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Einleitung 1

1. Einleitung

Proteine sind komplexe organische Molekile, die nach ihrer Synthese vielféltigen
posttranslationalen Modifikationen unterliegen. Posttranslationale Modifikationen
kbnnen 1.) enzymatisch vermittelt werden und 2.) spontan (nicht-enzymatisch)
entstehen [Cloos und Christgau 2004, Cloos und Christgau 2002]. Viele dieser
Modifikationen sind fir Protein- und Zellfunktion unerlasslich, jedoch akkumulieren
sie zum Teil auch mit dem Alter oder unter pathologischen Bedingungen und kénnen
dadurch einen schéadigenden Einfluss haben und zu einer Kompromittierung der

Zellfunktion fUhren

Die vorliegende Arbeit untersucht posttranslationale Modifikationen von Histonen. Die
nachfolgenden Abschnitte der Einleitung geben einen Uberblick (iber 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 héhere strukturelle Ordnung zu
Uberfuhren [Bannister und Kouzarides 2005, Hagiwara et al. 2005, Strahl und Allis
2000].

Insgesamt gibt es flnf 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 [DelLange
und Smith 1971]. Zu den Core-Histonen gehoéren 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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Einleitung 2

2001, Lindner und Helliger 1990]. Der Komplex aus DNA und zugehérigen 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 AuBenseite der Nukleosomen ansetzenden Linker-Histone stabilisieren den
Komplex und fihren somit zur Bildung des Chromatinkdrpers [Lindner 2008, Ausi6
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 Ladungsveranderungen,
welche entweder eine starkere Bindung an die DNA induzieren und dadurch zu einer
Gen-Inaktivierung fuhren kénnen, oder es kommt zu einer Lockerung der Bindung
zwischen Histonen und DNA mit der Folge einer Gen-Aktivierung. Reversibilitat
dieser Modifikationen wird durch entsprechende Deacetylasen, Demethylasen und
Dephosphatasen erreicht, welche entstandene Modifikationen aufheben und die
damit entstandenen Ladungsveranderungen wieder rickgangig machen kénnen [Biel
et al. 2005].

Die verschiedenen kovalenten Histonmodifikationen beeinflussen sich zum Tell
gegenseitig, so dass es zum Auftreten spezifischer Muster kommt. Diese
Beobachtungen flihrten zur Hypothese des ,Histoncodes“: Die auf den N-Termini
lokalisierten Modifikationen flhren in einer kombinatorischen, sequenzabhé&ngigen
Weise zu spezifischen ,Downstream“Ereignissen und tragen so mafBgeblich zur

Steuerung transkriptionsabhangiger Vorgange bei [Biel et al. 2005]. Damit tragen
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Einleitung 3

Histone nicht nur zur Strukturierung des Chromatins bei, sondern dienen auch als
Matrix fur die Schaffung eines Zugangs zur DNA und sind wesentliche GréBen 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 fir
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 kénnen im Alterungsprozess zur Akkumulation veranderter Proteine

fuhren.

Histone sind langlebige Proteine [Reissner und Aswad 2003]; daraus ergibt sich die
Frage ob die 0.g. Modifikationen Uber die Lebensspanne der Histone akkumulieren

kénnen

1.2. Intravitale Razemsierung von Asparaginsaure (AAR)

Die Biosynthese humaner Aminosauren und ihre weitere Synthese zu Proteinen
erfolgt bei Mensch und Tier in Form von L-Aminos&uren. Demzufolge enthalten neu
gebildete Proteine nur L-Aminosauren. Wie bereits oben angesprochen, kann es
anschlieBend zu einer Vielzahl von posttranslationalen Modifikationen kommen.
Dazu gehdéren die spontane, d.h. nicht-enzymatische Razemisierung und
Isomerisierung von  Asparaginsaureresten 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 Primarstruktur der Proteine stellen die
Aminosauren Asparaginsaure (= Asp) und Asparagin (= Asn) sogenannte ,hot spots*
[Zhang et al. 2011, Schéneich 2008, Kosky et al. 1999, Minli et al. 1996, Geiger und
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Einleitung 4

Clarke 1987] dar, dies sind instabile Aminosaure-Reste, die fir Razemisierung,

Isomerisierung und Deamidierung besonders anféllig sind.

Abbildung 1 beschreibt die Entstehung von D-Asparagin(saure): Zunachst erfolgt die
Deamidierung — d.h. die Abspaltung von Ammoniak — von L-Asn. Dies fuhrt zu einem
metastabilen L-Succinimid, welches durch ein Intermediat (hier nicht dargestellt) zum
D-Succinimid umgelagert werden kann. Von hier aus kbdnnen sich vier
Reaktionsprodukte bilden: Ausgehend vom L-Succinimid kénnen L-Asp und L-Iso-
Asp (= Isomerisierung) entstehen, ausgehend vom D-Succinimid kénnen D-Asp (=
Razemisierung) bzw. D-Iso-Asp (= Isomerisierung/Razemisierung) entstehen [Fujii et

al. 2011, Ingrosso und Perna 1998].

L-Asn
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o e 0
ll E &
P T T N
1
L-Succinimid Razemisierung D-Succinimid
0 2 -
I 1 =ar — Ig e >
c CH ] Wy H
dh O Ty
° =]
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> \c¢° o \T/o
T N | P HN CH 0
o HC a 0 NN\, R = o i - o i o N
1 P T i i i, | i
/C\N/CH\C/N\CH/C‘\ D/C\t‘g HN\CH/C\ & \N/C \ﬁ/ \QH/E\ o/c\g HN\QH/C\
S I

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

Resten. [Abbildung verdndert nach Clarke (1987)]. Asn = Asparagin, Asp = Asparaginsédure.
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Einleitung 5

Die Akkumulation von D-Asparaginsaureresten wird weiter verstarkt durch die
Wirkung des intrazellularen Enzyms Protein-L-Isoaspartyl-Methyltransferase (PIMT).
Dies ist ein Reparaturenzym, welches selektiv atypische L-lIso-Asp-Reste methyliert;
der daraus entstehende Methylester zerféllt 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 gehdrt mit zu den Hauptursachen der spontanen Proteinschadigung 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 Aktivitat der
PIMT die Anzahl an Iso-Asp-Resten moglichst gering gehalten, um schadigende
Einflisse 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 missen mehrere dieser
Zyklen durchlaufen werden bis die entsprechende Seitenkette sozusagen vollstandig

repariert und damit ihren ,Normalzustand® erreicht hat.

L-Succinimid

15-30 %
J ﬂ / L-ASp
o ML c
L-Iso-Asp Methylester ] e
c CH__
~ PIMT g S T~ L-Iso-Asp
it \c/o ?
m‘«\w‘u« ‘ . —_ mI« N / 70-85 %
| [ Sen® e o lT
i O N /l\ e ,ﬂ\

D-Succinimid

Abb. 2) Methylierung von L-Iso-Asp durch die PIMT mit anschlieBendem spontanem Zerfall zu L-
Succinimid, welches wiederum zu L-Asp (15-30%) und L-Iso-Asp (70-85%) hydrolysiert wird.
[Abbildung verdndert nach Reissner und Aswad (2003)]. Asn = Asparagin, Asp =

Asparaginséure.
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Einleitung 6

Wie bereits zu Abbildung 1 besprochen, ist das bei jedem dieser Zyklen entstehende
L-Succinimid metastabil und besonders anféllig fir Razemisierung (vgl. Abb. 1 + 2,
hellrot unterlegt). Die bei der Razemisierung entstehenden D-Iso-Asp- und D-Asp-
Reste kdénnen 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 eingeschrankt wird und andererseits
der von der PIMT durchgeflhrte reparative Prozess ronischerweise“ die

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

Zur Quantifizierung razemisierter Asx-Reste wird Ublicherweise eine saure Hydrolyse
zur Freisetzung der einzelnen Aminosauren eingesetzt. Diese Hydrolyse induziert
eine Deamidierung von Asparaginresten zu Asparaginsaureresten, so dass in der
Analytik nicht mehr zwischen Asparagin- und Asparaginsdureresten unterschieden
werden kann, sie werden summarisch als ,,Asx“ bestimmt. In der Literatur wird dabei
in aller Regel —etwas vereinfachend — von ,Razemisierung von Asparaginsaure® =
LAAR® 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-Aminoséaurenreste akkumulieren, hangt einerseits von der Lebensdauer des
~,Mutterproteins“ ab, andererseits von der Geschwindigkeit der Razemisierung. Ferner
spielen die Priméar-, Sekundéar- und Tertiarstruktur des Proteins eine wichtige Rolle

sowie das Vorhandensein adaquater 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 Aminosaurenreste kommen; wegen des
bestehenden Umsatzes ist die Korrelation zwischen Razemisierung und Alter jedoch
nicht signifikant (vgl. Abb. 3, griine, gestrichelte Linie) [Alkass et al. 2009, Ritz-Timme
und Collins 2002, Ritz-Timme 1999].
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Einleitung 7

In  permanenten Proteinen ohne nennenswerten Umsatz kann der
Razemisierungsgrad der Aminosduren in engem Zusammenhang mit dem

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

kein Abbau
[0}
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L ettt e ettt schneller Abbau

Zeit

Abb. 3) Theoretische Beziehung zwischen dem Razemisierungsgrad von Asx und dem Proteinalter.
[Abbildung verédndert 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 fir die Einflhrung préaziser
Verfahren zur Lebensaltersschatzung durch Nutzung dieser ,molekularen Uhr* [Ritz-
Timme et al. 2003, Ritz-Timme 1999].

