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1.1 ASPEKTE DER PROTEOMANALYSE

1 Einleitung

1.1 Aspekte der Proteomanalyse

Wenn auch nicht neu, so zahlt die Proteomanalyse ahnlich dem cDNA-Chip zu
den jungeren methodischen Entwicklungen, steht aber im Gegensatz zu ihm noch
am Anfang ihrer Entwicklung. In dieser Arbeit werden zwei Fragestellungen mittels
dieser Methodik untersucht. Zunachst werden die relevanten methodischen
Aspekte dieser inzwischen sehr umfangreichen Thematik skizziert. Es folgen
kurze Einfihrungen in die bearbeiteten Themenbereiche selber. Bemerkungen zu
den Limitationen der Proteomanalyse sind Kap. 4.3 mogliche Entwicklungen Kap.

4.4.3 zu entnehmen.

1.1.1 Definition und Entwicklung

Der Begriff ,Proteom“ wurde 1996 offiziell von dem Australier Marc Wilkins (222) in
sprachlicher Anlehnung an den Term ,Genom® begrindet und ist seit 1999 auch in
der Brockhaus-Enzyklopadie zu finden. Ein Proteom ist die quantitative
Darstellung des gesamten Proteinexpressionsmusters einer Zelle, eines
Gewebes, einer Korperflussigkeit oder eines Organismus unter genau definierten
Rahmenbedingungen (128). Anders als das Genom - einem statischen, durch
Abfolge, Art und Anzahl seiner Nukleotide relativ gut definierten Gebilde - stellt
das Proteom ein ungleich dynamischeres und durch eine weitaus grofiere Anzahl
von Parametern beeinflusstes Objekt dar, welches zudem methodisch auch

schwerer erfassbar ist.

Die Proteinforschung hat eine deutlich altere Tradition als die Genomforschung
und die Anfange der Proteomanalyse gehen auf die erstmalige Beschreibung
einer auch heute noch grundlegenden Technik, der zweidimensionalen
Gelelektrophorese 1975 durch Klose (110) und O’Farrel (153) zurtck. Zunachst
als hochaufldsende Trenntechnik fiir die Isolierung von 10%-10* Proteinen
gedacht, wurde sie zunehmend auch zur Beantwortung medizinischer
Fragestellungen genutzt, indem man die Proteinmuster von Proben aus
verschieden definierten Zustanden (krank versus gesund, etc.) miteinander

verglich (= subtraktiver Ansatz). Die Sequenzierung und Identifizierung
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interessierender Proteine in grolem Stile konnte jedoch mit den zeitaufwendigen
Methoden der damaligen Proteinforschung (Edman-Abbau, etc.) (45, 46) nicht
realisiert werden, zumal die proteinchemischen Techniken auch inkompatibel zur
Gelmatrix waren. Viele Wissenschaftler wandten sich der Erfolg versprechenden
Genomforschung zu und die Proteomanalyse erfuhr erst mit der Entwicklung von
neuartigen massenspektrometrischen Verfahren mit ,milden“ lonisierungsverfahren
wie MALDI (100) und ESI (49) sowie durch das Aufkommen der immer
leistungsstarkeren Bioinformatik mit der Moglichkeit umfassender
Datenbankrecherchen (Kap. 1.1.3) eine Renaissance. Nicht zuletzt wurde auch die
Gelelektrophorese bedeutend weiterentwickelt (immobilisierte pH-
Gradientenstreifen [IPG’s], etc.) (73) und um alternative Verfahren z. B.
chromatographischer Natur erganzt, bei denen man ganz auf die Fixation der
Proteine in einer Gelmatrix verzichtet (142).

Mittlerweile haben sich mehrere Disziplinen der Proteomforschung herausgebildet
(160): die nach dem Vorbild des ,Humanen Genomprojektes anvisierte
systematische Mikrocharakterisierung des gesamten Proteoms, die gezielte
Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen sowie die im Folgenden
beschriebene Differential-Display-Proteomanalyse mit subtraktivem Ansatz durch

den Vergleich von Proteinmustern definierter Zustande.

1.1.2 Zielsetzung

Selbst umfassende mMRNA-Analysen mit Hilfe z. B. der cDNA-Chip-Technologie
(,Transcriptomics®) lassen nicht unmittelbar auf Qualitdt und Quantitat der
Proteinexpression schlie3en (1) — so auch bei Herzgewebe (28, 41). Die Grunde
hierfur sind offensichtlich und zahlreich: vergleichsweise viele Proteine stehen
ungleich weniger Genen gegenuber (beim Menschen liegt das Verhaltnis bei einer
theoretischen Grofenordnung von 10°-107 zu etwa 25.000 bis 30.000) (184, 212)
und die Beziehung kodierender DNA-Abschnitte zu exprimierten Proteinen ist
uberwiegend komplex sowie durch zahlreiche Hilfsmolekile mitbestimmt; viele
Genprodukte werden mehrfach (Uber 150 bekannte Arten) (128)
posttranskriptional bzw. posttranslational modifiziert (allein die Aminosaure L-

Cystein hat uber N-Acetyl-L.-Cystein hin  zu 3’-[s-L-Cysteinyl]-L-Histidin
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80 bekannte naturlich vorkommende Varianten) (184) und besitzen wie auch die
MmRNA unterschiedliche die Quantitdt beeinflussende Halbwertzeiten
(ubiquitinmoduliert haben beispielsweise Serin-aminoterminale Proteine eine t, von
> 20 h, wahrend diese bei Lysin-aminoterminalen Spezies keine 5 min betragt)
(184); metabolische Regelkreislaufe schliellich fihren zu weiteren standig
stattfindenden Protein-/Enzymadaptationen/-interaktionen (Phosphorylierung, etc.;

ihrer Analyse widmet sich u. a. die ,Metabolomics“-Forschung); usw.

Abb.1.1 Ein Genom - zwei Phanotypen. Haufig gebrauchtes Beispiel: Papilio machaon
(Schwalbenschwanz) in Erscheinung einer Raupe und als Schmetterling.

Daraus folgt, dass eine mRNA- immer auch durch eine Proteomanalyse erganzt
werden sollte. Diese liefert fur Tausende von Proteinen Informationen Uber die
aktuell vorhandene Menge sowie die posttranslationalen Modifikationen, wobei
diesem I|dealbild auch zahlreiche Limitationen gegenuber stehen (Kap. 4.3) Da
auch externe Einflusse (Temperatur, Kulturbedingungen, Hormone/Pheromone,
Pharmaka, Stress, etc.) zu subtilen, genetisch zumindest nicht unmittelbar
kodierten Veranderungen von Proteinexpressionsmustern fuhren
(= epigenetische Phanomene), missen die Randbedingungen einer solchen
Analyse genau definiert sein und moglichst konstant gehalten werden.
Andererseits bietet sich auch die Moglichkeit, Anderungen von Mustern als
empfindlichen Sensor flr eine Stérung besagter Randbedingungen zu nutzen

(= Perturbationsanalyse).

Letztlich ist nur ein koordiniertes Zusammenspiel aller ,Omics® (Genomics,

Transcriptomics, Proteomics und Metabolomics) mit einer leistungsstarken
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Bioinformatik das adaquate Vorgehen, um weitergehende Einblicke in die

netzwerkartigen Zusammenhange biologischer Ablaufe zu ermoglichen.

1.1.3 Durchfiihrung und Funktionsprinzipien

Die Proteomanalyse besteht aus mehreren unterschiedlich durchfihrbaren
Schritten. Im Folgenden ist das bei dieser Arbeit gewahlte Vorgehen unter
Erwahnung der wichtigsten Grundlagen umrissen. Abb. 1.2 liefert einen Uberblick,

Kap. 2.1 konkrete und ebenfalls teilweise erklarende Arbeitsanleitungen.

Die zu Anfang stehende Probenpraparation ist zugleich einer der problematischsten
Arbeitsschritte, gilt es doch eine Vielzahl unterschiedlichster Proteine in ihrem
Zustand zu konservieren. Zur Vermeidung von Artefaktbildungen wie
Degradationen, Oxidationen, etc. sind rasches Vorgehen, ausreichende Kuhlung
sowie die Verwendung von Puffern mit Proteinaseinhibitoren und Antioxidantien
essenziell. Stérendes ungeldstes Material nach der Probenhomogenisierung ist per
Zentrifuge zu entfernen. Bei myokardialem Gewebe eignet sich die auch hier

verwendete Vorschrift in Anlehnung an Weekes et al. (217).

Fur die sich anschliefende isoelektrische Fokussierung (IEF) sollte der
Probenpuffer nur zwitterionische oder nicht-ionische Detergentien enthalten. Die
aufzutragende Probenmenge richtet sich bei Verwendung von immobilisierten
pH-Gradientenstreifen (73) nach deren Lange und pH-Gradienten sowie der
Sensitivitat der geplanten Farbemethode. Durch Anlegen von Spannung bewegen
sich die Proteine solange entlang des pH-Gradienten (erste Dimension) bis sie via
Aufnahme resp. Abgabe von H¥-lonen an jeweils individuellen Positionen
(isoelektrischer Punkt [IEP]) elektrische Neutralitat erreichen. Abb. 1.3 C
veranschaulicht dieses Verhalten vereinfachend anhand der Titrationskurve einer
Aminosaure (184, 214).

Informationen Uber die zweite Dimension liefert die Polyacrylamidgelelektrophorese,
bei der die mittels Sodiumdodecylsulfat entfalteten und mit negativen Ladungen
versehenen Proteine entsprechend ihrer molekularen Masse im elektrischen Feld
zur kathodennahen Unterseite des Geles wandern (vgl. Abb. 1.3 B) (24, 184). Bei

Herstellung der Gele lasst sich deren PorengroRe  durch die
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Myokardprobe pH3 rehydrierter IPG pH 10
Zerkleinerung, L - =
Homogenisierung |EF Gesamtprotein
—
Lysispuffer . Spannung l _
(Harnstoff, CHAPS, CITTT T W 1 T T
Tris, DTT, etc.)
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interessierender
Spots A . 150.kDa
i . —
. ©® * ® Spannung, 13 %-
l Trypsinverdau o Silberfarbung Polyacrylamid-
¢ ’ el
/\/ Peptide mit ¢ - . - Auswertung 9
C-terminalem * 15kDa | +
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ESI-MS/MS Tandemmassenspektrometer

mit Nanospray-lonenquelle

Proben- Verdampfendes 1. Quadrupol 2. Quadrupol
kapillare  Lésungsmittel I\/Iassenfllter Kollisionskammer
Peptidionen
nach Coulomb- U - V, sin(21rft)
Explosionen .
-U + V; sin(2Trft)
MASCOT MS/MS lons Search TOF-MS mit
Your name Email feldfreier
Search title Driftstrecke
Database MSDB ~
Taxonomy | All entries v .
Enzyme | Trypsin v Allow up to |1 ¥ missed cleavages Messergebn"‘sse l
Fixed |aAp_old_ICATdO (C) ~ Variable (ap_old_ICATdO (C) ~
modifications |ap " qld 1CATAS (C) modifications |ag old_1caTds (C) A
acetyl (K) Acetyl (K) =
Acetyl (N-term) Acetyl (N-term) =
Amide (C-term) v Amide (C-term) ~ 0
Protein mass kDa ICAT [ :I;J_.
Peptide tol. + 2.0 Da » MS/MS tol. £ 0.8 Da ¥ E | l I 1 1 | »
Peptide charge 2+ - Monoisotopic &0 Average O m/z
Data file Fragmentspektrum mit
Data format | Mascot generic Precursor mfz Seque nzinformationen
Instrument | Default v o oy . .
R Repert top [20— ] ics Proteinidentifikation via
Start Search ... Reset Form - Mnkrec_he rChQ

Abb. 1.2  Arbeitsschritte einer Proteomanalyse. Das Schema entspricht dem Vorgehen im
Rahmen dieser Untersuchungen. Weiterflihrende Erklarungen (insbesondere 2D-PAGE, Proteinfarbung,
Tandemmassenspektrometrie und Datenbankrecherche) im Text (vgl. auch Kap. 2.1 und speziell zur
Peptidsequenzierung mittels Massenspektren Kap. 3.1.4).
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—————————————————— o0 Abhangigkeit der  Gel-Acrylamid-
PKs 5 konzentration (24, 184). B) Relative
' Mobilitdt verschiedener Proteine in
gl einem 10%-Acrylamidgel als Funktion

ihrer Atomasse. Es liegt eine
logarithmische Beziehung zu Grunde
(24, 184). C) Titrationskurve der
Aminosdure  Glycin. An  ihrem
isoelektrischen Punkt (IEP = 5,97)
heben sich positive und negative
Ladungen gegenseitig auf und das
Sauremolekdl verharrt bei der
isoelektrischen Fokussierung (IEF) im
elektrischen Feld. Die Komplexitat der
Kurven steigert sich mit Anzahl der
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PKs, 1bzw.5,2 = hegative dekadische
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0 0.5 1.0 1.5 2.0  Dissoziationskonstanten (pKs 1 = 2,34;

Dissoziierte Protonen pro Glycinmolekill pKs,2 = 9,60) (184, 214).

Totalacrylamidkonzentraton T sowie den  Vernetzungsgrad C  mit

_ Acrylamid[g] +Bis[g] 4450, 4nd G- Bis [g] 100% festlegen

T
100 g Acrylamid [g] + Bis [g]

(Bis = N, N’-Methylen-Bisacrylamid) (128). Ein Gel mit 20 % T und 3% C hat einen
Porendurchmesser von etwa 3,3 nm, der sich bei abnehmenden T- sowie

6
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hohen und niedrigen C-Werten vergroRert. Grof3ere Poren wiederum flhren zu
hdherer Mobilitat der Proteine im Gel. Abb. 1.3 A gibt die Beziehung zwischen T
und der relativen Mobilitat von 7 Proteinen unterschiedlicher Masse bei
konstantem C wieder (24, 184). Auf diese Weise, aber auch durch Auswahl eines
geeigneten Elektrodenpuffers (z. B. Glycinpuffer fur schwerere und Tricinpuffer fur
kleinere Proteine) (114, 181) lasst sich das Auftrennungsvermdgen der Elektrophorese

auf die jeweils zu untersuchenden Proteinmassen abstimmen.

Grundlage fur die Auswertung der digitalisierten Gele am Computer (Kap. 2.1.5) sowie
die massenspekirometrische Peptidsequenzierung ist das Farben der Proteine. Hier
gibt es eine Vielzahl von Methoden, wobei sich Sensitivitat, dynamische Breite
(Farbnuancierungsbreite entsprechend der Proteinmengenverhaltnisse), Validitat der
Proteinquantifizierung, Kompatibilitdt zu weiteren Verfahren (Massenspektrometrie,
Blottingverfahren, etc.), Aufwand und Preis deutlich unterscheiden. Das Spektrum
reicht von u. a. autoradiographischen, immunhistochemischen, rutheniumchelatbasierten
(Sypro-Ruby®) (73), fluoreszierenden (164) oder speziell Glycoproteine detektierenden
(65) Methoden hin zur klassischen Coomassie- und Silbernitrat- (88, 138) bzw.
Silberdiaminfarbung (154). Bei diesen Untersuchungen wurden alle fir eine
massenspekirometrische Analyse bestimmten Gele (praparative Gele) mit Coomassie-
Brillantblau R 250 (Eigenschaften und Farbemechanismus: Kap. 2.1.6) (44) und alle
der Ermittlung signifikanter Proteinspots dienenden Gele (analytische Gele) mittels
Silbernitrat  (17) gefarbt. Letzteres ist noch (67) nicht kompatibel zur
Massenspektrometrie, besitzt eine nur geringe dynamischer Breite (10?) und
quantifiziert die Proteinmengen teilweise fehlerhaft, weist dafir aber u. a. eine
vergleichsweise hohe Sensitivitat auf (Kap. 2.1.5) (73). Das Prinzip der Farbung basiert
auf der Bildung von Silberkeimen durch Reduktion der zugegebenen Silberkationen
(Ag” aus AgNO;) an Peptidbindungen und funktionellen Gruppen zuvor fixierter
Proteine. Nach der Zugabe von Reduktionsmitteln (Formaldehyd, etc.) und Schaffung
eines alkalischen Milieus (Natriumkabonat) sind dies die Ausgangspunkte der weiteren
Silberreduktion. Durch rasches Erniedrigen des pH-Wertes (Glycin) wird abschlieltend

die andernfalls spater einsetzende Entwicklung unerwlnschter Bereiche gestoppt.

Nach dem Ausschneiden interessierender Proteinspots aus den praparativen Gelen
und der Probenvorbereitung (Trypsinverdau, Eluatbildung, etc.; Kap. 2.1.6) schlief3t

sich die massenspekirometrische Peptidsequenzierung an. In diesem Falle wurde ein

7
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Tandemmassenspektrometer mit Nanospray-lonenquelle (Sciex Q-Star Pulsar |, PE
Applied Biosystems, Foster City, CA USA) verwendet, dass im Anschluss an die
Aufnahme von Ubersichtsspektren des Massenbereiches m/z = 350-1800
Fragmentspektren der Probenpeptide per Produkt-lonenanalyse lieferte. Bei einer
solchen Messung werden jeweils 1,5 pl Eluat in die dunne Probenkapillare injiziert,
welche auf einem Potenzial von einigen Kilovolt gegen eine kurz dahinter
befindliche Elektrode liegt (Abb. 1.2). Im elektrischen Feld zerstaubt die
Probenlésung in positiv geladene Tropfchen, welche sukzessive durch das
Verdampfen des Losungsmittels immer weiter schrumpfen, sodass ihre
Ladungsdichte zunimmt. Bei einer GroRe von wenigen pm enthalten die Tropfchen
jeweils etwa 10° Ladungen und gelangen damit an ihre durch die abstoRende
Coulombkraft gleicher Ladungen einerseits sowie die zusammenhaltende
Oberflachenspannung des Losungsmittels andererseits bestimmte
Stabilitatsgrenze (= Rayleigh-Limit) (128). Jenseits dieser Grenze zerfallen die
Tropfchen mehrfach in kleinere Einheiten von wenigen nm GrofRe (= Coulomb-
Explosionen). Fur die folgende Bildung der eigentlichen Gasphaseionen gibt es
mehrere Theorien, wobei das lonenemissionsmodell (,lon Evaporation Model;
IEM) eine fortwahrende und direkte Peptidionenemission aus den hochgeladenen
Tropfchen (etwa 70 Ladungen bei einem Radius von 8 nm) vorschlagt (143).

Hierbei werden teilweise auch mehrfach geladene Molekile erzeugt (49).

Die Peptidionen gelangen nun in den ersten, als Massenfilter dienenden
Quadrupol, einer parallelen Anordnung vierer Elektroden im Hochvakuum, an die
in Anlehnung an Abb. 1.2 eine Gleichspannung U sowie eine Wechselspannung
Vo angelegt ist. Bei gegebenem U/Vy-Verhaltnis kdnnen nur lonen, welche die

Bedingung m/z=57V w?? erfillen (m/z = Masse-/Ladungsverhaltnis, w =

Kreisfrequenz, r = Feldradius) (184) in stabilen Bahnen durch das Innere des
Quadrupols oszillieren, wahrend alle anderen geladenen Peptide aufgrund

exponentiell zunehmender Schwingungsamplituden an die Elektroden prallen.

Peptidionen, die so den zweiten Quadrupol erreichen, werden dort zur Erzeugung
eines Massenspektrums durch die Kollision mit Gasatomen fragmentiert und die
Produktionen schlieRlich in das Hochvakuum des TOF-MS (,Time of Flight‘-
Massenspektrometer) weitergeleitet (192). Vereinfachend dargestellt werden sie

hier zunachst in einem weiteren elektrischen Feld dergestalt beschleunigt, dass

8



1.1 ASPEKTE DER PROTEOMANALYSE

alle lonen dieselbe kinetische Energie erfahren, wobei sie aufgrund des
unterschiedlichen Molekulargewichtes verschiedene Geschwindigkeiten
annehmen. Dies fuhrt im Bereich der sich anschlieBenden feldfreien
Flugrohrdriftstrecke zu unterschiedlichen fir das Erreichen des Detektors
benétigten Flugzeiten. Dabei gilt m/z = 2Ut’L? (m/z = Masse-/Ladungsverhaltnis,
U = Spannung, t = Flugzeit L = feldfreie Driftstrecke), woraus folgt, dass die
lonenmasse dem Quadrat der Flugzeit proportional ist (184). Bei dem hier
verwendeten TOF-Analysator wird die ansonsten lineare Flugbahn der lonen
zusatzlich durch einen am Gerateende befindlichen Reflektor umgeleitet, was die
Flugstrecke verlangert und dartber die Genauigkeit der Detektion verbessert
(132).

Die Bestimmung mehrerer kurzer Aminosaureabfolgen (sequence tags) aus den
so gewonnenen Massenspektren (Kap. 3.1.4) (230) ist Grundlage fur die in Kap.
2.1.7 beschriebene In Silico-Proteinidentifikation. Grundsatzlich unterscheidet man
zwischen Nukleotidsequenz- und den hier relevanten
Proteinsequenzdatenbanken. Letztere wiederum lassen sich grob in primare, die
eigentlichen (meist anhand von Nukleotidsequenzdatenbanken ubersetzten)
Aminosauresequenzen sowie Zusatzinformationen (PMF’s [peptide mass
fingerprints], 2D-PAGE-Gele, etc.) enthaltende und sekundare, aus Analysen
(Muster-,  Gemeinsamkeitensuche, etc.) der primaren Datenbanken
hervorgegangene Datenbanken unterteilen. Mit Hilfe von Suchwerkzeugen, die
diese gro3en Mengen an Informationen auf verschiedenste Weise miteinander
vernetzen, wird die Recherche innerhalb von und zwischen den Datenbanken
madglich. So kann man mittels der auch hier verwendeten ,Mascot“-Suchmaschine
(http://www.matrixscience.com) eine Vielzahl primarer Datenbanken fur die
Proteinbestimmung aus Massenspektrometriedaten durchsuchen lassen. Mascot
basiert auf der ab 1993 von Pappin und Perkins (161, 165) entwickelten MOWSE
(Molecular Weight Search) und liefert fur jede Suche eine der Wahrscheinlichkeit
nach geordnete Ergebnisliste. Kontextuell und Uber einschrankende
Zusatzkriterien wie M,, IEP, etc. lassen sich die interessierenden Proteine damit im
Idealfalle identifizieren. Liegen Proteine in der Probe modifiziert vor oder sind in
den Datenbanken einer speziellen Spezies noch nicht enthalten (= De Novo
Sequenzierung), bieten z. B. die Internetseiten den Zugriff auf ein Suchwerkzeug
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), welches Uber den ,Blast“-Algorithmus die
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1 EINLEITUNG

Méglichkeit bietet, homologe Sequenzen durch Ahnlichkeitssuche in weiteren
Spezies aufzuspulren. Als eine weitere Mdglichkeit kann man sich, wie in Kap.
2.1.7 beschrieben, bei der Proteinbestimmung ausschlieRlich auf die optische
Auswertung anhand von 2D-PAGE-Datensatzen stutzen, was aber nur bei
prominenteren Proteinen eindeutige Resultate liefert (26). Abschliel3end sei eine
kleine Auswahl der bekanntesten Vertreter primarer Proteindatenbanken gegeben
(184):

e SWISS-PROT (Betreiber: Schweizer Institut fir Bioinformatik [SIB] und European
Bioinformatics Institute [EBI]; sehr zusatzinformativ; http://www.expasy.ch/sprot);

e EXPASYy (,Expert Protein Analysis System“-Datenbank; Betreiber: Schweizer Institut
far Bioinformatik [SIB]; enthalt u. a. 2D-PAGE-Datensatze; http://www.expasy.ch);

e TrEMBL (,Translated European Molecular Biology Laboratory“-Datenbank; erganzt
die SWISS-PROT-Datenbank; http://www.expasy.ch/sprot);

e NCBInr (,National Center for Biotechnology Information“-Datenbank; u. a. Grundlage
far den ,BLAST“-Algorithmus [siehe oben]; http://www.ncbi.nim.nih.gov/Entrez);
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1.2 HETEROGENITAT MYOKARDIALER DURCHBLUTUNG BEI HUNDEN

1.2 Heterogenitat myokardialer Durchblutung bei Hunden

Mit dem Bezeichnung ,Heterogenitat der Durchblutung® ist das raumliche
Perfusionssmuster innerhalb des Myokards gemeint. Das Phanomen der
raumlichen Heterogenitat im Herzen wurde zunachst auch auf Ebene der
Durchblutung deutlich. Spater zeigte sich, dass Areale mit entweder hohem oder
niedrigem Blutfluss ebenfalls Unterschiede bezlglich ihres Stoffwechsels
aufweisen. Ausgangspunkt fur die hier durchgefuhrte Analyse der rdumlichen und
flussabhangigen Verteilung des myokardialen Proteoms sowie einer erganzenden
morphologischen  Untersuchung waren nun die Ergebnisse einer
vorangegangenen Studie und bereits veroffentlichten Dissertationsarbeit (95, 117),
bei der u. a. die rdumliche Heterogenitat (n = 7 Beagle) und vor allem zeitliche
Stabilitat (n = 6 Beagle) des lokalen Blutflusses in den linken Ventrikeln von
Versuchshunden via  Applikation radioaktiver resp. verschiedenfarbig
fluoreszierender Mikrospharen untersucht wurde. Dabei offenbarte sich eine
uberraschend deutliche zeitliche Stabilitdt der Durchblutungsmuster, was folglich
die Frage nach einer vergleichbaren Verteilung von Unterschieden in der Gen-
sowie Proteinexpression aufwarf. Dieses Kapitel gibt eine kurze Einflihrung zum
Thema Blutflussheterogenitdt und fasst die flr die Folgeuntersuchungen

relevanten Ergebnisse der vorausgehenden Studie zusammen.

1.2.1 Einfuhrung

Trotz einer lange angenommenen und hinsichtlich der Kapillaren-, Mitochondien-
und  Myofibrillendichte  auch  morphologisch  zumindest  orientierend
nachgewiesenen strukturellen Homogenitat (194) des linken Ventrikels finden sich
dort raumliche Unterschiede in der lokalen Gewebedurchblutung. Diese
Differenzen sind schon allein aufgrund ihrer deutlichen Auspragung und Verteilung
von dem so genannten transmuralen Gradienten (physiologische Flusszunahme
von subepikardial nach subendokardial um 20-40 %) (4, 19, 21, 48, 194)
abzugrenzen. Gleiches gilt auch fur andere, durch unterschiedliche Druck-
Volumenarbeit (89, 107) in den verschiedenen anatomischen Bereichen des
Herzens begrindete Flussunterschiede, wie etwa die im rechten Ventrikel um

-1

etwa 35-50% geringere spezifische Durchblutung (ca. 1 ml min™ g” im linken

Ventrikel) (48, 50, 147). Die raumliche Heterogenitat der Durchblutung wurde
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1 EINLEITUNG

aufgrund molekularer Flussmarkerstudien erstmals ab 1957 u. a. von Love et al.
(129) und Levy et al. (121) vermutet, woraufhin Yipintsoi et al. 1973 sowohl mit
molekularen Flussmarkern als auch radioaktiven Mikrospharen aufzeigten, dass
der lokale Blutfluss im Myokard in einem grofierem Ausmalde variiert als es durch
methodische Ungenauigkeiten alleine erklarbar und mit einer homogenen
Verteilung des lokalen Energieumsatzes vereinbar ware (231). Es folgten
zahlreiche Untersuchungen an Ratten, Kaninchen, Schafen, Pavianen und auch
Hunden (4, 13, 20, 33, 36, 38, 39, 58, 66, 78, 79, 107, 133, 191, 194) - als
Ubersichtsartikel: (37, 89, 107) - u. a. mit Indikatorverdiinnungstechniken (174),
fluoreszierenden Mikrospharen (95, 117) sowie auf Magnetresonanz beruhender

Bildgebung (13) als weiteren Methoden.

Bestimmt man im Hundeherzen den lokalen myokardialen Fluss in situ bei einer
Auflésung von ca. 200 pl (Proben mit einem Feuchtgewicht von 200 mg), so findet
sich in etwa 1/10 des linken Ventrikelgewebes weniger als 50 %
(= Niedrigflussareale [NF]) und in etwa einem anderen 1/10 mehr als 150 %
(= Hochflussareale [HF]) der durchschnittlichen Substrat- und Sauerstoffversorgung
(vgl. auch Abb. 1.4 A und B) (9, 194). Diese NF- und HF-Areale finden sich in allen
myokardialen Schichten und ihre Verteilung ist von nicht-zufalliger, clusterartiger
Natur (Abb. 1.4 B), was sich in einer errechneten fraktalen Dimension D von 1,2
bis 1,3 (D = 1,0 entspricht hierbei strenger Ordnung mit uniformem Blutfluss und D
= 1,5 reinem Zufall) niederschlagt (9, 12, 208, 209).

Erste Untersuchungen mit sequentieller Mikrospharengabe in Abstanden von bis
zu 4 min (47, 133, 231), welche klaren sollten, ob dieses Phanomen zeitlich stabil
oder als Momentaufnahme eines fluktuierenden, weitgehend durch
herzzyklusabhang unterschiedliche intramurale und koronare Drucke bestimmten
Perfusionsmusters zu  verstehen ist, legten zunachst periodische
Flussoszillationen (in 30-90 Sekunden betragenden Abstanden) (191) als Ursache
fur die raumliche Heterogenitat nahe (= ,Twinkling®“). Dabei sollte die mit einer
Dilatation der zugehdorigen Arteriole einhergehende Flusserhohung innerhalb eines
Herzareals von entsprechenden Flusserniedrigungen der benachbarten Areale
begleitet sein. Die GroRe der Flussvariabilitat wurde von Falsetti et al. (47) und
Marcus et al. (133) bei anasthetisierten Hunden in diesem Zusammenhang mit ca.

