die Ermittlung des Razemisierungsgrades von Asx (als D/L-Asx) im 

Gesamtkernprotein des Myokards wurden die Aliquots des Gesamtkernproteins unter 

Zugabe von 1 ml 6 N Salzsäure (u) in säuresaubere Pyrexröhrchen überführt, für 6 

Stunden bei 100 °C im Heizblock hydrolysiert und im Anschluss daran unter Vakuum 

eingetrocknet und bis zur Messung bei -20 °C aufbewahrt. 
 

2.5.2. Analytik 
 

Die Proben wurden in 1 ml Probenpuffer (plus L-Homo-Arginin, v) aufgenommen und 

anschließend um den Faktor 40 – 50 mit Probenpuffer verdünnt. 

Die Analyse des Razemisierungsgrades erfolgte wie oben dargestellt (vgl. 2.4.2.) 

nach der Methode von Kaufmann und Manley [1998], modifiziert nach Dobberstein et 

al. [2009].  
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2.6. Quantifizierung des Citrullingehaltes der Histone 
 

2.6.1. Hydrolyse der Histone 
 

Zur Bestimmung des Citrullingehaltes der Histone wurden die FPLC-Aliquots der 

Histone in 1 ml einer 6 N Salzsäure (u) gelöst, in säuresaubere Pyrexröhrchen 

überführt und anschließend für 24 Stunden im Heizblock bei 110 °C hydrolysiert. Im 

Anschluss daran wurden die Proben vakuumgetrocknet und bei -20 °C gelagert. 

 

2.6.2. Analytik 
 

Die Hydrolysate wurden entsprechend ihrer Intensität (in mAU) in Probenpuffer ohne 

L-Homo-Arginin (v) aufgenommen und 40 µl des Gemisches in für die HPLC-Analytik 

vorgesehenen Probengefäße überführt. Die Probengefäße wurden auf zuvor 

festgelegten Positionen des Probentabletts positioniert.   

Die Bestimmung der einzelnen Aminosäuren erfolgte auf dem HPLC-Gerät der Firma 

Agilent (1100 Series) nach einer Methode modifiziert nach Heems et al. [1998]. 

 

Die Vorsäulenderivatisierung erfolgte für die primären Aminosäuren mit OPA-

Reagenz (ortho-Phthaldialdehyd und 3-Mercaptopropionsäure in Borat-Puffer, Agilent 

Technologies) und für die sekundären Aminosäuren mit 

9-Fluorenylmethylchloroformat (FMOC, Agilent Technologies).  

Die stationäre Phase war eine C18-Säule der Firma Thermo Scientific (Typ BDS 

HYPERSIL C18, 150 x 4,6 mm, Partikelgröße 3 µm). Als mobile Phase diente ein 

binärer Gradient aus Eluent A (y) und Eluent B (z), welcher bei einer konstanten 

Flussrate von 1 ml / min bei 40 °C über die Dauer von 70 Minuten zur Elution der 

Aminosäuren führte.   

 

Für die OPA-Derivate wurde der Fluoreszenzdetektor auf eine Anregungswellenlänge 

von λ = 335 nm und die Detektionswellenlänge von λ = 440 nm eingestellt. Nach 35 

bis 38 Minuten schaltete der Detektor für die Analyse der FMOC-Derivate auf die 



Material und Methoden 24 
 

Razemisierung von Asparaginsäureresten und Deiminierung von Argininresten humaner Histone in 
Myokardgewebe   

Anregungswellenlänge von λ = 266 nm und die Detektionswellenlänge von λ = 

305 nm um. Identifiziert wurden die Signale anhand der Retentionszeiten der 

Standardreinsubstanzen in externen Standards. Die Derivatisierung der Probe 

erfolgte in der Probenkapillare des automatischen Probengebers unmittelbar vor der 

Analyse.  

 

Die Quantifizierung der Aminosäuren erfolgte nach Integration der Fläche unter dem 

zu analysierenden Signal mittels der Analysesoftware "HPChemStation". Zur 

Ermittlung des Gehalts an Citrullin wurde die Fläche unter dem Citrullinsignal sowie 

die Fläche unter dem Argininsignal bestimmt. Die dem Arginin zugeordnete Fläche 

wurde als interner Standard (= 100%) definiert und zur Fläche des Citrullins ins 

Verhältnis gesetzt. Für jede Probe wurden Doppelbestimmungen durchgeführt und 

anschließend das arithmetische Mittel bestimmt.   
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2.7. Western-Blot zum Nachweis der Deiminierung in Histonen  
 

Die für den Citrullinnachweis unter Vakuum eingetrockneten FPLC-Aliquots wurden 

wie unter Punkt 2.3.4. beschrieben elektrophoretisch aufgetrennt. Auf dem Gel 

wurden ein Molekulargewichtsmarker (SigmaMarker™ Low range, M.W. 6,500 - 

66,000 kDa), ein vorgefärbter Marker (SpectraTM Multicolor Low Range Protein 

Ladder, M.W. 1,7 – 40 kDa von Fermentas), ein Histonstandard – bestehend aus 

allen fünf Subtypen – aus Kalbsthymus (Roche, 10 223 565 001) sowie eine 

Positivkontrolle (Carboanhydrase aus bovinen Erythrozyten, Sigma) mitgeführt.  

 

Vor dem Blotten wurde das Gel in Transferpuffer (a1) überführt und unter Schwenken 

für 10 Minuten äquilibriert. Die PVDF-Membran (Porengröße 0,2 µm) wurde vor 

Blotbeginn für eine Minute in Methanol geschwenkt und anschließend für 2 Minuten 

in Transferpuffer (a1) äquilibriert. Die Membran, das Gel sowie die in Transferpuffer 

getränkten Filter und Schwammtücher wurden unter Vermeidung von Luftbläschen in 

eine Transferkassette eingespannt.  

 

Der Tank des BIO-RAD-Systems (Model No. Mini-PROTEAN 3 Cell) wurde mit 4 °C 

kaltem Transferpuffer (a1) befüllt und die Transferkassette in der dafür vorgesehenen 

Einhängevorrichtung angebracht. Geblottet wurde sowohl für H2B als auch für H1 

insgesamt 4 Stunden bei 250 mA und 200 V. Alle nachfolgenden Wasch- und 

Inkubationsschritte erfolgten auf einem Schüttler. 

 

Nach Beendigung des Blottens wurde die Membran 3 x 5 Minuten in 1 x PBS (b1) 

gewaschen, das Gel zur Kontrolle des Proteintransfers mit Coomassie-Lösung (q) 

gefärbt und mit einer Lösung nach Schägger und von Jagow [1987] (r) entfärbt. Das 

Blockieren der Membran erfolgte für eine Stunde im Wärmeschrank bei 37 °C mit 5 

% BSA (c1). Anschließend wurde die Membran über Nacht bei 4 °C gelagert.  

 

Am nächsten Morgen wurde die Membran 3 x 5 Minuten mit 1 x PBST (d1) bei 37 °C 

gewaschen. Für die Primär-Antikörperbindung wurden ein polyklonaler Anti-Citrullin-
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Antikörper (AB5612 aus Kaninchen, Millipore) und 0,5 %iges BSA (e1) im Verhältnis 

1:1500 gemischt und mit der Membran für 2 Stunden bei 37 °C inkubiert.  

 

Danach wurde die Membran für 3 x 5 Minuten mit 1 x PBS (b1) bei 37 °C gewaschen. 

Für die Sekundär-Antikörperbindung wurden ein polyklonaler Anti-Kaninchen-IgG-

Antikörper (AP 132P aus Ziege, Millipore) und 0,5%iges BSA (e1) im Verhältnis 

1:2000 gemischt und unter den obigen Bedingungen für weitere 2 Stunden inkubiert. 

Darauffolgend wurde die Membran für 3 x 5 Minuten in 1 x PBST (d1) bei 37 °C 

gewaschen. Die Detektion der Immunreaktion erfolgte mit ECl (SuperSignal West 

Pico Chemiluminescent Substrate von Thermo Scientific) für eine Minute. Das 

Ergebnis der Immunreaktion wurde mittels eines Imagers (FujiFilm LAS-3000) 

fotografisch dokumentiert.  

