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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Die Arrhythmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathie (ARVC) ist eine autosomal dominant vererbte
Herzmuskelerkrankung, die zu lebensbedrohlichen Herzrhythmusstérungen, plétzlichem Herztod und
Herzinsuffizienz fuhrt. Pathologisches Substrat ist der progressive Ersatz des vor allem
rechtsventrikularen Myokards durch Fett- und Bindegewebe. Genetische Ursache der Erkrankung sind
heterozygote Mutationen in Genen, die fir desmosomale Proteine kodieren. Kardiale Desmosomen
gewahrleisten die mechanische Integritat von Kardiomyozyten und nehmen an wichtigen zellularen
Signaltransduktionswegen teil. Das haufigste Krankheitsgen, mit 45 % aller ARVC-assoziierten
Mutationen, ist Plakophilin-2 (PKP2). Die Mehrzahl der pathogenen Mutationen im Plakophilin-2
fuhren zu Trunkierungen des Proteins. PKP2 gehort zur Familie der Armadillo-Proteine und fungiert in
kardialen Desmosomen als Verbindungsprotein zwischen den desmosomalen Cadherinen (DSG2,
DSC2) und Desmoplakin (DSP). Ziel dieser Arbeit ist sowohl die Auswirkungen ARVC-assoziierter
PKP2 Mutationen auf die Proteinstruktur, Stabilitdét und Integritdt kardialer Desmosomen sowie auf
zellulare Signalwege zu untersuchen, als auch deren Einflisse in der Pathogenese der ARVC weiter
zu analysieren. Fir die Uberexpression rekombinant mutierter PKP2 Proteine sowie fur den
"knockdown" von PKP2 wurden in vitro Modellsysteme wie epitheliale Zelllinien und neonatale
Kardiomyozyten verwendet. Diese Analysen wurden durch Proteinstrukturdaten erganzt. Weiterhin
wurden in vivo Expressionsanalysen desmosomaler Proteine in kardialem Patientengewebe
durchgefiihrt sowie ein transgenes Mausmodell generiert und initial charakterisiert. Obwohl es in
kardialem Patientengewebe keinen eindeutigen Hinweis fur eine reduzierte PKP2 Expression gab,
konnten in vitro Expressionsanalysen eindrucksvoll zeigen, dass alle untersuchten
krankheitsbedingten Mutationen, unabhangig vom Mutationstyp, zur Instabilitdét der PKP2 Proteine
fuhrten, die vermittelt durch Calpain Proteasen, weiter degradiert wurden. Rekombinante bakterielle
Expression, Kristallisierung und Strukturanalysen verschiedener mutierter PKP2 Armadillodoménen
bestatigten die Instabilitdt und fiihrten zur identischen Degradation in gleiche kurze Proteinfragmente,
die erstmals kristallisiert ein strukturelles Modell fir die Armadillodoméanen des PKP2 darstellen.
Zuséatzlich konnte mithilfe der kardial-spezifischen Uberexpression der PKP2 Mutation p.C796R im
transgenen Mausmodell die in vitro beobachtete Instabilitat und Degradation von PKP2 in vivo
verifiziert werden. Um die Auswirkungen eines Verlustes der PKP2 Expression in priméren
Kardiomyozyten weiter zu analysieren, wurde PKP2 mittels siRNA ausgeschaltet. Dies resultierte in
einer Aufldsung des desmosomalen PKP2-DSP-Protein Kinase C-Komplexes. Die neu identifizierte
kardial spezifische Isoform PKCe hyper-phosphoryliert in Abwesenheit von PKP2 die spezifischen
Zielproteine Connexin 43 und die Proteinkinase AKT/PKB. Der Verlust von PKP2 fiihrte neben der
Modulation der Gap Junctions und des B-catenin Signalweges auch zu einer Reduktion der zellularen
Integritat in Folge mechanischer Belastung.

Zusammenfassend fuhren krankheitsbedingte Mutationen im PKP2 in vitro und in vivo zum
Funktionsverlust durch intrinsische Instabilitat und Calpain Proteasen vermittelte Degradation. Der
Verlust des mutierten PKP2 Proteins resultiert in einer Destabilisierung der zellularen Integritat und
fuhrt zur Modulation intrazellularer Signalwege, welche eine wesentliche Rolle in der Pathogenese der

ARVC spielen kénnten.



Summary

Summary

Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy (ARVC) is an autosomal dominant cardiac muscle
disorder clinically characterized by life threatening arrhythmias, sudden cardiac death and heart
failure. The pathology of the disease is distinguished by degeneration of cardiac myocytes with
replacement by fibrofatty and scar tissue mainly of the right ventricle. Genetically, mutations in genes
encoding desmosomal proteins have been found to cause the disease. Cardiac desmosomes are
known to provide mechanical integrity of adjacent cardiomyocytes and also play an important role in
cellular signal transduction. The most common disease gene is plakophilin-2 (PKP2). Mutations in
PKP2 have been found in about 45 % of ARVC cases. Most of the mutations lead to premature stop
codons predicting truncated proteins. PKP2 belongs to the subfamily of armadillo-related proteins and
maintains the link between the desmosomal cadherins (DSC2, DSG2) and desmoplakin (DSP). The
objective of this thesis is to determine the effects of ARVC related PKP2 mutations on protein
structure, stability and intercellular junction pathology as well as cellular signal transduction and their
consequences in the pathogenesis of ARVC.

Therefore in vitro cell culture systems such as epithelial cell lines and neonatal rat cardiomyocytes
have been used to over-express certain PKP2 mutations and knockdown PKP2 via siRNA. This was
complemented by structural analyses of mutant PKP2 proteins. Furthermore in vivo expression
analyses of desmosomal proteins in cardiac tissue of patients have been performed as well as a
transgenic mouse model was generated and initially characterized.

Although in cardiac tissue of patients the reduction of PKP2 expression was not consistent, all in vitro
expression studies of different mutant PKP2 proteins consistently revealed their instability following
proteolytic degradation by calpain proteases. Bacterial expression, crystallization and structural
modeling of mutated proteins impacting different Arm domains and helices of PKP2 confirmed their
instability and degradation, resulting in the same remaining protein fragment which was crystallized
and used to model the entire Arm domain of PKP2. The analysis of a transgenic mouse model
overexpressing the p.C796R mutation in the heart verified the instability and degradation of the mutant
PKP2 protein in vivo.

In order to analyze the consequences due to loss of PKP2, neonatal rat cardiomyocytes were treated
with siRNA which resulted in disintegration of the desmosomal complex consisting of PKP2, DSP and
protein kinase C. Interestingly, in absence of PKP2 the newly identified cardiac specific isoform PKCeg
hyper-phosphorylated specific targets such as connexin 43 and AKT/PKB. In addition, loss of PKP2
resulted not only in gap junction remodelling and influencing the beta-catenin and AKT signalling
pathway, but also in a decreased cellular integrity after mechanical stress.

In summary, disease causing PKP2 mutations suggest loss of function effects by intrinsic instability
and calpain proteases mediated degradation in in vitro and in vivo model systems. Loss of PKP2
results in destabilization of cellular integrity and modulates intracellular signaling pathways; both might

play a significant role in the pathogenesis of ARVC.



Einleitung

2. Einleitung

2.1 Arrhythmogene rechtsventrikuldre Kardiomyopathie (ARVC)

Die Arrhythmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathie (ARVC) ist eine autosomal dominant vererbte
Herzmuskelerkrankung mit variabler Penetranz und klinischer Manifestation. Die ARVC gilt als eine
der Hauptursachen fir den plétzlichen Herztod und ventrikularer Herzrhythmusstérungen bei jungen
scheinbar gesunden Individuen und Sportlern [Wichter et al., 2005]. Die Erstbeschreibung der ARVC
erfolgte bereits durch Dalla Volta et al. im Jahre 1961 und wurde im Jahr 1978 durch die
Arbeitsgruppe um Guy H. Fontaine erstmals klinisch detailliert charakterisiert. Seit 1995 ordnet man
die Erkrankung gemafR der WHO den primaren Kardiomyopathien zu [Peifer et al., 1994]. Die ARVC
ist pathohistologisch durch einen progressiven Verlust des Myokards mit gleichzeitigem Ersatz von
Fett- und Bindegewebe gekennzeichnet, der in erster Linie im rechten Ventrikel (RV) auftritt, jedoch

auch den linken Ventrikel betreffen kann.

2.1.1 Epidemiologie der Erkrankung

Die ARVC ist eine familidre Erkrankung. Erste klinische Zeichen treten haufig im Jugendlichen- oder
jungen Erwachsenenalter (16. bis 35. Lebensjahr) auf [Nava et al., 2000]. Der plétzliche Herztod eines
Familienmitglieds ist nicht selten die erste Manifestation. Die Pravalenz liegt bei ungefahr 1:5000 in
der Allgemeinbevélkerung, in bestimmten Regionen Norditaliens und der griechischen Insel Naxos
sogar bis 1:1000 [Coonar et al., 1998; Herren et al., 2009; Smith 2011]. Die ARVC spielt mit bis zu
22% in einigen Regionen Italiens und ansonsten im Durchschnitt mit 11% eine wichtige Rolle beim
plétzlichen Herztod von Athleten, aber auch bei Nicht-Sportlern <35. Lebensjahr [Carrado et al., 1998;
Carrado et al., 2000]. Eine Manifestation der ARVC (ber dem 60. Lebensjahr ist eher selten, jedoch
nicht ausgeschlossen. Die Erkrankung manifestiert sich meist in Form von Kammertachykardien
rechtsventrikuldaren Ursprungs mit linksschenkelblockartiger Konfiguration [Marcus et al., 1995; Nava
et al., 2000].

2.1.2 Pathologie und Histopathologie

Makroskopisch zeigt sich ein dilatierter rechter Ventrikel (RV) mit ausgepragter (=50%) Degeneration
des Myokards mit einem progressivem Ersatz von Fett- und Bindegewebe, der subepikardial beginnt,
sich mit der Zeit transmural ausdehnen kann und von wenigen, z.T. atrophierten myokardialen Fasern
durchzogen wird. An ausgediinnten Stellen des RV kann es zur Ausbildung von Aneurysmata
kommen, die typischerweise im Dysplasiedreieck (subtrikuspidal, apikal oder rechtsventrikularer
Ausflusstrakt) entstehen (Abbildung 1) [Burke et al., 1998; Basso et al., 2009; Herren et al., 2009].
Dieser fibro-adipdse Umbau interferiert mit der reguldren Reizleitung im RV und fuhrt im Oberflachen-
EKG zu Veranderungen wie der pathognomonischen Epsilon-Welle, Rechtsschenkelblock und

Spéatpotentialen.



Einleitung

Drei verschiedene Mechanismen werden fur die Verfettung und Fibrose diskutiert: (1.) Apoptose von
Myozyten, (2.) Inflammation im Rahmen eines Autoimmunprozesses oder einer viralen Myokarditis,
(3.) Transdifferenzierung von Myozyten in Adipozyten und Fibroblasten durch die Suppression des
Wnt/B-Catenin Signalweges und Beteiligung kardialer Stammzellen [Bowles et al., 2002; Lombardi et
al., 2010].

Ersatz des Myokards durch ’
Fett- und Bindegewebe

rechtsventrikularen Myokards mit progressivem Ersatz durch Fett- und Bindegewebe. (B) Histologische Befunde
mit Atrophie des rechtsventrikularen Myokards. Inselférmiger Verbleib von einzelnen Herzmuskelfasern, umgeben
von Fett- und Bindegewebe [Modifiziert nach http://img.medscape.com].

2.1.3 Krankheitsverlauf und Diagnostik

Ventrikulare Herzrhythmusstdrungen wie Extrasystolen, Kammertachykardien und Kammerflimmern
sind klinisches Hauptmerkmal der Erkrankung. Es wird angenommen, dass diese als Folge der
fortschreitenden Degradation der Myozyten des rechten Ventrikels und der progressiven
Bindegewebs- und Fetteinlagerung entstehen. In spaten Stadien kann es zu einer Herzinsuffizienz,
vor allem des rechten Ventrikels kommen.

Die ARVC kann dabei in vier Krankheitsphasen unterteilt werden [Basso et al., 2009].

1. Phase: Subklinische Phase, in der bereits diskrete strukturelle Abnormalitaten sichtbar sind, der
Patient jedoch vollstdndig asymptomatisch ist. Dennoch kann es in dieser Phase ohne vorherige
Symptome vor allem im jungem Alter zum plétzlichen Herztod als Erstmanifestation kommen [Carrado
et al, 2011]. 2. Phase: Auftreten von symptomatischen Arrhythmien aus dem RV, die zu
Palpitationen, Synkopen und plétzlichem Herztod fiihren kénnen. 3. Phase: Rechtsherzinsuffizienz mit
erhaltener linksventrikularer Funktion. 4. Phase: Biventrikulare Herzinsuffizienz in der Spatphase, die
einer ausgepréagten dilatativen Kardiomyopathie dhnelt und ein Herzersatzverfahren notwendig macht.
In dieser Phase werden auch endokardiale Thromben beobachtet, die zu pulmonalen und
systemischen Embolien fihren kénnen [Wlodarska et al., 2006]. Hierbei betrifft die haufigste Form in
erster Linie den RV. Die 2. und 3. Phase betreffen entweder vor allem den linken Ventrikel oder beide
Ventrikel. Die beiden letzteren Formen werden daher nicht selten als dilatative Kardiomyopathie

verkannt, obwohl Arrhythmien klinisch Uberwiegen.
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Ebenso trifft hier der Begriff ARVC nicht mehr zu und wird, wie kiirzlich von der Heart Rhythm Society
und der European Heart Rhythm Association akzeptiert, allgemeiner gefasst als Arrhythmogene
Kardiomyopathie (ACM) bezeichnet [Jacoby et al., 2012].

Aufgrund der diagnostischen Schwierigkeiten gibt es derzeit keinen Goldstandard fir die Diagnose der
ARVC. Daher wurden 2010 die "Task-Force"-Kriterien zur Diagnose der Erkrankung neu definiert und
modifiziert. (Tabelle 1). Dabei werden Haupt- und Nebenkriterien definiert, die auf der Grundlage
verschiedener diagnostischer Tests ermittelt werden. Die definitive Diagnose einer ARVC erfordert 2
Haupt-Kriterien bzw. 1 Haupt- und 2 Neben-Kriterien bzw. 4 Neben-Kriterien aus den 6
unterschiedlichen Kategorien. Eine ,Borderline“-Diagnose kann gestellt werden, wenn 1 Haupt - und 1
Neben-Kriterium oder 3 Neben-Kriterien vorliegen. Liegen nur 1 Haupt -Kriterium oder 2 Neben-
Kriterien vor, so ist prinzipiell eine ARVC mdglich [Marcus et al., 2010].