30 bzw. 25 % angegeben. Spatere Experimente von King et al. (107) hingegen,
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1.2 HETEROGENITAT MYOKARDIALER DURCHBLUTUNG BEI HUNDEN

bei denen an wachen instrumentierten Pavianen in sechs Intervallen von 20
Minuten Uber mehrere Stunden Mikrospharen appliziert wurden, zeigten
langerfristig eine hohe Stabilitit des Flussmusters mit einem zeitlichen
Variationskoeffizienten CViemp von 14,5 %. Die Flussfluktuation in einzelnen
Herzarealen Uber Minuten nahm demnach auch im Bereich von Stunden nicht
wesentlich zu. Des Weiteren stellten sich die absoluten Betrage dieser
Fluktuationen als klein dar und waren vor allem ungleich geringer als die
Flussdifferenzen zwischen NF- und HF-Arealen (93, 106, 107) selber. Auch eine
vorUbergehende adrenerge Stimulation mit Orciprenalin oder Glucose/Insulin/Kalium-
Infusionen vermochte die lokalen Flisse beider Arealtypen nur kurzfristig (im Falle
des Orciprenalins nicht langer als 1 h) Uber ihre Ausgangswerte zu erhéhen und
danach nicht zu verandern (38, 78). In einem weiteren Experiment zum Vergleich von
fluoreszierenden mit radioaktiven Mikrospharen bei chronischen Flussmessungen
schlieBlich deutete sich sogar eine zeitliche Stabilitat der Flussverteilung Uber einen

Zeitraum von zwei Monaten an (210).

Als zusatzliches Indiz flir eine zumindest gewisse zeitliche Stabilitat der
raumlichen Blutflussheterogenitat lieRen sich Unterschiede zwischen NF- und HF-
Arealen auch auf Ebene des offenbar adaptierten Stoffwechsels und
Energieumsatzes feststellen. So konnte gezeigt werden, dass NF-Areale weniger
Desoxyglukose (36, 194) sowie Fettsauren (22, 79) aufnehmen,
Desoxyglukose vermindert phosphorylieren (36, 194), ein kleineres
Permeabilitdtsoberflachenprodukt fur langkettige Fettsauren haben (22) und sich
durch einen proportional zum Blutfluss geringeren Citratzyklusumsatz sowie
Sauerstoffverbrauch (34) auszeichnen. Bei Untersuchung der Enzymaktivitaten
fielen in diesen Gebieten ebenfalls Verminderungen seitens der Hexokinase
(-23 %; Glykolyse) (194), Laktatdehydrogenase (anaerobe Glykolyse) (58),
mitochondrialen Succinatdehydrogenase (Citratzyklus) (21) sowie Kreatininkinase
(ATP-Regeneration) (58) auf. Des Weiteren konnte nicht nur eine Korrelation
zwischen dem lokalen myokardialen Fluss und der Aktivitat der Adenylatzyklase
(Signaltransduktion), sondern auch zwischen dem mit Isoproterenol stimulierten
Blutfluss und cAMP festgestellt werden (172, 173). Keine Unterschiede hingegen
fanden sich bezlglich der mitochondrialen Enzyme Citrat-Synthase (Citratzyklus)

und Cytochrom c—Oxidase (mitochondriale Atmungskette) sowie der zytosolischen
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1 EINLEITUNG

Phosphoglyceratkinase (Glycolyse) (194).

Neben dem bereits erwahnten verminderten Sauerstoffverbrauch in den
NF-Arealen (34) sind dort auch die Ischamieparameter Adenosin (125, 194) und
Laktat (34, 125) unter Ruhebedingungen genauso wenig erhdht wie in HF-Arealen
bzw. weisen bei identischer relativer Flussverminderung in Koronarstenose-
experimenten einen vergleichbaren Anstieg (ab 50 % Perfusionsminderung
beginnend) auf (20). In NF-Arealen kann somit durchaus auf ein ausgeglichenes
Verhaltnis von O2-Angebot und —Verbrauch geschlossen werden. Vielmehr scheint
es so, dass ein gesteigerter ATP-Bedarf in den HF-Arealen diese im Falle einer
Sauerstoffminderversorgung sogar anfalliger fur Infarktereignisse macht (66).
Disseminierte Nekrosen bei chronischen myokardialen Ischamien

unterschiedlichster Genese konnten sich dartber erklaren lassen.

1.2.2 Durchblutungsheterogenitit und lokales Proteom

Trotz der in Kap. 1.2.1 geschilderten Hinweise auf eine zeitliche Stabilitat der
raumlichen Blutflussheterogenitat gab es im Vorfeld der im Folgenden einleitend
umrissenen Studie (95, 117) keine Untersuchungen, welche dieses Phanomen
Uber einen Zeitraum von mehr als 28 h (107) schon einmal quantitativ untersucht
hatten. Um u. a. das Ausmal} der langerfristigen zeitlichen Stabilitat des lokalen
myokardialen Flusses zu erfassen, wurden daher bei 6 wachen instrumentierten
Hunden die myokardialen Flussmuster Uber 13 Tage mittels der sequentiellen
Applikation von 7 verschiedenfarbig fluoreszierenden Mikrospharen im

zweitagigen Abstand ermittelt (Kap. 2.1.1).

Des Weiteren sollte mit Hilfe zusatzlicher Gaben von verschiedenen radioaktiven
Mikrospharen am letzten Versuchstage u. a. hinterfragt werden, ob - wie in der
anfangs erwahnten morphologischen Studie (194) geschehen - der Einfluss von
Narkose bzw. sedierender Analgesie und Thorakotomie/Perikardiotomie auf das
myokardiale Flussmuster bei Auswertung der Experimente weitgehend
unbertcksichtigt bleiben kann (Applikationsschema: “Sc — wache Hunde;
%3Gd — narkotisierte Hunde; "'*Sn — Hunde nach Thorako- und Perikardiotomie).
Die radioaktive Strahlung des den wachen Tieren applizierten Scandium-Isotops

wurde schlieBlich ebenfalls herangezogen, um die NF- und HF-Myokardproben
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0.15 4 Niedrigfluss-4| Mittlerer Blutfluss (1,0): PHochﬂussareale(:’LS}:6% A
areale(<0,5): + 1,12£0,33 mimin'g"'
B % ' :
(<0.6:11%) : 46Sc-Mikrosphéren
- : i n=7 Hunde
£0,10 | | - | n=1385 Myokardproben
5 i 5 mittl. TG = 59,4+ 19,4 mg
HiM] i — i
T : ! Auflésung = 295 ul
_g i . 99 %-Intervall = 0,16 - 2,16
% 0.05 | : : max. Ag,.; = 14-fach
i e e
! : CV =0,34£0,04
0,00 R A1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25
Normalisierter myokardialer Blutfluss
Subepikard Mesokard Subendokard B
w u
2 <20 9
w
o - B0 o
r - 80,5
- 120
- 140 £
. T 180
- u
© @
- 200 ©
g B Ol > 200
Cv=0,35 Cv =0,28 Cv =045
Tag 13 (Wachzustand) Narkose Thorako-/Perikardiotomie C
< 3 3
Fluoresz. Mikrosphéren: Radioakt. Mikrosphéren: Radioakt. Mikrosphéren:
. orange — vs. gelbgrin 1 #%Sc — versus 193Gd 1 46Sc — versus '13Sn 1
2 2

[+]

r=0,92
O T T T 0 T T D 1 T
0 1 2 3 4 0 1 2 30 1 2 3
Tag 1 (Wachzustand) Wachzustand Wachzustand

Abb. 1.4 Ergebnisse des vorausgehenden Mikrosphirenexperimentes modifiziert nach (95).
A) Verteilung der Myokardproben nach ihrem normalisierten lokalen Blutfluss auf 25 Flussklassen
sowie grundlegende Kenndaten der Untersuchung (Ruhebedingungen). B) Die raumliche
Heterogenitdt des lokalen Blutflusses verdeutlicht anhand ausgewahlter Schichten eines
reprasentativen Herzens (4680-Mikrosphéren). C) Korrelationen von lokalen Blutfliissen zur Darstellung
der Einflisse von Zeit (links; hier: temporale Heterogenitat Uber den gesamten Untersuchungs-
zeitraum), Narkose (Mitte) und Thorako-/Perikardiotomie (rechts) auf die jeweiligen myokardialen
Ausgangsflussmuster (ein reprasentatives Herz je Diagramm). Fir Ordinate und Abszisse gilt die
Einheit ml min™ g'1. CV = Variationskoeffizient. r = Korrelationskoeffizient. Vgl. auch Tab. 1.1.
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fur die sich spater anschlieBende Proteomanalyse und erganzende
morphologische Studie zu identifizieren (Kap. 2.1.1). Abb. 1.4 gibt die fur die
Folgeuntersuchungen relevantesten Ergebnisse sowie grundlegende Kenndaten
des Mikrospharenexperimentes wieder. Ein Mal fir die beobachtete raumliche
Heterogenitat ist der aus Mittelwert und zugehdriger Standardabweichung des
myokardialen Flusses berechnete Variationskoeffizient (CV). Dieser war ausgepragt
und lag bei einer Aufldsung von 295 ul (n=7 Herzen mit 1385 Proben) im Bereich
0,30 bis 0,41 mit einem Mittelwert von 0,34 + 0,04 (Abb. 1.4 A). Wurden bei
Auswertung benachbarte Proben zum Erhalt einer 1 %igen Auflosung der freien

linken Ventrikelwand gepaart (9), reduzierte sich der Wert auf 0,28.

Drei Flussmuster von ausgewahlten transmuralen Schichten eines reprasentativen
Herzens sind in Abb. 1.4 B graphisch dargestellt (Auflésung von 295 ul).
Graustufen reprasentieren den am Mittelwert orientierten prozentualen lokalen
*Scandium-Fluss, wobei helle Areale NF- und dunkle Areale HF-Proben kodieren.
Neben einer raumlichen Heterogenitat der Flussverteilung innerhalb jeder Ebene
(jeweilige CV-Angaben unter den Grafiken) ist auch die clusterartige Gruppierung

von Niedrig- und Hochflussarealen zu erkennen.

Des Weiteren druckt sich der bereits angesprochene transmurale Gradient (4, 19,
21, 48, 194) hier in einem subendokardwarts gerichteten Anstieg des Blutflusses
um 63,2 % (Subepikard: 0,68 * 0,24; Mesokard: 1,06 + 0,29; Subendokard: 1,11 £
0,43; Einheit: ml min™ g”) aus, wobei selbst diese im Literaturvergleich deutliche
Anderung ungleich geringer ist als die um mehr als das dreifache variierende

lokale Perfusion innerhalb der einzelnen Ebenen.

Die zeitliche Stabilitat der raumlichen Heterogenitat erwies sich Gber den 13-tagigen
Beobachtungszeitraum als erstaunlich hoch. In Abb. 1.4 C (links) ist der lokale
myokardiale Blutfluss eines reprasentativen Hundeherzens (n = 171 Proben) zu
Beginn des Experimentes gegen den des letzten Versuchstages aufgetragen, wobei
ein Korrelationskoeffizient r von 0,95 ermittelt wurde. Bestimmt man fiir alle sechs in
diesem Zusammenhang untersuchten Herzen die Korrelationskoeffizienten r von
Tag 1, 3, 5, 7, 9 und 11 jeweils gegen Tag 13, so findet sich ein Gesamtmittelwert
von 0,89 + 0,13 (King et al. gaben ihn bei einem etwa 28-stindigen Versuch an

Pavianen mit 0,86 + 0,07 an) (107). Hierbei ist zu erwahnen, dass die einzelnen
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Korrelationskoeffizienten mit langeren Beobachtungszeitraumen kaum abnahmen
(mittlerer rrag1vs. Tag 13 = 0,84 + 0,04; mittlerer rrag11vs. Tag13 = 0,81 £ 0,17) und auch
nur geringfugig unter dem in Durchlaufen mit Simultangaben zweier
fluoreszierender Mikrospharensorten (n=2 Hunde) ermittelten methodischen

Korrelationskoeffizienten von 0,87 £ 0,04 angesiedelt waren.

Ein haufiger verwendetes Mal} fur die temporale Stabilitdit des myokardialen
Flussmusters jedoch ist der zeitliche Variationskoeffizienten CViemp. Dieser lag fur
alle 6 Herzen zwischen 0,04 und 0,20 mit einem Mittelwert von 0,12 + 0,06, was
ebenfalls mit den Resultaten der Arbeitsgruppe um King (CViemp = 0,11) (106) und
auch mit anderen Ergebnissen kiirzerer Studien (CViemp = 0,09-0,14) (21, 78, 107,
191, 194) Ubereinstimmt. Zusammen mit CVpen = 0,07 £ 0,06 (methodischer
Variationskoeffizient; ermittelt in den bereits erwahnten Durchlaufen mit
Simultangaben zweier fluoreszierender Mikrospharensorten [n=2 Hunde]) und
CVobs = 0,36 £ 0,06 (beobachteter raumlicher/spatialer Variationskoeffizient; hier
ebenfalls ermittelt mit fluoreszierenden Mikrospharen [n=6 Hunde]; das bei
Verwendung der “°Sc-Mikrospharen [n=7 Hunde] erhaltene Pendant lag zur
Erinnerung bei 0,34 + 0,04 [Abb. 1.4 A]) ermdglichte CViemp auch die quantitativere
Bestimmung eines um zeitliche und methodische Storgrofden bereinigten,
wahren raumlichen Variationskoeffizienten CVgpatiar mit 0,33 + 0,07 (es gilt:
CVspatial” = CVobs” - [CViemp” + CVmetn’]) (106, 107). Die wahre raumliche
Heterogenitat ist demnach nur wenig geringer als die beobachtete und annahernd
dreimal so grof® wie die temporale. Ihr Wert macht dabei beinahe das Funffache

des methodischen Variationskoeffizienten aus.

Der stabilen zeitlichen Heterogenitat entsprachen schliellich auch grundsatzlich
niedrige Fluktuationen (= lokale temporale Variationskoeffizienten) des Blutflusses
innerhalb einzelner Herzareale. Sie waren in den NF-Proben mit gemittelten 0,24
(= CVnr) etwa doppelt so grof3 wie in den HF-Arealen mit durchschnittlichen 0,12
(= CVur; n=1 Herz mit n=26 ausgewahlten Proben unterschiedlichen Flusses).
Generell nahmen die Fluktuationen der Herzareale mit abnehmendem lokalen
Mittelfluss zu. Auf Grund des niedrigen Flusses und Variationskoeffizienten
erreichte die Durchblutung in Niedrigflussarealen dabei aber nur maximal 70 %
des Mittelflusses. Niedrigflussareale wiesen somit nie einen Mittelfluss auf.

Ebenso nahm die Durchblutung in Hochflussarealen nie auf Mittelflusswerte ab.
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Wahrend in der hdéchsten Flussklasse 99 % der Proben CV’s von unter 0,25
aufwiesen, traf dies in der niedrigsten nur auf weniger als 70 % zu. Abschlief3end
sei erwahnt, dass die bei diesem Experiment Uber einen 13-tagigen
Beobachtungszeitraum ermittelten Fluktuationswerte nicht grof3er als die der etwa

28-stiindigen Untersuchung von King et al. (106) waren.

Um herauszufinden, inwieweit sich Narkose und Thorakotomie/Perikardiotomie,
auf die myokardiale Flussheterogenitat auswirken, wurden die lokalen Blutflliisse
wie oben beschrieben am wachen Tier, unter Narkose und nach
Thorako-/Perikardiotomie mit radioaktiven Mikrospharen bestimmt (bei Narkose:
%3Gd-Mikrospharenn, n=7 Hunde; nach Thorakotomie/Perikardiotomie:
"33n-Mikrospharen, n=6 Hunde). Fiir die wachen Tiere (**Sc-Mikrosphéren; n=7
Hunde) ergaben sich als Ausgangslage (unter Ruhebedingungen) die schon aus
Abb. 1.4 A bekannten und in Tab. 1.1 teilweise noch einmal aufgefihrten
durchschnittlichen (Vital-)Parameter. Pfeile in den Spalten 3 und 4 geben dabei je
nach Anzahl die Starke und Richtung der durch den Einfluss von Narkose und

Thorakotomie/Perikardiotomie bedingten Anderungen an.

Mittlere (V?tal-)Parameter Wach- Narkose Thqrakq—/ .
des Experimentes zustand Perikardiotomie
Herzfrequenz (HF) [min™] 130+ 17 1182+19 1117014
systolischer Blutdruck (BDsyst) [MmHg] 140 + 22 1198+13 Il 9715
Blutfluss (BF) [ml min™ g™ 1,12+0,33 || 074+028 || 0,75+0,24

(beobachteter) raumlicher

Variationskoeffizient (CVions) 034+0,04 <~032+0,05 < 0,33+0,05

Tab.1.1  Einflisse von Narkose und Thorako-/Perikardiotomie auf die Versuchshunde.
Pfeile geben je nach Anzahl die Starke und Richtung der Anderungen im Vergleich mit dem
Wachzustand an. Vgl. Abb. 1.4 A

Obwohl samtliche Vitalparameter inklusive des Blutflusses wahrend Narkose und
nach Thorakotomie/Perikardiotomie erwartungsgemaf absanken, vermochte dies
das durch CV.s beschriebene Ausmal® der beobachteten raumlichen
Blutflussheterogenitat nicht zu verandern. Auch frihere ahnliche Studien u. a. von
King et al. (68, 107, 133) fanden bei vergleichbaren Werten fur CVps prima facie
keine weitergehenden Flussunterschiede.

Zur Feststellung, ob dartber hinaus auch die Muster der Flussverteilung stabil

bleiben, wurden daher die lokalen Blutflisse der Versuchshunde im Wachzustand
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1.2 HETEROGENITAT MYOKARDIALER DURCHBLUTUNG BEI HUNDEN

gegen diejenigen in Narkose (Abb. 1.4 C Mitte zeigt 1 reprasentatives Herz mit
r=0,92) bzw. nach Thorakotomie/Perikardiotomie (Abb. 1.4 C rechts zeigt das
Herz mit dem geringsten r [0,46]) korreliert. Im Narkoseversuch wurde dabei ein
mittlerer Korrelationskoeffizientr von 0,92 + 0,07 ermittelt, was trotz der
verminderten Herzfrequenz und des niedrigeren arteriellen Druckes flir eine
Stabilitdt des Flussmusters sprach. Die Thorakotomie bzw. Perikardiotomie
hingegen flhrte bei 3 von 6 Hunden zu einem deutlichen Abfall von r mit einem
Mittelwert von 0,79 + 0,23. Wahrend die Narkose noch keinen Einfluss auf die
Flussverteilung hatte, veranderten sich die myokardialen Flussmuster demnach

aber bei Eréffnung des Brustkorbes bzw. Herzbeutels.

Die in diesem Abschnitt beschriebene, mindestens 13 Tage andauernde zeitliche
Stabilitat des Flussmusters (NF- blieben NF- und HF- blieben HF-Areale) liel3 auch
bedeutende Unterschiede auf Ebene der lokalen Proteinexpression erwarten. Ein
Ziel dieser Arbeit war es, derartige Unterschiede im lokalen Proteom der wie
beschrieben selektierten NF- und HF-Areale zu ermitteln (vgl. Kap 1.4).
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1 EINLEITUNG

1.3 Funktionelle Bedeutung von Myoglobin bei Mausen

Die zweite biologische Fragestellung, welche mit Hilfe des Proteomics-Ansatzes
bearbeitet werden sollte, betraf die Auswirkungen eines Myoglobinmangels auf die
kardiale Proteinexpression. In einer vorausgegangenen Studie (71) wurde bei
Mausen zunachst ein fur die Myoglobinbildung wesentlicher DNA-Abschnitt
entfernt (Myo-/--Mause) und im Anschluss daran ihre Herzstruktur und -funktion
mit der von Wildtyptieren (WT-Mause) verglichen. Es folgen erneut eine kurze
EinfUhrung in die Thematik mit Herausarbeitung des Ansatzpunktes flr diese
Arbeit.

1.3.1 Einfuhrung
Myoglobin (Mb) ist ein monomeres, O, reversibel bindendes (O»-Halbsattigung

bei einem Po, von 2,3 mmHg) Ham-Protein (17 kDa, 153 Aminosauren [AS]; vgl.

Abb. 1.5), dass bei Wirbeltieren hauptsachlich im Zytosol der Herz- und roten
(ausdauernden) Skelettmuskulatur des Typs | und lla vorkommt (223). Unter

Ruhebedingungen (Po, in den Kapillaren etwa 20-25 mmHg) liegt es weitgehend

oxygeniert (MbO;) vor und kann so als kurzfristiger O,-Speicher fungieren bzw.
O2-Schwankungen abpuffern (139, 140). Im teilweise desoxygenierten Zustand

(z. B. zu 13 % bei einem Po, von 8 mmHg in isolierten Kardiomyozyten) wird ihm

eine die O,-Diffusion zwischen Sarkolemm und Mitochondrien erleichternde
O.-Transporterfunktion (,Facilitated Oxygen Diffusion®) (139, 198) - als
Ubersichtsartikel: (224) - zugeschrieben, deren genaue Bedeutung - vor allem in
vivo - allerdings noch nicht abschliefend geklart ist (25, 97). Weitere Studien
beschreiben u. a. seinen direkten Einfluss auf den NO-Stoffwechsel (MbO, baut
reaktive O,-Spezies wie NO zu NO* ab und wird selber zu metMb) (53, 54, 56) —
als Ubersichtsartikel: (158) - und schreiben Myoglobin auch eine Rolle bei der
Regulation der oxidativen Phosphorylierung zu (genauer Mechanismus
unbekannt) (40, 81), wobei die experimentellen Daten zu Letzterem ebenfalls noch

widersprichlich sind (139).

Um die verschiedenen Funktionen des Mb’s zu klaren, wurde es in zahlreichen
Untersuchungen akut chemisch inaktiviert, wobei Substanzen wie CO, H,O, oder

Nitrit zum Einsatz kamen (25, 40, 139, 198). Die Verwendung dieser Chemikalien
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1.3 FUNKTIONELLE BEDEUTUNG VON MYOGLOBIN BEI MAUSEN

ist jedoch nicht unproblematisch. So sind fur das Nitrit inzwischen unspezifische,
die Experimente beeinflussende Nebenwirkungen dokumentiert (68). Das CO
wiederum hemmt bekanntermalien alle Cytochrome, also auch die Cytochrom c-
Oxidase und somit den Oy-Verbrauch. Vor diesem Hintergrund stellen
gentechnologische Ansatze mit ,chronischer® Inaktivierung des Mb’s durch den
»Knock out” seines Schllsselgenes eine interessante Alternative dar. 1998 wurden
bei rekombinanten Mausen mit gentechnologisch erzeugter Myoglobindefizienz
von Garry et al. (64) jedoch keine grundlegenden phanotypischen Abnormalitaten
festgestellt. Die Tiere waren fertil und vergleichbar leistungsfahig, was bei dieser
Studie zu dem Schluss fuhrte, dass Mb nicht essenziell fur eine normale Herz- und

Skelettmuskelfunktion sei.

1.3.2 Myoglobin-Defizienz und myokardiales Proteom
Godecke et al. (71) stellten 1999 die F2-Generation einer separaten Myoglobin-

Knockout-Mauslinie vor, bei denen unabhangig von der Vorgangerstudie (64)

+/+

e

R
12 kb
- -
A (__a__ N 2,9 kb
Kapillaren, semidinn Southern- Northern- SDS- Kapillaren, semidunn
Toluidinblau Blot Blot PAGE Toluidinblau

Abb. 1.5 Wildtyp- (WT) und myoglobindefiziente (Myo--) Miuseherzen im Vergleich
modifiziert nach Godecke (71). Beide Herzen wurden blutfrei perfundiert abgelichtet. Die
Myoglobindefizienz driickt sich u. a. anhand spezifischer Bandenmuster im Southern- (10 pg verdaute DNA)
und Northern-Blot (5 ug Gesamt-RNA) sowie in der SDS-PAGE (200 ug blutfreies Protein) aus. Je zwei
reprasentative LM-Aufnahmen demonstrieren eine hohere Kapillardichte in Myo-/--Herzen (4.140 + 140
mm? zu 3.111 + 400 mm? im WT; je n=6 Mause; P < 0,01; vgl. Tab. 1.2). +/+ = WT. +/- = heterozygot
mutiert. -/- = Myo~/-.
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1 EINLEITUNG

ebenfalls das Exon 2 (kodiert die fur die Ham-Bindung verantwortliche AS-
Sequenz) (16) des Mb-Gens durch eine Neomycin-Kassette ersetzt worden war
(70, 71, 148, 225). Abb. 1.5 zeigt zwei unterschiedlich farbige Herzen (WT vs.

Myo--) samt LM-Aufnahmen der Kapillaren sowie die Ergebnisse der den
erfolgreichen Mb-Knockout belegenden Kontrollexperimente (anstelle eines
Western-Blots genlgte aufgrund der groRen Proteinmengen im Falle des
Mb’s eine SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie-Brilliantblau-Farbung; vgl.
Abb. 3.6, Seite 55). Neben der lichtmikroskopisch morphologischen Untersuchung
wurden auch herzfunktionelle Parameter nach Isolation und Langendorff-Perfusion
(52) unter Ruhebedingungen sowie unter adrenerger  Stimulation
(50 / 200 nm Dobutamin) erhoben. Tab. 1.2 fasst die entsprechenden Ergebnisse
zusammen. Zusatzlich sind einige im Vergleich interessanterweise nicht signifikant
unterschiedliche Parameter, wie z. B. die via *'"P-NMR (52) ermittelten ATP- und

Phosphokreatinkonzentrationen aufgefuhrt.

Anders als von Garry et al. (64) berichtet waren bei detailllierter Betrachtung
demnach durchaus Kompensationsmechanismen zu beobachten. Diese fuhren

letztlich vor allem zu einem steileren Po,-Gradienten hin zu den Mitochondrien der

Kompensationsmechanismen WT Myo-/- Erganzung
Koronarblutfluss [ml min” g'1] 6,4+1,3 1185+24 je n=8; P < 0,05
Koronarreserve' [ml min™ g™] 171+21 1 208+1,1  jen=6;P<0,05

. . n=8 (WT), n=9
Hamoglobinwert [g/dl] 13,3+0,6 T 14,405 (Myo--). P = 0,02
cvPo, [mmHg] basal und bei Gabe 88 11123 je n=8;
von 50 / 200 nm Dobutamin 38°/12,5° 1 67°/1138° P<0,05(°)

Kapillardichte [nm?] (vgl. Abb. 1.5) 3.111+400 11 4.140 + 140? je n=6; P < 0,01

Parameter ohne signifikante Veréanderungen beim Vergleich WT vs. Myo-/- (<)
Korpergewicht, Herzgewicht; Verhaltnis von Herzgewicht und Korpergewicht;
Herzfrequenz; LVP*; dP/dt..c*; dP/dtn.*; Hamatokrit; MCHC; O,-Verbrauch?*;
Gewebekonzentrationen von  ATP*, PCr* und Cytochrom c-Oxidase;
PCr/ATP-Ratio*; gesamte und perikapillare Mitochondriendichte

Tab.1.2 Physiologische Reaktionen auf chronische Myoglobindefizienz nach Gédecke
(71). Messung der Funktionswerte unter Ruhebedingungen. Pfeile geben je nach Anzahl die Starke
und Richtung der Anderungen an. 1) Gemessen nach 20-sekiindiger Koronarokklusion resp.
intrakoronarer Stimulation mit 1um Adenosin 2) Konsekutiv minderte sich die mittlere interkapillare
Distanz in den Myo-/--Herzen um etwa 2,5 ym (= -15 %). Die Ergebnisse bewegen sich damit im
Rahmen der in Studien an Schweinen erzielten Werte zwischen 3.000 mm™ und 5.000 mm™ (101)
*) Zusatzlich auch bei adrenerger Stimulation mit 50 resp. 200 nM Dobutamin.
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1.3 FUNKTIONELLE BEDEUTUNG VON MYOGLOBIN BEI MAUSEN

Muskelzellen. Alleine aus der im Myo-/- festzustellenden Steigerung der
Kapillardichte um 33,1 % und dem um 8,3 % erhdhten Hamoglobinwert resultiert
eine 44,1 %ige Zunahme der von Hoppeler et al. als wesentlich beschriebenen
perimyozytaren Erythrozytenkonzentration (90). Die Steigerung des
Hamoglobinwertes ging bei gleich bleibender MCHC (,Mean Corpuscular
Haemoglobin Concentration“) mit einer (nicht signifikanten) Erhdhung des
Hamatokritwertes von 49,1 £ 3,3 % auf 52,5 £ 4,3 % einher. Aus der Zunahme

des Koronarblutflusses bei den Myo-/--Mausen schlieBlich folgte vor dem
Hintergrund eines unveranderten O.-Verbrauches ein konsekutiver Anstieg des

koronarvenosen Po,’s (cvPo,).