 

Zur exakten Bandenidentifizierung und Kontrolle der Blotting-Bedingungen wurde die 

Membran 3 x 5 Minuten mit PBST (d1) bei 37 °C gewaschen, anschließend für 20 

Minuten in Amidoschwarz (f1) proteingefärbt, danach entfärbt (g1) und fotografiert 

(s.o.).  
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2.8. Eingesetzte Lösungen 
 

2.8.1. Histonisolation 
 

(a)   2%ige Natriumchloridlösung (1 L): 

  Natriumchlorid (NaCl): 10 g ad 1000 ml Aqua bidest 

 

(b)   MA-Puffer n. Jackowski & Liew [1980] (1 L): 

Saccharose (C12H22O11): 85,575 g (0,25 M), Tris-HCl (C4H11NO3): 1,576 g (10 

mM), Magnesiumchlorid (MgCl2): 0,321 g (3 mM), ad 1000 ml Aqua bidest 

 

(c)   MB-Puffer n. Jackowski & Liew [1980] (1 L): 

  Triton X-100 (C14H22O(C2H4O)n): 1 ml (0,1 %) ad 1000 ml MA-Buffer (s.o.) 

 

(d)   Proteaseinhibitor (Stocklösung 100 mM) (50 ml): 

Phenylmethanesulfonylfluorid (PMSF, C7H7FO2S): 0,871 g ad 50 ml Ethanol 

abs. (C2H6O) 

 

(e)   Schwefelsäure 0,8 M (575 ml): 

  Aqua bidest: 550 ml, Schwefelsäure (H2SO4): 25 ml 

 

2.8.2. FPLC 
 

(f)  Eluent A (1 L): 

  Wasser HPLC-grade: 1000 ml, Trifluoressigsäure (TFA, C2HF3O2): 4 ml 

  15 Minuten Entgasung im Ultraschallbad 

 

(g) Eluent B (1 L):  

Acetonitril (C2H3N): 840 ml, Wasser HPLC-grade: 160 ml, Trifluoressigsäure  

(TFA, C2HF3O2): 4 ml 

  15 Minuten Entgasung im Ultraschallbad 
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2.8.3. Gelelektrophorese 
 

(h)   Acrylamid A (100 ml): 

Acrylamid (C3H5NO): 29,2 g, N´N´-bis-methylenacrylamid (C7H10N2O2): 0,8 g, 

ad 100 ml Aqua bidest 

 

(i)   Trenngelpuffer (Tris-HCl 1,5 M), pH 8,8 (450 ml): 

Tris-Base (C4H11NO3): 27,23 g in 240 ml Aqua bidest lösen, mit 6 N HCl auf 

pH 8,8 einstellen, ad 450 ml Aqua bidest  

 

(j) Sammelgelpuffer (Tris-HCl 0,5 M), pH 6,8 (200 ml): 

Tris-Base (C4H11NO3): 12 g in 100 ml Aqua bidest lösen, mit 6 N HCl auf pH 

6,8 einstellen, ad 200 ml Aqua bidest 

   

(k)   SDS 10 % (100 ml): 

  Natriumdodecylsulfat (SDS, C12H25NaO4S): 10 g ad 100 ml Aqua bidest 

 

(l) APS (10%) (1 ml): 

  Ammoniumperoxidsulfat (APS, H8N2O8S2): 0,1 g ad 1 ml Aqua bidest 
 

(h - l) Pipettierschema für SDS-Page-Gel:   

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 16 % Trenngel 5 % Sammelgel 

Acrylamid A 2,65 ml 425 µl 

Trenngelpuffer 1,25 ml - 

Sammelgelpuffer - 625 µl 

10 % SDS 50 µl 25 µl 

Aqua bidest 1,05 ml 1,425 ml 

10 % APS 25 µl 12,5 µl 

TEMED  

(Tetramethylethylendiamin) 

2,5 µl 2,5 µl 

Nach	  Zugabe	  der	  folgenden	  Substanzen	  beginnt	  die	  Polymerisation:	  	  
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(m) Probenpuffer-Ansatz (9,5 ml): 

Aqua bidest: 3,55 ml, Tris-HCl (C4H11NO3): 0,5 M: 1,25 ml (pH 6,8), Glycerol 

(C3H8O3): 2,5 ml, SDS 10 % (s.o.): 2,0 ml, Bromphenolblau (C19H9Br4NaO5S) 

0,5 %: 0,2 ml 

 

(n)  Probenpuffer (für den Gebrauch) (1 ml): 

  Probenpuffer-Ansatz (s.o.): 950 µl, β-Mercaptoethanol (C2H6OS): 50 µl 

 

(o) Laufputter-Konzentrat (10 x), pH 8,3 (1 L): 

Tris-Base (C4H11NO3): 30,3 g, Glycin (C2H5NO2): 144 g, Natriumdodecylsulfat 

(SDS, C12H25 NaO4S): 10 g, ad 1000 ml Aqua bidest  

  mit pH-Streifen kontrollieren, nicht mit Säure oder Lauge einstellen! 

 

(p)  Laufpuffer zum Gebrauch (1 x) (1 L): 

  Laufpuffer-Konzentrat (s.o.): 100 ml ad 1000 ml Aqua bidest  

 

(q) Coomassie-Färbelösung (1 L): 

Coomassie (C45H44N3NaO7S2): 2,5 g, Methanol (CH4O): 500 ml, Essigsäure 

(C2H4O2): 150 ml, ad 1000 ml Aqua bidest  

  im Anschluss Filtration  

 

(r) Entfärber nach Schägger und von Jagow [1987] (2 L): 

Isopropanol (C3H8O): 500 ml, Essigsäure (C2H4O2): 140 ml, ad 2000 ml Aqua 

bidest 

 

2.8.4. Vorbereitung für die Massenspektrometrie 
 

(s)  Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer (50 ml) 

Ammoniumhydrogencarbonat (NH4HCO3): 0,098825 g (25 mM) ad 50 ml Aqua 

bidest 
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(t) Trypsinlösung (zum Verdau) (200 µl): 

  Trypsin (Proteomics Grade, Sigma-Aldrich): 20 µg in 200 µl Ammonium- 

  hydrogencarbonat-Puffer (s.o.) lösen; Konzentration = 0,1 µg / µl  

 

2.8.5. HPLC 
 

Alle nachfolgenden Substanzen haben die hochmöglichste Reinheitsstufe (HPLC-

grade). 

 

(u) 6 N Salzsäure (HCl) (1 L): 

  Aqua bidest: 500 ml, Salzsäure (HCl): 500 ml  

 

(v)  Probenpuffer (200 ml): 

  0,1 M Salzsäure (HCl): 100 ml, Natriumazid (NaN3): 9,75 mg 

  für Razemisierung   L-Homo-Arginin: 0,03 mM 

  für Deiminierung   ohne L-Homo-Arginin 

  ad 100 ml Aqua bidest  

 

(w) Eluent A für Razemisierung nach Kaufmann & Manley [1998] (pH 6,0) (2 L): 

Natriumacetat (C2H3NaO2): 3,773 g, Natriumazid (NaN3): 0,195 g, Ethylen-

diamintetraessigsäure (EDTA, C10H16N2O8): 0,750 g, ad 2000 ml Aqua bidest 

  mit 10%iger Essigsäure (C2H4O2) auf pH 6,0 - 6,01 einstellen 

 

(x) Eluent B für Razemisierung nach Kaufmann & Manley [1998] (1,08 L): 

  Methanol (CH4O): 1000 ml, Acetonitril (C2H3N): 83,4 ml 

  Cave: Volumenkontraktion 

 

(y) Eluent A für Deiminierung nach Heems et al. [1998], pH 6,0 (2 L): 

Natriumacetat (C2H3NaO2): 3,773 g, Natriumazid (NaN3): 0,195 g, Ethylen-

diamintetraessigsäure (EDTA, C10H16N2O8): 0,750 g, ad 2000 ml Aqua bidest 

  mit 10%iger Essigsäure (C2H4O2) auf pH 6,0 - 6,01 einstellen 
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(z) Eluent B für Deiminierung nach Heems et al. [1998] (1,08 L): 

  Methanol (CH4O): 1000 ml, Acetonitril (C2H3N): 83,4 ml 

  Cave: Volumenkontraktion 
 

2.8.6. Western Blot 
 

(a1) Transferpuffer, pH 8,2 – 8,3 (2L): 

Tris-Base (C4H11NO3): 11,64 g (48 mM), Glycin (C2H5NO2): 58 g (386 mM), 

Natrimdodecylsulfat (SDS, C12H25NaO4S) = 0,1 %: 20 ml 10 % SDS (s.o.), 

Methanol (CH4O): 400 ml (20 %), ad 2000 ml Aqua bidest 

  mit pH-Streifen kontrollieren, nicht mit Säure oder Lauge einstellen! 

