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1. Einleitung

In allen multizelluldaren Organismen stellt die Zell-Adhdsion eine wesentliche Grundvoraussetzung flr
die Entstehung von tibergeordneten Strukturen wie Geweben und Organen dar. Der menschliche Kdrper

besteht aus 10 Zellen, die mehr als 200 unterschiedlichen Zelltypen

Zelle 1 Zelle 2

zugeordnet werden koénnen. Um richtig zu funktionieren, mussen die
Zellen zwei Anforderungen erfullen, die sich auf den ersten Blick zu

widersprechen scheinen: Zum einen missen Zellen aneinander haften,

. um organisierte und spezialisierte Funktionseinheiten bilden zu kénnen.
Zell-Zell Adhasion g P

Auf der anderen Seite miissen sich die Zellen aber auch voneinander
Zelle 1 Zelle 2 . .. .. ..
lésen und umorganisieren kdnnen, um zum Beispiel Wachstum zu
ermoglichen, auf Verletzungen zu reagieren oder einen

Krankheitserreger abzuwehren. Ermdglicht werden diese Funktionen in

tierischen Organismen durch den Aufbau spezifischer, hochkomplexer

Strukturen mit denen sich die Zellen in ihrer Umgebung verankern. Diese

Adhésionsstrukturen (Abb.1) verbinden die Zellen sowohl mit der
Abbildung 1: Zell-Kontakte.

Zell-Zell- Adhasion (rot) und
Zell-Matrix Adhasionen (griin).  Zellen (Zell-Zell Adhésion).

extrazelluldren Matrix (Zell-Matrix Adhé&sion) als auch mit benachbarten

1.1. Die Extrazelluldire Matrix und die Zell-Matrix Adhdsion

Die extrazelluldre Matrix (Interzellularsubstanz, ECM) ist der zellfreie Anteil des Gewebes, der
auBerhalb der Zellen im Interzellularraum liegt. Die ECM setzt sich aus diversen Komponenten
zusammen (z.B. Kollagen, Fibrillin, Eleastin, Laminin und Fibronektin). Die ECM kann je nach Gewebe
unterschiedlich stark ausgepragt sein. Die hochste Festigkeit erreicht die ECM z.B. in Stiitzgeweben wie
Knochen und Knorpel. Auf der anderen Seite kann die ECM in Bindegeweben besonders flexible und
elastische Matrixstrukturen ausbilden. Zell-Matrix-Kontakte verbinden das intrazellulare Aktin-
Zytoskelett mit den ECM-Bestandteilen. Hauptsachlich werden ECM-Proteine, wie Fibronectin,
Kollagen und Laminin, iiber transmembrane Integrine gebunden. Integrine sind aus einer a- und einer
B-Untereinheit zusammengesetzte Heterodimere, deren Isoformen sich in ihrer Bindungsaffinitat zu den
ECM-Proteinen unterscheiden. An diese Zell-Matrix-Komplexe binden intrazelluléar Adapterproteine
(z.B. Talin, a-Aktinin, Vinculin und Filamin), die mit dem Aktin-Zytoskelett assoziiert sind. Zell-
Matrix-Kontakte sind nicht ausschlieRlich an der Verankerung der Zelle beteiligt, sondern dienen auch
als Rezeptoren fiir mechanische Signale. Anderungen zwischen den Bindungen von Integrinen und
ECM-Proteinen konnen intra- und extrazelluldare Signalkaskaden aktivieren (Harburger and
Calderwood, 2009).
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1.2. Zell-Zell-Adhdision

Als Zell-Zell-Kontakte (engl. Cell junctions) werden die direkten Berlhrungsstellen von Zellen in
Geweben bezeichnet. Ihnen wird die Aufgabe zugeschrieben, die Gewebe zusammenzuhalten und die
Kommunikation von Zellen zu ermdglichen. Die Zell-Zell-Verbindungen kdnnen nach deren Funktion
in drei grofRe Gruppen unterteilt werden: Barriere-, Kommunikations- und Adhérenzkontakte.

1.2.1. Barrierenkontakte, auch Verschlief3ende Verbindungen (engl.: Occluding junctions

bzw. Tight junctions)

Barrierekontakte bilden einen undurchldssigen

Plasma- : : %Plasma-
Kontakt ~ zwischen ~ zwei  benachbarten membran ~ membran
Zellmembranen. Die am haufigsten Z ]

1 M-1
vorkommenden Vertreter dieser Gruppe sind die B =
Tight-Junctions (Zonula occludens). Sie formen £ 2

< 4 .1—-‘
in Epi- und Endothelien ein dichtes, die gesamte 1/2 3 —

Zelle  umschliefendes Netzwerk. Dadurch = —
konnen apikale intramembrandse Barrieren %
) ) ) ) ) TG ';g;Oc;cIudine/§ 3

aufgebaut werden, die die freie Diffusion von 9 + Tricelluline £

_ _ JAM-1 JAM-1

lonen und Molekilen  durch  die £2 1z
Zellzwischenrdume verhindern. Die wichtigsten g
EX

3

bisher bekannten Membranproteine der Tight

Junctions sind das Occludin und die Familie der
Claudine. Intrazellulér sind Tight-Junctions mit
Linkerproteinen (z.B. Zonula-Occludens-Protein

1-3, Cingulin, Membran-Assoziierte-Guanylat-

Abbildung 2: Tight-Junction. Schematische Darstellung
von Tight-Junctions modifiziert nach (Niessen, 2007):
Junctional-Adhasions-Molekiul-1  (JAM-1), Membran-
Assoziierte-Guanylat-Kinase (MAGI), Multiple-PDZ-
Domaéanen-Protein-1 (MUPP1) und Zonula-Occludens-1, -2
und -3 (201, ZO2 und ZO3).

Kinase und Multiple-PDZ-Doméanen-Protein-1) assoziiert (Abb. 2), die die Verbindung zum Aktin-
Zytoskelett ermdglichen (Balda and Matter, 2008; Niessen, 2007).

1.2.2. Kommunizierende Verbindungen, auch Kommunikationskontakte (engl.:

Communicating junctions)

Kommunikationskontakte ermdglichen den Austausch von chemischen und elektrischen Signalen
zwischen Zellen. In Vertebraten unterscheidet man dabei zwischen Synapsen und Gap-Junctions.

Synapsen sind hochkomplexe Kontakte zwischen Neuronen und anderen Zellen. Sie dienen der


http://de.wikipedia.org/wiki/Zelle_%28Biologie%29
http://de.wikipedia.org/wiki/Gewebe_%28Biologie%29
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Ubertragung und Modulation von Signalen. AuRerdem sind sie in der Lage Informationen zu speichern.
Bei diesen Verbindungen spielen direkte Zell-Zell-Verbindungen nur eine untergeordnete Rolle.
In Gap-Junctions bilden Adhdsionsproteine zwei miteinander verbundene Zellkanéle, sogenannte

Konnexone, aus und {berbriicken so den

Gap-Junction interzellularen Spalt (engl.: Gap). So ermdglichen

sie den direkten Austausch von Molekilen und

b lonen bis zu einer molekularen Masse von 1000
Dalton (Abb.3). Die Kommunikation (ber Gap-

Connexon Junctions ist in nicht-vaskularisierten Geweben
{«b\ - sowohl fiir die Synchronisation, die Differenzierung
e als auch die metabolische Koordination der Zellen

Connexin essenziell. Gebildet wird ein Zellkanal aus zwei

_ . _ entweder gleichartigen oder unterschiedlichen
Abbildung  3:  Gap-Junction.  Schematische ) ) ]
Darstellung von Gap-Junctions, modifiziert nach Konnexonen. In jeder Korperzelle wird mindestens

,,Molecullar Pathogenesis of Cholestasis® (©Kluwer eine Connexin-lsoform exprimiert (Mese et al.,
Academic 2003).
2007).

1.2.3. Haftende Verbindungen, auch Adhisions-Verbindungen (engl.: Adhering
junctions) Adhisionskontakte oder Ankerverbindungen (engl.: Anchoring

junctions)

Die mechanische Verankerung von Zellen untereinander erfolgt Gber sogenannte Adhésionskontakte.
Diese konnen funktionell in zwei Gruppen, die Adhérenz-Verbindungen (AJs) und Desmosomen,
eingeteilt werden (Abb.4A). Die AJs bilden zellmembranése Verankerungspunkte fur das intrazellulare
Aktinzytoskelett. Kernkomponente jeder AJ sind auf molekularer Ebene die klassischen Cadherine. Die
Cadherin-Familie wird aufgrund der strukturellen und funktionellen Unterschiede ihrer Mitglieder in
zwei Typen (Typ-1 & I1) unterteilt. Typ-1 Cadherine wie z.B. das epitheliale E-Cadherin oder das neurale
N-Cadherin kdnnen sowohl an homotypischen, als auch an heterotypischen Zell-Zell-Interaktionen
beteiligt sein. Zu den nahe verwandten atypischen oder Typ-1l Cadherinen z&hlen z.B. VE-Cadherin und
Cadherin-11 (Angst et al., 2001). Cadherine besitzen stark konservierte zytoplasmatische Doménen, die
an Armadillo-Proteine binden, die ihrerseits die Verbindung zum Aktin-Zytoskelett herstellen (Cowin
et al., 1986; Nagafuchi and Takeichi, 1989). Zur Protein-Familie der Armadillo-Proteine gehéren u.a.
B-Catenin, Plakoglobin, die Proteine p120ctn, ARVCF und p0071 sowie Neurojungin und die
Plakophiline 1-3. Das gemeinsame Strukturmerkmal dieser Multigen-Familie bildet ein gemeinsames
nach dem Segment-Polaritdtsgen Armadillo aus Drosophila melanogaster (Franke et al., 1989; Peifer
and Wieschaus, 1990) benanntes Motiv mit einer Bindungsstelle fiir Cadherine (Behrens et al., 1996;
Paffenholz and Franke, 1997; Pai et al., 1996; Troyanovsky et al., 1989).
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Wéhrend AJs in vielen Zelltypen verbreitet sind, kommen Desmosomen (griechisch: desmos =
Verbindung; soma = Korper) gehduft in Geweben mit starker mechanischer Beanspruchung vor, wie
zum Beispiel der Haut und dem Herz. Daher nimmt man an, dass Desmosomen besonders belastbare
Zell-Zell-Kontakte ausbilden, um die strukturelle Integritadt der Gewebeverbande zu gewdhrleisten.
Desmosomen sind Verankerungspunkte fiir das zytoskelettale Intermediarfilamentsystem, dass in der
Haut hauptséchlich aus Keratin und im Herz aus Desmin besteht (Green and Gaudry, 2000; Severs et
al., 2008). Fur Desmosomen charakteristisch ist die symmetrische Anordnung extra- und intrazelluléarer
(je 15-20nm) elektronendichter Plagues an der Membran benachbarter Zellen (Abb.4B).

o

Abbildung 4: Adhasionskontakte. (A) Elektronenmikroskopischer Ausschnitt eines Kardiomyozyten. In der Area
composita liegen die Adh&renz-Verbindungsproteine und desmosomalen Proteine in einer gemischten Anordnung
vor; modifiziert nach (Severs at al., 2008). (B) Elektronenmikroskopie eines Desmosoms mit typischer
elektronendichten Mittellinie (Pfeil); modifiziert nach (Green et al., 2000).

Der durchschnittlich 30nm grofRe Abstand zwischen den Desmosomen wird zumeist durch eine dichte
Mittellinie separiert. Molekular setzen sich Desmosomen hauptséchlich aus funf Komponenten
zusammen: den desmosomalen Cadherinen Desmoglein (DSG) und Desmocollin (DSC), den
Armadilloproteinen Plakophilin (PKP) und Plakoglobin (PG) sowie Desmoplakin (DSP) aus der Plakin-
Familie (Thomason et al., 2010). Die zellulére Adhéasion wird Giber homo- und heterophile Verbindungen
der desmosomalen Cadherin gewahrleistet (Syed et al., 2002). An deren intrazelluldren Doménen sind
die Armadilloproteine PKP und PG gebunden (Hatzfeld et al., 2000; Troyanovsky et al., 1993), die ein
weitreichendes Netzwerk ausbilden und dadurch die strukturelle Integritdat der Desmosomen aufrecht
erhalten (Dubash and Green, 2011). Uber dieses Netzwerk erfolgt die Verkniipfung von DSP, dass iiber
die drei C-terminalen, homologen Plakin-Repeat-Domanen die Intermediérfilamente (IF) ans
Desmosom verankert (Abb.5) (Delva et al., 2009; Getsios et al., 2004; O'Keefe et al., 1989). Wéahrend
von PG und DSP bisher keine weiteren Isoformen in Desmosomen detektiert wurden, existieren im
Menschen drei DSC-, vier DSG- und drei PKP-Isoformen (Green and Simpson, 2007).
Interessanterweise weisen Mause sechs Dsgs auf (Whittock, 2003). Die Plakophiline als auch die
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desmosomalen  Cadherine  zeigen  eine  Differenzierungs- und  Gewebe-spezifische
Expressionsverteilung, was auf eine unterschiedliche Funktion der Desmosomen in den verschiedenen
Geweben hindeutet (Holthofer et al., 2007). Uber das genaue Verstindnis der Funktion der Desmosomen
existieren jedoch enorme Wissensliicken (Thomason et al., 2010). Die Bedeutung der Desmosomen fiir
die Gewebeintegritat mechanisch stark beanspruchter Organe scheint im Herzen besonders hoch zu sein.
Kardiomyozyten haben nur eine geringe regenerative Kapazitdt. Somit missen Desmosomen im
Menschen bei einem durchschnittlichen Puls von 80 Schldgen/min die Zugkrafte von uber 42Mio
Kontraktionen pro Jahr kompensieren.

DM ODP DM PM ODP IDP

Abbildung 5: Desmosomen. (A) Elektronenmikroskopie eines Desmosoms:
elektronendichte Mittellinie (DM), Plasmamembran (PM) und &uf3erer und innerer Plagues
(ODP und IDP). (B) Molekulare Komposition der Desmosomen. Desmocollin (DSC),
Desmoglein (DSG), Plakoglobin (PG), Plakophilin (PKP), Desmoplakin (DSP),
Intermediarfilament (IF); modifiziert nach (Getsios et al, 2004).

1.3. Zell-Zell-Kontakte der Kardiomyozyten

Die Struktur der Herzmuskulatur vereinigt in sich sowohl Eigenschaften der Skelettmuskulatur als auch
Eigenschaften, die von der glatten Muskulatur bekannt sind: Sie hat beispielsweise wie die
Skelettmuskulatur mittelstdndige Zellkerne. Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten) enthalten im
Regelfall einen oder zwei Kerne pro Zelle, das heift, sie stellen nur unter funktionellen Gesichtspunkten
ein Synzytium dar. Mit der Skelettmuskulatur gemeinsam hat die Herzmuskulatur ihren regelmagigen
Aufbau aus speziellen quergestreiften Muskelfasern und das System des schnellen Kalziumionen-
Einstroms durch Diaden (bei Skelettmuskulatur Triaden) von endstdndigen Zisternen des
Sarkoplasmatischen Retikulums und T-Tubuli der Zellmembran. Dieser Aufbau ist fir die
Synchronisation der schnellen und kraftvollen Kontraktion unabdingbar und unterscheidet die Herz- und

Skelettmuskulatur wesentlich von der glatten Muskulatur. Besonderheiten sind die Verzweigung und
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die  Verbindung der einzelnen  Kardiomyozyten Uber  Glanzstreifen,  wohingegen
Skelettmuskelvorlauferzellen wahrend der S&ugerembryonalentwicklung zu echten mehrkernigen
Synzytien verschmelzen und somit lange Muskelfasern ausbilden. Die Glanzstreifen (Intercalated Discs)
enthalten zur Impulstbertragung Gap-Junctions und zur Stabilisierung des Zellverbands und
Kraftiibertragung Desmosomen (Maculae adhaerentes) sowie Adhdrenz-Verbindungen (Fasciae
adhaerentes). Neue molekulare Untersuchungen der Glanzstreifen zeigen, dass typische desmosomale
und Adharenzverbindungs-Proteine (im Gegensatz zu deren jeweiligen Lokalisationen in Epithelien)
zwischen  Sauger-Herzmuskelzellen nicht getrennt auftreten und somit herzspezifische
Adhasionskontakte eines komplexen Mischtyps (Area composita) vorherrschen. Die Area composita
gewahrleistet durch die mechanische Kopplung der Kardiomyozyten sowie die schnelle
Reizweiterleitung Uber das gesamte Herz die koordinierte Kopplung der Erregung und Kontraktion
(Bernstein and Morley, 2006).

Pieperhoff et al. konnten durch Immunfluoreszenz- und Elektronenmikroskopie-Analysen zeigen, dass
die Ausbildung der Glanzstreifen bzw. der Area composita erst relativ spat, namlich erst in der
postnatalen Entwicklung abgeschlossen ist. In der Herzentwicklung bilden sich Desmosomen und
Adharenzverbindungen bereits in der Mitte der Schwangerschaft aus, liegen aber bis zur Geburt als
eigenstandige rdumlich voneinander getrennte Komplexe vor (Pieperhoff and Franke, 2007). Warum in
Kardiomyozyten im Gegensatz zu Epithelien die unterschiedlichen Zell-Zell-Kontakte gemischt
vorliegen ist unbekannt. Genauso unverstanden ist, weshalb die Area composita erst postnatal
ausgebildet wird und im Alter progressiv zunehmen. Kardiomyozyten bilden im Gegensatz zu
Skelettmuskelzellen nur ein funktionelles Synzytium aus. Daher haben die kardialen Zellkontakte fur
die Integritdit des Herzens eine elementare Bedeutung. Zell-Zell-Kontakte befinden sich in

. P Kollagen
Kardiomyozyten ausschlielich an den ’

, <€— Laminin

S Sarcoglycan/
Sarcospan-
Complex

longitudinalen Enden, den Glanzstreifen.
Auf der lateralen Seite dagegen adhérieren
Herzmuskelzellen an ihre Umgebung Uber —.
Zell-Matrix-Kontakte. ~ Diese  beiden ‘; o) T
Strukturen sind  essenziell fur die N, | Soeeg 845 < Dystrobrevin
Ubertragung der in den Sarkomeren
erzeugten Kontraktionskraft. Costamere
sind submembrandse Strukturen, die Uber
das Zytoskelett mit der Z-Scheibe der
Sarkomere verbunden sind. Uber sie werden Sarkomer

die Kontraktionskraft-induzierten

Scherkréfte an die ECM weitergeleitet. Die
Abbildung 6: Dystrophin-Glykoprotein-Komplex.
Schematische Darstellung des Dystrophin-Glykoprotein-
und den Dystrophin-Glykoprotein-Komplex Komplexes. Abbildung modifiziert nach (Barnabai 2011).

laterale Adhasion wird dabei tber Integrine
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(DGC) vermittelt. Das ECM-Protein Laminin ist mit dem DGC (ber Dystroglycan verbunden. Das
intrazellulére 427kDa groRe Dystroglycan-bindende Dystrophin ist einerseits Uber Dystrobrevin mit
Desmin und andererseits tber die aminoterminale Aktin-Binde-Domane mit F-Aktin verknupft. Des
Weiteren bindet das 58kDa grofie Syntrophin an Dystrophin, welches als Adapter fiir Signalmolekiile
fungieren kann. Stabilisiert wird der gesamte DGC durch den Sarcoglycan/Sarcospan-Komplex (Abb.6)
(Barnabei, 2011; Lapidos et al., 2004). Die extrazelluldre Matrix der Herzmuskulatur, die die einzelnen
Kardiomyozyten umgibt, wird als Interstitium bezeichnet, deren Kollagenmatrix (Kollagen I und I11)
eine kritische Rolle fiir die Funktionsfahigkeit und -erhaltung darstellt (Pelouch et al., 1993; Weber,
1989). Die kollagene, extrazellulare Matrix des Interstitiums verbindet die einzelnen Kardiomyozyten
miteinander und dient so als Geriist und Krafttransmitter. Des Weiteren gibt sie dem Myokard einen
optimalen Schutz gegen die starken Zugbelastungen, die wahrend des Zyklus von Diastole und Systole
auftreten konnen. Neben diesen Funktionen stellt das Interstitium auch Gerlist und Schutz fur die
Vaskularisierung und Innervierung des Myokards dar (Weber, 1989).

Bisher wurden Erkenntnisse tber die Rolle und Funktion der Desmosomen und deren Komponenten
vorwiegend in Zellkulturexperimenten mit epithelialen Zelllinien gewonnen. Desmosomen
unterscheiden sich von allen anderen Zellkontakten aufgrund ihrer Eigenschaft einen starken, adhéasiven
Zustand (Hyperadhasion) zu erlangen. Dies ermdglicht die Aufrechterhaltung der Zell-Zell-Kontakte
unabhéngig vom sonst fiir die Adhésion unverzichtbaren extrazellularen Ca2*. In Zellkultur-Versuchen
mit Epithelzellen konnte gezeigt werden, dass dieser hyperadhdsive Zustand bei Reparaturprozessen
zurtick in den kalziumabhdangigen Zustand wechseln kann (Garrod et al., 2005). Modifiziert wird die
Adhasivitat vermutlich durch Phosphorylierung der Cadherine durch die Protein-Kinase-Ca (PKCa)
(Thomason et al., 2010).

Der Zusammenbau neuer Desmosomen wurde mittels Zeitrafferanalysen von Fluoreszenz-markierten
DSP-Proteinen in Epithelzellen analysiert. Innerhalb der ersten drei Minuten erschien DSP punktuell an
einer neugebildeten Zellgrenze. Nach weiteren 15 Minuten kolokalisierten erstmals PKP2 und DSP im
Zytoplasma. Anschlieend verankerte sich dieser Komplex an die Zellmembran (Godsel et al., 2005).
Essenziell fur den Einbau von DSP in das Desmosom ist die spezifische Phosphorylierung von DSP an
Position S2849 durch die Serin/Threonin-Kinase PKCa. Die Phosphorylierung von DSP erfolgt jedoch
nur in Anwesenheit von PKP2. Demnach fungiert PKP2 als Linkerprotein zwischen DSP und PKCa
und ist wichtig fir den Einbau von DSP und die daran assoziierten IFs (Bass-Zubek et al., 2008).
Transfektionsxperimente  mit  humanen HT-1080 SL1 Zellen bestatigten, dass die
Desmosomenformation direkt von der Expression von PKP2 abhadngt (Koeser et al., 2003).
Neusynthetisierte desmosomale Komponenten erreichen auf zwei unterschiedlichen Wegen den Zell-
Zell-Kontakt. Wahrend die zytosolischen Proteine DSP, PKP2 und PG (ber das Aktinfilamentsystem
zur Membran gelangen (Green et al., 2010), werden DSG2 und DSC2 mittels Kinesinen tber das
mikrotubuldre Zytoskelett zur Membran transportiert (Nekrasova et al., 2011). In welcher Reihenfolge

und durch welchen Mechanismus die anderen desmosomalen Proteine zur Zellmembran gelangen und
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eingebaut werden ist bis heute unverstanden. Dafir sind, genauso wie zur Aufklarung der Halbwertzeit
der Komponenten, weiterfihrende Experimente notig. Die Degradation des Desmosoms erfolgt in
Epithelien durch die vollstandige Internalisierung des Desmosoms inklusive der Plaques und eines Teils
des Zytoplasmas der benachbarten Zelle als Ganzes (Garrod et al., 2005). Inwieweit sich die
Erkenntnisse aus epithelialen Zellkulturexperimenten auf die Funktion der Desmosomen im adulten
Herz ubertragen lassen ist unklar. Die molekulare Komposition der Desmosomen ist abhéngig vom
jeweiligen Gewebe. In Kardiomyozyten bestehen die Desmosomen aus den Proteinen DSG2, DSC2,
PG, PKP2 und DSP (Abb.7) (Garrod and Chidgey, 2008; Green and Simpson, 2007).

1.3.1. Die desmosomalen Cadherine Demoglein-2 und Desmocollin-2

Desmosomale Cadherine (Abb.7C) weisen sowohl untereinander als auch zu den klassischen
Cadherinen eine 30%ige Homologie auf. DSG2 (~122kDa) und DSC2 (~100kDa) verfiigen (ber finf
extrazellulare Domanen (EC), die homo- und heterophile Verbindungen mit den Cadherinen der
benachbarten Zelle eingehen kdnnen (Syed et al., 2002). Die ersten vier ECs (EC1-4) enthalten
Cadherin-spezifische Ca?*-bindende homologe Wiederholungsmotive, die die Zelladhasion vermitteln.
Es schlieRen sich eine extrazelluldre, transmembrantse und eine intrazelluldre Ankerdomane an. Im
Gegensatz zu DSG2 existieren von DSC2 zwei alternative Spleiformen, a und b. Das kiirzere DSC2b
entsteht durch die Insertion eines kleinen Exons, das ein Stoppkodon enthélt. Dadurch fehlt DSC2b
anders als DSC2a und DSG2 ein intrazellulares Cadherin-typisches Segment Uber das PG gebunden
werden kann. Bei DSG2 schlief3t sich eine Prolin-reiche Linkerdomdne an, (iber die Interaktionen mit
PG, DSP, PKP1 und DSC1 erfolgen (Kami et al., 2009).

1.3.2. Armadilloproteine

Die Armadilloproteine stellen wichtige strukturelle Komponenten der Desmosomen dar, da sie als
sogenannte Linkerproteine die Interaktion von Desmoplakin mit den desmosomalen Cadherinen
vermitteln. Sie sind durch eine fur alle Armadilloproteine kennzeichnende zentrale arm repeat Doméane
charakterisiert, welche aus einer variablen Anzahl eines 42 Aminoséure langen Wiederholungsmotivs

zusammengesetzt ist (Abb.7B).

1.3.2.1.Plakoglobin

Das 86 kDa grolRe Plakoglobin ist das am besten charakterisierte Armadilloprotein. PG, auch bekannt
unter der Bezeichnung ¥-Catenin, besitzt 12 Armadillo-Wiederholungsmotive und zeigt eine grofe
Homologie zu B-Catenin (Chitaev et al., 1996; Witcher et al., 1996). Es ist als einziges desmosomales

Protein ein konstitutiver Bestandteil sowohl der Desmosomen, als auch der Adhdrenzverbindungen
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(Cowin et al., 1986). In den Adhérenzverbindungen fungiert Plakoglobin als Bindeglied zwischen den
klassischen Cadherinen und dem Aktin-Zytoskelett. Die Bindungsaffinitat von Plakoglobin zu N- bzw.
E-Cadherin ist jedoch weitaus geringer als zu den desmosomalen Cadherinen. Dabei konnte die starkste
Interaktion zwischen Plakoglobin und Desmoglein und eine etwas schwéchere Assoziation zu
Desmocollin nachgewiesen werden (Chitaev et al., 1996). Sowohl B-Catenin als auch Plakoglobin
fungieren als Regulatoren der T-Zell-Faktor (TCF)-Familie von Transkriptionsfaktoren und
Modulatoren des Wnt-Signalwegs (Chien et al., 2009; Huelsken and Behrens, 2002).

A Desmoplakin Tail
(e M 3OO0 o
\/ GSR
( Head H ra  Ka)>() (XD o
GSR

B Armadillo proteins o

TP 00009003000 T PG

Tail

PKP2a
Tail
PKP2b
C Desmosomal cadherins
CII\R ™ Dsc2a
((Ect[ecee] cs [Eca ea ]
Dsc2b
CAR
(ec1 [ ec2 [eca[ eca]ea | [ 1a | wes | [[]][]]omo] Dsg2

Abbildung 7: Struktur der desmosomalen Proteine. (A) Desmoplakin: Dargestellt sind die beiden
Desmoplakin Isoformen. Plakin-Wiederholungsdoméanen (A, B, C), Glycin-Serin-Arginin reiche Doméane
(GSR). (B) Armadillo Proteine: Plakoglobin (PG) mit 12 Armadillodoménen. Die beiden Plakophilin
Isoformen mit 9 Armadillodoméanen Zwischen 5 und 6 mit einem Insert (gestrichelte Box). PKP2b weist zu
PKP2a ein 44 Aminoséure grof3es Insert zwischen Armadillodoméne 2 und 3 auf. (C) Desmosomale
Cadherine: Die Zelladhasion Erkennungsstelle (CAR) vermittelt die adhasive Funktion. Desmocollin-2a
(DSC2a) und Desmoglein-2 weisen an in der zytoplasmatischen Region eine interzellulare Cadherin-
ahnliche Sequenz auf (ICS), Extrazellulare Cadherindoméanen, (EC1-4), extrazellularer Ankerdomane
(EA), Transmembrandoméne (TM), intrazellularer Anker (IA), interzellulare Cadherin-ahnliche Sequenz
(ICS), intrazellular Prolin-reicher Linker (IPL), Wiederholungsdoméne (WD); Desmoglein terminale
Domane (DTD). Die nicht maf3stabsgetreue Abbildung ist modifiziert nach (Garrod and Chidgey, 2008).

1.3.2.2.Plakophilin-2

Die ebenfalls zu den Armadilloproteinen gehorende Gruppe der Plakophiline sind als einzige
,Junction“-Proteine basisch. Sie enthalten 9 Armadillo-Motive, die von einem langen N-Terminus mit
einer konservierten Head-Domane (homology region, HR) und einem kurzen C-Terminus begrenzt

werden (Choi and Weis, 2005; Hatzfeld, 2007). An den N-Terminus kénnen desmosomale Cadherine,
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PG und DSP binden. Die Plakophilinfamilie umfasst 3 Mitglieder (PKP1-3) mit insgesamt 5
Spleivarianten. Von PKP1 und PKP2 existieren jeweils eine kiirzere ,,a“-Form und eine langere ,,b*-
Form, die sich durch die Insertion von 21 Aminosauren zwischen Armadillo-Motiv 3 und 4 (PKP1) bzw.
von 44 Aminoséuren zwischen Motiv 2 und 3 (PKP2) unterscheiden (Mertens et al., 1996; Schmidt et
al., 1997). Alle drei Plakophiline weisen ein gewebespezifisches und differenzierungsabhangiges
Expressionsmuster auf, wobei PKP2 (MW: 97 kDa) das am weitesten verbreitete Plakophilin ist. Es
kommt in den Desmosomen einfacher Epithelien, der Basalschicht mehrschichtiger Epithelien, aber
auch in Geweben wie den Lymphknoten, der Leber oder dem Herzmuskel vor (Mertens, 1996; Mertens,
1999). Im Gegensatz zu allen anderen PKP2-haltigen Geweben ist PKP2a in Kardiomyozyten die
dominant exprimierte Isoform. Der funktionelle Unterschied zwischen den beiden Spleil3varianten ist
nicht bekannt (Gandjbakhch et al., 2011). PKP1 und PKP3 hingegen werden lberwiegend epithelial
exprimiert. Wahrend PKP1 suprabasal hauptséchlich in den Desmosomen der Koérner- und
Stachelschicht mehrschichtiger Epithelien zu finden ist, ist PKP3 auch ein Bestandteil der Desmosomen
einfacher epithelialer Gewebe. In komplexen Epithelien, wie der Epidermis, zeigt PKP3 eine
einheitliche Expression und ist in allen Zellschichten gleich stark vertreten (Schmidt et al., 1999;
Schmidt et al., 1997). Muiller et al. beobachteten in einer Fibroblasten-Zelllinie die Translokalisation
von PKP2 in den Zellkern. Sie konnten zeigen, dass infolge einer Phosphorylierung durch
MAP/Microtubule-Affinity-Regulating-Kinase-3 (MARKS oder CTAK1) PKP2 an das Adapterprotein
14-3-3 binden kann und in den Zellkern transportiert wird (Muller et al., 2003). Dort kann PKP2 mit
RPC155, der grofiten Untereinheit des RNA-Polymerase-111-Holoenzyms, interagieren.

Welche Funktion diese Interaktion ausubt ist bisher allerdings ungeklart (Mertens et al., 2001). In
neonatalen Rattenkardiomyozyten konnte mittels MicroRNA-Knockdown-Untersuchungen gezeigt
werden, dass Pkp2 an der Reizweiterleitung beteiligt ist (Sato et al., 2011; Sato et al., 2009). In dieser
in-vitro-Studie beeinflusste Pkp2 die Expression und Funktion des fir die lonenkandle Connexin43 und

den Natriumkanal Nav1.5 wichtigen Strukturproteins AnkyrinG.

1.3.3. Desmoplakin

Sowohl die Plakophiline als auch Plakoglobin sind mit den im &ufReren und inneren Plaque liegenden
Plakinen assoziiert, welche die Anbindung der Intermediérfilamente an den transmembranen Komplex
vermitteln. Desmoplakin (DSP) ist das einzige in den Desmosomen vorkommende Protein der
Plakinfamilie (Desmoplakin, Envoplakin, Periplakin und Plectin), das in allen Desmosomen exprimiert
ist. Es ist essenziell fur die Formation dieser adhasiven Zellverbindungen und fur die Organisation des
Zytoskeletts. Desmoplakin wird in zwei SpleilRformen exprimiert, DSPI (MW 250 kDa) und DSPII
(MW 215 kDa). Beide Isoformen liegen als Homodimere vor. Aufgebaut ist DSP aus der N-terminalen
Plakindoméne, gefolgt von einer zentralen gewundenen Stabdomane und dem C-Terminus, der aus drei
homologen Plakin-Repeat-Doménen (PRD) und einer Glycin-Serin-Arginin-reichen Region besteht

(Sonnenberg and Liem, 2007). Uber die PRDs ist DSP direkt mit den Intermediarfilamenten verbunden
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(Fontao et al., 2003). Je nach Zelltyp sind so Keratinfilamente (epitheliale Zellen), Desminfilamente
(Kardiomyozyten) oder Vimentin-Intermediarfilamente (mesenchymale Zellen) mit den Desmosomen
verbunden. Durch Phosphorylierung von S2849 stromabwarts der PRDs wird diese Bindungsaffinitét
herabgesetzt (Stappenbeck et al., 1994). Die Plakin-Domane ist charakterisiert durch einen hohen Anteil
an o-Helizes (Jefferson et al., 2007; Jefferson et al., 2004), uber die DSP mit den PKPs und PG
verbunden ist (Bornslaeger et al., 2001; Kowalczyk et al., 1997). Die gewundene Stabdomane enthalt
wiederholte Heptad-Domanen zur Bildung von Homodimeren (Abb.7A).