Mit dem heutigen Stand der Wissenschaft und Medizin ist noch keine optimale Strategie zur
Pravention des plétzlichen Herztods etabliert, da nicht alle Risikofaktoren fur ein solches Ereignis
bekannt sind. Daher sind auch die Empfehlungen der europédischen und amerikanischen Leitlinien
recht allgemein verfasst, und Entscheidungen beziglich der Implantation eines ICD (implantierbarer
Kardioverter-Defibrillator), medikamentdser Therapie oder Ablation von ventrikuldren Arrhythmien
werden vom behandelnden Arzt aufgrund des Gesamtbildes getroffen. Die Vermeidung grof3erer
kérperlicher Anstrengung zur Pravention der Krankheitsprogression bei allen Patienten mit ARVC wird
empfohlen. Als Antiarrhythmika werden haufig Betablocker, Sotalol oder Amiodaron allein oder
zusatzlich zum ICD eingesetzt. Im Gegensatz zum ICD haben sie keinen Einfluss auf die Mortalitat der
Erkrankung [Wichter et al., 1992; Smith 2011]. Bei fortschreitender Herzinsuffizienz sollte eine
medikamentdse Herzinsuffizienztherapie initiiert werden, jedoch ist in einigen Fallen ein

Herzersatzverfahren unumganglich.
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Tabelle 1: Diagnose der ARVC: Task-Force-Kriterien

Haupt

Neben

Haupt

Neben

Haupt
Neben

Haupt

Neben

Haupt

Neben

Haupt

Neben

I. Globale oder regionale Dysfunktion und strukturelle Veranderungen

TTE
* Regionale RV-Akinesie, -Dyskinesie oder Aneurysma
* und eines der folgenden Kriterien (enddiastolisch)
— PLAX-RVOT 232 mm ([PLAX/KOF] 219 mm/m?)
— PSAX-RVOT 236 mm ([PSAX/KOF] 221 mm/m?)
— oder RV-Flachenverkiirzung <33%
CMR

* Regionale RV-Akinesie, -Dyskinesie oder dyssynchrone RV-Kontraktion
* und eines der folgenden Kriterien
— RV-EDV/KOF 2110 ml/m® (3) oder 2100 mi/m? (Q)
— oder RVEF £40%
RV-Angiographie
* Regionale RV-Akinesie, -Dyskinesie oder Aneurysma

TTE
*» Regionale RV-Akinesie oder —Dyskinesie
« und eines der folgenden Kriterien (enddiastolisch)
— PLAX-RVOT 229-31mm ([PLAX/KOF] 216-18 mm/m?)
— PSAX-RVOT 232-35 mm ([PSAX/KOF] 218-20 mm/m?)
— oder RV-Flachenverkiirzung >33 bis <40%
CMR

» Regionale RV-Akinesie, -Dyskinesie oder dyssynchrone RV-Kontraktion
« und eines der folgenden Kriterien
— RV-EDV/KOF 2100-109 ml/m2 (&) oder 290-99 mi/m* (3)
— oder RVEF >40 bis <45%
Il. Histopathologie
Morphometrisch <60% residuelle Myozyten (oder geschétzt <50%), fibrose Umbildung des
R V-Myokards d. freien Wand in 21 Probe (Verfettung kein Kriterium mehr!)
Morphometrisch 60—75% residuelle Myozyten (oder geschétzt 50-65%),
fibrése Umbildung der RV-freien Wand

lll. Repolarisationsstérungen (ab 14. LJ)

T-Inversionen V1-mindestens V3 (ohne kompletten RSB)
T-Inversionen V1-V2 (ohne kompletten RSB) oder V4, V5 oder V6
T -Inversionen V1-V4, falls kompletter RSB

IV. Depolarisationsstérungen

Epsilon-Welle (niedrig-amplitudiges Signal zwischen Ende QRS- und Beginn T-Welle)
in V1-v3

Signal-gemitteltes EKG mit Spatpotentialen, falls QRS im Oberflachen-EKG <110 ms

V. Arrhythmien
Nicht-anhaltende oder anhaltende Kammertachykardien mit LSB-Morphologie

und superiorer Achse
Nicht-anhaltende oder anhaltende Kammertachykardien mit LSB-Morphologie und
inferiorer Achse oder >500 VES/24 Stunden im Holter-EKG

VI. Familienanamnese

ARVC bei Verwandtem 1° (nach revidierten 2010-Task-Force-Kriterien)

ARVC bei Verwandtem 1° pathologisch bestéatigt (Autopsie, Herz-OP)

Nachweis einer Mutation (beim Patienten), die mit einer ARVC assoziiert ist

ARVD/C bei Verwandtem 1°, bei dem die revidierten 2010-Task-Force-Kriterien aus praktischen

oder sonstigen Grunden nicht angewandt werden kénnen

Plotzlicher Herztod eines Verwandten 1° (<35.LJ) mit V.a. ARVC

ARVC pathologisch oder nach revidierten 2010-Task-Force-Kriterien bei einem Verwandten 2° bestatigt

CMR: kardiale Magnetresonanztomographie; KOF: Korperoberflache; LSB: Linksschenkelblock;
PLAX: parasternale Langsachse; PSAX: parasternale Kurzachse; RSB: Rechtsschenkelblock;
RV: rechter Ventrikel; RVOT: rechtsventrikulédrer Ausflusstrakt; TTE: transthorakale Echokardiographie.

[Modifiziert nach Saguner et al., 2011]
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2.1.4 Genetische Grundlagen der ARVC

Die ARVC ist eine genetische Erkrankung. Es konnten 12 verschiedene genetische Ursachen der
ARVC (ARVC 1-12) identifiziert und Mutationen in 8 verschiedenen Genen beschrieben werden. In
den meisten Familien folgt die ARVC einem autosomal dominanten Erbgang mit variabler Penetranz
und unterschiedlicher Krankheitsmanifestation (Tabelle 2). Daruber hinaus wurden zwei genomische
Loci mit autosomal rezessivem Erbgang identifiziert (Chromosomen 17921 [Coonar et al., 1998] und
6p24 [Norgett et al., 2000]). Diese homozygoten Genmutationen fihrten in den Zellkontaktproteinen
Desmoplakin (DSP) zum sog. Carvajal Syndrom [Carvajal-Huerta et al., 1998] und im Plakoglobin
(JUP) zur Naxos-Erkrankung [Protonotarios et al., 2006]. Bei beiden Erkrankungen sind neben ARVC
auch palmoplantare Hyperkeratosen und krauses Haar bei Betroffenen beschrieben worden
[Antoniades et al., 2006; Tsatsopoulou et al., 2006].

Fur die autosomal-dominanten Formen konnten als Krankheitsgene die desmosomalen
Zellkontaktproteine Desmoplakin, Plakophilin-2, Desmoglein-2, Desmocollin-2, Plakoglobin identifiziert
werden [Rampazzo et al., 2002; Gerull et al., 2004; Pilichou et al., 2006; Syrris et al., 2007, Asimaki et
al., 2007]. Daruber hinaus sind Mutationen in den nicht desmosomalen Genen RyR2, TFG-f3 und
TMEMA43 bekannt (Tiso et al., 2001; Beffagna et al., 2004; Merner et al., 2008).

Tabelle 2: ARVC Subtypen, Genloci und Kandidatengene

ARVC Subtyp Genlocus Kodiertes Protein
ARVC 1 12g23-024 | TGFR-3

ARVC 2 1942-943 RyR2

ARVC 3 14q12-22 | -

ARVC 4 2032 Titin

ARVC 5 3p23 Transmembran Protein 43
ARVC 6 10p12-p14 |-

ARVC 7 10922 -

ARVC 8 6p24 Desmoplakin (DSP)
ARVC 9 12p11 Plakophilin-2 (PKP2)
ARVC 10 18912 Desmoglein-2 (DSG2)
ARVC 11 18g12.1 Desmocollin-2 (DSC2)
ARVC 12 17921 Plakoglobin (JUP)

Neuere Daten postulieren, dass die ARVC keine rein monogene Erkrankung sei, sondern in einigen
Fallen kbnnten mehrere Gene (polygen) oder beide Allele eines Gens (compound Heterozygotie) von
einer Mutation betroffen sein [Xu et al. 2010]. AuRerdem kann derzeit nur bei ungefahr der Halfte der
Patienten mit ARVC eine pathogene Mutation nachgewiesen werden, insbesondere da wahrscheinlich
noch nicht alle beteiligten Gene und Mutationen identifiziert wurden. [Corrado et al., 2010].
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Ein negativer Gentest schliel3st somit eine ARVC nicht grundlegend aus. Ferner manifestiert sich nicht
bei allen Verwandten mit der jeweiligen pathogenen Mutation eine ARVC (variable Penetranz) [Awad
et al.,, 2008]. Die Ursachen hierfir sind noch nicht vollstandig erforscht, jedoch scheinen

Umweltfaktoren wie kdrperliche Belastung neben genetischen Kofaktoren eine Rolle zu spielen.

2.1.4.1 Nicht-desmosomale ARVC-Krankheitsgene

Neben Mutationen in desmosomalen Krankheitsgenen wurden drei nicht-desmosomale ARVC
Krankheitsgene identifiziert. So wurden Mutationen in den untranslatierten Regionen (UTR-Regionen)
des transforming growth factor-beta3-Gens (TGFB3) als Ursache von ARVC postuliert (ARVC 1). Das
TGFR3-Gen gehort zur Familie der Wachstumsfaktoren (,transforming growth factor family®) und
kodiert fur regulierende Zykokine, die eine wichtige Rolle bei der Entwicklung und Homgostase von
Geweben einnehmen [Sporn et al., 1992]. Dariiber hinaus stimulieren TGFR-Proteine die Proliferation
von mesenchymale Zellen sowie die Expression von extrazellularen Matrixkomponenten, welche in
den entsprechenden Geweben Fibrose induzieren kdnnen [Leask et al., 2004]. Die Evidenz, ob die
identifizierten Mutationen im TGFB3 wirklich Ursache der ARVC sind, steht allerdings noch aus.

Als weiteres Krankheitsgen konnte in vier Familien unterschiedliche Mutationen (R176Q, L433P,
N2386l und T2504M) im kardialen Ryanodinrezeptor-Gen (RyR2) nachgewiesen werden (ARVC 2)
[Tiso et al., 2001]. Der Ryanodinrezeptor ist fiir die Kalziumfreisetzung aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum verantwortlich und spielt eine wesentliche Rolle bei der Regulation der intrazellularen
Kalziumhomoostase, die einen entscheidenden Einfluss auf die Erregung und Kontraktion der
Herzmuskelzelle auslbt. Funktionsstérungen koénnen zu Herzrhythmusstérungen und zum
Zelluntergang fuhren. Die identifizierten Mutationen im Ryr2-Gen sind in zwei hochkonservierten
Regionen der zytoplasmatischen Domanen lokalisiert, welche homolog zu Regionen des Ryrl-Gens
sind. Es ist bekannt, dass Mutationen im Ryr1-Gen zu einer erhdhten Kalziumfreisetzung aus dem SR
fuhren [Yamamoto et al., 2000]. Mutationen im Ryanodinrezeptor sind dariber hinaus als Ursache der
Catecholaminergic Polymorphic Ventricular Tachycardia (CPVT) identifiziert worden, welche einen
sehr &hnlichen Phénotyp wie die ARVC aufweist. Aus diesem Grund kann nicht ausgeschlossen
werden, dass die vermeidlich identifizierten Mutationen im Ryr2 Gen eher mit CPVT assoziiert sind
[Priori et al., 2001; Thiene et al., 1988].

Eine spezifische Mutation (S358L) im TMEM43 Gen konnte als Ursache einer besonderen Form der
ARVC, die spezifisch in Neufundland vorkommt, identifiziert werden. Die Mutation im TMEM43-Gen ist
in einer hochkonservierten Transmembran-Doméne lokalisiert (ARVC 5) [Merner et al., 2008]. Derzeit
ist Uber die Funktion des TMEM43-Gens noch wenig bekannt. Dennoch vermutet man eine Interaktion
zwischen TMEM43 und PPARYy (adipogener Transkriptionsfaktor), welche fur den fibros-fettigen
Ersatz des Myokardiums verantwortlich sein kénnte [Lemay et al., 2006]. In weiteren
Mutationsscreenings wurden vermeidlich ARVC assoziierte Mutationen im Titin und Desmin Gen
identifiziert. Eine Validierung dieser Ergebnisse steht jedoch noch aus [Taylor et al., 2011; Otten et al.,
2011; Hedberg et al., 2012].
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2.1.4.2 Desmosomale ARVC-Krankheitsgene

Die Mehrheit der identifizierten Genmutationen, die zu einer ARVC fiihren, betreffen desmosomale
Proteine. Die meisten Genmutationen werden autosomal dominant mit variabler Penetranz vererbt,
wobei Plakophilin-2, Desmocollin-2, Desmoplakin, Desmoglein-2 und Plakoglobin in abnehmender
Reihenfolge am haufigsten betroffen sind. In einer Untersuchung an 80 nicht verwandten ARVC-
Probanden wurden in 40% der Falle Mutationen in desmosomalen Genen nachgewiesen [Pilichou et
al., 2006]. Die Desmosomen sind besonders fir die Stabilitdt und Integritat der Zellen verantwortlich.
Mutationsbedingte Defekte der interzellularen Verbindungen scheinen einen maRgeblichen Einfluss
auf die Pathogenese der ARVC auszuiiben. Als eines der ARVC assoziierten Krankheitsgene konnte
das Plakoglobin-Gen mit vereinzelten Mutationen identifiziert werden. Unter anderem wurde eine
Insertionsmutation bei einer Familie mit autosomal dominantem Erbgang identifiziert, die anders als
bei der Naxos-Krankheit keine dermatologischen Manifestationen auswies. (ARVD12) [Asimaki et al.,
2007]. Als weiteres desmosomales Krankheitsgen der ARVC konnte das Desmoplakin-Gen
identifiziert werden, bei dem u.a. eine heterozygote Insertionsmutation (2034insA) beschrieben wurde,
die durch eine Leserasterverschiebung zu einem vorzeitigen Stoppkodon fuhrt und bei den
Betroffenen eine vorwiegend linksventrikulare Kardiomyopathie verursacht (ARVC 8) [Rampazzo et
al., 2002; Norman et al., 2005]. In den desmosomalen Cadherinen Desmoglein-2 (DSG2) und
Desmocollin-2 (DSC2) wurden ebenfalls krankheitsbedingte Mutationen gefunden. Im DSG2 wurde
durch ein Mutationsscreening von 54 nicht verwandten ARVC-Patienten neun heterozygote
Mutationen (5 Missense-, 2 Insertions-, bzw. Deletions-, 1 Nonsense- und 1 Splice-site-Mutationen)
und in einer weiteren Studie 8 zusatzliche Mutationen im Desmoglein-2-Gen nachgewiesen (ARVD10)
[Pilichou et al., 2006; Syrris et al., 2007]. Als ARVC assoziierte Mutationen im DSC2 konnten durch
Untersuchungen an 88 nicht verwandten ARVC-Patienten eine Mutation im Intron 5 (c.631-2A—G)
detektiert werden, welche zu einer kryptischen Spleil3- Akzeptorstelle und zu einem vorzeitigen
Stoppkodon fiihrt (ARVC 11). Durch quantitative Analysen konnte eine deutlich reduzierte kardiale
DSC2-Expression festgestellt werden. Knockdown-Experimente im Zebrafisch unterstrichen die
essentielle Bedeutung von DSC2 in der Herzentwicklung [Heuser et al., 2006]. Parallel konnten
unabhéangig zwei weitere Mutationen im DSC2 Gen beschrieben werden [Syrris et al., 2006]. Das am
haufigsten identifizierte ARVC-Krankheitsgen PKP2 wurde von Dr. Brenda Gerull und Kollegen durch
molekulargenetische Untersuchungen im Plakophilin-2 Gen (PKP2) an 120 Patienten mit ARVC ohne
Verwandtschaftsbeziehungen analysiert (ARVC9). Bei 32 der 120 Probanden wurden 25
unterschiedliche heterozygote Mutationen gefunden (12 Insertions-/Deletionsmutationen, 6
.Nonsense“-Mutationen, 4 ,Missense“-Mutationen und 3 ,Splice-site“-Mutationen) [Gerull et al., 2004].
Weitere ARVC-assoziierte Punkt- bzw. Rastermutationen im PKP2 Gen konnten in den letzten Jahren
nachgewiesen werden [Syrris et al., 2006; van Tintelen et al., 2006].