 

(b1) PBS (10 x), pH 7,2 – 7,4 (1L): 

Natriumchlorid (NaCl): 80 g (1,37 M), Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4): 

11,5 g (81 mM), Kaliumchlorid (KCl): 2 g (27 mM), Kaliumdihydrogenphosphat 

(KH2PO4): 2 g (14,7 mM), ad 1000 ml Aqua bidest 

  vor Gebrauch im Verhältnis 1:10 verdünnen = 1 x PBS 

 

(c1) Blockierlösung 5 % BSA (für einen Blot): 

  BSA (Bovines Serumalbumin, Sigma-Aldrich): 1,25 g in 25 ml 1 x PBS (s.o.) 

 

(d1) PBST = PBS-Tween (1L): 

  PBS-Tween: 1 ml (0,1%) in 1000 ml 1 x PBS (s.o.) lösen 

 

(e1) BSA für Antikörperreaktionen (für einen Blot): 

  BSA (Bovines Serumalbumin, Sigma Aldrich): 0,125 g in 25 ml 1 x PBS (s.o.) 

 

(f1)  Amidoschwarz Färbelösung (200 ml): 

Amidoschwarz 10 B (C22H14N6Na2O9S2): 0,2 g (0,1 %), Methanol (CH4O): 90 

ml (45 %), Essigsäure (C2H4O2): 14 ml (7 %), Aqua bidest: 96 ml 
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(g1) Amidoschwarz-Entfärber (1L): 

Methanol (CH4O): 700 ml (70 %), Essigsäure (C2H4O2): 21 ml (7 %), Aqua 

bidest: 279 ml  
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3. Ergebnisse 
 

3.1. Histologische Untersuchung 
 

Bei der Untersuchung der histologischen Präparate zeigten die Koronargefäße von 

13 Individuen eine leichte bis ausgeprägte Koronararteriensklerose. Ferner fanden 

sich bei sieben Individuen Zeichen einer Hypertrophie der Kardiomyozyten und bei 

neun Individuen perinukleäre Lipofuszinablagerungen. 

 

Insgesamt wiesen drei der untersuchten Individuen infarzierte Myokardbereiche auf 

(37, 40 und 62 Jahre). In allen drei Fällen handelte es sich um alte Infarkte. 

 

Koronararteriensklerose, Hypertrophie und Lipofuszinablagerungen hatten keinen 

Einfluss auf die erhobenen Daten. Befunde, die an Proben mit Infarktnarben erhoben 

wurden, zeigten erhöhte Citrullinierungswerte (vgl. 4.4.).  
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3.2. Ergebnis der Aufreinigung der Histone 
 

3.2.1. Auftrennung der Histonsubtypen mittels RP-HPLC 
 

Abbildung 6 zeigt das typische Elutionsprofil der myokardialen Histone in der RP-

HPLC in Relation zum Elutionsprofil eines Standards.  

 
Abb. 6)   Typisches Elutionsprofil myokardialer Histone (blau) im Vergleich zum Elutionsprofil eines 

bovinen Histonstandards (rosa). 

 

Die gelelektrophoretische Untersuchung der eluierten Fraktionen ermöglichte eine 

Zuordnung der Histonsubtypen zu den Peaks (vgl. Abb. 7).  

Das Signal bei 45 Minuten konnte immer als reine H1-Fraktion identifiziert werden. 

Das bei 53 Minuten eluierende Protein konnte keinem der fünf verschiedenen Histon-

subtypen zugeordnet werden und wurde daher als „Fremdprotein“ bezeichnet. Das 

Signal bei 58 Minuten konnte in der Gelelektrophorese als reine H2B-Fraktion 

beschrieben werden.  

Das Elutionsmuster der myokardialen Histonen war altersunabhängig. Lediglich die 

Intensität der Signale variierte, wobei die Intensität des H2B-Signals einer deutlich 

größeren Variationsbreite unterlag als die Intensität des H1-Signals. Bei zu geringer 
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Intensität des H2B-Signals konnte das Protein nicht für weitere Untersuchungen 

verwendet werden.   

Mit der verwendeten Aufreinigungsmethode konnten nur die Subtypen H1 und H2B in 

ausreichendem Maße gewonnen werden.  

 
Abb. 7)    Lokalisation der Elution von Histonsubtypen in der RP-HPLC durch elektrophoretische 

Auftrennung der eluierenden Proteine. S = Standard, FP = Fremdprotein. 
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3.2.2. Überprüfung der Reinheit mittels Massenspektrometrie 
 

Abbildung 8 zeigt das Ergebnis der massenspektrometrischen Untersuchung der H1-

Histone nach dem tryptischen Verdau (vgl. 2.3.5.). Die Signale konnten eindeutig H1 

zugeordnet werden, es lagen keine Verunreinigungen vor.   

 
Abb. 8) Übersichtsspektrum einer sauberen H1-Fraktion in der Massenspektrometrie.    

 

Hingegen zeigte sich bei den H2B-Fraktionen zunächst eine massive Verunreinigung 

aller Proben durch Hämoglobin (vgl. Abb. 9).  
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Abb. 9)    Übersichtsspektrum einer mit Hämoglobin (= Hb) verunreinigten H2B-Fraktion in der 

Massenspektrometrie. 

 

Korrelierend dazu befanden sich in der Gelelektrophorese neben der spezifischen 

Bande für H2B bei ~17 kDa noch weitere Banden bei ~15 kDa und ~29 kDa. Im 

Vergleich mit einem bovinen Hämoglobin-Standard zeigte sich, dass diese Banden 

auf die Verunreinigung mit Hämoglobin zurückzuführen waren (vgl. Abb. 11). 

 

Zur Bestätigung der Effektivität der vor der Homogenisation durchgeführten 

Hämolyse (vgl. 2.3.1.) wurde Histon H2B erneut massenspektrometrisch untersucht. 

Hierbei war keine Verunreinigung durch Hämoglobin mehr zu finden (vgl. Abb. 10).  
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Abb. 10)   Übersichtsspektrum einer sauberen H2B-Fraktion in der Massenspektrometrie.  
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Entsprechend dazu zeigte sich jetzt in der Gelelektrophorese eine singuläre Bande 

bei ~17 kDa, welche spezifisch für Histon H2B ist (vgl. Abb. 11). 

 

 
Abb. 11)   Gelelektrophorese vor und nach Hämolyse. M = Marker, S = Standard, Hb = Hämoglobin.  
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3.3. Razemisierung von Asx-Resten myokardialer Histone 
 

Die Histone H1 und H2B wurden mittels Hochdruckflüssigkeitschromatographie auf 

ihren Razemisierungsgrad von Asx untersucht. Abbildung 12 zeigt beispielhaft die 

chromatographische Auftrennung der primären Aminosäuren eines Histons H2B 

nach einer 6h-Hydrolyse mit HCl.  

 

 
Abb. 12)  Flüssigkeitschromatographische Auftrennung primärer Aminosäuren nach 6h-Hydrolyse von  

Histon H2B. Die blauen Signale stellen die Aminosäuren des myokardialen Histons dar, die 

roten Signale zeigen im Vergleich dazu die Aminosäuren der externen 

Standardreinsubstanz. 