1.4. Mausmodelle der herzspezifischen desmosomalen Proteine

Die meisten Erkenntnisse iber Desmosomen und deren Bestandteile wurden in Zellkulturexperimenten
gewonnen. Diese haben jedoch den Nachteil, dass dort hdmodynamische, humorale sowie mechanische
Einflisse kaum zum Tragen kommen. Um die Rolle der desmosomalen Proteine unter physiologischen
Bedingungen zu charakterisieren, verwendeten eine Reihe von Arbeitsgruppen gentechnisch veranderte
Tiermodelle. Fur Dsg2, Pg, Pkp2 und Dsp wurden bereits klassische Knockout-Mausmodelle etabliert
und untersucht. Homozygote Dsg2-Knockout-Mause versterben bereits, bevor im Trophoblast
desmosomale Strukturen nachweisbar sind (Eshkind et al., 2002). Pg-defiziente Mduse sind aufgrund
ventrikuldrer Rupturen zwischen Embryonaltag 12,5 (E12.5) und der Geburt letal. Dabei wurden eine
reduzierte Anzahl und eine defekte Struktur der Desmosomen beobachtet (Bierkamp et al., 1996; Ruiz
et al., 1996). Klassische Dsp-defiziente Méause Uberlebten nicht langer als E6.5 aufgrund eines
fehlgebildeten Eizylinders (Gallicano et al., 1998). Durch tetraploide Rettungsexperimente verstarben
homozygote Dsp”-Embryos erst kurz nach der Gastrulation durch Defekte im Herzmuskel und im
Hautepithel (Gallicano et al., 2001). Der Verlust von Pkp2 im klassischen, murinen Knockout-Modell
fihrt zur embryonalen Letalitdit zwischen E10.5-E11. Wahrscheinliche Ursache dafiir ist eine
Verénderung der Herzmorphologie und eine gestdrte Blutversorgung. In Abwesenheit von Pkp2 ist Dsp
nicht an den Zell-Zell-Verbindungen gebunden und akkumuliert im Zytoplasma (Grossmann et al.,
2004). Heterozygote Pkp2*~Mause unterscheiden sich nicht von den wildtypischen Wurfgeschwistern.
Nach einer Flecainid-induzierten Blockade des Natriumstroms entwickelten diese allerdings im
Gegensatz zu ihren Wildtypgeschwistern ventrikulare Arrhythmien (Cerrone et al., 2012).

Zur Uberwindung der embryonalen Letalitat und zur gewebespezifischen Funktionsanalyse wurden fiir
Dsg2, Dsp und Pg konditionelle Knockout-Modell generiert. In der konditionellen Dsg2-Knockout-
Maus werden infolge der Verpaarung mit Cre-Rekombinase exprimierenden Mdausen Exon 4-6
ausgeschnitten, ohne einen Frameshift zu induzieren. Demzufolge fehlen dem mutierten Dsg2-Protein
wesentliche Teile von den ersten beiden extrazellularen Cadherin-Domanen. Von den konstitutiv
deletierten Dsg2”"-Mausen versterben zwei Drittel wahrend der intrauterinen Entwicklung. Das andere
Drittel wird scheinbar gesund geboren. 14 Tage nach der Geburt entwickeln diese Tiere eine dilatative

Kardiomyopathie. Die Kardiomyozyten der Dsg2”-Méause zeigen eine Kalzifizierende Nekrose. Die
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zugrunde gegangenen Herzzellen werden progressiv durch fibrotisches Gewebe ersetzt (Krusche et al.,
2011). Die hautspezifische Ablation von Dsp wirkte sich nur geringfugig auf die Struktur der
Desmosomen aus. Jedoch verursachte die fehlende Verbindung mit dem zytoskelettalen
Intermediérfilament-System eine verstarkte Hautfragilitdt (Vasioukhin et al., 2001). Die
herzspezifische, embryonale Deletion von Dsp flhrte zur embryonalen Letalitat zwischen E10 und E12.
Einige dieser Tiere uUberlebten bis nach der Geburt, verstarben aber innerhalb der ersten zwei Wochen
an einer progressiven Herzinsuffizienz, die mit ventrikularen Arrhythmien einherging. Die Dsp-
defizienten Mé&use zeigten eine Suppression des kanonischen Wnt/p-Catenin-Signalwegs sowie eine
erhohte Kardiomyozyten-Apoptose und deren Ersatz durch fibrotisches und adipdses Gewebe (Garcia-
Gras et al., 2006). Die herzspezifisch-induzierbaren Pg-Knockout Mause tiberlebten mehr als 20 Monate
nach Beginn der Pg-Ablation. Zwei Monate nach Induktion des Knockouts wiesen die Knockout-Mause
kardiale Dysfunktionen auf. Histologische Analysen dokumentierten einen progressiven
Kardiomyozytenverlust, Infiltrationen von inflammatorischen Zellen und eine signifikante
Fibrosierung. AuRerdem zeigten die Pg”-Herzen eine Reduktion desmosomaler Proteine an den
Glanzstreifen und eine veranderte Ultrastruktur der Desmosomen (Li et al., 2011a; Li et al., 2011b).

Zusammengenommen zeigen diese in-vivo-Untersuchungen die Bedeutung der Desmosomen fiir die
kardiale Herzentwicklung und Funktion. Ruckschliusse auf deren Rolle in terminal-differenzierten

Kardiomyozyten lassen sich jedoch nicht ziehen.

1.5. Desmosomal bedingte Erkrankungen

Mutationen in desmosomalen Genen flihren zu einer ganzen Bandbreite von humanen Erkrankungen.
Aufgrund ihrer primar stabilisierenden Funktion sind Desmosomen essenziell fir die Aufrechterhaltung
der strukturellen Integritét differenzierter, mechanisch stark beanspruchter Gewebe. Dies zeigt sich in
desmosomalen Erkrankungen, die (iberwiegend die Haut und das Herz betreffen.

Die autoimmunen Hauterkrankungen Pemphigus Vulgaris (PV) und Pemphigus Foliaceus (PF) sind
charakterisiert durch den Verlust der Zell-Zell-Kontakte von Keratinozyten (Akantholyse) und der
Formation von Blasen in der Epidermis (in PV) oder in den Schleimhduten (in PF) (Payne et al., 2004).
Die Ziele der korpereigenen Antikorper sind DSG3 (in PV) (Amagai et al., 1991) bzw. DSGL1 (in PF)
(Ishii et al., 1997). Die unterschiedlichen Pathogenesemuster reflektieren die Verteilung und Expression
der DSGs in den Hautschichten (Shirakata et al., 1998). Der Mechanismus des Antikdérper-induzierten
Verlusts der Zelladhdsion ist bis heute nicht aufgeklart und Gegenstand kontroverser Diskussionen
(Brooke et al., 2012).

Die Infektionskrankheiten Bullous Impetigo und Staphylococcal Scalded Skin Syndrome betreffen
uberwiegend Kinder unter 5 Jahren und immungeschwachte Erwachsene (Nishifuji et al., 2008). Dabei
zeigen Patienten nach Befall mit pathogenen Staphylococcus aureus Bakterien die gleichen klinischen

Symptome wie Menschen mit PF, da hier ebenfalls DSG1 betroffen ist. Die von den Bakterien



Einleitung 16

gebildeten Glutamat-spezifischen Serinproteasen schneiden spezifisch eine einzelne Peptidverbindung
in der extrazellularen Domane von DSG1, was zur Akantholyse fuhrt (Hanakawa et al., 2002).

Wie wenig von der Funktion der Desmosomen und von der Interaktion der Komponenten untereinander
und mit anderen Zellkompartimenten bekannt ist, wird durch die auf Mutationen in desmosomalen
Genen basierende grofle Anzahl genetischer Erkrankungen wiedergespiegelt. Unterschiedliche
Mutationen resultieren in Haut- und/oder Herzerkrankungen mit oder ohne Auswirkungen auf die Haare.
Mutationen, die zum Verlust von DSG4 fiihren, sind fiir Stérungen der Haarfollikeldifferenzierung
verantwortlich (Kljuic et al., 2003). DSG1-Haploinsuffizienz resultiert in palmoplantare Keratoderma
(PPK), eine Erkrankung die durch eine starke Verhornung der Sohlen und Handinnenflachen gezeichnet
ist (Rickman et al., 1999). Menschen mit homozygoten Mutationen in PG weisen das Naxos-Syndrom
auf (McKoy et al., 2000). Neben PPK und wollenem Haar entwickeln die Patienten die Arrhythmogene
Rechtsventrikulare Kardiomyopathie (ARVC), die spater ndher betrachtet wird. Einige Loss-of-
function-Mutationen in PG fiihren zu Hautfragilitdt, PPK und wollenem Haar ohne Anzeichen einer
Kardiomyopathie (Cabral et al., 2010). Eine kiirzlich erschienene Studie beschreibt eine rezessive PG-
Mutation in einem Patienten mit PPK, ARV C und vollstdndigen Haarausfall (Erken et al., 2011). Pigors
et al. berichteten Uber eine letale Erkrankung, die auf einer Nonsense-Mutation in PG basiert. Dies
resultiert in eine angeborene Hautfragilitat mit Epidermolyse und transkutanaischem Flussigkeitsverlust
bei normaler Herzfunktion (Pigors et al., 2011). Eine DSP-Haploinsuffizienz verursacht PPK
(Armstrong et al., 1999).

Zusammengesetzte heterozygote aminoterminale Missense-Mutationen mit carboxyterminalen
Nonsense-Mutationen in DSP flihren zu PPK, Hautfragilitdt und wollenem Haar, oder kompletten
Haarverlust mit oder ohne Erkrankung des Herzens (Norgett et al., 2000; Whittock et al., 2002). Am
carboxyterminalen Ende trunkiertes DSP verursacht die Akantholytische Epidermolysis Bullosa. Diese
letale Erkrankung zeichnet sich durch totalen Haarausfall, Verlust der N&gel und transkutanem
Flussigkeitsverlust aufgrund umfangreicher Hauterosionen aus (Jonkman et al., 2005). Verschiedene
Mutationen in PKP1 resultieren in das Ektodermale Dysplasie Hautfragilitat Syndrom, eine Erkrankung
die mit Fehlbildungen der Haare, Néagel, Zdhne und/oder Haut einhergeht (Ersoy-Evans et al., 2006;
Pieperhoff et al., 2010).

Diese Beispiele zeigen das weite Spektrum an Syndromen, die auf Mutationen in desmosomalen Genen
bzw. auf desmosomalen Komponenten als Antigen-Ziel basieren. Allen gemeinsam ist ein
Hautphénotyp. Einzige bisher bekannte Ausnahme ist die ARVC, eine ausschliellich das Herz
betreffende Erkrankung. Interessanterweise wurden in allen kardial exprimierten, desmosomalen Genen
(DSP, PKP2, PG, DSG2 und DSC2) Mutationen in ARV C-Patienten identifiziert (Green and Simpson,
2007). Bei der ARVC handelt es sich um eine meist autosomal-dominant vererbte Kardiomyopathie mit
variabler Penetranz, die besonders in jungen Menschen und Sportlern (Corrado et al., 1990; Thiene et
al., 1988) meist zu Arrhythmien, Herzinsuffizienz und/oder plotzlichem Herztod fuhrt. Klinische

Manifestationen sind Vergroferung und Dysfunktion des rechten Ventrikels, Ersetzung von
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Kardiomyozyten durch fibrotisches und adiposes Gewebe, die primar den rechten aber im
Krankheitsverlauf auch den linken Ventrikel betreffen und charakteristische elektrokardiographische
Anomalien mit primarem Ursprung im rechten Ventrikel (Murray, 2012) (Abb.8). Unglucklicherweise
ist der plétzliche Herztod in 20-50% der Indexpatienten die erste klinische Manifestation (Dalal et al.,
2005; Hamid et al., 2002; Nava et al., 2000). Insgesamt ist ARVC die Ursache fir bis zu 20% aller
plotzlicher Herztodesfélle. Unter Sportlern scheint diese Zahl sogar noch héher zu sein (Corrado et al.,
1990; Tabib et al., 2003; Thiene et al., 1988). Die Schatzungen der Pravalenz in der Gesamtbevélkerung
liegen zwischen 1:2000 bis 1:5000 (Basso et al., 2009), wobei die tatsachliche Zahl aufgrund der nicht
identifizierten bzw. falsch klassifizierten Falle wahrscheinlich sogar bei 1:1000 liegt (Pankuweit et al.,
C
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Abbildung 8: Charakteristische Befunde der ARVC. (A)
““|Schematische Darstellung des Herzens eines ARVC-
Patienten (B) Substitution des Myokards (rot) durch
ibrotisches (blau) und adiposes (weil) Gewebe;
vorwiegend im rechten Ventrikel. (C) Charakteristische
«|elektrokardiographische Anomalien. (A) und (B) modifiziert
nach www.medscape.com. (C) modifiziert nach www.kg-
. lekgpress.com

2009; Sen-Chowdhry et al., 2010a). Lange Zeit wurde vermutet, dass Ménner haufiger als Frauen von
der ARVC betroffen sind (Basso et al., 2009). Studien in den USA zeigen allerdings keinen Unterschied
zwischen den Geschlechtern (Dalal et al., 2005). Daher wird vermutet, dass diese Differenz vielmehr
durch sportliche und physische Aktivitaten als durch geschlechtsspezifische Unterschiede hervorgerufen
wird (Murray, 2012). Die Diagnose der ARVC beruht auf den 1994 von einer internationalen Task-
Force erstellten und im Jahr 2010 modifizierten Kriterien (Marcus et al., 2010; McKenna et al., 1994).
Die Diagnosekriterien sind in sechs Kategorien unterteilt: Strukturelle Veranderungen wie eine
eingeschrénkte Rechtsherzfunktion werden mittels Echokardiographie oder Magnetresonanz detektiert.
Histopathologische Auffélligkeiten wie eine fibrose Umbildung des rechtsventrikuldren Myokards der
freien Wand bei geschéatzt weniger als 50% residueller Kardiomyozyten werden in Biopsien analysiert.
Mittels Elektrokardiographie werden die Patienten auf Vorkommen von Re- (Inversion der T-Welle)
und Depolarisationsstorungen (Epsilon-Wellen) sowie Arrhythmien untersucht. Ebenso ist die
Familienanamnese ein wichtiges Diagnosekriterium. Der Verlauf der ARVC wird in 4 Phasen unterteilt:
In der frihen asymptomatischen Phase kann es dennoch zum Auftreten von Arrhythmien und
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plétzlichem Herztod kommen. In der zweiten Phase treten symptomatische Arrhythmien auf, die zu
Palpitationen, Synkopen und plotzlichen Herztod fihren. Die dritte Phase zeichnet sich durch eine
Rechtsherzinsuffizienz  bei erhaltener linksventrikuldrer Funktion aus. Die biventrikulére
Herzinsuffizienz der vierten Phase wird hdufig mit einer dilatativen Kardiomyopathie verwechselt
(Saguner, 2011). Die friihe asymptomatische Phase und die sehr variable Penetranz, auch zwischen nah
verwandten Personen, erschweren die Diagnose der ARVC erheblich. So wird seit 2010 auch ein
genetisches Screening bei Patienten mit einem ARVC-Verdacht empfohlen und eine detektierte
Mutation in einem ARVC-Gen gilt als Hauptkriterium.

Die Behandlungsmdglichkeiten der ARVC sind sehr limitiert. In Nordamerika erhalten 77% der
Patienten mit diagnostizierter ARVC einen implantierbaren Kardioverter/Defibrillator (ICD) (Marcus
et al., 2009). Die Hohe der durch diese Therapie geretteten Leben scheint jedoch Ubertrieben zu sein, da
die meisten Patienten eine normale Linksherzfunktion aufweisen und damit anhaltende ventrikulére
Tachyarrhythmien tolerieren kénnen (Marcus and Abidov, 2012). Neben der Empfehlung der
Vermeidung grolRerer kdrperlicher Anstrengungen werden Patienten bisher nur mit antiarrhythmischen
Medikamenten wie Betablockern, Sotalol oder Amiodaron behandelt. Diese Medikamente haben aber
keinen Einfluss auf die Mortalitatsrate (Smith, 2011).

Die ARVC wurde erstmals 1978 in der Gruppe von Guy Fontaine beschrieben (Frank et al., 1978).
Eingefihrt wurde die ARVC dabei als rechtsventrikuldre Dysplasie, da eine Entwicklungsstérung als
Ursache vermutet wurde. Weil klinische und morphologische Untersuchungen keine strukturellen
Geburtsdefekte zeigten, erfolgte eine Umbenennung in rechtsventrikuldre Kardiomyopathie (Thiene et
al.,, 1988). Mit der Erkenntnis, dass ventrikuldre Arrhythmien die vorherrschende Kklinische
Manifestation dieser Erkrankung sind, erfolgte die abermalige Umbenennung zu ARVC (McKenna et
al., 1994). Heutzutage ist bekannt, dass strukturelle Defekte nicht nur auf die rechten Ventrikel
beschrénkt sind. Es wurden sogar Uber Falle mit biventrikuldaren und linksventrikul&r-dominanten
Formen berichtet (Basso et al., 2009; Sen-Chowdhry et al., 2010b). Daraufhin erfolgten kurzlich
Vorschlage zur Umbenennung der ARVC in Arrhythmogene Kardiomyopathie (Basso et al., 2012) bzw.
Arrhythmogene Ventrikulére Kardiomyopathie (Jacoby and McKenna, 2012). Im Bewusstsein dieser
aktuellen Diskussion und der Beteiligung des linken Ventrikels wird diese Erkrankung in dieser Arbeit
jedoch weiterhin als ARVC bezeichnet.

Erst nach Evaluierung der ARVC-Diagnosekriterien im Jahr 1994 wurde der erste Chromosomenlokus
durch Kopplungsanalysen identifiziert (Rampazzo et al., 1994). Seitdem wurden zwo6lf ARVC-Loki
(ARVC1 bis 12) bestimmt, wobei durch genetische Analysen bisher 9 Kandidatengene gefunden wurden
(Tab.1). Keine Kandidatengene wurden bisher fir ARVC1 (Chromosomenlokus 14g12-22) (Severini et
al., 1996), ARVC6 (10p12-p14) (Li et al., 2000) und ARVC7 (10g22) (Melberg et al., 1999) entdeckt.
Als erstes Krankheitsgen wurde PG in Patienten mit der ARV C-assoziierten Naxos-Krankheit im Jahr
2000 determiniert. Diese Entdeckung initiierte die Suche nach ARVC-induzierenden Mutationen in

weiteren desmosomalen Genen. Norgett et al. entdeckte eine autosomal-rezessive Mutation in DSP in
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einer weiteren kardiokutanen ARV C-assoziierten Erkrankung, dem Carvajal-Syndrom (Norgett et al.,
2000). Seitdem wurden autosomal-dominante Mutationen ohne begleitendes kutanes Syndrom in allen
herzspezifischen, desmosomalen Genen identifiziert: DSP (Rampazzo et al., 2002), PKP2 (Gerull et al.,
2004), DSG2 (Pilichou et al., 2006), DSC2 (Heuser et al., 2006; Syrris et al., 2006) und PG (Asimaki et
al., 2007). In seltenen Féllen wurden auch rezessive Mutationen in PKP2 (Awad et al., 2006) und DSC2
(Simpson et al., 2009) detektiert. Ungefahr die Halfte aller ARVC-Patienten weisen pathologische
Mutationen in desmosomalen Genen auf (den Haan et al., 2009; Protonotarios et al., 2011), wobei dieser
Anteil in einer britischen Studie sogar 70% erreichte (Quarta et al., 2011). Aus diesem Grund wird die
ARVC als Erkrankung der Desmosomen angesehen (Basso et al., 2012; Gerull et al., 2004). In bis zu
11% der Patienten wurden auch mehr als eine Mutation detektiert (Sen-Chowdhry et al., 2010b). 58%
der hollandischen Indexpatienten wiesen pathologische Mutationen in PKP2 auf. In familidren Fallen
erhohte sich der Anteil sogar auf 90% (Cox et al., 2011). Damit ist PKP2 das Hauptkrankheitsgen,
gefolgt von DSG2, DSP, DSC2 und PG. Wahrscheinliche Ursache fiir die Uneinheitlichkeit der Daten
sind das Vorkommen von Grindermutationen, verschiedene Definitionen der Pathogenitat und
geographische Unterschiede genetischer und nicht-genetischer Faktoren (Basso et al., 2012). ARVC
bzw. ARVC-ahnliche Erkrankungen wurden auch mit Mutationen in nicht-desmosomalen Genen in
Verbindung gebracht. Der Ryanodine Rezeptor 2 (RYR2) ist in der Freisetzung von Ca?" aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum involviert. In ARVC-Patienten filhren Mutationen in RYR2 zum
fibrotisch-adipdsen Ersatz von Herzgewebe, ohne jedoch die Struktur des rechten Ventrikels zu
veréndern. (Rampazzo et al., 1995; Tiso et al., 2001). Daher stuften Basso et al. Mutationen in RYR2
nur als Phénokopie der ARVC ein (Basso et al., 2012). In einer ARVC-Familie wurden Mutationen im
Promotorbereich des Transforming Growth Faktor 33 (TGFR3) identifiziert. Beffagna et al. spekulieren,
dass dies maglicherweise zur Uberexpression von TGFR3 und somit zu einer vermehrten Fibrose fiihrt
(Beffagna et al., 2005). Bei ARVC-Patienten aus Neufundland wurde ein hochgradig penetranter Typ
der ARVC mit Mutationen im Transmembranprotein 43 (TMEMA43) assoziiert. Als Zielgen des
Peroxisomen Proliferator-aktivierten Rezeptor Gamma (PPARG) ist TMEM43 Bestandteil des
adipogenetischen Signalwegs, was moglicherweise den fibrotisch-adipdsen Ersatz von Kardiomyozyten
in ARVC-Patienten erklart (Merner et al., 2008). Mutationen in den zytoskelettalen Proteinen Desmin
und Titin sind hdufig die Ursache fur die dilatative Kardiomyopathie. In einigen Féllen fihren
Mutationen in Desmin (van Tintelen et al., 2009) und Titin (Taylor et al., 2011) zu einem tiberlappenden
ARV C-ahnlichem Syndrom, das noch nicht vollstandig aufgeklart wurde.

Der hohe Anteil an Mutationen in desmosomalen Genen und die schwache Korrelation der Mutationen
in nicht-desmosomalen Genen mit der ARVC fihrte zu dem verbreiteten Konsens, dass die
desmosomale Dysfunktion der Schliisselfaktor des einheitlichen Pathomechanismus der ARVC ist
(Basso et al., 2012; Gerull et al., 2004; Murray, 2012; Sen-Chowdhry et al., 2010a). Der weitere
Krankheitsverlauf ist jedoch bis heute ungeklart. Drei verschiedene Hypothesen fiir die Ursachen des

ARV C-Krankheitsverlaufs werden in der Literatur derzeit diskutiert. Die Hypothese der myokardialen
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Referenz Lokus Gen Erbgang | Kommentar
desmosomale Gene

McKoy et al., 2000 17921 Plakoglobin AR? Kardiokutanes Syndrom
Asimaki et al., 2007 17921 Plakoglobin AD

Norgett et al., 2000 6p24 Desmoplakin ARP Kardiokutanes Syndrom
Rampazzo et al., 2002 6p24 Desmoplakin AD

Gerull et al., 2004 12p11 Plakophilin-2 AD, AR

Pilichou et al., 2006 18912 Desmoglein-2 AD

Syrris et al., 2006 18912 Desmocollin-2 AD, AR

nicht-desmosomale Gene

Tiso et al., 2001 1q42-943 Ryanodine Rezeptor 2 AD CPVT (Phanokopie)
Beffagna et al., 2005 14923-q24 | Transforming Growth | AD Pathologisch oder
Faktor 33 Modifikator?
Merner et al., 2008 3p25 Transmembran Protein 43 | AD
van Tintelen et al., 2009 2935 Desmin AD Misch-Syndrom (DCM
und HCM)
Taylor et al., 2011 2931 Titin AD Misch-Syndrom (VF)

Tabelle 1: ARVC-assoziierte Gene: a Naxos-Krankheit; autosomal-dominant (AD); autosomal-rezessiv (AR); b
Carvajal-Krankheit; Katecholaminerge Polymorphe Ventrikulare Tachykardie (CPVT); Dilatative Kardiomyopathie
(DCM); Hypertrophe Kardiomyopathie (HCM); Vorhofflimmern (VF); modifiziert nach (Basso et al., 2012).

Dystrophie wurde bereits 1996 postuliert (Basso et al., 1996). Ubereinstimmungen der ARVC mit
Skelettmuskel-Dystrophien suggerieren, dass Mutationen in ARVC-Genen den apoptotischen oder
nekrotischen Verlust von Kardiomyozyten verursachen. Im Verlauf der Zeit fuhrt die myokardiale
Dystrophie zum Phanotyp der ARVC. Eine zweite Hypothese besagt, dass inflammatorische Prozesse
den Verlust der Kardiomyozyten verursachen. Die Infiltration inflammatorischer Zellen wird in ca. 75%
der ARVC-Félle beobachtet (Basso et al., 1996; Thiene et al., 1991). Die Entziindungsreaktion kénnte
demnach Folge der in der Apoptose freiwerdenden proinflammatorischen Zytokine oder einer
Virusinfektion sein. Die dritte Hypothese wurde 2006 von Garcia-Gras aufgestellt. Der Verlust der
Desmosomen in embryonal, herzspezifisch deletierten Dsp-Mé&usen fiihrt vermutlich zur Translokation
von PG in den Zellkern. Aufgrund der kompetitiven Funktion von PG zu B-Catenin wird dadurch der
kanonische Wnt/B-Catenin-Signalweg supprimiert. Dies resultiert in einer erhéhten Apoptoserate von
Kardiomyozyten und einer verstarkten Adipogenese und Fibrose (Garcia-Gras et al., 2006). Ursache
dafiir ist das Umschalten vom myogenetischem zum adipogentischem Programm in epikardialen
Vorlduferzellen. Diese wandern der Theorie nach in das Myokard ein und bilden die Quelle fiir das
adipose Ersatzgewebe (Lombardi et al., 2009). Im Gegensatz zu dieser Hypothese zeigten adulte Mause
mit kardial deletiertem Pg eine Aktivierung des kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalwegs. Diese Tiere

wiesen eine erhdhte mMRNA-Expression der Wnt-Zielgene CyclinD1, c-jun und c-myc auf. Gleichzeitig
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waren auf Proteinebene das aktivierte B-Catenin (aCtnnbl) und die phosphorylierte Glykogen Synthase
Kinase 3 (pGSK3) starker exprimiert (Li et al., 2011b). Dies zeigt, dass der Pathomechanismus einer
desmosomalen Dysfunktion bis heute noch nicht vollstandig aufgeklart werden konnte.

1.6. Zielstellung

Ziel dieser Arbeit war es, die Funktion der desmosomalen Proteine Pkp2 und Dsp in der Area composita
zu untersuchen. Wie bereits erwahnt wird die Area composita erst postnatal in den Kardiomyozyten
gebildet. Da die bisherigen Ergebnisse hauptsachlich auf Zellkulturexperimenten oder der Untersuchung
von klassischen Knockout-Modellen beruhen, die embryonal letal sind, ist die Funktion der beiden
desmosomalen Proteine im adulten Herz bis heute ungeklart. Aufgrund der Tatsache, dass Desmosomen
essenziell an der Aufrechterhaltung der strukturellen Stabilitat und der zellul&ren Integritét beteiligt sind,
ist es notwendig, die Funktionen in-vivo zu untersuchen, da nur hier relevante h&modynamische,
humorale sowie mechanische Einfliisse zum Tragen kommen.

Um die embryonale Letalitdt der klassischen Knockout-Modelle zu umgehen, war es notwendig,
konditionell Pkp2 und Dsp in adulten Mausherzen auszuschalten. So war es mdglich, die Konsequenzen
des Pkp2- bzw. Dsp-Verlustes fur die Komponenten der Area composita und deren Bindungspartner zu
untersuchen. Im Speziellen sollte die Frage geklart werden, ob die Aufrechterhaltung der kardialen Zell-
Zell-Kontakte, die intrazellulare Verankerung des Zytoskeletts und somit die Struktur, Funktion und

mechanische Belastbarkeit des Herzens beeinflusst werden.
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2. Ergebnisse

2.1. Erzeugung von Plakophilin-2-defizienten Mauslinien

2.1.1. Konstruktion des cPkp2-Targeting-Vektors

Zur Erzeugung von zeit- und gewebespezifischen Pkp2-defizienten Mauslinien wurde das Cre/loxP-
System und die Technik der homologen Rekombination in embryonale Stammzellen (ES-Zellen) der
Maus angewandt. In der Maus existieren potentiell vier Pkp2-SpleiBvarianten (ensembl-
ID:ENSMUSG00000041957). Exon 4 ist das erste vollstandig transkribierte Exon in allen Isoformen.
Eine Exzision von Exon 4 fuhrt in der Transkription zu einem Frameshift und zur Insertion verfriihter
Stoppkodons. Dies hat den Abbruch der Translation und die Entstehung einer Pkp2-Nullmutation zur
Folge. Daher wurde Exon 4 zusammen mit den angrenzenden 6299bp grofien 5°- und 6721bp groRen
3‘-DNA-Sequenzen des wildtypischen C57BL/6-BAC-Klons RP23-463A2 subkloniert. Mithilfe der
Rekombineering-Technik wurden anschlieBend Cre-Erkennungssequenzen (loxP) 180bp 5° und 320bp
3¢ von Exon 4 eingefiigt. Zusammen mit der 3‘-loxP-Sequenz wurde eine Neomycin-Kassette zur
Selektion rekombinierter ES-Zellen eingebracht (Abb.9A). Die Transfektion dieses cPkp2-Targeting-
Vektors erfolgte in ES-Zellen des Olal29 Mausstammes.

2.1.2. Analyse der transfizierten embryonalen Stammzellen

Die transfizierten ES-Zellklone (n=96) wurden mittels Southern-Blot-Technik auf eine erfolgreiche
Rekombination des cPkp2-Targeting-Vektors iiberpriift. Eine zusdtzlich mit der 3‘-loxP-Neomycin-
Kassette eingebrachte Erkennungsstelle fiir das Restriktionsenzym Asel ermdglichte die
Unterscheidung zwischen gerichteter und ungerichteter Rekombination des Targeting-Vektors.
Rekombinierte der Targeting-Vektor ungerichtet ins ES-Zellgenom, war ausschlieRlich das Wildtyp-
Allel (11201bp) detektierbar. Bei einer gerichteten Rekombination konnte aufgrund der eingebrachten
Asel-Schnittstelle zusétzlich ein verkiirztes Fragment (8270bp) nachgewiesen werden (Abb.9B). Zwei
der sechs erfolgreich rekombinierten ES-Zell-Klone wurden in Blastozysten injiziert und in

scheinschwangere C57BI/6 Ammenmause implantiert. Es entstanden 17 chimére Nachkommen.
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2.1.3. Generierung der konditionellen Pkp2-Knockout-Maus

Die chiméren Nachkommen wurden mit C57BI1/6-Mé&usen verpaart. Die Analyse des Genotyps der F1-
Generation erfolgte mittels PCR (Abb.9C). Es wurden sieben heterozygote Nachkommen (n=103) mit
dem Gefloxt/NeoP*-Allel geboren. Da die Neomycin-Kassette die wildtypische Expression von Pkp2
beeintrachtigen konnte, wurde diese aus der gDNA mithilfe des Flp/Frt-Systems entfernt. Hierzu
wurden die Pkp2-NeoP*-Méuse mit FLPdeleter-Mausen (Rodriguez et al., 2000) verpaart und die
Nachkommen hinsichtlich ihres Genotyps untersucht. Bei 9 von 76 Nachkommen wurde eine
erfolgreiche Deletion der Neomycin-Kassette nachgewiesen. Mause mit einem gemischt-genetischen
Hintergrund weisen hdufig eine grofRe phédnotypische Variabilitait auf. Daher wurden zur
Vereinheitlichung des Hintergrundes die Neomycin-negativen cPkp2-Nachkommen UGber 5
Generationen mit C57BI/6 Tieren zuriickgekreuzt.

A Asel Exon 4 Asel

| |
Wildtyp -f} 1

loxP Asel

Asel Exon4 | Neomycin

loxP Asel

| [
Gefloxt/NeoPOS  mf 1=
|
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Abbildung 9: Knockout-Schema und Genotypisierung. (A) Schematische Darstellung der Pkp2-Allele (Wildtyp
[WT], Gefloxt/NeoPos [G], Gefloxt/Neo™9 [C] und Ausgeschnitten [A]) des klonierten Pkp2-DNA-Bereichs. (B)
Southern-Blot-Analyse von transfizierten ES-Zellen mit der externen 3'-Sonde. (C) Genotypisierungs-PCR der
Pkp2-Méause (WT, G, C, A).
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2.2. Die Bedeutung von Plakophilin-2 fiir die embryonale Entwicklung

2.2.1. Embryonale Letalitidt nach ubiquitirer Deletion von Plakophilin-2

Im klassischen Pkp2-Knockoutmodell (kPkp2) zeigten die homozygoten, Pkp2-defizienten kPkp2™-
Nachkommen eine Letalitit am Embryonaltag 10,75 (E10.75). Die kPkp2’-Mausembryos wiesen
infolge einer fehlerhaften Herzmorphogenese Rupturen der Herzwand und Blutakkumulationen in der
Perikardialhohle auf. Die Pkp2-Nullmutation im kPkp2-Mausmodell wurde durch Integration einer
Neomycin-Kassette in Exon 1 generiert, was den Stopp der Translation nach 43 Aminosauren verursacht
(Grossmann et al., 2004). Dagegen induziert das Ausschneiden von Exon 4 einen Frameshift im cPkp2-
Mausmodell. Dadurch wird ein Stoppkodon nach 85bp in Exon 5 etabliert, was zum Abbruch der
Translation fuhrt. Zum Vergleich des Phanotyps der kPkp2”-Mause mit dem von ubiquitar deletierten
cPkp2-Mausen, wurden cPkp2-Méuse mit CreDel-Mausen verpaart. In diesen Mausen wird die Cre-
Rekombinase unter der Kontrolle des humanen Zytomegalovirus Minimalpromotors in allen Geweben
exprimiert (Schwenk et al., 1995). Die Pkp2-Deletion wird tber die Keimbahn weitergegeben, wodurch
Pkp2 Cre-unabhangig ab der F2-Generation konstitutiv ausgeschaltet ist (Del-cPkp2). Mause mit
heterozygot deletiertem Pkp2 zeigten keine pathologischen Auffalligkeiten und eine normale
Lebenserwartung.