Zusammenfassend konnten verschiedene Arbeitsgruppen zeigen, dass ca. 50% aller Patienten mit
ARVC eine oder mehrere Mutationen in den finf desmosomalen Proteinen tragen. Somit wird die

ARVC als Erkrankung der kardialen Desmosomen angesehen.
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2.2 Aufbau und Funktion der Desmosomen

Desmosomen sind zellulare Adhasionskomplexe, die jeweils zwischen einzelnen Epithelzellen,
Kardiomyozyten, Meningothelzellen sowie in dendritischen Retikulumzellen der Lymphknotenfollikel
lokalisiert sind und fir den Zusammenhalt der Zellen verantwortlich sind. Des Weiteren verankern sie
Bindel der Intermediarfilamente der Typen Keratin, Desmin und Vimentin [Kartenbeck et al., 1983;
Kartenbeck et al., 1984; Franke et al., 1987; Kuruc et al., 1988; van der Loop et al., 1995]. Da sie
besonders in mechanisch beanspruchten Geweben, wie dem Herz und der Haut vorhanden sind, wird
ihnen eine primar stabilisierende Funktion zugeschrieben [McGrath et al., 1999; Chidgey et al., 2002;
Garrod et al., 2002]. Die Desmosomen sorgen fur die Aufrechterhaltung der zellularen Integritéat und
regulieren die Anpassung an biomechanische Einflisse. Des Weiteren konnten den einzelnen
desmosomalen Proteinen eine Reihe von Aufgaben in verschiedenen Signaltransduktionsvorgéangen
nachgewiesen werden, wie u.a. an dem Wnt-Signalweg, RhoA-Signalweg und der Gap Junction
Regulation [Garcia-Gras et al., 2006; Godsel et al., 2010; Oxford et al., 2007]. Die permanent unter
Belastung stehenden Zellverbindungen des Myokards sind die sog. Glanzstreifen. Diese Glanzstreifen
bilden die Zellgrenzen der Kardiomyozyten, die durch einen etwa 20 nm gro3en Spalt voneinander
getrennt sind. Diese Zellverbindungen setzen sich aus den Desmosomen, den Adherens Junctions
und den Gap Junctions zusammen. Diese Ansammlung an adhéasiven Zellverbindungen im Herzen
wird unter dem Begriff area composita zusammengefasst. Die area composita wird als eine Region in
den Glanzstreifen des Herzmuskels bezeichnet, die Desmosomen, Adherens Junctions und Gap
Junctions vereint [Grossmann et al., 2004; Borrmann et al., 2006; Franke et al., 2007]. Durch
immunhistologische und immunelektronenmikroskopische Untersuchungen konnte eine Co-
Lokalisation von Proteinen der Desmosomen (Desmoplakin, Desmoglein-2, Plakophilin-2) mit
Proteinen der Adherens Junctions (N-Cadherin, a-Catenin, 3-Catenin) nachgewiesen werden. Die
Zusammensetzung von Desmosomen unterscheidet sich in den verschiedenen Zelltypen durch
zelltypspezifische Isoformen. Desmosomen sind am besten im Epithel der Haut untersucht. In den
verschiedenen Schichten des Epithels kommen verschiedene Isoformen desmosomaler Proteine vor
[McGrath et al., 1999]. Der Grundaufbau eines Desmosoms ist jedoch stets identisch und wird aus
Proteinen dreier unterschiedlicher Familien gebildet (Abbildung 2). Zu diesen Familien gehdren die
desmosomalen Cadherine, Desmoglein 1-4 [Schafer et al., 1994] und Desmocollin 1-3 [Kawamura et
al., 1994], die Armadillo-Familie mit Plakoglobin [Franke et al., 1989] und den Plakophilinen [Mertens
et al., 1996; Schmidt et al., 1999] sowie die Plakine mit Desmoplakin, Plectin, Envoplakin und

Periplakin [Leung et al., 2002].
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Abbildung 2: Struktur desmosomaler Proteine. (A) Desmoplakin: Dargestellt sind die beiden Desmoplakin
Isoformen. A, B, C kennzeichnen Plakin Wiederholungsdoménen. GSR, Glycin-Serin-Arginin reiche Doméne. (B)
Armadillo Proteine: Plakoglobin (PG) enthalt 12 Armadillo Wiederholungsdoméanen. Die beiden Plakophilin
Isoformen weisen 9 Armadillo Wiederholungsdoménen auf und besitzen zwischen der 5 und 6 Armadillo
Wiederholungsdomane ein Insert (gestrichelte Box), welches eine Beugung in der Proteinstruktur erzeugt. Die
PKP2b Isoform unterscheidet sich von der PKP2a Isoform durch ein 44 Aminosaure grof3es Insert zwischen
Armadillo Wiederholungsdoméne 2 und 3. (C) Desmosomale Cadherine: Die Cadherine werden mit einem N-
terminalen Signal und Propeptid synthetisiert, welche bei der Reifung des Proteins abgespalten werden. Die
Zelladh&sion Erkennungsstelle (CAR) vermittelt die adhésive Funktion der desmosomalen Cadherine.
Desmocollin a (DSC2a) und Desmoglein 2 weisen an in der zytoplasmatischen Region eine interzellulare
Cadherin-dhnliche Sequenz auf (ICS). EC1-4, Extrazellulare Cadherin Wiederholungen; EA, extrazellularer
Ankerdoméane; TM, Transmembrandomane; IA, intrazellularer Anker; ICS, interzellulare Cadherin-dhnliche
Sequenz, IPL, intrazellular Prolin-reicher Linker; RUD, Wiederholungsdoméne; DTD, Desmoglein terminale
Domane. Die Abbildung ist nicht maRstabsgetreu [Modifiziert nach Garrod et al., 2008].

Die Ultrastruktur der Desmosomen zeigt eine scheibenférmiges Aussehen, die einen Durchmesser
von 0,1 - 0,5 um besitzt. Im Bereich eines Desmosoms betragt der Abstand der Plasmamembranen
zweier Zellen etwa 24 nm. Die Desmosomen bestehen raumlich aus der Desmoglea, einer Art
Mittellinie sowie einem inneren und auleren Plaque [Cowin et al., 1985]. Die Desmoglea ist ein zur
Plasmamembran extrazellularer Bereich, der den interzellularen Raum eines Desmosoms darstellt, in
welchen die extrazellularen Doméanen der Transmembran Glykoproteine Desmoglein (DSG 1-4) und
Desmocollin (DSC1-3) hineinragen und vorwiegend homophile (DSG-DSG bzw. DSC-DSC) trans- und
cis-Dimere bilden, welche somit die direkte Verbindung mit der Nachbarzelle vermitteln. Diese
extrazellularen Doméanen sind kalziumabhé&ngig miteinander verbunden [Holthofer et al., 2007; Garrod
et al., 2008]. Im stabilen Zellverband kdénnen die desmosomalen Cadherinbindungen von einem

kalziumabhé&ngigen in einen kalziumunabhé&ngigen Zustand wechseln.
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Dieser sog. Hyperadhéasion-Zustand stellt eine sehr robuste Zell-Zellverbindung dar.
Zellkulturexperimente in Epithelzellen konnten zeigen, dass verwundetes Gewebe von diesem
kalziumunabhangigen Hyperadhasion-Zustand wieder in den kalziumabhangigen Zustand wechselt.
Es wird postuliert, dass dieser Prozess durch spezifische Phosphorylierungen der Cadherine durch die
Protein Kinase Ca vermittelt wird und einen Regulationsmechansimus der Wundheilung darstellt
[Garrod et al., 2008]. Im intrazellularen Bereich eines Desmosoms gibt es auf beiden Seiten der
Plasmamembranen symmetrische, dichte Plagues, die in innere und &ufRere Plaques unterschieden
werden. Zum &uBeren Plaque (ODP) gehoren der C-Terminus der desmosomalen Cadherine, die
Armadillo-Proteine, Plakoglobin und Plakophiline 1-3, und der N-Terminus von Desmoplakin. Der
innere intrazellulare Plaque (IDP) wird durch einen 10 bis 20 nm breiten elektronenlichten Bereich vom
auBeren desmosomalen Plaque getrennt und durch die Interaktion des C-Terminus von Desmoplakin
mit den Intermediarfilamenten gebildet (Abbildung 3) [Holthofer et al., 2007].

Abbildung 3: Struktureller Aufbau des Desmosoms. Die Interaktion zwischen den desmosomalen
Komponenten an der interzellularen Zellgrenze sind schematisch in a) dargestellt und Uberlagert mit der
elektronmikroskopischen Aufnahme in b). Desmosomale Transmembran Cadherine, Desmoglein (Dsg) und
Desmocollin (Dsc), binden an die Armadillo Protein Familie Plakoglobin (Pg) und Plakophilin (PKP), welche
wiederum mit dem Plakin Familien Mitglied Desmoplakin (DP) interagiert. Das zytoplasmatische Plaque, welches
weiter durch laterale Interaktion stabilisiert wird, verankert die zytoskelettalen Intermediarfilamente (IF) mit dem
Desmosom. DM, Desmoglae Mittellinie; IDP, intrazellulares Plaque; ODP, dufReres Plaque; PM, Plasmamembran
[Modifiziert nach Green et al., 2007].
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Die Neubildung eines Desmosoms konnte erstmals detailliert durch Zeitrafferanalysen von
Fluoreszenz-markierten DSP Proteinen in Epithelzellen gezeigt werden. Bei der Formation neuer Zell-
Zellkontakte konnten drei sich Gberlagernde Phasen identifiziert werden. In der Initialphase wurde ein
punktuelles Erscheinen von DSP an den neugebildeten Zellgrenzen innerhalb der ersten 3 Minuten
detektiert. In der sich anschlieRenden Phase wurden innerhalb von 15 Minuten Vereinigungen von
DSP mit PKP2 im Zytoplasma detektiert. Die abschlieende dritte Phase beschreibt die Verankerung
von DSP aus dem Zytoplasma an die Zellmembran. Die an DSP gebundenen Intermediarfilamente
werden durch die Integration von DSP in das Desmosom an den Zellgrenzen fixiert und fiihren zu
einer Stabilisierung und Festigung der zellularen Integritat [Godsel et al., 2005]. Weiterfihrend konnte
gezeigt werden, dass fur den Einbau von DSP in das Desmosom eine spezifische Phosphorylierung
an Position S2849 von DSP im Zytoplasma essenziell ist. In Epithelzellen konnte die Protein Kinase
Ca (PKCa) als verantwortliche PKC Isoform fiir diese Phosphorylierung identifiziert werden. PKCa
gehort zur Familie der Serin/Threonin spezifischen Protein Kinase, die sich in drei Klassen unterteilen
lassen: konventionelle PKC (cPKC), neue PKC (nPKC) und atypische PKC (aPKC). PKCa z&hlt zu
den cPKC, die durch den Second messanger Diacylglycerol (DAG) und Kalzium aktiviert werden
[Nishizuka et al., 1992]. Jedes Mitglied der PKC Familie hat ein spezifisches Expressionsprofil,
welches in unterschiedlichem Mal3e zellulare Prozesse wie Zelladhéasion, zellulare Transformation und
Regulation des Zellzykluses beeinflussen. In Kardiomyozyten nimmt PKCa eine regulatorische
Funktion bei der Kalziumhomoostase und in der kardialen Kontraktilitdt ein [Molnar et al., 2009]. Die
Phosphorylierung von DSP konnte jedoch nur in Anwesenheit von PKP2 vermittelt werden und fuhrte
zur ldentifikation des zytoplasmatischen Komplexes aus DSP-PKP2-PKCa, indem PKP2 als
Linkerprotein zwischen DSP und PKCa fungiert [Bass-Zubek et al., 2007]. Die Auflésung des DSP-
PKP2-PKCa Komplexes durch den Verlust sowohl von PKP2 als auch PKCa fiihrte in epithelialen
Zellen zu einer Akkumulation von DSP im Zytoplasma und resultierte in einem Verlust der zelluléren
Integritat. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass PKCa spezifische Substrate wie a-Adducin und
MARCKS stérker in phosphorylierter Form vorlagen. Beide Substrate haben einen regulatorischen
Einfluss auf die Organisation der Aktinfilamente. Diese Hyper-Phosphorylierung von PKCo Substraten
aufgrund einer gestorten PKP2 Expression vermittelt einen méglichen Einfluss des PKC Signalweges

auf die Homoostase und Integritat der Zelle.

2.2.1 Desmoglein und Desmocollin

Die desmosomalen Cadherine Desmoglein (MW ~160 kDa) und Desmocollin (MW ~115 kDa) weisen
eine 30%ige Homologie zueinander und mit den klassischen Cadherinen auf. Die N-terminalen,
jeweils 110 Aminosauren umfassenden extrazellularen Doméanen, werden als EC1-EC4 benannt. Die
extrazellulare Ankerdomane (EA) wird durch die 5. extrazellulare Domane (EC5) gebildet. Zwischen
den einzelnen extrazellularen Domanen befinden sich die Bindungsabschnitte fir die Kalziumionen,
die fir die Konformationsbildung verantwortlich sind. Beide Proteine besitzen mit der 24 Aminosauren
umfassenden Membrandoméne (TM) einen einzigen Membrandurchgang. Mit der Ankerdoméane (1A)

beginnt der intrazellulare Anteil der desmosomalen Cadherine.
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Auf das intrazellulare Cadherin-typische Segment (ICS), welches zu vielen Cadherinen eine hohe
Sequenzhomologie aufweist und an der das Armadillo-Wiederholungsprotein JUP bindet, folgt der
Prolin-reiche Linker (L) und die repeated unit domain (RUD). Diese sich wiederholenden RUD-
Sequenzmotive sind fur den wesentlich langeren intrazellularen Abschnitt der Desmogleine, im
Vergleich zu den Desmocollinen verantwortlich. Am C-Terminus des Desmogleins befindet sich noch
die Desmoglein spezifische terminale Doméane (T) [Holthofer et al., 2007].