 

Abbildung 13 zeigt beispielhaft das Verhältnis eines L-Asx zu einem D-Asx-Signal 

von Histon H2B eines 10-jährigen männlichen Individuums mit einem 

Razemisierungsgrad von 8 %.   
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Abb. 13)  Ausschnitt aus einem FPLC-Chromatogramm. Das blaue Signal stellt das Chromatogramm 

einer aufgereinigten H2B-Probe dar, das rote Signal das einer externen 

Standardreinsubstanz. 

 

Die Razemisierungsgrade des Histons H1 (vgl. Abb. 14) variierten zwischen 1,45 % 

und 1,7 %. Bei einem Korrelationskoeffizienten von 0,136 (Bestimmtheitsmaß r2 = 

0,018496) ergab sich kein Hinweis auf eine altersabhängige Zunahme des D-

Enantiomers im Verhältnis zum L-Enantiomer.  
 
Histon H2B (vgl. Abb. 15) zeigte Razemisierungswerte zwischen 5,35 % bei einem 

57-jährigen männlichen Individuum und 8,45 % bei einem 25-jährigen weiblichen 

Individuum. Wie bei H1 fand sich auch hier kein Anhalt für eine altersabhängige 

Zunahme des Razemisierungsgrades (Korrelationskoeffizient r = 0,234, 

Bestimmtheitsmaß r2 = 0,054756).  
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Abb. 14)  D/L-Asx (%) in Histon H1 in Abhängigkeit vom Alter. 

 

 
  
Abb. 15)  D/L-Asx (%) in Histon H2B in Abhängigkeit vom Alter.  
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3.4. Razemisierung von Asx-Resten im Gesamtkernprotein des 
Myokards 

 

Von Myokardproben verschiedenen Alters wurde das Gesamtkernprotein auf 

Razemisierung von Asx-Resten untersucht (vgl. Abb. 16). Die Werte lagen zwischen 

1,59 % und 1,82 %, der Mittelwert betrug 1,70 % D/L-Asx. Dabei zeigte sich ein 

minimaler Anstieg der Razemisierungswerte mit zunehmendem Alter der Individuen 

mit geringfügigen Streuungen in allen Alterklassen. Bei einem 

Korrelationskoeffizienten r = 0,854 (Bestimmtheitsmaß r2 = 0,7294) ist von einer 

positiven Korrelation auszugehen.  

 

 
Abb. 16)  D/L-Asx (%) im Gesamtkernprotein des Myokards in Abhängigkeit vom Alter.  
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3.5. Deiminierung von Argininresten myokardialer Histone 
 

In den aufgereinigten Histonsubtypen H1 und H2B wurde Citrullin als Folge einer 

enzymatischen Deiminierung von Argininresten detektiert. Abbildung 17 zeigt 

beispielhaft die chromatographische Auftrennung primärer und sekundärer 

Aminosäuren eines Histons H2B nach einer 24-stündigen sauren Hydrolyse.  

 

 
Abb. 17)  Flüssigkeitschromatographische Auftrennung primärer und sekundärer Aminosäuren nach 

24h-Hydrolyse eines Histons H2B. Die blauen Signale stellen die Aminosäuren des 

myokardialen Histons dar, die roten Signale zeigen im Vergleich dazu die 

Aminosäurenkomponenten der externen Standardreinsubstanz.  

 

Die nachfolgende Abbildung zeigt exemplarisch das Ausmaß der Citrullinierung als 

Citrullin/Arginin (%) von 9,96 % von Histon H2B eines 70-jährigen männlichen 

Individuums. 
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Abb. 18)  Ausschnitt aus einem FPLC-Chromatogramm. Die blaue Kurve stellt das Chromatogramm 

eines aufgereinigten Histons H2B dar, die rote Kurve das der externen 

Standardreinsubstanz. 

 

Das Ausmaß der Deimininierung als Quotient Citrullin/Arginin (%) in Histon H1 

schwankte zwischen 0,8 % bei einem 10 Jahre alten männlichen Individuum und 

5,48 % bei einem 40-jährigen männlichen Individuum (vgl. Abb. 18). Ausgehend vom 

Korrelationskoeffizienten r = 0,358 (Bestimmtheitsmaß r2 = 0,128164) zeigte sich kein 

Anhalt für eine Abhängigkeit der Deiminierung vom Lebensalter.  

 

Die roten Kreise in Abbildung 19 markieren Fälle, in denen sich in der histologischen 

Untersuchung infarzierte Bereiche fanden. Entfernt man diese markierten Werte 

unter der Annahme, dass die Pathologie im Hintergrund das Ergebnis beeinflusst, 

aus dem Datensatz, so ergibt sich das in Abbildung 20 dargestellte Diagramm. Bei 

erneuerter Berechnung des Korrelationskoeffizienten ergäbe sich für diesen Fall ein r 



Ergebnisse 46 
 

Razemisierung von Asparaginsäureresten und Deiminierung von Argininresten humaner Histone in 
Myokardgewebe   

= 0,740 (Bestimmtheitsmaß = r2 = 0,5476), so dass hier vorsichtig eine positive 

Korrelation zum Alter abgeleitet werden könnte (vgl. 4.4.). 

 

 
Abb. 19)  Citrullingehalt myokardialer Histone des Typs H1 als Citrullin/Arginin (%) in Abhängigkeit 

vom Alter. Die markierten Werte (rote Kreise) kennzeichnen Fälle mit Myokardnarben. 
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Abb. 20)  Citrullingehalt myokardialer Histone des Typs H1 als Citrullin/Arginin (%) in Abhängigkeit 

vom Alter. Diagramm ohne die in Abbildung 19 markierten Fälle mit Myokardnarben. 
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Histon H2B wies Deiminierungsraten zwischen 5,38 % und 11,03 % auf (vgl. Abb. 

21). Der Korrelationskoeffizient r = 0,02 (Bestimmtheitsmaß r2 = 0,0004) zeigt, dass 

es keinen Hinweis auf eine altersabhängige Zunahme des Citrullingehaltes gab.  

 

 
Abb. 21)  Citrullingehalt myokardialer Histone des Typs H2B als Citrullin/Arginin (%) in Abhängigkeit 

vom Alter. 
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3.6. Western-Blot zum Nachweis der Deiminierung in Histonen 
 

Exemplarisch wurden sowohl für H1 als auch für H2B Western-Blots zum Nachweis 

des Citrullins angefertigt (vgl. Abb. 22 und 23). Der positive Citrullin-Nachweis konnte 

sowohl für Histone des Typs H1 als auch für Histone des Typs H2B erbracht werden. 

Die angefertigten Western-Blots lassen keine Aussage über die Quantität des 

Proteins zu.  

 

(1)      (2)       

 
Abb. 22)  Histon H1: Blot nach Immunreaktion (Anti-Citrullin-AK) (1), Blot nach Proteinfärbung mit 

Amidoschwarz (2). 

 

(1)      (2) 

 
Abb. 23)  Histon H2B: Blot nach Immunreaktion (Anti-Citrullin-AK) (1), Blot nach Proteinfärbung mit 

Amidoschwarz (2).  
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4. Diskussion 
 
4.1. Methodenkritik  
 
4.1.1. Aufreinigung von Histonen aus humanem Myokard 
 

Die Aufreinigung der myokardialen Zellkerne mittels der Methode nach Jackowski 

und Liew [1980] und der anschließenden Isolation der Histone mittels Schwefelsäure 

[Panyim et al. 1971] führte in allen untersuchten Herzgewebeproben zu einer 

ausreichenden Ausbeute der Histonsubtypen H1 und H2B, nicht jedoch der Histone 

H2A, H3 und H4. Die in der Methode nach Jackowski und Liew [1980] bzw. Liew et 

al. [1983] angewandte Dichtegradientenzentrifugation zur besseren Trennung von 

Zellkernen und Zytoplasma war nicht erfolgreich: Mehrmalige Versuche dieser 

Dichtegradientenzentrifugation zeigten einen massiven Verlust von Zellkernen in 

einer mit diversen Zellbestandteilen verunreinigten Schicht. Die Ausbeute der reinen 

Kerne war so gering, dass mehrmalige Dichtegradientenzentrifugationsschritte 

notwendig gewesen wären; dafür war die Quantität des Sektionsmaterials jedoch 

nicht ausreichend. 