Noch vor Beginn der vorliegenden Arbeit wurde in weiteren Untersuchungen an

Myo-/--Mausen der oben beschriebenen Zucht auch eine héhere Sensitivitat fiir
NO-Stimuli (NO wird durch Mb abgebaut) (56) nachgewiesen. Auch fand sich in

Myo-/--Herzen nach Ischamiebeginn erwartungsgemaR ein rascherer Abfall der
kontraktilen Kraftentwicklung sowie ein trotz geringerer Myozytendurchmesser
erhoht anzunehmender Diffusionswiderstand flr O, mit konsekutiv verringertem

O,-Verbrauch (139). Eine Forschergruppe um Garry wies in Folgeexperimenten

bis 2001 ebenfalls Adaptationsmechanismen bei ihren Myo-/--Versuchstieren
nach (76) — als Ubersichtsartikel: (63). So fanden sich in der Skelettmuskulatur
(Musculus soleus) u. a. vermehrt Muskelfasern des Typs Il (schnell; weilR)
anstelle von | (ausdauernd; rot) (76). Mittels RT-PCR wurde dariber hinaus eine
erhohte Expression des HIF 1a und des HIF 2 (“Hypoxia-Inducible Transcription
Factors”) nachgewiesen (76, 136). In Kombination vermdgen diese beiden
Faktoren per Genaktivierung die Bildung von Mediatoren einer verbesserten
O2-Versorgung (z. B. den VEGF [,Vascular Endothelial Growth Factor] sowie die
NOS) zu induzieren — als Ubersichtsartikel: (189). Ebenfalls durch HIF 1a und
HIF 2 induziert werden einige Glykolyseenzyme sowie Glukosetransporter, was
nicht zuletzt der ATP-Produktion unter O,-Mangel forderlich ist (189). Schlieflich
konnte im Jahre 2001 auch das durch Herzversagen bedingte Absterben von

nicht rechtzeitig adidquat adaptierten Myo-/--M&useembryos in utero gezeigt
werden (136).
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Die offensichtlich (lebens-)notwendigen Kompensationsmechanismen im Myo-/-
sprechen flr eine sehr wohl bedeutende Rolle des Mb’s in Bezug auf die Herz-
und Skelettmuskelfunktion unter Normalbedingungen. Ein Ziel dieser Arbeit war
es daher, das myokardiale Proteom auf weitere Adaptationen an die
Myoglobindefizienz hin zu untersuchen suchen und somit weitere Einblicke in die

Funktion/Bedeutung des Mb’s zu gewinnen (vgl. Kap 1.4).
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1.4 ZIELE DER UNTERSUCHUNGEN

1.4 Ziele der Untersuchungen

1)

Vor Durchfuhrung der myokardialen Proteomanalysen musste die Methodik
mit Hilfe von explorativen Experimenten zunachst optimiert werden. Hierzu
wurden u.a. n=6 silbergefarbte Gele von nur einer Hundeherzprobe
hergestellt. Die statistische Auswertung war Grundlage fur die Bewertung der
Methodik bezlglich ihrer Leistungsfahigkeit bei der Detektion wahrer
Proteinexpressionsunterschiede und half so bei der Aufstellung wesentlicher

Kriterien (Kap. 2.3.1) flr das spatere experimentelle Vorgehen.

Die in Kap. 1.2 beschriebene Heterogenitat des myokardialen Blutflusses,
Metabolismus und Energieumsatzes sowie insbesondere die Ergebnisse der
vorausgegangenen Mikrospharenstudie (95, 117) mit Feststellung einer
bemerkenswerten, mindestens 13 Tage andauernden zeitlichen Stabilitat des
Flussmusters (NF- blieben NF- und HF- blieben HF-Areale) lieRen auch
bedeutende Unterschiede auf Ebene der lokalen Proteinexpression erwarten.
Diese sollten per myokardialer Proteomanalyse anhand von je n=30 zweifach

bestimmten NF- bzw. HF-Proben aus n=6 Hunden erfasst werden.

In den meisten friheren Akutversuchen zur Flussheterogenitat wurden die
Versuchstiere haufig erst nach erfolgter Thorakotomie bzw. Perikardiotomie
instrumentiert, um dann die Experimente durchzufihren. Dies konnte vor dem
Hintergrund des ebenfalls in der vorausgegangenen Studie (95) gefundenen
Einflusses der Thorako-/Perikardiotomie auf das myokardiale Flussmuster zu
falschen oder ungenauen Selektionen der NF- und HF-Areale gefuhrt haben.
Auch die grundlegende Annahme der morphologischen Aquivalenz von NF-
und HF-Arealen beruht auf einer nach diesem Schema durchgefiuhrten
Untersuchung (194) und sollte daher in einer erneuten morphologischen
Studie an einem Hund bezliglich myokardialer Kapillaren (n=288
Semidldnnschnitte) und Mitochondrien (n=288 EM-Aufnahmen) Uberprift

werden.
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4)

26

Myoglobin-defiziente sind fertil, vergleichbar leistungsfahig und zeigen keine
grundlegenden phanotypischen Abnormalitaten (64, 71). Anders als in einer
friheren Studie (64) vermutet, ist die Rolle des Myoglobins flr eine normale
Herz- und Skelettmuskelfunktion dennoch nicht zu unterschatzen, da seine

Abwesenheit u. a. eine Reihe von den Po,-Gradienten zu den Mitochondrien der

Muskelzellen steigernden Kompensationsmechanismen induziert (71). Vielmehr
scheint die rechtzeitige Ausbildung dieser Kompensationsmechanismen
(lebens-)notwendig fur eine adaquate Entwicklung der Versuchstierembryos in
utero zu sein (136). In einer zweiten Proteomanalyse mit n=12 WT- und
n=12 Myo-/--Mauseherzen (jeweils Zweifachbestimmung) (71) sollte anhand
des Proteinexpressionsmusters nach weiteren Adaptationen an die
Myoglobindefizienz gesucht werden, um somit weitere Einblicke in die

Funktion/Bedeutung des Mb’s zu gewinnen



2.1 DIFFERENTIAL-DISPLAY-PROTEOMANALYSE

2 Material und Methoden

Samtliche Untersuchungen an Beagle-Hunden und Mausen wurden mit
Genehmigung der zustandigen Behorde, des Regierungsprasidenten
Dusseldorf und in Einklang mit den von der American Physiological
Society befurworteten ,Guiding Principles in the Care and Use of Animals®
durchgefuhrt.

Kap. 2.1.1 und 2.2.1 erlautern die aullerhalb dieser Arbeit im Rahmen der
einleitend erwahnten Studie zur Heterogenitat der myokardialer Durchblutung (95,

117) (Kap. 1.2) durchgefuhrte Probengewinnung.

2.1 Differential-Display-Proteomanalyse

Die im Folgenden beschriebenen Schritte der Proteomanalyse beziehen sich
weitestgehend sowohl auf die Untersuchung zur Durchblutungsheterogenitat als
auch auf die Untersuchung zur Myoglobindefizienz. Abwandlungen bei
Letzterer sind am Ende der entsprechenden Unterkapitel in eigenen Abschnitten

dargestellt.

2.1.1 Bereitstellung des Untersuchungsmaterials

Im Zuge der vorausgegangenen Studie zur Stabilitat der raumlichen und
temporalen Heterogenitat myokardialer Durchblutung (95, 117) (Kap. 1.2) wurden
fur die Proteomanalyse Proben aus der freien Wand des linken Ventrikel von
sieben Beagle-Hunden zur Verfugung gestellt. Beagle Nr. 7 diente hierbei in
weiterfihrenden Untersuchungen ausschlieBlich der Bestatigung zuvor erhobener
Daten (Kap. 4.1.1 und 4.21). An Tier Nr.8 wurde eine erganzende
morphologische Untersuchung durchgefuhrt (Kap. 2.2). Alle Hunde (Tab. 2.1)
waren Zuchtungen der eigenen Tierversuchsanlage (Heinrich-Heine-Universitat,
Dusseldorf, Deutschland) bzw. wurden von Hoechst/Aventis Frankfurt,

Deutschland bezogen.
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Beagle Alter Geschlecht Gewicht Zeitraum'

1 9 Jahre weiblich 20 kg 26.1.-16.2.2000

2 8 Jahre weiblich 19 kg 26.1.-16.2.2000

3 6 Jahre weiblich 22 kg 30.3.-19.4.2000

4 6 Jahre weiblich 21 kg 31.5.-21.6.2000

5 10 Jahre mannlich 20 kg 13.9.-6.10.2000

6 5 Jahre mannlich 21 kg 13.9.-6.10.2000

7 5 Jahre mannlich 19 kg 21.11.-14.12.2000
8 10 Jahre mannlich 18 kg 11.6.-25.6.2001

Tab. 2.1  Versuchshunde. Die Herkunft der Tiere ist obigem Text zu entnehmen.
1) Katheterimplantation bis Entnahme des Herzens.

Im Vorfeld waren den Hunden nach 10-tdgigem Training zur Gewdhnung an die
Kontaktpersonen sowie praoperativem Fasten je ein Katheter in den linken
Herzvorhof und die Pars descendens der Aorta platziert worden (95, 144).
Perioperativ wurden die Tiere kontinuierlich antibiotisch abgedeckt und beide
Katheter nach dem Eingriff regelmaRig unter sterilen Kautelen mit physiologischer
NaCl-Lésung gespllt sowie zur Thromboseprophylaxe mit dieser und Heparin

gefullt.

Im Anschluss an eine von der Wundheilung abhangige, mindestens jedoch
8-tagige postoperative Erholungsphase wurden den Hunden 1-7
(weiteres Prozedere Hund 8: Kap. 2.2) Uber einen Zeitraum von 13 Tagen mittels
des Vorhofkatheters siebenmalig (Hund 3: sechsmalig) verschiedenfarbig
fluoreszierende Mikrospharen appliziert. Wahrend der Gabe liefl3 sich dabei durch
die gleichzeitige Blutabnahme uber den Aortenkatheter ein Referenzorgan
simulieren. Herzfrequenz, Blutdruck und Hamatokrit wurden regelmalig

gemessen und dokumentiert

Am letzten Versuchstage erfolgte unter Blutdruckkontrolle zusatzlich eine
simultane Gabe von radioaktiv markierten Mikrosphéren (u. a. *®Sc; t,, = 83,8d)
Erst danach schloss sich in Intubationsnarkose (34) die Thorakotomie zur
Entnahme der freien linken Ventrikelwand an (genauer: Kap. 2.2.1). Das Gewebe
wurde fur 2s in eisgekuhlte NaCl-Lésung getaucht, mit flissigem Stickstoff

zwischen zwei vorgekuhlten Kupferblocken schockgefroren und schlieBlich fur
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48 h lyophilisiert. Aus jedem Herzen wurden in einem standardisierten Verfahren
durchschnittlich 198 £ 23 Proben mit einem Trockengewicht von 59,4 + 19,4 mg
prapariert und ihrer Topographie entsprechend codiert. Dabei entstanden jeweils
zwei [Subepikard/Subendokard; Hunde 1-3] bzw. vier [zusatzlich Mesokard | und
II; Hunde 4-7] transmurale Schichten mit theoretisch jeweils 8 X 8 gleichen

Anteilen.

Fur die hier relevanten Untersuchungen zur Proteinexpression und Morphologie
ermoglichte nach ihrer Messung im y-Counter die Strahlung der radioaktiven
Mikrospharen gemall Formel 2.1 eine Seletion (34, 178) der Niedrig- resp.
Hochflussareale (lokaler Blutfluss < 50 % [NF] gegenuber > 150 % [HF] des
myokardialen Mittelflusses) ohne das die Gewebeproben eigens dafur
homogenisiert werden mussten.

rad.Intensitat,, ., [ccpm]
rad.Intensitat

Fluss[ml/min] = -10[ml/min]

Referenz [CCpm] (F 2.1)

Wie oben bereits beschrieben wurde auch hier die Referenz durch eine
gleichzeitige Blutabnahme uber den Aortenkatheter simuliert. Alle Proben wurden
bei -80 °C gelagert

Die Proteomanalyse der Folgen muriner Myoglobindefizienz hingegen wurden an

den Herzen von n=12 entsprechenden eigenen Zuchttieren (Myo-/-) (71) sowie
n=12 dem Vergleich dienenden Wildtyp-Mausen (WT) durchgefuhrt. Alle Tiere
waren weiblichen Geschlechts und zum Zeitpunkt der Untersuchung etwa 3
Monate alt.

2.1.2 Aufbereitung der Proben

Bei durchgehender Eiskihlung wurde das gefriergetrocknete Gewebe der
Hunde zunachst mit der Schere weiter zerkleinert, um es dann mit 2 ml 10°C
kaltem Lysispuffer (9,5 m Harnstoff als Chaotrop zur Denaturierung der Proteine
(180); 2 % CHAPS als zwitterionisches, im elektrischen Feld nicht wanderndes
Detergenz zur Verbesserung der Loslichkeit hydrophober [Membran-]Proteine;
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40 mm Tris als schwache Base zur Inhibierung vieler Proteasen durch
Einstellung des pH-Wertes auf 8-10; 1 % frisches DTT [Thiolgruppen] zur
Verhinderung der Oxidation durch Luftsauerstoff; Aqua bidest. zum Auffullen;
Angaben in % beziehen sich im Folgenden je nach Aggregatzustand auf das
Volumen oder die Masse der jeweiligen Endlosung mit einer angenommenen
Dichte von 1g/ml) fir 30 min zu rehydratisieren. Danach wurde die Probe fir
2 min mit einem Homogenisator weiter gelost. Auf eine erneute Gabe von 3 ml
Lysispuffer - diesmal ohne DTT-Zusatz - folgte eine Wiederholung des
Homogenisierens fur 5-10 min.

Nach Entnahme von 500 pl und Uberfihrung in ein 0,5 ml Eppendorf-GefaR
wurde das restliche Homogenat zusammen mit 15 ml Waschpuffer (2 %
Tween® 20 als nicht-ionisches Detergens; 0,05 % Antifoam SO-25 als
Schaumverhlitungsmittel; Aqua bidest. [18,2 MQcm; Milli-Q Plus,
Millipore, Molsheim, Frankreich]) zur Extraktion der fluoreszierenden
Mikrospharen (Kap. 2.1.1) in ein 20ml-Szintillationsgefald gegeben. Der Inhalt
der Eppendorf-Cups wurde zentrifugiert (10 min bei 14.000 rpm und 4 °C), der
Uberstand zu 100 pl aliqotiert und nach Ausschluss tberdurchschnittlicher
Reststrahlung im y-Counter (Normalwert: 5-20 ccpm bzw. nur etwa 1 %o des
Ausgangswertes) erneut bei -80 °C gelagert. Das radioaktive Mikrospharen

enthaltende Sediment wurde abschlieRend ordnungsgemal entsorgt.

Den Mausen wurde nach Durchtrennung des zervikalen Ruckenmarkes und
sofortiger Thorakotomie PBS-Losung zur Perfusion (150 mm NaCl; 80 mm
NaxHPO4°2H,0; 20 mm NaH,PO4°2H,0; pH 7,5; RT) in den linken Ventrikel
injiziert. Im Anschluss an ihre Exzision wurden die Herzen gewogen und
ebenfalls fur 5 min in Lysispuffer (1:10, w/v) homogenisiert. Der Zentrifugation

(s. 0.) folgend wurden Aliquots zu 50 pl gebildet und bei -80 °C gelagert.

2.1.3 Erste Dimension: Isoelektrische Fokussierung (IEF)
Die IEF wurde mit dem IPGphor-System und 18 cm langen nicht linearen
immobilisierten pH-Gradientenstreifen (IPG’s) fur den pH-Wertbereich 3-10

durchgefihrt (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden). Der nicht
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lineare Gradient sorgte hierbei flur eine gedehnte Darstellung derjenigen
Proteine mit einem IEP zwischen pH 5 und 7 (Abb. 3.2).

Die Analyse immer aquivalenter Proteingehalte wurde zunachst durch eine an
Bradford angelehnte Proteinbestimmung (18) sichergestellt. Hierbei diente der
durch Proteinkontakt hervorgerufene und weitgehend linear zur Proteinmenge
verlaufende Farbumschlag des Farbstoffes Coomassie-Brillantblau G 250
(10 %; weitere Zusatze: 8,5 % Phosphorsaure, 4,75 % Ethanol, A. bidest.;
Filtration durch Faltenfilter; je 2 ml auf 15 ul Probe in 30 ul Lysispuffer [s. 0.];
Leerwert ohne Puffer), welcher fur jede Messreihe erneut mit Hilfe einer
BSA-Eichreihe (15 pl bovines Serumalbumin Fraction V; 0,5/1/2/3/4/5 mg/ml)
nach 15 min bei 595 nm dreifach im Spektrometer (Lamda 20, PERKIN
ELMER, Norwalk, CT USA) quantifiziert wurde. Bei spateren Experimenten
erfolgte diese Bestimmung mit Modifikationen nach Ramagli (171), um
potentiell storende Einflisse basischer Reagenzien wie Dbeispielsweise

Harnstoff zu mindern.

Das somit zu ermittelnde erforderliche Volumen an Probenhomogenat wurde
durch komplementare Gabe von Probenpuffer (8 m Harnstoff; 1 % CHAPS;
0,3% DTT; 0,5 % frisches Pharmalyte pH 3-10 NL als zwitterionischer
IPG-Puffer zur Verbesserung der Leitfahigkeit des Streifens sowie der
Proteinldslichkeit; Spuren von Bromphenolblau zur Kontrolle des korrekten
Elektrodenkontaktes durch Wanderung in Richtung Anode; A. bidest.; Lagerung
bei -20 °C) zu einer stets 420 pl ausmachenden Probenlosung erganzt. Nach
kurzem Vortexen und Zentrifugation (10 min bei 14.000 rpm und 10 °C) zur
letzten Entfernung unléslicher Substanzen lieRen sich jeweils 350 yl Uberstand
in die Keramikhalter der IPG-Streifen (Strip Holder) pipettieren. Dabei betrug
die Proteinmasse im Falle der Hundeherzen 120 pg fir jedes analytische und
1,5 mg fur jedes praparative (Kap. 2.1.6) Gel. Die IPG-Streifen wurden nach
dem Abziehen der Schutzfolie unter Entfernung der Lufteinschlisse mit nach
unten weisender Gelseite Uber der Probenlésung positioniert. Die spitze Seite
des niedrigen pH-Bereiches musste hierbei in Richtung Anode zeigen und ein
beidseitiger Elektrodenkontakt war sicherzustellen. Abschliefend wurden die
Streifen mit 6ligem IPG-Cover-Fluid Uberschichtet, der Strip-Holder mit einem

Deckel verschlossen. Die Fokussierung auf der IPGphor-Einheit erfolgte mit
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50 pA je Streifen und einem Minimum von 80.000 Voltstunden nach folgendem

Protokoll:

Arbeitsschritt Spannung [V] Dauer [h]
Rehydratation des Gelstreifens 0; 30 wahrend der letzten 6 h 12

Schritt 1 500 1

Schritt 2 1000 1

Schritt 3 8000 10

Schritt 4 500-1000 bis 15

Tab. 2.2 Protokoll der IEF. 1) Schritt 4 diente lediglich der Lagerung (z. B. GUber Nacht) und
hielt die Proteine an ihrem IEP fixiert.

Das Anlegen einer Spannung von 30 V schon wahrend der
Rehydratationsphase sollte dabei den Ubertritt problematisch groRer Proteine
ab einem Molekulargewicht von etwa 140 kDa in das Gel verbessern (73, 74).

Fokussierte Streifen wurden zwischen zwei Plastikfolien bei -80 °C gelagert.

Unter Anlehnung an die oben beschriebene Vorgehensweise waren bei der
Untersuchung der Mauseproben folgende Unterschiede von Bedeutung: IPG-
Streifen pH 3-10 linear; 150 pg (analytische Gele) bzw. bis zu 2 mg

(praparative Gele) Protein in 450 ul Probenldsung.

2.1.4 Zweite Dimension: SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Fur die 2D-SDS-PAGE wurden vertikale Hoefer SE 600 (kleine Gele) bzw.
SE 660 (groRere Gele) Elektrophoreseeinheiten (Amersham Pharmacia

Biotech, Uppsala, Schweden) verwendet.

Lediglich die Analyse der ersten beiden Hundeherzen erfolgte mit 13 %igen
Polyacrylamidgelen in den Abmessungen von 1 mm X 17 cm X 16 cm
(130 ml/4 Gele), bei den restlichen Proben wurde die Auflésung der zweiten
Dimension gesteigert (1 mm X 17 cm X 24 cm; 170 ml/4 Gele). Die grofieren
Gele wurden mit eigens angefertigten Gelcastern samt Zubehdr gegossen.

Wahrend der Herstellung war auf die Verwendung sorgfaltig mit Seifenlauge
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(Cleaning solution) und A. bidest. gereinigter Glasplatten, Spacer, Dichtungen,
etc. zu achten. Praparative Gele wurden hierbei im Hinblick auf die
massenspektrometrische Analyse nicht mit Metallsalze bildenden Detergenzien
in Kontakt gebracht (128). Frisch gegossene Gele wurden zur Verhinderung
einer Meniskusbildung mit 1 ml wassergesattigtem 1- oder iso-Butanol (50 g;
59 A. bidest.) Uberschichtet. Als Schutz vor Austrocknung bei nachtlicher
Lagerung im Kuhlschrank (Sicherstellung vollstandiger Polymerisation) diente
Abdeckfolie und Gellagerungslosung. Der verwendete Elektrodenpuffer
entsprach dem auch bei diskontinuierlichen Elektrophoresen eingesetzten

System nach Laemmli (114).

Bevor die IPG-Streifen auf die Polyacrylamidgele Ubertragen werden konnten,
war ihre Aquilibrierung erforderlich. In einem ersten Schritt erfolgte dies durch
15-minutiges Plazieren auf einem Schittler (Swip KL-2, Edmund
Buhler/dJohanna Otto GmbH, Hechingen, Deutschland) im Inneren einer Rohre
(Teflon-Reswelling-Tray) zusammen mit jeweils 5 ml Aquilibrierungspuffer, dem
kurz zuvor 1 % DTT zugesetzt worden war. Die Proteine auf der nach innen zu
richtenden Gelseite wurden durch den Kontakt mit der DTT-SDS-L6sung erneut
reduziert und far die PAGE entfaltet. Hierbei entstandene reaktive
Cysteingruppen sollten dann im zweiten Schritt, bei dem selbiges Prozedere
mit 2,5 % lodacetamid anstelle von 1 % DTT durchgefiihrt wurde, irreversibel
zu Carbamidomethylcystein derivatisieren, um Artefaktbildungen sowohl bei der
Farbung als auch bei der Massenspektrometrie zu vermeiden (vgl. ,Mascot"-
Recherche in Kap. 2.1.7)

Aquilibrierte IPG-Streifen wurden kurz in Elektrodenpuffer getaucht, an der
basischen stumpfen Seite auf 17 cm gekulrzt und durch Agarose-Siegellosung
mit am Glas anliegender Tragerfolie Uber den Gelen fixiert. Jeweils vier Gele
wurden simultan innerhalb von 5-6 h unter permanenter Wasserkihlung
entwickelt. Um den Ubertritt der Proteine aus der ersten in die zweite
Dimension zu erleichtern, betrug die Stromstarke in den ersten 15 min 15 und

erst nach dieser Phase 30 mA.
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Tab. 2.3 ist die Zusammensetzung aller im Zuge der Elektrophorese bendtigten

Komponenten zu entnehmen.

Komponente Zusammensetzung Bemerkung

43 ml Acrylamid/Bis-Monomer-
Stocklésung (30 %;
Fertiglésung 29:1)

cave: neurotoxische Wirkung; bei
RT mit Magnetrihrer verarbeiten

100 ml 25 ml Trenngelpuffer 1,5 ™ Tris/HCI; pH 8,8
Polyacrylamid- . _ _
gel (13 %) 1 ml SDS (10 %) entfaltet und Iadt Proteine negativ

500 pl frisches APS (10 %) nach Zugabe Verfestigung des
Geles durch radikalische

33 yl TEMED Polymerisation in bis zu 2 h
Gellagerungs- 25 % Trenngelpuffer; 10 % zur Lagerung der Gele Uber Nacht
Lésung SDS-Lésung im Kahlschrank
Elektroden- 25 mM Tris;192 mM Glycin; 0,1  insgesamt 5 | pro Durchgang;
puffer % SDS; pH 8,3 ohne HCI zweimalig verwendbar
SDS- 3,35 % Trenngelpuffer; 6 m 2 X 5 ml je IPG-Streifen zur
Aquilibrierungs-  Harnstoff; 30 % Glycerin; 2 % Vorbehandlung; Lagerung bei
puffer SDS; Spuren v. Bromphenolblau -20 °C

0.5 % Agarose Typ VII-A zur Fixierung der IPG-Streifen;
Agarose- (low gelling temperature)

vor Gebrauch 1,5 min in der

Siegellésung in Elektrodenpuffer; Mikrowelle verfliissigen

Spuren v. Bromphenolblau
Tab.2.3 Komponenten der SDS-PAGE (Auffillen aller Anséatze mit A. bidest.).

Bei Untersuchung der Mause kam das ETTAN-DALT [I-System (selber Hersteller)
fur 12 vertikale Gele der Abmessung 1 mm X 25,5 cm X 24 cm (950 ml/14 Gele)
zum Einsatz. Nach Beflllung des fur 23 Gele ausgelegten DALT Multiple
Gel Casters mit Acrylamidldsung musste diese zunachst durch Zugabe einer
dichteren Platzierungslosung (25 g Trenngelpuffer [s. 0.]; 50 g 87 %iges Glycerin;
25 g A. bidest.; Spuren von Bromphenolblau) von unten in Position gehoben

werden.

Es ergaben sich weitere Modifikationen wie folgt: 7,5 | Elektrodenpuffer je
Durchgang; 2 X 10 ml Aquilibrierungspuffer pro IPG-Streifen; Elektrophorese mit
2,5 W/Gel fur 30 min und 18 W/Gel fur 4,5 h bei 25 °C.
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2.1.5 Farbung und densitometrische Auswertung der Gele

Um die Gele auswerten zu konnen, wurden die Proteine zunachst einer
modifizierten Silberfarbung nach Blum (17) unterzogen. Trotz bekannter
Stoéranfalligkeit wurde die Silberfarbung aufgrund der typisch geringen

Nachweisgrenze von etwa 10 ng Protein pro Gelspot bevorzugt.

Schritt Zusammensetzung’ Einwirkdauer

1) Fixierer | Essigsaure 10 %; Methanol 40 % >1 h; ggf. Uber Nacht
2) Fixierer Il Ethanol 30 % 3 x 20 min

3) Fixierer IlI* Natriumthiosulfat 0,02 % 1 min

Silbernitrat 0,2 %;

4) Silbemnitrat (frisch)” 37 /1065 Formaldehyd 0,02 %

nach 20 min entsorgen

Natriumcarbonat 3 % ca. 5 min; Lésung bei
5) Entwickler 37 %iges Formaldehyd 0,05 % beginnender Hintergrund-
Natriumthiosulfat 0,0005 % farbung abkippen
6) Stopp-Lésung* Glycin 0,5 % 5 min
7) Aqua dem. (] 2 x 5 min; ggf. Uber Nacht

Tab. 2.4  Schritte der Silberfarbung. 1) Auffillen der Ansatze mit Aqua dem. *) Im Anschluss
3 x 20 s grundlich mit Aqua dem. abspiilen.

Gemall Tab. 2.4 wurden 4 Gele in zwei Plastikschalen passender Grole
abwechselnd  entwickelt. Wahrend die Fullmenge der einzelnen
Farbungslésungen jeweils dem 4-5-fachen Gelvolumen entsprach, lag der
Gesamtverbrauch an demineralisiertem Wasser zur Zwischenspulung in
Abhangigkeit der verwendeten Schalen zwischen 5 und 10 . Zum

Funktionsprinzip der Farbung siehe Kap. 1.1.3.

Gefarbte Gele wurden mit einem zuvor kalibrierten (Photographic Step Tablet
No. 2, Kodak, Rochester, NY USA) Scanner (PowerLook Ill, UMAX, Fremont, CA
USA) und der Software Labscan 3.0 (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden) in den Modi ,8 Bit-Scale“ sowie ,Blue Channel“ bei einer Auflésung

von 300 dpi digitalisiert.

Der sich anschlielenden Auswertung diente die Software ImageMaster 2D Elite
3.01 (Amersham Pharmacia Biotech, s. 0.). Fur die Spoterkennung wurde mit
den Parametern Sensitivity = 6,0-7,0 und Operator Size = 60-70 bei geringem

,Background Factor® zur Minimierung von Artefakten verfahren. Auf einem
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durchschnittlichen Gel des Hundes (NF und HF) mit ca. 900 erkennbaren Spots
lag nach intensiver manueller Korrektur die Anzahl der zuverlassig erfassten
Spots bei 380 + 79 (Mause: Myo-/- und WT: 1200; 461 + 22; auch: Kap.0).
Mehrere reprasentative Gele dienten dem Erstellen eines 770 Spots
umfassenden Referenzgeles (Mause: 599), auf dessen Grundlage aquivalenten
Proteinen eine identische Referenznummer zugewiesen werden konnte. Der
Spoterfassung vergleichbar bedurfte auch dieses von der Software unterstltzte
.Matching® (Vector Size Box = 12; Search = 90) aufwendiger manueller
Korrekturen. Die Anzahl der in allen Gelen von Hochfluss- und/oder Niedrigfluss-
Proben des Hundes vertretenen Spots betrug hierbei 216. Im Falle der Mause
mit einheitlichen, gréReren und hinsichtlich des GielRens sowie der

Elektrophorese in hdherer Stlckzahl simultan hergestellten Gelen lag dieser

Wert bei 373 beziiglich Myo-/- resp. WT.

Den erfassten Proteinen wurde nach Subtraktion ihres Hintergrundes (,Mode of
Nonspot® [Kap.3.1.1]; Hunde = 17 pixel/Mause = 45 pixel) ein so genanntes
Spotvolumen zugeordnet, welches dem Produkt aus Spotflache und mittlerem
Grauwert entsprach. Vor der statistischen Auswertung wurden diese Volumina
zur Kompensation moglicher auf die Gelfarbung zurickzufuhrenden
Unterschiede normalisiert, indem man sie durch die Summe der Volumina
weiterer Spots dividierte. Solche weiteren Spots waren bei Auswertung der
Hundegele 29 in vorausgegangenen explorativen Experimenten (auch Kap.
3.1.1) als intensitatsstabil bestimmte Proteine (ASpotvolumen
Niedrigfluss/Hochfluss oder vice versa <10 %; ¢ < 25 %) bzw. alle restlichen
Proteine in den Mausegelen (,Total Spot Volume Normalisation; Scaling

Factor = Multiply by total area).