Das desmosomale Cadherin Desmocollin kommt in zwei alternativen Splei3varianten vor (a und b).
Bei der Spleiflvariante ,b“ fehlt die C-Doméne, bzw. die Catenin-Bindungsstelle (ICS), wahrend die
.a-Form kurz nach der C-Doméne endet. Diese zwei Varianten kommen durch unterschiedliches
Spleil3en des letzten Exons zustande [Holthéfer et al., 2007]. Wahrend Desmoglein 2 und Desmocollin
2a und 2b in allen Zelltypen mit desmosomalen Zellkontakten exprimiert werden, ist die Synthese der
anderen Isoformen weitestgehend auf mehrschichtige Epithelien beschrankt [Koch et al., 1992;
Schafer et al., 1994; Nuber et al., 1995]. Neben der wichtigen stabilisierenden Funktion der
desmosomalen Cadherine fur die Zellen, bt vor allem DSG einen weiteren wichtigen Einfluss in der
sehr fuhren embryonalen Entwicklung aus. Homozygote DSG2 KO-M&use starben zu einem
Zeitpunkt, in dem im Trophoblast noch keine desmosomalen Strukturen nachweisbar sind [Eshkind et
al., 2002].

2.2.2 Desmoplakin

Desmoplakin tritt in zwei Isoformen (Desmoplakin | und II) auf, welche durch differentielles Splei3en
entstehen [Green et al.,, 1988; Virata et al., 1992]. Desmoplakin | (MW 250 kDa) wird in allen
Desmosomen-bildenden Geweben exprimiert, wohingegen Desmoplakin 1l (MW 215 kDa) eine
eingeschréankte Verbreitung aufweist [Franke et al., 1992; Cowin et al., 1985; Angst et al., 1990].
Desmoplakin | liegt als Homodimer vor und besteht aus drei Domanen, einer zentralen a-Helix und
globularen Doméanen an dessen N- und C-Termini [O’Keefe et al., 1989]. Die N-terminalen Doméanen
binden an die Cadherine und Armadillo-Proteine, wahrend die C-terminalen Domanen mit den
gewebespezifischen Intermediarfilamenten (IF) des Zytoskeletts interagieren [Stappenbeck et al.,
1993; Kowalczyk et al., 1997; Kowalczyk et al., 1999; Hofmann et al., 2010]. Das fur Kardiomyozyten
charakteristische IF ist das Desmin. Die essentielle Bedeutung von DSP in der frihen Herz- und
Hautentwicklung konnte durch die Letalitat von DSP KO Mausen im friihen Embryonalstadium (E6.5)

verdeutlicht werden.

2.2.3 Armadillo-Proteine

Die molekulare Interaktion zwischen DSP und den desmosomalen Cadherinen wird tiber die Mitglieder
der Armadillo-Proteinfamilie Plakoglobin und Plakophilin 1-3 vermittelt, die als sog. Linkerproteine
fungieren. Diese sind charakterisiert durch eine zentrale Domane, die zusammengesetzt ist aus einer

variablen Anzahl von Armadillo (Arm) Wiederholungsdomanen.
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Diese Wiederholungen, die je 42 Aminosduren beinhalten, wurden erstmals im Drosophila
melanogaster-Segmentpolaritatsgen armadillo nachgewiesen, welches in die wingless Signalkette
involviert ist [Peifer et al., 1990]. Zur Familie der Armadillo-Proteine z&hlen neben Plakoglobin und den
Plakophilinen weitere Proteine wie $-Catenin und die p120catenin [Franke et al., 1989; Reynolds et
al., 1992]. Die Proteine der Familie der Armadillo-Proteine weisen eine sehr hohe Homologie zu
einander auf und unterscheiden sich von anderen Armadillo-Doménen tragenden Proteinen in ihrer
multiplen Funktionalitdt. Charakteristisch ist die Lokalisation der Armadillo-Proteine an der
Zellmembran, wo Sie als adhésive und stabilisierende Molekile fungieren. Dariiber hinaus ist auch
eine Lokalisation im Zellkern beschrieben und kénnte daher einen Einfluss auf Tumorprogression,
Kernimport und Signaltransduktion ausiiben [Mertens et al., 1996; Behrens et al., 1996; Schmidt et al.,
1997; Simcha et al.,, 1998]. Die genauere Funktion im Nukleus ist fir eine Reihe von Armadillo-
Proteinen jedoch noch unklar. Besonders ausfiihrlich ist die nukledre Funktion fiir B-Catenin
beschrieben, welches als Schaltstelle im kanonischen Wnt-Signalweg fungiert und an die
Transkriptionsfaktoren LEF(lymphoid enhancer factor-1)/ TCF (T-cell factor) bindet [Behrens et al.,
1996; Hecht et al., 1999; Eastman et al., 1999]. Der Wnt-Signalweg spielt eine entscheidende Rolle
als Wachstums- und Differenzierungsfaktor in der Spezifizierung der Zellen wahrend der embryonalen
Entwicklung. Wenn das abgesonderte wingless-Glycoprotein (Wnt) an einen Zelloberflachenrezeptor
frizzled/frizzled-2-Typ bindet [Bhanot et al., 1996; Kennerdell et al., 1998], aktiviert es das
zytoplasmatische Protein dishevelled (Dvl) [Yanagawa et al., 1995], welches wiederum zu einer
Inaktivierung der Glykogen-Synthase-Kinase-38 (GSK3B) fuhrt. Die Inaktivierung der GSKS3p
verhindert folglich die spezifische Phosphorylierung von B-Catenin und bewirkt so eine Translokation
in den Kern. Neuere Studien belegen ebenfalls eine Beteiligung von Plakoglobin in den Wnt-
Signalweg und die Interaktion mit dem LEF/TCF Transkriptionsfaktorkomplex [Zhurinsky et al., 2000;
Solanes et al., 2004; Garcia-Gras et al., 2006]. Neben dem Whnt-abh&ngigen B-catenin Signalweg
existiert ein Wnt-unabhéangiger Signalweg, bei dem durch Interaktion der aktivierten Protein Kinase
B/AKT mit GSK3p ebenfalls eine Stabilisation von B-catenin ermdglicht wird und p-catenin in den Kern

lokalisiert ohne den Einfluss des Wnt-Proteins [Haq et al., 2003].

2.2.3.1 Plakoglobin

Plakoglobin (MW 83 kDa), auch bekannt unter der Bezeichnung y-Catenin, besteht aus 12/13
Armadillo Wiederholungsdoménen, welche durch saure terminale N- und C-Doméanen begrenzt
werden. Plakoglobin ist das einzige Protein, das sowohl in den Desmosomen als auch in den
Adherens Junctions vorkommt [Chitaev et al., 1996; Wahl et al., 1996; Witcher et al. 1996]. Der kardial
spezifische Verlust von DSP in Desmoplakin-Knockout-Mausen konnte zeigen, dass B-Catenin und
Plakoglobin eine kompetitive Wirkung auf den Wnt-Signalweg haben, die durch ihre unterschiedlichen
Bindungsstellen im LEF/TCF-Transkriptionsfaktor begriindet sein kénnten und zur Reduktion der
LEF/TCF-vermittelte Gentranskription von CyclinD1 und c-Myc fihrt. Diese Suppression des Whnt-
Signalweges zeigte des Weiteren eine Erhdhung der Adipogene Adiponectin und C/EBP-y sowie der
Fibrosegene Colla2, Collal und Col3al [Garcia-Gras et al., 2006].
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Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass der Wnt-Sighalweg als ein Regulator von Myogenese zu
Fibrose und Adipogenese fungiert und als Schutz vor Apoptose dient. Ein Ungleichgewicht in der
exogenen Plakoglobin- und B-Catenin Konzentration fuhrt zu einer starken Suppression des
Signalwegs. Dies steigert wiederum die Adipogenese und Apoptose. Die genauen Griinde fiir die
Translokation von Plakoglobin in den Zellkern sowie die Herkunft der Adipozyten sind bisher unklar.
Es wurde jedoch postuliert, dass aufgrund der Suppression des Wnt-Sighalweges die kardialen
Vorlauferzellen des rechten Ventrikels direkt zu Adipozyten differenzieren kénnten [Lombardi et al.,
2009]. Eine Verifizierung dieser Hypothese als zugrundeliegender molekularer Mechanismus steht

noch aus, sowie die generelle Ubertragung auf andere Krankheitsgene der ARVC.

2.2.3.2 Plakophiline

Im Gegensatz zu Plakoglobin wurden die Interaktionen der Plakophiline mit desmosomalen
Cadherinen und Desmoplakin ausschlie3lich Gber den N-Terminus der Plakophiline beschrieben,
wobei die spezifische Funktion der konservierten N-terminalen Kopf-Doméane unbekannt ist [Mertens
et al., 1996; Schmidt et al., 1997; Schmidt et al., 1999; Kowalczyk et al., 1999; Chen et al., 2002]. Die
Plakophiline besitzen neun Armadillo-Motive, die von einem langen N-Terminus und einem kurzen C-
Terminus begrenzt werden. Die dreidimensionale Struktur der Armadillo-Wiederholungsdoménen
(mehrere Armadillo-Motive) ist aus der kristallinen Struktur des Plakophilin-1 bekannt und bildet aus
neun Armadillo-Motiven eine Superhelix mit mehreren a-Helices. Die dabei entstehende zylindrische
Struktur bildet eine positiv geladene Furche, an welche, &hnlich zu 3-Catenin, saure Reste der
Interaktionspartner binden kénnen [Huber et al.,, 1997; Choi et al., 2005]. Zur Unterfamilie der
Plakophiline gehdren drei Mitglieder, die Plakophiline 1-3 (PKP 1-3), welche ausschlie3lich in
Zellverbindungen des desmosomalen Typus vorkommen [Hatzfeld et al., 1994; Mertens et al., 1996;
Bonne et al., 1999]. Das Armadillo-Protein p0071, auch Plakophilin-4 genannt, hat jedoch eine nédhere
Verwandtschaft zu einer anderen Armadillo-Unterfamilie, zu der auch pl20catenin, ARVCF und
Neurojungin gehdren, welche vorwiegend in Adharenz-Verbindungen zu finden sind [Hatzfeld et al.,
2003; Shibamoto et al., 1995; Pfaffenholz et al., 1997; Anastasiadis et al., 2000]. Die Plakophiline 1-3
sind juxtamembrane Bestandteile der desmosomalen Plaques, in denen sie eng mit anderen
Armadillo-Proteinen, wie Plakoglobin sowie den desmosomalen Cadherinen und Desmoplakin,
assoziiert sind. Die drei Plakophilin-lsoformen sind unterschiedlich exprimiert. Plakophilin-1 ist
suprabasal, hauptsachlich in Desmosomen der Stachel- und Kdrnerzellschicht, aber auch schwach in
der Basalzellschicht der mehrschichtigen Epidermis sowie in anderen mehrschichtigen und komplexen
Epithelien exprimiert [Schmidt et al., 1997]. Plakophilin-2 ist das meist verbreitete Plakophilin. Es ist in
Desmosomen aller proliferierenden Epithelien, vorwiegend in der Basalschicht, aber auch in
Desmosomen von Tumoren, Kardiomyozyten und Purkinje-Zellen des Herzens sowie in
Lymphknotenfollikeln und der Leber zu finden [Mertens et al., 1999]. Plakophilin-3 zeigt mit der
Anwesenheit in den meisten ein- und mehrschichtigen Epithelien ein intermediares
Expressionsmuster. In Desmosomen der Epidermis ist es in allen Schichten gleich stark vertreten
[Schmidt et al., 1999].
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2.2.4 Plakophilin-2

Das Gen PKP2 codiert das Protein Plakophilin-2 und befindet sich auf Chromosom 12p11 [Bonné et
al., 2000]. Es sind zwei PKP2-Isoformen bekannt, die durch alternatives SpleiRen entstehen. Die
beiden Transkripte unterscheiden sich durch eine Exoninsertion von 132 bp (44 Aminosuren)
zwischen dem zweiten und dritten Armadillo-Motiv. Die kirzere humane Plakophilin-2 Variante
(Plakophilin 2a) besteht aus 837 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von 92 kDa, die langere
Form (Plakophilin 2b) hat mit 881 Aminosauren ein Molekulargewicht von 97 kDa. Beide Isoformen
kénnen in den Desmosomen nachgewiesen werden, wobei PKP2b gegeniber PKP2a schwacher
exprimiert wird. Die intrazelluldre Lokalisierung und zelltypspezifische Verteilung der Isoformen ist
identisch. Neben der Lokalisation in den Desmosomen wurde PKP2 in friheren Studien auch im
Zellkern nachgewiesen [Mertens et al., 1996; Wolf et al., 2010]. PKP2 wurde zudem in Assoziation mit
dem RNA-Polymerase llI-Kkomplex beschrieben und als Substrat der Tyrosinkinase Tak-1 identifiziert
[Mertens et al., 2001; Miiller et al., 2003]. Jedoch ist die Rolle von PKP2 in der Signaltransduktion
weiterhin ungeklart [Chen et al., 2002]. In den Desmosomen fungiert PKP2 als Linkerprotein zwischen
den desmosomalen Cadherinen und Desmoplakin und tragt damit wesentlich zur zellularen Stabilitat
bei. Dartber hinaus ist PKP2 als Regulator an mehreren zellularen Prozessen der Formation von Zell-
Zellkontakten beteiligt. PKP2 dient als Linkerprotein fur die Interaktion von PKC und DSP, welche
essentiell fir die PKCa vermittelte Phosphorylierung von DSP und den damit verbundenen Einbau
von DSP in das Desmosom [Godsel et al., 2005; Bass-Zubeck et al., 2008]. Des Weiteren konnten
neuere Publikationen zeigen, dass PKP2 in den RhoA Signalweg involviert ist. RhoA gehort zur
Familie der Rho-GTPasen und ist verantwortlich fur die Formierung und Kontraktion von Stressfasern
sowie fir die Ausbildung von fokalen Adhasionskontakten [Yonemura et al., 1995; Noren et al., 2000;
Perez-Moreno et al., 2006; Pokutta et al., 2000]. PKP2 dient als struktureller Linker zwischen den Zell-
Zellkontakten und reguliert sowohl das Aktin-Remodelling als auch die IF des Zytoskeletts. PKP2
nimmt somit eine entscheidende Rolle bei der Koordination der Neuformation von Zell-Zellkontakten
ein [Godsel et al., 2010]. Zur Steigerung der zellularen Integritat werden die einzelnen desmosomalen
Komplexe zusatzlich in vertikaler Orientierung Uber die Interaktion von PKP2 und JUP vernetzt. Diese
kompakte Formation ist besonders in mechanisch stark beanspruchtem Gewebe wie den
Kardiomyozyten essentiell. ~Kardiomyozyten zeichnen sich durch die charakteristische
Zusammensetzung von Desmosomen, Adherens Junction und Gap Junction in Form der Glanzstreifen
aus. Die mechanische Belastung wird durch die Desmosomen und Adherens Junction vermittelt,
wohingegen Gap Junctions die Ubertragung von lonen und kleinen Molekiilen zwischen den Zellen
ermdglichen.