Aber auch in Geweben mit kiirzerer 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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Einleitung 8

Bezuglich der Razemisierung von Histonen konnte die Arbeitsgruppe um Young
[2002, 2005] eine vom Alter unabhéngige Akkumulation von D-Asparaginsaureresten

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

Die funktionellen Konsequenzen dieser Aminosdurenmodifikationen in Histonen
wurden bisher noch nicht experimentell belegt. Fur die Deamidierung wird wegen der
resultierenden Ladungsadnderung am N-Terminus vermutet, dass diese
Ladungsanderung Uber Beeinflussungen der Chromatinstruktur zu entsprechenden
Anderungen im Chromatin fiihren kénnen und diese Verdnderungen 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 [Gydrgy et al. 2006, Hagiwara et al. 2005]. Citrullin ist eine nicht-
proteinogene Aminsdure, d.h. diese Aminosédure wird primar nicht in Proteine
eingebaut. Daraus lasst sich schlieBen, dass die Anwesenheit von Citrullin in
Proteinen auf posttransiationale Modifikationen zurlickzufihren sein muss
[Vossenaar et al. 2003].

Das Enzym, welches diesen Prozess katalysiert, ist die Peptidylarginin-Deiminase
(PADI); sie ist spezifisch flur proteingebundenes Arginin, jedoch nicht flur freies

Arginin [Vossenaar et al. 2003].
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I I

C=NH C=0

| PADI |

'I\'H + HO 'I\'H + NHs
(CH2)3 (CH2)3

| |

—NH— CH—CO— —NH— CH—CO—
Arginin

Abb. 4) Enzymatische Deiminierung von Arginin (Arg) zu Citrullin (Cit) durch die Peptidylarginin-
Deiminase (PADI). [Abbildung verdndert nach Gydrgy 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 hauptséachlich 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.
2003I. Die PADI1-3 sind ausschlieBlich im Zytosol lokalisiert, die PADI4 hingegen
befindet sich im Zellkern [Vossenaar 2003, Nakashima et al. 2002].

An Histonen ist Deiminierung bislang nur fir 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-lonophore zur Anwendung
[Gyodrgy et al. 2006, Méchin et al. 2005, Arita et al. 2004, Vossenaar et a., 2003]. Der
Nachweis einer Deiminierung gelang fur die Histonsubtypen H2A, H3 und H4, jedoch
nicht fir H2B und H1 [Neeli et al. 2008, Hagiwara et al. 2005, Cuthbert et al. 2004,
Hagiwara et al. 2002].
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Einleitung 10

Die funktionellen Konsequenzen der Deiminierung von Argininresten in Histonen sind
noch nicht hinreichend geklart. Die durch die Deiminierung induzierte
Ladungsneutralisierung — positiv geladenes Arginin wird zu neutral geladenem
Citrullin — in Histonen kann weitreichende Folgen fir die Interaktionen der
Nukleosomen mit der negativ geladenen DNA haben. Weiter kdnnten deiminierte
Arginireste nicht mehr methyliert werden, so dass dariber die epigenetische
Steuerung der Transkriptionskontrolle beeinflusst werden kann; in soweit wurde auch
diskutiert, ob die Deiminerung von Arginiresten moglicherweise 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 gehdéren neben Skelettmuskelzellen und Neuronen zu den
langlebigen post-mitotischen Zellen. Die Zellteilungsaktivitdt der Kardiomyozyten
kommt schon kurz nach der Geburt zum Stillstand, so dass jegliche GréBenzunahme
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 geschadigte Zellstrukturen
nicht akkumulieren kénnen [Terman und Brunk 2004].

Zwar ist mittlerweile belegt, dass auch Kardiomyozyten bis zu einem gewissen Grad
durch Stammzelldifferenzierung ersetzt werden kénnen, 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 kbnnen in Kardiomyozyten also
altersabhangige Veranderungen auftreten. Gut belegt sind in der Literatur z.B.
altersbedingte Anderungen der Mitochondrien und eine altersbedingte Zunahme der

Anzahl und GréBe von Lysosomen, welche nach und nach mit nicht abbaubarem
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Material ,aufgefillt® 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 altersabhangige
Veranderungen zu untersuchen und wurde in der vorliegenden Arbeit als
Untersuchungsmaterial ausgewahlt. Erstmals wurden intravital gealterte, humane
myokardiale Histone aus postmortal asservierten Proben isoliert: Bisher untersuchte
Histone aus Myokard stammten aus Ratten, Kaninchen und Huhnern [Liew et al.
1983, Liew und Sole 1978, Beeson und Triplett 1967].

1.5. Zielsetzung

Vor diesem Hintergrund sollten die folgenden Fragen gekléart werden:

Ist Razemisierung von Asparaginsaure (AAR) in myokardialen Histonen nachweisbar

und ergibt sich mdglicherweise eine positive Korrelation mit dem Alter?

Ist eine Deiminierung von Argininresten in myokardialen Histonen nachweisbar?

Findet sich eine altersabhangige Zunahme der Deiminierung?

Zeigen pathologisch verédnderte Herzgewebeproben ein auffélliges Muster der

untersuchten Histonmodifikationen?

Zur Klarung dieser Fragen wurden Histone aus postmortal entnommenen
Myokardproben aufgereinigt und das AusmaB der Razemisierung ihrer
Asparaginsaurereste sowie der Deiminierung ihrer Argininreste analysiert. Die
Ergebnisse wurden unter Berlicksichtigung des Lebensalters der Indivuduen sowie

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

Aus humanem Myokardgewebe wurden zundchst die Zellkerne isoliert und
anschlieBend die Histone H1 und H2B aufgereinigt.

Mittels Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPLC = High Performance Liquid
Chromatography) wurden die posttranslationalen Modifikationen Razemisierung von
Asx (AAR) und Deiminierung (Umwandlung von Arginin zu Citrullin) detektiert. Das
AusmaB der AAR wurde sowohl fur 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 ungefahr 10 Gramm) groBe Myokard-Proben aus
Septum und / oder Hinterwand entnommen und bis zur weiteren Bearbeitung bei -20
°C gelagert. Fir die Durchfihrung der Untersuchung lag eine Zustimmung der
Ethikkommission vor (Votum der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der

Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf: Studiennummer 2671).

Makroskopisch zeigte sich bei den verwendeten Proben kein Anhalt fur
pathologische Veranderungen (Hypertrophie, infarzierte Bereiche, Fibrose). Zur
Verifizierung dieser Befunde erfolgte eine histologische Aufarbeitung aller Proben
(vgl. 2.2.).

Leichen mit F&ulnisverdnderungen sowie Brandleichen und bekanntermaBen

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

2.1. 2.2,

Untersuchungsmaterial | = Histologie

|

2.31.
Praparation

|

2.5. 2.3.2.

Bestimmung des <— |Aufreinigung der Histone
Verhaltnisses D/L-Asx

im Gesamtkernprotein

|

2.3.3. 23.4.
<«— | Histontrennung mittels | — Gelelektrophorese
RP-HPLC
e ! N
24. 2.6. 2.17.
Bestimmung des Quantifizierung des Citrullinnachweis
Verhaltnisses D/L-Asx Verhaltnisses Cit / Arg durch Western-Blot

Abb. 5) Darstellung der Arbeitsschritte
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2.2. Histologie

Aus myokardialem Septum und Hinterwand wurden fiir die histologische
Untersuchung Gewebsproben mit einer Dicke von ca. 1 mm und einer Flache 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 pym)

angefertigt.

Zur morphologischen Beurteilbarkeit der Myozyten und des Gesamtbefundes wurden
die mikroskopischen Praparate mit Ha&matoxylin-Eosin (HE) gefarbt. Eine 5-
Chromfarbung diente der Darstellung der bindegewebigen und elastischen Anteile;
diese war eine modifizierte Kombination aus der Elastika-Farbung nach van Gieson

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

Die Untersuchungen und die Dokumentation der histologischen Praparate wurden an
einem Lichtmikroskop des Typs DM 2000 von Leica mit angeschlossenem Computer

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

2.3.1. Praparation und Verarbeitung der Proben

Alle Lésungen, die im folgenden Protokoll fur die Aufreinigung der Histone bendtigt
wurden, waren auf 4 °C gekuihlt. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten in einer auf 4

°C vorgekuhlten Zentrifuge.