Aus Verpaarungen zwischen Del-cPkp2*-Tieren entstanden keine lebenden homozygoten Del-cPkp2"
-Nachkommen. Um den Zeitpunkt der embryonalen Letalitdt zu ermitteln, wurden Embryonen aus
verschiedenen Entwicklungsstadien untersucht (Tab.2). An E10.5 wiesen die Nachkommen eine
genotypische Verteilung nach den Mendelschen Regeln auf, wobei die Del-cPkp2”-Embryos jedoch
phanotypische Veranderungen zeigten. Lichtmikroskopisch wurden Blutansammlungen im Bauchraum,
eine deutliche Reduzierung der Blutmenge in den Dottersackgefalen und Blutakkumulationen in der
Perikardialhohle (Abb.10) beobachtet. Der Anteil vitaler Del-cPkp2”-Embryos war an E11.5 stark

reduziert und konnte an E13.5 nicht nachgewiesen werden.

Alter Del-cPkp2*+ Del-cPkp2*- Del-cPkp2+*
E10.5 22% (7) 56% (15) 22% (6)
E115 37% (13) 45% (16) 8% (3)
E13.5 23% (5) 67% (10) 0% (0)

Tabelle 2: Vitale Nachkommen von Del-cPkp2*--Verpaarungen.
Die Tabelle zeigt die prozentuale Verteilung der F1-Genotypen.
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2.2.2. Herzspezifische Deletion von Plakophilin-2 fiihrt zur embryonalen Letalitit

Mause mit ubiquitédr deletiertem Pkp2 zeigten deutliche kardiale Verdnderungen. Diese Tatsache legt
nahe, dass die herzspezifische Funktion von Pkp2 die embryonale Letalitat der beiden konstitutiven
Pkp2-Knockout-Modelle verursacht. Die Analyse der kardialen Pkp2-Funktion in der
Embryonalentwicklung wurde durch Verpaarung der cPkp2-Mause mit Nkx2.5-Cre-Mé&usen (Nkx-
cPkp2) ermdglicht. Die Cre-Rekombinase steht in diesen Méusen unter der Expressionskontrolle des
NK2 Homeobox 5 Promotors (Nkx2.5). Nkx2.5 ist einer der frihesten Marker kardial determinierter
Zellen und wird im Embryo ab E7.5 exprimiert (Moses et al., 2001). Dadurch wird Pkp2 in Cre-positiven
Nkx-cPkp2-Mé&usen herzspezifisch ab E7.5 ausgeschaltet.

Die phanotypisch nicht von ihren Wildtypgeschwistern unterscheidbaren Nkx-cPkp2*"-Mause brachten,
untereinander verpaart, keine lebenden Nkx-cPkp2”-Nachkommen hervor. Ebenso wie kPkp2™- und
Del-cPkp2’-Embryos zeigten Nkx-cPkp2”-Embryos eine embryonale Letalitat zwischen E10.5 und
E11.5 sowie Blutansammlungen im Bauchraum, eine stark reduzierte Durchblutung der
Dottersackgefalie und eine Blutakkumulation in der Perikardialhthle (Abb.10).
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Abbildung 10: Vergleich der Pkp2-deletierten Embryos an E10.5. (A) Lichtmikroskopische
Aufnahme der Embryos. GroéRenbalken: 1mm. (B) Lichtmikroskopische Aufnahme der
Dottersacke. GréRenbalken: 1mm. (C) H&E gefarbte Schnitte vom Dottersack. GroRenbalken:
100um. (D) H&E gefarbte, transverse Schnitte embryonaler Herzen. Pfeile weisen auf
Blutakkumulationen in der Perikardialh6hle hin. GréRenbalken: 300um. (A, B, C und D) Pkp2*/*-
Embryo. (A', B', C' und D') ubiquitar deletierter Del-cPkp2---Embryo. (A", B", C" und D") kardial
deletierter Nkx-cPkp2/-Embryo.
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2.3. Plakophilin-2 ist essenziell fiir die Aufrechterhaltung der Funktion des adulten

Mausherzens

Die vorangegangenen Experimente belegen die essenzielle Bedeutung von Pkp2 fir die
Herzentwicklung. Die Ausbildung kardialer Desmosomen wird jedoch erst spat, primér im postnatalen
Stadium abgeschlossen. Aus diesem Grund ist es notwendig auch die Funktion von Pkp2 in adulten,
differenzierten Kardiomyozyten zu untersuchen. Dazu wurden cPkp2-Méause mit MerCreMer-Méausen
verpaart. In diesen transgenen Mausen wird die Cre-Rekombinase unter der transkriptionellen Kontrolle
des aMHC (Myosin, heavy chain 6, cardiac muscle, alpha) -Promotors exprimiert. Dieser wird von zwei
mutierten Ligandenbindungsdomanen des Ostrogenrezeptors flankiert und somit inaktiviert. Die
Verabreichung des Ostrogen-Antagonisten Tamoxifen fiihrt zur herz- und zeitspezifischen Expression
der Cre-Rekombinase (Sohal et al., 2001) und somit zur Deletion von Pkp2 (Pkp2'). Als Kontrolltiere
wurden MerCreMer positive, cPkp2 homozygote Wurfgeschwister mit Ol, MerCreMer negative, cPkp2
homozygote Wurfgeschwister und MerCreMer positive, Pkp2-Wildtyp Méuse mit Tamoxifen behandelt
(cPkp2*™).

2.3.1. Ablation von Plakophilin-2 fiihrt zur progressiven Herzinsuffizienz

Nach Induktion des Pkp2-Knockouts -
wurde die Uberlebensrate der Versuchs- ‘

und Kontrolltiere (n=16) bestimmt. Im

S
Gegensatz zu den Kontroll-Tieren g ” —‘\_\_‘ —Pkpzf//f
verstarben alle Pkp2-defizienten Mé&use % 50 — Pkp2

innerhalb der ersten 28 Wochen, wobei § \\

uber 85% bereits nach 16 Wochen tot % 25

waren (Abb.11). Die Herzfunktion der L‘

Méuse wurde nach 14 (d14), 28 (d28) und 0 T = = 5 i L\W
56 Tagen (d56) mittels Echokardiografie Zeit [Wochen]

analysiert. Zu keinem Zeitpunkt waren Abbildung 11: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve. Anteil

vitaler Pkp2**- (n=16) und Pkp2’-Mause (n=16) in

die Herzfrequenz und das Schlagvolumen _ _
Wochen nach Beginn der Deletion von Pkp2

verandert. Die  Wanddicke  des

interventrikularen Septums zeigte dagegen nach 56 Tagen eine signifikante VergroRerung (Pkp2**-d0
0,83+0,03mm; Pkp2”-d56 0,91+0,04mm; p<0,05). Eine Zunahme des linksventrikularen Diameters
(Pkp2*"*-d0 3,73+0,07mm; Pkp2’-d14 4,73+0,15mm; p<0,001) konnte nach zwei Wochen beobachtet
werden. Ebenso waren die Herzfunktionsparameter Ejektionsfraktion (Pkp2**-d0 57,65+2,30%); Pkp2-
"-d14 34,42+8,14%; p<0,05) und fraktionelle Faserverkiirzung (Pkp2**-d0 30,90+1,44%; Pkp2'-d14
16,41+4,19%; p<0,01) deutlich reduziert. Das Herzzeitvolumen war nach zwei Wochen nicht verandert,
zeigte jedoch nach vier Wochen eine deutliche Abnahme (Pkp2*/*-d0 14,08+0,85ml/min; Pkp2’-d28
9,58+0,92ml/min]; p<0,01) (Tab.3).
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Pkp2*+-d0 Pkp2’-d14 Pkp27-d28 Pkp2"-d56
HF [bpm] 522+15 505+40 472429 495+11

IVS [mm] 0,83+0,03 0,76+0,04 0,70+0,04 0,91+0,04*
LVPW [mm] 0,84+0,04 0,74+0,05 0,70+0,04 0,92+0,07

LV [mm] 3,73+0,07 4,730,15%+* 4,77+0,14%+* 5,03+0,16%*

FS [%] 30,90+1,44 16,41+4,19** 12,8442, 39%** 10,42+2,09***

EF [%] 57,65%2,30 34,42+8,14* 28,22+4,72%+* 22,99+4,16**
SV [ul] 26,85+1,20 25,96+4,81 20,70+2,28 19,79+2,56
HZV [ml/min] 14,08+0,85 12,46+1,58 9,58+0,92** 9,81+1,30*

Tabelle 3: Parameter der echokardiographischen Untersuchung. Ermittelte Parameter (Mittelwert

+

Standardfehler) der Pkp2*+-Mause (d0) und der Pkp2’-Mause an d14, d28 und d56 (n=6). Herzfrequenz (HF),
Durchmesser des interventrikuldaren Septums (IVS), Durchmesser der linksventrikularen posterioren Wand (LVPW),
Durchmesser der linken Ventrikels (LV), Fraktionelle Faserverkirzung (FS), Ejektionsfraktion (EF), Schlagvolumen

(SV), Herzzeitvolumen (HZV). Statistik: Anova-Varianzanalysetest (*, p<0,05, **, p<0,01, ***, p<0,001).

Elektrophysiologische Parameter wurden in den Versuchstieren nach 56 Tagen

mittels

Elektrokardiographie (EKG) untersucht. Da in M&usen im Gegensatz zum Menschen die Repolarisation

schon wéhrend der Depolarisation anderer Herzbereiche beginnt (London, 2001), konnten die Parameter

QT-Intervall und ST-Strecke nicht analysiert werden. Die Herzrate (Pkp2** 408+23bpm; Pkp2”
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Abbildung 12: Verlangerte Reizweiterleitung und Arrhytmien. (A) Reprasentative Darstellung der EKGs
von Pkp2** und Pkp2’-Tieren. (B) Dauer des QRS-Intervalls von Pkp2** (n=5) und Pkp2’-M&usen (n=5);
Statistik: Student’s T-Test (*, p<0,05). (C) Beispiele spontaner Stérungen des ventrikularen Rhythmus von
Pkp27--Mausen.
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434+50bpm; p>0,05), das PQ-Intervall (Pkp2*"* 38,94+2,09ms; Pkp2’ 40,44+1,02ms; p>0,05) und die
Dauer der P-Welle (Pkp2** 17,27+1,64ms; Pkp2’ 16,24+1,35ms; p>0,05) der Versuchstiere
entsprachen denen der Kontrollmause. Dagegen wurde in den Pkp2’-Méausen eine deutliche
Verlangerung des QRS-Intervalls (Pkp2** 8,05+0,29ms; Pkp2’ 11,24+0,98ms; p<0,05) beobachtet.
Zusatzlich zeigten die EKGs der Pkp2”-Mause arrhythmogene Episoden wie nicht anhaltende
Tachyarrhythmien und das Auftreten von ventrikularen Extrasystolen (Abb.12).

2.3.2. Plakophilin-2 defiziente Mause zeigen Anzeichen fiir Myokardschaden,
linksventrikulire Hypertrophie, gesteigerte Fibrose und Aktivierung des fetalen

Genprogramms

Die in-vivo Charakterisierung belegte die Entwicklung einer Herzinsuffizienz, einer linksventrikularen
Hypertrophie und einer verzdgerten Reizweiterleitung in den Pkp2-defizienten Mausen. Da die
Herzinsuffizienz haufig mit einer Schadigung des Myokards assoziiert ist, wurden im Folgenden

Parameter und Marker fr eine Degradation der Kardiomyozyten analysiert.

2.3.2.1. Kardiales Troponin-I ist im Serum von Plakophilin-2 defizienten Mdusen nachweisbar

Zum Nachweis degradierender Kardiomyozyten kdnnen die dabei freigesetzten Proteine im Serum
detektiert werden. Troponin-1, eine Untereinheit des an der Regulation der Kontraktion beteiligten
Troponin-Komplexes, ist ein solcher Biomarker. Um das Auftreten von Myokardschédden in den Pkp2-
deletierten Mausen zu analysieren, wurde daher das Serum der Versuchstiere vor sowie 7 und 14 Tage
nach Beginn der Pkp2-Deletion mittels des "Mouse Cardiac Tn-I"-Elisa-Assays auf kardiales Troponin-
I untersucht. In Kontroll-Mausen wurde zu keinem Zeitpunkt Troponin-l im Serum nachgewiesen.
Dagegen enthielten die Seren von vier der finf getesteten Pkp27-Mause sowohl nach einer als auch
nach zwei Wochen 0,35+0,05 ng/ml kardiales Troponin-l. Der Tod von Zellen verlduft generell
entweder Uber Apoptose oder (ber Nekrose. Beim pathologischen Untergang (Nekrose) der Zellen
kommt es zur akuten Auflésung der Kern- und Zellmembran, was eine Entziindungsreaktion des
umliegenden Gewebes verursacht. Bisher existiert jedoch kein direkter Nachweis fiir die Nekrose. Im
Gegensatz dazu erfolgt wahrend des physiologischen Zelltodes (Apoptose) eine kontrollierte
Verstoffwechselung der Zelle ohne Schadigung des Nachbargewebes. Mithilfe des "ApopTag Plus
Fluorescein In Situ Apoptosis Detection Kit"-TUNEL-Assays lassen sich programmiert zugrunde
gehende Zellen in Organschnitten direkt nachweisen. Die Untersuchung ergab allerdings keinen

Unterschied in der Anzahl apoptotischer Zellen im Myokard zwischen Pkp2”- und Kontroll-Mausen.
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2.3.2.2. Plakophilin-2 defiziente Herzen weisen eine linksventrikuldre Hypertrophie und eine

gesteigerte Fibrose auf

Die echokardiografischen Befunde zeigten eine hypertrophe Reaktion der Herzen der Knockout-Tiere.
Da die Grole des Herzens ebenso von der KorpergréRe abhdngt, wurde das Herzgewicht der

- - b = - - =
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do d14 d28 d42

Versuchstiere auf das

—_
o
J

Korpergewicht normalisiert. Basal
(Pkp2** 4,17+0,22; Pkp2"
4,33%0,22, p>0,05) unterschied sich
dieses Verhéltnis nicht zwischen
den  Versuchstiergruppen.  Im
Verlauf der Zeit, d14 (Pkp2**
3,91+0,10;  Pkp2”  5,76+0,30,
p<0,001), d28 (Pkp2** 3,97+0,08;
Pkp2’ 6,43+0,39, p<0,001), d42

Verhaltnis: Herzgewicht/ Kérpergewicht
N w > (6] (o] ~ (o0} [(e}
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(Pkp2+* 396:0,08;  © d56

Pkp2-- 7,14+0,41, p<0,001), d56 Pkp2++  mpkp2-

(|3kF)2+/+ 3,99£0,12; Pkp2"' Abbildung 13: Anstieg des Herz-

8,90+0,54, p<0,001) nahm das IK6rpergewichtsverhaltnis. Verhéltnis des
. P . Herz/Kdrpergewichts an dO, d14, d28, d42 und d56 (n=8 je

Herzgewicht der Pkp2”-Mause im Analysezeitpunkt). Statistik: Anova-Varianzanalysetest (***,

Verhdltnis  zum  Kérpergewicht p<0,001).

signifikant zu (Abb.13).

In Abb.14A ist représentativ die deutliche VergrofRerung der Herzflachen von Pkp2-defizienten Mé&usen
sowie eine Dilatation der rechten Ventrikel in Hamatoxylin&Eosin (H&E) geféarbten Préparaten
visualisiert. Die Gewichtszunahme der Herzen konnte unterschiedliche Ursachen haben: eine
VergroRerung der Kardiomyozyten, eine Zunahme an fibrotischem Material oder Einlagerungen von
Fettgewebe bzw. Kalziumprazipitaten.

Als Anpassung an eine pathologische Mehrbelastung vergréRern sich Herzzellen. Dies wurde durch
Messung der Querschnittsflache der Kardiomyozyten untersucht. Vor Beginn der Pkp2-Deletion
(Pkp2*"* 174,0+7,3um?; Pkp2’ 195,8+12,1um?, p>0,05) unterschieden sich die ZellgroRen der
Versuchstiergruppen nicht voneinander. Nach der Induktion des Pkp2-Knockouts, d14 (Pkp2**
179,4%9,2um?; Pkp2’- 293,2+16,4um?; p<0,001), d28 (Pkp2*'* 181,4+11,5um?; Pkp27’-353,2+19,8um?;
p<0,001), d42 (Pkp2** 192,2+13,2um?; Pkp2’-341,3+22,0um?; p<0,001), d56 (Pkp2** 188,7+15,1um?;
Pkp2’- 315,9+23,6um?; p<0,001), wiesen die Kardiomyozyten der Pkp2’-Mause im Vergleich zu den
Kontroll-Tieren eine signifikante VergrofRerung auf.

Das Mammaliaherz verfiigt nicht iber die Fahigkeit der Regeneration. Der Verlust von Kardiomyozyten

kann deshalb nur durch einen Ersatz, z.B. fibrotisches Material, kompensiert werden. Des Weiteren ist
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eine Herzinsuffizienz haufig mit einer pathologischen Fibrose vergesellschaftet. Mittels Sirius-Red
Farbung wurde der fibrotische Anteil an der Gesamtherzflache quantitativ ermittelt. Basal (Pkp2**
3,12+0,26%; Pkp2’ 3,28+0,26%; p>0,05) sowie zwei (Pkp2** 3,33+0,28%; Pkp2”’ 3,65+0,70%;
p>0,05) und vier (Pkp2** 3,24+0,45%; Pkp2’- 8,88+2,08%; p>0,05) Wochen nach Beginn der Pkp2-
Deletion wurde kein deutlicher Unterschied im Fibroseanteil festgestellt. Nach sechs (Pkp2**
3,53+0,58%; Pkp2” 21,55+0,61%; p<0,001) und nach acht Wochen (Pkp2** 3,34+0,49%; Pkp2™"
24,03+1,66%; p<0,001) wiesen die Pkp2-defizienten Mduse jedoch einen signifikant erhchten Anteil an
Fibrose auf (Abb.14B).

Mé&use mit herzspezifisch, embryonal ausgeschaltetem Dsp (Garcia-Gras et al., 2006) weisen eine
Infiltration von Fettzellen im Myokard auf. Das Vorhandensein von Fettgewebe in cPkp2”-Herzen
wurde mit der Oil-Red-O-Féarbung Uberpriift. Zu keinem Zeitpunkt konnten dabei gespeicherte
Triglyceride im Myokard nachgewiesen werden. In Mausen, die Dsg2 als dominant-negatives bzw.
mutiertes Allel exprimieren, sind grofle Myokardareale kalzifiziert (Krusche et al., 2011) (Pilichou et
al.,, 2009). Die Analyse erfolgte mit der Alizarin-Red-S Farbung, jedoch enthielten die
Versuchstierherzen zu keinem Zeitpunkt Kalziumprazipitate.
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Abbildung 14: Anstieg der Fibrose im zeitlichen Verlauf. (A) Repréasentative lichtmikroskopische Aufnahmen
H&E gefarbter Herzschnitte von Pkp2**- und Pkp2’-Tieren nach 8 Wochen. GroRenbalken: 1mm. (B)
Fibroseanteil der Herzfliche der Pkp2’-Herzen an d0, d14, d28, d42 und d56. Statistik: Anova-
Varianzanalysetest (***, p<0,001). (C) Reprasentative lichtmikroskopische Aufnahmen Sirius-Red-S gefarbter
Herzschnitte von Pkp27--Herzen an d0, d14, d28, d42 und d56. GroRRenbalken: 1mm.
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2.3.2.3. Deletion von Plakophilin-2 fiihrt zur Aktivierung des fetalen Genprogramms

Kennzeichen fur eine kardiale Hypertrophie ist eine erhdhte Expression der mMRNA der fetalen schweren
Kette von Myosin (Mhc) (Izumo et al., 1987; Mahdavi et al., 1984) und der natriuretischen Peptide A
und B (Anp und Bnp) (Gardner et al., 2007). Die mRNA-Expression von Anp (10,6+0,6, p<0,001), Bnp
(2,60,2, p<0,001) (Abb.15A) und des fetalen p-Mhc (15,8+1,6, p<0,01) war in den Pkp2”-Herzen im
Gegensatz zum adulten a-Mhc (0,8+0,4, p>0,05) nach acht Wochen signifikant erhéht (Abb.15B).

o
w

20
18 o
16
14
12
10

<&
o] o] o

£

relative Expression von Anp und Bnp 3>

relative Expression von Mhc-Genen

6
2. 4
2 T
0! o Mimmim _mi .
Anp Bnp a-Mhc B-Mhc
Pkp2*/* m pkp27/- Pkp2t/+ wpkp27/-

Abbildung 15: Aktivierung des fetalen Genprogramms. (A) Relative mRNA-Expression
von Anp und Bnp normalisiert auf Gapdh von Pkp2**- (n=5) und Pkp2’--d56-Mausen (n=5).
(B) Relativen mRNA-Expression von a-Mhc und B-Mhc normalisiert auf Gapdh von Pkp2**
(n=5) und Pkp2’-d56-Mausen (n=5). Statistik: und Student’s T-Test (** p<0,01; ***
p<0,001).

2.4. Der kanonische Wnt-Signalweg ist nicht verdndert

Garcia-Gras et. al postulierten die Beteiligung des kanonischen B-Catenin/Wnt-Signalwegs an der
ARVC-Pathogenese. Im inaktiven Zustand bindet ein Proteinkomplex, bestehend aus Glykogen
Synthase Kinase 3 (GSK3), Axin-1 und Adenomatous Polyposis Coli (APC), an f-Catenin (CTNNBL1).
CTNNB1 kann dabei von GSK3 an Serin33 und Serin37 phosphoryliert werden, was zu dessen
Degradation fiihrt. Bindet ein WNT-Ligand an den Frizzled-Rezeptor, wird der kanonische f-
Catenin/Wnt-Signalweg und dessen Effektorprotein Dishevelled (DSH) aktiviert. DSH inhibiert den
GSK3-Axin-1-APC-Komplex, wodurch aktives CTNNB1 (aCTNNB1) im Zytoplasma stabilisiert wird.
Ein Teil des CTNNB1-Pools kann anschlieRend in den Zellkern translozieren, wo es mit Proteinen der
Transkriptionsfaktor- (TCF) und Lymphoid-Enhancer-Binding-Faktor (LEF)-Familien interagiert. Dies
induziert die Expression von Wnt-Zielgenen, wie beispielsweise das Jun-Proto-Onkogen (c-JUN),
Cyclin-D1 und das Avian Myelocytomatosis Viral Onkogen Homolog (c-MYC) (Li et al., 2011b;
Sakanaka, 2002). Garcia-Gras et. al spekulierten, dass Mutationen in den ARVC-Genen zur Stérung der
Desmosomenformation fiihren. Dadurch kdnnte PG in den Zellkern einwandern, wo es aufgrund seiner

zu CTNNB1 kompetitiven Funktion den kanonischen B-Catenin/Wnt-Signalweg supprimiert.
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Um einen Einfluss dieses Signalwegs in Pkp2-defizienten Mausen zu untersuchen, wurden Experimente
von Garcia-Gras et al. rekapituliert. Dazu wurde die mRNA-Expression der WNT-Zielgene mittels
guantitativer real-time PCR (gPCR) und die Proteinexpression der am kanonischen B-Catenin/\Wnt-
Signalweg beteiligten Proteine mit Western-Blot-Analysen analysiert. Nach acht Wochen zeigten
jedoch die Wnt-Zielgene CyclinD1, c-jun und c-myc keine veranderte Expression (Abb.16A). Ebenso
konnte in den Herzen der Pkp27-Méause kein Unterschied der Proteinexpression von Gsk3, pGsk3,
Ctnnbl und aCtnnbl im Vergleich zu den Kontroll-Herzen festgestellt werden (Abb.16B). Zusatzlich
wurde eine mogliche Lokalisation wvon Pg wund Ctnnbl in den Zellkern mittels
Immunfluoreszenzfarbungen analysiert, jedoch konnte kein nukledres Pg bzw. Ctnnb1 nachgewiesen

werden.

A g 51 5
S ]
. 12 B Pkp2*/* Pkp2™"
%1*:‘ PGsk3 e S0 B B S e
210 - - z Gsk3 N S S e o =
é gz Ctnnb1 [ S B
LE 04 - aCtnnb1 ‘ ;— o bl S
% 8:(2)— Gapdh s s o e - -

CyclinD1 c-jun c-myc

Abbildung 16: Der kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalwegs ist nicht verandert. (A) Relativen mRNA-
Expression von CyclinD1, c-jun und c-myc von Pkp2** (n=5) und Pkp2*-d56 (n=5) Mausen. Statistik:
Student’s T-Test. (B) Proteinexpression der am kanonischen Wnt/3-Catenin beteiligten Proteine pGsk3,
Gsk3, B-Catenin (Ctnnb1) und aktivem B-Catenin (aCtnnb1) im Vergleich zur Ladekontrolle Gapdh in Pkp2*/+
und Pkp2’-d56-Herzen.

2.5. Desmosomale Desintegration in Plakophilin-2 defizienten Mausherzen

Die Analyse der Expression von wichtigen am kanonischen B-Catenin/Wnt-Signalweg beteiligten
Proteinen und von Wnt-Zielgenen deutete darauf hin, dass dieser Mechanismus nicht an der Pathogenese
der Pkp2-defizienten Mduse beteiligt ist. Pkp2 ist ein essenzieller Bestandteil der Desmosomen und
spielt bei deren Zusammenbau eine entscheidende Rolle. So bindet Pkp2 Dsp und die Protein-Kinase-
C-a, was zu einer Phosphorylierung von Serin2849 von Dsp flihrt. Dies ermdglicht die Integration von
Dsp und die assoziierten Intermediérfilamente in das Desmosom (Bass-Zubek et al., 2008). Wir
spekulieren daher, dass eine Ablation von Pkp2 in einer gestérten Einbindung von Dsp ins Desmosom
resultiert, wodurch die Verknupfung der Intermedidrfilamente mit den Glanzstreifen gehemmt wird.
Dies konnte zum Verlust der Desmosomenfunktion und zu einer Stérung der Ubertragung der

Kontraktionskraft fuihren.
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2.5.1.Plakophilin-2 wird effizient deletiert und resultiert nicht in einer

kompensatorischen Expression von Plakophilin-1 oder -3

Aufgrund der Induktion der Cre-Rekombinase mittels intraperitonealer Injektion von Tamoxifen kdnnte
die Effizienz der Pkp2-Deletion variieren. Zur vollstandigen Pkp2-Ablation in den Kardiomyozyten
erhielten die Versuchstiere daher Tamoxifen tUber zwei Wochen. Die Expression von Pkp2 wurde
anschlieend mittels gPCR und densitometrischer Auswertung von Western-Blot-Analysen untersucht.
Obwohl bei der RNA- und Proteinisolierung aus Herzgewebe nicht ausschliellich das Vorhandensein
von Pkp2 in Kardiomyozyten analysiert werden konnte, reduzierte sich sowohl die mRNA- als auch die
Protein-Expression in den d56-Knockout-Mausen um 90% (Abb.17). Bereits 14 Tage nach Beginn der
Induktion des Knockouts wurde eine genauso stark verminderte mRNA- und Protein-Expression in den
Pkp2--Herzen beobachtet (Daten werden nicht gezeigt). Zeitgleich konnte Pkp2 in Immunfluoreszenz-
Farbungen nicht an den Glanzstreifen nachgewiesen werden. Die Funktion von Pkp2 kénnte durch eine
gesteigerte Expression anderer Mitglieder der Plakophilinfamilie (Pkpl bzw. Pkp3) kompensiert
werden. Weder auf mRNA- noch auf Proteinebene konnten jedoch diese Gene in den Herzlysaten

detektiert werden.

2.5.2. Die Expression der desmosomalen Proteine Plakoglobin, Desmoglein-2 und

Desmocollin-2 ist reduziert

In Méausen mit deletiertem Pg wurde eine reduzierte Expression von Pkp2, Dsp und Dsg2 beobachtet
(Li et al., 2011a; Li et al., 2011b). Aufgrund dieser Tatsache und der Wichtigkeit von Pkp2 fir den
Zusammenbau der Desmosomen vermuteten wir, dass Dsp, Pg, Dsg2 und Dsc2 in Pkp2-defizienten
Mausen geringer exprimiert werden als in der Kontrollgruppe. Die mRNA-Expression dieser Gene wies
allerdings keinen Unterschied zwischen den Gruppen auf (Abb.17A). Auch auf Proteinebene zeigte Dsp
die gleiche Expressivitit. Dagegen ergab die densitometrische Analyse der Western-Blot-Versuche eine
signifikante Reduktion von PG um 65%, von Dsg2 um 95% und von Dsc2 um 99% (Abb.17B).
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Abbildung 17: Reduzierte Protein-Expression der desmosomalen Komponenten. (A) Relative mRNA-
Expression der desmosomalen Gene Pkp2, Pg, Dsp, Dsg2 und Dsc2 normalisiert mit Gapdh in Pkp2*+- (n=5)
und Pkp2’-d56-Herzen (n=5). Statistik: Student’s T-Test (** p<0,01). (B) Proteinexpression der desmosomalen
Proteine Pkp2, Pg, Dsp, Dsg2 und Dsc2 im Vergleich zur Ladekontrolle Gapdh in Pkp2**- und Pkp27d56-
Mausen.

relative Expression
desmosomaler Gene
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2.5.3. Desmoglein-2 lokalisiert nicht an die Glanzstreifen Pkp2-defizienter Herzen

Um die reduzierte Expression der einzelnen Proteine auf Desmosomenebene zu untersuchen, wurden
Immunfluoreszenzfarbungen durchgefuhrt (Abb.18). Allerdings war fur Dsc2 fur diese Anwendung
kein funktionsfahiger Antikorper erhaltlich. Im Gegensatz zu Pg konnte eine Lokalisation von Dsp und

Dsg2 an den Glanzstreifen Pkp2-defizienter Kardiomyozyten nicht nachgewiesen werden.
Pkp2 Pg Dsp Dsg2

Abbildung 18: Delokalisation desmosomaler Proteine. Reprasentative konfokale Aufnahmen der
desmosomalen Proteine Pkp2, Pg, Dsp und Dsg2 an den Glanzstreifen (Pfeile) in Herzschnitten von Pkp2*/+-
und Pkp2’-d56-Mausen. GroRenbalken: 10um.

Pkp2*/*

Pkp2™-

2.5.4. Der Knockout von Plakophilin-2 fithrt zu einer verminderten Desmosomenzahl

Die strukturelle Auswirkung der reduzierten Protein-Expression wurde mittels Elektronenmikroskopie
von jeweils drei Herzen untersucht. In ultradinnen Schnitten von Pkp2**-Herzen waren die
kontrastreichen, desmosomalen Strukturen an
den Glanzstreifen gut zu erkennen und die
Sarkomere wiesen eine reguldre Anordnung auf.
Dagegen zeigten Pkp2’-d56-Herzen eine sehr
stark verminderte Desmosomenanzahl, so dass
eine quantitative Auswertung der
Desmosomenlédnge und -breite sowie der
Spaltbreite nicht mdglich war. Zusatzlich war die

Sarkomerstruktur in  Pkp2’-Kardiomyozyten

desorganisiert (Abb.19), obwohl kein deutlicher

Abbildung 19: Desmosomale  Desintegration.
Unterschied in deren Lange (Pkp** 1594+21nm; Reprasentative elektronenmikroskopische ~Aufnahmen
ultradinner Schnitte der Glanzstreifen. Grof3enbalken:
lum.

Pkp27- 1539+12nm; p>0,05) gemessen wurde.
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2.5.5. Gap-Junctions und Adhirenz-Verbindungen sind in Pkp2-Knockout-Miusen nicht

veriandert

Ob die Desintegration der Desmosomen eine Veranderung der an den Glanzstreifen benachbarten
Adhérenzverbindungen und Gap-Junctions zur N-Cadherin Connexin-43

Y

Folge hat, wurde mittels Expressions- und
Lokalisationsuntersuchungen wichtiger

Vertreter dieser Zell-Zellverbindungen

Pkp2*/*

uberpruft. Das Transmembranprotein

N-Cadherin ist einer der wesentlichsten

Bestandteile der kardialen
Adharenzverbindungen und vermittelt den Zell-

Zell-Kontakt.  Gap-Junctions  werden in

Pkp2/

ventrikularen Kardiomyozyten hauptsachlich

aus Connexin-43 gebildet. In

Immunfluoreszenz- (Abb.20), Western-Blot-

und quantitativen real-time PCR-Analysen Abbildung 20: Nicht-desmosomale Zell-
konnte weder in der Expression noch in der Zellverbindungen sind unverandert.

Repréasentative konfokale Aufnahmen von N-
Lokalisation dieser Proteine ein Unterschied Cadherin und Connexin-43 in  gefrorenen

Herzschnitten aus Pkp2**- und Pkp2/-d56-Mausen.

festgestellt werden. |
GrofRenbalken: 10um.

2.6. Plakophilin-2-defiziente Kardiomyozyten zeigen eine Verdnderung der
Intermedidrfilamente, des Aktin- sowie des mikrotubuldren Zytoskeletts und

eine Beeintrdchtigung lateraler Zelladhdsionsstrukturen

Die Intermedidrfilamente (IF) der Kardiomyozyten werden ans Desmosom tber Pkp2 und der PRD-
Doméane von Dsp verkniipft. Im Herz besteht das intermediére Zytoskelett hauptsachlich aus dem Typ-
3-1F Desmin. Zusammen mit den mikrotubularen Proteinen a- und B-Tubulin sowie dem Aktinfilament
B-Aktin formt Desmin ein Netzwerk zur Aufrechterhaltung der Zellintegritat. Dabei bewahrt dieses
zytoskelettale Netzwerk die rdumliche Anordnung der Sarkomere zum Nukleus, zur lateralen
Zellmembran und zu anderen wichtigen Organellen (Goldfarb and Dalakas, 2009). Die Auswirkungen
der Pkp2-Deletion auf das Sarkomer und das Zytoskelett wurden mit Western-Blot- und
Immunfluoreszenz-Untersuchungen analysiert. Um die Morphologie der Einzelkardiomyozyten zu
uberprifen wurden die Herzen enzymatisch verdaut. Aus Pkp2-defizienten Herzen (n=5) wurden
signifikant weniger native Kardiomyozyten als aus Kontrollherzen (n=5) isoliert (Pkp2*"* 50.600+9.700
Zellen/ml; Pkp27-10.000+1.000 Zellen/ml; p<0,01). Bei der mikroskopischen Beurteilung fiel auf, dass

Pkp2--Kardiomyozyten im Gegensatz zur Kontrollgruppe abgerundete terminale Enden aufwiesen.
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Die angrenzenden, zytosolischen Bereiche der Pkp2”-Zellen zeigten ein stark reduziertes Desmin-
Signal und desorganisierte Aktinfilamente (Abb.21A). Auf mRNA-Ebene waren Desmin, -Aktin. -
Tubulin, a-Aktin und a-Aktinin in beiden Gruppen gleich exprimiert. Wéhrend die Proteinexpression
der Sarkomerproteine a-Aktin und a-Aktinin unveréndert war, konnten jedoch deutlich erhohte
Expressionen der nicht-sarkomeren, zytoskelettalen Bestandteile Desmin, B-Aktin und B-Tubulin in
Pkp27-Herzen beobachtet werden (Abb.21B).