2.1.6 Schritte der Peptidsequenzanalyse mit ESI-MS/MS

Fur die Identifikation interessierender Proteine erfolgte wie im Falle der
densitometrischen Auswertung zunachst deren Farbung - diesmal mit
Coomassie-Brillantblau R 250. Der durch das Fehlen zweier Methylgruppen von
der bereits erwahnten G 250-Variante (siehe Proteinbestimmung Kap. 2.1.3) zu

unterscheidende Farbstoff lagert sich den Proteinen weitgehend linear zu deren
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Menge durch sowohl unspezifisch hydrophobe als auch auf Sulfonatgruppen
beruhende elektrostatische Wechselwirkungen an und kennzeichnet mit einer
weniger sensitiven Nachweisgrenze von 0,1-1 ug bevorzugt solche
Spotvolumina, welche massenspektrometrisch komplikationsarm zu analysieren

sind.

Zu Beginn wurden mehrere praparative Gele (Malke immer 1 mm X 17 cm X
16 cm fir eine hohere Proteinkonzentration/Spot; bis 2 mg Protein/Gel)
zusammen mit Gelfarbeldsung (0,1 % Coomassie-Brillantblau R 250; 40 %
Methanol; A. dem.; 90 ml/Gel) und Essigsaure (10 ml/Gel zur Fixierung) fur 1-2 h
in Schalen entsprechender GroRe gegeben (44). Auf die Entsorgung des
Farbereagenz folgte wunter mehrmaliger Erneuerung die Zugabe von
Gelentfarbeldésung (20 % Ethanol; 7,5 % Essigsaure; A. dem.; 100 ml/Gel). Das
Prozedere wurde bei klarem oder schwach blauem Gelhintergrund durch
Lagerung der Gele in A. bidest. Uber Nacht beendet. Nach erneutem Abspilen
mit A. bidest. konnten die Gele direkt verarbeitet oder bis zu ihrem weiteren

Gebrauch in Folien eingeschweil3t kiihl gelagert werden.

Gefarbte Spots fir die Peptidsequenzierung wurden unter der ublichen
Vermeidung von Verunreinigungen (Handschuhe) mit dem Skalpell in engen
Grenzen aus mehreren Gelen herausgeschnitten. Die jeweils einem Spot
zugehorigen, etwa 1 mm?® groRen Stiicke wurden in eigens fiir sie beschriftete
0,5 ml Eppendorf-GefaRe (siliconized) Uberfihrt. Der erste Schritt der
Probenvorbereitung, bestehend aus dem Hinzufigen von 100 pyl 25 mm
Ammoniumcarbonat-Puffer (pH 8,0) mit 50 % des organischen Ldsungsmittels
Acetonitril (ACn; Aufflllen aller Ansatze mit A. bidest.), 10-minttigem Vortexen
und anschliefender Entfernung der Lésung via Pipette (Gel-Loader Tips;
eppendorf, Hamburg, Deutschland), diente dem Waschen und Dehydrieren in
alkalischem Milieu. Die Prozedur wurde bis zur volligen Entfarbung und
Schrumpfung der Gelstiicke, mindestens jedoch dreifach wiederholt und durch
Waschen in 100 pl reinem ACn sowie 30-minltiger SpeedVac-
Zentrifugation (BACHOFER SpeedVac Concentrator, Reutlingen, Deutschland)

abgeschlossen.
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Im nachsten Schritt wurden die Stlicke in Ammoniumcarbonat-Puffer (s. 0.) mit
Trypsin-Zusatz (0,1 mg/ml Lésung) aufgenommen. Bei Zugabe dieser der
Rehydratation und dem Verdau (Spaltung hauptsachlich an den Carboxytermini
der aromatischen Aminosauren Arg und Lysin mit Ausnahmen bei folgendem
Prolin) dienenden Lésung war Uberstandbildung wegen drohender
Autodigestition zu vermeiden. Eine 12-16-stlindige Inkubation bei 37 °C mit einer
vor Antrocknung schitzenden Uberschicht aus etwa 25 pul reinem

Ammoniumcarbonat-Puffer (s. 0.) stellte das optimale Enzymmilieu sicher.

Fur die Extraktion der entstandenen Peptide aus der Gelmatrix wurden die
Stiicke bei anschlieRender Gewinnung des Uberstandes in 50 pl A. bidest. fiir 5
min gevortext und dann weitere 10 min einem Ultraschallbad (Bransonic 220,
Cleaning Technology Compagny, Trenton, NJ USA) unterzogen. Es folgte die
zweimalige Wiederholung dieses Vorgehens mit 5 % Ameisensaure und 50 %
ACn (selbes Volumen), eine ebenfalls 15-minlitige Behandlung in 50 ul reinem
ACn und das abschliellende Einengen der Proben bis zur Trockenheit per

SpeedVac (s. 0.).

Der letzte Schritt bestand gemall Tab. 2.5 aus dem fur die
massenspektrometrische Analyse wichtigen Entsalzen der dafur in 10 ul A.
bidest. mit 4 % Methanol und 1 % Ameisensaure aufgenommenen Proben
mittels C4gZipTips (Millipore Company, Bedford, MA USA).

Teilschritte Durchfiihrung’

1) Waschen der C1sZipTips ;?r(])ei;/;nz/lé(i[rheal(w?)o)l() (2x); 60 % Methanol mit 1 %
2) Aquilibrierung der C1gZipTips 4 % Methanol mit 1 % Ameisensadure (3x)

3) Zugabe der Probenldsung mehrfaches Auf- und Abziehen

4) Aufreinigen/Entsalzen 4 % Methanol mit 1 % Ameisensaure (3x)

5) Elution 60 % Methanol mit 1 % Ameisensaure

Tab. 2.5 Entsalzung der Probenlésung. 1) Auffillen aller Ansatze mit Aqua bidest.;
Einstellung der Pipette auf 10 pl.

Die ZipTip-Spitzen enthalten ein ,reversed-phase"-Material, das Peptide in
wassrigen Medien durch Van-der-Waals-Krafte bindet und im Anschluss daran

deren Elution in einem organischen Medium zulasst. Auf langsames und
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luftblasenfreies Pipettieren sowie durchgehende Befeuchtung des ,reversed-

phase"-Materiales war zu achten.

Der Probenvorbereitung folgte schlieRlich die Analyse des Eluates in einem
Tandemmassenspektrometer mit Nanospray-lonenquelle (Sciex Q-Star Pulsar |,
PE Applied Biosystems, Foster City, CA USA). Jeweils 1,5 yl Losung wurden in
die ESI-Probenkapillare injiziert, was fur eine etwa einstindige Messung
ausreichte. Aus vorab aufgenommenen Ubersichtsspektren im Massenbereich m/z
= 350-1800 lieRen sich dann mittels Produkt-lonenanalyse sukzessive detaillierte
MS/MS-Spektren der interessierenden Mutterionen/Precursoren anfertigen
(weitere vorgegebene Einstellungen: Scan type modus = TOF MS, Accumulation
time = 1 s, Polarity = Positive, Period = 5min/300 cycles, Q1 transmission window
und Pulser frequency = Suggest, Declustering potential = 65, Focussing potential
= 265, lon rel. del. = 11, lon rel. width = 5, Grid = -6, Lens focus = 3, Lens screen
= 1, Curtain gas = 15, lon spray voltage = 850 V bei Messung, Detector = 2200
MCP, etc.)

Die Bestimmung mehrerer kurzer Aminosaureabfolgen (sequence tags) aus
diesen Spektren reichte in der Mehrzahl der Falle fir die folgend beschriebene
vergleichende Datenbankrecherche aus. Zur Funktionsweise des verwendeten
Massenspektrometers sowie dem Prinzip der Peptidsequenzierung siehe
Kap. 1.1.3 (Abb. 1.2) und 3.1.4.

2.1.7 Proteinidentifikation liber Datenbanken

Die Ermittlung weniger Peptidsequenzen fluhrte mit Hilfe des ,Mascot-
Suchwerkzeuges (http://www.matrixscience.com — Mascot — MS/MS lon Search
— Start Search...; von den Vorgaben abweichend einzustellende Parameter:
Database = NCBInr, Variable modifications = Carbamidomethyl [C], Peptide tol. =
1.0 Da, Data format = Sciex AP lll, Overview = ESI-QUAD-TOF) (Abb. 1.2) oder
im Falle einer De Novo-Sequenzierung durch Ahnlichkeitssuche in weiteren
Spezies (,Blast“-Algorithmus: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST — Protein —
Search for short, nearly exact matches — Blastl — Format!; Ubernahme aller

Parameter) meist zur Identifikation der gesuchten Proteine (vgl. auch: Kap. 1.1.3).
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Bei den Hundeexperimenten geschah dies in einigen weiteren Fallen auch ohne
zwischengeschaltete massenspektrometrische Analyse unzweideutig Uber die
,HSC-2DPAGE"“-Proteindatenbank (Heart Science Centre des
Harefield Hospitals, Harefield, England) (42). Unter der Webadresse
http://www.doc.ic.ac.uk/vip/hsc-2dpage/dogvent/index.html  (— Dog  heart
[ventricle] — Synthetic oder Real gel image) stellt diese u. a. 1212 Proteinspots
enthaltende reale und nach Gauldscher Verteilung (untere Abb.) berechnete
Polyacrylamidgele des Ventrikels von Canis familiaris fir den optischen Vergleich

zur Verfugung.

Abb. 2.1 ,Berechnetes” silbergefiarbtes 2D-PAGE-Gel des Hundeherzens (Ventrikel). Via
Mausklick sind zu einigen Spots (Kreise) Zusatzinformationen wie M; und IEP (Bestimmung mit PDQuest
2-D-Analysesoftware, Bio-Rad Laboratories Ltd., Hertfordshire, England) aber auch aminoterminale
Sequenzen, PMF’s sowie Links zu anderen Datenbanken (z. B. Swiss-Prot; Kap. 1.1.3) abrufbar.
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2.2 Erganzende morphologische Untersuchung

2.2.1 Gewinnung des Probenmaterials

Wie in Kap. 2.1.1 dargestellt wurden auch Beagle Nr. 8 (FH 10472) aus Tab. 2.1
nach entsprechendem Gewdhnungstraining Katheter in den linken Herzvorhof
sowie die Aorta implantiert. Zwei Wochen nach Katheterimplantation folgte am
wachen Tier zur spateren Bestimmung der Flussareale die diesmal alleinige
Applikation radioaktiver Mikrospharen (*°Sc). Vor dem sich anschlieRenden
anderthalbstindigen finalen Eingriff durch einen anasthesiologischen Kollegen
(Kap. 5.4) wurde das Tier endotracheal intubiert und dann Uber eine

Starlingpumpe beatmet.

Zweck Medikamente i.v.-Dosierung
Propofol (Disoprivan®, AstraZeneca GmbH,
Narkose- Wedel, Deutschland@g 2 mgfkg KG
einleitung Piritramid (Dipidolor~, JANSSEN-CILAG
GmbH, Neuss, Deutschland) 4-7,5mg (7,5 mg/ml)
Narkose- Midazolam (Dormicum®, Hoffmann-La Roche _ A1
aufrecht- AG, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) 2mgkg KG™h
erhaltung Piritramid (siehe oben) 2 mg-kg KG™h"’
Muskel- Vecuronium (Norcuron®, Organon GmbH, _ A -
relaxation Oberschleilheim, Deutschland) 0,12 mg-kg KG™-h

Tab. 2.6  Narkosefilhrung wahrend der abschlieBenden Operation.

In Narkose (vgl. Tab. 2.6) erfolgte die linksseitige Thorakotomie und Freilegung
des Perikards. Anders als bei den Hunden Nr. 1-7 wurde nun die Pars
ascendens aortae okkludiert und proximal dieser Stelle kanuliert, um das Herz
zunachst mit St. Thomas-Lésung Nr. 2 (98) kardiopleg zu stellen. Uber
denselben Zugang wurde im Anschluss daran das Koronarsystem bei einem
Druck von 150 mmHg kurz mit Cacodylatspulllésung (0,1 m Cacodylat [pH 7,4]
sowie 0,22 M Sucrose in A. bidest. zur Entfernung des Blutes) und dann fur 5 min
mit cacodylatgepuffertem Glutaraldehyd (2,5 % Glutaraldehyd als Fixans mit
guter [Lipid-]Strukturerhaltung in Cacodylatspullésung [s. 0.]) perfundiert.

Der Eingriff endete mit der Totung des Tieres durch die Enthahme des Herzens
und dessen Lagerung in letzt genannter Losung fur 72 h. Probenpraparation und

Flussbestimmung erfolgten nach dem in Kap. 2.1.1 geschilderten Verfahren.
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2.2.2 Elektronen- und Lichtmikroskopie

Die aufgearbeiteten Proben wurden im Rahmen der Nachfixierung und
Blockkontrastierung dreifach mit Cacodylatpuffer (Cacodylatspullésung [s. 0.]
ohne Sucrosezusatz) gewaschen und fur 3 h bei 4 °C in Osmiumtetroxidlésung
(2 % OsO4 zur Lipidkontrastierung in Cacodylatpuffer) gegeben. Folgendes
Protokoll vervollstandigte diesen Arbeitsschritt: 70 %iges Aceton (Auffullen aller
Ansatze mit A. bidest.) zur Entwasserung fur mind. 30 min — 70 %iges Aceton
mit 1% Phosphorwolframsaure (hauptsachlich Proteinkontrastierung) sowie
0.5 % Uranylacetat (Protein- u. Nukleinsaurekontrastierung bei gutem
Membranerhalt) fur 1 h bei 4 °C — 90 %iges Aceton zweimalig fur je 30 min
bei 4 °C.

Zur Einbettung diente die niedrigviskdse Standard-Epoxidmischung nach Spurr
(195) (10 g ERL-4206, 6 g D.E.R. 736, 26 g NSA, 0,4 g S1; 3-4 g Mischung pro
Probe; Lagerung aller Komponenten au3er Si [RT] im Kuhlschrank; Mischung
bei RT mehrere Tage stabil; Abkurzungen im Verzeichnis). Diese wurde
sukzessive gemall nachstehendem Schema in das Gewebe eingebracht:
100 %iges Aceton (Trockenhaltung auf Molekularsieb [3 A, Merck Eurolab
GmbH, Darmstadt, Deutschland] im Rotor [Varispeed, TAAB Ltd., Aldermaston,
England]) zweimalig fur je 30 min — 100 %iges Aceton fur 1h — 100 %iges
Aceton und Mischung (1:1) fur 1 h — Letzteres erneut im Verhaltnis 1:2
— 100 % Mischung fur 2 h, dann Uber Nacht — Endeinbettung mit 100 %
Mischung fur mind. 8 h bei 70 °C im Polymerisationsofen (Polaron CVT Ltd.,
Milton Keynes, England).

Von den fur die EM-Auswertung bestimmten Proben wurden ultradinne Schnitte
(0,05 um) langs der Myofibrillen und somit auch der Mitochondrien mittels eines
Diamantmessers (Diatome, Biel, Schweiz) angefertigt, auf Kupfernetzchen
(Typ G 100, Plano, Marburg, Deutschland) gebracht und erneut mit Uranylacetat
kontrastiert (s. 0.). Die Aufnahme und Digitalisierung der Mitochondrien erfolgte
bei 25.000facher VergroRerung (Transmissions-Elektronenmikroskop Typ H 600,
Hitachi Ltd., Tokyo, Japan; BioScanCamera und Software Digital Micrograph 3.1,
Gatan, Pleasonton, CA USA;).
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Fur die LM-Analyse der Kapillaren galt entsprechend: Semidinnschnitte (1 pm)
quer zu Myofibrillen und somit Kapillaren (Glastreifen fur Messer ebenfalls Plano,
s. 0.); Farbung mit 1 % Toluidinblau O und 1 % Natriumtetraborat in A. dest. auf
Heizplatte fir 1 min — Spulung mit A. dest. und Trocknung; Aufnahme und
Digitalisierung mit 400facher VergroRerung (Mikroskop BX 60 und BX PHD
Phasenkontrasteinrichtung [Ph1], OLYMPUS, Hamburg, Deutschland; Power
HAD 3CCD Kamera DXC-950P, SONY CORPORATION, Tokyo, Japan;
Software analySIS 3.0, Soft Imaging System GmbH, Mlnster Deutschland).

2.2.3 Morphometrische Auswertung

In diese flossen aus n=6 NF- und n=6 HF-Proben 288 EM- sowie 288 LM-Photos
mit jeweils 144 Aufnahmen von NF- und 144 Aufnahmen von HF-Arealen ein.
Um die prozentualen Volumenanteile der Mitochondrien resp. Kapillaren am
Herzgewebe von Hochfluss- und Niedrigflussarealen ermitteln zu konnen,
wurden fur samtliche Aufnahmen einer Probe die jeweiligen prozentualen
Flachenanteile mit einer Punktgittermethode bestimmt (168) und spater gemittelt.
Hierzu erfolgte nach ihrer Digitalisierung die Uberlagerung der Bilder mit einem
quadratischen Raster, dessen Gitterweite so festzulegen war, dass es die
auszuwertenden Strukturen mit mindestens einem Gitterpunkt erfasste. Die
Anzahl dieser Treffer T sowie die Gesamtzahl der Gitterpunkte des Rasters Gges

ergaben den gesuchten Flachenanteil wie folgt:

Flachenanteil = L -100%
Gges (F 2.2)

Die mit dem Raster versehenen Aufnahmen wurden gréRtmoglich auf
DINA 4-Blatter ausgedruckt und manuell ausgezahlt. Das Gitter zur Erfassung der
Mitochondrienanteile (Abb. 3.11) bestand einschliel3lich des Randes aus 31 X 31
Gitterlinien und wies somit insgesamt 961 Gitterpunkte auf (Kapillargitter:
36 X 36 = 1296 Gitterpunkte; Abb. 3.12). Gitterpunkte, die Uber Artefakten (Risse,

etc.) zu liegen kamen, wurden nicht als Treffer gewertet, jedoch von Gges
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2 MATERIAL UND METHODEN

subtrahiert. Eindeutig als solche klassifizierbare Arteriolen bzw. Venolen fanden
keine, die kapillaren Gefallwande hingegen gesonderte Berucksichtigung. Da
samtliche Proben im Vorfeld der Auszahlung von dritter Hand umkodiert wurden,

erfolgte diese bezuglich der Kenntnis der Flusszugehdrigkeit blind.
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2.3 Varia

2.3.1 Statistik

Die Daten werden grundsatzlich als Mittelwert x + Standardabweichung o
angegeben. Folgen Prozentwerte, sind dies die Anderungen NF (WT) zu HF
(Myo-/-) und vice versa. Alle Auswertungen erfolgten unter Beachtung der
jeweiligen Stichprobenkonstellation mit zweiseitigen verbundenen oder
unverbundenen Student-t-Tests (wenn nicht anders bezeichnet: * = signifikant,

P < 0,05; ** = sehr signifikant, P < 0, 01; *** = hoch signifikant, P < 0,001).

Um dem methodisch bedingten Variationskoeffizienten bei wiederholtem Messen
(Kap. 3.1.1), einer ausreichenden biologischen Relevanz und schlieBlich der
Irrtumswahrscheinlichkeit im Rahmen des multiplen Testens (FWER) Rechnung
zu tragen, mussten die Proteinexpressionsunterschiede im Falle der Hunde-
Proteomanalyse (je n=30 zweifach bestimmte NF- bzw. HF-Proben [n=5 NF- und
n=5 HF-Areale aus je n=6 Hundeherzen]) folgende Kriterien erfullen, um

Berlcksichtigung zu finden:

1) Weder zu geringe oder hohe Spotintensitat (< 0,02 % des totalen
Spotvolumens versus Farbsattigung mit Kristalleffekten [meist ab etwa 2 %])
im NF und HF noch mangelnde Reproduzierbarkeit durch Cluster- oder
Schlierenbildung, etc. (eindeutige Prasenz in > 83 % der NF- bzw.
HF-Gele);

2) Anderung > 30 % beim Vergleich NF zu HF oder umgekehrt;

3) P < 0,05 im t-Test fur unverbundene Stichproben (je n=30);

4) P < 0,05 im t-Test fur verbundene Stichproben (n=6 NF- und n=6
HF-Mittelwerte aller entsprechenden Areale innerhalb der individuellen
Herzen) zur Erfassung auch geringer Abhangigkeiten zwischen NF- und

HF-Gebieten jeweils eines Herzens;

Die ersten beiden Kriterien galten vergleichbar auch bei der spater

durchgefithrten murinen Proteomanalyse (n=12 Myo-/-- und n=12 WT-Proben;

Zweifachbestimmung). Neben einem unverbundenen t-Test zum Vergleich
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erfolgte die statistische Auswertung hierbei mit dem Statistikprogramm
»oignificance Analysis of Microarrays, SAM* (203)

(http://www-stat-class.stanford.edu/SAMServlet). Far zu vergleichende

Datensétze A und B bildet es zunéchst ,Relative Differenzen* d(i)= %.
0

Dies sind Differenzen von Expressionsmittelwerten (hier der Proteine [i])

bezogen auf die jeweilige Standardabweichung

o(i)—\/ nt _2(2 [x..( i)]2+zn[xn(i)—i8(i)]2) (mit m und n = Nummer

n,+n,

einer Messung unter Kondition A bzw. B sowie ny und n, = Gesamtanzahl der
Messungen im Falle A resp. B) und einen zuvor berechneten ,Fudge Factor® (so)
zur  Korrektur unverhaltnismalig geringer of(i)-Betrage bei niedrigem
Expressionsniveau. Die Besonderheit ist das mehrfache Durchfihren des
Beschriebenen nach Gruppieren der Rohdaten in verschiedenen Varianten

(Permutationen), wobei letztere bezuglich potentieller Storgréfien balanciert sind.

Das ermdglicht die Bildung ,Erwarteter Relativer Differenzen” d Zpdp

(mit p= Nummer einer Permutation sowie G, = Gesamtanzahl der
Permutationen), welche diejenigen beobachteten d(i)-Werte im Sinne der
Fragestellung als signifikant markieren, welche im Plot dg(i) (Abszisse) versus
d(i) (Ordinate) Uber einen festzulegenden ,Delta Value“ (A) hinaus von der
Identitatslinie abweichen (Abb. 3.8). Mit der Funktion ,List Significant Genes*
lassen sich die Resultate in Form zweier Listen fur positive und negative
Veranderung mit nach ihrem Betrage sortierten d(i)-Werten ausgegeben. Bei

Bedarf kdnnen beide Listen mit individuellen A’s generiert werden.

Parallel dazu schatzt das Programm ahnlich einer Irrtumswahrscheinlichkeit die
,Number Of Falsely Significant Proteins (Genes)“ Uber den Mittelwert der als
signifikant bezeichneten Proteine (Gene) aller Permutationen. Mit der Funktion
,List Delta Table* lassen sich hierbei verschiedene Szenarien fur

unterschiedliche A’s durchrechnen.
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Bei dieser Untersuchung wurde A so gewahlt, dass die ,Number Of Falsely
Significant Proteins® bei < 1 (90. Perzentil) lag, was im vergleichenden

unverbundenen t-Test einem P << 0,05 entsprach. Zusatzlich einzustellende

Parameter lauteten: Imputation Engine = Row Average Imputer, Data Type
Two Class/Unpaired Data, Number of Permutations = 100, RNG Seed
1234567, Threshold = 0,0.

Weiterfuhrende Informationen (ausfuhrliches mathematisches Prozedere,
Berechnung des ,Fudge Factors®, Bedeutung der einzustellenden Parameter,
Anpassung von SAM an unterschiedliche Experimentbedingungen, Vergleich von
SAM mit herkdbmmlichen Statistikmethoden des multiplen Testens, Download aus

dem Internet, etc.) sind den oben angegebenen Quellen zu entnehmen.

2.3.2 Chemikalien/Reagenzien
Siehe Anhang (Kap. 5.3).
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3 Ergebnisse

In diesem Kapitel werden zunachst die Optimierung und parallel darstellbare,
allgemeine Kenndaten beider Proteomanalysen wiedergegeben. Es folgt jeweils
ein spezieller Abschnitt zu den Ergebnissen der Hundestudie einschliellich der
morphologischen Auswertung resp. zu den Ergebnissen der Mausestudie.
Relevante Ergebnisse der parallel zu dieser Arbeit durchgefuhrten,
weiterGhrenden  Experimente und von Folgeuntersuchungen sind im
Diskussionsteil —skizziert (Blutflussheterogenitat: Kap. 4.1.1 und 4.1.6;
Myoglobindefizienz: Kap. 4.2.1 und 4.2.5)

3.1 Optimierung und allgemeine Auswertung beider

Proteomanalysen

3.1.1 Optimierung und Evaluation der 2D-PAGE

Hierzu wurden nach Abstimung einzelner Arbeitsschritte in explorativen
Experimenten (Kap. 2.1.5) u. a. sechs silbergefarbte, 13 %ige Polyacrylamidgele
(1mm X 17 cm X 16 cm) von nur einer Hundeherzprobe hergestellt. Die Gele
enthielten durchschnittlich 394 + 22 zuverlassig erfassbare Spots, von denen 293
konstant in allen sechs Fallen auffindbar waren und statistisch ausgewertet wurden.

Als Indikator einer hohen methodischen Reliabilitdt im Sinne geringflgiger
Messwertschwankungen galt bei der wiederholten Analyse einer identischen Probe
ein mdoglichst kleiner Uber alle Proteine gemittelter Variationskoeffizient der
sechsfachen Spotintensitatsbestimmung. Unabhangig von der praktischen
Durchfuhrung der Probeexperimente beeinflusste auch die Art der
Hintergrundsubtraktion (Kap. 2.1.5) im Rahmen der Auswertung am Computer
(Programm: ImageMaster 2D Elite 3.01, Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden) diesen Variationskoeffizienten. Der mit 30,9 % niedrigste gemittelte
Betrag (Abb. 3.1 C) ergab sich bei der im weiteren Verlaufe ausschlie3lich
verwendeten Option ,Mode of Nonspot® im Vergleich zu ,Average on Boundary”
(34,8 %) und ,Lowest on Boundary” (33,8 %). ,Mode of Nonspot® berechnet dabei
den zu subtrahierenden Hintergrund durch Grauwertmittelung innerhalb gréRer
definierter Spotumgebungsareale als die beiden Alternativen.
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Die simultan hergestellte Gele 1 + 2, 3 + 4 sowie 5 + 6 wiesen bei den
Voruntersuchungen einen durchschnittich um weitere 2,0 %, geringeren
Variationskoeffizienten auf, was die Bedeutung der spater verwendeten grolderen
Elektrophoreseeinheit unterstreicht, die fir 12 statt nur flr 4 Gele ausgelegt ist.

Abb. 3.1 fasst die statistischen Auswertungen zu den 293 konstant in allen 6
Gelen erfassbar gewesenen Spots mittels dreier Diagramme zusammen.
Diagramm A gibt zunachst die Haufigkeitsverteilung der Spotintensitaten wieder.
Proteine mit einer mittleren Intensitat im Bereich von 0,2 % bis 0,5 % des totalen
Spotvolumens (= Summe aller 293 Spotvolumina; Definition des Spotvolumens:
Kap. 2.1.5) waren demnach am haufigsten vertreten (25,3 % der Spotgesamtzahl
von 293). Die genaue uber alle 293 Proteine gemittelte Spotintensitat betrug dabei
0,26 % des totalen Spotvolumens. Aus Diagramm B wird ersichtlich, dass eben
diese Gruppe von Proteinen auch am reliabelsten zu erfassen war, was sich
durch den mit 21,1 % niedrigsten gemittelten Variationskoeffizienten innerhalb
eines Intensitatsbereiches ausdruckt. Diagramm C schliel3lich zeigt die daraus
resultierende Haufigkeitsverteilung des Variationskoeffizienten fir alle 293
Proteine. Spots, bei denen sich im Rahmen der Sechsfachbestimmung

50 A

40 A

30 A

20 4

10

Anteil an der Spotgesamtzahl [%]
VK der Spotintensitaten [%]

< 005-0,1-02-05-1-2 > < 005-0,1-02-05-1 -2 >
Spotintensitatsbereiche als Anteile am totalen Spotvolumen [%]

ot

VKges = 30,9 %
Abb. 3.1  Statistische Auswertung der
sechs explorativen Gele. Slges = Uber alle
293 konstant in 6 Gelen erfassbaren Proteine
gemittelte  Spotintensitat als  Anteil am
gesamten Spotvolumen. VK = Uber alle
Proteine eines Spotintensitatsbereiches
gemittelter Variationskoeffizient. VKges = Uber
alle 293 konstant in 6 Gelen erfassbaren

Anteil an der Spotgesamtzahl [%]
o

<10-20 - 30-40-50- 60>
VK-Bereiche der Spotintensitat [%] Proteine gemittelter Variationskoeffizient.
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Variationskoeffizienten zwischen 20 % und 30 % ergaben, machen hiernach mit
27,2 % an der Spotgesamtzahl von 293 die grofte Untergruppe aus. Der oben
bereits erwahnte mittlere Variationskoeffizient aller 293 Proteine betrug dabei
30,9 %. Die statistischen Ergebnisse waren Grundlage fur die Bewertung der
Methodik in Bezug auf deren Leistungsfahigkeit bei der Detektion wahrer
Proteinexpressionsunterschiede. Diese sollten demzufolge bei einem
experimentellen Vergleich mindestens 30 % betragen, um von reinen
Messwertschwankungen besser  abgrenzbar zu sein. Auch die
Spotintensitatsgrenzen innerhalb derer eine reliable Erfassung der Proteine noch
maoglich ist, konnten durch die Voruntersuchungen abgeschatzt werden. Beide
Aspekte wurden zu wesentlichen Kriterien der spateren Auswertung (Kap. 2.3.1).

3.1.2 Anzahl und Verteilung erfasster Proteinspots

Unterschiede in der lokalen myokardialen Proteinexpression von NF- und HF-Arealen
(lokaler Blutfluss < 50 % gegenuber > 150 % des myokardialen Mittelflusses) bei
Hunden (je n=30 zweifach bestimmte NF- bzw. HF-Proben [n=5 NF- und n=5 HF-

Areale aus n=6 Hundeherzen]) bzw. WT- und Myo---Mausen (je n=12 Herzen;
Zweifachmessung) wurden mittels 2D-PAGE analysiert. Abb. 3.2 stellt reprasentative
Gele aus beiden Experimenten vor und demonstriert Unterschiede der Mal3e sowie
pH-Gradienten.