Die Herzgewebeproben wurden im noch tiefgefrorenem Zustand mit einem Skalpell
in hauchdlinne Scheiben geschnitten. Zur Entfernung des Hamoglobins (=
Hamolyse) erfolgte die Zugabe von 5 Volumina einer 2%igen NaCl-Lésung (a) unter
Zusatz von 0,1 mM Proteaseinhibitor (d) mit anschlieBender 20-mindtiger Inkubation
auf einem Schittler im Kuihischrank. Es folgte ein weiterer 15-minttiger
Hamolyseschritt (s.0.). Bereits makroskopisch zeigte sich der Erfolg der Hamolyse
durch die beige-braunliche Farbe der Myokardstiicke nach der Hamolyse im
Gegensatz zur tiefroten Farbung dieser vor der Behandlung. Versuche mit
héherprozentigen NaCl-Lésungen (15%ig, 10%ig und 5%ig) fihrten zwar ebenfalls
zu einer zufriedenstellenden Hamolyse, hatten jedoch einen Proteinverlust der
einzelnen Fraktionen zur Folge. Mit einer 1%igen NaCl-Losung wurde keine
vollstandige Hamolyse erreicht. Die 2%ige NaCl-Lésung erwies sich als ideal, um die
Proben von Hé&moglobin zu befreien und dennoch eine ausreichende

Proteinintensitat 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) fir 5 - 6 Minuten homogenisiert. Zur Entfernung
des restlichen Bindegewebes wurde das Homogenisat durch ein Sieb mit einer

Maschenweite von 300 um filtriert.
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Die Proben wurden bei 1100 g in einer Zentrifuge von Hettich (Typ Rotina 420R) 10
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand 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 St6Ben eines Teflonpistills
weiter homogenisiert. AnschlieBend wurde erneut bei 1100 g far 10 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand verworfen.

Nach Zugabe von 10 Volumina MB-Puffer (¢) plus 0,1 mM Proteaseinhibitor (d) auf
das entstandene Pellet wurde wieder zentrifugiert (s.0.). Ein letzter
Zentrifugationsschritt (s.0.) 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 Schwefelséure (e) hinzugefligt [Panyim et al.
1971]. Die Proben wurden fir 5 Stunden im Kuihischrank auf einem Schiittler
inkubiert, um die Kerne zu lysieren.

AnschlieBend erfolgte ein 15-mindtiger Zentrifugationsschritt bei 3000 g. Der
Uberstand, der nun die Histone enthielt, wurde in ein neues 50 ml Falcon-Réhrchen
Uberfihrt und zur Fallung der Histone mit 30 - 35 ml eiskaltem Aceton aufgefulit.
Etwa 1 mg des Kernpellets wurde bei -20 °C tiefgefroren und fir die HPLC-Analytik
des Gesmtkernproteins des Myokards verwendet. Die Fallung der Histone erfolgte
Uber Nacht im Kihlschrank (4 °C).

Am nachsten Morgen wurde erneut 15 Minuten bei 3000 g zentrifugiert. Das
entstandene Histonpellet wurde mit 5 ml eines Aceton-Ethanol-Gemischs (im
Verhaltnis 1:1) gewaschen und anschlieBend abzentrifugiert (s.0.). Mitunter konnten
bei diesem Schritt mehrere Histonpellets einer Probe durch das Hinzugeben des
Aceton-Ethanol-Gemisches gepoolt werden.

Das Histonpellet wurde in ein LoBind-EppendorfgefaB Uberflihrt und anschlieBend
Uber die RP-HPLC aufgetrennt.
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2.3.3. Trennung der Histone mittels RP-HPLC

Das Histonpellet wurde in 600 ul Eluent A (f) aufgenommen und anschlieBend far 10
Minuten auf einem Schuttler bei 37 °C inkubiert, um die darin enthaltenen Histone in
Lésung zu bringen.

AnschlieBend 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 Uberstand wurde vorsichtig - zur Vermeidung der Bildung von Luftblaschen - in

eine Probenspritze aufgezogen und in die Probenschlaufe des Gerates 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) AKTA Explorer 900 von Amersham
Biosciences. Bei der Saule handelte es sich um folgendes Fabrikat: Jupiter 5u, C 18,
300 A, 250 x 10,00 mm der Firma Phenomenex®.

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

Die Detektion erfolgte mittels einer UV-Lampe (UV-900, Amersham Biosciences 900
Series) bei einer Wellenlange von 214 nm, die Signalstarke wurde in mAU
angegeben.

Mithilfe eines Fraktionierers (Frac-920, Amersham Biosciences 900 Series) wurde
das Eluat in Fraktionen zu je 500 ul in 15 ml Greiner-Réhrchen aufgefangen,
anschlieBend in  LoBind-EppendorfgefaBe  aliqotiert und  Uber  Nacht
vakuumgetrocknet. Sofern eine Trocknung der Proben nicht unmittelbar méglich war,
konnten diese bei -80 °C zwischengelagert werden.

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

Untersuchungen (Gelelektrophorese, HPLC-Analytik) zur Verfigung. Aufgrund einer
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zu geringen Proteinkonzentration der Histone einzelner Individuen konnten nicht
immer beide HPLC-Quantifizierungen (Deiminierung und Razemisierung)
durchgefiihrt werden. Die Auswahl deckte fiur beide posttranslationalen

Modifikationen ein méglichst breites Altersspektrum ab.

2.3.4. Uberpriifung der Histonreinheit mittels Gelelektrophorese

Die getrockneten Aliquots wurden in 50 ul Aqua bidest gel6ést und entsprechend ihrer
Proteinintensitat mit Probenpuffer (fir den Gebrauch, n) vermischt, kurz gevortext
und for 3 Minuten bei 13.000 g (Raumtemperatur) zentrifugiert. Die nachfolgende
Denaturierung fand bei 95 °C fir 3 Minuten statt. Im Anschluss daran wurden die

Proben far 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), gefillt 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 finf Subtypen — aus Kalbsthymus (Roche, 10 223 565 001)
mitgefuhrt, 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 fir 25 Minuten in Coomassie-Lésung
(q) gefarbt, anschlieBend mit einer Lésung nach Schagger und von Jagow [1987] (r)

entfarbt und zur Dokumentation fotografiert.

2.3.5. Massenspektrometrische Kontrolle der Reinheit der Histone

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

tryptischer Lésungsverdau durchgefihrt.
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Das im LoBind-Eppendorfgefa3 getrocknete Proteinaliquot wurde in 237,5 pul
Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer (s) aufgenommen und fir 15 Minuten bei Raum-
temperatur geldst. AnschlieBend wurde 12,5 ul einer Trypsinlésung (t) hinzu pipettiert
und die Protein-Trypsin-Probe fur 2,5 Stunden bei 37 °C inkubiert. Das Verhaltnis von
Trypsin zu Protein sollte im Verhaltnis 1:20 stehen. Zum Schluss wurde der
Lésungsverdau far 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-Universitat

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

2.4.1. Hydrolyse der Histone

Fur 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 Salzsaure (u)
gelést, in sauresaubere Pyrexréhrchen Uberfihrt und anschlieBend flr 6 Stunden im
Heizblock bei 100 °C hydrolysiert. Im Anschluss wurde die Uberschissige Flissigkeit

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
Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPLC = High Performance Liquid Chro-
matography) nach der Methode von Kaufmann und Manley [1998], modifiziert nach
Dobberstein et al. [2009], auf einem HPLC-Gerat (Agilent 1100 Series) bestehend
aus einem Vakuumentgaser, einer quaterndren Pumpe, einem programmierbarem
Probengeber, einem Saulen-Thermostat sowie einem programmierbaren
Fluoreszenzdetektor (FLD).

Die Histon-Hydrolysate wurden entsprechend ihrer Intensitét (in mAU) in
Probenpuffer plus L-Homo-Arginin (v) aufgenommen und 40 ul des Gemisches in far
die HPLC-Analytik vorgesehenen Probengefal3e tberfiihrt.

Die Kernpellet-Hydrolysate wurden in 1 ml Probenpuffer (plus L-Homo-Arginin, v)
aufgenommen und anschlieBend um den Faktor 40 — 50 mit Probenpuffer verdinnt.
Die ProbengeféaBe wurden auf zuvor festgelegten Positionen des Probentabletts

positioniert.

Als stationare Phase wurde eine C18-Saule (Typ BDS HYPERSIL C18, 250 x 3 mm,
PartikelgréBe 5 ym, Thermo Scientific) verwendet. Uber 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 bindren Gradienten aus Eluent A (w) und Eluent B (x) die
Detektion der Aminoséurenderivate bei A = 445 nm statt. Die Anregungswellenlange
des Fluoreszenz-detektors lag bei A = 230 nm. ldentifiziert wurden die Signale

anhand der Retentions-zeiten der Standardreinsubstanzen in externen Standards.

Die Quantifizierung der Razemisierung erfolgte nach Integration der Flachen unter
den D- und L-Signalen mit Hilfe der Analysesoftware ,HPChemStation®“. Die Flache
des L-Enantiomers wurde als interner Standard (= 100 %) definiert und zur Flache
der D-Asx ins Verhélinis gesetzt. Jede Probe wurde doppelt analysiert und

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

2.5.1. Hydrolyse des Gesamtkernproteins

Fir 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 Salzsaure (u) in séduresaubere Pyrexréhrchen Uberfuhrt, fir 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
anschlieBend um den Faktor 40 — 50 mit Probenpuffer verdinnt.

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].