Gap Junctions sind Ansammlungen von Zell-Zell-Kandalen, die den Austausch von lonen und bis zu 1
kDa grofRen Molekilen zwischen benachbarten Zellen ermdglichen. Dieser Stoffaustausch ist
notwendig, um die Homdostase der Zelle zu erhalten, die Reizweiterleitung zu erméglichen und
Proliferations- und Differenzierungsprozesse zu regulieren [Krutovskikh et al., 1997]. Die Gap
Junction-Kanéle sind aus je zwei Connexonen aufgebaut, die sich jeweils von benachbarten Zellen

aneinanderlagern.
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Connexone bestehen aus sechs Proteinbausteinen, den Connexinen (Cx), die intrazellular zu
Halbkanalen zusammengebaut und anschlieRend in die Zellmembran transportiert werden, wo die
extrazellularen Schleifen der Connexinmolekiile mit denen der Nachbarzell-Halbkanéle interagieren
[Goodenough et al., 1996]. In Saugetieren sind Connexine in nahezu allen Geweben nachweisbar,
ihre Verteilung ist gewebespezifisch. Connexin43 (Cx43; 43 kDa) ist das am haufigsten vorkommende
Connexin und findet sich in kardialem Geweben vorrangig in den Ventrikeln. Modulationen der
Genexpression, alternatives Splei3en und post-translationale Modifizierung der Cx-Untereinheiten
kdnnen die Anzahl und Aktivitat der Gap Junctions in der Zellmembran beeinflussen. Connexine
besitzen im Gegensatz zu anderen integralen Membranproteinen eine sehr kurze Halbwertzeit von 2 -
5 h [Laird et al., 1995]. Als posttranslationale Modifikation von Cx43 konnten zahlreiche
Phosphorylierungsstellen identifiziert werden. Es gibt Anzeichen dafiir, dass diese post-translationale
Phosphorylierung fiir die Aggregation der Connexine zu einem Proteinkanal, die Kanalpermeabilitat
und die Stabilitdt von Cx43 von Bedeutung ist [Musil et al., 1991]. Mehrere Serin- und Threoninreste
des Cx43 werden von Proteinkinase A (PKA), Proteinkinase C (PKC) oder den klassischen mitogen-
aktivierten Proteinkinasen (MAPK) phosphoryliert [Lampe et al., 2000]. Diese Phosphorylierungen
modulieren die Permeabilitdét der Gap Junctions, den intrazellularen Transport im Rahmen der
Proteinreifung sowie den Abbau der Proteine und den Einbau in die Plasmamembran [Kumar et al.,
1996; George et al., 1999; Fischer et al., 2005]. Die Behandlung von Zellen mit Tumorpromotoren
(Phorbolester, DDT), Wachstumsfaktoren (EGF, PDGF) oder Vitamin Kz (Menadion), sowie die
Uberexpression von Onkogenen (ras, raf, src) fiihrt unter Beteiligung von Cx43-Phosphorylierung zu
einer Inhibition der Zell-Zell-Kommunikation [Hu et al., 1995; Trosko und Ruch, 1998; Klotz et al.,
2002]. In den Glanzstreifen der Kardiomyozyten interagiert das Gap Junction Protein Cx43 direkt mit
dem PKP2 der Desmosomen. Untersuchungen demonstrierten, dass der Verlust von PKP2 zu einer
Veranderung der Menge an Gap Junction Plagues fuhrt und eine gleichzeitige Abnahme des
Natriumstorms zwischen den Zellen zur Folge hat [Oxford et al., 2007; Fidler et al., 2008]. Ebenfalls
konnte in heterozygoten Plakoglobin-Mausen eine Verringerung der Cx43 Expression und eine
Reduktion der Reizweiterleitung demonstriert werden. Diese Veranderungen der elektrischen
Kommunikation und die verringerte Leitungsgeschwindigkeit, hervorgerufen durch den Verlust
desmosomaler Komponenten, flhrte in der Folge zu verzégerten Aktionspotentialen, die im kardialen
Gewebeverband Arrhythmien induzieren kénnten [Kaplan et al., 2004; Sato et al., 2009; Fabritz et al.,
2011]. Aktuelle Studien konnten weiterfuhrend neben der Interaktion von PKP2 mit der a-Untereinheit
des Natriumkanals Na,1.5 ebenfalls eine Interaktion dem zytoskelettaler Adapterprotein AnkyrinG
(AnkG) identifizieren, welche eine wichtige Komponente des spannungsabhangigen
Natriumkanalkomplexes (VGSC) darstellt [Sato et al, 2011]. Dieses Zusammenspiel von
Desmosomen, Gap Junctions und den Natriumkanélen deutet auf einen funktionellen Komplex hin,
der durch Veranderungen einer Komponente Auswirkungen auf die Funktion und Integritéat der
anderen haben koénnte und so die elektrische Kommunikation zwischen den Kardiomyozyten
beeinflusst. Zusammenfassend konnte durch diese Studien gezeigt werden, dass die mechanische
Stabilitdt notwendig ist fur die Formation der Gap Junctions. Die Synchronisation von mechanischer
und elektrischer Aktivitat ist essentiell, um eine funktionsfahige Einheit und ein kontraktiles Organ

ausbilden zu kénnen [Noorman et al., 2009].
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Um die Auswirkungen des Fehlens von PKP2 auf die Zusammensetzung der Glanzstreifen zu
untersuchen, wurden Plakophilin 2-Knockout-Mause generiert [Grossmann et al., 2004]. Der Verlust
von PKP2 fihrte zur embryonalen Letalitat (E10.5-E11) aufgrund von perikardialen Einblutungen,
hervorgerufen durch Defekte der Zelladhédsion in den kardialen Glanzstreifen. Das PKP2 KO-Modell
konnte des Weiteren zeigen, dass DSP nicht weiter an der Zellmembran assoziiert ist, sondern in
Form von Aggregaten im Zytoplasma vorliegt. Die anderen Arm Proteine (B-Catenin, pl120,
Plakoglobin) zeigten jedoch keine Expressionsverédnderungen. Der Verlust von PKP2 hatte in anderen
Geweben, wie z.B. der Haut, keinen nachweisbaren Einfluss auf die desmosomale Struktur. Eine
maogliche Erklarung ware, dass PKP2 die einzige PKP Isoform in kardialen Zellen darstellt und somit
der Verlust von PKP2 in Kardiomyozyten nicht wie in anderen Geweben durch die weiteren
Plakophiline (PKP1 und PKP3) kompensiert werden kann. Ahnlich begriindet dirften die
Auswirkungen von pathogenen Mutationen im PKP2 in der Pathogenese der ARVC sein. Die ARVC-
assoziierten PKP2 Mutationen bewirken eine Destabilisierung der zellularen Integritat, die aufgrund
des Fehlens anderer Plakophiline in Kardiomyozyten nicht kompensiert werden kann. Die
identifizierten ARVC-assoziierten Mutationen im PKP2 erstrecken sich Uber das gesamte Gen, wobei
eine Vielzahl der Mutationen in Armadillo Doménen lokalisiert sind. 90 % aller identifizierten PKP2
Mutationen fuihren zu einem vorzeitigen Stoppkodon und somit zu trunkierten Proteinen (Abbildung 4).
Eine Charakterisierung der pathogenen PKP2 Mutationen und deren Einfluss auf den molekularen
Mechanismus der ARVC ist bisher ungeklart. Erste in vitro Expressionsstudien von ARVC-assoziierten
N-terminalen PKP2 Mutationen demonstrierten eine Delokalisation von der Zellmembran und eine
geringere  Expressivitait der mutierten Proteine, welche auf eine Beteiligung eines

Degradationsprozesses hindeuten kénnten [Joshi-Mukherjee et al., 2008; Hall et al., 2009].
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145 148 1369_1372deICAAA 1960A>¢ 20762077 —2489+1G>C
deICAGA 1631_1632 delAA rm
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T 419¢>T 1642delG — R ToE
1 2 3 4 5 67 2910 1. 121314
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* Mutation fUhrt direkt zu einem STOP in der Translation I SpleiRstellen Mutation
Mutation fahrt zur Translation von Nicht-Sinn Protein Fehl-Sinn Mutation

Abbildung 4: Verteilung ARVC assoziierter Mutationen im Plakophilin-2. Dargestellt sind 25 identifizierte
Plakophilin-2 Mutationen in ARVC Patienten. Diese Mutationen verteilen sich tber die 14 Exons des Plakophilin-2
Gen. Die grauen Striche Ubertragen die jeweilige Mutation auf die Position in der Plakophilin-2
Proteinstruktur/Armadillo Doméane [Modifiziert von Gerull et al., 2004].
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2.3 Proteindegradation

Physiologische zellulare Prozesse hangen entscheidend von der zeitgerechten Synthese und
Degradation von Proteinen ab. Es gibt zwei Hauptabbauwege fir Proteine in der Zelle, den
lysosomalen und den nicht-lysosomalen ATP-abhangigen Abbauweg Uber das Ubiquitin-Proteasom-
System. Aufgrund von Genmutationen aber auch unter Stressbedingungen kommt es zu einer
Ansammlung fehlgefalteter Proteine, die entweder unspezifisch in den Lysosomen abgebaut werden
oder im Zytoplasma dem Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) zugefihrt werden [Glickman et al.,
2002]. Zellproteine, die zum spezifischen Abbau bestimmt sind, werden mit dem Protein Ubiquitin
markiert. Ubiquitin ist ein relativ kleines, aus 76 Aminosauren, bestehendes Protein. Diese Markierung
geschieht durch drei Gruppen von Enzymen, die hierarchisch geordnet sind. Ein E1 Enzym sorgt
durch Kopplung von Ubiquitin an ATP fir die Aktivierung von Ubiquitin. Mehrere verschiedene E2
Enzyme leiten Ubiquitin von dem E1 Enzym zu dem Substrat, das an eines von unterschiedlichen E3
Proteinen (Ubiquitin-Protein-Ligasen) gebunden ist, weiter. Das Vorhandensein von verschiedenen E2
und E3 Enzymen scheint die spezifische Erkennung von Proteinen, die zum Abbau bestimmt sind, zu
ermoglichen. An das erste proteingebundene Ubiquitin werden in der Regel weitere Ubiquitineinheiten
angefiigt, so dass eine Polyubiquitinkette entsteht. Das so markierte Protein kann nun durch das 26S
Proteasom erkannt und unter Verbrauch von ATP abgebaut werden. Das 26S Proteasom ist ein
proteolytisch wirkender Proteinkomplex, der aus den Komponenten 20S und 19S zusammengesetzt
ist. Zusatzlich zum lysosomalen Abbauprozess und dem UPS spielen eine Reihe von Proteasen eine
entscheidende Rolle bei der spezifischen Degradation von Proteinen. Viele dieser Degradationen
haben einen regulierenden Einfluss auf bestimmte zellulare Prozesse, andere degradieren spezifisch
mutierte Proteine im Zytoplasma. Einen wichtigen Einfluss auf die Regulation von
Zellmembranproteinen und die kardiale Homdostase haben die Calpain Proteasen [Singh et al., 2004].
Calpaine sind eine Familie von Ca®*-abhdngigen Cysteinproteasen, die in vielen intrazellularen
Prozessen, wie z.B. die Umsetzung von Zytoskelettproteinen und der Regulation von Kinaseaktivitaten
und Transkriptionsfaktoren involviert sind [Goll et al., 2003]. lhre am haufigsten genannten Mitglieder
sind die mikro (u)- und milli (m)-Calpaine, die nach ihrer jeweiligen zur Aktivierung benétigten ca*-
Konzentrationen benannt worden sind [Cong et al., 1989]. Die Expression der einzelnen Calpaine sind
je nach Gewebetyp und Organismus sehr unterschiedlich [Thompson et al., 2000]. Substrate der
Calpaine sind u.a. Zytoskelettproteine wie Spectrin, Talin, oa-Actinin, eine Reihe von
Membranproteinen einschlieBlich Rezeptoren von Wachstumsfaktoren (z.B. der Rezeptor des
epidermalen Wachstumsfaktors (EGF)), Adhasionsmolekile wie Integrin und Cadherin und auch
lonentransporter [Goll et al., 2003]. Uber den spezifischen Degradationsprozess der
membranstandigen Desmosomen und der einzelnen desmosomalen Proteine ist bisher wenig

bekannt.
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2.4 Ziel der Arbeit

Die  Arrhythmogene  rechtsventrikulare  Kardiomyopathie  (ARVC) ist eine  seltene
Herzmuskelerkrankung, die sich durch charakteristische pathologische Veranderungen, wie den
fortschreitenden Ersatz von Herzmuskelgewebe durch Fett- und Bindegewebe, auszeichnet. Die
genetische Ursache dieser autosomal dominant vererbten Erkrankung konnte in den letzten Jahren
identifiziert werden. Dabei stellte sich heraus, dass heterozygote Mutationen u.a. in allen 5 Genen
gefunden wurden, die fur kardiale desmosomale Proteine kodieren. Aus diesem Grund steht die
Pathologie kardialer Desmosomen durch mutierte Komponente im Mittelpunkt der Forschung zu den
Krankheitsmechanismen der ARVC. In ungeféahr 45 % der Patienten wurden ARVC-assoziierte
Mutationen im Plakophilin-2 (PKP2) Gen identifiziert. Interessanterweise filhren 90 % der
identifizierten Mutationen zu Trunkierungen des PKP2 Proteins und 10 % zu Punktmutationen, die in
der Regel einen signifikanten Aminosaureaustausch zur Folge haben.