Auf den Hundegelen waren im Durchschnitt 380 + 79 (NF: 389 + 82, HF: 370 + 75,
je n=60 Gele) Spots zuverlassig detektierbar, bei den Mausen betrug diese Anzahl

461 +22 (WT: 466 + 18, Myo-/-: 455 + 26, je n=24 Gele). Eine ausfiihrlichere
Beschreibung der computergestiutzten Spoterfassung findet sich in Kap. 2.1.5.
Abb. 3.3 und Abb. 3.4 verdeutlichen die Uber alle Gele gemittelte
(Haufigkeits-)Verteilung der Proteinexpressionsunterschiede beziglich beider
Alternativen der jeweiligen Fragestellung. Dabei sind die durch Punkte
symbolisierten Proteine so entlang der Abszisse resp. Ordinate angeordnet, dass
sie bei steigenden Expressionsanderungen immer weiter fernab einer diagonal
verlaufenden Identitatslinie zu liegen kommen. Die den Insets zu entnehmende
Haufigkeitsverteilung der  Expressionsanderungen ist mittels  einer
25 %-Gruppierung in beide méglichen Anderungsrichtungen dargestellt. Proteine
mit geringen Expressionsanderungen bilden hier demnach die mittleren Saulen
nahe dem Abszissenwert 1.
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3.1 OPTIMIERUNG UND ALLGEMEINE AUSWERTUNG BEIDER PROTEOMANALYSEN

Abb. 3.3 und 3.4 Gemittelte (Haufigkeits-)Verteilung der Proteinexpressionsunter-
schiede aus allen 2D-PAGE-Gelen von Hunde- (oben) resp. Mauseherzen (unten). Jedes
Diagramm beriicksichtigt samtliche Proteine aus den jeweiligen Referenzgelen (Hunde: 770, je
n=60 Gele; Mause: 599, je n=24 Gele; Kap. 2.1.5). Die meisten Spots weisen lediglich geringe
Intensitatsanderungen auf, die BestimmtheitsmaBe (°) sind jeweils >0,95 und die
Trendliniensteigungen (— Geradengleichungen) liegen nahe 1. Signifikante Proteine sind bereits
gelb hervorgehoben und liegen im Vergleich nicht zwangslaufig weiter fernab der Trendlinie. Die
Abszissen der eingefiigten Saulendiagramme geben Anderungen der jeweiligen
Expressionsverhaltnisse in beide Richtungen mit einer 25 %-Gruppierung wieder (Ordinaten:
Haufigkeiten als Anteile an der Referenzspotgesamtzahl). Oben: Spot Nr. 273 wies die mit
Abstand héchste Signifikanz in beiden t-Tests auf (vgl. Abb. 3.7). Unten: Hier war Protein Nr. 385
sowohl im unverbundenen t-Test als auch in der Bewertung durch das Statistikprogramm SAM
(Kap. 2.3.1) am signifikantesten (vgl. Abb. 3.8). Die Spots Nr. 343 und 908 kodieren die beiden
Varianten eines identischen Proteins (Tab. 3.3).

3.1.3 Ermittlung signifikanter Proteinspots

Wie aus Abb. 3.3 bzw. 3.4 ersichtlich, weist das Gros der Proteinspots ahnliche
Spotvolumina auf. Zunachst wurden solche mit besonders geringen Veranderungen
fur eine spatere ldentifikation von Markerproteinen (Kap. 3.2.1) ermittelt.

61 von 770 Spots des Hundereferenzgeles zeigten im Vergleich aller 30 NF- und
30 HF-Proben aus den 6 Herzen Unterschiede mit einem P < 0,05. Bildete man
zunachst fur jedes Herz die Uber 5 NF- resp. HF-Proben gemittelten Spotvolumina
der untersuchten Proteine und verglich dann die so entstandenen 6 Wertpaare,
lag die Anzahl der Signifikanzen bei 63. Lediglich 30 Spots waren im Sinne einer
Schnittmenge bei beiden Vorgehensweisen auffallig. Nach Anwendung auch der
anderen in Kap. 2.3.1 postulierten Kriterien (Expressionsanderungen > 30 % beim
Vergleich NF zu HF oder umgekehrt, Einhalten der Spotintensitatsgrenzen, etc.)
blieben 12 Proteinspots ubrig, von denen 6 in den NF- und weitere 6 in HF-
Regionen eine héhere Expression zeigten. Abb. 3.5 zeigt ein reprasentatives Gel,
in dem die signifikant veranderten Proteinspots durch Umkreisung hervorgehoben
sind. Fur den die grofdte Signifikanz aufweisenden Spot 273 geben Insets zusatzlich
ein Intensitatsprofil wieder.

Nach Auswertung der Mausegele mit dem Statistikprogramm SAM (alle
Auswertekriterien und Vergleichbarkeit mit der herkdmmlichen t-Test-Methode
siehe Kap. 2.3.1) wurden hier 21 von 599 der Referenzspots als signifikant
verandert ermittelt, wobei 11 in den WT- und 10 in den Myo”/--Gelen héhere
Volumina aufwiesen. Abb. 3.6 zeigt wiederum ein reprasentatives Gel mit
umkreisten signifikant veranderten Proteinspots. Das Myoglobin und die einem
groReren Protein zugehorigen Untereinheitfragmente sind zusatzlich beschriftet.
Insets verdeutlichen im Falle eines der Proteine die durch eine vermeintliche
Spleilvariante hervorgerufene Verschiebung des isoelektrischen Punktes.
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Myo-f- o L

Abb. 3.6 Reprisentative silbergefirbte 2D-PAGE-Gele von WT- und Myo---Mauseherzen. Proteine
mit im Vergleich signifikant héherer Expression sind in den entsprechenden Gelen umkreist, das Myoglobin
und die a-Untereinheitfragmente des Mitochondrialen Trifunktionalen Proteins (Naheres: Tab. 3.3) zusatzlich
beschriftet. Beide Insets zeigen die durch eine vermeintliche Spleillvariante (Folge: 123A — 123D) (145)
hervorgerufene Verschiebung des isoelekirischen Punktes der Non-Selenium Glutathion-Peroxidase
vergrofert (Naheres: Tab. 3.3).

55
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Abb. 3.7 gibt das Ergebnis der statistischen Auswertung im Hundeexperiment
graphisch wieder. Die durch 12 Punkte symbolisierten signifikant veranderten
Proteine sind erneut so entlang der Abszisse resp. Ordinate angeordnet, dass sie
bei steigenden Expressionsanderungen immer weiter fernab der blau gestrichelten
Identitatslinie zu liegen kommen. Fur eine genauere Darstellung der quantitativen

Intensitatsunterschiede siehe Abb. 3.10 im speziellen Ergebnisteil Hunde.

HF > NF Myoglobin L;
100 -
HADH .-
=) ETF ‘ s
@, &L Desmin
= Desmin L CL* GAPDH
-
;
E 10 T .' *
O L
> .t .
Z N é)*_167§n. i)
& (N 1)@=l 78 (n.i)
P PGK2
423 (n. i)
- LLDDAH1 NF > HF
1+ T T
1 10 100

Spotvolumen NF [a. U ]

Abb. 3.7 Signifikant veranderte Proteine beim Vergleich NF/HF (Hunde). Die Identifikation
der 12 Spots ist bereits vorweggenommen (n. i. = nicht identifizierbar; Naheres: Kap. 3.2.1). Die Striche
geben Standardabweichungen fiir NF- und HF-Spotvolumina wieder. Nicht mit einem Stern (*) versehene
Proteine sind hier bereits mit P < 0,05 signifikant (* = sehr signifikant, P < 0, 01; ** = hoch signifikant,
P <0,001). Alle Angaben zur Signifikanz gelten sowohl fir den unverbundenen als auch fiir den
verbundenen t-Test (je n=60 Gele).

Abb. 3.8 verdeutlicht abschlieliend das Ergebnis der statistischen Auswertung im
Mauseexperiment.  Dargestellt ist eine Uberarbeitete = Graphik des
Statistikprogrammes SAM. Hier gelten letztlich solche Proteine als signifikant,
welche im durch die Software erzeugten Plot dg(i) (,Erwartete Relative
Differenzen®, Abszisse) versus d(i) (,Beobachtete Relative Differenzen®, Ordinate)
Uber einen festzulegenden ,Delta Value® (A, blau gestrichelte Linien) hinaus von
der Identitatslinie (nicht eingezeichnet) abweichen. Bei dieser Untersuchung wurde
A so gewahlt, dass die als signifikant bezeichneten Proteine in einem zusatzlich
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3.1 OPTIMIERUNG UND ALLGEMEINE AUSWERTUNG BEIDER PROTEOMANALYSEN

durchgefuhrten unverbundenen t-Test einen P-Wert von deutlich < 0,05 erzielten.
Ausfuhrliche Erlauterungen zur statistischen Auswertung sind Kap. 2.3.1 zu
entnehmen. Far eine genauere Darstellung der quantitativen
Intensitatsunterschiede siehe Abb. 3.13 im speziellen Ergebnisteil Mause.

10 NSGPx
9 4 Mitochondriales (123D) *
8 - Stress-TO-Protein_
7 \ GAPDH
= Proteine mit signifikant 6 ATP-Synthase |\
e héherer Expression im Myo™'" 51 . N\ : _
O 4 Myaosin — e |-
N i\
L MTPq
(] —_— -—
© - -
2 =| T — 1 Ll .;
© ——
6 —3_ -_—— - _2 2 3
x -
[ Enoyl-CoA-HydEatase 3
L o-Krystallin _ =< ]
S - ':'k » Acyl-CoA-Dehydrogenase -4 -
oS 4" Msovaleryl-CoA-Dehydrogenase
2 MasoD |t YETogenase-5 4 Broteine mit sianifikant
] S, YL Apolipoprotein Al -6 - roteine mit signitixan
o (N polipop 7 hoherer Expression im WT
. | Fumarat-Hydratase
| ETF-Ubichinon-Oxidoreduktase -8 1
Anion-Selective Channel Protein 1 b
* NSGPx (123A) 11
Y

,Erwartete Relative Differenzen® [dg(i)]

Abb. 3.8 Signifikant veridnderte Proteine beim Vergleich WT/Myo-/- (Miuse). Die
Identifikation der Spots ist bereits vorweggenommen (Naheres: Kap. 3.3). Dargestellt ist ein Uberarbeiteter
Plot des Statistikprogrammes SAM (Erlauterungen in Kap. 2.3.1). Aufgrund mehrerer Fragmentierungen
und einer vermeintlichen SpleiRvariante der NSGPx (145) verteilen sich 16 Proteine auf die 21
signifikanten Spots (je n=24 Gele).

3.1.4 Identifikation signifikanter Proteine

Signifikante (und einige der im Hundeexperiment besonders gering veranderten)
Proteine wurden wie in Kap. 2.1.6 und 2.1.7 beschrieben mittels ESI-MS/MS oder
unmittelbar Uber die ,HSC-2DPAGE*“-Proteindatenbank identifiziert. Abb. 3.9 gibt
exemplarisch ein Massenspektrum des ersten Proteinspots aus Tab. 3.1 (Nr. 252)
wieder und verdeutlicht die Ermittlung der hier zugrunde liegenden
Aminosaureabfolge ALMDEVVK (internationaler Einbuchstabenkode).
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Abb. 3.9 Peptidsequenzanalyse mittels ESI-MS/MS-Spektrum. Stellvertretend ist fir

den ersten Proteinspot aus Tab. 3.1 (Nr. 252) die Ermittlung der Aminosaurenabfolge ALMDEVVK
(AS-Position 354-361 im Protein) dargestellt. Nomenklatur der Aminosauren entsprechend des
internationalen Drei- und Einbuchstabenkodes. a = m/z bezogen auf die Aminotermini. y =m/z
bezogen auf die Carboxytermini. *) m/z abziiglich einer Aminogruppe. *) m/z mit zweifacher
Protonierung (230). Weitere Abklirzungen im Verzeichnis.

Bei Untersuchung der Blutflussheterogenitat gelang eine Identifikation in 8 von 12
der signifikanten Falle. 3 Spots mit geringer Proteinmenge konnten nicht
massenspektrometrisch sequenziert werden. Bei einem weiteren Protein lie3en
sich zwei kurze Peptidsequenzen (ELVDALL und LDVLQL) ermitteln, die aber zu
keinem Ergebnis bei der Datenbankrecherche fuhrten.

Samtliche 21 signifikant veranderten Proteine aus der Untersuchung zur
Myoglobindefizienz  hingegen  wurden alleine mit Hilfe der ESI-
Tandemmassenspektrometrie identifiziert.

In Tab. 3.1 und Tab. 3.3 des folgenden speziellen Ergebnisteils sind mit Hilfe von
Datenbankenrecherche fur alle identifizierbar gewesenen Spots Peptidsequenzen,
Proteinbezeichnung, weitere Informationen zum Auffinden in anderen
Datenbanken sowie die Anzahl aller Aminosauren und daraus berechnete Gro3en
wie M, und IEP aufgeflhrt.
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3.2 Durchblutungsheterogenitat und lokales Proteom

3.2.1 Proteomanalyse

In Tab. 3.1 sind zunachst alle identifizierten Proteine des Hundexperimentes zur
Ubersicht mit Spotnummer, Namen und weiteren Charakteristika aufgelistet. Die
Recherchen erfolgten mittels der ,Mascot- bzw. ,Blast‘- Internettools oder im
Falle nicht ausreichend eruierbarer ESI-MS/MS-Peptidsequenzen mit der
,HSC-2D-PAGE"-Datenbank (vgl. Kap. 2.1.7). Proteinidentifikation unter
Zuhilfenahme Letzterer sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Nicht alle
ermittelten Sequenzen sind aufgefihrt. Insgesamt vier der signifikanten
Proteinspots (78, 167, 423, 454) konnten nicht identifiziert werden und fehlen in
der Auflistung (vgl. Abb. 3.10).

Im Tabellenabschnitt ,NF = HF“ finden sich 9 ausgewahlte Markerproteine
(vgl. Abb. 3.2) mit anndhernd gleichem Expressionsniveau in Niedrigfluss- und
Hochflussarealen (ASpotvolumen NH/HF und vice versa << 30 %) bei fehlender
Signifikanz (P >> 0,05). Spalte 4 gibt die Swiss-Prot-Kennung der Proteine wieder.
Unter http://au.expasy.org/cgi-bin/niceprot.pl sind damit weitere Informationen und
Links abrufbar. Mit wenigen Ausnahmen lassen sich auch die theoretische relative
Molekularmasse M, sowie der theoretische isoelektrische Punkt IEP bezogen auf
die vollstandige Aminosaurenabfolge (AS = Anzahl der Aminosauren) des

Ausgangsproteins berechnen (Spalte 5-7).

Abb. 3.10 gibt im Anschluss eine vergleichende Zusammenschau aller
signifikanten Expressionsunterschiede wieder. Proteine mit Beteiligung an den
selben Stoffwechselwegen sind durch Schattierungen gruppiert und zusatzlich
durch  rote  gestrichelte  Linien  bezuglich der Richtung ihrer
Expressionsanderung zusammengefasst. Innerhalb dieser Untergruppen
entspricht die Reihenfolge von links nach rechts dem sinkenden
Signifikanzniveau. Das Myoglobin ist zur besseren Ubesicht neben seiner

Tab. 3.1 Liste der identifizierten Proteine. Nomenklatur der Aminosauren entsprechend des
internationalen Einbuchstabenkodes. Mehrere Spotnummern fir nur ein Protein erklaren sich durch
dessen Fragmentierung im 2D-PAGE-Gel. Spalte 4 = Swiss-Prot-Kennung der Proteine.
M, = Theoretische relative Molekularmasse. |EP = Theoretischer isoelektrische Punkt bezogen auf die
vollstdndige Aminosaurenabfolge. AS = Anzahl der Aminosduren des Ausgangsproteins.
*) Identifikationen unter  Zuhilfenahme der HSC-2D-PAGE"-Datenbank. °) mitochondrial,
Precursorprotein. T) relative Molekularmasse des unmodifizierten Precursorproteins.
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3 ERGEBNISSE

rechten Bezugsordinate dargestelt (Diagramm D). Wie im allgemeinen
Ergebnisteil bereits dargestellt, wies im Hundeexperiment das Protein DDAH1 den
sowohl grofdten signifikanten Expressionsunterschied (NF zu HF: + 367 %) als
auch die hdochste Signifikanz in beiden t-Tests (P < 0,001) auf. Es handelt sich
hierbei um das Enzym N€ N°-Dimethyl-L-Arginin-Dimethylaminohydrolase 1,
welches sein Substrat ADMA (asymmetrisches N®, N®-Dimethyl-L-Arginin), einen
potenten Inhibitor aller Isoformen der NO-Synthase (NOS) (14, 119, 155, 207),
hydrolytisch spaltet und so mittelbar Einfluss auf den NO-Stoffwechsel nimmt
(Kap. 4.1.2; Abb. 4.2, Seite 77).

Die Veranderung 4 weiterer Proteine (Glykolyseenzyme PGK2 und GAPDH 1;
B-Oxidationenzyme ETF und HADH |; Kap. 4.1.3) legt im
Energiestoffwechsel der NF-Areale eine Abnahme der Fettsaure- zu Gunsten der
Glukoseoxidation nahe. Hier findet sich auch eine Reduktion des Gehaltes an
Myoglobin und dem Intermediarfilament Desmin, welches ahnlich dem Vimentin
um myozellulare Z-Scheiben gruppiert ist und angrenzende Myofibrillen an diese
verankert (77).

Eine grundsatzlich unterschiedliche Gewebebeschaffenheit der NF- und HF-
Proben als Begruindung fur die hier gefundenen Veranderungen wird durch die im
folgenden Kapitel beschriebenen Ergebnisse der morphologischen Untersuchung
einerseits und die Betrachtung der bereits erwahnten Markerproteine (NF = HF)
andererseits unwahrscheinlich. Letztere legen einen vergleichbaren Gehalt an
Myofibrillen (Tropomyosin, Myosin [MLC 1 und 2]), Mitochondrien (ATP-Synthase,
Isocitratdehydrogenase, Cytochrom c—Oxidase), Erythrozyten (Hamoglobin) und

Plasma (Haptoglobin) nahe.

Abb. 3.10 Signifikant unterschiedliche Proteinexpressionen im Uberblick. Die unteren
Saulen (Diagramme B und D) geben absolute Proteinexpressionen wieder. Hinter den
Proteinbezeichnungen folgt die Angabe der Spotvolumina mit willkirlichen Einheiten [a. U.]. Die
oberen Saulen (Diagramme A und C) verdeutlichen die prozentualen Veranderungen der NF- im
Vergleich zu den HF-Proben. Signifikanzangaben beziehen sich immer auf verbundene und
unverbundene t-Tests. n=30 NF- und n=30 HF-Proben. °) fir das Myoglobin gilt die rechte Ordinate
in Diagramm D.
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3.2.2 Erganzende morphologische Untersuchung

Unter Verwendung von n=6 NF- und n=6 HF-Proben aus einem Herzen wurden
288 EM- (Mitochondrien) sowie 288 LM-Digitalphotos (Kapillaren) mit jeweils 144
Aufnahmen von NF- und 144 Aufnahmen von HF-Arealen erstellt. Inre Auswertung
erfolgte hinsichtlich der Kenntnis der Gruppenzugehorigkeit blind mit einer
Punktgittermethode (168) (Kap. 2.2.3). Abb. 3.11 und Abb. 3.12 zeigen verkleinert

reprasentative EM- resp. LM-Bilder.

Der prozentuale Volumenanteil der Kapillaren am myokardialen Gewebe war in
Niedrig- und Hochflussarealen gleich grof3, unabhangig davon, ob ausschlie3lich
das Kapillarlumen oder die Kapillare samt ihrer GefaBRwand bericksichtigt wurde.
Auch beim prozentualen mitochondrialen Volumenanteil war kein signifikanter
Unterschied nachweisbar (jeweils P >> 0,05 bei nur geringfugig unterschiedlichen
Prozentbetragen).

Tab. 3.2 fasst samtliche t-Test-Ergebnisse sowie die Uber NF-, HF- und alle
Proben gemittelten prozentualen Volumenanteile mit deren Standardabweichung

fur Mitochondrien und Kapillaren zusammen.

Untersuchung  V, [%]*imNF V, [%]*im HF t-Tests' V, [%]* gesamt

Mitochondrien 15,2 +4,3 17,7+1,5 P>0,22 16,5+ 6,5
Kapillaren? 96+1,0 93+0,7 P>0,64 94+13
P 9,4+1,0 92+0,7 P>0,71 93+1,3

Tab. 3.2 Ergebnisse der morphologischen Untersuchung. 1) Sowohl unverbundener als
auch verbundener t-Test. 2) Die Werte der letzten Zeile bericksichtigen anders als die der
vorletzten nur das Kapillarlumen, nicht jedoch die kapillaren GefaRwande. *) Uber die jeweiligen
Proben gemittelter prozentualer Volumenanteil am myokardialen Gewebe nach der Praparation fur
die Mikroskopie.

Wie friher unter jedoch anderen Bedingungen schon einmal gezeigt (194), liefern
demnach die hier untersuchten Strukturen kein morphologisches Korrelat zu den
zeitlich stabilen Unterschieden im lokalen myokardialen Blutfluss (117), d. h.
Niedrig- und Hochflussareale weisen keine Unterschiede in den hier untersuchten

morphologischen Parametern auf.
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Abb. 3.11 Reprasentative EM-Aufnahmen mit vergleichbaren mitochondrialen Gewebe-
volumenanteilen (oben: NF-Areal; unten: HF-Areal). Die Schnittrichtung verlauft langs der
Mitochondrien und Myofibrillen. 25.000fache VergréRerung. Kontrastmittel: Uranylacetat.
Schnittdicke: ultradinn (0,05 ym). 31 X 31 = 961 Gitterpunkte (einschliellich des Randes).
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Abb. 3.12 Repréasentative LM-Aufnahmen mit vergleichbaren kapillaren Gewebevolumen-
anteilen (oben: NF-Areal; unten: HF-Areal). Die Schnittrichtung verlauft quer zu Kapillaren und
Myofibrillen. 400fache VergréRerung. Farbung: Toluidinblau O. Schnittdicke: semidinn (1 pym).
36 X 36 = 1296 Gitterpunkte (einschlief3lich des Randes).
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3.3 Myoglobindefizienz und myokardiales Proteom

In Tab. 3.3 sind alle identifizierten Proteine des Mauseexperimentes erneut zur
Ubersicht mit Spotnummer, Namen und weiteren Charakteristika aufgelistet. Hier
erfolgten - anders als im Hundeexperiment (Kap. 3.2.1) - die Recherchen
ausschlieBlich mittels der ,Mascot‘ bzw. ,Blast®- Internettools, da von allen
Proteinen ausreichend ESI-MS/MS-Peptidsequenzen gewonnen werden konnten.
Nicht alle ermittelten Sequenzen sind aufgefuhrt.

Wiederum ist die Swiss-Prot-Kennung (Spalte 4) sowie die berechnete
theoretische relative Molekularmasse M, und der theoretische isoelektrische Punkt
IEP der Proteine angegeben (Spalte 5-7). Spot 343 und 908 kodieren das gleiche
Enzym. Der Verschiebung des isoelektrischen Punktes in den sauren Bereich bei
Variante 908 liegt eine vermeintliche SpleilRvariante (Folge: 123A — 123D) (145)
zu Grunde (vgl. Abb. 3.4 und Abb. 3.6)

Abb. 3.13 gibt abschlieBend eine vergleichende Zusammenschau aller
signifikanten Expressionsunterschiede wieder, wobei - wie in Abb. 3.10 - die
Proteine in dieser Reihenfolge nach der Beteiligung an Stoffwechselwegen, der
Richtung ihrer Expressionsanderung und dem Signifikanzniveau von links nach
rechts geordnet sind.

10 der 21 im Mauseexperiment signifikant unterschiedlichen Proteine sind dem
Fettstoffwechsel und davon 9 der mitochondrialen B-Oxidation (43) zugehdrig
(Kap. 4.2.2; Abb. 4.5, Seite 88). Mit vier Ausnahmen - in allen Fallen Fragmente
der a-Untereinheit des Mitochondrialen Trifunktionalen Proteins (MTP, ein
membrangebundenes [IMM] a4Bs-Heterooktamer mit drei fur langkettige
Fettsauren spezifischen Enzymaktivitaten: Enoyl-CoA-Hydratase, Hydroxyacyl-
CoA-Dehydrogenase [beide: a-Untereinheiten] sowie Ketoacyl-CoA-Thiolase
[B-Untereinheiten]) (204) - fanden sich diese 10 Proteine bei den Myo-/--Mausen
geringer exprimiert. Die Familie der Acyl-CoA-Dehydrogenasen (1. Schritt der B-

Oxidation) ist hierbei mit zwei l6slichen fur kurzkettige (bis 12 C-Atome) resp.

Tab. 3.3 Liste der identifizierten Proteine. Nomenklatur der Aminosauren entsprechend des
internationalen Einbuchstabenkodes. Mehrere Spotnummern fir nur ein Protein erklaren sich durch
dessen Fragmentierung im 2D-PAGE-Gel. Spalte 4 = Swiss-Prot-Kennung der Proteine. M, =
Theoretische relative Molekularmasse. |EP = Theoretischer isoelektrische Punkt bezogen auf die
vollstandige Aminosaurenabfolge. AS = Anzahl der Aminosauren des Ausgangsproteins. °)
mitochondrial, Precursorprotein. ) relative Molekularmasse des unmodifizierten Precursorproteins
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3.3 MYOGLOBINDEFIZIENZ UND MYOKARDIALES PROTEOM

verzweigtkettige (insbesondere Isovaleryl) (92) Fettsauren spezifischen
Mitgliedern vertreten, wahrend die Enoyl-CoA-Hydratase (2. Schritt der
B-Oxidation; hier: ebenfalls I6sliche und flr kurzkettige Fettsduren spezifische
Isoenzyme) zwei Spots (315 und 316) auf sich vereint. Zur ETF-Ubichinon-
Oxidoreduktase (IMM) siehe Kap. 4.1.3. Das Apolipoprotein A-1 hingegen ist als
Bestandteil u. a. der ,High Density Lipoproteine“ (HDL) und Aktivator der Lecithin-
Cholesterin-Acyltransferase (LCAT) in den Serumlipidtransport involviert (124).

5 der veranderten Proteine nehmen am antioxidativen Stoffwechsel teil. Dazu gehort
mit der signifikantesten Expressionsanderung im Mauseexperiment (SAM und
unverbundener t-Test) die mitochondriale Mangan-Superoxid-Dismutase (MnSOD;
Myo-/- zu WT: -68,6 %; P < 0,00001). Keine Anderung der Proteinmenge, jedoch eine
gemessene Verschiebung des isoelektrischen Punktes (IEP) von pH 6,42 im WT

(Spot 343) nach pH 6,05 im Myo-/- (Spot 908) wies die deshalb doppelt erfasste
zytosolische Non-Selenium Glutathion-Peroxidase (NSGPx) auf. Bei der im
Folgenden veranlassten cDNA-Sequenzanalyse fand sich als Erklarung eine bereits
beschriebene (145) vermeintliche Spleildvariante, wobei an Position 123 der

Myo-/--Variante des Enzyms Alanin durch Aspartat ersetzt ist (berechnete |EP’s: pH

598 im WT; pH 5,71 im Myo”/-). Die entgegensitzlich veranderten Proteine
a-Krystallin (109, 162) sowie das Mitochondriale Stress-70-Protein (u. a. auch:
HSP74, PBP74, Mortalin, Grp75) (30, 216) zahlen beide zu den Chaperonen. Als
gesichert gilt beispielsweise, dass diese ,Katalysatoren die korrekte native Faltung
von Proteinen beschleunigen (115, 124).

Unter ,Weitere Proteine“ in Abb. 3.13 finden sich schliel3lich u. a. die ebenfalls
durch zwei Spots vertretene a-Kette der ATP-Synthase (IMM), das Voltage-
Dependent Anion-Selective Channel Protein 1 (VDAC 1; Funktion [u. a.]:
Transporter fur ATP (Efflux), ADP (Influx) und weitere Metabolite durch die aullere
Mitochondrienmembran) (2, 75, 176, 177) - als Ubersichtsartikel: (15, 31) - sowie
die I6sliche Fumarat-Hydratase und die Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) als jeweils einzige Vertreter des Citratcyclus resp. der
Glykolyse.