Razemisierung von Asparaginsaureresten und Deiminierung von Argininresten humaner Histone in
Myokardgewebe



Material und Methoden 23

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 Salzsaure (u) geldst, in sduresaubere Pyrexréhrchen
Uberfuhrt und anschlieBend flir 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 Intensitat (in mAU) in Probenpuffer ohne
L-Homo-Arginin (v) aufgenommen und 40 ul des Gemisches in fiir die HPLC-Analytik
vorgesehenen ProbengefaBe Uberfuhrt. Die ProbengefaBe wurden auf zuvor
festgelegten Positionen des Probentabletts positioniert.

Die Bestimmung der einzelnen Aminoséauren erfolgte auf dem HPLC-Gerét der Firma

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

Die Vorsaulenderivatisierung erfolgte fir die primaren Aminosauren mit OPA-
Reagenz (ortho-Phthaldialdehyd und 3-Mercaptopropionsaure in Borat-Puffer, Agilent
Technologies) und far die sekundéren Aminoséauren mit
9-Fluorenylmethylchloroformat (FMOC, Agilent Technologies).

Die stationdare Phase war eine C18-Saule der Firma Thermo Scientific (Typ BDS
HYPERSIL C18, 150 x 4,6 mm, PartikelgréBe 3 ym). Als mobile Phase diente ein
bindrer Gradient aus Eluent A (y) und Eluent B (z), welcher bei einer konstanten
Flussrate von 1 ml / min bei 40 °C Uber die Dauer von 70 Minuten zur Elution der

Aminosauren fluhrte.

Fur die OPA-Derivate wurde der Fluoreszenzdetektor auf eine Anregungswellenlange
von A = 335 nm und die Detektionswellenldange von A = 440 nm eingestellt. Nach 35
bis 38 Minuten schaltete der Detektor fir die Analyse der FMOC-Derivate auf die
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Anregungswellenlange von A = 266 nm und die Detektionswellenlange von A =
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 Aminoséauren erfolgte nach Integration der Flache unter dem
zu analysierenden Signal mittels der Analysesoftware "HPChemStation". Zur
Ermittlung des Gehalts an Citrullin wurde die Flache unter dem Citrullinsignal sowie
die Flache unter dem Argininsignal bestimmt. Die dem Arginin zugeordnete Flache
wurde als interner Standard (= 100%) definiert und zur Flache des Citrullins ins
Verhaltnis gesetzt. Fir jede Probe wurden Doppelbestimmungen durchgefuhrt und

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

Die fur 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 vorgefarbter Marker (Spectra™ Multicolor Low Range Protein
Ladder, M\W. 1,7 — 40 kDa von Fermentas), ein Histonstandard — bestehend aus
allen fuanf Subtypen — aus Kalbsthymus (Roche, 10 223 565 001) sowie eine

Positivkontrolle (Carboanhydrase aus bovinen Erythrozyten, Sigma) mitgefuhrt.

Vor dem Blotten wurde das Gel in Transferpuffer (a1) Gberflhrt und unter Schwenken
fur 10 Minuten aquilibriert. Die PVDF-Membran (PorengréBe 0,2 pym) wurde vor
Blotbeginn fir eine Minute in Methanol geschwenkt und anschlieBend fur 2 Minuten
in Transferpuffer (a4) aquilibriert. Die Membran, das Gel sowie die in Transferpuffer
getrankten Filter und Schwammticher wurden unter Vermeidung von Luftbldschen in

eine Transferkassette eingespannt.

Der Tank des BIO-RAD-Systems (Model No. Mini-PROTEAN 3 Cell) wurde mit 4 °C
kaltem Transferpuffer (a1) beflllt und die Transferkassette in der dafiir vorgesehenen
Einhéngevorrichtung angebracht. Geblottet wurde sowohl fir H2B als auch fur H1
insgesamt 4 Stunden bei 250 mA und 200 V. Alle nachfolgenden Wasch- und

Inkubationsschritte erfolgten auf einem Schiittler.

Nach Beendigung des Blottens wurde die Membran 3 x 5 Minuten in 1 x PBS (b)
gewaschen, das Gel zur Kontrolle des Proteintransfers mit Coomassie-Lésung (q)
gefarbt und mit einer Lésung nach Schéagger und von Jagow [1987] (r) entfarbt. Das
Blockieren der Membran erfolgte fur eine Stunde im Warmeschrank bei 37 °C mit 5
% BSA (c1). AnschlieBend wurde die Membran Uber Nacht bei 4 °C gelagert.

Am nachsten Morgen wurde die Membran 3 x 5 Minuten mit 1 x PBST (d4) bei 37 °C

gewaschen. Fur die Primar-Antikdrperbindung wurden ein polyklonaler Anti-Citrullin-
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Antikérper (AB5612 aus Kaninchen, Millipore) und 0,5 %iges BSA (e4) im Verhaltnis
1:1500 gemischt und mit der Membran fir 2 Stunden bei 37 °C inkubiert.

Danach wurde die Membran fir 3 x 5 Minuten mit 1 x PBS (b) bei 37 °C gewaschen.
Fur die Sekundar-Antikérperbindung wurden ein polyklonaler Anti-Kaninchen-IgG-
Antikérper (AP 132P aus Ziege, Millipore) und 0,5%iges BSA (eq) im Verhéltnis
1:2000 gemischt und unter den obigen Bedingungen fir weitere 2 Stunden inkubiert.
Darauffolgend wurde die Membran fir 3 x 5 Minuten in 1 x PBST (d4) bei 37 °C
gewaschen. Die Detektion der Immunreaktion erfolgte mit ECI (SuperSignal West
Pico Chemiluminescent Substrate von Thermo Scientific) fir 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 (d4) bei 37 °C gewaschen, anschlieBend fir 20
Minuten in Amidoschwarz (f;) proteingeféarbt, danach entfarbt (g:) und fotografiert

(s.0.).
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2.8. Eingesetzte Losungen

2.8.1. Histonisolation

(@)

2%ige Natriumchloridlésung (1 L):
Natriumchlorid (NaCl): 10 g ad 1000 ml Aqua bidest

MA-Puffer n. Jackowski & Liew [1980] (1 L):
Saccharose (C12H22014): 85,575 g (0,25 M), Tris-HCI (C4H11NO3): 1,576 g (10
mM), Magnesiumchlorid (MgCl,): 0,321 g (3 mM), ad 1000 ml Aqua bidest

MB-Puffer n. Jackowski & Liew [1980] (1 L):
Triton X-100 (C14H220(C2H40),): 1 ml (0,1 %) ad 1000 ml MA-Buffer (s.o0.)

Proteaseinhibitor (Stocklésung 100 mM) (50 ml):
Phenylmethanesulfonylfluorid (PMSF, C;H;FO.S): 0,871 g ad 50 ml Ethanol
abs. (CQHGO)

Schwefelsaure 0,8 M (575 ml):
Aqua bidest: 550 ml, Schwefelsdure (HoSO4): 25 ml

2.8.2. FPLC

(f)

Eluent A (1 L):

Wasser HPLC-grade: 1000 ml, Trifluoressigsaure (TFA, CoHF305): 4 ml
15 Minuten Entgasung im Ultraschallbad

Eluent B (1 L):

Acetonitril (CoH3N): 840 ml, Wasser HPLC-grade: 160 ml, Trifluoressigsaure
(TFA, CoHF302): 4 mi
15 Minuten Entgasung im Ultraschallbad
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2.8.3. Gelelektrophorese

(h)

Acrylamid A (100 ml):
Acrylamid (CsHsNO): 29,2 g, N'N’-bis-methylenacrylamid (C7H1oN205): 0,8 g,
ad 100 ml Aqua bidest

Trenngelpuffer (Tris-HCI 1,5 M), pH 8,8 (450 ml):
Tris-Base (C4H11NO3): 27,23 g in 240 ml Aqua bidest I6sen, mit 6 N HCI auf
pH 8,8 einstellen, ad 450 ml Aqua bidest

Sammelgelpuffer (Tris-HCI 0,5 M), pH 6.8 (200 ml):
Tris-Base (C4H11NO3): 12 g in 100 ml Aqua bidest I6sen, mit 6 N HCI auf pH
6,8 einstellen, ad 200 ml Aqua bidest

SDS 10 % (100 ml):

Natriumdodecylsulfat (SDS, C12H2sNa0O4S): 10 g ad 100 ml Aqua bidest

APS (10%) (1 ml):

Ammoniumperoxidsulfat (APS, HsN2>OsS»): 0,1 g ad 1 ml Aqua bidest

(h - 1) Pipettierschema fur SDS-Page-Gel:

16 % Trenngel 5 % Sammelgel
Acrylamid A 2,65 ml 425 pl
Trenngelpuffer 1,25 ml -
Sammelgelpuffer - 625 yl
10 % SDS 50 ul 25 pl
Aqua bidest 1,05 ml 1,425 ml

Nach Zugabe der folgenden Substanzen beginnt die Polymerisation:

10 % APS

25 pl

12,5 ul

TEMED

2,5 ul

2,5 ul

(Tetramethylethylendiamin)
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(m)

(0)

(r)