 

Der Verunreinigung der Zellkernmasse durch Erythrozyten wurde durch die 

Einführung eines Hämolyseschrittes vor Beginn der Homogenisation des Myokards 

entgegengewirkt und damit eine potentielle Verfälschung der Daten durch 

kontaminierendes Fremdprotein verhindert [Ingrosso und Perna 1998].  

 

Die Histonauftrennung über die RP-HPLC ergab für die Subtypen H1 und H2B ein 

reproduzierbares, typisches Elutionsprofil [vgl. Abb. 6; Bonenfant et al. 2006, Garcia 

et al. 2007]. 

 

Histon H1 zeigte in den meisten Fällen eine um 30 – 50 % höhere Ausbeute als 

Histon H2B. Die offenbar bessere Elution von H1 ist möglicherweise durch den 

Aufbau des Nukleosoms bedingt. Die sogenannten Core-Histone bilden ein Oktamer, 

bestehend aus zwei H2A-H2B-Dimeren und einem H3-H4-Tetramer, welches von der 
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Doppelhelix umschlungen wird. Die an der Außenseite der Nukleosomen 

ansetzenden H1 Linker- Histone stabilisieren den Komplex und führen somit zur 

Bildung des Chromatinkörpers [Lindner 2008, Ausió 2006, Turner 2000]. Da die 

Linker-Histone nicht im Core-Komplex verankert sind (s.o.), ist es möglich, dass sie 

sich während der Histon-Isolation leichter aus dem Chromatinverbund herauslösen 

lassen.  

 

Weshalb H2B aus dem Myokardgewebe als einziges der Core-Histon zu extrahieren 

war,  lässt sich anhand von Literaturdaten nicht klären. Die Daten der bisher aus 

Myokard isolierten Histone zeigten eine Isolation aller Core-Histone mithilfe der 

bereits angesprochenen Dichtegradientenzentrifugation [Liew et al. 1983, Liew und 

Sole 1978, Beeson und Triplett 1967].  

 

Zur Identifikation der Histone wurden diese gelelektrophoretisch aufgetrennt [Lindner 

2008], die entsprechenden Banden konnten durch einen mitgeführten Histonstandard 

eindeutig zugeordnet werden (vgl. Abb. 7). Zur Überprüfung der Ergebnisse wurden 

einzelne Proben exemplarisch massenspektrometrisch untersucht (vgl. Abb. 8 + 9). 

Die Reinheit der H2B-Fraktion nach Durchführung des eingeführten 

Hämolyseschrittes konnte massenspektrometrisch bestätigt werden (vgl. Abb. 10).   
 

4.1.2. Subtypen von Histon H1 und H2B und deren Elutionsverhalten in 
der RP-HPLC 

 

Nach Angaben in der Literatur sind bisher sieben Unterformen des Histons H1 im 

Menschen identifiziert worden: H1.1 – H1.5 als Haupttypen sowie H1° in 

differenzierten Zellen und H1t bzw. H1oo in männlichen bzw. weiblichen Keimzellen 

[Bianchi 2004, Doenecke et al. 1997]. Das Linker-Histon gilt als das in seiner Struktur 

am stärksten variierende Histon und die verschiedenen Subtypen unterscheiden sich 

in ihrem elektrophoretischen und chromatographischen Verhalten [Ausió 2006, 

Doenecke et al. 1997, Cole 1987, Eick et al. 1989]. Die Sequenzübereinstimmung 
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innerhalb der fünf H1-Haupttypen beträgt zwischen 60 und 85 % [Drabent et al. 

1995].  

 

Die H1-Haupttypen H1.1 – H1.5 finden sich in allen somatischen Zellen [Bianchi 

2004], jedoch sind keine spezifischen Daten für menschliches oder tierisches 

Myokard bekannt. 

Die myokardialen Linker-Histone eluierten in der Chromatographie reproduzierbar bei 

45 Minuten und stellten sich in der nachfolgenden Gelelektrophorese als zwei 

Banden dar. Dies lässt darauf schließen, dass im humanen Myokard mindestens 

zwei H1-Subtypen vorhanden sind. Zur genaueren Analyse wären 

massenspektrometrische Analysen notwendig.  

 

Für Histon H2B sind drei verschiedene Unterformen beschrieben: H2B.1, H2B.2, 

H2B.3 [Ausió 2006, Doenecke et al. 1997]. Es finden sich ebenfalls keine 

myokardspezifischen Daten in der Literatur. Abbildung 7 lässt vermuten, dass die 

myokardialen Histonsubtypen eine ähnliche Struktur aufweisen und deshalb 

reproduzierbar als ein Peak bei 58 Minuten von der Säule eluierten. Um genauere 

Aussagen treffen zu können, müssten auch hier massenspektrometrische 

Untersuchungen durchgeführt werden. 
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4.2. D-Asx-Reste in myokardialen Histonen 
 

4.2.1. Einfluss von Umgebungsbedingungen auf die 
Razemisierungskinetik und die Untersuchungsergebnisse 

 

Die Geschwindigkeit der AAR ist von verschiedenen Faktoren abhängig wie 

Temperatur, pH-Wert und Zeit [Zhang et al. 2011, Meissner und Ritz-Timme 2010, 

Alkass et al. 2009, McCudden und Kraus 2006, Capasso et al. 1991].  

 

Unter „normalen“ postmortalen Umständen ist die Umgebungstemperatur im 

Regelfall niedriger als in vivo, so dass eine postmortale Nachrazemisierung 

vernachlässigbar gering ist [Ritz-Timme und Collins 2002]. Eine mittlere 

Umgebungstemperatur von 15 °C innerhalb von 10 Jahren würde bei einer auf Dentin 

beruhenden Altersschätzung lediglich zu einem Fehler von 0,2 Jahren führen 

[Meissner und Ritz-Timme 2010, Ohtani 1995]. Proben von Brandleichen wurden 

nicht für die vorliegende Untersuchung eingesetzt, da hohe Umgebungstemperaturen 

einen Einfluss auf die Razemisierungskinetik haben können [Ritz-Timme 1999]. Des 

Weiteren wurden keine Proben von Leichen mit bereits eingetretenen 

Fäulniserscheinungen asserviert, da der Einfluss der damit verbundenen 

Proteindegradation auf die Razemisierungskinetik nicht vorhersagbar ist. 

 

Alle Proben wurden vor der HPLC-Messung einer sauren Hydrolyse (6 Stunden bei 

100 °C) unterzogen, die Razemisierung induzieren kann [McCudden und Kraus 2006, 

Waite et al. 1999]; diese in vitro-Razemisierung ist bei der Interpretation der 

erhobenen Daten zu berücksichtigen.  

 

4.2.2. D-Asx-Reste in Histonen H1 und H2B aus Myokardgewebe  
 

Systematische Untersuchungen zum Ausmaß der AAR in Histonen humaner Zellen 

existieren bisher nicht. Verschiedene Daten haben dennoch bereits darauf 
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hingewiesen, dass sowohl Linker- als auch Core-Histone in unterschiedlichem 

Ausmaß von dem Razemisierungsprozess betroffen sind.  

So zeigten Young et al. [2005, 2001], dass Asp25 in Histon H2B aus Gehirngewebe 

von Hunden signifikant, jedoch unabhängig vom Alter, razemisiert. Ebenso fand sich 

eine Akkumulation von D-Asp an Position Asp51 in Histon H2B, jedoch war das 

Ausmaß der Razemisierung deutlich geringer als an Asp25 (s.u.). Des Weiteren 

wurden an Asp25 in Histon H4 aus menschlicher Milz Razemisierungswerte zwischen 

5 und 10 % nachgewiesen [Hayashi et al. 1982]. Die Arbeitsgruppe um Lindner et al. 