Abb. 3.13 Signifikant unterschiedliche Proteinexpressionen im Uberblick. Die unteren
Saulen (Diagramme B und D) geben absolute Proteinexpressionen wieder. Hinter den
Proteinbezeichnungen folgt die Angabe der Spotvolumina mit willkirlichen Einheiten [a. U.]. Die
oberen Saulen (Diagramme A und C) verdeutlichen die prozentualen Veranderungen der Myo-/-- im
Vergleich zu den WT-Proben. Die Non-Selenium Glutathion-Peroxidase (NSGPXx) ist wegen der auf
einer vermeintlichen SpleilRvariante (Folge: 123A — 123D) (145) beruhenden Verschiebung des
isoelektrischen Punktes durch zwei einzelne Saulen vertreten. Signifikanzangaben beziehen sich
immer auf unverbundene t-Tests (je n=12 Herzen).
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4 DISKUSSION

4 Diskussion

4.1 Heterogenitat der myokardialen Durchblutung

Die in Kap. 1.2 beschriebene Heterogenitat des myokardialen Blutflusses (mit einer
mehr als 3-fach hdheren Perfusion in HF als in NF-Arealen) und Metabolismus
sowie die Ergebnisse der vorausgegangenen Mikrospharenstudie (95, 117) mit
Feststellung einer mindestens 13 Tage andauernden Flussmusterstabilitat (NF-
blieben NF- und HF- blieben HF-Areale ) haben Pendants auf Ebene der lokalen
Proteinexpression. 12 von 380 * 79 Proteinen zeigten sich beim Vergleich von je
n=30 zweifach bestimmten NF- bzw. HF-Proben aus n=6 Hundeherzen als
unterschiedlich signifikant exprimiert. Die Anderungen betreffen in den durch
geringeren Energiebedarf und -umsatz gekennzeichneten NF-Arealen insbesondere
Proteine des NO-Stoffwechsels, der B-Oxidation sowie der Glykolyse und lassen
somit in den NF-Arealen eine erhohte NO-Bildung sowie einen Shift von der
B-Oxidation zur Glykolyse vermuten. Beide Anderungen mogen Ausdruck eines
homdostatischen Mechanismus zur Kontrolle von O,-Angebot und -Nachfrage sein.
Ungeachtet der Unterschiede in der Proteinexpression zeigte eine genaue
morphometrische Analyse keine Unterschiede im Volumenanteil von Kapillaren und
Mitochondrien. Dies bestatigte eine frihere Untersuchung (194) und stimmt mit der
vergleichbaren Expression der allermeisten Proteine in NF- und HF-Arealen gut
Uberein (darunter Markerproteine [NF = HF; Tab. 3.1] fur Myofibrillen [Tropomyosin;
Myosin mit MLC 1 und 2], Mitochondrien [ATP-Synthase; Isocitratdehydrogenase;
Cytochrom c—Oxidase], Erythrozyten [Hamoglobin] sowie Plasma [Haptoglobin]).

In den sich anschlieRenden Unterkapiteln werden die hier beschriebenen
Zusammenhange genauer ausgefihrt. Kap. 4.1.1 skizziert aber zunachst fur die
weitere Diskussion relevante Ergebnisse, welche in auf den Daten dieser Arbeit

aufbauenden Untersuchungen (117) ermittelt wurden.

4.1.1 Weiterfuhrende Experimente
Im Falle der Untersuchung zur Durchblutungsheterogenitat liel3 sich anhand der drei
folgend skizzierten Experimente (117) die funktionelle Relevanz der bisher

erhobenen Daten untermauern.
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Die erhohte Expression der DDAH1 in NF-Proben kdnnte mit einer verringerten
Konzentration ihres Substrates, des NOS-Inhibitors ADMA (119, 155, 207) und die
daraus resultierende verminderte Hemmung der NOS mit einem erhoéhten
Verbrauch des fir die NO-Synthese notwendigen L-Arginins einhergehen (Abb. 4.2,
Seite 77). Bei Konzentrationsunterschieden NF zu HF auch anderer, nicht via
DDAH1 hydrolytisch  spaltbarer Methylarginine, wie beispielsweise dem
NOS-indifferenten SDMA (119), mussten zusatzlich weitere
Regulationsmechanismen dieser  gemeinsam endogen  synthetisierten
Substanzgruppe (99, 119) naher in Betracht gezogen werden. Vor dem Hintergrund
dieser Uberlegungen wurden die Konzentrationen von ADMA, SDMA und L-Arginin
wie von Pettersson et al. (167) beschrieben per HPLC in n=11 NF- und n=10
HF-Proben (jeweils Hunde 3-7 aus Tab. 2.1) als Einzelmessung ermittelt.
Diagramm A aus Abb. 4.1 fasst die Messergebnisse zusammen. In Einklang mit
einer etwa auf das 4-fache erhohten DDAH1-Aktivitat im NF (nachster Abschnitt)
war dort die ADMA-Konzentration auf ein Viertel verringert. Auch das L-Arginin war

im NF erniedrigt, das SDMA zeigte keinen signifikanten Unterschied.

Zur Feststellung, ob die verringerte Expression der DDAH1 im NF auch auf
Transkriptionsebene nachweisbar ist, erfolgte mittels RTD-PCR eine entsprechende
MRNA-Quantifizierung relativ zur Referenz-mRNA B-Aktin als Einfachmessung in
jeweils n=3 NF- bzw. HF-Proben (Hunde 4, 6 und 7 aus Tab. 2.1). Auf gleiche
Weise wurde auch der mRNA-Gehalt der eNOS im NF und HF miteinander
verglichen, da diese eine zentrale Rolle in der NO-Bildung spielt und eine
unterschiedliche Expression somit die Bedeutung der ADMA-Konzentrations-
unterschiede hatte relativieren konnen. Wie DiagrammB aus Abb. 4.1
veranschaulicht, betrug das DDAH1-mRNA-Verhaltnis NF zu HF etwa 4:1,
wohingegen bezuglich der eNOS-mRNA kein signifikanter Unterschied gefunden

werden konnte.

In je n=7 NF- resp. HF-Proben (Hunde 4 und 7 aus Tab. 2.1) wurde der auf das
Feuchtgewicht (FG = 5faches TG) bezogene totale Lipidgehalt einmal gravimetrisch
bestimmt, um so eine mogliche Auswirkung des in NF-Proben vermuteten
Stoffwechselshiftes von B-Oxidation in Richtung Glykolyse zu erfassen. NF-Areale
wiesen dabei einen im Durchschnitt um 75 % hdheren totalen Lipidgehalt als HF-
Areale auf (NF/HF = 56 + 12 zu 32 + 5 mg/g FG; Diagramm C aus Abb. 4.1).
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Abb. 4.1 Ergebnisse der weiterfiihrenden Experimente im Uberblick. Balken links der
gestrichelten Linien beziehen sich auf die linken Ordinaten und vice versa. Diagramm B lasst keine
Schlisse auf das mRNA-Expressionsverhaltnis zwischen DDAH 1- und eNOS-Proben zu.
NF-Proben = hellblau, HF- Proben = dunkelblau. Anzahl der Myokardproben von links nach rechts:
n=11 (NF); n=10 (HF) / je n=3 / je n=7. * = signifikant (P < 0,05), ** = sehr signifikant (P < 0,01)
und *** = hoch signifikant (P < 0,001) im sowohl unverbundenen als auch verbundenen t Test.

In der sich nun anschlieBenden Diskussion der eigenen Ergebnisse wird
innerhalb einzelner Unterkapitel erneut Bezug auf die hier skizzierten Resultate

genommen.

4.1.2 NO-Stoffwechsel

Die DDAH1 wies den sowohl groRten signifikanten Proteinexpressionsunterschied
(NF zu HF: + 367 %) als auch die hochste Signifikanz in beiden t-Tests (P < 0,001)
auf. Es handelt sich dabei um eine Isoform des zytosolischen Enzyms NC, NC-
Dimethyl-L-Arginin-Dimethylaminohydrolase, welches sein Substrat ADMA
(asymmetrisches N€, N®-Dimethyl-L-Arginin), einen potenten Inhibitor aller
Isoformen der NO-Synthase (Ki enos = 1 uM; zum Vergleich: Ky enos bezuglich des
L-Arginins = 3 um) (14, 119, 155, 207), hydrolytisch spaltet und auf diese Weise
vermutlich die NO-Bildung in NF-Arealen steigern kann (Abb. 4.2). Fir
weitergehende Informationen bezlglich der DDAH (Synthese, Isoformen,
Kolokalisationen mit NOS-Isoformen, etc) siehe (120, 149, 199, 201) — zur Ubersicht:
(119).

Da die signifikante Steigerung der DDAH1-Proteinexpression auch mit den
Ergebnissen der mRNA-Untersuchung korreliert (hier: NF/HF = 3,97 zu1; bei
vergleichbarer eNOS [NF/HF = 1,12 zu 1]) (Abb. 4.1) ist von einer transkriptionellen
Regulation dieses Enzyms auszugehen. Eine vergleichbare ADMA-Proteinumsatzrate

in NF- und HF-Arealen vorausgesetzt, ware die signifikante Verringerung der ADMA-
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4 .1 HETEROGENITAT DER MYOKARDIALEN DURCHBLUTUNG

Konzentration (NF/HF =1 zu 4,07 bei nicht signifikant veranderter SDMA) (Abb. 4.1)
somit unmittelbare Folge einer hochregulieten DDAH1-Synthese. Die niedrigere
L-Arginin-Konzentrationen im NF (NF/HF = 1 zu 1,79) (Abb. 4.1) hingegen erklart sich
dann durch einen gesteigerten L-Arginin-Verbrauch im Rahmen der NO-Bildung.
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|
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3. Proteolyse '
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Zyklus e
\‘ c
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Abb. 4.2 NO-Stoffwechselsituation in Niedrigflussarealen. Die erhoéht exprimierte DDAH1
fuhrt konsekutiv zu einer verminderten NO-Synthaseinhibition durch ADMA was eine gesteigerte
NO-Bildung zur Folge haben kdnnte. Der dann gesteigerte L-Arginin-Verbrauch wirde so auch die
gefundene Verringerung der L-Arginin-Konzentration erkldren. Der Harnstoffzyklus ist wie
dargestellt in geringem Ausmale auch extrahepatisch in Kardiomyozyten mdglich (124). PRMT =
Protein-Arginin-Methyltransferase. Km = Michaelis-Konstante (hier: fur eNOS).
Ki = Enzyminhibitionskonstante (hier: fur eNOS).

Das in NF-Arealen (trotz der dort geringeren, die NOS aktivierenden Scherkrafte)
moglicherweise gesteigerte NO vermittelt seine Wirkungen mitunter tber cGMP —
z.B. (5, 6, 23, 51, 83-85, 211, 229) - und fuhrt dabei je nach
Signaltransduktionsweg oder auch Zelltyp zu einer Vielzahl unterschiedlicher
Effekte, von der Antiproliferation glatter Muskelzellen (146, 232) bis hin zur
Hemmung der Blutplatchenaggregation (127). Durch Hydrolyse von cAMP mittels
der cGMP-stimulierbaren Phosphodiesterase kann im Falle der NF-Areale eine

Vasodilatation und damit einhergehend auch eine Steigerung des koronaren
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Blutflusses sowie der Oz-Versorgung die Folge sein. Damit einhergehend konnten
in einer friheren Studie Gaben des NOS-Inhibitors L-NAME (NC-Nitro-L-Arginin-

Methylester) den Blutfluss starker in NF- als in HF-Proben reduzieren (193).

Zusatzlich induziert erhéhtes NO wahrscheinlich eine den Oz-Verbrauch senkende
Abnahme der myokardialen Kontraktilitat (51, 83, 84, 157, 211), welche - ahnlich
wie im Rahmen vagaler Gegenreaktionen (83) bzw. negativer Feedback-
Mechanismen nach adrenerger Stimulationen (insbesondere Uber (33-Rezeptoren)
(83, 211) - ebenfalls durch die Guanylatzyklase resp. cGMP, aber auch unbekannt
anderweitig (84, 221) vermittelt ist. Die genaue - auch die Steuerung des
intrazellularen lonenmilieus beinhaltende - Modulation der Herzmuskelkontraktilitat
via NO jedoch umfasst mehrere verschiedene ,Second-Messenger-Systeme
(103) und ist in Abhangigkeit der duf3eren Einflisse (103), Versuchsanordnungen
(Ruhebedingungen versus adrenerge Stimulation; Gesundzustand versus
induzierte Insuffizienz) (84) oder betrachteten NOS-Isoformen/Lokalisationen (84,
104) widerspruchlich bzw. gegensatzlich beschrieben. So wird der fir die
intrakardiomyozytaren zytosolischen Ca?*-Konzentrationsschwankungen
(,Calcium-Cycling*: Undulation der [Ca®*]; zwischen etwa 10 nm diastolisch und
100 nM systolisch) (166) maRgeblich mitverantwortliche L-Typ-Ca?*-lonenkanal
(Icq2+ -Kanal) einerseits durch NO per Thiolgruppennitrosylierung direkt aktiviert
(23, 84) und andererseits wiederum vermittels cGMP indirekt inaktiviert (5, 6, 23,
84, 85, 229). Ebenfalls direkt Uber Thiolgruppennitrosylierung aktivieren lassen
sich sowohl der Ryanodinrezeptor (84, 229) als auch der lonenkanal
fir die [Ca®']-sensitive, langsame Komponente des verzogerten
K*-Gleichrichterstromes (I s) (5, 6), wahrend die Ca**-lonenfreisetzung aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum an die NO-Synthese der auch dort lokalisierten
(228) NOS1 gebunden ist (104). Zumindest im Falle des K*-Stromes erscheint die
Datenlage geringer widerspruchlich und zeigt eine NO-vermittelte Verkirzung des
Aktionspotentialplateaus (via I, ;-Zunahme) (5, 6) auf, was schlieBlich auch in
Einklang mit der den O,-Verbrauch senkenden Reduktion myokardialer Kontraktilitat

zu bringen ware.

Daruber hinaus vermag NO (evtl. auch seine Folgeprodukte O,, ONOO~, etc.)

gemal® von Experimenten mit u. a. dem NO-freisetzenden SNAP
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(S-Nitroso-N-Acetylpenicillamin) den Oj-Verbrauch und Energieumsatz auch
unmittelbar und cGMP-unabhangig (wahrscheinlich Uber einen evolutionar
begrindeten direkten Einfluss auf die mitochondriale Elektronentransportkette via
Cytochrom c-Oxidase mit konsekutiv verminderter oxidativer Phosphorylierung) zu
vermindern (227) - als Ubersichtsartikel: (202).

In NF-Arealen scheint eine verminderte Inhibierung der NOS mit Steigerung der
NO-Bildung demnach in mehrfacher Hinsicht zu einem geringeren Energieumsatz
und O,-Verbrauch beizutragen. Dieser Aspekt wird moglicherweise auch durch
eine noch zu beschreibende (Kap. 4.1.4) verminderte NO-Inaktivierung in NF-

Proben gestutzt.

4.1.3 B-Oxidation und Glykolyse

In HF-Proben finden sich die zwei zytosolischen Glykolyseenzyme PGK2
(katalysiert den 7. der 10 Glykolyseschritte; -50,4 %) sowie GAPDH (Schritt Nr. 6;
-47,1 %) vermindert. Die beiden |6slichen mitochondrialen B-Oxidationsproteine
ETF (Flavoprotein, dass die Reduktionsaquivalente aus dem von der Acyl-CoA-
Dehydrogenase katalysierten 1. Schritt der B-Oxidation vermittels der ETF-
Ubichinon-Oxidoreduktase [innere Mitochondrienmembran] auf das Ubichinon der
Atmungskette weiterleitet; +30,1 %) sowie HADH (katalysiert den 3. der 4
B-Oxidationsschritte [hier: fur kurzkettige Fettsduren]; +43,9 %) hingegen sind
verstarkt exprimiert (auch: Abb. 4.5, Seite 88).

Dies legt im Energiestoffwechsel der definitionsgemall durch geringeren
Blutdurchfluss und somit geringere O,-Versorgung gekennzeichneten NF-Areale
eine Abnahme der Fettsdure- zu Gunsten der Glukoseoxidation nahe (vice versa
bei den HF-Proben). Ein ahnlicher Stoffwechselshift wurde auch schon bei
anderen Proteomanalysen in Zusammenhang mit dilatativer Kardiomyopathie
induziertem Herzversagen und Myoglobinmangel/-defizienz beschrieben (87, 152,
217, 218) (Kap. 4.2.2). In NF-Gebieten ware die Umstellung aus energetischer
Sicht von Vorteil, da Glukose trotz eines im Vergleich zu Fettsauren geringeren
physiologischen Brennwertes (etwa 16,6 kJ/g gegenuber 38 kJ/g bei z. B.
Palmitinsaure [CH3-(CH)14COOH]) im Rahmen ihrer Oxidation weniger O, pro Mol
produziertem ATP bendétigt (125) (zum Vergleich bei selbigem Beispiel: 1 Mol
[180 g] Glukose und 6 Mol O, [134,5 | ideales Gasstpp] fUhren bei vollstandig
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aerober Glykolyse rein theoretisch zu etwa 32 Mol ATP [1 Mol ATP/4,02 1 O3];
1 Mol Palmitinsaure [256,4 g] und 23 Mol O, [515,5 | ideales Gasstpp] —106 Mol
ATP [1 Mol ATP/4,86 | O2]). Gemal einer In Vivo-Untersuchung steigerte sich bei
ausschlieBlicher B-Oxidation der in anderen Studien (80, 197) mit etwa 10-20 %
veranschlagte zusatzliche Oj-Verbrauch sogar auf 48 % (113). Auch weilde
(schnelle) Muskelfasern scheinen ihr im Vergleich zu den roten (ausdauernden)
Pendants knapperes O,-Angebot mittels vermehrter Glykolyse effektiver zu nutzen
(8). Fur eine vergleichsweise Verringerung des den limitiert vorhandenen O,
weniger effektiv nutzenden Fettsaureabbaus in NF-Arealen spricht neben der
unterschiedlichen Enzymexpression - wenn auch nur indirekt — schlief3lich
ebenfalls die dort gemessene Erhdhung des durchschnittlichen Lipidgehaltes um
75 % (Abb. 4.1).

Die im Gegenzug in den HF-Proben vermutlich gesteigerte [-Oxidation ware
ihrerseits konsistent mit der im Zuge fruherer Studien in diesen Gebieten
beschriebenen verstarkten Fettsaureaufnahme (22, 79). Auch weitere
Beobachtungen einer vorangegangenen Untersuchung wie der proportional zum
Blutfluss vermehrte Citratzyklusumsatz und Sauerstoffverbrauch (34) stehen in
Einklang mit einer Betonung dieses bei ausreichendem O»-Anbebot eine groRere

Energieversorgung garantierenden Stoffwechselweges.

Keine Ubereinstimmung mit der bisherigen Datenlage gibt es jedoch in Bezug auf
die in HF-Arealen vermindert exprimierten Glykolyseenzyme PGK2 und GAPDH.
U. a. berichteten 1996 Sonntag et al. von einer in diesen Gebieten vermehrt
stattfindenden Desoxyglukoseaufnahme sowie -phosphorylierung (36, 194).
Signifikante Unterschiede bezlglich der Hexokinase- oder PGK-Aktivitat konnten
dabei nicht ausfindig gemacht werden (194). Auch vor dem Hintergrund eines
dreifach erhdhten Energieumsatzes der HF- im Vergleich zu den NF-Arealen (34)
ist eine verminderte Glykolyserate trotz der vermutlich erhdhten Kapazitat fur die
B-Oxidation zu hinterfragen. Es ist vielmehr denkbar, dass die absoluten
Umsatzraten der Glykolyse und Fettsaureoxidation beide erhéht sind und dabei
aber die relative Bedeutung der B-Oxidation in HF- im Vergleich zu NF-Gebieten

zugenommen hat.
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Studien, z. B. unter Nutzung der Isotopomerenanalyse (vgl. Kap. 4.2.5), sind notig,
um genaueren Aufschluss Uber die zwischen beiden Arealtypen bestehenden

Unterschiede in der Substratverwertung zu erhalten.

Eine weitere, mit bevorzugter Fettsaureoxidation in HF-Proben stimmige

Beobachtung schlief3lich ist in Kap. 4.1.4 beschrieben.

4.1.4 Sonstige Anderungen im Proteinexpressionsmuster

In den weniger O, verbrauchenden NF-Arealen findet sich das Myoglobin um
23,3 % vermindert exprimiert. Wie in Kap. 1.3.1 dargestellt, konnten Flogel et al.
2001 erstmals die Beteiligung des Ham-Proteins auch an der Inaktivierung von NO
(MbO, reagiert dabei mit NO zu metMb und NO*) (56) beschreiben. In wie weit
dies nun in Einklang mit der in NF-Gebieten durch verminderte NOS-Inhibition
moglicherweise gesteigerten NO-Bildung (Kap. 4.1.2) gebracht werden kann,

verbleibt hier jedoch spekulativ.

Setzt man trotz widerspruchlicher Erkenntnislage (139) eine weitere Funktion des
Myoglobins als direkter Verstarker der oxidativen Phosphorylierung (genauer
Mechanismus unbekannt) (40, 81) voraus, ware dies ebenfalls ein Urheber fur
reduzierten O,-Verbrauch in NF- und diesbezlglich gegensatzliche (mit einer

vermehrten p-Oxidation gut zu vereinbarende) Verhaltnisse in HF-Proben.

Nicht zuletzt wird dem Myoglobin in teilweise desoxygeniertem Zustand eine die
O,-Diffusion  zwischen  Sarkolemm  und  Mitochondrien  erleichternde
O,-Transporterfunktion (,Facilitated Oxygen Diffusion) (139, 198) - als
Ubersichtsartikel: (224) - zugeschrieben, deren genaue Bedeutung vor allem in
vivo allerdings noch nicht abschlieRend geklart ist (25, 97). Eine solche Wirkung
schlieBlich konnte die durch einen vermehrten O,-Bedarf gekennzeichnete und in

HF-Arealen groRer vermutete B-Oxidationskapazitat zusatzlich unterstutzen.

Im Gegensatz zu anderen myofibrillaren Proteinen wie dem Tropomyosin und
Myosin (MLC 1 und 2) zeigte lediglich das Desmin eine deutlich unterschiedliche
Expression beim Vergleich NF/HF. Auf den 2D-PAGE-Gelen war es jeweils durch
drei benachbarte Proteinspots (Positionen: M/s etwa alle bei 52 kDa/lEP’s
zwischen pH 5,2 und pH 5,5; Abb. 3.5, Seite 54, Markierung 134/135) vertreten,
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von denen alle in HF-Gebieten eine starkere Intensitat aufwiesen, aber nur zwei

daruber hinaus auch signifikant waren (+50,7 %; +34,3 %).

Desmin ist ein muskelspezifisches Intermediarfilament, welches ahnlich dem
Vimentin um die myozellularen Z-Scheiben gruppiert ist und angrenzende
Myofibrillen an diese verankert (77). Seine Abwesenheit z. B. in desmindefizienten
Mausen ist u. a. mit strukturellen myokardialen Erkrankungen wie der dilatativen
Kardiomyopathie assoziiert (57, 61) und flhrt, wie jingst in einer anderen
Proteomanalyse gezeigt, zu vielfdltigen Anderungen von Proteinen des
Stoffwechsels, der Apoptosesteuerung, der Signaltransduktion, etc (57).
Insbesondere scheint auch eine (wohl in die Kontrolle der Permeabilitat von ADP
durch Poren der &ulReren mitochondrialen Membran involvierte) Funktion zur
effektiven Koordination der oxidativen Phosphorylierung von Bedeutung zu sein (102,
141). Auf diese Weise kdnnte Desmin in den HF-Arealen grofRere mechanische

Stabilitat garantieren und evtl. gleichzeitig am erhdhten Energieumsatz mitbeteiligt sein.

4.1.5 Morphologische Untersuchung

In Ubereinstmmung mit der vergleichbaren Expression eines GroBteils aller
untersuchten Proteine (die Markerproteine [NF = HF] sind einleitend beschrieben und
in Tab. 3.1 aufgelistet) fanden sich nach morphometrischer Auswertung der EM-
sowie LM-Aufnahmen keine erwahnenswerten Unterschiede zwischen NF- und HF-
Proben bezuglich der kapillaren und mitochondrialen Volumenanteile am

Herzgewebe.

Da die fir die Perfusions-Messung relevante Mikrospharengabe hier am wachen Tier
erfolgte, zeigen diese Befunde erstmals zweifelsfrei, dass sich NF- und HF-Areale
hinsichtlich ihrer Morphologie nicht unterscheiden. Sie bestatigen damit zwar auch die
Ergebnisse einer friheren Untersuchung (194), in dieser war die Flusserfassung
allerdings erst nach Thorakotomie und Perikardiotomie erfolgt. Mittlerweile ist
bekannt, dass dies die Flussverteilung beeinflussen kann (Kap. 1.2.2) (95). Folglich
musste die Validitat der fruheren Untersuchung in Frage gestellt werden. Die auf sie
zuriickgehende, grundlegende Annahme der morphologischen Aquivalenz von NF-
und HF-Arealen hat bezuglich der hier untersuchten Kriterien nun aber dennoch

Bestand.
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4.1.6 Folgeuntersuchung

In einer dieser Arbeit nachfolgend durchgefihrten Untersuchung zur
Genexpression von lonenkanalen mittels quantitativer PCR-Messung konnte eine
etwa 3-fache Erhéhung (n=6; P < 0,001) des ERG-Kaliumkanals (urspr. Dog ERG
von ,Drosophila Melanogaster Ether-a-go-go Related Gene Potassium Channel®;
hier: fur die schnelle/rapide Komponente des verzogerten K*-Gleichrichterstromes
lx , u. a. zustandige a-Kanaluntereinheit) in NF-Arealen nachgewiesen werden
(196). Dies ist neben der bereits beschriebenen (Kap. 4.1.2), vermutlich NO-

vermittelten Verklrzung des Aktionspotentialplateaus durch Steigerung des I ¢

(langsame Komponente des verzdgerten K'-Gleichrichterstromes) (5, 6) ein
zusatzlicher interessanter Aspekt der intrazelluldren K*-Milieusteuerung. Auch
dieses Ergebnis ist konsistent mit der vermuteten, den Energie- und O,-Verbrauch

senkenden Reduktion myokardialer Kontraktilitat in NF-Gebieten.

4.1.7 Schlussbetrachtung

In dieser Arbeit wurde zum ersten Male das molekulare Korrelat der raumlichen
Heterogenitat von myokardialer Durchblutung und Metabolismus charakterisiert. Die
Ergebnisse weisen im Wesentlichen auf grundlegende Unterschiede des
NO-Stoffwechsels sowie der Substratverwertung zwischen Herzarealen mit
dauerhaft niedrigem resp. hohen Blutfluss und Energieumsatz hin. Hinter den
Veranderungen ist dabei ein homoostatischer Regelkreislauf zu vermuten, der O,-
Angebot sowie -Nachfrage kontrolliert und auf diese Weise die mit weniger als 50 %
des durchschnittichen myokardialen Blutflusses versorgten NF-Areale vor
ischamischen O,-Mangel schitzt. Gemall Abb. 4.3 wirde in diesen Gebieten
demnach einerseits die u. a. wegen gesteigerter Hydrolyse des NOS-Inhibitors
ADMA (durch vermehrte DDAH1) erhdhte NO-Bildung vermittels gegensteuernder
koronarer Vasodilatation einer zu geringen Durchblutung entgegenwirken (eine
der Wirkungen; Weiteres: Abb. 4.3), wahrend andererseits der Stoffwechselshift
von B-Oxidation in Richtung Glykolyse einen gleichzeitig verringerten O,Verbrauch
zur Folge hatte (einer der Grunde; Weiteres: Abb. 4.3). Die Annahme einer fur NF-
Areale protektiven Kopplung bzw. Anpassung des Metabolismus an den Blutfluss
steht nicht zuletzt auch in Einklang mit der Beobachtung von in diesen

Gebieten unter Ruhebedingungen genauso wenig erhéhten Ischamieparametern
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Abb. 4.3 Moglicher Regelkreis von O,-Angebot und —Nachfrage in NF-Arealen modifiziert
nach (117). Die O,-Homobostase wird Uber einen rickkoppelnden Einfluss des durch die
unterschiedliche lokale Proteinexpression an die NF-Bedingungen adaptierten
(Energie-)Stoffwechsels verwirklicht. | = Verminderung. | = Zunahme. — = fiihrt zu (--> Ursache
und Folge vermehrt spekulativ). Vgl. auch Abb. 4.5.

Adenosin (20, 125, 194) und Laktat (20, 34, 125). Bei im Rahmen dieser
Untersuchungen ebenfalls durchgeflhrten Koronarstenoseexperimenten wiesen
die Ischamieparameter darUber hinaus einen (ab 50 % Perfusionsminderung
beginnenden) vergleichbaren Anstieg in NF- und HF-Proben auf. Es scheint sogar,
dass ein gesteigerter ATP-Bedarf in den HF-Arealen diese im Falle einer

Sauerstoffminderversorgung anfalliger fur Infarktereignisse macht (66).

Der genaue, den lokalen myokardialen Blutfluss und Energiebedarf bestimmende
Faktor(enkomplex) ist zur Zeit nicht bekannt (7). Vor dem Hintergrund einer
hochstabilen raumlichen Heterogenitat erscheint es jedoch plausibel, dass
konstante aulere Faktoren in Zusammenhang mit etwa der myokardialen
Faserarchitektur sowie den lokal unterschiedlichen Belastungen via
Energiebedarf/~umsatz und daraus resultierendem O,-Bedarf/-Verbrauch den
Blutfluss modulieren. Die unterschiedliche Gen- und Proteinexpression wiederum
ist in diesem Rahmen als eine Anpassung an die lokal verschiedenen

Anforderungen/Bedurfnisse zu verstehen (Abb. 4.3).
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4.2 Myoglobindefizienz

Bei den 1999 von Gddecke et al. (71) beschriebenen fertilen, mit Wildtyptieren
vergleichbar leistungsfahigen sowie phanotypisch weitgehend
unauffalligen Myoglobin-Knockout-Mausen  waren im  Vorfeld bereits

Kompensationsmechanismen gefunden worden, die u. a. den Po,-Gradienten in

Richtung der Muskelzellmitochondrien steigern (71). Bei dieser Untersuchung
konnten nun auch auf Ebene der Proteinexpression Adaptationen an die

Myoglobindefizienz nachgewiesen werden (21 signifikante von 461 + 22 Proteinen

beim Vergleich von 12 WT- mit 12 Myo-/--M&usen in Zweifachbestimmung).
Wesentliches Ergebnis ist dabei eine deutliche Verringerung der p-Oxidations-,

begleitet von einer wahrscheinlichen Steigerung der Glykolysekapazitat in den

Myo-/--Herzen. Da die Glykolyse weniger O, pro Mol produziertem ATP benétigt
spricht dieser Befund vermutlich fir eine den O, effektiver nutzende ATP-Bildung
und - zusammen mit einer weiteren Anderung - auch fiir eine Nachahmung der

Eigenschaften von weilen (schnellen) Muskelfasertypen seitens der

Myokardfasern. SchlieRlich I4sst die ebenfalls in den Myo-/--Proben feststellbare
Expressionszunahme eines Vertreters der HSP70-Hitzeschockproteinfamilie auch
uber eine (u. a. die Funktion des Myoglobins als Radikalbeseitiger untermauernde)

Stressreaktion des Herzgewebes spekulieren.