A Desmin F-Aktin

B Pkp2*t/* Pkp2/-

Desmin ——— — C ———

A-AKEININ " — - —

a-Aktin W — — D e —
B-Aktin |
B-Tubulin = - —~ - -
Gapdh S . — — —

Abbildung 21: Veranderungen der Intermediarfilamente und des Zytoskeletts. (A) Représentative
konfokale Aufnahmen von Desmin und F-Aktin in isolierten Kardiomyozyten aus Pkp2+**- und Pkp2-d56-
Mausen. GroRenbalken: 20pum. (B) Expression der zytoskelettalen Proteine Desmin, a-Aktinin, a-Aktin,
B-Aktin und B-Tubulin im Vergleich zur Ladekontrolle Gapdh in Pkp2**- und Pkp2’-d56-Mausherzen.
Wéhrend Desmin in der longitudinalen Achse mit dem Desmosom verbunden ist, stellt es lateral Uber
Desmuslin, Syncoilin und Dystrobrevin die Verbindung mit dem Dystrophin-Glykoprotein-Komplex
(DGC) her (Kumarapeli and Wang, 2004). Es wird vermutet, dass die Verkniipfung der extrazelluléaren
Matrix (EM) mit dem Intermedidr- und dem Aktinfilamentsystem durch den DGC die Zellmembran vor
Kontraktionsschéden bewahrt (Petrof et al., 1993). Unter der Annahme, dass die Veranderungen des IF-
Systems Auswirkungen auf laterale Adhasionsmolekile haben, wurden die DGC-Proteine Dystrophin,
Syntrophin und Dystroglycan Gberpruft. Das 427kDa grofie Dystrophin verkniipft (ber Linkerproteine
Desmin und uber die aminoterminale Aktin-Binde-Doméane F-Aktin mit dem Transmembranprotein
Dystroglycan. Uber dessen 156kDa groRe extrazellulare Doméne ist der DGC mit der EM assoziiert.
Syntrophin ist direkt mit der S-Doméne von Dystrophin verbunden und fungiert als Adapter zu
lonenkanélen (Gee et al., 1998) und Kinasen (Hogan et al., 2001). Dystroglycan und Syntrophin wiesen
in beiden Versuchstiergruppen eine unverénderte Expression und Lokalisation auf. Im Gegensatz zu
Kontrollherzen wurden dagegen in konfokalen Aufnahmen von Pkp2’-d56-Herzschnitten wesentlich
mehr Zellen mit einem stark reduzierten Dystrophin-Signal beobachtet (Abb.22). In Western-Blot- und

real-time PCR-Versuchen wurde kein Unterschied der Dystrophin-Expression detektiert.
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Dystroglycan

Dystrophin

Pkp2

Abbildung 22: Expression der Komponenten des Dystrophin-Glykoprotein-Komplexes.
Reprasentative konfokale Aufnahmen von Dystroglycan, Syntrophin und Dystrophin in gefrorenen
Herzschnitten aus Pkp2*/*- und Pkp2’-d56-Mausen. GrélRenbalken: 10um.

2.7. Plakophilin-2 Deletion fiihrt zur Aktivierung kardialer Schutzmechanismen

Die Verdnderung des Zytoskeletts deutet auf eine wesentliche Einschrankung der
Kardiomyozytenfunktion hin. Dieses Ubertrdgt im Herzen die an den Sarkomeren produzierte
Kontraktionskraft in longitudinaler Richtung an die Glanzstreifen. Gleichzeitig verteilt das Zytoskelett
die Zellverkiirzung gleichméafig an die laterale Membran. Eine Storung dieses Gleichgewichtes konnte
somit zu einem vermehrten Auftreten von Scherkraften fiihren. Zurzeit existiert keine Methode um diese
Krafte direkt nachzuweisen. Als indirekte Nachweismethode konnte jedoch die Analyse
kompensatorischer Schutzmechanismen verwendet werden. Wir spekulieren, dass infolge einer
gestorten Ableitung der Kontraktionskraft Membranrupturen mit einer erhdhten Frequenz auftreten
konnten. Kardiomyozyten sind in der Lage dies mittels des Membranreparaturmechanismus zu
kompensieren. Des Weiteren bilden Zellen unter Belastung Hitzeschockproteine, die den
programmierten Zelltod inhibieren, Proteine vor Degradation schiitzen und den Abbau nicht
funktionsfahiger Proteine beschleunigen. Der protektive I1lk/Akt-Signalweg konnte aufgrund der

progressiven Fibrose in den Pkp2”-Mausherzen aktiviert sein.

2.7.1. In Plakophilin-2-defizienten Herzen ist der I1k/Akt-Signalweg aktiviert

Eine erhdhte Expression von EM-Proteinen verandert die Bindung der damit assoziierten Vertreter der
Integrin-Rezeptor-Familie. Infolgedessen kommt es zu einer Konformationsanderung der Integrin-

Komplexe. Dadurch kann die 59kDa grofRe Integrin linked kinase (ILK) an eine bisher nicht
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identifizierte Bindungsstelle des intrazelluldren B1-Integrins binden, was die Ilk aktiviert. Unter
anderem phosphoryliert ILK die Proteinkinase v-akt murine thymoma viral oncogene (AKT) an
Serind73 (pAkt), den omniprésenten Knotenpunkt von pathologischem Kardiomyozytenstress
(Wickstrom et al., 2010). Dies induziert zellulare Uberlebensprozesse, wie z.B. die Inhibition der
Apoptose, die Umstellung des Metabolismus zum kompensatorischen Zellwachstum, die Modifikation
zellul@rer Strukturen zum Schutz der Kontraktilitdt und die Aktivierung regenerativer Mechanismen
(Sussman et al., 2011). Die gesteigerte Expression von EM-Bestandteilen wurde mittels quantitativer
real-time PCR und die Aktvierung des IIk/Akt-Signalwegs durch Western-Blot-Analysen tberprift. In

Pkp2”-Herzen war die mMRNA-

. Pkp2+/* * £ . I .

8 1 mpkp2- xpression der wichtigsten kardialen
£ B 7 * EM-Proteine Kollagenlal (3,91%0,61,
%59: 6 p<0,05), Kollagen3al (5,82+0,82,
g . - . *xe p<0,05), Fibronectin  (3,8240,73,
g% 5 p<0,05), Osteopontin  (4,29+0,14,
%%z p<0,001) und Tenascin (6,97+1,34,

- 1 *I L T' TI L p<0,05) signifikant erhoht (Abb.23).
Colal ' Co3al | Fn | Sppl | Tnc Gleichzeitig wiesen Pkp2™-

. Kardiomyozyten eine deutlich héhere
Abbildung 23: Uberexpression der Integrin-Liganden. Relative yozyt

MRNA-Expression der Integrin-Liganden Kollagenlal (Collal), Expression von Ilk und pAkt bei
Kollagen3al (Col3al), Fibronectin (Fn), Sppl Osteopontin (Sppl)
und Tenascin (Tnc) normalisiert mit Gapdh in Pkp2**- (n=4) und
Pkp27-d56-Herzen (n=4). Statistik: Student’s T-Test (* i<0,05; ** auf (Abb.24).

unveranderter Gesamt-Akt-Expression

2.7.2. Erhohte Expression von protektiven Hitzeschockproteinen in Plakophilin-2-

defizienten Herzen

Ein Zielgen von pAKT ist das Hitzeschockprotein (HSP) HSP27 (Kostenko and Moens, 2009). Im
Zusammenspiel mit anderen protektiven HSPs ist dies ein weiterer kardialer Schutzmechanismus, der
die Integritét der Zelle durch Stabilisierung von Proteinen zum Schutz vor Degradation, Beschleunigung
des Abbaus nicht funktionsféahiger Proteine und Inhibition der Apoptose schitzt (Chi and Karliner,
2004). Die Analyse der Expression verschiedener Hsps sollte zeigen, ob dieser Mechanismus durch die
Deletion von Pkp2 angeschaltet wurde. Eine Uberexpression von HSP27 und Crystallin, Alpha B
(CRYAB) inhibiert die Apoptose und Nekrose (Martin et al., 1997; Ray et al., 2001), wobei die
Phosphorylierung von CRYAB an Serin59 (pCRYAB) den Effekt maximiert (Morrison et al., 2003).
HSP27 bindet unphosphoryliert an F-Aktin und inhibiert dessen weitere Polymerisation (Benndorf et
al., 1994). Phosphoryliert kann pHSP27 nicht mehr an F-Aktin binden, wodurch dieses verstarkt
polymerisiert. Die Uberexpression des vorwiegend mitochondrialen Proteins HSP60 bewahrt die

Aktivitat von Komplex I11 und IV in den Mitochondrien zur Erholung des ATP-Spiegels (Lin et al.,
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2001). Innerhalb eines Multiproteinkomplexes reguliert das ATP-abhéngige HSP90 die Faltung und
Aktivierung einer Vielzahl von Substratproteinen (Richter and Buchner, 2001). Unter anderem 16st sich
stress-induziert Hsp90 vom Transkriptionsfaktor Heat Shock Faktor 1, der die Expression von HSPs
reguliert (Guo et al., 2001). Rattenkardiomyozyten werden durch eine Uberexpression von Hsp90 vor
pathologischem Stress geschditzt ((Brar et al., 2002; Stephanou et al., 1998). Hsp70 schiitzt Zellen vor
ischdmischen (Su et al., 1999) und oxidativen Stress (Su et al., 1998) unter anderem durch Inhibierung
der inflammatorischen Mediatoren pJnk, Tnfa und des Nfkb-Signalwegs (Chung et al., 2008; Park et
al., 2001; Senf et al., 2008). Western-Blot-Analysen zeigten in Pkp2’-Mausherzen eine deutlich héhere
Expression von Hsp25, Hsp60, Hsp70 und Hsp90 sowie eine verstarkte Phosphorylierung von Hsp25
(pHsp25) und Cryab (pCryab) (Abb.24A).

2.7.3. Plakophilin-2-Ablation fithrt zur Aktivierung der Membranreparatur

Die Modifikation des IF-Systems und der Verlust des Dystrophin-Signals in Pkp2-defizienten
Kardiomyozyten flihrten zu der Hypothese, dass die laterale Ableitung der Kontraktionskraft gestort ist.
Die moglicherweise daraus resultierende hohere Frequenz von Membranrupturen kdnnte durch
Aktivierung des Membranreparatursystems kompensiert werden. Zentrales Protein in diesem
Mechanismus ist das zur Ferlin-Familie gehérende Dysferlin. Das infolge einer Membranruptur
einstromende Kalzium bindet an die C2-Doménen von Dysferlin und vermittelt so eine Membranfusion
von Vesikeln an der Stelle des Rupturereignisses (Han and Campbell, 2007). Basal lokalisiert Dysferlin
an die Zellmembran und an zytoplasmatische Vesikel. Nach dessen Aktivierung ist eine erhohte
Expression von Dysferlin an die Zellmembran nachweisbar. Dysferlin bindet an eine bisher nicht
spezifizierte Domane von Caveolin-3, das wichtigste Strukturprotein bei der Formation von Caveolea
(Sinha et al., 2011). Diese bilden unter anderem ein Membranreservoir fiir die Membranreparatur. Zur
Uberpriifung, ob der Verlust des Dystrophin-Signals die Aktivierung der Membranreparatur zur Folge
hat, wurden Herzschnitte von je flinf Mdusen immunhistologisch mit Antikdrpern gegen Dysferlin und
Caveolin-3 gefarbt. In Pkp2’-Kardiomyozyten zeigten diese eine deutlich starkere Expression an der
Zellmembran als in der Kotrollgruppe (Abb.24B). Die mRNA- und Protein-Expression war dagegen in

den Versuchstiergruppen nicht verandert.

2.8. Deletion von Plakophilin-2 fiihrt zum Verlust der Membranintegritdt

Der Verlust von Dystrophin und die Aktivierung der Zellmembranreparatur in Pkp2 defizienten
Mausherzen wiesen auf eine Stérung der Membranintegritdt hin. Um reparierte Membranrupturen
nachzuweisen wurde Evans Blue Dye (EBD) eingesetzt. EBD bindet serdses Albumin und kann dadurch

nicht die Membran intakter Zellen passieren. Infolge von Rupturen gelangt EBD ins Zytoplasma und
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akkumuliert dort mdglicherweise nach erfolgter Reparatur. Um dies zu untersuchen erhielten die
Versuchstiere 14, 28, 42 und 56 Tage nach Beginn der Pkp2-Deletion EBD. Mittels Hellfeld- und
Fluoreszenzaufnahmen wurde der Anteil EBD-positiver Zellen analysiert. In den Kontrollherzen und in
Pkp27-d14- und d28-Herzen wurden nur wenige Zellen mit akkumuliertem EBD detektiert. Nach sechs
und acht Wochen wiesen dagegen Pkp27--Mause im gesamten Herz einen deutlich erhéhten Anteil EBD-
positiver Zellen auf (Abb.25A/B). Immunfluoreszenz-Analysen mit einer Co-Farbung von Dystrophin
zeigten, dass ausschliellich in EBD-positiven Kardiomyozyten das Dystrophin-Signal stark reduziert

war.
B Caveolin-3 Dysferlin
A Pkp2t/*  pkp27-
+
Akt e cé.
. @
Hsp25 i R S —
pHsp25 | T Tk
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Abbildung 24: Aktivierung kardialer Schutzmechanismen. (A) Proteinexpression von Ik, Akt, pAkt, Hsp25,
pHsp25, Hsp60, Hsp70, Hsp90 und pCryab im Vergleich zur Ladekontrolle a-Aktinin (aAktn) in Pkp2**- und
Pkp27-d56-Mausen. (B) Reprasentative konfokale Aufnahmen von Caveolin-3 und Dysferlin (griin) gefarbten
gefrorenen Herzschnitten aus Pkp2**- und Pkp2’-d56-Mausen. GroRenbalken: 10um. Dapi (blau).

Wir spekulieren, dass das Membranreparatursystem die fortwahrende Belastung und die daraus
resultierenden Rupturen nicht kompensieren kann, was zum Tod der Kardiomyozyten fuhrt. Da in
Pkp2”-Herzen kein Anstieg der Anzahl apoptotischer Zellen beobachtet wurde, ist Nekrose der
wahrscheinliche Zelltodmechanismus. Dieser l&sst sich jedoch bisher nicht direkt nachweisen. Nekrose
induziert jedoch die Infiltration von Makrophagen in das Gewebe zur Beseitigung der Zellreste. Daher
dienten Immunfluoreszenz-Analysen mit dem Makrophagen-Marker Mac-2 als indirekter Nachweis fur
das Vorkommen von Phagozytose. Die Abb.25C zeigt, dass die EBD-positiven, Dystrophin-negativen
Zellen von mononukledren Zellen umgeben waren, die zu einem groRBen Teil aus Makrophagen

bestanden.
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A B
Pkp2*/* Pkp2/-
d14 — —
d28 — —
d42 — +
C Dystrophin Mac-2 EBD Merged

Pkp2t/*

Pkp2/-

Abbildung 25: Verlust der Membranintegritat. (A) Représentative Hellfeldaufnahmen EBD-behandelter
Pkp2**- und Pkp2’d56-Herzen. GroRenbalken: 1mm. (B) Anteil der EBD-positiven Kardiomyozyten zu
den Zeitpunkten d14, d28, d42 und d56 ("-" gering; "+" hoch; "++" sehr hoch) (C) Reprasentative konfokale
Aufnahmen von Dystrophin (rot), Mac-2 (griin) und EBD (weil) geféarbten gefrorenen Herzschnitten von
Pkp2** und Pkp2"d56-Mausen. GroRenbalken: 10um. Dapi (blau).

2.9. Der Phdnotyp von Desmoplakin-defizienten Mausherzen zeigt

Ubereinstimmungen mit denen der kardial-deletierten Plakophilin-2-Mduse

Die vorangegangen Ergebnisse belegen die essenzielle Funktion von Pkp2 im adulten Mausherz. Jedoch
lassen die Daten keine direkten Rickschliisse zu, welche der phénotypischen Veranderungen direkt auf
den Verlust von Pkp2 und welche primér aufgrund der Desintegration der Desmosomen zuriickzufiihren
sind. Wir denken, dass ein phéanotypischer Vergleich der Pkp2”-Mause mit einer herzspezifischen
Deletion eines weiteren desmosomalen Gens diese Frage beantworten kann. Aus diesem Grund wurden
konditionelle Dsp-Mé&use (Vasioukhin et al., 2001) mit MerCreMer-M&usen verpaart. Die Analyse der
Dsp-Funktion im adulten Herzen erfolgte mittels Tamoxifen-Injektion in 12 Wochen alten cDsp

homozygoten, MerCreMer positiven Mausen (Dsp™).
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2.9.1. Ablation von Desmoplakin fiithrt zur progressiven Herzinsuffizienz

Analog zu den Pkp2’-Méausen wurden die Dsp-Versuchstiere mittels Echokardiografie, EKG, einer
Troponin-I-Elisa-Analyse, histologischen Farbungen und quantitativen real-time PCR- sowie Western-
Blot-Analysen auf Entwicklung einer progressiven Herzinsuffizienz, Fibrose und Aktivierung des
fetalen Genprogramms untersucht. Zunachst fiel jedoch auf, dass die Dsp”-Mause deutlich eher

verstarben als Pkp2”-Méuse. Innerhalb der ersten

100 acht Wochen waren im Gegensatz zu den

Kontrolltieren (Dsp*’*) alle Dsp-defizienten Mause

~
(6}

gestorben (Abb.26). Gleichzeitig wurden die
Versuchstiere echokardiografisch nach 7 (d7), 14
(d14) und 21 (d21) Tagen nach Beginn der Dsp-
Deletion analysiert (Tab.Anhangl). Zu keinem
\ Zeitpunkt wurde ein Unterschied der Herzrate, der

Wanddicken der linksventrikuléren posterioren

Uberlebensrate [%]
(¢2]
o

N
(6}

4 5 & § 8 9 Wand sowie des interventrikularen Septums

Zeit [Wochen
[ ] detektiert. 14 Tage nach Beginn der Dsp-Deletion

Abbildung 26: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve.
Anteil lebender Dsp**- (n=16) und Dsp’-Mause
(n=16) in Wochen nach Beginn der Dsp-Deletion. Mause deutlich an (Dsp** 4,21+0,14mm; Dsp™”

5,03£0,156mm; p<0,01). Bereits an d7 waren die
Herzfunktionsparameter Ejektionsfraktion (Dsp** 51,0+4,7%; Dsp” 30,0+4,6%; p<0,01) und
fraktionelle Faserverkiirzung (Dsp** 25,9+2,9%; Dsp™ 14,3+2,3%; p<0,05) signifikant reduziert. Das

stieg der linksventrikulare Diameter der Dsp’-

Herzzeitvolumen (Dsp** 13,4+1,0ml/min; Dsp” 11,0+1,0ml/min; p<0,01) und das Schlagvolumen
(Dsp*’* 26,4+2,4pl; Dsp™ 21,8+2,6pl; p<0,05) unterschieden sich erst nach 21 Tagen signifikant.
Korrespondierende, reprasentative Hellfeldaufnahmen Sirius-Red geférbter Herzschnitte demonstrieren
die progressive Zunahme der Fibrose in Dsp”-Méausen. Der Fibroseanteil an der Gesamtherzflache war
an d14 signifikant erhoht (Dsp** 5,5+0,4ul; Dsp” 10,1+1,2pl; p<0,05) (Abb.27B). Die EKG-Analyse
von Dsp”-d14-Mausen zeigte keine Veranderung der Herzrate (Dsp** 245+16bpm; Dsp”- 503+31bpm;
p>0,05) und des PQ-Intervalls (Dsp** 40,0+1,1ms; Dsp” 37,8+0,5ms; p>0,05). Dagegen wurden
signifikante Verlangerungen der Dauer der P-Welle (Dsp** 15,1+0,1ms; Dsp” 16,1+0,2ms; p<0,01)
und des QRS-Intervalls beobachtet (Dsp** 10,1+0,4ms; Dsp™ 14,1+0,5ms; p<0,001) (Abb.27C).

Wie die Pkp2”-Méausen wurden die Dsp-defizienten Mause auf kardiales Troponin-I untersucht, um
degradierende Kardiomyozyten nachzuweisen. Im Gegensatz zu den Kontrolltieren enthielt das Serum
von allen Dsp”d21-Méausen (n=4) 0,12+0,03ng/ml kardiales Troponin I. Gespeicherte Triglyceride,
Kalziumprazipitate oder eine Zunahme der Apoptose wurden in den Dsp-Knockout-Herzen ebenfalls
nicht beobachtet.
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Abbildung 27: Echokardiographie, Fibrose und QRS-Intervall. (A) Représentative echokardiographische
Aufnahmen (M-Mode) des linken Ventrikels von Kontroll- und Dsp”--Mausen. (B) Reprasentative, transversale
Herzschnitte gefarbt mit Sirius-Red. GréRenbalken: 1Imm. (C) Dauer des QRS-Intervalls von Dsp** (n=5) und
Dsp’d14-Tieren (n=5). Statistik: Student’s T-Test (*** p<0,001).

Um eine Hypertrophie der Dsp”-Herzen zu analysieren wurde das Verhiltnis des Herzgewichts zum
Korpergewicht bestimmt. An d21 lag der Koeffizient in Dsp”-Mausen deutlich héher als der Wert der
Kontrollgruppe (Dsp** 5,2+0,2; Dsp™ 6,3+0,2; p<0,01) (Abb.28A). Zum gleichen Zeitpunkt war die
durchschnittliche Querschnittsflache der Dsp”-Kardiomyozyten wesentlich vergroRert (Dsp**
197,048,1um?; Dsp™ 354,4+31,6um?; p<0,001). Wihrend die mRNA-Expression der adulten Mhc-
Isoform (o-Mhc) unverdndert war, zeigten Dsp”-Herzen eine signifikant erhdhte relative mRNA-
Expression von Anp (11,6+0,8; p<0,01), Bnp (4,2+0,2; p<0,001) und B-Mhc (14,1+0,6; p<0,01)
(Abb.28B/C).
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Abbildung 28: Herz-/Kérpergewicht-Verhaltnis und Fetales Genprogramm. (A) Quantifizierung des
Verhiltnisses des Herzgewichts zum Koérpergewicht von Dsp** (n=8) und Dsp-d21-Mausen (n=8). (B)
Relative mMRNA-Expression von Anp und Bnp sowie (C) von a-Mhc und B-Mhc von Dsp** (n=5) und Dsp™--
d21-Herzen (n=5) normalisiert mit Gapdh. Statistik: Student’s T-Test (**, p<0,01; ***, p<0,001).
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2.9.2. Keine Verinderung des kanonischen 3-Catenin/Wnt-Signalwegs und desmosomale

Desintegration

Uber die Beteiligung des kanonischen B-Catenin/Wnt-Signalwegs wird in der Literatur kontrovers
diskutiert. Wahrend in Pkp2”-Méausen keine Veranderung dieses Signalwegs festgestellt wurde, ist
dieser in embryonal, herzspezifisch deletierten Dsp-Mausen supprimiert (Garcia-Gras et al., 2006). Um
zu Uberpriifen, ob eine Suppression des kanonischen B-Catenin/Whnt-Signalwegs auch in adulten,
herzspezifisch deletierten Dsp-defizienten Herzen nachweisbar ist, wurden die in der Literatur
beschriebenen Kennzeichen analog zum Pkp2-Versuch untersucht. In Dsp”d21-Herzen war die mRNA-
Expression der Wnt-Zielgene CyclinD1, c-jun und c-myc nicht verdndert. Western-Blot-Analysen
zeigten, dass die Proteinexpression von Gsk3, pGsk3, Ctnnbl und aCtnnbl in beiden
Versuchstiergruppen gleich war.

Daraufhin Uberpriiften wir die Hypothese, dass die Deletion von Dsp in differenzierten Kardiomyozyten
zum Verlust der Desmosomenfunktion fuhrt. Dazu wurde die Expression und Lokalisation wichtiger

desmosomaler Proteine mittels quantitativer real-time PCR, Immunfluoreszenz und Western-Blot
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Abbildung 29: Delokalisation und Reduktion der Expression desmosomaler Proteine.

(A) Reprasentative konfokale Aufnahmen der desmosomalen Proteine Dsp, Pkp2, PG und Dsg2 an den
Glanzstreifen (Pfeile) in Herzschnitten von Dsp** und Dsp”-d21 Mausen. GroRenbalken: 10pum

(B) Proteinexpression der desmosomalen Proteine Dsp, Pkp2, Pg, Dsg2 und Dsc2 im Vergleich zur
Ladekontrolle Gapdh in Dsp** und Dsp”-d21- M&ausen.
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Analysen untersucht. Auf mRNA-Ebene wurde kein Expressionsunterschied von Pkp2, Pg, Dsc2 und
Dsg2 festgestellt. Dagegen wiesen Dsp”-Herzen eine deutliche Reduktion der Proteinmenge der
desmosomalen Cadherine, Dsg2 auf 15% und Dsc2 auf 12% der Expression der Kontrollgruppe, auf.
Die Proteinexpression von Pkp2 (50%) und Pg (60%) verminderte sich dagegen nicht so stark
(Abb.29B). In Immunfluoreszenzaufnahmen lokalisierte Pg weiterhin an den Glanzstreifen, wohingegen
das Signal von Pkp2 und Dsg?2 sehr stark reduziert war (Abb.29A).

In elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden wesentlich weniger Desmosomen an den
Glanzstreifen beobachtet (Abb.30). Um zu analysieren, ob sich die Desmosomen der Dsp-defizienten
Kardiomyozyten von denen der Kontrollgruppe morphologisch unterscheiden, wurden jeweils 60
Desmosomen vermessen. Ein deutlicher Unterschied in der Spaltbreite (Dsp** 16,9+0,4nm; Dsp™-
16,2+0,4nm; p>0,05) und in der Desmosomenlange (Dsp** 179+10nm; Dsp’ 198+16nm; p>0,05)
wurde nicht festgestellt. Dagegen war die von einem inneren dichten Plague zum anderen gemessene
Desmosomenbreite (Dsp** 113,6+2,9nm; Dsp” 78,3+3,5nm; p<0,001) signifikant verringert. Die
Sarkomere zeigten bei gleicher Lange (Dsp** 1635+24nm; Dsp” 1602+21nm; p>0,05) eine

desorganisierte Anordnung.
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Abbildung 30: Desmosomale Desintegration. (A) Elektronenmikroskopie ultradiinner Schnitte durch die
Glanzstreifen  von  Dsp**- und Dsp’-d21-Herzen. GroRenbalken: 1um. (B) Représentative
elektronenmikroskopische Aufnahmen von Desmosomen (Klammer: Desmosomenbreite). Gréf3enbalken: 100nm.
(C) Desmosomenbreite von je 20 Desmosomen von je drei Dsp*™+- und Dsp”-d21-Herzen. Statistik: Student’s T-
Test (*** p<0,001).

2.9.3. Modifikation des Zytoskeletts, Internalisierung von Gap-Junctions und Stérung

lateraler Zelladhisionsstrukturen

Uber die PRD-Doménen bindet Dsp das IF-System ans Desmosom. Auswirkungen der Dsp-Ablation
auf das Desmin-Netzwerk und die damit assoziierten Aktinfilament- und Tubulin-Systeme wurden mit
Immunfluoreszenzuntersuchungen an isolierten Kardiomyozyten analysiert. Aus Dsp-defizienten
Herzen (n=5) wurden signifikant weniger native Kardiomyozyten als aus Kontrollherzen (n=5) isoliert
(Dsp*’* 42.900+4.400 Zellen/ml; Dsp” 24.900+4.900 Zellen/ml; p<0,01). Die immunhistologische

Farbung isolierter Dsp-defizienter Kardiomyozyten zeigte ein deutlich reduziertes Desmin-Signal und
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eine Desorganisation des Aktinfilamentsystems an der terminalen Membran (Abb.31A). In Western-
Blot Analysen wurde in den Dsp”d21-Mausherzen eine deutlich hohere Expression der nicht-
sarkomeren Proteine Desmin, B-Aktin und B-Tubulin detektiert. Die sarkomeren Proteine a-Aktin und
a-Aktinin waren dagegen unverandert (Abb.31B).

Um den Einfluss der Dsp-Deletion auf charakteristische Vertreter kardialer Adhdsionskomplexe zu
untersuchen, wurden diese auf molekularer Ebene untersucht. Das Adharenzverbindungsprotein N-
Cadherin zeigte keine Veranderung. Dagegen war das Gap-Junctionprotein Cx43 teilweise internalisiert.
Zudem wiesen ein groRer Anteil der Dsp™-Kardiomyozyten eine deutliche Reduktion des Dystrophin-
Signals auf (Abb.31C), wéhrend andere DGC-Proteine wie Syntrophin und Dystroglycan wildtypisch
lokalisiert waren. Die Protein- und mRNA-Expressionen dieser Gene unterschieden sich nicht.
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Abbildung 31: Zytoskelettale Veranderungen und nicht-desmosomale Zelladh&sionsverbindungen.
(A) Repréasentative konfokale Aufnahmen von Desmin und F-Aktin in isolierten Kardiomyozyten aus Dsp*/*-
und Dsp”’-d21-Mausen. GroRenbalken: 20um. (B) Proteinexpression der zytoskelettalen Proteine Desmin, a-
Aktinin, a-Aktin, B-Aktin und B-Tubulin im Vergleich zur Ladekontrolle Gapdh in Dsp** und Dsp”d21 Mausen.
(C) Reprasentative konfokale Aufnahmen von N-Cadherin, Connexin-43 und Dystrophin in gefrorenen
Herzschnitten aus Dsp** und Dsp”d21 Mausen. Dapi (blau). GroRenbalken: 10um.
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Die progressive Fibrose und die Veranderung des DGC deuteten auf eine veranderte Bindung der Zelle
zur Extrazelluldren Matrix hin. Um dies zu uberpriifen wurde die mRNA-Expression von 84 EM- und
Adhésionsmolekilen mittels eines PCR-Arrays analysiert (Tab.Anhang2). Die Gene der Familien der
Cadherine (E-, N-, P- und R-Cadherin), Catenine (aE, aN- und p-Catenin), Laminine (al-, a2-, a3-,
R2-, 83) und des DGC (g-Sarcoglycan) wiesen keine deutlich verdnderten Expressionrn auf. Dagegen
zeigten Dsp-defiziente Herzen eine signifikant erhohte relative Expression der Integrine o4-Integrin
(2,30+0,03; p<0,001), aM-Integrin (5,48+0,14; p<0,001), aV-Integrin (1,87+0,11; p<0,01), B1-Integrin
(1,65%0,18; p<0,01), B2-Integrin (1,94+0,09; p<0,01) sowie B3-Integrin (3,33+0,11; p<0,001) und deren
Bindungsliganden Kollagenlal (22,36+13,28; p<0,001), Kollagen3al (267,99+32,84), p<0,001),
Kollagen5al (5,80+1,21; p<0,001), Fibronectin (10,31£1,67; p<0,001), yl-Laminin (5,42+0,42;
p<0,01), Osteopontin (67,04+8,29; p<0,001) und Tenascin (14,13+1,16; p<0,001) (Abb.32).
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Abbildung 32: Verstarkte Expression von Integrinen und Integrin-Liganden. (A) Quantifizierung der
relativen mRNA-Expression (Mittelwert+Standardabweichung) von Kollagenlal (Collal), Kollagen3al
(Col3al), Kollagen5al (Col5al), Fibronectin (Fn), y-Laminin (Lamc1), Osteopontin (Sppl) und Tenascin (Tnc)
von Dsp** (n=5) und Dsp”d21-Herzen (n=5) normalisiert mit Gapdh. (B) Quantifizierung der relativen mRNA-
Expression von a4-Integrin (ltga4), aM-Integrin (ltgam), aV-Integrin (ltgav), B1-Integrin (ltgb1), B2-Integrin
(Itgb2), B3-Integrin (Itgh3) von Dsp** (n=5) und Dsp”’d21-Herzen (n=5) normalisiert mit Gapdh. Statistik:
Student’s T-Test ( ***, p<0,001; **, p<0,01).

2.9.4. Aktivierung kardialer Schutzmechanismen und Verlust der Membranintegritat

Die erhohte Expression der Integrine und deren Liganden wies auf eine Aktivierung des Integrin-
Signalwegs hin. Mithilfe von Western-Blot Analysen wurde die Expression des Integrin-
Signalwegeffektors 11k und die Phosphorylierung des Ilk-Zielgens Akt untersucht. Dsp”d21-Herzlysate
wiesen eine deutlich erhdhte Proteinexpression von Ik und pAkt bei unverénderter Akt-Expression auf.
Diese Ergebnisse und die Erkenntnisse aus den Pkp2”-Mause fiihrten zu der Frage, ob weitere kardiale
Schutzmechanismen in Dsp”-Herzen aktiviert sind. Western-Blot-Untersuchungen zeigten in Dsp”-
Herzen signifikant groRere Proteinmengen der protektiven Hitzeschockproteine Hsp25, pHsp25, Hsp60,
Hsp70, Hsp90 und pCryab (Abb.33). Zur Untersuchung des Membranreparaturmechanismus wurden

Herzschnitte immunhistologisch mit Antikdrpern gegen Dysferlin und CathepsinD analysiert. Die
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Aspertylprotease CathepsinD ist ein Marker fur Lysosomen (Steinfeld et al., 2006), die eine
membrandse Quelle zur Membranreparatur sind (Han and Campbell, 2007). Beide Proteine zeigten ein
deutlich verstarktes Signal an der Zellmembran von Dsp” Kardiomyozyten (Abb.33B). Diese
Ergebnisse wiesen auf eine Aktivierung des Ilk/Akt-Signalweges, der protektiven Hitzeschockproteine
und der Membranreparatur in Dsp-defizienten Mausherzen hin.
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Abbildung 33: Aktivierte kardiale Schutzmechanismen. (A) Proteinexpression von Ik, Akt, pAkt, Hsp25,
pHsp25, Hsp60, Hsp70, Hsp90 und pCryab im Vergleich zur Ladekontrolle a-Aktinin in Dsp** und Dsp”d56
Mausen. (B) Reprasentative konfokale Aufnahmen von CathepsinD und Dysferlin gefarbten gefrorenen
Herzschnitten aus Dsp** und Dsp”d21 Mausen. GréRenbalken: 10um. Dapi (blau).