[1999] wies darüber hinaus eine für Histon H1 altersabhängige Zunahme der D-Asx-

Konzentrationen in Leber-, Nieren- und Gehirngewebe von Ratten und Mäuse nach.  

 

Die vorliegende Arbeit bestätigt das Auftreten von D-Asx-Resten in den Histonen H1 

und H2B. 

 

Die erhobenen D/L-Asx-Werte für myokardiales Histon H1 lagen zwischen 1,45 % 

und 1,7 %, die D/L-Asx-Werte für myokardiales Histon H2B zwischen 5,35 % und 

8,45 %. Beide erhobenen Datenreihen zeigten keinerlei Korrelation zum Alter der 

Individuen.  

 

Die niedrigen Razemisierungswerte der Linker-Histone sind möglicherweise nicht auf 

eine intravitale Akkumulation razemisierter Asx-Reste zurückzuführen, sondern eher 

als eine durch die saure Hydrolyse (s.o.) induzierte in-vitro-Razemisierung zu 

interpretieren [Ritz-Timme 1999], die wegen des standardisierten Prozederes alle 

Proben betraf. 

 

Dagegen sind die für H2B erhobenen D/L-Asx-Werte mit einer relativ großen 

Streuung als Indiz für eine intravitale Akkumulation razemisierter 

Asparaginsäurereste in myokardialen Histonen zu werten. Die erhobenen Werten 

korrelieren gut mit den für in Histon H2B erhobenen Daten aus Gehirngewebe von 

Hunden [Young et al. 2005] – dort lagen die Razemisierungswerte von H2B zwischen 

4,9 % und 7 %.  
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Young et al. [2001, 2005] zeigten, dass in Histon H2B die Aminosäurensequenz 

Asp–Gly an Position 25 und 26 die von den in H2B insgesamt in Frage kommenden 

sechs Asx-Resten am anfälligsten für die Bildung von Iso-Asp ist.  

Keines der anderen drei Core-Histone (H2A, H3 und H4) weist Asx-Reste auf, die so 

schnell isomerisieren [Young et al. 2001.] Ursächlich für dieses Phänomen könnte 

die Lage der Aminosäurensequenz Asp25–Gly26 in Histon H2B sein – diese befindet 

sich in den hochflexiblen N-Termini, die durch die exponierte Lage für die PIMT (vgl. 

1.2.) einfacher zugänglich sein könnte [Carter und Aswad 2008, Young et al. 2005]. 

 

Die Bildung von Iso-Asp an Asp25–Gly26 wurde für Histon H2B auf etwa annähernd 1 

% pro Tag geschätzt. Dies wiederum führt zu einem regelmäßigen 

„Substratnachschub“ für die PIMT, die Iso-Asp in das für Razemisierung höchst 

empfindliche Succinimid überführt (s.o.). Somit leistet das Reparaturenzym PIMT 

einen erheblichen Beitrag – von Young et al. [2005] wird dieser auf 76 bis 90 % 

geschätzt – zur in-vivo-Razemisierung von Asp25 in H2B. Etwa 12 % des Asp25 in 

Histon H2B liegen als D-Enantiomer vor [Carter und Aswad 2008, Young et al. 2005].  

 

Durch die Isomerisierung an Asp25–Gly26 kann es zu einer veränderten Interaktion 

von H2B mit der umgebenden DNA kommen sowie zu einer für posttranslationale 

Modifikationen veränderten Empfindlichkeit benachbarter Aminosäurenreste wie z.B. 

von Lys23, das zur Vermittlung des Histoncodes acetyliert bzw. methyliert wird [Carter 

und Aswad 2008, Kim et al. 2006, Zhang et al. 2003]. 

 

Die durch die PIMT begünstigte Razemisierung von Asp25 könnte ebenfalls zu 

signifikanten Veränderungen der H2B-Funktion führen. Welche Folgen diese 

chemischen Modifikationen z.B. auf die Transkriptionskontrolle der Zelle haben, 

bleibt noch zu klären [Carter und Aswad 2008]. 

 

Die Tatsache, dass es nicht zu einer Akkumulation von D-Asx-Resten mit dem Alter 

kommt (vgl. Abb. 14 + 15), spricht gegen die Hypothese, dass Histone in langlebigen 
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Herzzellen permanente Proteine sind und mit dem Individuum altern. Die 

Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit lassen also darauf schließen, dass 

Histone im Myokard einem Metabolismus unterliegen, der möglicherweise von 

immenser Bedeutung für das „Überleben“ und die adäquate Funktion des Organs 

„Herz“ ist.  

In den Fällen mit pathologischen Veränderungen (Koronararteriensklerose, 

Hypertrophie, Lipofuszinablagerung, Infarkt) fanden sich keine auffälligen Werte. Dies 

ist aber auch nicht notwendigerweise zu erwarten, wenn es zutrifft, dass Histone 

offenbar ausgetauscht werden können.  
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4.3. D-Asx-Reste im Gesamtkernprotein des Myokards 
 

Obwohl sich in den Histonen H1 und H2B keine altersabhängige Zunahme der D-

Asx-Reste zeigte, fand sich im Gesamtkernprotein ein leichter Anstieg der Werte mit 

zunehmendem Alter (vgl. Abb. 16).  

 

Dies ist als Hinweis darauf zu werten, dass es im Gesamtkernprotein permanente 

Proteine gibt, in denen es zu einer Akkumulation von D-Asx-Resten kommt. Daraus 

ergibt sich die Frage, um welche Proteine es sich handeln könnte.  

 

In eukaryotischen Zellen sind Zellkern und Zytoplasma durch die Kernhülle 

voneinander getrennt. Die Kernhülle besteht aus einer inneren und einer äußeren 

Membran sowie Kernporen, die für den bidirektionalen Transport von 

Makromolekülen zwischen Kern und Zytoplasma zuständig sind. Die äußere 

Kernhülle geht fließend in das den Kern umgebende Endoplasmatische Retikulum 

(ER) über, welches mit Ribosomen besetzt ist. Äußere Kernhülle und ER können 

morphologisch als ein Kontinuum betrachtet werden [Gruenbaum et al. 2005]. Das 

ER ist eine Organelle mit einer wichtigen Rolle in vielen zellulären Prozessen, die für 

das Überleben und die normale Funktion der Zelle von großer Bedeutung sind. So ist 

das ER für die Sekretion und die nachfolgende Faltung von im Zellkern 

synthetisierten Proteinen verantwortlich. Weitere Aufgaben liegen in der 

Aufrechterhaltung der intrazellulären Kalzium-Homöostase und der Lipid-Biosynthese 

[Kim et al. 2008].  

 

Auch unter optimalen Bedingungen können bis zu 30 % der im ER neusynthetisierten 

Proteine von vornherein fehlgefaltet sein. Normalerweise werden solche Proteine in 

einer vom ER durchgeführten „Qualitätskontrolle“ identifiziert und in einem dem ER-

assoziierten Degradationssystem (ERAD) abgebaut [Glembotski 2007, Kincaid und 

Cooper 2007].  
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Fehlgefaltete Proteine können aber auch akkumulieren und es gibt Evidenz dafür, 

dass eine Akkumulation dieser Proteine mit neurodegenerativen, immunologischen, 

endokrinologischen und anderen altersabhängigen Krankheiten in Verbindung steht 

[Glembotski 2007, Stefani 2004].  

 

Eine mögliche Hypothese der im Gesamtkernprotein des Myokards erhobenen Daten 

könnte sein, dass im Alter mehr und mehr fehlgefaltete Proteine im ER akkumulieren. 

Ob diese Proteine einer Razemisierung anheim fallen können, lässt sich anhand von 

Literaturdaten nicht klären. Jedoch finden sich in der Literatur Untersuchungen zum 
Polypeptidhormon Amylin (Synonym: Insel-Amyloid-Polypeptid) der β-Zellen des 

Pankreas, welches spontan deamidieren kann und bereits durch 

Razemisierungswerte von unter 5 % zu Amyloid aggregiert, welches beim Diabetes 

mellitus Typ 2 von pathophysiologischer Bedeutung ist [Nilsson et al. 2002].  