Ziel der Arbeit ist die Identifizierung von zugrundeliegenden genetischen, molekularen und zellularen
Mechanismen, die ausgehend vom mutierten desmosomalen PKP2-Gen zum charakteristischen
klinischen Bild der Erkrankung fiihren. Aufgrund der gegebenen Komplexitéat der Erkrankung wird sich
vorwiegend auf das Zellkulturmodell beschrankt und dabei ausgehend vom potentiellen genetischen
Mechanismus der PKP2 Mutationen, sowohl das Modell eines ,dominant negativen“ Mechanismus als
auch das Modell des "Funktionsverlust" betrachtet. Folgende Ziele werden im Einzelnen verfolgt:

1. Unter der Hypothese eines "dominant negativen" Mechanismus sollen die Auswirkungen von
pathogenen PKP2 Mutationen (mit Fokus auf die p.C796R Mutation) auf die Proteinstruktur und
Funktion im desmosomalen Komplex, sowie deren Beeinflussung auf zellulare Prozesse und
molekulare Signalwege untersucht werden. Ziel war es, ausgehend von humanem Patientengewebe,
Uber das Zellkulturmodell bis zum transgenen Mausmodell die Pathogenese von PKP2-Mutationen in
vivo und vitro zu charakterisieren.

2. Komplementar zum vorangegangenen Ziel und unter der Hypothese, dass das Fehlen einer Kopie
des PKP2 Gens (Haploinsuffizienz) zur Erkrankung fiihren kodnnte, sollen im zellularen
Kardiomyozytenmodell die Auswirkungen des Verlusts von PKP2 via siRNA knockdown auf die
desmosomale Struktur, die biomechanische Funktion und die Signaltransduktion in vitro charakterisiert
werden. Molekulare und funktionelle Analysen von Signaltransduktionswegen und die Applikation von
mechanischer Belastung auf die PKP2-defizienten Zellen sollen neue Einblicke in die

zugrundeliegenden Mechanismen der Krankheitsentstehung ermdglichen.
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3. Ergebnisse

Ziel der Arbeit war die Charakterisierung von Plakophilin-2 Mutationen und deren Einfluss auf den
genetischen sowie molekularen Krankheitsmechanismus der ARVC. Unter der Hypothese eines
dominant negativen genetischen Mechanismus wurde im ersten Teil die funktionelle und strukturelle
Charakterisierung von pathogenen PKP2 Mutationen in vitro und in vivo analysiert. Hierflr wurden
humane Patientenproben untersucht und Expressionsstudien im Zellkulturmodel sowie in transgenen
Méausen durchgefiihrt.

Parallel dazu wurden im zweiten Teil die zellbiologischen Auswirkungen des kompletten Verlustes von
PKP2 in Kardiomyozyten analysiert. Das verwendete Modell basiert auf der Suppression von PKP2
mittels kurz-interferierender RNAs (siRNA) in kardialen Zellen. PKP2 defiziente Zellen wurden sowohl
auf biologische Veranderungen in zelluldren Prozessen als auch auf ihre biomechanischen

Eigenschaften hin untersucht.

3.1 Charakterisierung von krankheitsverursachenden Mutationen im Plakophilin-2 (PKP2)

3.1.1 Phéanotypische und genotypische Charakterisierung einer Familie mit haufig auftretenden
Herzrhythmusstdrungen

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde eine Familie mit haufig auftretenden Herzrhythmusstérungen
(Arrhythmien) klinisch und genetisch untersucht (Abbildung 5A). Im Ergebnis klinischer
Untersuchungen wurde die 20 Jahre alte Index-Patientin (IV-1) mit Arrhythmogener rechtsventrikularer
Kardiomyopathie (ARVC) auf der Grundlage von Task Force Kriterien (TFC) [Marcus et al., 2010]
diagnostiziert. Genomische DNA der Patientin wurde auf Mutationen in bekannten ARVC
Krankheitsgenen (fiinf desmosomale Gene, Desmin, TMEM43) sequenziert und eine heterozygote
Punktmutation ¢.2386T>C (p.C796R) im Plakophilin 2 (PKP2) Gen identifiziert (Abbildung 5B) [Gerull
et al., 2004; den Haan et al., 2009; van Tintelen et al., 2010]. Die Genotypisierungen der mit ARVC
diagnostizierten 47-jahrigen Mutter (111-1) der Index-Patientin, sowie des 76 Jahre alten GroRRvaters (ll-
1) ergaben, dass beide ebenfalls die identifizierte Mutation im Plakophilin-2 tragen. Der Grol3vater (lI-
1) verstarb unerwartet nach gastrointerstinalen Blutungen. Eine Cousine zweiten Grades (lll-4) erlag
einem ploétzlichen Herztod im Alter von 32 Jahren in Folge korperlicher Anstrengung. Die Autopsie
bestatigte ebenfalls eine ARVC.

3.1.2 Heterogene Expressionsprofile endomyokardialer ARVC-diagnostizierter Gewebeproben

Die post-mortem Analyse des Herzens des GrofRvaters (lI-1) ergab aufgrund von histologischen
Untersuchungen, dass der normal grol3e rechte Ventrikel (RV) erhebliche Fibrose, starkes
Narbengewebe, sowie Entziindungen aufwies ohne bemerkenswertes Auftreten von Fettgewebe. Als
seltene Beobachtung wies das rechte Atrium (RA) massives Fettgewebe mit nur vereinzelnd
verbleibenden Arealen mit Kardiomyozyten auf, welche umgeben waren von fibrésen Bereichen und
Narbengewebe (Abbildung 5C).
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Abbildung 5: Vererbungsschema, kardiale Histologie und Western Blot Analyse der PKP2 Mutation
p.C796R

(A) Der Stammbaum einer Familie mit diagnostizierten ARVC Familienmitgliedern zeigt den Erkrankungsstatus
und die identifizierten heterozygoten Mutationstrager (+) an. Rechtecke geben das méannliches Geschlecht an,
Kreise das weibliche Geschlecht. Ein Schragstrich kennzeichnet verstorbene Familienmitglieder. (B) Das
Sequenz-Elektropherogramm zeigt die heterozygote Mutation an Nukleotidposition ¢.2386 in der analysierten
Familie. Die betroffene Aminosaureposition ist evolutionar stark konserviert. (C) Histologische Masson’s-Trichrom
Farbung des rechten Atriums (RA) und des rechten Ventrikels (RV) einer Autopsie des Probanden II-1. Aufféllig
ist die massive interstinale Fibrose und das Auftreten von Fettgewebe im RA. Der RV ist in abgeschwachtem
MaRe ebenfalls betroffen. VergroRerung x200. Maf3stab, 100 um. (D) Western Blot Analyse einer kardialen
Biopsie des RV des Probanden IlI-1 im Vergleich zu RV Kontrollgewebe. Die Proben wurden auf desmosomale
Proteine und Cx43 hin untersucht. Troponin T und GAPDH dienten als Ladekontrolle. Es konnten keine
Expressionsunterschiede detektiert werden. Auffallig war jedoch die langsamer laufende Bande des Cx43 in der
Probe des Probanden llI-1, die auf eine vermehrte Phosphorylierung von Cx43 hindeutet.
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Die Western Blot Analyse einer endomyokardialen Biopsie von Patient 1ll-1 zeigte quantitativ gleiche
Mengen an PKP2 Protein, im Vergleich zum Kontrollgewebe bei Verwendung eines C-terminalen
Antikérpers gegen PKP2. Alle anderen desmosomalen Proteine wiesen ebenfalls keine
Expressionsveranderungen im Vergleich zum Kontrollgewebe auf (Abbildung 5D).

Die Immunofluoreszenz Analyse bestatigte diese Beobachtungen und zeigte, dass die Signalstarke
sowie die Lokalisation von PKP2 an den Glanzstreifen unverandert war (Abbildung 6A). Alle anderen
desmosomalen Proteine, u.a. Plakoglobin (JUP) und Desmoplakin (DSP), zeigten auch in der
Immunofluoreszenz keine signifikanten Unterschiede im Expressionsmuster, im Vergleich zum
Kontrollgewebe (Abbildung 6B; Anhang Abbildung Al).

A

RV Kontroligewebe

RV Biopsie C796R (llI-1)

RV Kontrollgewebe

RV Biopsie C796R (llI-1)

Abbildung 6: Konfokale Immunofluoreszenz-Farbungen einer kardialen Biopsie des Patienten Ill-1 mit
heterozygoter p.C796R PKP2 Mutation

(A) Reprasentativer Gefrierschnitt einer endokardialen Biopsie des Probanden IlI-1 zeigt eine normale Expression
von PKP2 an den Glanzstreifen der Kardiomyozyten, verglichen mit dem Kontrollgewebe. Das Adhé&sionsprotein
N-Cadherin diente als interne Qualitdtskontrolle und konnte in beiden Proben zu gleichen Anteilen detektiert
werden. (B) Das Expressionsmuster von JUP zeigte ebenfalls in der Biopsie von Person llI-1 keine
Veranderungen, verglichen mit dem RV Kontrollgewebe. Maf3stab, 25 pm.
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Fir die Immunofluoreszenz Analyse des rechten Ventrikels (RV) des Patienten II-1 wurden Paraffin-
eingebettete Autopsie Gewebeproben aus verschiedenen Arealen des RV verwendet, die zuvor

histologisch charakterisiert wurden.
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Abbildung 7: Konfokale Immunofluoreszenz-Féarbungen einer kardialen Autopsie des Patienten II-1 mit
heterozygoter p.C796R PKP2 Mutation_,
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Im Gegensatz zu der unverdnderten Expression von PKP2, JUP und Desmoplakin (DSP) im
histologisch nicht betroffenem Myokard (z.B. Areal 1) konnten reduzierte Signalstarken dieser
desmosomalen Proteine in Bereichen detektiert werden, die an massive Fibrose angrenzten (Areal 2)
(Abbildung 7A und 7B; Anhang Abbildung A2). Die unveranderte Expression des Adhasionsproteins
N-Cadherin diente als interne Qualitéatskontrolle. Die desmosomalen Cadherine Desmocollin-2 (DSC2)
(Anhang Abbildung A3) und Desmoglein-2 (DSG2) zeigten ebenfalls eine Signalverringerung in
bestimmten Bereichen des RV.

Zusatzlich zur Analyse der desmosomalen Proteine wurden Veranderungen in dem Gap Junction
Protein Connexin 43 (Cx43) untersucht. Western Blot und Immunofluoreszenz Studien der
endomyokardialen Biopsie (lll-1) zeigten eine verstarkte Expression von phosphoryliertem Cx43,
wobei die Signalstarken von totalem Cx43 keine Veranderungen aufwiesen (Abbildung 8A und 8B).
Das Autopsie Gewebe (II-1) hingegen wies in allen Bereichen des RV eine geringere Expression von
Cx43, im Vergleich zum Kontrollgewebe auf (Anhang Abbildung A4).

Abbildung 7: Konfokale Immunofluoreszenz-Farbungen von kardialen Autopsie von Patient Il-1 mit
heterozygoter p.C796R PKP2 Mutation

(A) Repréasentativer Paraffin-Schnitt einer Autopsie des RV des Probanden II-1 demonstriert einen deutlichen
Verlust des PKP2 Signals an den Glanzstreifen im Areal 2, wahrend N-Cadherin sowohl in der Probe von 1I-1 als
auch im Kontrollgewebe normal exprimiert ist. Im Gegensatz dazu ist keine Veranderung der PKP2 Expression im
Areal 1 des gleichen Ausschnitts nachzuweisen, verglichen mit dem RV Kontrollgewebe.

(B) Im Gewebe des Patienten IlI-1 ist das Expressionsmuster von JUP im Areal 2 im Vergleich zur Kontrolle
signifikant reduziert, wohingegen keine Veranderung des JUP Signals in Areal 1 des gleichen Schnittes detektiert
werden kann. Die Expression von N-Cadherin ist in allen Proben nicht betroffen. Maf3stab, 25 pm.
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Abbildung 8: Konfokale Immunofluoreszenz-Farbungen von Gap Junction Proteinen im Patienten IlI-1

(A) Die Analyse des gesamten Gap Junction Proteins Cx43 ergab keinen Unterschied zwischen beiden Proben,
wohingegen die phosphorylierte Form an Position Serin 368 im Cx43 (B) ein deutlich verstarktes Signal in der
Biopsie des Pateinten IlI-1, im Vergleich zum Kontrollgewebe aufzeigte. NCAD diente als interne
Qualitatskontrolle. MaR3stab, 25 pm.
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3.1.3 In vitro Charakterisierung von pathogenen PKP2 Mutationen

Fur die Charakterisierung von Plakophilin-2 Mutationen auf RNA und Protein Ebene wurden kardiale
HL-1 Zellen [Claycomb et al., 1998; White et al., 2004] bzw. epitheliale HelaM2 Zellen [Gossen et al.,
1998] mit Konstrukten, die fir das HA-markierte PKP2 Wildtyp (HA-PKP2-WT) bzw. das mutierte
PKP2 (z.B. HA-PKP2-C796R) Protein kodierten transient transfiziert. Die Expression der Konstrukte in
den Zellen basierte auf dem Doxycyclin induzierbaren Tet-On System. Im Mittelpunkt der
Untersuchungen stand die zuvor in humanem Gewebe analysierte p.C796R Mutation. Andere

Plakophilin-2 Varianten dienten als Kontrollen fir Experimente oder zur Bestatigung von Ergebnissen.

3.1.3.1 Mutationen im PKP2 sind auf mRNA Ebene stabil exprimiert

Die Analyse der mRNA Transkription zeigte, dass sowohl die mRNA der untersuchten Punktmutation
(p.C796R) als auch die einer Frameshift-Mutation (p.C693fsX741) stabil transkribiert wird (Abbildung
9A und 9B). Der Einfluss des Nonsense-mediated mRNA decay (NMD) Mechanismus konnte somit

ausgeschlossen werden.