Um die Membranintegritat zu analysieren erhielten cDsp/MerCreMer-Mause 7, 14 und 21 Tage nach
Beginn der Tamoxifengabe EBD. In Herzschnitten von Dsp”-d7-Méausen und in den Kontroll-Herzen

wurden nur wenige EBD-positive Kardiomyozyten beobachtet. Interessanterweise akkumulierte EBD
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Abbildung 34: Verlust der Membranintegritat. (A) Représentative Hellfeldaufnahmen von mit EBD injizierten
Dsp**- und Dsp’d14-Mausen. GroRenbalken: 1mm. (B) Anteil der EBD-positiven Kardiomyozyten zu den
Zeitpunkten d7, d14 und d28 ("-" gering; "+" hoch; "++" sehr hoch) (C) Reprasentative konfokale Aufnahmen von

Dystrophin (rot), Mac-2 (griin) und EBD (weiR) gefarbten gefrorenen Herzschnitten aus Dsp** und Dsp-d21
Mausen. GréRenbalken: 10um. Dapi (blau).
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an d14 nur in den Zellen des rechten Ventrikels (Abb34A/B). Nach drei Wochen waren Kardiomyozyten
sowohl im Septum, im rechten und auch im linken Ventrikel EBD-positiv. In konfokalen Aufnahmen
wiesen EBD-positive Kardiomyozyten ein stark vermindertes Dystrophin-Signal auf. Zuséatzlich waren
diese Zellen von einer grolien Anzahl Mac-2-positiver Makrophagen umgeben (Abb.34C).

2.10. Der Knockout des Membranreparaturproteins Dysferlin reduziert die

Lebenserwartung Desmoplakin-defizienter Mduse

Sowohl in den Pkp2”- als auch in den Dsp”-Mausen wurde eine Aktivierung des endogenen
Zellmembranreparatursystems beobachtet. Eine entscheidende Funktion in diesem Mechanismus hat
Dysferlin (Dysf), welches kalziumaktiviert die Fusion von membrandsen Vesikeln mit der Zellmembran
steuert. In Patienten mit mutiertem Dysf flhrt die fehlende Kompensation von Membranrupturen zur
Nekrose von Muskelzellen und zum progressiven Muskelschwund (Bansal and Campbell, 2004). Bei
einer Routineuntersuchung am "The Jackson Laboratory"” (Bar Harbor, USA) wurde eine progressive
muskuldre Dystrophie in A/J-Mdusen entdeckt. Ho et al. fanden im Intron 4 vom Dysf-Gen eine
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Abbildung 35: Dsp- und Dysf-Immunfluoreszenz-Analyse. (A) Reprasentative konfokale Aufnahmen von
Desmoplakin (griin) und von N-Cadherin (rot; Merged) in gefrorenen Herzschnitten von Kontroll-, Dsp”d11-
und Dysf’/Dsp”d11-Mausen. GroRenbalken: 10um. Dapi (blau). (B) Reprasentative konfokale Aufnahmen
von Dysferlin (griin) und von wheat germ agglutinin (rot; Merged) in gefrorenen Herzschnitten von Kontroll-,
Dsp”-d11- und Dysf"/Dsp’-d11-Mausen. GroRenbalken: 10um. Dapi (blau).
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Retrotransposon-Insertion. Dies verursacht fehlerhaftes SpleilRen und die Degradation der Dysf-mRNA.
Der Dystrophie-Phanotyp wird in diesen M&usen zuerst in den proximalen Muskeln im Alter von finf
Monaten detektiert (Ho et al., 2004). Han et al. beobachteten in ein Jahr alten Dysf-Null-Mé&usen die
Entwicklung einer milden Kardiomyopathie, die sich durch Training verschlimmerte (Han et al., 2007).
Um zu Uberpriifen, ob die Membranreparatur das Zugrundegehen der Kardiomyozyten und somit die
Entwicklung der progressiven Herzinsuffizienz in den Dsp”-Mausen verzogert, wurden auf C57BL/6
zuriickgekreuzte A/J-Mé&use mit den cDsp/MerCreMer-Tieren verpaart. Dazu erhielten 12 Wochen alte
Dysf-negative, cDsp homozygote, MerCreMer positive Mause Tamoxifen-Injektionen (Dysf’/Dsp™),
also bevor erste phénotypische Verdnderungen in den Dysf-/--M&usen auftreten (Ho 2004). Als
Kontrolltiere bekamen Dysf-negative, cDsp heterozygote, MerCreMer positive Mause Tamoxifen
(Kontrolle). Abb.35 zeigt die Expression von Desmoplakin im Vergleich zu N-Cadherin in den
Versuchstiergruppen. Wéhrend in den Kontrollherzen Dsp an die Glanzstreifen lokalisierte, war die
Signalintensitat in Dsp”- und Dysf’/Dsp”-Herzen stark reduziert. Der Vergleich mit dem
Membranmarker "Wheat Germ Agglutinin" (wga) demonstriert die unterschiedliche Dysf-Expression.
In Kontrollherzen ist Dysf gleichmél3ig im Zytoplasma und an der Membran exprimiert. Infolge der
aktivierten Membranreparatur erhohte sich die membrandse Expression von Dysf in den Dsp™-
Kardiomyozyten. Nicht detektierbar war das Dysf-Signal in den Dysf”/Dsp”-Mausherzen.

Zur physiologischen Analyse wurden Dysf”

100 /Dsp”- (n=28), Dsp”- (n=12) und Kontroll-
O\E el | \-\ Mause (n=10) an Tag 4, 7 und 11 nach Beginn
Qo - Kontrolle der Dsp-Deletion echokardiographisch
% - = Bf,é’r/-,gsp—/- untersucht. Im Gegensatz Zu den
2 Vergleichsgruppen verstarben jedoch die ersten
g 05 Doppel-Knockout-Tiere bereits nach vier Tagen.

An d11 wiesen die vitalen Dysf’/Dsp”-Tiere

0 v eine deutliche Reduktion der Herzfunktion auf,

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 woraufhin der Versuch beendet wurde (Abb.36).
Zeit [Wochen]

Die Herzfrequenz und die Diameter des
Abbildung 36: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve. interventrikularen Septums sowie der
Anteil lebender Kontroll- (n=10), Dsp”- (n=12) und . . .
Dysf/Dsp”-Mause (n=28) in Wochen nach Beginn linksventrikularen posterioren Wand blieben
der Dsp-Deletion. unverandert. Wahrend die  Dsp”-Méause

(Kontrollen:  4,40+0,08mm; Dsp”: 5,23+0,09mm, p<0,01) einen signifikant vergroRerten

linksventrikuldren Durchmesser zeigten, entsprach dieser bei den Doppel-Knockout-Tieren dem der

Kontroll-Mause (Dysf’”/Dsp™: 4,60+0,08mm; p<0,05 im Vergleich zu Dsp”). Ejektionsfraktion

(Kontrollen: 47,33+3,48%; Dsp™: 22,75+1,49%; Dysf"/Dsp’: 22,48+2,08%; jeweils p<0,001 im

Vergleich zur Kontrolle) und fraktionelle Faserverkiirzung (Kontrollen: 23,37+1,72%; Dsp’:

10,44+0,77%; Dysf"/Dsp”: 10,61+1,19%; jeweils p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle) waren in
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beiden Knockout-Tiergruppen wesentlich reduziert. Zwischen diesen existierte jedoch kein Unterschied.
Im Gegensatz dazu wiesen die Dysf’/Dsp”-Herzen sowohl zu den Kontroll- als auch zu den Dsp™-
Herzen ein deutlich verringertes Schlag- (Kontrollen: 31,11+1,30ul; Dsp”: 21,59+2,29ul, p<0,01;
Dysf”/Dsp”: 14,89+1,11ul; p<0,001 zu Kontrollen, p<0,01 zu Dsp”™) und Herzzeitvolumen
(Kontrollen: 14,37+0,85ml/min; Dsp™: 10,14+1,22mm/min, p<0,05; Dysf’/Dsp™: 7,69+0,54mm/min;
p<0,001 zu Kontrollen, p<0,05 zu Dsp”) auf (Tab.Anhang3).

Zum Nachweis degradierender Kardiomyozyten wurde das Serum an d11 auf kardiales Troponin-I
getestet. Dabei wurde in drei Dsp”-Méausen (n=7) eine Troponin-I-Konzentration von 0,21+0,05ng/ml
und in sieben Doppel-Knockout-M&usen (n=11) von 0,29+0,04ng/ml im Serum detektiert. In der
Kontrollgruppe (n=6) konnte in keinem Tier Troponin-I im Serum nachgewiesen werden.

Analog zu den Pkp2- bzw. Dsp-defizienten Méausen wurde das Verhaltnis des Herz-/Kdrpergewichts
bestimmt, um eine Hypertrophie der Herzen zu detektieren. Dieser Koeffizient (Kontrollen: 5,13+0,15;
Dsp’: 6,82+0,24, p<0,01; Dysf”/Dsp”: 7,01+0,25; p<0,001 zu Kontrollen, p>0,05 zu Dsp™) lag bei
beiden Knockout-Gruppen signifikant tiber dem der Kontrollen. Ein wesentlicher Unterschied zwischen
Dysf”/Dsp”- und Dsp™--Méausen wurde allerdings nicht festgestellt (Abb.37A).
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Abbildung 37: Herz-/Kérpergewicht und Fibroseanteil. (A) Quantifizierung des Verhéltnisses des
Herzgewichts zum Korpergewicht von Kontroll- (n=5), Dsp”-d11- (n=8) und Dysf*/Dsp”d11-Mausen (n=13). (B)
Relativer Fibroseanteil der Herzflache der Dsp-d11- und Dysf”/Dsp”d11-Mausen in Bezug auf die Kontrolltiere.
Statistik: Anova-Varianzanalysetest (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Die Analyse der Fibrose zeigte in den Doppel-Knockout-Herzen (4,46+0,43; p<0,001 zu Kontrollen,
p<0,05 zu Dsp™) im Vergleich zu den Dsp-defizienten Herzen (3,26+0,32, p<0,01 zu Kontrollen) einen
deutlich erhohten relativen Fibroseanteil (Abb.37B). Der fibrotische Anteil am Gesamtherz betrug bei
den Dsp™/Dsp”-Méausen 15,5+4,8%.

Um zu Uberprifen, ob der Verlust von Dysferlin und somit der Membranreparatur zu einem hoheren
Anteil Dystrophin-negativer Kardiomyozyten und einer vermehrten Einwanderung von Makrophagen
fuhrt, wurden Immunfluoreszenz-Analysen mit Antikdrpern gegen Dystrophin und Mac-2 durchgefuhrt.

Wie Abb.38 verdeutlicht wurden in den Doppel-Knockout-Herzen wesentlich mehr Zellen mit einem
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reduzierten Dystrophin-Signal beobachtet. Zusétzlich konnten deutlich mehr Makrophagen im Gewebe

detektiert werden als Dsp™-Herzen.
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Abbildung 38: Verlust der Membranintegritat. (A) Représentative Hellfeldaufnahmen von
mit EBD injizierten Kontroll-, Dsp”d11- und Dysf’/Dsp-d11-Mausen. GroRenbalken: 1mm.
(B) Reprasentative konfokale Aufnahmen von Dystrophin (rot) und Mac-2 (griin) gefarbten
gefrorenen Herzschnitten aus Kontroll- Dsp’d1l- und Dysf"/Dsp’d11-Mausen.
GroRenbalken: 100um. Dapi (blau). Ubereinandergelegte Bilder (Merged).
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3. Diskussion

Bisherige Erkenntnisse zu Pkp2 stammen Uberwiegend aus in-vitro-Experimenten. In diesen
Experimenten blieben die humoralen, hdmodynamischen und mechanischen Einflusse weitgehend
unbertcksichtigt. Die in dieser Arbeit generierte, konditionelle Pkp2-Knockout-Maus ermdglichte es

erstmals die Funktion von Pkp2 in terminal differenzierten Kardiomyozyten in Mausen zu untersuchen.

3.1. Kardial exprimiertes Plakophilin-2 ist essenziell fiir die embryonale

Herzentwicklung

Die Nullmutation von Pkp2 (Grossmann et al., 2004) fiihrte zur embryonalen Letalitdt im mittleren
Tréachtigkeitsdrittel. Diese Studie konnte nicht zeigen, ob dies primér durch einen Defekt in den
Kardiomyozyten oder durch den Pkp2-Verlust in anderen Geweben verursacht wurde. Der in dieser
Arbeit verwendete herzspezifisch embryonale Knockout von Pkp2 zeigte eine Phénokopie des
klassischen Pkp2-Knockout-Modells. Somit belegen die Ergebnisse eindeutig, dass es die kardiale

Funktion von Pkp2 ist, die unverzichtbar fiir eine addquate embryonale Herzentwicklung ist.

3.2. Plakophilin-2 und Desmoplakin sind essenziell fiir die adulte Herzfunktion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmals die desmosomalen Proteine Pkp2 und Dsp jeweils
herzspezifisch in adulten Mausen ausgeschaltet und deren Phanotyp miteinander verglichen. Der adulte
Knockout flhrte in beiden Mausmodellen zum Auftreten einer Letalitit zwischen ein bis sechs Monaten
nach Beginn der Ablation. Im Vergleich dazu tberlebten 50% der von Li et al. untersuchten Pg-
Knockout-Méuse langer als 19 Monate (Li et al., 2011b). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
Funktionen von Pkp2 und Dsp nicht durch andere Proteine kompensiert werden koénnen. Bei Pg
hingegen wird vermutlich die fehlende Funktion teilweise durch das strukturverwandte Armadillo-
Protein -Catenin tbernommen (Choi et al., 2009).

Um die Herzfunktion der Versuchstiere zu analysieren, wurden serielle echokardiografische
Untersuchungen durchgefiihrt. Die Knockout-Mause entwickelten innerhalb von drei Wochen (Dsp™)
bzw. von acht Wochen (Pkp27) eine progressive Herzinsuffizienz. Die echokardiografischen Analysen
beider Knockout-Gruppen zeigten Uber die Zeit eine signifikante Reduktion der Herzfunktionsparameter
und eine VergroRerung der linksventrikuldren Diameter. Der Anstieg der Herz/Korpergewichts-Indices
und der histologisch ermittelten Kardiomyozyten-Querschnittsflachen deuten auf die Etablierung eines
kompensatorischen, hypertrophen Phé&notyps hin. Unterstiitzt wird diese Vermutung durch die
signifikant erhohte Expression der kardialen Hypertrophiemarker Anp, Bnp und a-Mhc. Zudem konnte

in EKG-Analysen eine signifikante Verlangerung der Erregungsausbreitung (QRS-Intervall) in den
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Ventrikeln nachgewiesen werden. Urséchlich konnte die Zunahme des nicht-leitenden Bindegewebes
im Myokard sein. So lag der Fibroseanteil in den Knockout-Herzen im Vergleich zu den Kontrolltieren
um das Vier- bis Sechsfache hoher. Der gleichzeitige Nachweis von Troponin-1 im Serum der Knockout-
Mause wies auf das Auftreten von Myokardschdden hin. Eine Zunahme von apoptotischen
Kardiomyozyten konnte allerdings nicht nachgewiesen werden, was indirekt den Schluss nahelegt, dass
in beiden Mausmodellen eine kardiomyozytare Nekrose vorliegt. Ein weiteres indirektes Zeichen fur
das VVorliegen von Nekrose ist das Auftreten von Makrophagen, die nekrotische Zellreste phagozytieren.
In beiden desmosomalen Knockout-Linien konnten Makrozyten-Infiltrationen im Herz detektiert
werden.

Wir vermuten, dass die zugrunde gegangenen Zellen anschlielend sekunddr durch Bindegewebe zur
Aufrechterhaltung der Herzfunktion ersetzt wurden. Die herzspezifisch embryonal-deletierte Dsp-Maus
(Garcia-Gras et al., 2006) zeigte zusétzlich zum fibrotischen Ersatz von Kardiomyozyten Infiltrationen
von Fettgewebe. Des Weiteren wiesen die beiden transgenen Dsg2-Mausstamme (Krusche et al., 2011;
Pilichou et al., 2009) Kalzifizierungen des Herzmuskels auf. In den von uns untersuchten Pkp2”- und
Dsp’-Herzen konnten weder intrakardiale Fettzellen noch Kalziumprazipitate nachgewiesen werden.
Auch in anderen Mausmodellen von desmosomalen Genen konnten keine Adipozyten im Myokard
detektiert werden (Garcia-Gras et al., 2006; Li et al., 2011a; Pilichou et al., 2009). Daher scheint dies
kein genereller Befund bei desmosomalen Funktionsstérungen zu sein, sondern eher ein

proteinspezifischer Effekt.

3.3. Der Wnt/B-Catenin-Signalweg ist in den Pkp2- und Dsp-defizienten Mdusen

nicht verdndert

Garcia-Gras et al. untersuchten in embryonal herzspezifisch deletierten Dsp-Méausen die Rolle des
Wnt/B-Catenin-Signalweges. Sie postulierten, dass durch eine Delokalisation von Pg der kanonische
Whnt/B-Catenin-Signalweg supprimiert wird. Sie stellten die Hypothese auf, dass durch diese Hemmung
eine verstarkte Adipogenese und Fibrose in den Kardiomyozyten aktiviert wird (Garcia-Gras et al.,
2006). Im Gegensatz dazu zeigten adulte Mause mit kardial deletiertem Pg eine Aktivierung des
kanonischen Wnt/p-Catenin-Signalwegs. Die Tiere wiesen eine erhdhte mRNA-Expression der Wnt-
Zielgene CyclinD1, c-jun und c-myc auf. Auf Proteinebene waren aCtnnbl und pGsk3 stérker
exprimiert (Li et al., 2011b). Sowohl die Pkp2”- als auch die Dsp™-Mause zeigten keine Veranderungen
des Wnt/p-Catenin-Signalweges. Demzufolge kann nicht von einer generellen Beteiligung des Wnt/p3-

Catenin-Signalwegs an der Pathogenese desmosomaler Gen-Deletionen ausgegangen werden.
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3.4. Desintegration der Desmosomen

Die Untersuchungsergebnisse der Arbeit belegen, dass sowohl der Verlust von Pkp2 als auch von Dsp
zur Desintegration der Desmosomen fiihrt. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Pkp2”-Herzen
zeigten das vollstandige Fehlen von desmosomalen Strukturen. In den Dsp”-Herzen war die
Desmosomenzahl stark reduziert. Jedoch fehlte den vorhandenen Desmosomen der innere Plaqueanteil.
Dies ist der Bereich, der normalerweise durch Dsp gebildet wird. Interessanterweise konnten weiterhin
regelrechte Zell-Zell-Kontakte beobachtet werden. Wahrend der Verlust von Pkp2- bzw. Dsp auf
mMRNA-Ebene die Expression der anderen Hauptbestandteile des Desmosoms nicht verénderte, konnte
auf Protein-Ebene eine deutliche Reduktion der desmosomalen Komponenten nachgewiesen werden.
Im Vergleich zu den anderen desmosomalen Proteinen war die Pg-Expression in beiden Knockout-
Gruppen nur leicht reduziert und weiterhin an den Glanzstreifen detektierbar. Dies kdnnte damit erklart
werden, dass Pg sowohl mit desmosomalen Proteinen als auch mit Molekilen der
Adharenzverbindungen interagiert (Choi et al., 2009). Das Pkp2-Signal in Dsp™-Méausen bzw. das Dsp-
Signal in Pkp2”-Mausen war an der terminalen Membran nicht nachweisbar. In beiden Knockout-
Gruppen war die Proteinexpression der desmosomalen Cadherine Dsg2 und Dsc2 signifikant reduziert.
Dsg2 konnte weder in Pkp2- noch in Dsp-defizienten Herzschnitten an den Glanzstreifen nachgewiesen
werden. Ursache daflr konnten unterschiedliche Transportmechanismen sein. Wéhrend die
zytosolischen, desmosomalen Proteine Dsp, Pkp2 und Pg tber das Aktinfilamentsystem zur Membran
gelangen (Green et al., 2010), werden die desmosomalen Proteine Dsg2 und Dsc2 mittels Kinesinen
Uiber das mikrotubuldre Zytoskelett zur Membran transportiert (Nekrasova et al., 2011). In
Zellkulturexperimenten an Epithelien konnte gezeigt werden, dass Dsp an der Organisation der
Mikrotubuli beteiligt ist (Lechler and Fuchs, 2007). Eine Stérung des mikrotubuldren Zytoskeletts
kdnnte das Fehlen von Dsg2 an den Glanzstreifen erklaren.

Waéhrend in epithelialen Geweben Adhérenzverbindungen und Desmosomen als eigenstandige
voneinander getrennte Strukturen vorliegen, bilden sie im Vertebratenherz den gemischten Typus der
Area composita aus (Borrmann et al., 2006; Franke et al., 2006). Die Analyse des Hauptvertreters
kardialer Adharenzverbindungen N-Cadherin zeigte trotz Desintegration der Desmosomen keine
Veranderungen. Somit wird N-Cadherin zum Erhalt der Zell-Zellkontakte nicht kompensatorisch
uberexprimiert. Interessanterweise fiihrt der herzspezifische N-Cadherin-Knockout sowohl zur
Desintegration der Adh&renzverbindungen als auch der Desmosomen (Kostetskii et al., 2005). In Bezug
auf die Letalitat unterscheiden sich die N-Cadherin-defizienten Mduse jedoch nicht von den Pkp2- und
Dsp-Knockout-Mausen.

Eine Vielzahl der desmosomalen Proteine interagiert mit dem ventrikuldarem Gap-Junctionprotein Cx43.
Wahrend in Pkp27-Herzen Cx43 vergleichbar zu den Kontrollen exprimiert wurde, konnte eine partielle
Internalisierung von Cx43 in Dsp-defizienten Kardiomyozyten nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu

den Pg-defizienten Mausen (Li et al., 2011b) mit reduziertem Cx43-Signal, war die Expression von
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Cx43 an den Glanzstreifen nahezu unverdandert. Auch in anderen Mausmodellen desmosomaler Gene
war Cx43 unverandert an den Glanzstreifen nachweisbar (Rizzo et al., 2012; Swope et al., 2012). Ob
die Internalisierung von Cx43 in Dsp”-Mausen primar auf dessen Verlust beruht oder ob dies ein
sekundéarer Effekt ist, mussen weitere Studien zeigen. Eine Reduktion von Cx43 kann auch in
Endstadien der hypertrophen, dilatativen und ischamischen Kardiomyopathie beobachtet werden (Nattel
et al., 2007; Peters et al., 1993).

3.5. Verlust der Desminbindung und Uberexpression nicht-sarkomerer

Zytoskelettproteine

Die beobachtete desmosomale Desintegration der beiden Knockout-Modelle flihrt somit nur zu
geringfligigen Veranderungen an den Glanzstreifen. Elektronenmikroskopische Aufhahmen zeigen eine
Storung der normalen, streng regelmafigen Anordnung in Langsrichtung in den Pkp2- und Dsp-
defizienten Herzen. Man nimmt an, dass an der geordneten Ausrichtung der Sarkomere das IF-Protein
Desmin entscheidend beteiligt ist. Dieses umspinnt die Myofibrillen auf Hohe der Z-Scheibe, verbindet
die Myofibrillen untereinander einerseits in lateraler Richtung mit dem Sarkolemm und andererseits in
longitudinaler Richtung mit den Desmosomen durch die Bindung an Dsp. Normalerweise ist somit zum
einen gewdhrleistet, dass die Kontraktionskraft geordnet in Langsrichtung weitergegeben wird, und zum
anderen die dabei auftretenden Scherkréfte gleichméRig lateral auf das Sarkolemm abgeleitet werden
(Lazarides, 1980). Fur die Aufrechterhaltung des IF-Netzwerks ist die Interaktion mit Proteinen des
Mikrotubuli- und Aktinfilamentsystems von entscheidender Bedeutung (Fuchs and Cleveland, 1998).
Unsere Ergebnisse belegen, dass die Desmin-Bindung und die Aktinzytoskelettstruktur im Bereich der
Glanzstreifen signifikant gestort sind. Die Untersuchung der Desmin-defizienten Méause zeigten
vergleichbare strukturelle Veranderungen der Sarkomeranordnung sowie den Verlust der Zellintegritat
(Milner et al., 1996; Thornell et al., 1997). So scheint die gestérte Anbindung von Desmin ans
Desmosom ahnlich schwerwiegend zu sein wie dessen Verlust. Die in den Pkp2- und Dsp-defizienten
Mausherzen beobachtete Uberexpression von nicht-sarkomeren Zytoskelettproteinen weist auf einen
intrazellul&ren, strukturellen Kompensationsmechanismus hin. Verédnderungen des Zytoskeletts spielen
bei humanen kardialen Erkrankungen wie der Hypertrophie und der Herzinsuffizienz eine wichtige
Rolle. Patientenstudien konnten zeigen, dass in frihen Krankheitsstadien vermehrter mechanischer
Stress zundchst durch eine Akkumulation von zytoskelettalen Proteinen kompensiert werden kann.
Chronischer Stress bewirkt allerdings in der spéten, haufig irreversiblen Phase den Verlust von
kontraktilen Filamenten (Hein et al., 2000). In der Regel folgt eine Verdichtung des Mikrotubuli-
Netzwerkes, welches die Viskositat des Zytoplasmas erhdht und somit zu einer Einschrankung der
Sarkomerkontraktilitat fihrt (Tagawa et al., 1997). Demnach konnte die echokardiografisch ermittelte,

eingeschrankte Pumpfunktion der Pkp2- bzw. Dsp-Knockout-Mause zum einen durch die reduzierte
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Ordnung der Sarkomere und zum anderen durch die Zunahme der Steifigkeit der Kardiomyozyten

erklart werden.

3.6. Aktivierung kardialer Schutzmechanismen

An der lateralen Zellmembran lokalisierte Rezeptoren kdnnen Signalwege aktivieren, um einem
vermehrtem Auftreten von Scherkraften entgegenzuwirken. Dabei spielen sowohl die Familie der
Integrine als auch der Dystrophin-Glykoprotein-Komplex eine entscheidende Rolle. Auf die im
Sarkolemm verankerten Integrine wirken intrazellular Verédnderungen des Aktinzytoskeletts und
extrazellular ECM-Proteine (Berrier and Yamada, 2007; Kresh and Chopra, 2011). Integrin-vermittelt
konnen in Kardiomyozyten verschiedene Schutzmechanismen, wie z.B. der 11k/Akt-Signalweg, aktiviert
werden. In beiden Deletions-Modellen konnte sowohl die Aktivierung des IIk/Akt-Signalwegs als auch
eine verstérkte Expression extrazelluldrer Integrinliganden gezeigt werden. Somit belegen diese
Resultate die Aktivierung eines zentralen Integrin-vermittelten kardialen Schutzmechanismus. Die
Phosphorylierung von Akt kann verschiedene Uberlebensprozesse initiieren, wie z.B. die Inhibition der
Apoptose, die Aktivierung kompensatorischen Zellwachstums und die Hitzeschockprotein-vermittelte
Protektion von zytoskelettalen Proteinen (Sussman et al., 2011). Dem Gegentber kann eine chronische
Aktivierung des Akt-Signalwegs auch pathologische Hypertrophien verstarken bzw. induzieren (Kemi
et al., 2008).

Hitzeschockproteine (Hsp), die teilweise tber den Ilk/Akt-Signalweg aktiviert werden kénnen, spielen
eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Integritét der Zelle durch Stabilisierung von Proteinen
zum Schutz vor Degradation und Beschleunigung des Abbaus nicht funktionsfahiger Proteine (Chi and
Karliner, 2004). In beiden Knockout-Modellen weisen Expressionsanalysen von Hsp25, pHsp25,
Hsp60, Hsp70, Hsp90 wund pCryab auf eine direkte Beteiligung der Hsp-vermittelten
Schutzmechanismen hin. Es wurde gezeigt, dass die Aktivierung von Hsp27 und Cryab Herzen vor
ischamischen Verletzungen durch Inhibierung von Apoptose und Nekrose schiitzen kann (Martin et al.,
1997; Morrison et al., 2003; Ray et al., 2001). Dabei kann aktiviertes Hsp27 im Speziellen das Aktin-
Zytoskelett durch Inhibition der Polymerisation von F-Aktin schitzen (Benndorf et al., 1994; Kostenko
and Moens, 2009), wahrend Cryab protektiv auf das tubulare Zytoskelett (Bluhm et al., 1998) und den
kontraktilen Apparat wirken kann (Golenhofen et al., 1998). Es ist bekannt, dass Hsp60 durch
Bewahrung der im Energiestoffwechsel der Mitochondrien wichtigen Komplexe 111 und 1V die
Bereitstellung hoherer intrazellulérer ATP-Spiegel gewahrleistet (Lin et al., 2001).

Innerhalb eines Multiproteinkomplexes kann das ATP-abhangige Hsp90 die Faltung und Aktivierung
einer Vielzahl von Substratproteinen regulieren (Richter and Buchner, 2001). Guo et al. zeigten, dass
sich Stress-induziert Hsp90 von dem Transkriptionsfaktor Heat Shock Faktor 1 ldsen kann,
infolgedessen die Expression verschiedener Hitzeschockproteine verstarkt wird (Guo et al., 2001). Eine

Uberexpression von Hsp90 nach pathologischem Stress wirkt auf Rattenkardiomyozyten protektiv (Brar
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et al., 2002; Stephanou et al., 1998). Durch Inhibierung der inflammatorischen Mediatoren pJnk, Tnfa
und des Nfib-Signalwegs (Chung et al., 2008; Park et al., 2001; Senf et al., 2008) kann Hsp70 Zellen
vor ischdmischen (Marber et al., 1995) und oxidativen Stress (Su et al., 1998) schiitzen. Unsere Daten
belegen erstmals, dass nach Ablation von desmosomalen Genen Hitzeschockproteine aktiviert werden.
Diese wirken in verschiedenen intrazellularen Prozessen protektiv, wobei jedoch eine Aussage Uber den

direkten Mechanismus nicht getroffen werden konnte.

3.7. Aktivierung der Membranreparaturmechanismen und Verlust der

Membranintegritdt

Die bei der Kontraktion der Sarkomere auftretenden Scherkréfte werden im Bereich der Costamere tiber
den Dystrophin-Glykoprotein-Komplex gleichmaRig an die laterale Zellmembran weitergegeben (Prins
et al., 2009; Stone et al., 2005). Es wurde gezeigt, dass Stérungen des IF-Netzwerks Auswirkungen auf
die Funktion des DGC-Komplexes haben konnen (O'Neill et al, 2002). Die
Immunfluoreszenzaufnahmen von Pkp2”- als auch von Dsp™-Kardiomyozyten belegen eine deutliche
Reduktion des zytoskelettalen Linkerproteins Dystrophin. Aus diversen Studien Dystrophin-defizienter
Méuse (mdx) ist bekannt, dass eine Stérung des DGCs innerhalb der Plasmamembran die
transmembrane Verbindung zwischen der ECM und des intrazellularen Zytoskeletts unterbrechen kann
(Bulfield et al., 1984; Grounds et al., 2008). Der Verlust dieser Verbindung erhoht signifikant die
Anfalligkeit des Sarkolemms gegeniiber Kontraktions-induzierten Verletzungen (Allen, 2001; Clarke et
al., 1995; Cohn and Campbell, 2000; Petrof et al., 1993). Diese Daten suggerieren die eminente
Wichtigkeit einer robusten Membranreparatur-Kapazitdat fir die Minimierung myokardialer
Zellschaden. In beiden Knockout-Modellen konnte eine starke Aktivierung des Membranreparatur-
Mechanismus nachgewiesen werden. Jedoch deutete die zeitabhangige Zunahme von Membranruptur-
positiven Kardiomyozyten auf eine Abnahme der Membranreparatur-Kapazitéat hin. Um zu tberpriifen,
inwieweit die Membranreparatur am Zelluntergang von Kardiomyozyten in unseren untersuchten
Méusen beteiligt ist, wurden Doppelknockout-Méause von Dsp und Dysf generiert und analysiert. Im
Vergleich zu den Dsp™”-Tieren zeigten die Dysf’/Dsp”-Méause eine signifikante Zunahme des
myokardialen Zelluntergangs mit fribrotischem Ersatz, der in einer deutlich friheren Letalitat
resultierte. Die dramatische Verstarkung des pathologischen Phanotyps in Dsp”-Mausen belegt die
Wichtigkeit der Dysferlin-vermittelten Membranreparatur fur die Aufrechterhaltung der

kardiomyozytaren Funktion.
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Insgesamt deuten die Ergebnisse der Arbeit darauf hin, dass durch den Verlust wichtiger Bestandteile
der Desmosomen die Bindung des IF-Proteins Desmin in L&ngsrichtung der Kardiomyozyten gestort
ist, und so Kontraktions-induzierte Scherkrafte verstarkt auftreten. Es kommt zur Verminderung der
Kontraktionskraft und zu Mikroeinrissen in der kardiomyozytaren Zellmembran. Verschiedene
Kompensationsmechanismen, wie z.B. der IIk/Akt-Signalweg, die verstérkte Expression von ECM-
Proteinen und zytoskelettalen Bestandteilen, die Aktivierung von protektiven Hitzeschockproteinen
sowie die Aktivierung von Membranreparaturen, sind in der Lage die vitale Kardiomyozyten-Funktion
tber einen gewissen Zeitraum aufrechtzuerhalten. Es kann davon ausgegangen werden, dass sich tber
die Zeit die Kapazitét dieser kompensatorischen Prozesse erschopft. Vermutlich kommt es im weiteren
Verlauf zu grofReren Rupturen des Sarkolemms und zum nekrotischen Zelltod mit anschlieRendem
fibrotischem Ersatz der Kardiomyozyten. Das Uberschreiten einer kritischen Anzahl zugrunde
gegangener Zellen fiihrt zu Herzinsuffizienz, Arrhythmien und eventuell zum plétzlichen Herztod
(Abb.39).