Probenpuffer-Ansatz (9,5 ml):

Aqua bidest: 3,55 ml, Tris-HCI (C4H11NO3): 0,5 M: 1,25 ml (pH 6,8), Glycerol
(C3Hs03): 2,5 ml, SDS 10 % (s.0.): 2,0 ml, Bromphenolblau (C19HgBrsNaOsS)
0,5 %: 0,2 ml

Probenpuffer (fir den Gebrauch) (1 ml):
Probenpuffer-Ansatz (s.0.): 950 ul, B-Mercaptoethanol (CoHsOS): 50 ul

Laufputter-Konzentrat (10 x), pH 8,3 (1 L):
Tris-Base (C4H11NO3): 30,3 g, Glycin (CoHsNOy): 144 g, Natriumdodecylsulfat
(SDS, Ci2H25 NaO4S): 10 g, ad 1000 ml Aqua bidest

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

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

Laufpuffer-Konzentrat (s.0.): 100 ml ad 1000 ml Aqua bidest

Coomassie-Féarbelésung (1 L):
Coomassie (CssH44N3NaO-S,): 2,5 g, Methanol (CH40): 500 ml, Essigsaure
(C2H402): 150 ml, ad 1000 ml Aqua bidest

im Anschluss Filtration

Entfarber nach Schagger und von Jagow [1987] (2 L):
Isopropanol (CsHgO): 500 ml, Essigsaure (C2H40): 140 ml, ad 2000 ml Aqua
bidest

2.8.4. Vorbereitung fur die Massenspekirometrie

(s)

Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer (50 ml)
Ammoniumhydrogencarbonat (NHsHCO3): 0,098825 g (25 mM) ad 50 ml Aqua
bidest
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(t)

Trypsinldsung (zum Verdau) (200 ul):

Trypsin (Proteomics Grade, Sigma-Aldrich): 20 yg in 200 yl Ammonium-

hydrogencarbonat-Puffer (s.0.) I6sen; Konzentration = 0,1 ug / pl

2.8.5. HPLC

Alle nachfolgenden Substanzen haben die hochmdglichste Reinheitsstufe (HPLC-

grade).

(u)

6 N Salzsaure (HCI) (1 L):
Aqua bidest: 500 ml, Salzsaure (HCI): 500 ml

Probenpuffer (200 ml):
0,1 M Salzsaure (HCI): 100 ml, Natriumazid (NaNs): 9,75 mg

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

fiir Deiminierung ohne L-Homo-Arginin
ad 100 ml Aqua bidest

Eluent A fiir Razemisierung nach Kaufmann & Manley [1998] (pH 6,0) (2 L):
Natriumacetat (CoH3NaO,): 3,773 g, Natriumazid (NaNs): 0,195 g, Ethylen-
diamintetraessigsaure (EDTA, C1oH16N20g): 0,750 g, ad 2000 ml Aqua bidest
mit 10%iger Essigsaure (C2H40,) auf pH 6,0 - 6,01 einstellen

Eluent B fur Razemisierung nach Kaufmann & Manley [1998] (1,08 L):
Methanol (CH4O): 1000 ml, Acetonitril (CoHsN): 83,4 ml

Cave: Volumenkontraktion

Eluent A fir Deiminierung nach Heems et al. [1998], pH 6.0 (2 L):

Natriumacetat (CoHsNaO,): 3,773 g, Natriumazid (NaNs): 0,195 g, Ethylen-
diamintetraessigsaure (EDTA, C1oH16N20g): 0,750 g, ad 2000 ml Aqua bidest
mit 10%iger Essigsaure (C2H40,) auf pH 6,0 - 6,01 einstellen
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(z)

Eluent B fur Deiminierung nach Heems et al. [1998] (1,08 L):
Methanol (CH;O): 1000 ml, Acetonitril (CoH3N): 83,4 ml

Cave: Volumenkontraktion

2.8.6. Western Blot

(a1)

(b1)

(d1)

(e1)

Transferpuffer, pH 8.2 — 8,3 (2L):

Tris-Base (C4H{1NO3): 11,64 g (48 mM), Glycin (CoHsNO): 58 g (386 mM),
Natrimdodecylsulfat (SDS, Ci2H2sNaO4S) = 0,1 %: 20 ml 10 % SDS (s.0.),
Methanol (CH40): 400 ml (20 %), ad 2000 ml Aqua bidest

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

PBS (10x), pH7.2-7.4 (1L):

Natriumchlorid (NaCl): 80 g (1,37 M), Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO,):
11,5 g (81 mM), Kaliumchlorid (KCI): 2 g (27 mM), Kaliumdihydrogenphosphat
(KH2PO4): 2 g (14,7 mM), ad 1000 ml Aqua bidest

vor Gebrauch im Verhaltnis 1:10 verdiinnen = 1 x PBS

Blockierlésung 5 % BSA (fir einen Blot):

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

PBST = PBS-Tween (1L):

PBS-Tween: 1 ml (0,1%) in 1000 ml 1 x PBS (s.0.) l6sen

BSA fir Antikbrperreaktionen (flir einen Blot):

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

Amidoschwarz Farbelésung (200 ml):

Amidoschwarz 10 B (C22H14NeNa20eS5): 0,2 g (0,1 %), Methanol (CH40): 90
ml (45 %), Essigsaure (C2H405): 14 ml (7 %), Aqua bidest: 96 ml
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(g1) Amidoschwarz-Entféarber (1L):
Methanol (CH40): 700 ml (70 %), Essigsaure (C2H402): 21 ml (7 %), Aqua
bidest: 279 ml
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3. Ergebnisse

3.1. Histologische Untersuchung

Bei der Untersuchung der histologischen Praparate zeigten die KoronargefdBe von
13 Individuen eine leichte bis ausgepragte Koronararteriensklerose. Ferner fanden
sich bei sieben Individuen Zeichen einer Hypertrophie der Kardiomyozyten und bei

neun Individuen perinukleéare Lipofuszinablagerungen.

Insgesamt wiesen drei der untersuchten Individuen infarzierte Myokardbereiche auf

(37, 40 und 62 Jahre). In allen drei Féllen 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 erhéhte 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.

—— Standard
—Probe

1400 - H1

1200 1

1000 T
H2B

800 1
H2A

Intensitat (mAU)

600 1
H4

H
400 A ®

200 1 /
0 T

40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
Zeit (Minuten)

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

bovinen Histonstandards (rosa).

Die gelelektrophoretische Untersuchung der eluierten Fraktionen ermdglichte 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 funf 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 altersunabhangig. Lediglich die
Intensitat der Signale variierte, wobei die Intensitat des H2B-Signals einer deutlich

gréBeren Variationsbreite unterlag als die Intensitat des H1-Signals. Bei zu geringer
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Intensitadt des H2B-Signals konnte das Protein nicht fur weitere Untersuchungen
verwendet werden.
Mit der verwendeten Aufreinigungsmethode konnten nur die Subtypen H1 und H2B in

ausreichendem MaBe gewonnen werden.

—Probe
H1 FP  H2B
1400
1200
S 1000 -
<
E
= 800 T
:‘g
®
S 600
£
400 A
200 1 /\f\/\
L w
0 T T T T T T T 1
40 45 50 55 {so 65 70 75 80 85
\ \ Zeit (Minuten)
\

S H1 FP H2B S

H1 a " H1

- -_— s

H3 H3

H2B —— H2B

D -_—
| —

H4

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. Uberpriifung 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.

H1
2686 100,0880
2600
2500
2400
2300
2200 H1
2100 442,9540
2000
1900
1800

1700 H1

1600 526,9630
325,2315

H1
HA1 599,8588

1500
1400
1300 415,2289 H1 Hi Hi1
12001 487,3295
1100 73,0568 649,7124 663 9141

H1
1000

900 267,0516 Hq
800 423,284 H1
700 H1 692,4109
600 H1 720184 554,3193
500 281,0707 H1.4. H1.4.
4001 119,0985 758,4641

4812089 974,0467
300, saopsiz | P28

| .ll u .ll . LWLL n Ll “ LL..II.L " S hj ..ll |

100
0
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100
m/z. amu

Intensity, counts

494,9889

=

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

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

aller Proben durch Hamoglobin (vgl. Abb. 9).
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Abb. 9) Ubersichtsspektrum einer mit Hémoglobin (= Hb) verunreinigten H2B-Fraktion in der

Massenspektrometrie.

Korrelierend dazu befanden sich in der Gelelektrophorese neben der spezifischen
Bande fir H2B bei ~17 kDa noch weitere Banden bei ~15 kDa und ~29 kDa. Im
Vergleich mit einem bovinen Hamoglobin-Standard zeigte sich, dass diese Banden

auf die Verunreinigung mit Hamoglobin zurtckzufihren waren (vgl. Abb. 11).

Zur Bestatigung der Effektivitdit der vor der Homogenisation durchgefihrten
Hamolyse (vgl. 2.3.1.) wurde Histon H2B erneut massenspektrometrisch untersucht.