 

Ein weiteres Beispiel dafür, dass fehlgefaltete bzw. fehlaggregierte Proteine 
Razemisierung aufweisen können, ist das β-Amyloid, welches als 

Hauptcharakteristikum des M. Alzheimer angesehen wird. Shapira et al. [1988] 

ermittelten Werte von 5 % D-Asp, die Arbeitsgruppe um Roher [Roher et al. 1993] 

erhoben Razemisierungswerte von D-Asp von bis zu 11 %.  

 

Weiterhin besteht die Möglichkeit, dass die altersabhängige Razemisierung im 

Gesamtkernprotein des Myokards durch diejenigen Histonsubtypen, die bei der 

Aufreinigung nicht in ausreichendem Maße gewonnen werden konnten, verursacht 

wurde.  
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4.4. Deiminierung von Argininresten myokardialer Histone 
 

Die Deiminierung von Arginin als enzymatisch vermittelte posttranslationale 

Modifikation ist bisher nur für die Core-Histone H2A, H3 und H4 aus Zellkulturen 

beschrieben worden, jedoch noch nicht für das Core-Histon H2B und für die Linker-

Histone [Hagiwara et al. 2005, Cuthbert et al. 2004, Hagiwara et al. 2002]. Die 

Citrullinierung humaner myokardialer Histone und insbesondere Citrullinreste in H2B 

und H1 wurden in dieser Arbeit zum ersten Mal untersucht.  

 

Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten zeigen, dass myokardiale Histone 

auch unter natürlichen Gegebenheiten in vivo eine Deiminierung unterschiedlichen 

Ausmaßes aufweisen und dass dieser Prozess auch das Core-Histon H2B sowie die 

Linker-Histone betrifft.  

 

4.4.1. Einfluss der Aminosäurensequenz auf die Deiminierung 
 

Rein theoretisch kann jeder Argininrest von einer Deiminierung betroffen sein [Györgi 

et al. 2006]. Es gibt allerdings verschiedene Faktoren, die die Deiminierungskinetik 

beeinflussen. So ist bekannt, dass ein Argininrest mit einem sich C-terminal 

anschließenden Glutaminsäure-Rest nur in etwa 10 % von einer Citrullinierung 

betroffen ist; die Sequenz N-Arg-Glu-C findet sich an Position 92 - 93 in H2B. 

Dahingegen ist ein Argininrest mit einem sich C-terminal anschließenden 

Asparaginsäure-Rest in bis zu 100 % für eine Deiminierung anfällig ist [Tarcsa et al. 

1996]. Die Sequenz N-Arg-Asp-C findet sich in Histon H3 und H4, jedoch nicht in H1 

und H2B. 

 

Das Ausmaß der Deiminierung von Argininresten wurde summarisch erhoben, d.h. 

alle Argininreste wurden in die Datenerfassung mit einbezogen. Da es 

unwahrscheinlich ist, dass alle Argininreste gleichermaßen von dem 

Deiminierungsprozess betroffen sind [Györgi et al. 2006], ist davon auszugehen, 
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dass einzelne Argininreste noch höhere Deiminierungswerte aufweisen als es der 

Gesamtwert angibt. 

 

4.4.2. Deiminierung von Argininresten in H2B aus Myokardgewebe 
 

Die in der vorliegenen Arbeit erhobenen Daten beschreiben erstmals eine 

Deiminierung von Histon H2B. Der niedrigste Deiminierungswert lag bei 5,38 %, der 

höchste Wert bei 11,03 %. (vgl. Abb. 21). Eine Korrelation zum Alter konnte nicht 

festgestellt werden. Die im Vergleich zu Histon H1 höheren Deiminierungswerte 

lassen sich auf die unterschiedliche Primär- und Sekudärstruktur der Histone 

zurückführen . 

 

Für H2B betrug z.B. der höchste gemessene Wert 11,03 %. Wären von den in Histon 

H2B insgesamt vorkommenden acht Argininresten statt aller acht Reste z.B. nur zwei 

modifiziert (vgl. 4.4.1.), so würden diese beiden Argininreste Citrullinwerte von jeweils 

44 % aufweisen. Einzelne Argininreste mit hohen Citrullinierungswerten können zu 

weitaus größeren funktionellen Konsequenzen führen, als eine gleichmäßige 

Verteilung der Citrullinierungswerte über alle möglichen Argininreste (vgl. 4.4.4.). 

 

4.4.3. Deiminierung von Argininresten in H1 aus Myokardgewebe 
 

Bei den Linker-Histonen lag der niedrigste Deiminierungswert bei 0,8 %, der höchste 

Deiminierungswert bei 5,48 % (vgl. Abb. 19 + 20). Die verschiedenen H1-Subtypen 

weisen drei bis sechs Argininreste auf, da die meisten Subtypen allerdings drei 

Argininreste aufweisen, soll dieses Beispiel für drei Argininreste berechnet werden: 

Wäre z.B. nur ein Argininrest modifiziert, so könnte dieser einen Citrullinierungswert 

von bis ca. 16 % aufweisen. Zu den dadurch entstehenden funktionellen 

Konsequenzen vgl. 4.4.4. 
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Es ergaben sich Hinweise auf erhöhte Werte in infarzierten Myokardbereichen. 

Daraus ergibt sich die Frage, ob Deiminierung in Zusammenhang mit bestimmten 

pathophysiologischen Zusammenhängen steht.  

 

Wie bereits in der Einleitung (vgl. 1.3.) angesprochen ist die Aktivität der PADI 

kalziumabhängig. Takahara et al. [1986] zeigten am Beispiel der PADI2, dass dieses 

Enzym bei einer physiologischen Kalzium-Konzentraion von 10-8 bis 10-6 M inaktiv 

ist. Dies führte zu der Annahme, dass Citrullinierung nur unter „extremen“ 

Bedingungen, z.B. als Trigger für den programmierten Zelltod, auftritt [György et al. 

2006]. Hierbei kommt es zu einer Dysregulation der Kalzium-Homöostase, die über 

einen massiven Einstrom von Kalzium in die Zelle Apoptose induziert [Orrenius et al. 

2003].   

Außerdem wird eine Anreicherung von Kalzium im Zytosol mit tödlich verlaufenden 

Myokarderkrankungen in Zusammenhang gebracht [Faulk et al. 1995, Lakatta 1993, 

Steenbergen et al. 1990]. Durch die Kalzium-Akkumulation kommt es zur Aktivierung 

endogener Enzyme, die durch Kompromittierung der Zellintegrität zu 

Zelldysfunktionen bis hin zu Nekrose führen [Faulk et al. 1995, Mazzanti 1990].  

 

Brini et al. [1993] postulierten, dass die zytosolische Kalzium-Konzentration eng mit 

der Kalzium-Konzentration im Zellkern korreliert. Dies legt die Vermutung nahe, dass 

die Kernmembran kein großes Hindernis für die Diffusion von Kalziumionen darstellt 

[Faulk et al. 1995, Brini et al. 1993]. Ein Kalzium-Einstrom in das Zytosol während 

der bei einem Myokardinfarkt stattfindenden Nekrose kann also möglicherweise 

ungehindert auch die Kernmembran passieren und bietet dort für die PADI optimale 

Arbeitsbedingungen. Dies könnte die erhöhten Citrullinwerte in infarziertem Gewebe 

erklären. Wie für die Razemisierung (vgl. 4.2.) gilt aber, dass eine standardisierte 

Untersuchung mit höheren Fallzahlen notwendig wäre.   