Ablation von Pkp2 bzw. Dsp
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Abbildung 39: Hypothetisches Modell der Pathogenese nach Deletion von Pkp2 bzw. Dsp.
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3.8. Schlussfolgerung und Relevanz dieser Arbeit fiir die Arrhythmogene

Rechtsventrikuldre Kardiomyopathie

Mutationen in desmosomalen Genen spielen in der Pathogenese der Arrhythmogenen
Rechtsventrikularen Kardiomyopathie (ARVC) eine wesentliche Rolle (Basso et al., 2012; Gerull et al.,
2004). Je nach Studie tragen dabei 35-58% der ARV C-Patienten pathogene Mutationen im Pkp2-Gen
und bis zu 23% im Dsp-Gen (Cox et al., 2011; Quarta et al., 2011). Etwa 90% der Pkp2-Mutationen
resultieren in einer Trunkierung (Cox et al., 2011), so dass es vorherrschend zur Haploinsuffizienz
kommt. Daher ist davon auszugehen, dass die Ergebnisse der Untersuchung der Deletions-Mausmodelle
wichtige Hinweise auf den bisher nahezu unverstandenen Pathomechanismus geben kénnen. Aufgrund
von genetischen und physiologischen Unterschieden zwischen Maus und Mensch ist es jedoch von
eminenter Bedeutung, die Ergebnisse vorher in Patientenstudien zu bestétigen. Die Evaluierung einer
gestorten Bindung des IF-Systems und der dadurch verursachten Kontraktions-induzierten Schéaden
kénnte z.B. in Herz-Biopsien von ARVC-Patienten erfolgen. Viele Studien belegen, dass intensive
korperliche Belastung die Pravalenz der ARVC steigert. Da unter kdrperlicher Belastung die auf die
Kardiomyozyten einwirkenden Scherkrafte deutlich erhoht sind, wirde dies auch das Auftreten von
Kontraktions-induzierten Schaden beginstigen. So ist der Anteil von ARV C-verursachten plétzlichen
Herztodesfallen unter Leistungssportlern signifikant héher als in der Normalbevélkerung (Corrado et
al., 1998; Corrado et al., 2000; Furlanello et al., 1998). Kontraktions-induzierte Myokardschéaden
wirden zunéchst in Regionen auftreten, die starken Scherkréften ausgesetzt sind. Laut dem Laplace-
Gesetz verhalt sich die Wandspannung der Herzen umgekehrt proportional zur Wanddicke. Das
bedeutet, dass die Kardiomyozyten in dinnen Herzregionen héheren Scherkraften ausgesetzt sind. Die
myokardialen Veranderungen bei ARV C-Patienten treten typischerweise im sogenannten ,,Dreieck der
Dysplasie® auf (Marcus et al., 1982). Dieser reicht von der subtrikuspidalen Region der freien
rechtsventrikularen Wand zum Infundibulum bis zur Herzspitze und zeichnet sich durch einen
verhéltnisméaRig geringen Wanddurchmesser aus.

Die an den beiden Knockout-Modellen durchgefiihrten Untersuchungen belegen die Beteiligung des
Dystrophin-Glykoprotein-Komplexes. Dysfunktionen des DGC-Komplexes werden vor allem im
Rahmen von Muskel-Dystrophien beobachtet. Dystrophin-defiziente mdx-Mé&use zeigen im hoheren
Alter eine signifikante Reduktion der Herzfunktionsparameter. Bei diesen Tieren werden
Membranfragilitat, Fibrose und Makrophageninfiltration beobachtet (\Van Erp et al., 2010). In Muskel-
Dystrophie-Duchenne Patienten fiilhren Mutationen im Dystrophin-Gen zur Entwicklung von
Kardiomyopathien ab dem 10. Lebensjahr (Nigro et al., 1990). Diese ist histopathologisch kaum von
einer ARVC zu unterscheiden (Sen-Chowdbhry et al., 2005). ARV C-typische Befunde, wie das Auftreten
von invertierten T-Wellen im EKG sowie morphologische Charakteristika wie die rechtsventrikuléare
Dilatation, sind bei Patienten mit Becker-Kiener Muskel-Dystrophie nachweisbar ((Melacini et al.,
1996)). Bei Emery-Dreyfuss-Muskel-Dystrophie Patienten kommt es im spéteren Krankheitsverlauf,
wie bei der ARVC, zu einer rechtsventrikuldren myokardialen Atrophie mit fibrotisch-adiptsen Ersatz
(Cartegni et al., 1997; Carvalho et al., 2000; Fishbein et al., 1993).
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Zusammenfassend dokumentieren die Ergebnisse diese Arbeit erstmals die Bedeutung der Desmosomen
fur die Verringerung der Kontraktions-induzierten Scherkréfte in Kardiomyozyten. Ob die
nachfolgenden Verénderungen primér oder sekundér an der Pathogenese beteiligt sind oder eine
gemeinsame Endstrecke der Erkrankung darstellen, muss in zukiinftigen Studien detailliert evaluiert
werden. Die daraus entstehenden neuen Erkenntnisse konnten einen wertvollen Beitrag dazu leisten die
Pathogenese der ARVC besser zu verstehen, neue Diagnoseverfahren und innovative Therapiestrategien
zu entwickeln.
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4. Material und Methoden

4.1. Materialien

4.1.1. Materialien und Gerite

Material/Gerate Firma

Biozero Fluoreszenzmikroskop BZ-8100

Keyence, Neu-Isenburg, BRD

Chirurgisches Besteck

FST, Bad Oeynhausen, BRD

Deckglaschen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Detection System

BioRad, Hercules, USA

DNA Engine Tetrad 2 Peltier Thermal Cycler

BioRad, Hercules, USA

Easy Perfusion System

Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, BRD

Feinwaage CA770

Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern, BRD

Fluostar Optima

BMG Labtech, Ortenberg, BRD

Geldokumentation GelDoc 2000

BioRad, Hercules, USA

Gelelektrophoresekammern

Hoefer, Holliston, USA

Gellautkammer Mini-PROTEAN 3-Cell

BioRad, Hercules, USA

Genpulser BioRad, Hercules, USA
Glaswaren Schott AG, Mainz, BRD
Heizblock neolLab Migge, Heidelberg, BRD

Homogenisator Precellys 24

peqgLab Biotechnology, Wilmingon, USA

Horizontalschiittler GFL 3016

GFL GmbH, Burgwedel, BRD

Hybridisierungsofen OV1

Biometra GmbH, Goéttingen, BRD

Hybond N+,

GE Healthcare, Fairfield, USA

iCycler iQ5 Multicolor Real-Time PCR

BioRad, Hercules, USA

Ismatec Pumpe ISM834

IDEX Health & Science, Wertheim, BRD

Kamera DFC 420 fir DMIL Lichtmikroskop

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, BRD

Konfokales Laser Scanning Mikroskop SPE

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, BRD

Kryo-Einbettkassetten

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Kryostat Leica CM 1950

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, BRD

Laserscanner FLA-700

Fujifilm, Tokio, Japan

Lichtmikroskop invers DMIL

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, BRD

Mikrotom Leica RM 2155

Leica Microsystems GmbH, Wetzler, BRD
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Mikrospin G-25 Saulen

GE Healthcare, Fairfield, USA

Mikrowelle

Bosch, Gerlingen-Schillerhéhe, BRD

Mini Trans-Blot Cell

BioRad, Hercules, USA

Mini-Protean 3 Elektrophorese

BioRad, Hercules, USA

Myozyten Kontraktilitats- und Fluoreszenzsystem

lonOptix, Milton, USA

NanoDrop Spektrophotometer ND-1000

peqLab Biotechnology, Wilmingon, USA

Neubauer Zahlkammer

Paul Marienfeld, Lauda-Konigshofen, BRD

Nitrozellulose Membran Hybond ECL

GE Healthcare, Fairfield, USA

Nylon Membran

Neolab, Heidelberg, BRD

Objekttrager SuperFrost Plus

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, BRD

Octal Bio Amp ML 138 und PowerLab

ADInstruments GmbH, Spechbach, BRD

Odyssey® Fc

LI-COR Biosciences, Lincoln, USA

Paraffineinbettung EC350-1

Microm, Walldorf, BRD

PCR Gefalie

BRAND GmbH, Gie3en, BRD

PCR-Tube Zentrifuge Galaxy Mini

VWR, Darmstadt, BRD

pH-Meter Calimatic pH-Meter 766

Knick Elektronische Messgerate GmbH & Co. KG,
Berlin, BRD

Phosphor Imager Platte

Fujifilm, Tokio, Japan

Pipette (2, 10, 20, 200, 1000 pl)

Gilson, Middleton, USA

Plastikwaren

TPP, Berlin, BRD

PowerLab 8/30 & Octal Bio Amp

AD Instruments, Dunedin, Neuseeland

Power Pac HC

BioRad, Hercules, USA

Reaktionsgefal? 1,5ml

Sarstedt, Nimbrecht, BRD

Saranfolie

DOW Chemical Company, Midland, USA

Skalpelle

Braun, Kronberg, BRD

Sonifikator Sonoplus 2070

Bandelin Electronics, Berlin, BRD

Sterilfilter 0,2 pm

Satorius Biotech, Aubagne, Frankreich

Sterilwerkbank Hera Safe

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

Thermocycler Tetrade 2

BioRad, Hercules, USA

Thermomixer 5436

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, BRD

Thermoplatte 062

Labotec, Kapstadt, Stidafrika

Thermostat Ecolite003

Lauda, Lauda-Konigshofen, BRD
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Tischzentrifuge Zentrifuge 5415c

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, BRD

Trans-Blot SD Wet Electrophoretic Transfer Cell

BioRad, Hercules, USA

UV/VIS Photometer DU 640 Spektrophotometer

Beckman Coulter, Fullerton, USA

Vevo 2100 High-Resolution

Visualsonics, Toronto, Kanada

Vevo Schallkopf Transducer MS 400

Visualsonics, Toronto, Kanada

Whatman Papier

E Healthcare, Fairfield, USA

24-Multiwell Insert System

BD Bioscience, Franklin Lakes, USA

Zellkulturinkubator

BINDER GmbH, Tuttlingen, BRD

Tabelle 4: Materialien und Geréate.

4.1.2. Chemikalien und Grof3enstandards

Chemikalien / GroRenstandards Firma

Aceton

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Agarose

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, BRD

Alizarin Red S

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD

Aluminiumsulfat

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Ammoniumpersulfat (APS)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

beta-Mercaptoethanol

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

2,3-Butadienon monoxime (BDM)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD

Bovines Serum Albumin (BSA)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Borsaure

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Bromphenolblau

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Cacodylatpuffer

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

Collagenase Typ II; 300 U/mg

Worthington, Lakewood, USA

CTP Alpha 2P

PerkinElmer, Waltham, USA

Dextransulfat-Natriumsalz

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Serva, Heidelberg, BRD

DMEM

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

DNase |

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA
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dNTP’s

Fermentas International Inc., Burlington, Kanada

50X-Denhardt’s Losung

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD

Direct Red 80 (Sirius Red F3B)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD

Eosin G

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Epon (Poly/Bed 812)

PolyScience, lllinois, USA

Erdnussol Fagron, Barsbuttel, BRD
Essigsaure Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD
Ethanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Ethidiumbromid

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Serva, Heidelberg, BRD

Eukitt® quick-hardening mounting medium

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD

Evans Blue Dye (EBD)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD

Fetales Kalber Serum (FKS)

Biochrom, Berlin, BRD

Forene (Isofluran)

Abott, Baar, Schweiz

Formamid Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD
G418 Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA
Ganciclovir Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, BRD

Generuler 100 bp Ladder

Fermentas International Inc., Burlington, Kanada

Glukose

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD

Glutaraldehyd

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Glycerin

Serva, Heidelberg, BRD

Glycin

BioRad, Hercules, USA

Héamatoxylinldsung nach Gill 11

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Hamatoxylinlésung A nach Weigert

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Héamatoxylinldsung B nach Weigert

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Hanks’ Balanced Salts (HBSS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD

Heparin (2500 IE/5ml)

Ratiopharm, Ulm, BRD

Hepes

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD

Heringssperma-DNA (10mg/ml)

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

iCycler iQ™ Optical Tape

BioRad, Hercules, USA

iCycler iQ™ PCR Plate

BioRad, Hercules, USA

Imidazol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD
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Isoamylalkohol

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Isopropanol

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Isoprenaline

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD

Kaliumchlorid

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Komplett EDTA-freier Protease-Inhibitor

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, BRD

(Tabletten)

Laminin Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

LIF Esgro, Temecula, USA

Luminol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD

Magnesiumchlorid

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Magnesiumsulfat

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

MEM 1018 Kultivierungsmedium

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

Methanol

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Milchpulver

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Minimal Essential Medium Eagle 1018

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD

Natriumacetat

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Natriumazid

Merck KGaA, Darmstadt, BRD

Natriumbikarbonat-Lésung 7,5%
(Culture Grade)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Natriumcitrat

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Natriumdesoxycholat

Serva, Heidelberg, BRD

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Natriumfluorid (NaF)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD

Natriumhydrogencarbonat

MERCK KGaA, Darmstadt, BRD

Natriumdihydrogenphosphat

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Natriumhydroxid

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Natriumorthovanadat (NasVQOa)

Merck KGaA, Darmstadt, BRD

Natriumthiosulfat

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

nichtessenziellen Aminosauren

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

Normales Ziegenserum

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

NP40/Igepal CA-630

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD
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Nuclear Fast Red

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD

Oil Red O

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD

Osmiumtetroxid

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

PageRuler Prestained Protein Ladder

Fermentas International Inc., Burlington, Kanada

Paraformaldehyd (PFA)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

p-Cumarinsaure

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD

Penicilline/Streptomycin

Life Technologies, Darmstadt, BRD

Phenol

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD

Pikrinsaure-L6sung (gesattigt)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD

Phosphate buffered saline (PBS)

Biochrom AG, Berlin, BRD

Prolong Gold Antifade Reagenz mit DAPI

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

Prolong Gold Antifade Reagenz ohne DAPI

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

1,2-Propandiol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD

Propylenoxid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD

Proteinkinase K (30 U/mg)

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

RBS 35 Detergenz Konzentrat

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

Restriktionsenzym Asel

New England Biolabs Inc., Beverly, USA

Restriktionsenzym Notl

New England Biolabs Inc., Beverly, USA

Silbernitrat

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Tamoxifen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD

TaqMan Gene Expression Master Mix

Applied Biosystems, Foster City, USA

Taurin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Tissue Tek O.C.T. Compound

Sakura, Northbrook, USA

Trypsin/EDTA - 0,05 % Trypsin (pH 7,2), 0,02%
EDTA in PBS

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

Toluol

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Trichlormethan (Chloroform)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

TrisBase

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

TrisHCI

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD
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Triton X-100 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

TRIzol Reagenz Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA
Trypanblau, 0,4 % Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Tween 20 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD
Wasserstoffperoxid, 30 % (H2 O 2) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Xylazin 2 % Ceva, Diisseldorf, BRD

Xylencyanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, BRD
Xylol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BRD

Tabelle 5: Chemikalien und GréRenstandards

4.1.3. Puffer und Losungen

Puffer/Losungen Zusammensetzung

Antikérperverdiinnungs-Lésung 1 %(v/v) BSA, 0,1 % (v/v) TritonX-100, 0,05 %
(v/v) Tween 20, 0,5 % NaN 3 in PBS

APS-L6sung, 10 % 10 g Ammoniumpersulfatin 100 mlH 2 O
Block-Puffer Immunfluoreszenz 5% Normales Ziegenserum in PBS
ECL-Komponente A 100mM TrisBase (pH: 8,8), 0,4mM

p- Cumarinsaure, 2,5mM Luminol in ddH20

ECL-Komponente B 100mM TrisBase (pH: 8,8), 0,018% (v/v) H202 in
ddH20

Denaturierungspuffer 1,5M NacCl, 0.5M NaOH

10X-DNA-Ladepuffer 0,004mM Bromphenolblau, 0,004mM Xylencyanol,

50% (v/v) Glycerin

Fixan-Ldsung 4% PFA, 0.5% Glutaraldehyd in 0,1M TrisBase

Genotypisierung-Lysis-Puffer 50mM Tris-HCI pH 8,0; 50mM EDTA pH: 8,0;
100mM NaCl; 0,5 % (w/v) SDS;

0,5 mg/ml Proteinase K

Hybridisierungslésung 50% (v/v) Formamid, 25% (v/v) 20X-SSC-Puffer, 10%
(v/v) 50X Denhardt’s Losung, 2% (v/v) 50mM EDTA,
2% Heringssperma-DNA, 1% (v/v) SDS, 5% (w/v)

Dextransulfat-Natriumsalz
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Kalziumfreie-Pufferldsung

10% /v/V) Kardiomyozyten-Isolierungs-Lésung A, 5%
(v/v) Kardiomyozyten-Isolierungs-Ldsung B, 0,5%
(v/v) Kardiomyozyten-Isolierungs-L&sung C, 5,6mM
Glukose, 10mM 2,3-Butadienon monoxime, 5mM
Taurin; 15min mit Carbogen begast, (pH: 7,4 bei
37°C)

Kardiomyozyten-Isolierungs-Lésung A

21mM MgSOs, 1,2M NaCl, 54mM KCI

Kardiomyozyten-Isolierungs-Lésung B

400mM NaHCOs

Kardiomyozyten-Isolierungs-Lésung C

240mM NaH2PO4

Kardiomyozyten-Isolierungs-Block-Lésung

10% (w/v) BSA in Kalziumfreie-Losung, steril filtriert

Kardiomyozyten-Isolierungs-Kalzium-L&sung

100mM CacClz in Kalziumfreie-Lésung, steril filtriert

Kardiomyozyten-Isolierungs-Enzym-L&sung

0,08% (w/v) Collagenase Typ II; 300 U/mg in
Kalziumfreie-LOsung, steril filtriert

Magermilch-Lésung, 5 %

5 % (w/v) Magermilchpulver in TBST

Neutralisierungspuffer

1M Tris-Base (pH: 7,5), 1.5M NacCl

PBS 1,9mM NaH2POg4; 8,1mM Na2HPOs4 ;
154mM NacCl in ddH20, pH 7,4, autoklavieren
PBST 0,1 % (v/v) Tween in PBS

Permeabilisierungs-Ldsung

0,1 % (v/v) TritonX-100 in PBS

PFA-LOsung, 4 %

4 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS, pH 7,4,

filtrieren

Polyacrylamid-Sammelgel

125mM TrisHCI (pH: 6,8), 4%
Acrylamid/Bisacrylamid, 0,1% (w/v) SDS, 0,01% (v/v)
TEMED, 0,1% (v/v) APS in ddH20

Polyacrylamid-Trenngel

375mM TrisHCI (pH: 8,8), 7,5%/10%/12,5%
Acrylamid/Bisacrylamid, 0,1% (w/v) SDS, 0,01% (v/v)
TEMED, 0,1% (v/v) APS in ddH20

Rekultivierungs-Puffer

10,7g/L MEM pH: 7,4;
2% Penicillin/Streptomycin; 2,5 % FKS

RIPA-Puffer

50mM Tris-Cl, pH 8,0; 150mM NacCl;

1 % (v/v) NP40; 0,5% (w/v) Natriumdesoxycholat,
1mM EDTA, 0,1% (w/v) SDS, 5mM NaF, 1mM
NasVOas, 1 Tablette Protease Inhibitor pro 10ml

SDS-Laufpuffer

25mM Tris-Base; 192mM Glycin;
0,1% (w/v) SDS in H20

SDS-Probenpuffer, 5x

250mM Tris-HCI, pH 6,8; 10 % (w/v) SDS; 50 %
(w/v) Glycerin; 500mM DTT in H20
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20X-SSC-Puffer

175g NaCl, 88g Na-Citrat, in 1L ddH20 (pH: 7,0)

Transfer-Puffer

25mM Tris-Base; 192mM Glycin;
0,01% (w/v) SDS; 10% (v/v) Methanol in H20

TBE-L6sung 90mM Tris-Base, 90mM Borsaure, 1ImM EDTA (pH:
8,0)

TBST 50mM TrisBase, 150mM NacCl, 0,05% Tween 20

TTE-LOsung 90mM Tris-Base, 30mM Taurin, 1ImM EDTA

Tabelle 6: Puffer und Lésungen.

4.1.4. Kits
Kit

Absolute SYBR Green Mix Fluorescein

Firma

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

ApopTag Plus Fluorescein In Situ Apoptosis

Detection Kit

Millipore, Billerica, USA

DC Protein Assay nach Lowry

BioRad, Hercules, USA

Extracellular Matrix and Adhesion Molecules PCR Array

Qiagen GmbH, (SABioscience), Hilden, BRD

KOD Hot Start DNA Polymerase

Millipore, Billerica, USA

Megaprim DNA Labeling System, dNTP

GE Healthcare, Fairfield, USA

Mouse Cardiac Tn-I (for serum)

Life Diagnostics, West Chester, USA

Nucleospin Extract Il

Macherey-Nagel, Duren, BRD

Superscript Il

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

RNeasy Mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden, BRD

TaqMan® Gene Expression Master-Mix

Applied Biosystems, Foster City, USA

Taqg-Polymerase

Qiagen GmbH, Hilden, BRD

Taqg-Polymerase

New England Biolabs Inc., Beverly, USA

Tabelle 7: Kits.
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4.1.5. Antikoérper

Antigen

Primare Antikodrper

IF

Verdinnungen

WB

a-Aktin Kaninchen Sigma A2066 1:200
B-Aktin Kaninchen Cell Signaling 4970 1:1000
a-Aktinin Maus Sigma A7811 1:800
Akt (pan) (C76E7) Kaninchen Cell Signaling 4691 1:1000
phospho-Akt (Ser473)-XP Kaninchen Cell Signaling 4060 1:1000
N-Cadherin Kaninchen Santa Cruz sc-7939 1:200 1:2500
Caveolin-3 Kaninchen Abcam ab2912 1:100
a-1-Catenin Kaninchen Abcam ab51032 1:50000
B-Catenin (D10A8) XP Kaninchen Cell Signaling 8480 1:1000
Active-f-Catenin Maus Millipore 05-665 1:5000
y-Catenin (Plakoglobin) Maus BD Bioscience 610235 1:1000 1:1000
CathepsinD Maus Abcam ab6313 1:1000
Connexin-43/GJAl Kaninchen Abcam ab11370 1:300 1:5000
alphaB Crystallin Maus Abcam ab13496 1:1000
alphaB-Crystallin (pSer59) Kaninchen Enzo adi-spa-227 1:1000
Desmin XP Kaninchen Cell Signaling 5332 1:100 1:1000
Desmocollin-2 Kaninchen Geschenk von (Vilela et al., 1:800
David Garrod 1995)
Desmoglein1+2 Maus Progen 61002 1:10 1:20
Desmoplakin I&ll Maus Progen 65146 1:10 1:10
Dysferlin Maus Leica Ncl-Hamlet 1:20
a-Dystroglycan Maus Millipore 05-593 1:100 1:1000
Dystrophin Kaninchen Abcam ab15277 1:400 1:200
Galectin-3 (Mac-2) Ratte Acris CLO49P 1:200
Glyceraldehyd-3-Phosphat- Maus Thermo MA1-22670 1:50000
Dehydrogenase (Gapdh)
Gsk3 Maus Millipore 05-412 1:1000
phospho GSK3 (Ser9) XP Kaninchen Cell Signaling 5558 1:1000
Hsp25 Kaninchen Cell Signaling 2442 1:1000
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phospho HSP 25 (Ser82) Kaninchen Cell Signaling 2406 1:1000
Hsp60 Kaninchen Cell Signaling 4870 1:1000
Hsp70 Kaninchen Enzo Adi-Spa-812 1:500
Hsp90 Kaninchen Cell Signaling 4877 1:1000
Ikl Kaninchen Cell Signaling 3862 1:1000
Phalloidin Alexa488 (F-Aktin) Ziege Invitrogen A12379 1:1000
Plakophilin-2 Maus Progen 651101 4:10
Syntrophin Maus Abcam ab11425 1:100 1:5000
wga AlexaFluor 555 / Invitrogen W32464 1:400
a-Tubulin Maus Sigma T9026 1:100000
B-Tubulin (9F3) Kaninchen Cell Signaling 2128 1:1000

sekundéare Antikdrper

Anti-Mouse IgG AlexaFluor 488  Ziege Invitrogen A-11001 1:400

Anti-Mouse IgG AlexaFluor 555  Ziege Invitrogen A-21422 1:400

Anti-Rabbit IgG AlexaFluor 488  Ziege Invitrogen A-11008 1:400

Anti-Rabbit IgG AlexaFluor 555  Ziege Invitrogen A-21428 1:400

Anti-Rat IgG Cy2 Esel Jackson 712-225-150  1:400

Anti-rabbit IgG, HRP-linked Ziege Cell Signaling 7074 1:2000
Anti-rabbit IgG, HRP-linked Pferd Cell Signaling 7076 1:1000
Anti-Mouse IgG Fab Esel Jackson 715-007-003 1:20

Tabelle 8: Antikérper. Abcam, Cambridge, Grof3britannien; Acris Antibodies, San Diego, USA; BD Bioscience,
Franklin Lakes, USA, Cell Signaling, Danvers, USA; Enzo Life Science, Lérrach, BRD, Epitomics, Burlingame, USA,;
Immunfluoreszenz (IF), Invitrogen, Carlsbad, USA; Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, USA;
Katalog-Nummer (Kat.Nr.); Leica Biosystem, Nussloch, BRD; Progen, Heidelberg, BRD; Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen, BRD; Millipore, Billerica, USA; Santa Cruz, Santa Cruz, USA; Thermo Fischer Scientific, Waltham,
USA; Western-Blot (WB); Wheat Germ Agglutinin (wga).

4.1.6. Primer zur Genotypisierung und zur quantitativen real-time PCR

Die Synthese der Oligonukleotide fir Genotypisierungs-Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) und
guantitative real-time PCR (qPCR) mit SybrGreen erfolgte durch die Firma Biotez, Berlin, BRD. Die
gelieferten lyophilisierten Primer wurden mit ddH-O auf eine Konzentration von 100uM eingestellt. Die
Lagerung erfolgte bei -20°C. Fir Experimente wurde eine Arbeitsverdinnung von 5uM verwendet.

TagMan-Primer wurden von der Firma Applied Biosystems, Foster City, USA bezogen.
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Primer zur Genotypisierung Sequenz

mPkp2 cko F ACA ACA TCC TCA GAG ACC AGG
mPkp2 cko R TGG AGG TAA CCA ACC AAG ATT T
Neo PF TGA ATG AAC TGC AGG ACG AG

Dsp Ko FP TTA CCG AGC CAG GGA TAC AC

Dsp Ko RP CCA GTC TGT GGC GTT GTT ACT

Cre 439 GAA CGC ACT GAT TTC GAC CA

Cre 639 AAC CAG CGT TTT CGT TCT GC
Nkx2.5 gen F1 GCC CTG TCC CTC AGA TTT CAC ACC
Nkx2.5 Cre gen F1 GAT GAC TCT GGT CAG AGA TAC CTG
Nkx2.5 gen R1 GCG CAC TCA CTT TAA TGG GAA GAG
Dysf-F (ALJ)-F TTC CTC TCT TGT CGG TCT AG

Dysf-F (A/J)-R CTT CAC TGG GAA GTA TGT CG
Etn-OR-F GCC TTG ATC AGA GTA ACT GTC

Flpe F CTA ATG TTG TGG GAA ATT GGA GC
Flpe R CTC GAG GAT AAC TTG TTT ATT GC

Tabelle 9: Primer zur Genotypisierung

Primer zur

quantitativen real-time PCR (SybrGreen) Sequenz

m18-S FP CGG ACAGGA TTG ACA GAT TG
m18-S RP CAA ATC GCT CCA CCA ACT AA
mB2m FP CAT GGC TCG CTC GGT GAC C
mB2m RP AAT GTG AGG CGG GTG GAA CTG
mc-jun FP CCC CTATCG ACATGG AGTCTCA
mc-jun RP GAG TTT TGC GCTTTC AAGGTT T
mc-myc FP CCG CCG CTG GGA AAC

mc-myc RP TCC TGG CTC GCA GAT TGT AAG
mCyclinD1 FP GGT TCC TGT TCA CAATAC CTC ATG
mCyclinD1 RP ACA GGA CGATCGCCATCAG
mDsc2 FP ATG CAG ATG GGA GAA GCT GT
mDsc2 RP TGC AAC AAT TTC AGC AGA GG
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mDsg2 FP GCG CGT ACT CCT CTAACA CC
mDsg2 RP ACC TTC TGA CTC TGC CTG GA
mDsp FP GCC CGG AAG AGA GAG TAT GA
mDsp RP GAT GCT GTC ATT GAG CCT GA
mGapdh FP AGG TTG TCT CCT GCG ACT TCA
mGapdh RP CCA GGA AAT GAG CTT GAC AAA GTT
mPg FP CGC ATC TCT GAG GAC AAG AAC
mPg RP TTG ATC GGG ATC ATA CTC TGG
mPkpl FP AGT CCA AGT CTT CCC AGT CGT
mPkpl RP AAG TAG CTG CTT CTG CTC GTG
mPkp2 FP GGC TCT CCA GAA CCT CAC AG
mPkp2 RP GGG AAA GAT TCC GTG ACA AA
mPkp3 FP GAT CGA CTT AGA GCT GCC AGA
mPkp3 RP AGC TGA AGC CAG TCT GCA TAG

Tabelle 10: Primer zur quantitativen real-time PCR (SybrGreen). Murin (m), Forward-Primer (FP), Reverse-
Primer (RP), 18-S-rRNA (18S), $-2-Microglobulin, Jun Onkogen (c-Jun), Protoonkogen c-Myc (c-myc), CyclinD1
(CyclinD1), Desmocollin-2 (Dsc2), Desmoglein-2 (Dsg2), Desmoplakin (Dsp), Glyceraldehyde-3-Phosphat
Dehydrogenase (Gapdh), Plakoglobin (Pg), Plakophilin-1, -2, -3 (Pkp1, -2, -3).

Primer zur quantitativen

real-time PCR (TagMan), erworben

Assay-Nummer

Actb Mm01205647_g1
Cdh2 Mm00483213 m1l
Collal MmO00801666_g1
Col3al Mm01254476_m1
Des MmO00802455_m1
Dmd MmO00464475_m1
Fnl Mm01256744 _m1
Gapdh 4352339E

Gjal MmO00439105_m1
Gusb m01197698_m1
Hprt Mm01545399 m1l

Nppa (Anp)

MmO01255747_g1
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Nppb (Bnp) MmO00435304_g1
Sntal Mm01251334 _m1l
Sppl MmO00436767_m1
Tnc Mm00495662_m1
a-Mhc MmO01313830_g1
B-Mhc MmO00600555_m1
Tubb4 MmO00726185_s1

Tabelle 11: Primer zur quantitativen real-time PCR (TagMan). B-Aktin (Actb), N-Cadherin (Cdh2), Collagenlal
(Collal), Collagen3al (Col3al), Desmin (Des), Dystrophin (Dmd), Fibronectin-1 (Fnl), Glyceraldehyde-3-

Phosphat Dehydrogenase (Gapdh), Connexin-43 (Gjal),

B-Glucuronidase (Gusb), Hypoxanthin Guanin

Phosphoribosyltransferase (Hprt), natriuretischen Peptide A (Nppa; ANP), natriuretischen Peptide B (Nppb; BNP),
a1-Syntrophin (Sntal), Osteopontin (Spp1), Tenascin (Tnc), Myosin schwere Kette a (a-MHC), Myosin schwere

Kette B (B-Mhc), B-Tubulin (Tubb4).

4.1.7. Computersoftware

Computersoftware Firma

Adobe lllustrator CS5

Adobe Systems GmbH, Miinchen, BRD

Adobe Photoshop CS5

Adobe Systems GmbH, Miinchen, BRD

BioRad 1Q5

BioRad, Hercules, USA

Image Studio (Version 2.0)

LI-COR Biosciences, Lincoln, USA

LapChart Reader 7 (und Pro)

AD Instruments, Dunedin, Neuseeland

Lasergen SeqBuilder

DNASTAR, Madison, USA

Leica Application Suite 2.8.1

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, BRD

Leica Application Suite AF

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, BRD

MeasurelT

Olympus-SIS, Tokio, Japan

Nanodrop ND-1000 v3.3

peqgLab Biotechnology, Wilmingon, USA

Office 2010

Microsoft, Redmond, USA

SigmaPlot 12.0

Systat Software, Chicago, USA

Typhoon FLA 7000 IR

GE Healthcare, Fairfield, USA

Tabelle 12: Computersoftware.
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4.2. Methoden
4.2.1. Generierung des cPkp2-Mausstammes

4.2.1.1.Das Cre/loxP-System

Das Cre/loxP-System ist ein Rekombinationssystem aus der Bakteriophage P1. Die Cre-Rekombinase
bindet dabei an die 34bp grofle "loxP"-DNA-Sequenz (ATA ACT TCG TAT AAT GTA TGC TAT
ACG AAG TTA T) und schneidet den Bereich zwischen zwei loxP-Sites unter Verbleib einer loxP-
Sequenz aus der gDNA. In Mammalia existieren wildtypisch weder Cre-Rekombinasen noch loxP-
Sequenzen. Genutzt wird das Cre/loxP-System zur Generierung konditioneller Knockout-Modelle.
Dazu werden in vitro loxP-Sequenzen 5' und 3' von einem oder mehreren essenziellen Exonen des
Zielgens integriert. Diese Tiere werden anschliefend mit einer transgenen Cre-Rekombinase
exprimierenden Maus verpaart. Der Promotor der Cre-Rekombinase bestimmt in welchem Gewebe und
zu welchem Zeitpunkt das Cre-Enzym exprimiert wird und somit die Exone des Zielgens ausgeschnitten

werden.

4.2.1.2.Das Flp/Frt-System

Das Flp/Frt-System ist ein Rekombinationssystem aus Saccharomyces cerevisiae. Ahnlich dem
Cre/loxP-System erkennt und schneidet die FIp-Rekombinase den DNA-Bereich zwischen zwei FRT-
Sequenzen (GAA GTT CCT ATT CTC TAG AAA GTA TAG GAA CTT C) aus. In Mammalia

kommen Flp-Rekombinasen und Frt-Sequenzen wildtypisch nicht vor.

4.2.1.3.Recombineering-Technik

Zur Herstellung der cPkp2-Targeting-Vektors wurde die Recombineering-Technik nach Liu et. al (Liu
etal., 2003) angewendet. Um rekombinationseffiziente Escherischia coli (E. coli)-Zelllinien wie DY 380
zu generieren, wurden die Gene des RED-Systems (Poteete, 2001) der Enterobakteriophage Lambda
stabil ins E. coli-Genom integriert. Diese E. coli-Stdmme wurden uns freundlicherweise von Herrn
Donald L. Court zur Verfligung gestellt. Das RED-System besteht aus den drei Genen Exo, Bet und
Gam. Bei dauerhafter Expression dieser Gene sind die Bakterien nicht lebensfahig. Aus diesem Grund
wurden die Red-Gene vom AP -Promotor (Yu et al., 2000) exprimiert. Aufgrund der Kontrolle des AP, -
Promotors durch den temperatursensitiven ACI857-Repressor werden die Red-Gene bei 32°C nicht
exprimiert. Die Inkubation bei 42 °C induziert die Expression dieser Gene. Gam inhibiert das RecBCD-
System (Myers and Stahl, 1994) von E. coli, welches doppelstrangige, linearisierte DNA abbaut.
Transformierte linearisierte, doppelstringige DNA wird von der Exonuklease Exo von 5’ nach 3’
abgebaut. Das Protein Bet stabilisiert die entstandenen Einzelstrénge. Durch die homologen,
flankierenden Sequenzen wird der Einzelstrang als Okazaki-Fragment (Burgers, 1998) in die Wirts-

DNA eingebaut. Das Recombineering-System nutzt die durch das RED-System vermittelte homologe
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Rekombination zur Subklonierung von BAC-DNA in ,,high copy“ Plasmiden. AnschlieBend werden
tber das gleiche System loxP-Sequenzen und eine von FRT-Sites flankierte Neomycin-Kassette in das
subklonierte Plasmid eingebracht. Dabei ist die Effizienz des Recombineerings umso héher, je langer
die homologen, flankierenden Sequenzen sind. Fir die Integration der loxP-Sequenzen sind homologe
DNA-Bereiche von 45-55bp ausreichend. Fiir die Subklonierung von BAC-Fragmenten sind homologe,
flankierende DNA-Bereiche mit einer GréRRe von 300-500bp erforderlich. Die Generierung des cPkp2-
Targeting-Vektors wird ausfuhrlich in meiner Diplomarbeit (,,Konstruktion eines Targeting-Vektors
mittels Recombineering zur Generierung einer konditionellen Plakophilin 2 Knock-out Maus®,
eingereicht 2007 an der Freien Universitat Berlin) beschrieben.