In den sich anschlielenden Unterkapiteln werden die hier beschriebenen
Zusammenhange genauer ausgeflhrt. Kap. 4.2.1 skizziert aber zunachst fir die
weitere Diskussion relevante Ergebnisse, welche in auf den Daten dieser Arbeit

aufbauenden Untersuchungen (55) ermittelt wurden.

4.2.1 Weiterfuhrende Experimente
Im Falle der Untersuchung zur Myoglobindefizienz lie3 sich anhand der zwei
folgend skizzierten Experimente (55) die funktionelle Relevanz der bisher

erhobenen Daten untermauern:

Die vier gemaR Proteomanalyse nahezu ausschlieRlich in den Myo-/--Mauseherzen
auffindbaren Fragmente der a-Untereinheit des Mitochondrialen Trifunktionalen

Proteins (MTP; asP4-Heterooktamer mit den drei fir langkettige Fettsauren
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spezifischen = Enzymaktivitaten  Enoyl-CoA-Hydratase, = Hydroxyacyl-CoA-
Dehydrogenase und Ketoacyl-CoA-Thiolase; Naheres: Kap. 3.3 und Kap. 4.2.2)
(204) legen dort einen verringerten Gehalt intakter Proteinkomplexe nahe. Unter
Zuhilfenahme eines freundlicherweise von Arnold Strauss (91) zur Verfligung
gestellten polyklonalen Antikorpers des Kaninchens gegen die B-Untereinheit
des murinen MTP’s (MTPg) wurden die Herzen von n=9 Myo-/-- und n=9
WT-Tieren in Einzelbestimmung per Western-Blot dahingehend weiter
untersucht. Diagramm A aus Abb. 4.4 listet die Ergebnisse auf. Das intakte MTPg
war in den Myo-/--Proben durchschnittlich um 27,6 % reduziert. Im Gegenzug
lassen sich vornehmlich dort gleich funf Fragmente auch der B-Untereinheit

detektieren.

Um zu prufen, ob sich die durchschnittlich 68,6 %ige Expressionsminderung der
Mangan-Superoxid-Dismutase in  den Myo-/--Proben (signifikanteste
Veranderung gemal SAM und im unverbundenen t-Test; vgl. Kap. 3.3) auch auf
Ebene der Enzymaktivitat widerspiegelt, erfolgte nach Vorbereitung der Proben
gemaR eines an Mela et al. (137) angelehnten Protokolls einmal an n=5 Myo-/--
und n=5 WT-Herzen eine entsprechende von Crapo et al. (29) beschriebene
Messung. In WT-Herzen war die MnSOD-Aktivitat dabei im Durchschnitt um
52 % hoéher als in Myo-/--Herzen (76 + 12 U/mg zu 50 * 7 U/mg; Diagramm B
aus Abb. 4.4).

MTPg

| 44 kDa MTPg-Fragmente | | MnSQOD

40 kDa 38 kDa 36 kDa 32 kDa 27 kDa

*%

4000 + wk L 400 80 -

2000 ~ - 200 40

Enzymaktivitat [U/mg]

*%

i .

Abb. 4.4 Ergebnisse der weiterfilhrenden Experimente im Uberblick. Balken links der
gestrichelten Linien beziehen sich auf die linken Ordinaten und vice versa. WT-Proben = rot,
Myo---Proben = gelb. Anzahl der Mauseherzen von links nach rechts: je n=9 / je n=5.
* = signifikant (P < 0,05), ** = sehr signifikant (P < 0,01) und *** = hoch signifikant (P < 0,001) im
unverbundenen t-Test. a. U. = willklrliche Einheiten

|
|
|
|
|
|
|
|
|
| wkk
|
|
|
|
|
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|
|
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In der sich nun anschliellenden Diskussion der eigenen Ergebnisse wird innerhalb
einzelner Unterkapitel erneut Bezug auf die hier skizzierten Ergebnisse

genommen.

4.2.2 Fettstoffwechsel und Glykolyse

10 der 21 im Mauseexperiment signifikant unterschiedlich exprimierten Proteine
sind dem Fettstoffwechsel und davon 9 der mitochondrialen [(-Oxidation
zuzurechnen (Abb. 4.5).

5 der Proteine wurden in den Myo-/--Herzen direkt als vermindert exprimiert
identifiziert (Abb. 4.5), wahrend sich die Abnahme des Mitochondrialen
Trifunktionalen Proteins indirekt anhand des erhéhten Gehaltes von 4 Fragmenten
seiner a-Untereinheit (MTP,) andeutete. Die Annahme einer verminderten MTP-
Expression konnte schliel3lich im Western-Blot mittels eines polyklonalen
Antikorpers gegen die B-Untereinheit (MTPg) weiter gestitzt werden, wobei auch
hier 5 (gleichfalls vornehmlich in den Myo-/--Proben vorhandene) Fragmente
gefunden wurden (Abb. 4.4). In Kombination mit der ebenfalls hauptsachlich im
Myo-/- festzustellenden a-Untereinheit-Fragmentierung und angesichts der
Tatsache, dass gerade ein Verlassen der intakten asps-Heterooktamerstruktur des
MTP’s mit einem Stabilitatsverlust der einzelnen Untereinheiten einhergeht (159,

206, 219), stutzt dieses Ergebnis die Hypothese einer Herunterregulierung des

kompletten Enzymkomplexes bei den Knockout-Tieren. Die im Myo-/- vermehrt
festzustellende Fragmentierung von a- und B-Untereinheiten ware demnach die
Folge einer Destabilisierung dieser Untereinheiten durch ,regulierte“ Auflésung der
MTP-Heterooktamerstrukturen.

Neben der global verminderten Kapazitat fur die B-Oxidation war bezuglich des
Fettstoffwechsels auch die Abnahme des Apolipoproteins A-1 signifikant (-72,5 %).
Es ist Bestandteil u. a. der ,High Density Lipoproteine* (HDL) sowie
Chylomikronen und dabei als Aktivator der Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase
(LCAT) in den Serumlipidtransport involviert (124). Da die Herzen vor der
2D-PAGE blut-frei perfundiert wurden, bezieht sich dieses Ergebnis auf

intrazellulare, interstitielle oder endothelialstandige Varianten.
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Abb. 4.5 Mechanismen zur Reduktion der B-Oxidation in Myo-/--Herzen. Samtliche in der
2D-Page und dem Western-Blot signifikant vermindert exprimierten Enzyme sind aufgefuhrt. Die
Enoyl-CoA-Hydratase ist als Bestandteil der a-Untereinheit des membrangebundenen [IMM] MTP’s
und mit zwei ihrer im inneren Chondrioplasma I6slichen Isoformen doppelt dargestellt.

Q = Ubichinon. QH, = Ubichinol. R = Restgruppe. [® = in NF-Arealen des Hundeexperimentes
signifikant vermindert exprimierte Proteine der B-Oxidation].

Der Verminderung/Anderung von B-Oxidation und Serumlipidtransport steht auf
der anderen Seite eine deutliche Erhohung des zytosolischen Glykolysenzyms
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH; +423,5 %) gegenuber.
Wie schon beim Vergleich von geringer perfundierten NF- mit starker
perfundierten HF-Arealen im Hundeexperiment (Kap. 4.1.3) (117) legt dies eine

Abnahme der Fettsaure- zu Gunsten der Glukoseoxidation im Energiestoffwechsel

der Myo-/--Herzen nahe. Ein ahnlicher Stoffwechselshift wurde auch schon bei
anderen Proteomanalysen in Zusammenhang mit dilatativer Kardiomyopathie und

induzierter Herzinsuffizienz beschrieben (87, 152, 217, 218). Die Umstellung ist,
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wie bereits dargelegt, aus energetischer Sicht von Vorteil, da Glukose im Rahmen
ihrer Oxidation weniger O, pro Mol produziertem ATP bendtigt (125) (zur
Veranschaulichung siehe Diskussion in Kap. 4.1.3). Auch weil3e (schnelle)
Muskelfasern nutzen ihr im Vergleich zu den roten (ausdauernden) Fasern
geringeres O-Angebot mittels einer vermehrt auf Glykolyse abgestimmten

Enzymausstattung effektiver (8).

Der eine effektive O,-Nutzung garantierende Stoffwechselshift (-Oxidation —
Glykolyse ist demnach ein verbreiteter Adaptationsmechanismus von bezuglich
des O,-Angebots restringierten Geweben. In den Myo-/--Herzen scheint er ein
wesentlicher Bestandteil der Kompensation des Myoglobinverlustes zu sein, was
gleichfalls die bedeutende Rolle des Mb’s fir die O,-Versorgung unter

Normalbedingungen hervorhebt.

4.2.3 Antioxidativer Stoffwechsel

Die 3 Proteinexpressionsanderungen im antioxidativen Stoffwechsel mit der
hochsten Signifikanz betreffen die 2 Enzyme Non-Selenium Glutathion-
Peroxidase (NSGPx; u. a. auch: Peroxiredoxin 6) und Mangan-Superoxid-
Dismutase (MnSOD).

Die zweimalige Erfassung der zytosolischen NSGPx als Spot 343 im WT und Spot
908 im Myo~/- beruht allerdings nicht auf einer Anderung der Proteinmenge,
sondern einer Verschiebung des isoelektrischen Punktes (IEP) von pH 6,42 (WT)
nach pH 6,05 (Myo-/-). Bei der im Folgenden veranlassten cDNA-Sequenzanalyse
fand sich als Erklarung eine bereits beschriebene (145) vermeintliche
SpleiRvariante, wobei an Position 123 der Myo-/--Variante des Enzyms Alanin
durch Aspartat ersetzt ist (berechnete IEP’s: pH 5,98 im WT; pH 5,71 im Myo-/-).
Ursachen und Folgen der Mutation verblieben jedoch unklar. Aufschlussreich ware
unter Umstanden eine Messung der Enzymaktivitaten beider Varianten in

zukunftigen Untersuchungen.

Die groRte Signifikanz (SAM und unverbundener t-Test) weist die im Myo-/-
vermindert exprimierte mitochondriale MNnSOD (-68,6 %) auf. Dem entspricht auch
eine Abnahme der Enzymaktivitdt um 34,2 % (Abb. 4.4). Die MnSOD wird als
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eines von 15 Proteinen (122) in ihrer Expression durch das ,Superoxide-Regulon®
soxRS (,Superoxid Response®) (122) moduliert und entfernt hauptsachlich zum

Schutze der Atmungskettenproteine die gréfltenteils von eben diesen gebildeten
O, -Radikale unter Bildung von H202, welches letztlich Katalase-vermittelt zu H,O
und O, weiterreagiert (156) — als Ubersichtsartikel: (59, 60). Obwohl mit dem

Wegfall des O,-Speichers Mb in Myo-/--Herzen auch ein in die Entfernung
reaktiver O,-Spezies involviertes Protein (53, 54, 56) — als Ubersichtsartikel: (158) —
entbehrt wird, ist eine Herunterregulierung der MnSOD aufgrund des gleichfalls

erniedrigten O,-Angebots dennoch nicht ungewohnlich. Schon in friheren

Experimenten konnte eine hypoxiebedingt verminderte Expression der MnSOD
auf mRNA- (94, 156) und auch Proteinexpressionsebene (179) gezeigt werden. Im
Gegenzug fluhrte eine Hyperoxie entsprechend zu einer Steigerung der MnSOD-
Konzentration (213). Die MNSOD-Expressionsminderung im Myo-/- wire demnach
eine soxRS-modulierte Adaptation an das im Zuge des Myoglobinverlustes

erniedrigte myokardiale O,-Angebot (auch: Kap. 4.2.4).

Die 2 Stressproteine a-Krystallin (B-Kette; auch: aB-Krystallin) sowie
Mitochondriales Stress-70-Protein (u. a. auch: HSP74, PBP74, Mortalin, Grp75)
zahlen beide zu den Hitzeschockproteinen (HSP), fungieren u. a. wohl als
zytoprotektive, die korrekte native Faltung von Proteinen beschleunigende

Chaperone und waren in der Untersuchung beide signifikant verandert.

Das kleine HSP aB-Krystallin (109, 162) ist im Myo-/- um 38,4 % vermindert, was
nicht konsistent mit einer auf Myoglobindefizienz beruhenden Stressreaktion und
den Ergebnissen einer die ischamieprotektive Wirkung dieses HSP’s
beschreibenden Studie (134) erscheint. Allerdings ist aB-Krystallin typischerweise
vermehrt in den sich durch hohe oxidative Kapazitat auszeichnenden
Muskelfasern vorhanden (150) (etc). Neufer et al. konnten 1996 zeigen, dass eine
durch Motoneuronenstimulation in Skelettmuskeln (Musculus tibialis anterior)
induzierte Vermehrung des Gehalts an roten (ausdauernden) Muskelfasern

gleichzeitig mit einem 4-fachen Anstieg des aB-Krystallins einhergeht (150).

Myo-/--Herzen scheinen demnach nicht nur in puncto Substratverstoffwechslung
(Kap. 4.2.2), sondern auch bezluglich des Gehalts an aB-Krystallin die

Eigenschaften weiller Muskelfasern nachzuahmen — ein Aspekt, der nicht zuletzt
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auch in Einklang mit den Ergebnissen der bereits erwahnten Studie von Grange et
al. (76) steht.

Das grolke HSP Mitochondriales Stress-70-Protein bzw. HSP74 (30, 216)
hingegen findet sich im Myo-/- um 162,1 % erhoht. Als (nicht typisches) (216)

Mitglied der auch ischamiereagiblen (115) HSP70-Stressproteinfamilie ist es u. a.
an der Modulatin des noch zu diskutierenden (Kap. 4.2.4) Voltage-Dependent
Anion-Selective Channel Proteins 1 (VDAC 1) beteiligt (188), vor allem aber als
Marker fur eine auf dem Myoglobinmangel beruhende, spezifische Stressreaktion

zu verstehen.

4.2.4 Sonstige Anderungen im Proteinexpressionsmuster
2 andere Proteine, das Voltage-Dependent Anion-Selective Channel Protein 1
(VDAC; -60,2 %) und die Fumarat-Hydratase (-35,9 %), fanden sich im Myo-/-

signifikant vermindert exprimiert.

Das VDAC 1 fungiert u. a. im Energiestoffwechsel als Transporter fir ATP (Efflux),
ADP (Influx) und weitere Metabolite durch die auflere Mitochondrienmembran (2,
75, 176, 177) - als Ubersichtsartikel: (15, 31). In dieser als Membranprotein auch
Einfluss auf das (Ca®*-)lonenmilieu ausiibenden Funktion wird ihm ebenfalls eine
(evil. auch im Rahmen von Reaktionen auf oxidativen Stress) die Apoptose
modulierende Rolle zugeschrieben (31, 75). Gerade vor diesem Hintergrund ist

gleichfalls die in Kap. 4.2.3 diskutierte Erhdhung des Mitochondrialen Stress-70-
Proteins (u. a. auch: PBP74) (30, 216) in Myo-/--Proben von Interesse, da PBP74

die Spannungsabhangigkeit des VDAC’s drastisch zu reduzieren vermag (188)
und somit als Stressprotein unter Umstanden an der Steuerung apoptotischer

Signalwege mitbeteiligt ist.

Die Erniedrigung der Ioslichen, im Citratzyklus die Umwandlung von Fumarat zu
Malat katalysierenden Fumarat-Hydratase ist evtl. auf die gemeinsame
Expressionssteuerung dieses Enzyms mit der ebenfalls in Kap. 4.2.3. diskutierten
Mangan-Superoxid-Dismutase (MnSOD) durch das ,Superoxid-Regulon® soxRS

(»Superoxide Response®) (122, 123) zurlckzuflhren. Letztlich wirde dies mittelbar
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die Annahme einer soxRS-modulierten Repression der MnSOD in Folge des

myoglobinmangelbedingt erniedrigten myokardialen O,-Angebots stutzen.

3 noch verbleibende signifikante Steigerungen der Proteinexpression im Myo-/-
beziehen sich schliellich auf die durch zwei Peptidsequenzen vertretene a-Kette
der mitochondrialen ATP-Synthase (+766,7 %; +98,9 %) und ein Fragment des

myokardialen Strukturproteins Myosin (schwere Kette, a-lsoform; +214,1 %).

Spekulativ lieBen sich diese Veranderungen den in Myo-/--Herzen unter
Umstanden vermehrt stattfindenden degenerativen Prozessen zuordnen, was aber
vor dem Hintergrund der in beiden Fallen grolten Mengen an jeweils intaktem

Protein von wahrscheinlich untergeordneter Bedeutung ware.

4.2.5 Folgeuntersuchungen

In einer dieser Arbeit nachfolgenden Studie (55) wurde der in den Myo-/--Herzen
beobachtete Stoffwechselshift -Oxidation — Glykolyse (Kap. 4.1.3) weitergehend
untersucht. Mittels hochaufldsender '>*C-NMR-Spektroskopie erfolgte dabei u. a.
eine in vitro-Isotopomerenanalyse (130) von Glukose- und Palmitatverwertung
sowie eine invivo-FDG-PET-Messung der myokardialen Glukoseaufnahme.
Hierbei zeigte sich ein Substratnutzungsratio Palmitat/Glukose von 2,9 zu 1 in WT-
und 1,1 zu 1 in Myo-/--Proben (WT: 63 + 11 %/22 * 5%; Myo-/-: 42 + 6 %/
38 £ 8 %; je n=6; P < 0,05). Der Glukose-Uptake bezogen auf die injizierte Dosis
war in Einklang damit im Myo-/- um 737,5 % hoher als im WT (WT: 0,8 £ 0,5 %;
Myo-/-: 6,7 £ 2,3 %; je n=5; P <0,001). Beide Resultate zeigen eindrticklich die
funktionelle Relevanz der in Proteomanalyse und verifizierendem Western-Blot

erhobenen Befunde.

In einer weiteren Proteomanalyse mit den selben WT- und Myo-/--M3usestdmmen
(je n=5 Tiere) wurden die Veranderungen der Proteinexpressionsmuster auch
unter hypoxischen Bedingungen (10 % O flr 2 Wochen) untersucht (183). Neben

den in der vorliegenden Arbeit bereits gefundenen Anderungen wurde dabei im

Myo-/- unter Hypoxie lediglich die Abnahme eines Precursors der schon als
vermindert diskutierten (Kap. 4.2.2) Short-Chain Acyl-CoA-Dehydrogenase (-54 %;
P < 0,01), des herztypischen Fatty Acid Binding Proteins (H-FABP, erleichtert u. a
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die Fettsaureaufnahme und transportiert intrazellular Fettsauren zu den
Mitochondrien; -36 %, P < 0,01) (69, 183) - als Ubersichtsartikel: (187) - und des
Heat Schock Proteins 27 (HSP27; -55 %; P < 0,05) zusatzlich auffallig. Einzig die
Verminderung des zytoprotektiven HSP27 (162) ist hierbei prima facie nicht
konsistent mit den Ergebnissen der eigenen Proteomanalyse. Allerdings muss die
aufgrund der HSP74-Steigerung angenommene myoglobinmangelinduzierte
Stressreaktion (Kap. 4.2.3) nicht unbedingt auch mit einem vermehrt exprimierten
HSP27 einhergehen. Schon in friiheren, unterschiedlichste Stressreaktionen durch
Arsen, Cadmium, Hitze oder Ischamie provozierenden Studien nicht nur am
Herzen (105, 150, 175, 187) — lediglich als Abstract: (96) - wurde das
Zusammenspiel von HSP27 mit z. B. verschiedenen Vertretern der HSP70-Familie
(96, 105, 175) bzw. dem anderen in Kap. 4.2.3 diskutierten und mit HSP27
verwandten, kleinen HSP aB-Krystallin (150, 162) als unterschiedlich beschrieben.

Dennoch steht zumindest die Studie von Grange et al. (hier wurde bei Myo-/--
Mausen eines anderen Stammes mittels RT-PCR auf RNA-Ebene ein Anstieg des
HSP27 gemessen) zu letzterem Ergebnis in einem Widerspruch, der sich aber

auch auf unterschiedliches Verhalten von RNA- und Proteinexpression (Kap. 1.1.2)

bzw. Eigentiimlichkeiten innerhalb der verschiedenen Myo-/--M&usestamme (183)

grunden konnte.

4.2.6 Schlussbetrachtung

In dieser Arbeit wurden zum ersten Male die Anpassungen des
Proteinexpressionsmusters an eine gentechnologisch in Mausen hervorgerufene
Myoglobindefizienz charakterisiert. Die Resultate geben dabei ein schlissiges Bild:
Das myoglobinmangelbedingte Missverhaltnis von Ox-Angebot und -Nachfrage
fuhrt im Energie bereitstellenden Stoffwechsel konsekutiv zu einer verringerten
Kapazitat der p-Oxidation bei gleichzeitig vermehrter Glykolyse. Dieser den O
effektiver nutzende (80, 113, 125, 197) Stoffwechselshift scheint in Geweben mit
vergleichsweise  starker eingeschranktem  O»-Angebot ein  verbreiteter
Adaptationsmechanismus zu sein, der u. a. auch bezuglich der raumlich und

zeitlich stabilen Blutflussheterogenitat in Hundeherzen (Kap. 4.1.3) (117) sowie im
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Zuge des Vergleichs von roten (ausdauernden) mit weillen (schnellen)

Muskelfasern (8) zu beobachten ist.

Die Eigenschaften weilRer Muskelfasern werden von den Myo-/--Herzmuskelfasern
jedoch nicht nur die Substratverstoffwechslung betreffend, sondern auch in Bezug
auf den in Myozyten mit geringerer oxidativer Kapazitat verminderten (150)

aB-Krystallingehalt imitiert.

Schlussendlich deutet die ebenfalls in den Myo-/--Proben gefundene
Expressionszunahme eines Mitglieds der u. a. ischamiereagiblen (115) HSP70-
Hitzeschockproteinfamilie eine spezifische, zytoprotektive Stressreaktion des

Herzgewebes auf die Myoglobindefiziens hin an.

Die in dieser Studie zusatzlich zu den bereits im Vorfeld bekannten,
(lebens-)notwendigen Kompensationsmechanismen (Kap. 1.3.2) gefundenen
Adaptationsstrategien von Mausen an die Myoglobindefizienz sprechen erneut fur
die bedeutende Rolle des Myoglobins u. a. als O2-Speicher- und Transportprotein.
Besonders hervorzuheben ist die in mehreren Experimenten erstmalig aufgezeigte

deutliche Modulation der myokardialen Substratselektion durch Myoglobin.
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4.3 2D-PAGE-basierte Proteomanalyse

Die zweidimensionale Gelelektrophorese, auf welcher die hier beschriebenen
Proteomanalysen basieren, ist das auch im Vergleich zu chromatographischen
Ansatzen bisher meist verbreitete Verfahren (73, 128), welches einen Trennraum
fur Proteine mit mehreren 1000 Komponenten zur Verfligung stellt (in
eukaryotischen Zellen sind allerdings zwischen 10°-10” Proteinspezies zu
erwarten; Kap. 1.1.2). Besonderes Merkmal ist dabei, dass die Methode
hochparallel funktioniert, d. h. es werden alle Proteine zur gleichen Zeit
bearbeitet. Auch in der kardiovaskularen Forschung wurde sie bereits vielfach
eingesetzt, u. a. zur Charakterisierung gesunden und erkrankten (i.e. dilatative
Kardiomyopathien, Hypertrophie, induziertes Herzversagen, usw.) Herzgewebes
(3, 26, 27, 86, 87, 152, 170, 182, 218) sowie zur Beschreibung von
Proteinmusteralterationen nach Einwirkung von Alkohol (163), Blei (200),
renovaskularer Hypertension (169), etc. Trotz der unbestreitbaren Vorteile ist die
Liste der nicht nur die vorliegende Arbeit betreffenden Limitationen umfangreich.
Im Folgenden werden einige Probleme, welche bei dieser Untersuchung

auftraten und Vorschlage zu deren Umgehung aufgezeigt.

Die Expression der eNOS war aufgrund ihrer grenzwertig groRen Masse (im
Falle der humanen eNOS [P294749] etwa 133,2 kDa bei einem IEP von 7,0
[Berechnung mit dem Expasy-Internettool; Kap. 3.2.1]) im oberen Bereich der
Hundegele nicht hinreichend beurteilbar. Zumindest auf mRNA-Ebene liel3en
sich hier jedoch keine Unterschiede nachweisen (Kap. 4.1.1). Kleinere Proteine
hingegen, wie die Cytochrom c-Oxidase, das Fatty Acid Binding Protein, etc.
fanden sich in den unteren Gelbereichen oft verschwommen wieder. Auch
andere potentiell signifikant veranderte Proteine aulerhalb der methodisch
vorgegebenen Massen- und pH-Bereiche konnten methodenbedingt nicht
berucksichtigt werden. Ein Ausweg bezuglich der ersten Problematik ist die
Verwendung anderer Gele mit auf die zu untersuchenden Proteinmassen
abgestimmten Porengrdofien (Kap. 1.1.3). Bei sehr kleinen Proteinen (1-100 kDa)
eignet sich wahrend der Elektrophorese zusatzlich ein Tricin- anstelle des
Glycinpuffers (181). Die interessierenden pH-Wertbereiche wiederum lassen mit
speziellen Immobilinen (IPG-Streifen) je nach Bedarf justieren. Fur den stark

alkalischen Bereich sind inzwischen ,pH3-pH12-Versionen® erhaltlich (73, 74).
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Auch die NEPHGE (,Nonequilibrium-pH-Gel-Elektrophorese®) ist eine geeignete
Methode flur stark basische Proteine (pH 8,0-12,0) (184). Um bei speziellen
Fragestellungen bessere Aufldsungen zu erzielen oder extreme pH-Wertbereiche
darzustellen, empfiehlt sich letztendlich auch die Verwendung freier

Tragerampholyte anstelle kommerzieller IPG-Streifen (73, 112, 135, 184).

Eine weitere Limitation |asst sich anhand der Faktoren HIF 1a und HIF 2 (Hypoxia-

Inducible Transcription Factors) erlautern. Diese wurden bei einem anderen als

dem hier untersuchten Myo-/--Mausestamm mittels RT-PCR als vermehrt
exprimiert beschrieben und induzieren via Genaktivierung beispielsweise den
.vascular Endothelial Growth Factor* (VEGF) (76, 136). Mittels der

Proteomanalyse war keine solche Anderung nachweisbar. Abgesehen von einer

Verschiedenartigkeit der Myo-/--Mausestamme (183) oder Unterschieden
zwischen mRNA- und Proteinanalysen per se, mag dies an einer zu geringen
Sensitivitat der 2D-PAGE gelegen haben, welche bei der hier beschriebenen
Vorgehensweise nur starker vertretene Proteine mit einer Mindestanzahl von
schatzungsweise 10.000 Kopien darstellt und somit die Detektion vieler
Transkriptionsfaktoren nicht ermdglicht. Auch Proteinverluste beim Transfer der
Proben von der ersten auf die zweite Dimension werden hier eine Rolle spielen.
Andererseits wurden prominente Proteine wie das Aktin oder die Kreatinkinase
haufig Uberfarbt dargestellt (Transparenzen bei zu starker Farbsattigung). Das
Problem der zu geringen Sensitivitat kann nur bis zu einem gewissen Grade durch
z. B. das Bestucken der Gele mit einer groleren Gesamtproteinmengen, anderen
Farbungen oder Anreicherung interessierender Proteine nach
Probenfraktionierung (s. u.) umgangen werden. Der mangelnden dynamischen
Breite (= Mengenverhaltnis darzustellender Proteine) wiederum lasst sich in
Grenzen hauptsachlich durch andere Farbemethoden, insbesondere mit teuren
Fluoreszenzfarbstoffen (dynamische Breite: 10%; Silber liegt im Vergleich dazu bei
etwa 10%) (Kap. 1.1.3) (164) begegnen. Hierbei ist allerdings zu beachten, dass
Fluoreszenzfarbstoffe kovalent an Proteine binden und so deren Position auf

dem 2D-PAGE-Gel in beiden Dimensionen zu beeinflussen vermogen (73).

Es ist vorstellbar, dass auch wesentliche membrangebundene Proteine wie etwa

an der Steuerung des intrakardiomyozytaren lonenmilieus beteiligte Rezeptoren
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und lonenkanale trotz signifikanter Veranderungen nicht erfasst wurden. Trotz der
Kompatibilitdt mit Detergenzien bestehen namlich bei 2D-PAGE-Protokollen wie
dem hier verwendeten noch immer gro3e Schwierigkeiten bezuglich der
Solubilisierung hydrophober/lipophiler Proteine (180). Diese Einschrankung kann
im Grunde nur durch modifizierte Elektrophoreseprotokolle beantwortet werden.
Der Einsatz von sauren Puffern und speziellen kationischen Seifen bei der
isoelektrischen Fokussierung liefert ein Beispiel fur einen solchen Versuch (184).
Zusatzlich konnen derartige Protokolle auch Schlierenbildungen, wie sie bei
manchen unserer Gele beispielsweise im Bereich des Aktins auftraten, mindern.
Ist man zusatzlich an der Untersuchung membrangebundener Proteine einzelner
Zellorganellen (z. B. Atmungskettenproteine der Mitochondrien) interessiert, bieten
sich die schon erwahnten Fraktionierungsverfahren im Vorfeld der isoelektrischen
Fokussierung (111) an (weitere Trennungsverfahren unter Umgehung der 2D-
PAGE in Kap. 4.4.3). Gleichfalls erhalt man so eine dritte Information zu jedem
Protein (= 3D-PAGE).