Abbildung 9: RNA Stabilitat verschiedener PKP2 Mutationen

(A) RT-PCR zur Analyse der RNA Stabilitat von transfizierten Mutationen im PKP2 in HelaM2 Zellen. Im
Gegensatz zu MOCK-transfizierten HelaM2 wurden sowohl der PKP2-WT als auch die beiden Mutationen auf
RNA Ebene identisch stabil transkribiert. Die RNA Level von GAPDH dienten als Ladekontrolle. (B) Quantitative
densitometrische Bestimmung werden als Mittelwerte + SEM dargestellt. n=3.
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3.1.3.2 Instabilitat des mutierten PKP2 Proteins und Dissoziation von den Zell-Zellgrenzen

Die weiterfilhrende Western Blot Analyse der PKP2 Mutation (HA-PKP2-C796R) konnte eine
signifikante Reduktion des Protein Expressionsniveaus (30.5 + 2.4 % des HA-PKP2 WT; p<0.001), im
Vergleich zum PKP2-WT Protein zeigen (Abbildung 10B und 10C). Des Weiteren demonstrierten
Immunofluoreszenz Analysen des mutierten PKP2 ein diffuses Expressionsmuster im Zytoplasma mit
einer Akkumulation um den Zellkern, wohingegen das PKP2-WT Protein die erwartete exklusive
Lokalisation an der Zellmembran aufwies (Abbildung 10D).
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Das mutierte PKP2 Protein hatte jedoch keinen Einfluss auf die Ausbildung von Zell-Zellkontakten
sowie auf die Expression anderer endogener Adhasions- und desmosomaler Proteine, wie N-Cadherin
bzw. JUP (Abbildung 10E).
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Abbildung 10: In vitro Expressionsstudie des transgenen HA-PKP2-C796R Mutation in HL-1 Zellen

(A) Das Sequenz-Elektropherogramm zeigt das WT Allel (oben) und das mutierte Allel (Mitte), bei dem das T zu
einem C an Position ¢.2386 ausgetauscht ist und dies zu einer Proteindnderung p.C796R fuhrt. Das untere
Elektropherogramm demonstriert den Codon Austausch von TGT zu ATG an Position ¢.2386-2388, resultierend
in einem Aminosaureaustausch von Cystein zu Methionin an Position 796. (B) Western Blot Analyse der
exprimierten WT und mutierten HA-PKP2 Proteine. a-Tubulin dient der Ladekontrolle. Die Proteinexpression der
HA-PKP2-C796R Mutation ist signifikant geringer, verglichen mit der Expression des WT und der C796M
Mutation. (C) Quantitative densitometrische Bestimmung werden als Mittelwerte + SEM dargestellt. ***p<0.001.
n=4. (D) Konfokale Immunofluoreszenz Analyse der Expression von PKP2 WT, C796R und C796M in HL-1
Zellen, die entweder zusammen mit N-Cadherin oder JUP (E) geférbt sind. Der PKP2 WT sowie das PKP2
C796M Protein lokaliseren an Zellmembran, wohingegen die C796R Mutation diffus im Zytoplasma mislokalisiert.
Sowohl N-Cadherin als auch JUP unterliegen keinen Veranderungen. n=3. Maf3stab, 7,5 um.
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Die in silico Analyse der PKP2 Mutation p.C796R ergab eine postulierte Beeinflussung der
Proteinstabilitdét durch den Aminosaure Austausch von einem Cystein (C) zu einem Arginin (R) in
Position 796 des PKP2 Proteins. Dagegen wirde ein schwefeltragendes Methionin (M) in derselben
Position keinen Zerfall des Proteins bewirken. (Abbildung 10A; Anhang Tabelle A1). Die Uberpriifung
der in silico Daten in vitro ergab, dass die Methionin-Mutante (HA-PKP2-C796M) im Gegensatz zur
Arginin-Mutante eine normale Lokalisation an der Zellmembran aufwies und gleiche Mengen an
stabilem Protein im Vergleich zum PKP2 WT Protein zeigte (Abbildung 10B und 10D). Der spezifische
Einbau der Aminoséaure Arginin in Position 796, anstelle des Cysteins, konnte aufgrund des Fehlens
der Schwefelgruppe bzw. einer neuartigen Interaktion des basischen Restes des R mit anderen

Aminosaure Restgruppen fir die Instabilitat des mutierten Proteins verantwortlich sein.

3.1.3.3 Weitere pathogene PKP2 Mutationen fihren zu Proteininstabilitat, Degradation und
zytoplasmatischer Lokalisation

Um festzustellen, ob auch andere Mutationen in den Armadillo-Wiederholungsdoméanen des PKP2
ahnliche Effekte auf die Proteinstabilitat und die sub-zellulare Lokalisation zeigen, wie die untersuchte
PKP2 p.C796R Mutation, wurden weitere pathogene Punktmutationen, Deletionsmutationen sowie
zwei unklassifizierte Varianten in epithelialen HelaM2 Zellen exprimiert und analysiert. Dieser
Expressionsstudie ging eine in silico Analyse der moglichen Auswirkungen auf die Proteinstabilitat und
Funktion voraus, die mit Hilfe von Algorithmen wie PolyPhen-2 und SIFT [Adzhubei et al., 2010; Ng
et al., 2003] durchgefihrt wurden. Andere Parameter wie phylogenetische Konservierung und die
Haufigkeit dieser Varianten in Kontrollpopulationen wurden bestimmt. Die in silico Analyse ergab, dass
die PKP2 Varianten: p.C796R, p.S615F, p.C693fsX741 und p.K654Q als sehr wahrscheinlich
krankheitsverursachend klassifiziert wurden, wohingegen die Varianten p.V5871 und p.I531S als
Varianten unbekannter Signifikanz (VUS), wahrscheinlich nicht krankheitsverursachend eingestuft
wurden (Anhang Tabelle Al). Die in vitro Expressionsstudie in HelaM2 Zellen bestétigte die Daten der
in silico Analyse. Als pathogen klassifizierten Varianten wiesen, im Vergleich zum HA-PKP2-WT
Protein (100 = 4,1 %), eine signifikant geringere Proteinexpression der mutierten HA-PKP2 Proteine
auf (C796R: 14.5 + 3.0 %, C693fsX741: 14.8 + 2.3 %, S615F: 18.4 + 1.1 %, K654Q: 13.6 + 2.7 %) und
zeigten eine zytoplasmatische Lokalisation. Im Gegensatz dazu wiesen beide VUS eine stabile
Proteinexpression auf (I1531S: 74.5 = 13.9 %, V587]: 103.4 + 3.2 %) und lokalisierten an der
Zellmembran (Abbildung 11A-C).
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Abbildung 11: In vitro Proteinexpression Analyse von verschiedenen PKP2 Mutationen in HelaM2 Zellen
(A) Western Blot Analyse von PKP2 WT und verschiedenen mutierten PKP2 Proteinen. Die Expressionslevel der
mutierten Proteine: C796R, C693fsX741, S615F und K654Q sind alle signifikant reduziert, wohingegen die
Polymorphismen, 1531S und V5871, vergleichbare Proteinlevel aufweisen wie das WT Protein. (B) Die
Proteinquantitat wird mittels quantitativer densitometrischer Bestimmung der HA-PKP2/a-Tubulin Verhaltnisses
als Mittelwerte + SEM dargestellt. ***p<0.001. n=3. (C) Représentative Immunofluoreszenz Aufnahmen
demonstrieren eine Lokalisation der WT und 1531S sowie V5871 HA-PKP2 Proteine an der Zellmembran,
wahrend die mutierten HA-PKP2 Proteine alle ein zytoplasmatisches Expressionsmuster aufweisen. MaRstab, 10
pm.

3.1.3.4 Gestorte Interaktion von mutierten PKP2 Proteinen mit dem desmosomalen

Bindungspartner Desmoplakin

Frihere Arbeiten in epithelialen Zellen demonstrierten, dass Desmoplakin (DSP) mit seiner N-
Terminalen Doméane an die N-terminale Kopfdoméne von PKP2 bindet und Plakophilin-2 somit das
Verbindungsprotein einerseits zwischen DSP und den Intermediarfilamenten und andererseits den
desmosomalen Cadherinen darstellt. [Mertens et al.,, 1996; Bass-Zubek et al., 2008]. Um die
funktionelle Interaktion von mutierten HA-PKP2 Proteinen mit DSP zu untersuchen, wurden
Desmosom-defiziente HelaM2 Zellen verwendet, in denen die Expression des FLAG markierten DSP
Konstrukts zu einer Akkumulation des Proteins im Zytoplasma fiihrte (Abbildung 12A). Die Co-
Transfektion beider Wildtyp Konstrukte (PKP2-WT und FLAG-DSP-WT) hingegen zeigte einen Einbau
beider Proteine in die Zellmembran. Im Gegensatz dazu fihrte die Co-Transfektion von FLAG-DSP
WT und der Missense-Mutation HA-PKP2-C796R zu keiner Interaktion beider Proteine, die somit
diffus im Zytoplasma lokalisieren. Des Weiteren zeigten Versuche mit weiteren pathogenen Punkt-
und Deletionsmutationen (C693fsX741, S615F) die gleiche gestorte Interaktion mit FLAG-DSP.
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Hingegen nach Co-Transfektion der Varianten I1531S und V5871 konnte eine Interaktion mit FLAG-
DSP nachgewiesen werden, da beide Proteine in der Lage waren an der Zellmembran zu lokalisieren
(Abbildung 12B). Zusammenfassend zeigte sich, dass die pathogenen Mutationen im PKP2 zu
funktionellen Stérungen der Interaktion mit DSP fiihren. Es lasst sich somit vermuten, dass Aufbau

und Funktion der Desmosomen beeintrachtigt werden.

A DSP Merged

DSP WT

B FLAG-DSP HA-PKP2

DSP WT + DSP WT + DSP WT +
PKP2 C693fsX741 PKP2 C796R PKP2 WT

DSP WT +
PKP2 V5871

Abbildung 12: In vitro Interaktionsstudie von mutiertem PKP2 mit dem Bindungspartner DSP in HelaM2

Zellen
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3.1.3.5 Bakterielle Expressions- und Strukturanalysen von mutierten PKP2 Armadillo-Domé&nen
bestatigen Proteininstabilitat und Degradation

Strukturell setzt sich PKP2 aus einer N-terminalen Kopfdoméane und einer C-terminalen Armadillo
(Arm) Domé&ne mit neun Armadillo-Wiederholungs-Doméanen zusammen. Um Auswirkungen von
ARVC-assoziierten Mutationen in den Arm Doméanen des PKP2 auf Struktur und Stabilitdt zu
untersuchen, wurden Proteinstruktur- und Stabilitdtsanalysen sowie ein Modelling der Arm Domé&nen
des PKP2a WT und verschiedener Mutationen durchgefiihrt. Eine Kristallisierung des gesamten
PKP2a Proteins schlug aus léslichkeits- und strukturtechnischen Grinden fehl. Es wurde fir die
bakterielle Expression und Kiristallisierung die im Herzen dominante PKP2a Isoform verwendet, die 44
AS kurzer ist, als die langere PKP2b Isoform. Aus diesem Grund &ndert sich die Nummerierung der
AS Abfolge. Aus der p.C796R Mutation wird folglich die p.C752R Mutation (-44 AS) in der PKP2a
Isoform. Die gleiche Anderung (-44AS) in der Nummerierung erfolgte fiir jede andere Variante.

Die bakterielle Expressionsstudie demonstrierte, dass sowohl die PKP2a WT Arm Doméne als auch
die potentiellen nicht-pathogenen Varianten 1487S und V543l stabil exprimiert wurden und aufgereinigt
werden konnten. Im Gegensatz dazu resultierten sowohl Punkt- als auch Deletionsmutationen in den
PKP2a Arm Domanen in instabilen Proteinen, die trotz Zugabe von Protease Inhibitoren degradierten.
Interessanterweise konnte ein stabiles Fragment gleicher Grol3e in allen drei untersuchten Mutationen
detektiert werden (Abbildung 13).

Abbildung 12: In vitro Interaktionsstudie von mutiertem PKP2 mit dem Bindungspartner DSP in HelaM2
Zellen (A) Repréasentative konfokale Immunofluoreszenz von exogen exprimierten DSP-FLAG in Desmosom-
defizienten HelaM2 Zellen in Gegenfarbung mit endogenem JUP. Das DSP-FLAG mislokalisiert diffuse im
Zytoplasma. (B) Immunofluoreszenz Analysis von co-transfizierten HelaM2 Zellen mit DSP-FLAG und HA-PKP2
WT bzw. Varianten. Aufféllig ist, dass sowohl der HA-PKP2 WT als auch die Variante V5871 zusammen mit DSP-
FLAG an der Zellmembran co-lokaliseren, wahrend die Co-Transfektion mit den HA-PKP2 Mutationen (C796R
und C693fsX741) keine DSP-FLAG Lokalisation an der Membran zeigt, sondern zusammen mit den mutierten
PKP2 Proteinen im Zytoplasma akkumulieren. n=3. MaRRstab, 10 um
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Abbildung 13: Bakterielle Expression verschiedener humaner PKP2a Varianten_,
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Diese stabilen Arm Domanenfragmente wurden aufgereinigt und mittels Massenspektrometrie
analysiert. Es ergab sich jeweils ein stabiles Proteinfragment, welches halb so gro wie der PKP2a-
WT war (Anhang Abbildung A5). Die Sequenz entsprach der Aminosaureabfolge der ersten finf Arm-
Wiederholungs-Doménen. Im Weiteren war es mdglich, sowohl die gesamte PKP2a Arm Domane als
auch erstmals das stabile Fragment der PKP2a Arm Doménen Variante p.C752 zu kristallisieren
(Abbildung 14A). Die Strukturmodellierung wurde durch molekularen Austausch auf der Grundlage der
atomaren Koordinaten der homologen humanen PKP1 Arm Doméanen Struktur durchgefuhrt (Anhang
Tabelle A2).

Das finale Modell beinhaltete die Aminosdurereste 346-576 plus zwei weitere AS (Gly-Ser) am N-
terminalen Teil, die von der Sequenz der His-Markierung stammen. Die Arm-Wiederholungs-Domé&nen
von PKP2 dhneln denen anderer Armadillo-Proteine und bestehen lberwiegend aus 3 Helices (H1,
H2 und H3), die zusammen ein kompaktes helikales Blindel bilden (Anhang Abbildung A6a-A6c)
[Peifer et al., 1994; Andrade et al., 2001; Huber et al., 1997; Striegl et al., 2010].

Fur das Verstandnis der Destabilisierung und Degradation der ARVC-assoziierten PKP2 Mutationen,
die weiter C-Terminal lokalisiert sind und damit auRerhalb des kristallisierten Fragmentes liegen,
wurde ein Modell der vollstandigen Struktur der Arm Doménen entwickelt. Fir die Vorhersage wurde
die Kristallstruktur des stabilen Fragmentes der p.C752 Variante verwendet und die Struktur des
humanen PKP1 als Matrize genutzt. Daraus resultierte ein Modell der gesamten Arm-Doméanen des
PKP2a mit neun Arm-Wiederholungs-Doméanen (R1-R9), bestehend aus drei a-Helices (H1, H2, und
H3) mit Ausnahme der Arm-Wiederholungs-Domanen R1 und R6, bei denen die H1 Helix fehlte
(Abbildung 14B). Die ARVC-assoziierte Position C752 ist in der H3 Helix der 8. Arm-
Wiederholungsdoméane lokalisiert (Abbildung 13A; Anhang Abbildung A7). Die Seitenkette dieses
Aminosaurerestes formt ein hydrogenes Band mit dem Sauerstoffatom der Karbonyl-Hauptkette an
Position T748. Anschliel3end wird dieses hydrogene Band an das Amid des Rickgrates von C752 mit
dem Sauerstoffatom der Karbonly-Hauptkette von T748 verbunden. Dies fiihrt zu einer intra-helikalen
Stabilisierung der H3 (Anhang Abbildung A6D). In der ARVC-assoziierten C752R Variante kollidiert
die lange und wuchtige Arginin Seitenkette zum einen mit der Seitenkette von 1781 in H2 und zum
anderen mit dem Sauerstoffatom der Karbonyl-Hautkette an Position A792 in H3 der 9. Arm-
Wiederholungs-Doméne (Abbildung 14D).