4.2.1.4.Transfektion der murinen, embryonalen Stammzellen und Generierung der chimdren cPkp2-
Mauslinie
Die Transfektion der murinen, embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) und die Generierung der
chiméren Mause erfolgte in Zusammenarbeit mit der "Transgenic Core Facility" des Max-Delbriick-
Centrums Berlin. Die ES-Zellen der Linie E14.1 aus der 129/0Ola-Mauslinie (Hooper et al., 1987)
wurden in DMEM supplementiert mit 15% FKS, 100ug/ml Penicillin/Streptomycin, 1%
nichtessenziellen Aminosauren, 100uM beta-Mercaptoethanol und 500 U/ml LIF zusammen mit
wachstumsinaktivierten embryonalen Fibroblasten (Feeder-Zellen) bei 37°C, 90% Luftfeuchtigkeit und
7,5% CO2-Gehalt cokultiviert. Mit Trypsin/EDTA-L8sung behandelte und anschlieBend sedimentierte
(300g, 5min) ES-Zellen wurden im Einfriermedium (DMEM, 50% FKS, 10% DMSO) resuspendiert
und bei -80°C eingefroren. Diese Zellen (107 Zellen in 800ul PBS) wurden mittels Elektroporation
(240V, 500uF) mit 20ug des linearisierten, aufgereinigten cPkp2-Targeting-Vektors transfiziert und auf
vier Zellkulturschalen mit Feeder-Zellen verteilt. Nach einem Tag wurden dem Zellkulturmedium 400
pg/ml G418 und nach finf Tagen 2uM Ganciclovir zugesetzt. Dies selektierte die ES-Zellen mit
erfolgter homologer Rekombination des Targeting-Vektors aufgrund deren Neomycinresistenz. Nach
sieben bis acht Tagen wurden die Zellklone mit einer Pipette in 25ul PBS abgeldst und in 96-Loch-
Platten in 25ul Trypsin/EDTA-LOsung vereinzelt. Die Zugabe von 200ul ES-Zellmedium erfolgte nach
10min. AnschlieRend wurden die Zellen bis zur vollstandigen Konfluenz kultiviert. Aus diesen Zellen
wurde die gDNA mit der Methode von Ramirez-Solis (Ramirez-Solis et al., 1992) isoliert. Zwei
unabhdngige, mittels Southern-Blot-Analysen identifizierte, ES-Zellklone wurden fir die
Blastozysteninjektionen genutzt (Huelsken et al., 2000). Die chiméren Blastozysten wurden in den
Uterus scheinschwangerer Ammenmause injiziert. Chimdre M&use, die aus den Blastozysteninjektionen

hervorgingen, wurden mit C57BI/6J-Mé&usen verpaart.
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4.2.2. Tierversuche und funktionelle Untersuchungen

In den Tierversuchen wurden Mause (Mus musculus) des Stammes C57BI/6J verwendet. Die Tiere
wurden bei einem 12-stiindigen Tag-Nacht-Rhythmus bei 24+2°C gehalten. Als Nahrung wurde eine
flir Nager angepasste kommerzielle Trockendiat (Rod16; LASvendi, Soest, BRD) gegeben. Die Tiere
hatten freien Zugang zu Trinkwasser. Falls nicht anders angegeben, wurden Mause der
konditionellen/transgenen Linien im Alter von 3 Monaten analysiert. Die Tierversuche wurden vom
Landesamt fur Gesundheit und Soziales Berlin im Rahmen des Tierversuchsantrages (TVV REG
0176/08) genehmigt.

4.2.2.1.Verwendete Mausstdimme

In dieser Arbeit wurde eine konditionelle Pkp2-Mauslinie (cPkp2) generiert. Die Mause mit integrierten
loxP-Sequenzen 3' und 5' von Exon 4 unterschieden sich ph&notypisch nicht von wildtypischen
C57BI/6J-Mausen. Zur Entfernung der Neomycin-Kassette wurden die cPkp2/NeoP*-Mdause mit
Méusen des Flp-Stammes verpaart. Die entstandenen cPkp2/Neo™?-Mause wurden tber 5 Generationen
mit C57BIl/6J-Méausen zur Vereinheitlichung des genetischen Hintergrundes zurlickgekreuzt.
AnschlieBend wurden diese Tiere mit verschiedenen Cre-Rekombinase-exprimierenden Mausen zur
gewebe- und zeitspezifischen Exzision von Exon 4 und der daraus resultierenden Ablation von Pkp2

verpaart.

4.2.2.1.1. Flpe-Mauslinie

Die Flp®-Mauslinie (B6;SJL-Tg(ACTFLPe)9205Dym/J) wurde von "The Jackson Laboratory™ (Maine,
USA) bezogen. Kontrolliert wird die Flp-Rekombinase in dieser Mauslinie durch den Actb-Promotor,
was zu einer Flp-Expression u.a. in den Gonaden und der Keimbahn flihrt (Rodriguez et al., 2000).
Verpaart mit cPkp2/NeoP*-Mausen resultiert dies in die konstitutive Deletion der Neomycin-Kassette

in der F,-Generation.

4.2.2.1.2. Cre-Del-Mauslinie

Die Cre-Del-Mauslinie (B6.C-Tg(CMV-cre)1Cgn/J) wurde von "The Jackson Laboratory" (Maine,
USA) bezogen. In diesen Mé&usen wird die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des humanen
Zytomegalovirus Minimalpromotors (CMV) in allen Geweben sowie in der Keimbahn exprimiert
(Schwenk et al., 1995). Dies fuhrt ab der F2-Generation zur konstitutiven Ablation von Pkp2.
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4.2.2.1.3. Nkx2.5-Cre-Mauslinie

Die Nkx2.5-Cre-Mauslinie (Stanley et al., 2002) wurde uns freundlicherweise von Herrn Dr. Richard
Harvey (berlassen. In diesen Mdusen steht die Cre-Rekombinase unter der Expressionskontrolle des
NK2 Homeobox 5 Promotors (Nkx2.5). Nkx2.5 ist einer der friihesten Marker kardial determinierter
Zellen. Nkx2.5 wird im Embryo ab Embryonaltag 7,5 (E7.5) exprimiert (Moses et al., 2001).

4.2.2.1.4. MerCreMer-Mauslinie

Die MerCreMer-Mauslinie (B6.FVB(129)-Tg(Myh6-cre/Esr1*)1Jmk/J) wurde von "The Jackson
Laboratory" (Maine, USA) bezogen. In diesen transgenen Méausen wird die Cre-Rekombinase unter der
transkriptionellen Kontrolle des aMHC (Myosin, heavy chain 6, cardiac muscle, alpha) -Promotors
exprimiert. Dieser wird von zwei mutierten Ligandenbindungsdoméanen des Ostrogenrezeptors flankiert
und somit inaktiviert. Die Behandlung der Mause mit dem Ostrogen Antagonisten Tamoxifen fiihrt zur
herzspezifischen, induzierten Expression der Cre-Rekombinase (Sohal et al., 2001) und somit zur
Deletion von Pkp2 bzw. Dsp.

4.2.2.1.5. cDsp-Mauslinie

Konditionelle Dsp-Mause (cDsp) wurden uns freundlicherweise von Fr. Dr. Elaine Fuchs tberlassen. In
diesen Mausen wird Exon 2 von Dsp von loxP-Sequenzen flankiert (Vasioukhin et al., 2001).
Phénotypisch unterscheiden sich die Tiere nicht von wildtypischen C57BI/6J-Méausen. Die cDsp-Méause

wurden mit MerCreMer-Méausen verpaart, um Dsp herzspezifisch, induziert zu deletieren.

42.2.1.6. Dysf-Mauslinie

Die Dysf-Mauslinie (B6.A-Dysf"™!/GeneJ) wurde von "The Jackson Laboratory" (Maine, USA)
bezogen. Eine Retrotransposon-Insertion Im Intron 4 vom Dysf-Gen verursacht fehlerhaftes Splei3en
und die Degradation der Dysf-mRNA. Der Dystrophie-Phénotyp wird in diesen Mé&usen in den
proximalen Muskeln im Alter von fiinf Monaten detektiert (Ho et al., 2004). Sieben Monate alte Mause
zeigen degenerative und regenerative Veradnderungen der proximalen Muskelgruppen, was sich durch
das VVorhandensein von Fett- und fibrotischem Gewebe sowie inflammatorischen Prozessen verdeutlicht
(Bittner et al., 1999).
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4.2.2.2. Tamoxifen-Injektion

Zur induzierten Expression der Cre-Rekombinase erhielten 3 Monate alte mit Ethanol (70%)
desinfizierte Versuchstiere intraperitoneale Tamoxifen-Injektionen (20mg/kg Korpergewicht) tGber 2x5
Tage mit einer zweitagigen Pause. Zur Herstellung der Injektionslésung wurden 100mg Tamoxifen mit
0,6ml 100% Ethanol und 1,4ml Erdnussoél versetzt und gevortext. Dies wurde in 8ml Erdnussol tberfihrt
und mit dem Sonifikator bei 20%iger Intensivitét vorsichtig bis zum Losen des Tamoxifens behandelt.
Aliguotes wurden bei -20°C fiir maximal 4 Wochen gelagert. Um den Einfluss der Cre-Expression auf
den Phénotyp der Mause zu testen, erhielten MerCreMer-Mause Tamoxifen-Injektionen. An d21 und

d56 zeigten sich keine der an den Knockout-Mé&usen beobachtete Veranderungen.

4.2.2.3.Echokardiographie

Die echokardiographischen Untersuchungen wurden von Herrn Martin Taube und Frau Stefanie
Schelenz am Max-Delbriick-Centrum durchgefiihrt. Die Messungen und die Auswertungen erfolgten
verblindet. Die Ultraschalluntersuchungen wurden mit dem Vevo 770® System (Visual Sonic) und mit
einem 30MHz Schallkopf durchgefiihrt. Die Mduse wurden in einer Induktionskammer mit 2,5 Vol%
Isofluran narkotisiert. Die anasthesierten Méuse wurden in Riickenlage auf einer Warmeplatte platziert
und mit den Pfoten auf EKG-Elektroden fixiert. Die Messungen erfolgten bei einer Herzfrequenz von
450-550 Schlagen/min und bei einer konstanten Korpertemperatur von 37°C. Die Narkose wurde tber
eine Gesichtsmaske (1-2 Vol% Isofluran, 1,5 I/min Carbogen) aufrechterhalten. Der Brustkorb wurde
enthaart und mit vorgewarmtem Ultraschallgel bedeckt. Mit einer Schallfrequenz von 40MHz wurde im

B-Mode die parasternale lange Achse des Herzens dargestellt.

4.2.2.4.Elektrokardiographie

Elektrokardiographische (EKG) Analysen wurden verblindet von Frau Stefanie Schelenz und Herrn
Martin Taube am Max-Delbrick-Centrum Berlin durchgefiihrt. Dazu wurden Ruhe-EKGs an
narkotisierten Mausen (1-2 Vol% Isofluran, 1,5 I/min Carbogen) bei einer konstant gehaltenen
Korpertemperatur von 37°C vorgenommen. Mit Nadelelektroden des PowerLab8/30 & OctalBioAmp-

Systems wurden die Extremitatenableitungen aufgenommen und ausgewertet.

4.2.2.5.Explantation des Herzens

Die Versuchstiere wurden mittels Zervikaldislokation getotet. Der Thorax wurde mit einer
Dissektionsschere gedffnet, die Rippenbdgen entlang der lateralen Wand aufgetrennt. Das freigelegte
Herz wurde am Ausflusstrakt sowie im Bereich der absteigenden Aorta abgetrennt und sofort in 4°C
gekiihltem PBS gewaschen. Anhaftendes Lungen- und Thymusgewebe wurde entfernt. Das Herz wurde
auf Whatman Papier kurz getrocknet und das Gewicht mit der Feinwaage bestimmt. Weitere

Préparationsschnitte richteten sich nach den nachfolgenden Experimenten.
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4.2.2.6.Blut-/ Serumgewinnung und TroponinT-Analyse

Die Méuse wurden direkt nach der zervikalen Dislokation mithilfe einer Schere dekapitiert und das Blut
in einem 1,5ml Reaktionsgefall aufgefangen. Das Blut (ca. 300ul) wurde bei 3000rpm fur 10min
zentrifugiert und der Uberstand (Serum) in ein neues ReaktionsgefaR tberfithrt und bis zur weiteren
Verwendung bei -80°C gelagert. Das Serum wurde mittels eines Elisa-Assays gemall dem
Herstellerprotokoll mit dem Mouse-Cardiac-Tn-I-Kit auf kardiales TroponinT analysiert und mit dem

Fluostar Optima ausgewertet.

4.2.2.7.Evans-Blue-Dye

Evans-Blue-Dye (EBD) ist ein Azofarbstoff mit einer hohen Affinitat fir Serum Albumin. Albumin und
daran gebundenes EBD kann die Membran von intakten Zellen nicht passieren. EBD-behandelte Herzen
wurden mittels Hellfeldaufnahmen analysiert. Angeregt bei 540nm weist EBD ein Emissionspeak bei
680nm auf, wodurch EBD-Akkumulationen in Kryoschnitten mit konfokaler Lasermikroskopie

untersucht werden konnten.

4.2.2.8.1solation adulter Mauskardiomyozyten

Die Isolation von adulten Mauskardiomyozyten diente zur ganzheitlichen Beurteilung der Zellstruktur
und wurde in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Thierfelder von Herrn Egon Jacobus etabliert. Diese
Methode basiert auf der retrograden Aortenperfusion des murinen Herzens. Zur Vermeidung von
Blutakkumulationen wurden die Méause 15min vor der zervikalen Dislokation mit 100ul Heparin
(25001E/5ml) intraperitoneal behandelt. AnschlieRend wurde das Herz schnellstmdglich prépariert und
die Aorta in eiskaltem PBS auf eine Metallkanule aufgezogen. Das mit Draht fixierte Herz wurde in der
37°C warmen Perfusions-Apparatur (Easy Perfusion System) befestigt und fur L0min mit der Kalzium-
freien Pufferlosung perfundiert. Der Verdau erfolgt fur 12min mit der Kardiomyozyten-Isolierungs-
Enzym-Ldsung. Danach wurde das Herz aus der Apparatur herausgenommen und der Verdau mit der
Kardiomyozyten-Isolierungs-Block-Ldsung gestoppt. Gleichzeitig wurde das Herz mit Pinzetten
mechanisch zerkleinert, bis keine grofleren Gewebesticke mehr zu erkennen waren. Diese
Zellsuspension wurde durch ein Nylonnetz filtriert und bei 35g fiir 4min zentrifugiert. Das Pellet wurde
in Rekultivierungspuffer mit 0,2mM CaCl, resuspendiert und die Zellen fur 4min bei RT sedimentiert.
Nach vorsichtiger Entfernung des Uberstandes wurde die Kalziumkonzentration in vier
aufeinanderfolgenden Schritten stetig erhéht (0,35; 0,5; 0,75 und 1mM). Abschlieend wurde die
Suspension fur 4 min bei 35¢g zentrifugiert und die Zellen in MEM 1018 Kultivierungsmedium mit dem
Kontraktilitatsinhibitor BDM aufgenommen. Fir Immunfluoreszenz-Analysen wurden 5000 native,
adulte, murine Kardiomyozyten nach der Zellzd&hlung auf Matrigel® beschichtete Deckgléschen

ausgesat und im Zellkulturschrank kultiviert.
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4.2.3.Molekularbiologische Techniken
4.2.3.1.Histologische Analysen

4.2.3.1.1. Erstellung von Paraffinschnitten

Fur histologische Untersuchungen wurden die Herzen zur Aufrechterhaltung der Morphologie in
Paraffin eingebettet. Zunachst wurden diese nach Explantation in Hohe der Papillarmuskeln mit einem
Skalpell quer geschnitten und tber Nacht in 4% PFA bei 4°C fixiert, um die Proteine durch eine
Vernetzung ihrer Aminosauren durch Methylenbriicken zu stabilisieren. Aufgrund der stark
hydrophoben Eigenschaft von Paraffin ist eine Dehydrierung der Proben nach erfolgter Fixierung
notwendig. Dies erfolgt durch eine aufsteigende Ethanol-Reihe (jeweils fur 1h in 70%, 80%, 90%, 96%
und 2x99% Ethanol) mit anschlieBender Klarung der Gewebeproben in zwei Toluol-Bédern (jeweils flr
1h). Nach der Dehydrierung wurden die Gewebeproben in ein Paraffinbad bei 60°C eingelegt. Am
néchsten Tag wurde das Paraffin zweimal gewechselt und dann mit frischem, flissigem Paraffin in einen
Block gegossen. Von vollstandig erkalteten Paraffinblécken wurden serielle Schnitte von den darin
befindlichen Herzen am Mikrotom angefertigt. Mehrere 6um dicke Schnitte wurden 0ber ein

vorgeheiztes Wasserbad (48°C) auf einen Objekttrager aufgebracht und bei RT getrocknet.

4.2.3.1.2. Erstellung von Kryoschnitten

Fir Immunfluoreszenz-Analysen von kardialen Gewebeproben wurden Kryoschnitte angefertigt. Die
Gefriereinbettung konserviert neben den Antigen-Epitopen der Proteine auch deren Enzymaktivitat,
wohingegen morphologische Strukturen weniger gut erhalten bleiben. Nicht fixierte quer-geschnittene
Herzen wurden dazu in Kryo-Einbettkassetten in Tissue Tek eingebracht, schnellstmdglich auf
Trockeneis in einem Isopropanol-Bad eingefroren und bei -80°C gelagert. Mit dem Kryostat wurden
10um dicke serielle Schnitte hergestellt, auf Objekttrager Gberfuhrt und an der Luft getrocknet.

4.2.3.1.3. Histologische Farbungen

Fir die histologischen Farbungen mit Hamatoxylin & Eosin (H&E), mit Sirius Red und mit Alizarin-
Red-S wurden Paraffinschnitte verwendet. Dazu wurden diese zunédchst entparaffinisiert und rehydriert.
Die Schnitte wurden zundchst bei 60°C fir 30min auf Objekttrdgern im Hybridisierungsofen
angebacken. Nach deren Abkihlung wurden die Gewebeproben in Xylolbddern (3x 5min)
entparaffinisiert. Die Rehydrierung erfolgte in einer absteigenden Ethanol-Reihe (2x 99%, 96%, 80%
und 70% Ethanol fur jeweils 3min). Nach der Farbung wurden die Paraffinschnitte mit einer
aufsteigenden Ethanol-Reihe (80%, 90%, 96%, 2x99% fiir jeweils 1min) dehydriert, fur 2x3min in Xylol
gekléart und anschlieend mit Eukitt® eingedeckelt. Hellfeldaufnahmen wurden mit dem Biozero-
Mikroskop von Keyence angefertigt. Dazu wurden bis zu 30 tberlappende Aufnahmen des Herzens mit

einem 4fach-Objektiv angefertigt und mit der Geréatesoftware zu einem Bild fusioniert.
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4.2.3.1.3.1. Hamatoxylin & Eosin-Farbung

Die H&E-Féarbung ist eine der am weitesten verbreiteten Routinefarbemethoden fiir morphologische
Untersuchungen. Zu Hamalaun weiter verarbeitetes Hamatoxylin féarbt alle sauren bzw. basophilen
Strukturen, insbesondere Zellkern und Ribosomen, blau an. Der synthetische Farbstoff Eosin féarbt alle
basischen bzw. acidophilen Strukturen, insbesondere Zellplasmaproteine, rot an. Zur H&E-Farbung
wurden die entparaffinisierten und rehydrierten Paraffinschnitte fur 30sec in gefiltertem Hamatoxylin
getaucht und anschlieRend fiir 3min unter flieBendem Wasser gewaschen. Nach einer kurzen Spilung
in 1%Essigséure in 70% Ethanol wurden die Objekttrager weitere 3min unter flieRendem Wasser
gewaschen und danach fir 8min in gefilterter, angeséuerter (2 Tropfen Essigsaure/100ml) 0,5% Eosin-
Losung geférbt.

4.2.3.1.3.2. Sirius-Red-Féarbung

Zur quantitativen Analyse der Fibrose wurde die Sirius-Red-Féarbung auf Paraffinschnitten eingesetzt.
Bei dieser Farbung werden Kollagenfasern rot und Muskelfasern sowie das Zytoplasma gelb dargestelit.
Entparaffinisierte und rehydrierte Paraffinschnitte wurden dazu fur 8min in Hdmatoxylin gefarbt und
dann fir 10min mit ddH.O gewaschen. AnschlieRend wurden die Objekttréger fur 1h in Picro-Sirius-
Red-Losung (0,1% Direkt Red 80 in gesattigter Pikrinsdure-L6sung) inkubiert und 2x in 1%Essigsaure
in ddH,O gewaschen. Nach der Dehydration in 3x 99% Ethanol und der Klarung in 2xXylol wurden die
Schnitte eingedeckelt. Mit Hilfe des "Color-Treshold"-Plugins fiir die ImagelJ-Software wurde der

Anteil des fibrotischen Gewebes an der Gesamtherzflache bestimmt.

4.2.3.1.3.3.  Alizarin-Red-S-Farbung

Zur Analyse von Kalziumablagerungen wurde die Alizarin-Red-S-Farbung durchgefuihrt. Bei dieser
Methode wird das durch starkes Licht reduzierte Kalzium durch Silbernitrat ersetzt, was als metallisch,
silberne Farbung dokumentiert werden kann. Zur qualitativen Kontrolle der Farbung wurden
gleichzeitig Paraffinschnitte vom Kopf von E14.5-Embryos gefarbt. Entparaffinisierte und rehydrierte
Paraffinschnitte wurde fur 5min unter flieBendem Wasser gewaschen. Die Gewebeproben wurden
anschlielend in 1% Silbernitratlosung (in ddH2O) fiir 2h unter einer 60-Watt-Gliihlampe inkubiert. Nach
erneutem Spilen fur 5min unter flieRendem Wasser wurde das nicht reagierte Silber mit 5%
Natriumthiosulfat in ddH.O entfernt. Danach wurde das Gewebe mit gefilterter Nuclear-Fast-Red-
Ldsung (0,1% wi/v Nuclear-Fast-Red, 5% w/v Aluminiumsulfat in ddH»O), welches Zellkerne rot und
das Zytoplasma pink erscheinen lasst, gegengefarbt. Im Anschluss einer Spilung unter flieBendem

Wasser fur 5min wurden die Gewebeproben dehydriert und eingedeckelt.
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4.2.3.1.3.4.  Qil-Red-O-Farbung

Zur Farbung von in Zellen gespeicherten Triglyceriden wurde die Oil-Red-O-Farbung durchgefihrt.
Oil-Red-O ist ein fettloslicher, rotfarbender Azofarbstoff. Zur qualitativen Kontrolle der Féarbung
wurden Kryoschnitte mit enthaltenem Fettgewebe gleichzeitig geféarbt. Dazu wurden Kryoschnitte fur
10min in 4% PFA-L06sung fixiert und fur 1h luftgetrocknet. Die Schnitte wurden danach fur 5min in
1,2-Propandiol getaucht und fur 10min in 60°C warmer 0,5% Oil-Red-O-Lgdsung (in 1,2-Propandiol)
geféarbt. AnschlieRend wurden die Gewebeproben fiir 5min in 85% 1,2-Propandiol-Ldsung differenziert
und 2x mit ddH,O gewaschen. Gegengefarbt wurde das Gewebe mit einer Inkubation fiir 30s in
Hé&matoxylin nach Gill 11 mit nachfolgendem Waschen fiir 3min unter flieBendem Wasser. Eingedeckelt
wurden die Herzen mit Prolong Gold Antifade Reagenz.

4.2.3.1.4. Bestimmung der Querschnittfliche von Kardiomyozyten

Zur Bestimmung der Querschnittsflache der Kardiomyozyten wurden aus jeweils funf H&E geférbten
Herzschnitten je 100 Kardiomyozyten aus zuféllig ausgewahlten Bereichen mit der Image Studio
Software vermessen. In die Messung wurden nur annahernd runde Kardiomyozyten aufgenommen, da

diese mit hoher Wahrscheinlichkeit senkrecht zur L&ngsrichtung geschnitten wurden.

4.2.3.1.5. TUNEL-Assay

Mit dem TUNEL-Assay werden die wahrend der Apoptose auftretenden DNA-Doppelstrangbriiche
detektiert. Die dabei auftretenden freien 3°’OH-Enden der DNA werden mithilfe des Enzyms ,, Terminal
deoxynucleotidyl Transferase” markiert. Dieses Enzym fiigt den 3’OH Enden eine zuféllige Sequenz
von NTPs an. Dabei werden spezielle Digoxigenin gekoppelte Nukleotide verwendet, die durch einen
Anti-Digoxigenin-Antikorper detektiert werden koénnen. Dieser Antikdrper ist mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein gekoppelt, was eine Detektion in der Fluoreszenzmikroskopie
ermoglicht. Der Tunel-Assay wurde nach den Angaben des Herstellers des ApopTag-Kits mit
Paraffinschnitten durchgefiihrt. Als Positiv-Kontrolle wurde das Gewebe auf einem Objekttrager nach
der ProteinkinaseK-Behandlung fir 10min mit DNAsel inkubiert, wahrend die anderen Gewebeproben
in PBS verblieben.
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4.2.3.1.6. Elektronenmikroskopie

Die Elektronenmikroskopie wurde in enger Zusammenarbeit mit der Core-Facility
"Elektronenmikroskopie” des Max-Delbriick-Centrums Berlin angefertigt. Dazu wurden die mit
zervikaler Dislokation getdteten Mause mit einer Fixan-Losung tber den linken Ventrikel fur 10min
perfundiert. AnschlieBend wurden Kkleine Gewebestiicke aus dem Herz geschnitten und mit 2,5%
Glutaraldehyd in 0.1M TrisBase fiir drei Tage nachfixiert. Nach Uberfiihrung in 0.1M Cacodylatpuffer
erfolgte eine weitere Fixierung mit 1% Osmiumtetroxid in 0.1M Cacodylatpuffer fur 2h bei RT.
Danach wurden die Proben in Epon eingebettet. Dazu wurde das Gewebe 2x30min mit 0,1M TrisBase
gewaschen und anschlieBend in einer aufsteigenden Ethanol-Reihe (15min 30%, 2x30min 50%, Uber
Nacht 70%, 30min 70%, 2x30min 90%, 2x30min 99% Ethanol bei 4°C) entwassert. Danach wurden die
Herzstlicke in Propylenoxid/Epon-Mischungen (2x30min Propylenoxid, 2x30min Propylenoxid/Epon
1:1, 2x30min Propylenoxid/Epon 1:2, tber Nacht in Epon bei RT) inkubiert und in einer Einbettform
bei 60°C fur zwei bis drei Tage polymerisiert. Semidunnschnitte (1um) wurden mit Toluidinblau
gefarbt, die Ultradiinnschnitte (70nm) wurden mit Bleicitrat/Uranylacetat kontrastiert. Die
Ubersichtsbilder zum Herz wurden an einem EM , Morgagni“ der Firma FEI, ausgestattet mit einer
CCD-Kamera Morada der Fa. Olympus SIS, aufgenommen. Die Bilder der Desmosomen wurden an
einem Zeiss EM 910 mithilfe einer 1K CCD-Kamera (Proscan) erstellt.

4.2.3.2. DNA

42.3.2.1. Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentration

DNA- und RNA-Konzentrationen wurden mit dem Nanodrop-Spektrometer gemal der Anweisung des
Herstellers bestimmt. Die Messung der DNA und RNA erfolgte bei 260nm. Mit dem OD-260/280-
Verhaltnis wurde die DNA-Qualitat ermittelt. Die RNA-Qualitdt wurde mit den OD-Verhéltnissen
260/280 und 260/230 bestimmt.

4.2.3.2.2. Phenol-Chloroform-Prazipitation

Nach der Linearisierung des cPkp2-Targeting-Vektors mit dem Restriktionsenzym Notl wurde zum
Ansatz 1 Volumen Phenol gegeben, gevortext und bei 2000rpm fir 5min zentrifugiert. Die wéssrige,
obere Phase wurde in ein 15ml ReaktionsgefaR dberfuhrt und mit 1 Volumen
Trichlormethan/lsoamylalkohol (24:1 v/v), 0,1 Volumen 3M Natriumacetat (pH: 5,5) und mit 2
Volumen 100% Ethanol versetzt, gemischt und fir 30min bei -80°C stehen gelassen. AnschlieRend
erfolgte eine Zentrifugation bei 10000rpm fir 10min. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet mit
70% Ethanol gel6st und fur 10min bei 10000rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde getrocknet und mit
ddH,0 gelost.
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4.2.3.2.3. Southern-Blot-Analyse der embryonalen Stammzellen

Zur Southern-Blot-Analyse der transfizierten ES-Zellen wurde die isolierte gDNA mit dem
Restriktionsenzym Asel verdaut, mit 0,1VVolumen 10X-DNA-Ladepuffer versetzt und in einem 0,5%
Agarose/TBE-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Danach wurde das Gel 30min in Denaturierungspuffer,
30min in Neutralisierungspuffer und 30min in 20x-SSC-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurde ein
Kapillarblot in 20x-SSC-Puffer mit einer Hybond-N+-Membran tiber Nacht aufgebaut. Die DNA wurde
am néchsten Tag mittels UV-Licht auf die Membran fixiert und in Hybridisierungslésung bei 42°C
prainkubiert. Wahrenddessen wurde die 3'-externe-Pkp2-Sonde (auBerhalb des subklonierten DNA-
Bereichs des cPkp2-Targeting-Vektors) nach Protokoll des Herstellers mit dem "Megaprim DNA
Labeling Systems" und CTP-0-*?P radioaktiv markiert. Die Sonde wurde nach Herstellerangaben mit
den Mikrospin G-25 Séulen gereinigt, zur Hybridisierungslésung gegeben und iber Nacht bei 42°C
inkubiert. Am néchsten Tag wurde die Membran 1x 15 min in Waschlésung 1 (2x SSC, 0.1% SDS), 2x
15 min mit Waschlésung 2 (0.2x SSC, 0.1% SDS) bei 65°C gewaschen. Auf die Membran wurde Gber
Nacht eine Phosphor-Imager-Platte aufgelegt und diese mit dem Laserscanner analysiert.

4.2.3.2.4. DNA-Restriktionsverdau
DNA wurde entsprechend den Herstellerangaben in dem fir das Restriktionsenzym geeigneten Puffer

geschnitten. Der Verdau erfolgte mit 1% (v/v) Restriktionsenzym (ber Nacht bei 37°C.

4.2.3.2.5. Herstellung der 3'-externen Pkp2-Sonde

Die 3'-externe Pkp2-Sonde wurde mittels PCR und der Kod Hotstart-Polymerase nach dem Protokoll
des Herstellers mit einer Annealingtemperatur von 55°C in einem 50ul-Ansatz amplifiziert. Als
Template diente 1ng gDNA einer C57BI/6J-Maus. Die Primer (F-Primer: CAA TGT TCG GTT ATG
GGT CT; R-Primer: TCACCA CAACAAGTT TCT CTT T) wurden so gewahlt, dass ein 423bp grolRer
DNA-Bereich aufRerhalb des in den cPkp2-Targeting-Vektors subklonierten DNA-Bereichs amplifiziert
wurde. Das PCR-Produkt wurde in einem 1% Agarose/TTE-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und die
Bande unter UV-Licht ausgeschnitten. Die DNA wurde nach Protokoll des Herstellers mit dem

"Nucleospin Extract I1"-Kit aus dem Gel aufgereinigt.

4.2.3.2.6. Isolierung genomischer DNA aus murinen Ohrbiopsien

Fir die Genotypisierung von Mdusen wurden den Tieren Ohrbiopsien entnommen. Die Biopsien wurde
tber Nacht bei 55°C in 50l Genotypisierungs-Lysis-Puffer geschiittelt. Am néchsten Tag wurde der
Verdau durch 10 min bei 95°C gestoppt und bei 13000rpm fiir 1min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
1:20 mit ddH»0 verdiinnt und fiir die Genotypisierungs-PCR verwendet.
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4.2.3.2.7. Genotypisierung der Mauslinien

Die Mause wurden mittels PCR genotypisiert. Fiir den PCR-Ansatz wurde folgendes Standardprotokoll
verwendet: 1x PCR-Probenpuffer, 2uM F-Primer, 2uM R-Primer, 100uM dNTPs, 2ul 1:20 verdiinnter
gDNA aus Ohrbiopsien, 0,1ul Tag-Polymerase (Qiagen) bzw. 0,15ul Tag-Polymerase (Neb) im 25pul-
Gesamtansatz aufgeftllt mit ddH.O. Fir mehrere PCR-Ansétze wurde ein Mastermix angesetzt, um
Pipettierfehler zu vermeiden. Im Thermocycler wurde folgendes Standardprogramm angewandt: 1. Pra-
Denaturierung: 95 °C (5min), 2. Denaturierung: 95°C (30s), 3. Primer-Anlagerung (30s), 4. Elongation:
72°C (1min), 5. 35x Wiederholung von Schritt 2-4, 6. Elongation: 72°C (10min). Die Primer-
Anlagerungs-Temperatur wurde mittels Gradienten-PCR fur jede Genotypisierungs-PCR bestimmt. Die
Reaktionsansatze wurden anschlieBend mit 2,5ul 10x-DNA-Ladepuffer versetzt und mittels DNA-

Gelelektrophorese aufgetrennt und mit dem GelDoc-System dokumentiert.