Die zeitaufwendige computergestitzte Auswertung der gefarbten Gele stellt die
letzte hier beschriebene Einschréankung der 2D-PAGE dar. Abb. 4.6 gibt ein
Beispiel aus der vorliegenden Arbeit, welches die Probleme im Zuge der
automatischen Spoterkennung verdeutlicht. Nicht korrekt erkannte Proteinspots
konnten nicht ,gematcht® werden und waren so auch keiner vergleichenden
Auswertung zuganglich (Kap. 2.1.5). Spoterkennung und “Matchen” bedurften
daher einer zeitaufwendigen Korrektur, was einen hohen Durchsatz an Gelen

ungemein erschwerte.
= .:TQ - &) T -

Abb. 4.6 Problematik der computergestiitzten Spoterkennung. Bei der automatischen
Spotermarkierung werden nicht selten u. a. nahe beieinander liegende Spots zusammen erfasst
und schwache Proteine ignoriert (Pfeile).
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Die Auswertung der Gele zu vereinfachen versuchen u. a. ,Ein-Gel-Methoden’
wie die DIGE (,Difference Gel Electrophoresis®). Hier werden die Proben noch
vor der 2D-Page beispielsweise unterschiedlich fluoreszierend gefarbt und
nomen est omen auf einem Gel gleichzeitig dargestellt (205). Dadurch soll die
Fehlerquote zumindest des ,Matchens® deutlich reduziert werden. Im ,Ausblick®
(Kap. 4.4.3) sind abschliel3end einige mdgliche Zukunftsentwicklungen skizziert,
welche mittelfristig ebenfalls Lésungen der hier geschilderten Limitationen

darstellen konnten.
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4.4 AUSBLICK

4.4 Ausblick

4.4.1 Heterogenitat der myokardialen Durchblutung

In Bezug auf die im Rahmen dieser Arbeit in HF-Arealen als vermindert exprimiert
beschriebenen Glykolyseenzyme PGK2 und GAPDH gibt es keine
Ubereinstimmung mit der bisherigen Datenlage (Kap. 4.1.3). Studien mit
Isotopomeren nach dem Vorbild der in Kap. 4.2.5 erlauterten Untersuchungen sind
weiterhin nétig, um genaueren Aufschluss Uber die zwischen beiden Arealtypen
bestehenden Unterschiede in der Substratverwertung zu erhalten. Auch
beispielsweise immunhistochemische Gewebedarstellungen mit Antikdrpern
gegen die DDAH1, die eNOS oder andere Proteine/Enzyme, welche aufgrund der
2D-PAGE-Limitationen (Kap. 4.3) einer Erfassung entgangen sind (z. B. Proteine,
die in die elektromechanische Kopplung oder den elementaren Kontraktionszyklus

involviert sind), kdnnten hier zusatzlich relevante Informationen liefern.

In der Blutflussheterogenitatsforschung koénnten kinftig die auch klinisch
eingesetzten Techniken wie SPECT, PET und vor allem hochauflésendes MRI (7)
eine groRere Rolle spielen. Wahrend eine hinreichende Validitat der
Mikrospharenflussmessung nur fur raumliche Auflésungen bis 200 mg in groReren
(10, 116) resp. 50 mg in kleineren Tieren (11) angenommen werden kann und
weiter dartber hinaus (2 mg) fraglich ist (32), zeigten Bauer et al. (13) bereits
2001 das mit MRI Gewebevolumina in einer Gro3enordnung von 0,029 mg (dies
entspricht im Myokard etwa dem Versorgungsgebiet einer Arteriole) (7)
kontrastmittelunabhangig darstellbar sind. Auch mit der Gabe von DO
(substituiert im Gewebe anteilig das signalgebende H,0) lasst sich die
myokardiale Perfusion quantitativ und mit lokaler raumlicher Auflosung MRI-
gestutzt erfassen, sodass dieser Ansatz ebenfalls flur Untersuchungen der
Blutflussheterogenitat geeignet erscheint (35). Mit verbesserten MRI-Verfahren ist
dartber hinaus kunftig eine qualitativ zufriedenstellende simultane Erfassung von
lokalem Fluss und lokaler Kontraktion denkbar. Nicht zuletzt kdnnte unabhangig
dieser MRI-basierten Entwicklungen auch die Etablierung zusatzlicher
Blutflussmarker (z. B. gelabeltes Adenosin) (116) mittelfristig das

Methodenspektrum der Heterogenitatsforschung erweitern.
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4 DISKUSSION

4.4.2 Myoglobindefizienz

Neben den gut nachvollziehbaren Ergebnissen, welche zu weitergehenden
Nachforschungen Anlass geben (z. B. bezlglich der Existenz weiterer, nicht nur
den Stoffwechsel und aB-Krystallingehalt betreffenden Imitationen von
Muskelfasertyp Il-Eigenschaften seitens der Myokardfasern) (Kap. 4.2.2 und
Kap. 4.2.3), fuhrten die Resultate der vorliegenden Proteomanalyse auch zu
mehreren spekulativen Interpretationen, die es noch zu hinterfragen gilt (z. B.
bezuglich der Abnahme des u. a. in die Apoptosemodulation involvierten Voltage-
Dependent Anion-Selective Channel Proteins 1 [VDAC 1] in Kombination mit der
Erhdhung des die VDAC-Spannungsabhangigkeit drastisch reduzieren
Mitochondrialen Stress-70-Proteins) (Kap. 4.2.3 und Kap. 4.2.4). Auch die bei
Betrachtung verschiedener Myo-/--Mausestamme auftretenden
Studienergebnisunterschiede (z. B. beziiglich der im Myo-/- als erhéht exprimiert
berichteten Faktoren HIF 1a und HIF 2), welche wahrscheinlich mitunter auf
2D-PAGE-Limitationen (Kap. 4.3) beruhen, erfordern zusatzliche klarende
Untersuchungen. Hier kénnten ebenfalls u. a. Western-Blots,
immunhistochemische Gewebedarstellungen und im Falle von als verandert
beschriebenen Enzymen wie der Non-Selenium Glutathion-Peroxidase (NSGPXx)

Enzymaktivitatsassays zum Einsatz kommen.

Zwischenzeitlich ist in anderen Studien das Spektrum der dem Myoglobin
zugeschriebenen Funktionen weiter charakterisiert worden. Erneut stellte sich
dabei die protektive Bedeutung des Hamproteins in Bezug auf oxidative Schaden
(53, 72, 131, 226) (hier: insbesondere infolge eines erhohten NO-Gehaltes bei
iNOS-Uberexpression) (72, 226) sowie unter hypoxischen Konditionen (131)
heraus. Auch in Zukunft werden wahrscheinlich vor allem die sich der genetischen
Inaktivierung bedienenden Untersuchungen weitergehend zum Verstandnis der
Rolle des Myoglobins beitragen (62). Insbesondere zu klaren sind die noch
unzureichend beantworteten Fragen bezuglich der Mb-Expressionssteuerung als
Reaktion auf akute/chronische hypoxische Stimuli, des Zusammenspiels von Mb-
Induktion und muskularer Aktivitat sowie daruber hinaus der Einordnung des Mb’s
zusammen mit anderen erst kirzlich entdeckten Funktionsproteinen wie
Neuroglobin  oder Cytoglobin in eine erklarende ,Systematik der

Gewebehamoglobine® (158).
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4.4 AUSBLICK

4.4.3 Proteomanalytik

Der Notwendigkeit von Proteomanalysen (Kap. 1.1.2) stehen ein hoher
methodischer Aufwand und zahlreiche Limitationen - insbesondere die 2D-PAGE
betreffend (Kap. 4.3) — gegenuber. Die Weiterentwicklung der Automatisierung
einzelner Arbeitsschritte — als Ubersichtsartikel: (73, 126) — ist eine wesentliche
Voraussetzung fur ihre kunftige Anwendung in groRerem Stile. Andere Ansatze
hingegen verfolgen die vollstdndige Umgehung der 2D-PAGE (142), so dass die
Proteine nicht mehr aus einer nicht-inerten Matrix flir Folgeanalysen entfernt
werden mussen. Der Einsatz von Free-Flow-Elektrophoresen (215) oder der
Massenspektrometrie unter Nutzung z. B. der Avidin-Biotin-Wechselwirkung (82,
185, 186) ist eine solche Mdglichkeit. Mit der letztgenannten Methode kénnen die
Proteine in einem Schritt gereinigt und analysiert werden. Da in diesem Falle
Proteine mit biotinylierbaren SH-Gruppen (Abb. 4.7) an den Avidinoberflachen
selektiert ~werden, Dbietet diese Strategie gleichfalls auch weitere
Auftrennungsmaoglichkeiten fir die Analyse komplexer Peptidgemische. Bringt
man beispielsweise Deuterium bei einer der Proben in die Biotinmolekule ein
(= ICAT [,Isotope-Coded Affinity Tag“]), so kdnnen aquivalente Probenproteine
(die sich dann um genau definierte Massen unterscheiden) direkt via MALDI
miteinander verglichen werden (82).

]

HNA:\'I{
0 " H H
Protein-SH + <O)—s-s—/\/LLN'\/\/\fN}(\/\“" s P
N H o Abb. 4.7 Biotinylierung von
Proteinen. Die an ihren SH-
Gruppen mit unterschiedlichen
1, Biotinabkémmlingen gelabelten
j{ Proteine werden in der Folge

HN  NH  enzymatisch verdaut, mittels

- _/\/E H H H  Avidin selektiert und schlieRlich

QS + Protein-s—s N NN AN massenspektrometrisch  ana-
N " o lysiert (186).

Als weitere zukunftstrachtige Wege der Proteomics schlieflich gelten die gezielten
Untersuchungen von Protein-Protein-Wechselwirkungen mittels ,Two Hybrid*-
Analysen — als Ubersichtsartikel: (190) (hefebasierte Systeme) und (118)
(saugetierbasierte Systeme) — sowie die parallele Erfassung und Analyse mdglichst
vieler Peptide mittels der Protein-Biochips (151) (Ubersichtsartikel), deren Effizienz
durch die Nutzung von Plasmon-Resonanz-Techniken (233), Aptameren (108),
direkte Kopplung an die massenspektrometrische Auswertung (SELDI) (220), etc.
kunftig noch weiter gesteigert werden konnte.
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5.2 Abkiirzungen

a. U.

Abs
ACn
ADMA

ADP

AK

amu
Antifoam
S0-25
APS

AS

ATP
BDmitt.

BDyyst udest
BE

BF
Bis
BP
Bqg

BSA

c
ca®
cAMP

ccpm
cDNA

122

Mittelwert

Superoxidion

meist: signifikant, P < 0.05

meist: sehr signifikant, P < 0, 01
meist: hoch signifikant, P < 0,001
heterozygot mutiert (Myoglobin)
intrakardiomyozytare zytosolische
Ca”-Konzentrationsschwankungen
heterozygot (Myoglobin)

WT (Myoglobin)

Grad Celsius

Zinn-Isotop

Kohlenstoff-Isotop
Gadolinium-Isotop

Fluor-lsotop

zweidimensional

Phosphat

Scandium-Isotop

m/z bezogen auf die Aminotermini
(ESI-MS/MS-Spektrum)

Ampere (Einheit der Stromstarke)
arbitrary units (willktrliche
Einheiten)

Absorption

Acetonitril

asymmetrisches N¢, N°-Dimethyl-
L-Arginin

Adenosin-Diphosphat

Antikdrper

atomic mass unit(s)
Silikonpolymer

Ammoniumperoxodisulfat
Aminosaure(n)
Adenosintriphosphat
mittlerer Blutdruck
systolischer und diastolischer
Blutdruck

base excess (Gesamtblutpuffer-
abweichung vom Normalwert
48 mmol/l)

Blutfluss

N, N’-Methylen-Bisacrylamid
Basenpaar(e)

Becquerel (Einheit der
radioaktiven Aktivitat in s™)
bovines Serumalbumin
Konzentration; Vernetzungsgrad;
Kohlenstoff

Zenti-(10%)

Kalziumion

zyklisches 3’,5’-Adenosin-
monophosphat

correctet counts per minute
complementary/copy
desoxyribonucleic acid

cGMP
CHAPS
cmH,0

CO
CoA
cps

Cr

Ccv

Ccv
CVmeth
Cvobs
cvPo,

CVspatial

Vtemp

d
D.ER
736

D,O
Da

DDAH1

DIGE
DMAE
DNA
dP/dtmax

dP/dtmin

dpi
ds-DNA

DTT
EBI
EC
EDTA

EM
Emmax
eNOS

ERG

ERL-
4206
ESI-
MS/MS
ETF@

eV
EXmax
ExPASy

zyklisches 3’,5’-Guanosin-
monophosphat
3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethyl-
ammono]-1-propansulfonat
Zentimeter Wassersaule (Einheit
des Druckes)

Kohlenmonoxid

Koenzym A

counts per second

threshold cycle (RTD-PCR)
koronarvendser

coefficient of variation
methodischer Variationskoeffizient
beobachteter Variationskoeffizient
koronarvendser
Sauerstoffpartialdruck

wahrer Variationskoeffizient
zeitlicher Variationskoeffizient
Dezi (10%); Tag(e)

diglycidyl ether of polypropylene
glycol (Diepoxid fur Proben-
einbettung)

Deuterium (schweres Wasser)
Dalton (veraltete Einheit der
atomaren Masse; entspricht 1 u)
N, N®-Dimethyl-L-Arginin-
Dimethylaminohydrolase 1
difference gel electrophoresis
siehe S,

desoxyribonucleic acid

maximale Drucka&nderung Uber der
Zeit

minimale Druck&nderung Uber der
Zeit

dots per inch (Aufldésungsmal)
double-stranded DNA
(Doppelstrang-DNA)

Dithiothreitol

European Bioinformatics Institute
Enzyme Nomenclature
Ethylendiamintetraessigsaure
(Chelatbildner)
Elektronenmikroskopie
Wellenldnge maximaler Emission
endotheliale Stickstoffmonoxid-
Synthase

Ether-a-go-go related gene
potassium channel 1
4-Vinylcyclohexene Dioxide (Di-
epoxid flr Probeneinbettung)
electrospray-ionisation tandem
mass spectrometry

Electron Transfer Flavoprotein
(B-Untereinheit)

Elektronenvolt (Einheit der Energie)
Wellenlange maximaler Exzitation
expert protein analysis system
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EZB

F2
FABP
FAD
FADH,

FDG
FG
FWER

GAPDH
Grp

H,O
H-0;
HADH

HDL
HF

HIF
HPLC

HSP74

i.v.

Ca2+, L

ICAT
IEF
IEM
IEP

AXN XN

Kette A

KG

Kw

LCAT

Elektronische Zeitschriftenbibliothek
Frequenz

zweite Folgegeneratin

Fatty Acid Binding Protein
Flavin-Adenin-Nukleotid
wasserstofftragendes Flavin-
Adenin-Nukleotid
18F-Desoxyglukose
Feuchtgewicht

family-wise error rate

Gramm

immobilisierter pH-Gradient
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase

glucose-related protein (auch: PBP)
Stunde

Wasser

Wasserstoffsuperoxid

Short Chain-3-Hydroxyacyl-CoA-
Dehydrogenase

high density lipoprotein
Hochfluss (bezliglich myokardialer
Durchblutung); Herzfrequenz
hypoxia-inducible factor

high performance/pressure liquid
chromatography

Heat shock protein 74
(Mitochondriales Stress-70-
Protein)

intravends

kardiomyozytarer L-Typ-Ca2+-
Strom

isotope-coded affinity tag
isoelektrische Fokussierung

ion evaporation model
isoelektrischer Punkt

verzogerter K'-Gleichrichterstrom
(schnelle/rapide Komponente)
verzogerter K'-Gleichrichterstrom
(langsame Komponente)

innere Mitochondrienmembran
induzierbare Stickstoffmonoxid-
synthase

Joule (Einheit der Energie)

Kelvin (Einheit der Temperatur)
Kilo (10%)

Kaliumion

Kilobasen

Angstrbm (alte Langeneinheit;
107" m)

Koérpergewicht
Inhibitionskonstante (hier: fur
NOS)

Michaelis-Konstante (Substrat-
konzentration, bei der die Halfte
der maximalen Reaktions-
geschwindigkeit beobachtet wird)
feldfreie Driftstrecke; Konfigurationen
von Enantiomeren in der Fischer-
Projektion (laevus: links)
Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase

LM
L-NAME

LVP

m/z

MALDI-
TOF-
PSD-MS
Mb

MBF
MbO,
MCHC

metMb
min
MLC 1

MLC 2

n. i.
NADP*
NADPH/

H
NCBInr

NEPHGE
NF

NL
NMR
NO

NO*
NOS
NSA

NSGPx

ONOO~
Op.

Lichtmikroskopie
N-Nitro-L-Arginine-Methylester
(NOS-Inhibitor)

left ventricular pressure

Meter; Milli (10°°)

molar (Mol/l); Mega (10°)
Masse-Ladungsverhaltnis (in der
Massenspektrometrie)
matrix-assisted laser-desorption/
ionisation time-of-flight post-
source-decay mass spectrometry
Myoglobin

Blutfluss

oxygeniertes Myoglobin
Verhaltnis von Hadmoglobin [g/] zu
Hamatokrit [I/] in g/l
Metmyoglobin (3-wertiges Eisen)
Minuten

hier: Myosin; leichte Kette 1,
ventrikulare Isoform

hier: Myosin; regulatorische leichte
Kette 1, ventrikulare Isoform
Millimeter Quecksilbersaule
(Einheit des Druckes)
Mangan-Superoxid-Dismutase
molekulare Einheit der Stoffmenge
Molecular Weight Search

relative Molekularmasse
(dimensionslos)

magnetic resonance imaging
messenger ribonucleic acid
Massenspektrometrie
Mitochondriales Trifunktionales
Protein; a-/ B-Untereinheit

Myoglobin-Knockout

Nano (10°); Proben-,
Versuchstieranzahl, etc,

nicht identifiziert
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-
Phosphat

wasserstofftragendes Nikotinamid-
Adenin-Dinukleotid-Phosphat
National Center for Biotechnology
Information

nonequilibrium pH gel
electrophoresis

Niedrigfluss (bezliglich
myokardialer Durchblutung)
nicht lineare (IPGs)

nuclear magnetic resonance
Stickstoffmonoxid

Nitrat
Stickstoffmonoxid-Synthase
2-Nonenyl-1-succinic Anhydride
(Harter flr Probeneinbettung)
Non-Selenium Glutathion-
Peroxidase

ortho

Sauerstoff

Peroxynitrition
Operation
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oPA
(0)'¢

Pa

PAGE
PBP,
PBS
PCr
PEEP
PET
PGK2
pH

pK
PMF
P02
pO,
PRMT

QH;

S

SAM
SDMA

SDS
SELDI

Sl

SIB
soxRS
SPECT

STABW

124

o-Pthaldialdehyd

oxidiert

Propability, (Partial)Druck
Partialdruck; Pico (10%)

Pascal (abgeleitete Sl-Einheit des
Drucks)
Polyacrylamidgelelektrophorese
peptide-binding protein (auch: Grp)
phosphate buffered saline
Phosphokreatin

positive endexpiratory pressure
Positronenemissionstomographie
Phosphoglyceratkinase 2
negativer dekadischer
Logarithmus der H'-Konzentration
negativer dekadischer
Logarithmus einer
Dissoziationskonstanten

Peptide mass fingerprints
Sauerstoffpartialdruck

ebenfalls Sauerstoffpartialdruck
Protein-Arginin-Methyltransferase
Ubichinon

Ubichinol

Korrelationskoeffizient; Feldradius
Pyrimidin (A, G; z. B. in Primer-
sequenzen); Rest (Strukturformeln)
Bestimmtheitsmal} (quadrierter
Korrelationskoeffizient)

reduziert

ribonucleic acid

Rotationen pro Minute
Raumtemperatur; reverse
transcriptase

real time detection polymerase
chain reaction

strong (starke Bindung zu G—C;
z. B. bei Primersequenzen);
Schwefelatom

Sekunde

~Fudge Factor® bei der
statistischen Auswertung — SAM
2-Dimethylaminoethanol (DMAE,
Beschleuniger fur
Probeneinbettung)

Significance Analysis of
Microarrays

symmetrisches NC, N’G-Dimethyl-
L-Arginin

Sodiumdodecylsulfat

surface enhanced laser desorption
ionisation

Spotintensitat

Schweizer Institut fir Bioinformatik
superoxide response (regulon)
Single-Photon-Emissions-
computertomographie
Standardabweichung

STPD

T

t

ty
TEMED

TG

THF
TOF
TrEMBL

Tricin
Tris
Triton®
X-100
Tween®
20, 80
U

u

unv.

viv

Vo
VEGF
verb.
VK
VS.

wiv

WT

aB-
Krystallin
A

neammgcT

standard temperature pressure dry
(Standardbedingungen fir die
Bestimmung von Gasvolumina:

T =273 K, P =100 kPa [760 mmHg],
Wasserdampfpartialdruck = 0 Pa)
Totalacrylamidkonzentration,
Temperatur

Zeit

(radioaktive) Halbwertzeit
N,N,N’,N’-Tetramethyl-
ethylendiamin

Trockengewicht

Tetrahydrofuran

Time of flight

Translated European Molecular
Biology Laboratory(-Datenbank)
N-[Tris(hydroxymethyl)methyl]-
glycin
Tris(hydroxymethyl)ammino-
methan
Octophenolpoly(ethylenglycol-
ether), (nicht-ionisches Detergenz)
Poly(oxyethylen),-sorbitan-
monooleat (nicht-ionisches
Detergenz)

Unit (Einheit; z. B. im MnSOD-
Assay); (Gleich-)Spannung

Unit (Einheit der atomaren Masse;
1,66-10%" kg)

unverbunden (t-Test)

Volt (Einheit der elektrischen
Spannung)

Voluminaverhaltnis
Wechelspannung

vascular endothelial growth factor
verbunden (t-Test)
Variationskoeffizient

versus

weak (schwache Bindung zu
AT, z. B. bei Primersequenzen);
Watt (Einheit der elektrischen
Leistung in Joule/s)

Verhaltnis von Gewicht

zu Volumen

Wildtyp

Variable (allgemeine
Geradengleichung)

Variable (Geradengleichung); m/z
bezogen auf die Carboxytermini
(ESI-MS/MS-Spektrum)

B-Kette des

a-Krystallins

Delta (Unterschied); Delta Value
— SAM; Positionsangabe in
Strukturformeln

Mikro (10

Pi (3,14159...)

Sigma (Summenfunktion)

Sigma (Standardabweichung)
Kreisfrequenz

Ohm (Einheit d. elektr. Widerstandes)



5.3 CHEMIKALIEN/REAGENZIEN

5.3 Chemikalien/Reagenzien
Samtliche aufgefihrte Chemikalien und Reagenzien wurden nach Erfordernis in

,pro analysi“- bzw. reinstmoglicher Qualitat von folgenden Firmen bezogen:

e  Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden Am
. Gibco BRL, Gaithersburg, MD USA Gi
e  Merck Eurolab GmbH, Darmstadt, Deutschland Me
o Promega, Madison, WI USA Pr
e  SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland Se
e  Sigma, St. Louis, MO USA Si

Der obige Zweibuchstabenkode fur die einzelnen Bezugsquellen findet in der

folgenden alphabetischen Auflistung Verwendung.

Aceton Me 3-[(3-Cholamidopropyl)- Si
Acetonitril (Acn) Me dimethyl-ammono]-1-
Acrylamid/Bis-Monomer-Stock-  Gi propansulfonat (CHAPS)

I6sung (30 %; Fertigldsung 29:1) Coomassie-Brillantblau G 250 Se
Agarose Typ VII-A (low Si Coomassie-Brillantblau R 250 Si
gelling temperature) Cytochrom c (Cyt c¢) Me
Ameisensaure Me Diglycidyl Ether of Si
Ammoniumcarbonat Me Polypropylene Glycol
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Me (D.E.R 736; SPURR-KIT)

Antifoam SO-25 Si 2-Dimethylaminoethanol Si
L-Arginin Si (S1; DMAE; SPURR-KIT)

Borsaure Me asymmetrisches N®, N°- Si
Bromphenolblau Si Dimethyl-L-Arginin (ADMA)

1-Butanol Me symmetrisches N¢, N'®- Si
iso-Butanol Me Dimethyl-L-Arginin (SDMA)
Cacodylsaure Natriumsalz Si Dithiothreitol (DTT) Am
(Cacodylat) Essigsaure Me
Calciumchlorid-Dihydrat Me Ethanol Me
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Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA)

Formaldehyd

Glucose

Glutaraldehyd

Glycerin

Glycin

Harnstoff

lodacetamid

IPG-Cover-Fluid

IPG-Puffer

Kaliumchlorid

Kaliumhydroxid
Kaliumphosphat
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
2-Mercaptoethanol

Methanol
Methanol-LiChrosolv®
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
di-Natriumhydrogenphosphat-
Dihydrat
Natriumdihydrogenphosphat-
Dihydrat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumsulfat
Natriumtetraborat (Borax)
Natriumthiosulfat
2-Nonenyl-1-succinic Anhydride
(NSA; SPURR-KIT)
Octophenolpoly(ethylenglycol-
ether), (Triton® X-100)
Osmiumtetroxid

Pharmalyte pH 3-10 NL
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Si

Me
Me
Si

Am
Am
Am
Si

Am
Am
Me
Me
Si

Me
Me
Me
Me
Me
Me
Me

Me

Me
Me
Si
Me
Si

Me

Se
Am

Phosphorsaure
Phosphorwolframsaure
Poly(oxyethylen),-sorbitan-
monooleat (Tween® 20, 80)
Ponceau S
o-Pthaldialdehyd (oPA)
Salzsaure

Seifenlauge (Cleaning Solution)
bovines Serumalbumin
Fraction V (BSA)
Silbernitrat
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Sucrose
5-Sulfosalicylsaure-Dihydrat
Tetrahydrofuran (THF)
N,N,N’,N’-Tetramethyl-
ethylendiamin (TEMED)
Toluidinblau O

Toluol

Tris(hydroxymethyl)-
amminomethan (Tris)
Trypsin
Uranylacetat-Dihydrat
4-Vinylcyclohexene Dioxide
(ERL-4206; SPURR-KIT)
Xanthin

Xanthinoxidase

Me
Se
Me

Me
Si
Me
Am
Si

Si
Am
Si
Me
Si
Si

Si
Me
Am

Pr
Se
Si

Si
Si
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5.5 Zusammenfassung

Der lokale myokardiale Blutfluss (MBF) variiert in situ mehr als zehnfach zwischen
individuellen Herzarealen und weist dabei ein fur mindestens 13 Tage stabiles,
raumlich heterogenes Muster auf. Um die molekulare Basis dieses Phanomens zu
untersuchen, wurde die Iokale Proteinexpression von Niedrigfluss- und
Hochflussarealen (NF versus HF = < 50 % versus > 150 % des mittleren MBF;
Probentrockengewicht: 59,4 + 19,4 mg; je n=30) aus 6 Beagle-Hunden einer
2D-PAGE-basierten Proteomanalyse unterzogen (380 + 79 Spots/Gel). Erganzend
wurde ein Herz morphologisch (288 EM- [Mitochondrien] sowie 288 LM-Digitalphotos
[Kapillaren]; je n=6 Proben) untersucht. Wahrend licht- u. elektronenmikroskopisch
keine signifikanten Unterschiede nachweisbar waren, fand sich in NF-Arealen das
Enzym N, N®-Dimethyl-L-Arginin-Dimethylaminohydrolase 1 (DDAH1) deutlich erhéht
(+367 %). Sein Substrat ADMA (asymmetrisches N¢, N®-Dimethyl-L-Arginin), ein
potenter Inhibitor aller NO-Synthaseisoformen, war deutlich reduziert (-75,4 %). U. a.
fanden sich in NF-Proben auch vermehrte Mengen zweier Glykolyseenzyme und
Verringerungen zweier -Oxidationsproteine. Den Unterschieden im MBF entsprechen
demnach signifikante Anderungen in der lokalen Proteinexpression. In NF-Arealen fiihrt
dies vermutlich zu einer gesteigerten NO-Bildung sowie zu einem Shift von der
B-Oxidation zur Glykolyse. Beide Anderungen mdgen Ausdruck eines schiitzenden
Homdostasemechanismus zur Kontrolle von O,-Angebot und -Nachfrage sein.

In M3usen mit gentechnologisch erzeugter Myoglobindefizienz (Myo--) werden
Kompensationsmechanismen induziert, die fur eine im Vergleich zu Wildtyp-Tieren (WT)
nahezu gleichwertige Fertilitat und Leistungsfahigkeit sorgen. Die Untersuchung derartig
notwendiger Adaptationen liefert weiterfiihrende Einblicke in die Funktion des Myoglobins
(Mb). In einer Proteomanalyse (je n=12 Mauseherzen; je n=24 Gele; 461 + 22 Spots/Gel)

wurde daher nach weiteren Anpassungen an die Mb-Defizienz gesucht. In Myo--Herzen
fanden sich 6 [(-Oxidationsproteine vermindert und 1 Glykolyseenzym verstarkt

exprimiert. Weitere Veranderungen im Myo-- waren u. a.: Mangan-Superoxid-Dismutase
-68,6 % (Enzymaktivitat: -34,2 %); HSP74 +162,1 %; Voltage-Dependent Anion-
Selective Channel Protein 1 -60,2 %; aB-Krystallin -38,4 %. Die Beobachtungen legen
nahe, dass Myo-/-Herzen den O, durch einen Shift von der Fettsdure- zur Glucose-
Oxidation energetisch effektiver nutzen und dass sich Stressreaktionen sowie Imitationen
von Muskelfasertyp II-Eigenschaften vollziehen. Diese notwendigen Adaptationen
untermauemn die bedeutende Rolle des Mb’s u. a. als O,-Speicher sowie -Transporter und
enthullen erstmalig die Modulation der myokardialen Substratselektion durch Mb.
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