Hierbei war keine Verunreinigung durch Hamoglobin mehr zu finden (vgl. Abb. 10).
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Abb. 10) Ubersichtsspektrum einer sauberen H2B-Fraktion in der Massenspektrometrie.
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Entsprechend dazu zeigte sich jetzt in der Gelelektrophorese eine singulare Bande
bei ~17 kDa, welche spezifisch fur Histon H2B ist (vgl. Abb. 11).

H2B + Hb H2B
M H1 s vor Hamolyse Hb nach Hamolyse
66 kDa —
45 kDa
36 kDa
H1
29 kDa -
24 kDa
20 kDa

H3
H2B ‘  c— e —
H2A

14,2 kDa H4 —— -

—

6,5 kDa

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

Die Histone H1 und H2B wurden mittels Hochdruckflissigkeitschromatographie auf
ihren Razemisierungsgrad von Asx untersucht. Abbildung 12 zeigt beispielhaft die
chromatographische Auftrennung der primdaren Aminoséauren eines Histons H2B

nach einer 6h-Hydrolyse mit HCI.

Print of window 38: Current Chromatogram(s)

Current Chromatogram(s)
FLD1 A, Ex=230, Em=445 (SEQ_280\016-3901.D)

1 FLD1 A, Ex=230, Em=445 (SEQ_280\091-3001.D) "e
Ly 8
1000 I
L-Asx vgl. Abb. 13
800 h
g
Gly Tyr
600 | _ >
Gix i g Val Phe
. Ser
I 3 L
2 Thr | g Ala = Met 2 eu
400 & 1 Al’g?’_ g g
200
D-Asx
] g |lge g3 5
=1 a —pol 0
ol

20 30 40 50 60 70 80 min|
Instrument 1 17.12.2009 10:16:00 Do Page lof1l

Abb. 12) Flissigkeitschromatographische Auftrennung primdrer Aminoséduren nach 6h-Hydrolyse von
Histon H2B. Die blauen Signale stellen die Aminosduren des myokardialen Histons dar, die
roten Signale zeigen im Vergleich dazu die Aminosduren der externen

Standardreinsubstanz.

Abbildung 13 zeigt beispielhaft das Verhélinis eines L-Asx zu einem D-Asx-Signal
von Histon H2B eines 10-jdhrigen mannlichen Individuums mit einem

Razemisierungsgrad von 8 %.
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Print of window 38: Current Chromatogram(s)

Current Chromatogram(s)
FLD1 A, Ex=230, Em=445 (SEQ_280\016-3901.D)
FLD1 A, Ex=230, Em=445 (SEQ_280\091-3001.D)

) L-Asx

LU

0
<2
©
©

800

600

500 |

300

200

100 -

0

14 15 16 17 18 19 20 21 min|
Instrument 1 17.12.2009 10:16:54 Do Page 1 of1l

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 (BestimmtheitsmaB # =
0,018496) ergab sich kein Hinweis auf eine altersabhangige Zunahme des D-

Enantiomers im Verhalinis zum L-Enantiomer.

Histon H2B (vgl. Abb. 15) zeigte Razemisierungswerte zwischen 5,35 % bei einem
57-jahrigen mannlichen Individuum und 8,45 % bei einem 25-jahrigen weiblichen
Individuum. Wie bei H1 fand sich auch hier kein Anhalt fir eine altersabhangige
Zunahme des Razemisierungsgrades (Korrelationskoeffizient r = 0,234,
BestimmtheitsmaB # = 0,054756).
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Abb. 14) D/L-Asx (%) in Histon H1 in Abhéngigkeit vom Alter.
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Abb. 15) D/L-Asx (%) in Histon H2B in Abh&ngigkeit 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  geringflgigen Streuungen in allen  Alterklassen. Bei einem
Korrelationskoeffizienten r = 0,854 (BestimmtheitsmaB r# = 0,7294) ist von einer

positiven Korrelation auszugehen.

X
x
p)
<
- 14
~~
(@] y =0,0032x + 1,5564
r=0,854
1,2
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Alter (Jahre)

Abb. 16) D/L-Asx (%) im Gesamtkernprotein des Myokards in Abhédngigkeit 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 primarer und sekundéarer

Aminoséauren eines Histons H2B nach einer 24-stiindigen sauren Hydrolyse.

Print of window 38: Current Chromatogram(s)
Current Chromatogram(s)
] FLD1A, Ex=335, Em=440, TT (SEQ_275\013-1201.D)
[ FLD1 A, Ex=335, Em=440, TT (SEQ_275\091-1601.D)
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Abb. 17) Flissigkeitschromatographische Auftrennung primérer und sekunddrer Aminosduren nach
24h-Hydrolyse eines Histons HZ2B. Die blauen Signale stellen die Aminosduren des
myokardialen Histons dar, die roten Signale zeigen im Vergleich dazu die

Aminosdurenkomponenten der externen Standardreinsubstanz.

Die nachfolgende Abbildung zeigt exemplarisch das AusmaB der Citrullinierung als
Citrullin/Arginin (%) von 9,96 % von Histon H2B eines 70-jahrigen mannlichen

Individuums.
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Print of window 38: Current Chromatogram(s)

Current Chromatogram(s)
FLD1 A, Ex=335, Em=440, TT (SEQ_275\013-1201.D)
FLD1 A, Ex=335, Em=440, TT (SEQ_275\091-1601.D)

L

Arg

o
g
~

50 Cit

©
«Q
©

16.5 17 17.5 18

16 min
Instrument 1 17.12.2009 10:14:39 Do Page lof1l

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 AusmaB der Deimininierung als Quotient Citrullin/Arginin (%) in Histon H1
schwankte zwischen 0,8 % bei einem 10 Jahre alten mé&nnlichen Individuum und
5,48 % bei einem 40-jahrigen méannlichen Individuum (vgl. Abb. 18). Ausgehend vom
Korrelationskoeffizienten r = 0,358 (BestimmtheitsmaB r* = 0,128164) zeigte sich kein

Anhalt fir eine Abh&ngigkeit der Deiminierung vom Lebensalter.

Die roten Kreise in Abbildung 19 markieren Falle, 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 ergabe sich fir diesen Fall ein r
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= 0,740 (BestimmtheitsmaB = ¥ = 0,5476), so dass hier vorsichtig eine positive

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

y =0,0227x + 1,1946

r =0,358
4 £

{

Cit/ Arg (%)
@
<
1 4
4
4

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Alter (Jahre)

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

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

vom Alter. Diagramm ohne die in Abbildung 19 markierten Félle 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 (BestimmtheitsmaB r* = 0,0004) zeigt, dass

es keinen Hinweis auf eine altersabhangige Zunahme des Citrullingehaltes gab.

12 4
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8
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~ 6
2
<
~
= 4
o y =-0,0015x + 8,3725
r=20,02
2
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Alter (Jahre)

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

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

Exemplarisch wurden sowohl fur H1 als auch fir H2B Western-Blots zum Nachweis
des Citrullins angefertigt (vgl. Abb. 22 und 23). Der positive Citrullin-Nachweis konnte
sowohl fur Histone des Typs H1 als auch fir Histone des Typs H2B erbracht werden.

Die angefertigten Western-Blots lassen keine Aussage Uber die Quantitat des

Proteins zu.
(1) (2)
PM H1-S CA H1 H1 H1 H1 H1 s M PM H1-S CA H1 H1 H1 H1 H1 S

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

Amidoschwarz (2).

PM H2B-S CA H2B  H2B H2B H2B S L M PM H2B-S CA H2B H2B H2B H2B S L

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

Amidoschwarz (2).

Razemisierung von Asparaginsaureresten und Deiminierung von Argininresten humaner Histone in
Myokardgewebe



Diskussion 50

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 anschlieBenden Isolation der Histone mittels Schwefelsaure
[Panyim et al. 1971] fihrte 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 waren; dafir war die Quantitdt des Sektionsmaterials jedoch

nicht ausreichend.

Der Verunreinigung der Zellkernmasse durch Erythrozyten wurde durch die
EinfUhrung eines Hamolyseschrittes vor Beginn der Homogenisation des Myokards
entgegengewirkt und damit eine potentielle Verfélschung der Daten durch

kontaminierendes Fremdprotein verhindert [Ingrosso und Perna 1998].

Die Histonauftrennung Uber die RP-HPLC ergab fiir 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 Féllen eine um 30 — 50 % hohere Ausbeute als
Histon H2B. Die offenbar bessere Elution von H1 ist méglicherweise 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 AuBenseite der Nukleosomen
ansetzenden H1 Linker- Histone stabilisieren den Komplex und flhren somit zur
Bildung des Chromatinkdrpers [Lindner 2008, Ausié 2006, Turner 2000]. Da die
Linker-Histone nicht im Core-Komplex verankert sind (s.0.), ist es mdglich, dass sie
sich wahrend der Histon-Isolation leichter aus dem Chromatinverbund herauslésen

lassen.