Genotypisierung der cPkp2-Mause

Taq-Polymerase Qiagen

Anlagerungstemperatur 61°C

Primer mPkp2 cko F
mPkp2 cko R
Neo PF

amplifizierte Fragmente Wildtyp: 798bp
cPkp2/NeqgPes 1167bp
cPkp2/Neo"®d 930bp
Cre-induziert deletiert 208bp

Tabelle 13: Genotypisierung der cPkp2-Mause.

Genotypisierung der cDsp-Méause

Taqg-Polymerase Qiagen

Anlagerungstemperatur 61°C

Primer Dsp Ko FP
Dsp Ko RP

amplifizierte Fragmente Wildtyp: 669bp
cDsp 831bp
Cre-induziert deletiert 320bp

Tabelle 14: Genotypisierung der cDsp-Mause.



Material und Methoden

Genotypisierung der Dysf-Mause (WT-Fragment)

Tag-Polymerase Neb
Anlagerungstemperatur 58°C
Primer Dysf-F (A/J)-F

Dysf-F (A/J)-R

amplifizierte Fragmente Wildtyp: ~200bp

Genotypisierung der Dysf-Mause (KO-Fragment)

Taq-Polymerase Neb
Anlagerungstemperatur 58°C
Primer Etn-OR-F

Dysf-F (A/J)-R

amplifizierte Fragmente Knockout: ~200bp

Tabelle 15: Genotypisierung der Dysf-Mause.

Genotypisierung der Flpe-Mause

Tag-Polymerase Neb
Anlagerungstemperatur 58°C
Primer Flpe F
Flpe R
amplifizierte Fragmente Transgen ~600bp

Tabelle 16: Genotypisierung der Flpe-Mause.

Genotypisierung der MerCreMer-Mause

Taqg-Polymerase Neb
Anlagerungstemperatur 58°C
Primer Cre 439
Cre 639
amplifizierte Fragmente Transgen 200bp

Tabelle 17: Genotypisierung der MerCreMer-Mause.
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Genotypisierung der Nkx-Cre-Mause

Taq-Polymerase Qiagen
Anlagerungstemperatur 61°C
Primer Nkx2.5 gen F1

Nkx2.5 gen R1
Nkx2.5 Cre gen F1

amplifizierte Fragmente Wildtyp 250bp
Transgen 500bp

Tabelle 18: Genotypisierung der Nkx-Cre-Mause.

4.2.3.2.8. DNA-Gelelektrophorese

Zur Analyse der Genotypisierungen, zur lsolierung von DNA-Fragmenten und zur Uberpriifung der
RNA-Qualitat wurde die DNA in horizontalen Agarosegelen ihrer GréRe nach aufgetrennt. Wenn nicht
anders beschrieben, wurde 1% (w/v) Agarose in 1XTTE-Puffer unter Erhitzen in der Mikrowelle geldst
und mit Ethidiumbromid (Endkonzentration 0,5 pg/ml) versetzt. Als Laufpuffer wurde 1xTTE-Puffer
mit 05pg/ml Ethidiumbromid verwendet. Unter UV-Licht wurde die elektrophoretische Auftrennung
mit dem GelDoc-System dokumentiert.

4.2.3.3.RNA

4.2.3.3.1. I[solierung und Reinigung der totalen RNA

Die Isolierung totaler RNA-Fraktionen aus 100mg Maus-Herz wurde unter RNAse-freien Bedingungen
mit 500ul TRIzol durchgefiihrt. Das modifizierte Phenol im TRIzol denaturiert sowohl
Membranproteine als auch intrazellulare Proteine und setzt Nukleinsduren frei. Das Herzgewebe wurde
nach Herstellerangaben mit dem Homogenisator Precellys 24 fir 2x30s bei 5000g mit
Keramikkugelchen bei 4°C geschreddert. Die anschlieBende Zentrifugation fir 10min mit 14000rpm
bei 4°C pelletierte die unlGslichen Zellbestandteile. Der Uberstand wurde mit 200ul Chloroform
versetzt, kraftig geschuttelt, fur 5min bei RT inkubiert und erneut zentrifugiert (4°C fur 15min bei
14000rpm). Vom resultierenden drei-phasigem Gemisch wurde die obere Phase vorsichtig entnommen
und nach Anweisung des Herstellers mit dem "RNeasy Mini"-Kit aufgereinigt. Wahrend des Protokolls
erfolgte fir 15min bei RT ein DNAse-Verdau. Anschliellend erfolgte die Konzentrationsbestimmung
mit dem Nanodrop und eine Qualitatskontrolle von 1l RNA mittels Gelelektrophorese. Nur qualitativ
hochwertige RNA (OD-Verhaltnisse 260/280 und 260/230 um die 2,0 mit deutlicher 28S-und 18S-
RNA-Banden ohne DNA-Kontamination und fragmentierter RNA) wurde zur cDNA-Synthese

eingesetzt.
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4.2.3.3.2. cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese fur die quantitative real-time PCR wurde mit dem "Super Script 1l Reverse
Transkriptase”-Kit durchgefiihrt. Pro Ansatz wurden 1ug totaler RNA-Fraktion umgeschrieben.
Zunéchst wurde die RNA mit 2pl (40uM) Random Hexamer (Biotez), 4ul (jeweils 2,5mM) dNTPs
aufgefillt mit ddH2O auf 17pl fir 5Smin bei 65°C inkubiert. Anschliefend wurden 2l 10x-Puffer und
1yl der M-MuLV-Reverse-Transkriptase hinzugegeben und fir 1h bei 42°C inkubiert. Nach der
Inaktivierung des Enzyms fiir 10min bei 90°C wurde die cDNA bei -20°C gelagert.

4.2.3.3.3. Quantitative real-time PCR

Zur Bestimmung der relativen Genexpression wurden quantitative real-time PCRs (qPCR) mit
SybrGreen und TagMan durchgefiihrt. Die gqPCR mit SybrGreen wurde mit selbst designten Primer-
Paaren  durchgefihrt. Deren  Sequenzen  wurden mit dem  Primer3Plus-Programm
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) detektiert. Es wurden nur gPCR-
Primer verwendet, die nur ein Produkt mit einer maximalen GrofRe von 150bp amplifizieren, welches
uber Exongrenzen (wenn es sich nicht um ein 1-Exon-Gen handelt) verlauft. Die Spezifitat der Primer
wurde mit dem Blastn-Programm (http://www.ncbi.nIm.nih.gov) tberprift. Mittels Verdiinnungsreihen
wurden die Primerpaare untersucht. Nur Primerpaare mit einem Korrelationskoeffizienten von
mindestens 0,99 und einer Effizienz zwischen 90-105% bei einer Annealingtemperatur von 58°C
wurden zur Bestimmung der relativen Genexpression verwendet. SybrGreen interkaliert in neu
synthetisierte PCR-Produkte und emittiert dadurch Licht mit einem Maximum bei einer Wellenlange
von 521nm. Aufgrund der exponentiellen Amplifikation der PCR nimmt das Fluoreszenzsignal
ebenfalls  exponentiell zu. Bei der TagMan-gPCR werden zum PCR-Mix mit
Reporterfluoreszenzfarbstoffen (Fluorophor) markierte Sonden gegeben, welche in dem zu
amplifizierende Produkt binden. Diese Hydrolysesonden enthalten auBerdem einen Akzeptor-
Fluorochrom (Quencher), der die vom Reporterfluoreszenzfarbstoff emittierten Wellenldngen
absorbiert. Wenn die Tag-Polymerase, die zusatzlich eine 5'-3'-Exonuklease-Aktivitét besitzt, die Sonde
wéhrend der Synthese des Gegenstranges am 5'-Ende abbaut, entfernen sich dadurch Quencher und
Fluorophor voneinander, und eine steigende Reporter-Fluoreszenz kann gemessen werden. Die
Detektion der Fluoreszenz erfolgte nach jedem Amplifikationsschritt in Echtzeit ("real-time™) mittels
des 1Q5-Real-Time-Detection-System. Der Zeitpunkt, an dem ein Signal den Bereich des
Hintergrundsignals tberschreitet und in der exponentiellen Phase der Amplifikation einen definierten
Schwellenwert ("Threshold*) iiberschreitet, wird als Ct-Wert (engl.: ,,Cycle of Threshold*) bezeichnet.
Je Kleiner der Cr-Wert, desto mehr cDNA-Templates waren vorhanden. Normalisiert mit einem
Referenzgen, dessen Expression in den Versuchstiergruppen nicht divergiert, lassen sich die Cr-Werte

der untersuchten Gruppe mit denen der Kontrollgruppe relativ vergleichen. Zur Bestimmung des
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Referenzgenes wurden einige der am haufigsten verwendeten Referenzgene (18S, Actb, B2m, Gapdh,
Gusb und Hprt) mit verschiedenen cDNA-Template-Konzentrationen der Versuchstiergruppen
verglichen. Gapdh wies dabei die geringsten Varianzen auf, weswegen es in dieser Arbeit verwendet
wurde. Um mdglichst identische Ausgangsbedingungen zu erreichen, wurde das Herzgewebe mdglichst
schnell entnommen und in flussigem Stickstoff gefroren. Die in der gPCR analysierte Ausgangs-RNA
aller Versuchstiere wurden gleichzeitig aufgereinigt und in cDNA umgeschrieben. Fiir die gPCR wurden
5ng cDNA pro Ansatz verwendet. Die Bestimmung der relativen Genexpression erfolgte mittels der
AACt-Methode (Livak and Schmittgen, 2001). Dabei werden zunéchst die Cr-Werte des Zielgens durch
Abzug des Cr-Wertes des Referenzgens normalisiert (ACt). Dann wird die mittlere Differenz des
Zielgens von der Kontrollgruppe und der untersuchten Gruppe gebildet (AACy). Aus diesem Wert wird

mittels der Formel (204S) der relative Expressionsunterschied zur Kontrollgruppe ermittelt.

SybrGreen gPCR

Ansatz (25l Gesamt) PCR-Programm
Substanz Volumen Schritt Temperatur Dauer
Absolute SYBR Green Mix Fluorescein 12,5ul 1. 95°C 12min
F-Primer (10uM) 0,5ul 2. 95°C 10s
R-Primer (10puM) 0,5ul 3. 58°C 20s
cDNA (1,25ng/pl) 4ul 4. 75°C 30s
ddH20 7,5ul  40xSchritt 2. bis 4.

Tabelle 19: SybrGreen gPCR.

TagqMan gPCR

Ansatz (20pl Gesamt) PCR-Programm
Substanz Volumen  Schritt Temperatur Dauer
TaqMan® Gene Expression Master-Mix 10ul 1. 50°C 2min
Primer/Sonden Mix lul 2. 95°C 10min
cDNA (1,25ng/pl) 4ul 3. 95°C 15s
ddH20 5ul 4. 60°C 1min
40xSchritt 3. bis 4.

Tabelle 20: TagMan gPCR.



Material und Methoden 92

4.2.3.4.Protein

4.2.34.1. Immunfluoreszenz-Analyse

Zur Analyse von Proteinlokalisationen wurden Immunfluoreszenzanalysen mit Herz-Kryoschnitten und
einen Tag auf Laminin beschichteten Deckgléschen kultivierten isolierten Kardiomyozyten angefertigt.
Das Gewebe wurde zundachst fir 20min mit PFA fixiert und mit PBS gewaschen. Danach erfolgte eine
Inkubation flr 5min mit Permeabilisierungs-Losung. Zur Blockierung wurden die Proben fur 1h mit 5%
Normales Ziegenserum in PBS und fiir 30min mit 10% Anti-Mouse 1gG Fa, in PBS behandelt. Uber
Nacht erfolgte die Inkubation in einer Feuchtkammer mit dem in Antikoérper-Losung verdinnten
primaren Antikorper. Am nachsten Tag wurde das Gewebe 3x mit PBS gewaschen und fir 1h mit in
Antikorper-Losung verdlnnten Fluorochrom-gekoppelten sekundédren Antikdrpern im Dunklen
inkubiert. AbschlieBend wurden die geféarbten Proben 3x in PBS gewaschen, mit ProLong Antifade
Reagenz mit DAPI eingedeckelt und mit dem konfokalen Laser Scanning Mikroskop Leica SPE

ausgewertet.

4.2.3.4.2. Priparation von Gesamtproteinlysat und Proteinkonzentrationsbestimmung

Zur Préparation von Gesamtproteinextrakt wurde 100mg kardiales Gewebe in 500ul Ripa-Puffer mittels
des Homogenisators Precellys homogenisiert. Das lysierte Gewebe wurde flir 15min bei 14000rpm und
4 °C zentrifugiert, um Zellfragmente zu pelletieren. Der Uberstand wurde abgenommen, in ein neues
Reaktionsgefal Uberfihrt und bis zur weiteren Analyse bei -80 °C gelagert. Die
Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte nach dem Lowry-Prinzip mit dem DC-Protein Assays nach
Angaben des Herstellers. Eine BSA-Verdiinnungsreihe diente als Eichgerade. Die mit ddH.O flinffach
verdunnten Proteinlysate wurden bei einer Extinktion von 750nm photometrisch gemessen und die

Proteinmengen bestimmt.

4.2.3.4.3. SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

Die Auftrennung der Proteine nach ihrer GroRe erfolgte mithilfe der SDS-Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese (SDS-PAGE). In dieser Arbeit wurde die diskontinuierlichen SDS-PAGE mittels eines
Zwei-Gel-Systems angewandt. Zunéchst wurden die Proteine in einem 4%-Polyacrylamid-Sammelgel
in einer distinkten Bande gesammelt und anschlielend in einem hoher prozentigen Polyacrylamid-
Trenngel aufgetrennt. Die GrolRe des zu detektierenden Proteins bestimmte die Polyacrylamid-
Konzentration im Trenngel. Verwendet wurden 7,5%, 10% und 12,5%-Trenngele. Pro Ansatz wurden
je 20pg Protein in jeweils gleichen finalen Endvolumina mit 1/5 Volumen SDS-Probenpuffer gemischt,
fiir 5Smin bei 95°C denaturiert und auf Eis bis zur Verwendung gekiihlt. Als GréRenstandard diente der
PageRuler Prestained Protein Ladder. Die mit SDS-Laufpuffer gefiillte Gellaufkammer lief fir 25 min

bei 50V und anschlielRend bis zur gewiinschten Auftrennung bei 80V.
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4.2.3.4.4. Western-Blot-Analyse

Die Analyse der nach der GroRe aufgetrennten Proteine erfolgte mithilfe von Western-Blot-Analysen.
Dafur wurden nach der SDS-PAGE die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran transferiert
(,,geblottet). Der Zusammenbau der Apparatur erfolgte im Transferpuffer. Das Trenngel und die gleich
grofRe Nitrozellulosemembran wurden zwischen Whatman Papier in die "Mini Trans-Blot Cell"-
Apparatur eingespannt. Der Transfer fand fur 1h bei 330mA und 4°C statt. Anschlieend wurde die
Nitrozellulosemembran kurz in TBST gespilt. Zur Vermeidung einer unspezifische Bindung der
primaren Antikérper wurde 1h lang mit einer 5%igen Magermilch-Losung blockiert. AnschlieRend
wurde die Membran ber Nacht bei 4°C mit dem primarer Antikérpern (5% Magermilch-Lésung)
schiittelnd inkubiert. Nach dem Waschen (3x 5min in TBST) wurde die Membran mit dem sekundéren
HRP-gekoppelten Antikorper fur 1h bei RT schittelnd inkubiert und danach erneut 3x mit TBST
gewaschen. Die Detektion erfolgte mittels Chemilumineszenz in dem die Membran fir 1min in einem
1:1-Gemisch der ECL-Komponente A und B gelegt wurde und anschlieend mit dem Odyssey® Fc

analysiert wurde.

4.2.4. Statistik

Die Analyse der statistischen Signifikanz des Unterschieds der Mittelwerte zweier Gruppen wurde mit
dem zweiseitigen Student-T-Test mit unbestimmter Varianz Uberpriift. Fir Untersuchungen der
statistischen Signifikanz des Unterschieds der Mittelwerte von mehr als zwei Gruppen wurde der
einseitige Anova-Varianzanalyse-Test vorgenommen. Durchgefiihrt wurden diese Tests mit der
SigmaPlot-Software (Systat Software). Dieses Programm testet bei beiden Analysen die
Normalverteilung (nach Shapiro-Wilk) und die Gleichheit der Varianz der Stichproben (Equal VVariance
Test). Das Bestehen beider Tests war die Voraussetzung zur Durchfiihrung des Student-T- bzw. des
Anova-Varianzanalyse-Tests. Die Kennzeichnung der statistischen Signifikanz innerhalb von
Abbildungen erfolgte fiir alle Darstellungen gleich: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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5. Zusammenfassung

In Kardiomyozyten bilden Desmosomen zusammen mit den Adharenzverbindungen den gemischten
Typus der Area composita. Die Ausbildung der Area composita der kardialen Glanzstreifen ist ein spét
postnataler Prozess. Plakophilin-2 (PKP2) und Desmoplakin (DSP) sind essenzielle Komponenten der
Desmosomen, die das Intermediarfilamentsystem mit den desmosomalen Cadherinen verbinden. Ziel
dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob der Verlust von PKP2 bzw. DSP zur Dysfunktion der
Desmosomen und somit zu einer gestérten Ubertragung der Kontraktionskraft filhrt. Zur Uberwindung
der embryonalen Letalitat der klassischen Knockout-Mausmodelle und zur Analyse der gewebe- und
zeitspezifischen Funktion generierten wir konditionelle Pkp2- und Dsp-Knockout-Mauslinien und
studierten die Konsequenzen der herzspezifischen Deletion in der adulten Maus.

Sowohl der Knockout von Pkp2 als auch von Dsp verursacht eine progressive Herzinsuffizienz, eine
gestorte elektrische Reizweiterleitung sowie den vorzeitigen Tod der Mause. Die untersuchten Herzen
zeigen histopathologisch Zeichen einer Fibrose und Nekrose. Vorwiegend ist der rechte Ventrikel
betroffen. Die Ablationen von Pkp2 und Dsp fuhren zur deutlichen Reduktion und Delokalisation
desmosomaler Komponenten, im Besonderen von den desmosomalen Cadherinen. Wéhrend auf
ultrastruktureller Ebene die Desmosomenzahl signifikant vermindert war, zeigte sich die Expression des
Adharenzverbindungsproteins N-Cadherin unveréndert. Immunfluoreszenz-Analysen wiesen auf eine
gestorte Bindung des Intermedidrfilament-Proteins Desmin hin. Des Weiteren zeigen sich Hinweise auf
eine Umgestaltung sowohl des mikrotubuléren als auch des Aktin-Zytoskeletts. Indirekte Anzeichen wie
die Reduktion des lateralen Adhéasionsverbindungsproteins Dystrophin und die Aktivierung kardialer
Schutzmechanismen deuten auf eine gestérte Ubertragung der Kontraktionskraft hin.

Diese Studie offenbart erstmals die essenziellen, kardialen Funktionen von Pkp2 und Dsp in der adulten
Maus. Der Verlust wichtiger Bestandteile der Desmosomen beeinflusst die Funktion des
Intermediarfilament-Netzwerks in Langsrichtung. Vermutlich treten so vermehrt Kontraktions-
induzierte Scherkrafte auf. Kompensationsmechanismen, wie der Ilk/Akt-Signalweg, die verstarkte
Expression von ECM-Proteinen und zytoskelettalen Bestandteilen, die Aktivierung von protektiven
Hitzeschockproteinen sowie die Aktivierung von Membranreparaturen, sind in der Lage die vitale
Kardiomyozyten-Funktion tber einen gewissen Zeitraum aufrechtzuerhalten. Wahrscheinlich ist die
Kapazitat dieser kompensatorischen Prozesse nach einer gewissen Zeit erschopft, so dass es im weiteren
Verlauf zu grofReren Rupturen des Sarkolemms und zum nekrotischen Zelltod mit anschlieBendem
fibrotischem Ersatz der Kardiomyozyten. Das Uberschreiten einer kritischen Anzahl zugrunde

gegangener Zellen fihrt zu Herzinsuffizienz, Arrhythmien und eventuell zum plétzlichen Herztod.
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6. Summary

Desmosomes are colocalized with adhering junctions in the intercalated disc of cardiomyocytes, known
as area composita. The formation of mature desmosomes with extended area composita structures in the
heart is a late, primarily postnatal process. Plakophilin-2 (PKP2) and Desmoplakin (DSP) are obligate
components of functional desmosomes connecting the desmosomal cadherin-complex to the
cytoskeletal intermediate filament system. We hypothesize that loss of Pkp2 or Dsp results in impaired
desmosome function which is followed by disturbed mechanotransduction. Embryonic mouse hearts
null for Pkp2 or Dsp exhibit early lethality with multiple developmental abnormalities. To circumvent
embryonic lethality and to investigate the biological function of these proteins in a time and tissue
specific manner, we generated conditional Pkp2- and Dsp-Knockout-mice and studied the effects of
their deletion in adult murine hearts.

Ablation of Pkp2 or Dsp leads to progressive heart failure, electrical conduction abnormalities and early
lethality with cardiac fibrosis and necrosis, predominantly affecting the right ventricle. Loss of these
proteins results in reduction and dislocation of various desmosomal components, especially of
desmosomal cadherins. At ultrastructural level a significant decreased number of desmosomes can be
detected, whereas expression of the adherence junction protein n-cadherin is unchanged. Disturbed
anchorage of desmin is followed by remodeling of the microtubular, intermediate filament and actin
cytoskeleton and attenuation of the Z-discs associated protein dystrophin. Signs of enhanced sheer stress
like initiation of survival pathways, indicating a disturbed mechanotransduction and insufficient
mechanical coupling.

For the first time, this study elucidates the essential, cardiac function of Pkp2 and Dsp in adult mice. In
Pkp2 and accordingly in Dsp deficient animals mechanotransduction is compromised thereby increasing
biomechanical stress, which can be initially compensated by the membrane repair, upregulation of heat-
shock-proteins and activation of the integrin/llk/Akt pathway. We speculate that incremental mechanical
strain is followed by exhaustion of membrane repair mechanisms and, subsequently, by loss of
sarcolemmal integrity and by myocyte necrosis. Extensive loss of cardiomyocytes may lead to heart

failure, arrhythmias and sudden cardiac death.
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Anhang

8. Anhang
Dsp**-d0 Dsp--d7 Dsp-d14 Dsp-d21
HF [bpm] 517423 556417 521422 565+10
IVS [mm)] 1,06+0,03 1,09+0,05 1,00+0,05 1,00+0,09
LVPW [mm] 0,72+0,02 0,81+0,02 0,77%0,02 0,80+0,04
LV [mm] 4,21+0,14 4,82+0,14 5,03+0,15** 5,11+0,19**
FS [%)] 25,94+2,97 14,34+2,34* 15,93+1,30* 15,61+2,67*
EF [%] 51,0014,74 29,96+4,56** 34,9942 88** 29,88+1,68*
SV [ul] 26,36+2,40 24,452 87 27,07+2,69 21,80+2,63*
HZV [ml/min] 13,45+1,03 13,74+£1,74 14,08+1,50 10,98+1,03**

Tabelle Anhang 1: Parameter der echokardiographischen Untersuchung der Dsp”-M&use. Ermittelte
Parameter (Mittelwert + Standardfehler) der Dsp**-Mause (d0) und der Dsp”-Mause an d7, d14 und d21 (n=6).
Herzfrequenz (HF), Durchmesser des interventrikularen Septums (IVS), Durchmesser der linksventrikularen
posterioren Wand (LVPW), Durchmesser der linken Ventrikels (LV), Fraktionelle Faserverkirzung (FS),
Ejektionsfraktion (EF), Schlagvolumen (SV), Herzzeitvolumen (HZV). Statistik: Anova-Varianzanalysetest (*
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001).

Genname Abkiirzung  Expression
A disintegrin-like and metallopeptidase (reprolysin type) with Adamtsl 4,29+0,36***
thrombospondin type 1 motif, 1

A disintegrin-like and metallopeptidase (reprolysin type) with Adamts2 4,67+1,14**
thrombospondin type 1 motif, 2

A disintegrin-like and metallopeptidase (reprolysin type) with Adamts5 1,31+0,02**
thrombospondin type 1 motif, 5 (aggrecanase-2)

A disintegrin-like and metallopeptidase (reprolysin type) with Adamts8 2,07+0,08**
thrombospondin type 1 motif, 8

Catenin (cadherin associated protein), alpha 1 Ctnnal 1,114+0,15
Catenin (cadherin associated protein), alpha 2 Ctnna2 1,31+0,02
Catenin (cadherin associated protein), beta 1 Ctnnb1 1,85+0,33
CD44 antigen Cd44 2,06+0,15**
Cadherin 1 Cdhi 1,17+0,01
Cadherin 2 Cdh2 1,25+0,27
Cadherin 3 Cdh3 1,31+0,05
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Cadherin 4 Cdh4 1,01+0,74
Contactin 1 Cntnl 1,76+0,13
Collagen, type |, alpha 1 Collal 22,36+13,28**
Collagen, type Il, alpha 1 Col2al 1,00+0,02
Collagen, type lll, alpha 1 Col3al 267,99+32,84
Collagen, type IV, alpha 1 Coldal 2,32+0,58**
Collagen, type 1V, alpha 2 Colda2 1,62+0,51*
Collagen, type IV, alpha 3 Col4a3 3,51+0,12**
Collagen, type V, alpha 1 Col5al 5,8+1,21**
Collagen, type VI, alpha 1 Col6al 2,75£0,79**
Versican Vcan 4,48+0,42**
Connective tissue growth factor Ctgf 3,08+1,04**
Extracellular matrix protein 1 Ecml 1,75+0,10%**
Elastin microfibril interfacer 1 Emilinl 2,38+0,40**
Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1 Entpdl 1,39+0,04**
Fibulin 1 Fbinl 3,45£0,47***
Fibronectin 1 Fnl 10,3+1,67**
Hyaluronan and proteoglycan link protein 1 Hapinl 1,31+0,02
Hemolytic complement Hc 1,31+0,02
Intercellular adhesion molecule 1 lcaml 3,12+0,10***
Integrin alpha 2 Iltga2 1,57+0,07
Integrin alpha 3 Iltga3 1,67+0,09*
Integrin alpha 4 Itgad 2,30+0,03***
Integrin alpha 5 (fibronectin receptor alpha) Itga5 1,61+0,15*
Integrin alpha E, epithelial-associated Iltgae 1,45+0,06
Integrin alpha L Itgal 6,42+0,51*
Integrin alpha M Itgam 5,48+0,14***
Integrin alpha V Itgav 1,87+0,11***
Integrin alpha X Itgax 2,48+0,19*
Integrin beta 1 (fibronectin receptor beta) Itgbl 1,654+0,18**
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Integrin beta 2 Itgh2 1,94+0,09**
Integrin beta 3 Itgb3 3,3340,11***
Integrin beta 4 Itgb4 1,20+0,01
Laminin, alpha 1 Lamal 1,18+0,02
Laminin, alpha 2 Lama2 1,49+0,27
Laminin, alpha 3 Lama3 1,27+0,11
Laminin, beta 2 Lamb2 1,06+0,47
Laminin, beta 3 Lamb3 1,98+0,09
Laminin, gamma 1 Lamcl 5,42+0,42%**
Matrix metallopeptidase 10 Mmp10 1,31+0,02
Matrix metallopeptidase 11 Mmpl1l 1,11+0,03
Matrix metallopeptidase 12 Mmp12 1,07+0,02
Matrix metallopeptidase 13 Mmp13 1,41+0,01*
Matrix metallopeptidase 14 (membrane-inserted) Mmpl4 8,08+0,59***
Matrix metallopeptidase 15 Mmp15 2,40+0,25*
Matrix metallopeptidase 1a (interstitial collagenase) Mmpla 1,10+0,01
Matrix metallopeptidase 2 Mmp2 3,57+0,66***
Matrix metallopeptidase 3 Mmp3 1,03+0,67
Matrix metallopeptidase 7 Mmp7 1,1240,26
Matrix metallopeptidase 8 Mmp8 3,75+0,01*
Matrix metallopeptidase 9 Mmp9 2,75+0,03***
Neural cell adhesion molecule 1 Ncaml 7,7310,54%**
Neural cell adhesion molecule 2 Ncam2 1,31+0,02
Platelet/endothelial cell adhesion molecule 1 Pecaml 1,20+0,06
Periostin, osteoblast specific factor Postn 17,70+5,58*
Selectin, endothelial cell Sele 2,88+0,13**
Selectin, lymphocyte Sell 1,81+0,13*
Selectin, platelet Selp 2,41+0,04%**
Sarcoglycan, epsilon Sgce 1,70+0,35
Secreted acidic cysteine rich glycoprotein Sparc 3,44+2,60
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Sparc/osteonectin, cwcv and kazal-like domains proteoglycanl Spockl 1,31+0,02
Secreted phosphoprotein 1 Sppl 67,04+8,29***
Synaptotagmin | Sytl 1,02+0,02
Transforming growth factor, beta induced Tgfbi 3,63£0,26***
Thrombospondin 1 Thbs1 1,03+0,33
Thrombospondin 2 Thbs2 1,66+0,12*
Thrombospondin 3 Thbs3 4,1540,29***
Tissue inhibitor of metalloproteinase 1 Timpl 1,29+0,02
Tissue inhibitor of metalloproteinase 2 Timp2 2,34+0,21***
Tissue inhibitor of metalloproteinase 3 Timp3 5,38+0,34**
Tenascin C Tnc 14,13+1,16**
Vascular cell adhesion molecule 1 Vcaml 2,77+0,59
Vitronectin Vin 1,08+0,01

Tabelle Anhang 2: Ergebnisse des ,Extracellular Matrix and Adhesion Molecules PCR Arrays“. relative
Expression (Mittelwert + Standardfehler) der Dsp+/+-Mause und der Dsp-/-21-Mause (n=5). Statistik: Anova-

Varianzanalysetest (Vergleich zu Dsp**: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001).

Dsp** Dsp Dysf-Dsp
HF [bpm] 43528 469+74 522+79
IVS [mm)] 0,74+0,05 0,71+0,05 0,74+0,05
LVPW [mm] 0,73+0,01 0,71+0,02 0,73+0,02
LV [mm] 4,40+0,08 5,23+0,09** 4,60+0,08*
FS [%] 23,37+£1,72 10,4440, 77*** 10,61+1,19***
EF [%)] 47,331£3,48 22,75+1,49%** 22,48+2,08***
SV [ul] 31,11+1,30 21,59+2,29** 14,8941, 11%*%##
HZV [ml/min] 14,37+0,85 10,14+1,22* 7,69+0,54***#

Tabelle Anhang 3: Parameter der echokardiographischen Untersuchung der Dysf”
/Dsp’-Mause. Ermittelte Parameter (Mittelwert + Standardfehler) der Dsp**-M&ause und der
Dsp”-Méause und der Dysf*/Dsp’-Mause 11 (n=6) Tage nach Beginn der Dsp-Deletion.
Herzfrequenz (HF), Durchmesser des interventrikularen Septums (IVS), Durchmesser der
linksventrikularen posterioren Wand (LVPW), Durchmesser des linken Ventrikels (LV),
Fraktionelle Faserverkiirzung (FS), Ejektionsfraktion (EF), Schlagvolumen (SV),
Herzzeitvolumen (HZV). Statistik: Anova-Varianzanalysetest (Vergleich zu Dsp**: * p<0,05,
** p<0,01, *** p<0,001); (Vergleich zwischen Dsp” und Dysf*/Dsp’: # p<0,05, # p<0,01, ##
p<0,001).
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Abkirzung Erlauterung

°C Grad in Celsius

pl Mikroliter

pm Mikrometer

APS Ammoniumpersulfat

ARVC Arrhythmogene rechtsventrikulére Kardiomyopathie
b2m beta-2-Mikrotubulin

BDM 2,3-Butadienon monoxime

bp Basenpaare

BSA Bovines Serum Albumin

bzw. beziehungsweise

Cr-Wert Cycle of Threshold (Schwellenwert)
Ca? Kalziumion

CaCl; Kalziumchlorid

cDNA komplementére DNA

cko konditioneller Knockout

CmMV Cytomegalo-Virus

Cx43 Connexin-43

DAPI 4',6'-Diamidino-2-Phenylindol Hydrochlorid
ddH20 doppelt-destilliertes Wasser

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

Dsc Desmocollin

Dsg Desmoglein

Dsp Desmoplakin
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DTT Dithiothreitol

E.x.X Embryonaltag x,x

EBD Evans Blue Dye

ECL Enhanced Chemiluminescence

EDTA Ethylendiamintetracetat

EF Ejektion Fraktion

EKG Echokardiogramm

ECM Extrazellulare Matrix

ES embryonale Stammzellen

EtOH Ethanol

FKS Fetales Kalberserum

F-Primer Forward Primer

FRT Erkennungsstelle der Rekombinase Flippase
FS Fractional Shortening

g Erdbeschleunigung

GAPDH Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
oDNA genomische DNA

GSK3 Glykogen Synthase Kinase

H20 Wasser

H&E Héamatoxylin & Eosin

HRP Horseradish Peroxidase

ICD implantierbarer Kardioverter- Defibrillator
IDP innere intrazelluldre Plaque

IF Intermedidrfilamente

[o]€] Immunoglobin G

IVS Interventrikuldres Septum

KCI Kaliumchlorid

kDa Kilodalton

loxP Erkennungsstelle fir die Cre-Rekombinase
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LV Linker Ventrikel

LVPW left ventricular posterior wall
M mol/L

m murin

mM millimol/L

MRNA Messenger RNA

NaCl Natriumchlorid

NaH2PO, Natriumdihydrogenphosphat
NaHCO3 Natriumhydrogencarbonat
NaOH Natriumhydroxid
Nkx/Nkx2.5 NK2 Homeobox 5
N-Cadherin Neuronal-Cadherin

neg negativ

Neo Neomycin-Kassette

oD optische Dichte

p Phospho

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS Phosphate-bufferend Saline
PBST Phosphate buffered saline tween
PCR Polymerase Kettenreaktion
PCR Polymerase-Ketten-Reaktion
PFA Paraformaldehyd

Pg Plakoglobin

Pkp Plakophilin

PM Plasmamembran

pos positiv

RNA Ribonukleinséure

rpm rounds per minute

R-Primer Reverse-Primer
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RT Raumtemperatur

RV Rechter Ventrikel

SDS Natriumdodecylsulfat

Taq Thermus aquaticus

TBST Tris-buffered Saline Tween
TEMED Tetramethylethylendiamin

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
TUNEL TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling
viv Volumen pro Volumen

wiv Massen pro Volumen

Whnt wingless-Glycoprotein

WT Wildtyp

Tabelle 21: Abkirzungen