 

Die Deiminierungswerte von H1 lassen einen Anstieg dieser posttranslationalen 

Modifikation mit dem Alter vermuten, sofern man die in infarziertem Myokard 

erhobenen Daten vernachlässigt (vgl. Abb. 20). 
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Altern bedingt eine Änderung der Genexpression und führt zu genomischer 

Instabilität [Oberdoerffer und Sinclair 2007]. Änderungen in der Epigenetik scheinen 

eine wichtige Rolle für altersspezifische Veränderungen zu spielen, so kommt es z.B. 

zu einer generellen Abnahme der DNA-Methylierung mit zunehmendem Alter mit 

nachfolgender Unterdrückung der Genexpression [Kawakami et al. 2009, Richardson 

2003, Liu et al. 2003]. In der Literatur finden sich nur wenige Daten zu 

alterspezifischen Histonmodifikationen. Sarg et al. [2002] zeigten, dass eine 

trimethylierte Form von Histon H4 in Rattenleber und Rattenniere mit dem Alter 

zunimmt. Die Arbeitsgruppe um Kawakami [2009] wies nach, dass die 

Carbonylierung von Histon H1, H2A, H2B und H3 mit dem Alter zunimmt.   

 

4.4.4. Funktionelle Konsequenzen der Deiminierung 
 

Deiminierung wird sowohl mit vielen physiologischen, als auch mit vielen 

pathologischen Prozessen in Verbindung gebracht. Im Rahmen physiologischer 

Prozesse spielt die Citrullinierung von Proteinen eine wichtige Rolle in der 

Differenzierung der Epidermis, Regulation der Genexpression und Apoptose [Györgi 

et al. 2006]. 

 

Nach Cuthbert et al. [2004] beeinflusst Deiminierung die Methylierung von 

Argininresten der Histone, da durch den Umbau von Arginin zu Citrullin 

Methylierungsstellen blockiert werden. Methylierte Histone spielen eine wichtige Rolle 

in der Aktivierung der Genexpression, so dass es durch den Deiminierungsprozess 

mit nachfolgender Blockierung der Methylierung zu einer Deaktivierung der 

Genexpression kommt [György et al. 2006]. 

 

Tarcsa et al. [1996] zeigten, dass ein hohes Maß an Citrullinierung in vitro zur 

Denaturierung von Proteinen führt. Eine Modifikation von Argininresten über 10 % 

führte zu einem kompletten Verlust der Proteinstruktur. Ursächlich für den 

Strukturverlust könnte die Aufhebung des Ladungsverhaltens von Arginin (positiv) zu 

Citrullin (neutral) sein (vgl. 1.3.).  
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Es wird vermutet, dass Deiminierung unter physiologischen Bedingungen zwar zu 

einer Veränderung der Proteinstruktur führt, es jedoch nicht gleich zu einer 

Denaturierung von Proteinen kommen muss [Tarcsa et al. 1996]. Wang et al. 

[2009] zeigten, dass es durch die Citrullinierung von Histonen in Granulozyten zu 

einer Einschränkung der Verbindung des Nukleosoms – also dem Komplex aus DNA 

und Histonen – mit den Linker-Histonen kommt und somit die Überführung der DNA 

in eine höhere Verpackungseinheit verhindert wird.  

 

Eine hohe Rate an Deiminierung in Histonen könnte also zu nukleosomaler 

Instabilität führen, da die durch die Deiminierung weniger basischen Histone 

schwächer an die saure DNA binden können [Györgi et al. 2006]. Weisen einzelne 

Argininreste höhere Deiminierungswerte auf als die Gesamtsumme aller Argininreste, 

wie beispielhaft in 4.4.2. und 4.4.3. aufgeführt, so kann dieser hoch citrullinierte 

Einzelrest, je nach Lage in der Primärstruktur, vermutlich zu einer viel stärkeren 

Störung der epigenetischen Kontrolle führen als mehrere niedrig citrullinierte 

Einzelreste – damit erlangt die durch Deiminierung resultierende 

Chromatindekondensation ihm Rahmen des Histoncodes vermutlich funktionelle 

Bedeutung [Thompson und Fast 2006].    
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5. Zusammenfassung  
 

In langlebigen Proteinen kann es zu einer altersabhängigen intravitalen Akkumulation 

von D-Asparginsäure infolge von Deamidierung von Asparaginresten und 

Razemisierung von Asparaginsäureresten kommen. Dies wurde z.B. in 

Dentinproteinen, Elastin und Osteocalcin nachgewiesen [Ritz-Timme et al. 2003, 

Waite et al. 1999, Carolan et al. 1997, Ohtani 1995, Helfman und Bada 1975] und 

war Grundlage für die Einführung präziser Verfahren zur Lebensaltersschätzung 

durch Nutzung dieser „molekularen Uhr“ [Ritz-Timme et al. 2003, Ritz-Timme 1999]. 

 

Da Kardiomyozyten langlebige Zellen sind, wurde in der vorliegenden Arbeit geprüft, 

ob die Histone H1 und H2B aus humanem Myokard eine altersabhängige 

Akkumulation von D-Asparaginsäureresten zeigen, was eine Langlebigkeit dieser 

Proteine in Kardiomyozyten belegen würde.    

 

Die erhobenen Daten ergaben keinen Hinweis auf eine Akkumulation von D-

Asparaginsäure in H1 unter physiologischen oder pathologischen Bedingungen. H2B 

zeigte relativ hohe D-Asparaginsäurewerte, die aber nicht altersabhängig waren. 

Eine funktionelle (epigenetische) Bedeutung dieser posttranslationalen Modifikation 

ist vorstellbar, aber nicht unmittelbar aus den erhobenen Daten ableitbar. 

 

Im Gesamtkernprotein des Myokards fand sich überraschenderweise eine leichte 

altersabhängige Zunahme des D-Asparaginsäuregehaltes. Hier wäre es von großem 

Interesse, das bzw. die in diesem Proteingemisch tatsächlich betroffene(n) 

kernassoziierte(n) Protein(e) zu identifizieren, um potentielle Folgen dieser 

altersabhängigen Razemisierung klären zu können. 

 

Weiterhin wurden die myokardialen Histone H1 und H2B auf die enzymatisch 

vermittelte posttranslationale Modifikation Deiminierung (Synonym: Citrullinierung; 

Umwandlung von Arginin zu Citrullin) untersucht, welche bisher nur für die 



Zusammenfassung 65 
 

Razemisierung von Asparaginsäureresten und Deiminierung von Argininresten humaner Histone in 
Myokardgewebe   

Histonsubtypen H2A, H3 und H4 beschrieben worden war [Hagiwara et al. 2005, 

Cuthbert et al. 2004, Hagiwara et al. 2002].  

 

Es konnte erstmals gezeigt werden, dass auch H1 und H2B von Deiminierung 

betroffen sind, bei H2B war der Deiminierungsprozess eindeutig vom Alter 

unabhängig, bei H1 weisen die Daten auf einen möglichen altersabhängigen Anstieg 

hin. Die histologisch festgestellten infarzierten Bereiche bei drei der untersuchten 

Individuen zeigten erhöhte Deiminierungswerte.  

 

Zur Klärung der funktionellen Konsequenzen der detektierten posttranslationalen 

Modifikationen der Histone H1 und H2B wäre zunächst die beispielsweise 

massenspektrometrische Identifizierung der betroffenen Aminosäurenreste 

erforderlich. 
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6. Abkürzungsverzeichnis 
 

AAR   Razemisierung von Asx-Resten 

Arg   Arginin 

Asn   Asparagin 

Asp   Asparaginsäure 

Asx   Asparaginsäure und/oder Asparagin 

Cit   Citrullin 

C-Terminus  Carboxyl-Terminus 

ER   Endoplasmatisches Retikulum 

FMOC   9-Fluorenylmethylchloroformat 

FPLC   Fast Protein Liquid Chromatography 

Hb   Hämoglobin 

HPLC   High Performance Liquid Chromatography 

N-Terminus  Amino-Terminus 

OPA   ortho-Phthaldialdehyd 

PADI   Peptidylarginin-Deiminase 

PBS   Phosphate Buffered Saline 

PBST   Phosphate Buffered Saline + Tween 

PVDF   Polyvinylidenfluorid 

RP-HPLC  Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography 

SDS-PAGE  Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electophoresis 
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