Weshalb H2B aus dem Myokardgewebe als einziges der Core-Histon zu extrahieren
war, lasst sich anhand von Literaturdaten nicht klaren. 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 ldentifikation der Histone wurden diese gelelektrophoretisch aufgetrennt [Lindner
2008], die entsprechenden Banden konnten durch einen mitgefihrten Histonstandard
eindeutig zugeordnet werden (vgl. Abb. 7). Zur Uberpriifung der Ergebnisse wurden
einzelne Proben exemplarisch massenspektrometrisch untersucht (vgl. Abb. 8 + 9).
Die Reinheit der H2B-Fraktion nach Durchfihrung des eingeflhrten

Hamolyseschrittes konnte massenspektrometrisch bestétigt 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. H100 in mannlichen bzw. weiblichen Keimzellen
[Bianchi 2004, Doenecke et al. 1997]. Das Linker-Histon gilt als das in seiner Struktur
am starksten variierende Histon und die verschiedenen Subtypen unterscheiden sich
in ihrem elektrophoretischen und chromatographischen Verhalten [Ausi6 2006,

Doenecke et al. 1997, Cole 1987, Eick et al. 1989]. Die Sequenzibereinstimmung
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innerhalb der funf H1-Haupttypen betrédgt 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 fir 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 lasst darauf schlieBen, dass im humanen Myokard mindestens
zwei H1-Subtypen vorhanden sind. Zur genaueren Analyse waren

massenspektrometrische Analysen notwendig.

Fiar Histon H2B sind drei verschiedene Unterformen beschrieben: H2B.1, H2B.2,
H2B.3 [Ausi6 2006, Doenecke et al. 1997]. Es finden sich ebenfalls keine
myokardspezifischen Daten in der Literatur. Abbildung 7 I&sst vermuten, dass die
myokardialen Histonsubtypen eine &hnliche Struktur aufweisen und deshalb
reproduzierbar als ein Peak bei 58 Minuten von der Saule eluierten. Um genauere
Aussagen treffen zu kbénnen, mussten auch hier massenspekirometrische

Untersuchungen durchgefiihrt 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 abhangig 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 Umstdnden ist die Umgebungstemperatur im
Regelfall niedriger als in vivo, so dass eine postmortale Nachrazemisierung
vernachlassigbar gering ist [Ritz-Timme und Collins 2002]. Eine mittlere
Umgebungstemperatur von 15 °C innerhalb von 10 Jahren wiirde bei einer auf Dentin
beruhenden Altersschatzung lediglich zu einem Fehler von 0,2 Jahren flhren
[Meissner und Ritz-Timme 2010, Ohtani 1995]. Proben von Brandleichen wurden
nicht fir die vorliegende Untersuchung eingesetzt, da hohe Umgebungstemperaturen
einen Einfluss auf die Razemisierungskinetik haben kénnen [Ritz-Timme 1999]. Des
Weiteren wurden keine Proben von Leichen mit bereits eingetretenen
Faulniserscheinungen 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 bertcksichtigen.

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

Systematische Untersuchungen zum Ausmaf 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
AusmalB von dem Razemisierungsprozess betroffen sind.

So zeigten Young et al. [2005, 2001], dass Asp?® in Histon H2B aus Gehirngewebe
von Hunden signifikant, jedoch unabhangig vom Alter, razemisiert. Ebenso fand sich
eine Akkumulation von D-Asp an Position Asp®' in Histon H2B, jedoch war das
AusmaB der Razemisierung deutlich geringer als an Asp® (s.u.). Des Weiteren
wurden an Asp® in Histon H4 aus menschlicher Milz Razemisierungswerte zwischen
5 und 10 % nachgewiesen [Hayashi et al. 1982]. Die Arbeitsgruppe um Lindner et al.
[1999] wies daruber hinaus eine fur Histon H1 altersabhangige Zunahme der D-Asx-

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

Die vorliegende Arbeit bestatigt das Auftreten von D-Asx-Resten in den Histonen H1
und H2B.

Die erhobenen D/L-Asx-Werte fir myokardiales Histon H1 lagen zwischen 1,45 %
und 1,7 %, die D/L-Asx-Werte fur 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 méglicherweise nicht auf
eine intravitale Akkumulation razemisierter Asx-Reste zurlickzufihren, sondern eher
als eine durch die saure Hydrolyse (s.0.) induzierte in-vitro-Razemisierung zu
interpretieren [Ritz-Timme 1999], die wegen des standardisierten Prozederes alle

Proben betraf.

Dagegen sind die fur H2B erhobenen D/L-Asx-Werte mit einer relativ groBen
Streuung als Indiz fir eine intravitale @ Akkumulation razemisierter
Asparaginsaurereste in myokardialen Histonen zu werten. Die erhobenen Werten
korrelieren gut mit den fur 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 Aminos&durensequenz
Asp—Gly an Position 25 und 26 die von den in H2B insgesamt in Frage kommenden
sechs Asx-Resten am anfélligsten fur 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.] Urs&chlich fur dieses Phanomen kdnnte
die Lage der Aminosaurensequenz Asp®—Gly?® in Histon H2B sein — diese befindet
sich in den hochflexiblen N-Termini, die durch die exponierte Lage fur die PIMT (vgl.

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

Die Bildung von Iso-Asp an Asp®—Gly?® wurde fiir Histon H2B auf etwa annéhernd 1
% pro Tag geschéatzt. Dies wiederum fihrt zu einem regelmaBigen
»oubstratnachschub® fur die PIMT, die Iso-Asp in das fir Razemisierung héchst
empfindliche Succinimid Uberfihrt (s.0.). Somit leistet das Reparaturenzym PIMT
einen erheblichen Beitrag — von Young et al. [2005] wird dieser auf 76 bis 90 %
geschétzt — zur in-vivo-Razemisierung von Asp® in H2B. Etwa 12 % des Asp?® in

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

Durch die Isomerisierung an Asp®~Gly*® kann es zu einer veranderten Interaktion
von H2B mit der umgebenden DNA kommen sowie zu einer fur posttranslationale
Modifikationen veranderten Empfindlichkeit benachbarter Aminosaurenreste wie z.B.
von Lys®, 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 beginstigte Razemisierung von Asp® kénnte ebenfalls zu
signifikanten Veré&nderungen der H2B-Funktion fihren. Welche Folgen diese
chemischen Modifikationen z.B. auf die Transkriptionskontrolle der Zelle haben,
bleibt noch zu klaren [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 schlieBen, dass
Histone im Myokard einem Metabolismus unterliegen, der mdglicherweise von
immenser Bedeutung fiir das ,Uberleben” und die addquate Funktion des Organs
LHerz* ist.

In den Féllen mit pathologischen Veradnderungen (Koronararteriensklerose,
Hypertrophie, Lipofuszinablagerung, Infarkt) fanden sich keine auffalligen Werte. Dies
ist aber auch nicht notwendigerweise zu erwarten, wenn es zutrifft, dass Histone

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

Obwohl sich in den Histonen H1 und H2B keine altersabhéngige 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 kénnte.

In eukaryotischen Zellen sind Zellkern und Zytoplasma durch die Kernhlle
voneinander getrennt. Die Kernhllle besteht aus einer inneren und einer &uBeren
Membran sowie Kernporen, die fur den bidirektionalen Transport von
Makromolekllen zwischen Kern und Zytoplasma zustédndig sind. Die &uBere
Kernhille geht flieBend in das den Kern umgebende Endoplasmatische Retikulum
(ER) Uber, welches mit Ribosomen besetzt ist. AuBere Kernhiille und ER kdénnen
morphologisch als ein Kontinuum betrachtet werden [Gruenbaum et al. 2005]. Das
ER ist eine Organelle mit einer wichtigen Rolle in vielen zelluldren Prozessen, die fur
das Uberleben und die normale Funktion der Zelle von groBer Bedeutung sind. So ist
das ER fur die Sekretion und die nachfolgende Faltung von im Zellkern
synthetisierten Proteinen verantwortlich. Weitere Aufgaben liegen in der
Aufrechterhaltung der intrazellularen Kalzium-Homd&ostase und der Lipid-Biosynthese
[Kim et al. 2008].

Auch unter optimalen Bedingungen kénnen bis zu 30 % der im ER neusynthetisierten
Proteine von vornherein fehlgefaltet sein. Normalerweise werden solche Proteine in
einer vom ER durchgefihrten ,Qualitatskontrolle” identifiziert und in einem dem ER-
assoziierten Degradationssystem (ERAD) abgebaut [Glembotski 2007, Kincaid und
Cooper 2007].
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Fehlgefaltete Proteine kdnnen aber auch akkumulieren und es gibt Evidenz dafur,
dass eine Akkumulation dieser Proteine mit neurodegenerativen, immunologischen,
endokrinologischen und anderen altersabhangigen Krankheiten in Verbindung steht
[Glembotski 2007, Stefani 2004].

Eine mogliche Hypothese der im Gesamtkernprotein des Myokards erhobenen Daten
koénnte sein, dass im Alter mehr und mehr fehlgefaltete Proteine im ER akkumulieren.
Ob diese Proteine einer Razemisierung anheim fallen kénnen, lasst sich anhand von
Literaturdaten nicht klaren. Jedoch finden sich in der Literatur Untersuchungen zum
Polypeptidhormon Amylin (Synonym: Insel-Amyloid-Polypeptid) der p-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 daflir, dass fehlgefaltete bzw. fehlaggregierte Proteine
Razemisierung  aufweisen  kbénnen, ist das f-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 Méoglichkeit, dass die altersabhangige Razemisierung im
Gesamtkernprotein des Myokards durch diejenigen Histonsubtypen, die bei der
Aufreinigung nicht in ausreichendem MaBe 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 fir die Core-Histone H2A, H3 und H4 aus Zellkulturen
beschrieben worden, jedoch noch nicht fir das Core-Histon H2B und fir 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 natirlichen Gegebenheiten in vivo eine Deiminierung unterschiedlichen
AusmaBes aufweisen und dass dieser Prozess auch das Core-Histon H2B sowie die

Linker-Histone betrifft.

4.4.1. Einfluss der Aminosaurensequenz auf die Deiminierung

Rein theoretisch kann jeder Argininrest von einer Deiminierung betroffen sein [Gydrgi
et al. 2006]. Es gibt allerdings verschiedene Faktoren, die die Deiminierungskinetik
beeinflussen. So ist bekannt, dass ein Argininrest mit einem sich C-terminal
anschlieBenden Glutaminsdure-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 anschlieBenden
Asparaginsaure-Rest in bis zu 100 % flur eine Deiminierung anféllig 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 AusmaB der Deiminierung von Argininresten wurde summarisch erhoben, d.h.
alle Argininreste wurden in die Datenerfassung mit einbezogen. Da es
unwahrscheinlich ist, dass alle Argininreste gleichermaBen von dem

Deiminierungsprozess betroffen sind [Gyoérgi et al. 2006], ist davon auszugehen,
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dass einzelne Argininreste noch hdéhere 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
hdchste Wert bei 11,03 %. (vgl. Abb. 21). Eine Korrelation zum Alter konnte nicht
festgestellt werden. Die im Vergleich zu Histon H1 hdheren Deiminierungswerte
lassen sich auf die unterschiedliche Primér- und Sekudérstruktur der Histone

zurtckfihren .

Fur H2B betrug z.B. der héchste gemessene Wert 11,03 %. Wéren von den in Histon
H2B insgesamt vorkommenden acht Argininresten statt aller acht Reste z.B. nur zwei
modifiziert (vgl. 4.4.1.), so wirden diese beiden Argininreste Citrullinwerte von jeweils
44 % aufweisen. Einzelne Argininreste mit hohen Citrullinierungswerten kénnen zu
weitaus gréBeren funktionellen Konsequenzen fluhren, als eine gleichmaBige

Verteilung der Citrullinierungswerte tber alle méglichen 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 hdchste
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 fur drei Argininreste berechnet werden:
Ware z.B. nur ein Argininrest modifiziert, so kénnte 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 erhdhte Werte in infarzierten Myokardbereichen.
Daraus ergibt sich die Frage, ob Deiminierung in Zusammenhang mit bestimmten

pathophysiologischen Zusammenhé&ngen steht.

Wie bereits in der Einleitung (vgl. 1.3.) angesprochen ist die Aktivitdt der PADI
kalziumabhangig. Takahara et al. [1986] zeigten am Beispiel der PADI2, dass dieses
Enzym bei einer physiologischen Kalzium-Konzentraion von 10 bis 10° M inaktiv
ist. Dies fuhrte zu der Annahme, dass Citrullinierung nur unter ,extremen”
Bedingungen, z.B. als Trigger fir den programmierten Zelltod, auftritt [Gyorgy et al.
2006]. Hierbei kommt es zu einer Dysregulation der Kalzium-Homoostase, die tber
einen massiven Einstrom von Kalzium in die Zelle Apoptose induziert [Orrenius et al.
2003].

AuBerdem wird eine Anreicherung von Kalzium im Zytosol mit t6dlich 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 Zellintegritdt zu

Zelldysfunktionen bis hin zu Nekrose fuhren [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 groBes Hindernis flur die Diffusion von Kalziumionen darstellt
[Faulk et al. 1995, Brini et al. 1993]. Ein Kalzium-Einstrom in das Zytosol wahrend
der bei einem Myokardinfarkt stattfindenden Nekrose kann also moglicherweise
ungehindert auch die Kernmembran passieren und bietet dort fir die PADI optimale
Arbeitsbedingungen. Dies koénnte die erhéhten Citrullinwerte in infarzietem Gewebe
erklaren. Wie fur die Razemisierung (vgl. 4.2.) gilt aber, dass eine standardisierte

Untersuchung mit héheren Fallzahlen notwendig wére.

Die Deiminierungswerte von H1 lassen einen Anstieg dieser posttranslationalen
Modifikation mit dem Alter vermuten, sofern man die in infarzietem Myokard

erhobenen Daten vernachlassigt (vgl. Abb. 20).
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Altern bedingt eine Anderung der Genexpression und fiinrt zu genomischer
Instabilitat [Oberdoerffer und Sinclair 2007]. Anderungen in der Epigenetik scheinen
eine wichtige Rolle fir altersspezifische Verédnderungen zu spielen, so kommt es z.B.
zu einer generellen Abnahme der DNA-Methylierung mit zunehmendem Alter mit
nachfolgender Unterdriickung 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 [Gydrgi
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 [Gyoérgy et al. 2006].

Tarcsa et al. [1996] zeigten, dass ein hohes MaB an Citrullinierung in vitro zur
Denaturierung von Proteinen fihrt. Eine Modifikation von Argininresten Uber 10 %
fuhrte zu einem kompletten Verlust der Proteinstruktur. Ursachlich fir den
Strukturverlust kénnte 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 Veranderung der Proteinstruktur fihrt, 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 Einschrankung der Verbindung des Nukleosoms — also dem Komplex aus DNA
und Histonen — mit den Linker-Histonen kommt und somit die Uberfiihrung der DNA

in eine hOhere Verpackungseinheit verhindert wird.

Eine hohe Rate an Deiminierung in Histonen kbénnte also zu nukleosomaler
Instabilitdt fihren, da die durch die Deiminierung weniger basischen Histone
schwécher an die saure DNA binden kénnen [Gydrgi et al. 2006]. Weisen einzelne
Argininreste héhere Deiminierungswerte auf als die Gesamtsumme aller Argininreste,
wie beispielhaft in 4.4.2. und 4.4.3. aufgeflhrt, so kann dieser hoch citrullinierte
Einzelrest, je nach Lage in der Primarstruktur, vermutlich zu einer viel starkeren
Stérung der epigenetischen Kontrolle fihren 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 altersabhangigen intravitalen Akkumulation
von D-Asparginsaure infolge von Deamidierung von Asparaginresten und
Razemisierung von Asparaginsdureresten 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 fir die Einfuhrung préaziser Verfahren zur Lebensaltersschétzung

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

Da Kardiomyozyten langlebige Zellen sind, wurde in der vorliegenden Arbeit gepruft,
ob die Histone H1 und H2B aus humanem Myokard eine altersabhangige
Akkumulation von D-Asparaginséureresten zeigen, was eine Langlebigkeit dieser

Proteine in Kardiomyozyten belegen wirde.

Die erhobenen Daten ergaben keinen Hinweis auf eine Akkumulation von D-
Asparaginsaure in H1 unter physiologischen oder pathologischen Bedingungen. H2B
zeigte relativ hohe D-Asparaginsaurewerte, die aber nicht altersabhangig waren.
Eine funktionelle (epigenetische) Bedeutung dieser posttranslationalen Modifikation

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

Im Gesamtkernprotein des Myokards fand sich Uberraschenderweise eine leichte
altersabhangige Zunahme des D-Asparaginsduregehaltes. Hier wére es von groBem
Interesse, das bzw. die in diesem Proteingemisch tatsachlich betroffene(n)
kernassoziierte(n) Protein(e) zu identifizieren, um potentielle Folgen dieser

altersabhangigen Razemisierung kléaren zu kénnen.

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 flir die
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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
unabhéngig, bei H1 weisen die Daten auf einen mdglichen altersabh&ngigen Anstieg
hin. Die histologisch festgestellten infarzierten Bereiche bei drei der untersuchten

Individuen zeigten erhdhte Deiminierungswerte.

Zur Klarung der funktionellen Konsequenzen der detektierten posttranslationalen
Modifikationen der Histone H1 und H2B wéare zundchst die beispielsweise
massenspekirometrische  Identifizierung der betroffenen  Aminoséurenreste

erforderlich.
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6. Abkurzungsverzeichnis

AAR

Arg

Asn

Asp

Asx

Cit
C-Terminus
ER

FMOC
FPLC

Hb

HPLC
N-Terminus
OPA

PADI

PBS

PBST
PVDF
RP-HPLC
SDS-PAGE

Razemisierung von Asx-Resten

Arginin

Asparagin

Asparaginsaure

Asparaginsaure und/oder Asparagin
Citrullin

Carboxyl-Terminus

Endoplasmatisches Retikulum
9-Fluorenylmethylchloroformat

Fast Protein Liquid Chromatography
Hamoglobin

High Performance Liquid Chromatography
Amino-Terminus

ortho-Phthaldialdehyd
Peptidylarginin-Deiminase

Phosphate Buffered Saline

Phosphate Buffered Saline + Tween
Polyvinylidenfluorid

Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography

Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electophoresis
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