Abbildung 13: Bakterielle Expression verschiedener humaner PKP2a Varianten

(A) Die Arm-Wiederholungs-Doméanen des PKP2a-WT und verschiedener Varianten. Die Sterne markieren die
spezifische Position der entsprechenden Mutationen (S571F, C752R). Die Zahlen geben die Aminosaureposition
an. (B) Expression und Aufreinigung der humanen PKP2a-WT Arm-Domé&nen und anderer Varianten. Die
Proteine wurden als N-terminale His7-markierte Fusionsproteine exprimiert und mit Hilfe der Affinitatsaufreinigung
aufbereitet. Die Stabilitét der resultierenden Proteine variierte aufgrund der enthaltenen Mutationen. (C) Die Arm-
Wiederholungs-Doméanen der PKP2a Deletionsmutation und zwei verschiedener Varianten. Die Sterne markieren
die spezifische Position der entsprechenden Variation (1487S, V543l). Die Zahlen geben die Aminosaureposition
an. (D) Expression und Aufreinigung der humanen PKP2a Arm-Domé&nen der Deletionsmutation und anderer
Varianten. Die Stabilitit der resultierenden Proteine variierte aufgrund der enthaltenen Mutationen. Mit
freundlicher Genehmigung von Frau Dr. Anja Schitz (Max-Delbrick-Centrum - AG Heinemann).

41



Ergebnisse

Diese Auswirkungen und die ausbleibende intra-helikalen Stabilisation fihren zur Destabilisierung und
Degradation des Proteins der C752R Variante, resultierend bleibt das stabile Fragment (Abbildung
14A; Anhang Abbildung A5). Der ebenfalls ARVC-assoziierte Aminosaurerest S571 ist in Helix H3 der
3. Arm Wiederholungsdomane lokalisiert (Abbildung 14A; Anhang Abbildung A7). Die Seitenkette ist
sowohl hydrogen an die Seitenkette des Y642 in Arm6-H2 als auch an das Sauerstoffatom der
Karbonyl-Hauptkette von L567 in Arm5-H3 gebunden. Diese Interaktionen flhren zu einer inter- und
intra-helikalen Stabilisation. Der ARVC-assoziierte S571F Austausch zerstort diese Interaktionen
durch die lange und wuchtige Phenylalanin Seitenkette und fuhrt ebenfalls zur Destabilisierung und
Degradation des F571 Proteins bis sich das stabile Fragment formiert (Abbildung 14C; Anhang
Abbildung AG6E). Die Deletionsmutation C649fs697 beginnt direkt nach der Helix H2 von Arm6
(Anhang Abbildung A7). Aus diesem Grund kann mdglicherweise keine inter-Arm-
Wiederholungsdoméane Stabilisierung erfolgen und somit die Bildung des gleichen stabilen
Fragmentes erklart werden (Anhang Abbildung A5). Derartige strukturelle Veranderungen konnten fir
die Varianten V543l und 1487S nicht festgestellt werden. Sie verhielten sich wie das PKP2a-WT

Protein.
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A B

Abbildung 14: Strukturelle Analyse der Arm-Wiederholungs-Doménen des PKP2a

(A) Kristallstruktur des stabilen Fragmentes der Arm-Doméne der human PKP2a-C752R Variante. Das N- und C-
terminale Ende des Proteins ist mit N bzw. C gekennzeichnet. Die Arm-Wiederholungen sind verschiedenfarbig
markiert. (B) Die Gesamtfaltung der vollsténdigen prognostizierten humanen PKP2a Arm-Doméne. Die Helix H3
jeder Arm-Wiederholung ist hervorgehoben. Die lokalen Auswirkungen der krankheitsbedingenden Mutationen
S571F in Arm5 (C) und C752R in Arm8 (D) sind in stereographischer Darstellung gezeigt und demonstrieren die
sterische Hinderung, die zur Proteininstabilitdt und Degradation fiihrt. Die Kolorierung entspricht der in Abbildung
B. Mit freundlicher Genehmigung von Frau Dr. Anja Schiitz (Max-Delbriick-Centrum - AG Heinemann).
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3.1.3.6 Proteolytische Degradation der mutierten PKP2 Proteine durch Calpain Proteasen

Die Degradation der meisten fehlgefalteten und nicht mehr benétigten Proteine in eukaryotischen
Zellen findet Uber proteolytische Abbauprozesse durch das Ubiquitin-Proteasom System (UPS),
aktivierten Calpain Proteasen, lysosomaler Degradation, Autophagie oder durch den Golgi-
Endosomen Signalweg statt [Qingwen et al., 2009].

Zur Aufklarung des beteiligten Systems am Abbau der mutierten PKP2 Proteine wurden die
verschiedene Abbauwege mittels Inhibitoren geblockt. Dabei wurden Inhibitoren von Calpain
Proteasen, des UPS und lysosomaler Abbauwege verwendet.

Die Behandlung von transfizierten HelaM2 Zellen mit dem Calpain Inhibitor ALLN (100 nM fir 8 h)
zeigte eine signifikante Steigerung der HA-PKP2-C796R Proteinmenge im Western Blot (DMSO: 17.6
+ 5.8 % vs. ALLN: 61.3 = 9.6 % im Vergleich zum HA-PKP2 WT Proteins; p<0.001) und verhinderte
damit deutlich die Degradation des mutierten Proteins (Abbildung 11A und 11B). Immunofluoreszenz
Analysen demonstrierten zuséatzlich, dass die Population der Zellen, die das mutierte C796R Protein
exprimierten, nach ALLN Zugabe von 25.1 + 1.8% auf 78.5 £ 8.6 % (p<0.05) anstieg. Dieser Anstieg
war vergleichbar mit der Anzahl der PKP2 WT exprimierenden Zellen (Abbildung 15C und 15D). Es
ist bekannt, dass ALLN zusétzlich einen geringen Einfluss auf das UPS und auf den lysomalen
Abbauweg hat. Jedoch hatte weder die Behandlung mit dem spezifischen UPS Inhibitors MG132 (10
UM flr 8 h) noch die Zugabe von lysosomalen Inhibitoren Bafilomycin (50 nM fiir 8 h) und 3-MA (5 mM
fir 8 h) einen Effekt auf die HA-PKP2-C796R Degradation. Das UPS und der lysosomale
Abbausignalweg scheinen daher nicht am Degradationsprozess des mutierten PKP2 Proteins beteiligt
zu sein (Abbildung 16C und 16D). Die Verwendung eines weiteren Calpain Inhibitors ZLL (5 uM fur
8h) fiihrte ebenfalls zu einer Stabilisierung des mutierten Proteins (48.5 £ 7.5 %, p<0.01) und
bestéatigte damit die ALLN Beobachtungen. Auch der Golgi-Endosom Inhibitor Brefeldin A (BFA; 10
UM fir 8 h) inhibierte nicht die Degradation von HA-PKP2-C796R (Abbildung 15A und 15B). Keiner
der verwendeten Inhibitoren hatte einen signifikanten Einfluss auf die Proteinstabilitat des HA-PKP2-
WTs. Das PKP2-WT Protein ist stabil im desmosomalen Komplex integriert und ist aufgrund dessen
bei einer Behandlung mit nicht denaturierenden Detergenzien wie Triton X-100 zu einem Grof3teil
unléslich [Grossmann et al., 2004]. Um die Ldslichkeit der mutierten PKP2 Proteine unter Einfluss des
Calpain Inhibitors zu untersuchen, wurden sowohl PKP2-WT als auch die Mutante mit TritonX-100
Lysepuffer behandelt und in 18sliche und unlésliche Komplexe getrennt. Erwartungsgemaf konnte das
intakte PKP2-WT Protein auch nach Zugabe von ALLN verstérkt in der unldslichen Fraktion detektiert
werden. Wiederum konnte bei der PKP2-C796R Mutation gezeigt werden, dass bereits 6 h nach
Zugabe des Calpain Inhibitors ALLN eine signifikante Steigerung der Proteinmenge erreicht wurde.

Die Stabilisierung des mutierten PKP2 Proteins konnte ausschlielich in der unldslichen
Proteinfraktion detektiert werden (Anhang Abbildung A8).
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Abbildung 15: Inhibition des Degradationsprozesses der PKP2-C796R Variante durch Calpain Proteasen
(A) Western Blot Analyse der Expression von PKP2-WT und -C796R in HelaM2 Zellen in Abwesenheit (DMSO)
oder nach 8 h Behandlung mit den Calpain Inhibitoren ALLN und ZLL, sowie dem Endosom Inhibitor BrefeldinA
(BFA). a-Tubulin dient als Ladekontrolle. Die Calpain Inhibitoren ALLN und ZLL sind in der Lage, das mutierte
PKP2 Protein zu stabilisieren. Durch quantitative densitometrische Analyse des HA-PKP2/a-Tubulin
Verhéltnisses, welche als Mittelwerte + SEM dargestellt werden, konnte dies signifikant bestétigt werden.
**p<0.01; ***p<0.001. n=3. (C) Reprasentative konfokale Immunofluoreszenz Farbungen von HelaM2 Zellen, die
den PKP2-WT bzw. die Mutante C796R in Abwesenheit (DMSO) oder nach 8 h Behandlung des Calpain
Inhibitors ALLN exprimieren. Auffallig war der markante Anstieg der mutierten HA-PKP2 positiven Zellen nach
Behandlung mit ALLN, im Vergleich zu unbehandelten Zellen. (D) Quantitative HA-PKP2/Zellzahl Verhaltnisse
sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. *p<0.05. n=3. Mal3stab, 50 um. (E) Représentative Audioradiogramme von
Myc-PKP2-WT und Myc-PKP2-C796R exprimierenden Proteinen in HelaM2 Zellen, die pulse-markiert wurden
durch [35S] Methionin/Cystein und anschlieend fur die angezeigten Zeitpunkte gechased wurden. Eine Anti-myc
Immunoprazipitation ging der Autoradiografie voraus. (F) Die graphische Darstellung illustriert den zeitabhangigen
Degradationsprozess relative zum WT. Die Halbwertzeit des PKP2-C796R Proteins verlangert sich nach
Behandlung mit dem Calpain Inhibitor ALLN. Die Werte wurden gegen 100 % an Zeitpunkt O normalisiert. n=3.
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Unter der Annahme des Einflusses der Calpain Proteasen in den Proteindegradationsprozess wurde
die Halbwertzeit der exprimierten mutierten und WT PKP2 Proteine durch einen Pulse-Chase Assay
mit und ohne ALLN Behandlung bestimmt. Das mutierte C796R Protein degradierte signifikant
schneller, mit einer Halbwertszeit von 0.62 + 0.23 h, verglichen mit dem WT (ty,= 3.75 % 0.45 h). Die
Zugabe von ALLN (100 nM fur 8 h) flhrte zu einer verzégerten Degradation, verdeutlicht in der
verlangerten Halbwertszeit des mutierten PKP2 Proteins von 2.35 + 0.55 h (Abbildung 15E und 15F).
Des Weiteren konnte aufgezeigt werden, dass der Effekt der Calpain Inhibitoren auf das mutierte
PKP2 Protein in HelaM2 Zellen auch in kardialen HL-1 Zellen bestéatigt werden konnte. Beide Calpain
Inhibitoren ALLN und ZLL fiuhrten zu einem signifikanten Anstieg der Proteinmenge des mutierten
PKP2-C796R (DMSO: 100 + 0,7 %; ALLN: 361.4 + 17.3 %; p< 0.001 und ZLL: 218.4 + 1.8 %; p<
0.01). Die Stabilisierung war allerdings nicht so effizient wie in den HelaM2 Zellen (Abbildung 12A und
12B).
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Abbildung 16: Inhibition des Degradationsprozesses der PKP2-C796R Variante durch Calpain Proteasen
(A) Western Blot Analyse der Expression des mutierten PKP2-C796R Proteins in HL-1 Zellen in Abwesenheit
(DMSO) oder nach 8 h Behandlung mit Calpain Inhibitoren ALLN und ZLL, sowie dem UPS Inhibitor MG132. a-
Tubulin diente als Ladekontrolle. Die Calpain Inhibitoren ALLN und ZLL erhdhten die Stabilitdét des mutierten
PKP2 Proteins, verglichen mit der DMSO Kontrolle. (B) Quantitative densitometrische Bestimmung des HA-
PKP2/a-Tubulin Verhéltnisses werden als Mittelwerte + SEM dargestellt. **p<0.01; ***p<0.001. n=3. (C) Inhibition
verschiedener Degradationswege. Western Blot Analyse von transfizierten HL-1 Zellen mit HA-PKP2-WT und -
C796R Protein in Abwesenheit (DMSO) und nach 8 h Behandlung mit Proteasom Inhibitor MG132 (5 uM),
Lysosom Inhibitor Bafilomycin (50 nM) und des Autophagie Inhibitors 3-MA (5 mM). a-Tubulin diente als
Ladekontrolle. Alle Inhibitoren haben keinen Einfluss auf die Proteinstabilitdt. (D) Quantitative densometrische
Bestimmung des HA-PKP2/a-Tubulin Verhaltnisses werden als Mittelwerte + SEM dargestellt. n=3. (E)
Repréasentative Immunofluoreszenz Analyse von HL-1 exprimierenden HA-PKP2-C796R Zellen, die eine Co-
Lokalisation des mutierten PKP2 Proteins mit der Calpain Protease in fusionierten Aufnahmen demonstrieren.
n=3. Mal3stab, 5 um. (F) Western Blot Analyse von HA-PKP2-WT und -C796R Proteinen in HL-1 Zellen mit (+)
und (-) Kalziumzugabe fir die Aktivierung endogener Calpain Proteasen. Unter Kalziumzugabe reduziert sich die
Proteinmenge des mutierten Proteins deutlich, verglichen mit dem PKP2-WT Protein. o-Tubulin diente als
Ladekontrolle. (G) Quantitative densitometrische Bestimmung des HA-PKP2/a-Tubulin Verhéltnisses werden als
Mittelwerte + SEM dargestellt. **p<0.01. n=3.

HA-PKP2/a-tubulin Expression
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Immunofluoreszenz  Analysen in HL-1 Zellen demonstrierten das Calpain mit mutierten
Proteinaggregaten co-lokalisiert. Dies deutet daraufhin, dass die mutierten Proteinaggregate
Zielsubstrate der Calpain Proteasen sind. Aufgrund der Tatsache, dass Calpain Proteasen
kalziumabhangig sind, kénnte die Aktivierung von endogenen Calpain Proteasen durch Zugabe von 5
mM Kalzium fur 6 h zu einer verstarkten Degradation fiihren.

Eine deutlich stérkere Degradation des mutierten PKP2-C796R Proteins konnte nach Aktivierung von
Calpain durch Kalzium festgestellt werden. Die detektierten Proteinmengen, mit (13.2 £ 2.4 %) und
ohne Kalziumzugabe (37.1 = 1.3 %, p< 0.01) erwiesen sich als signifikant verschieden. Andere
endogene Substrate der Calpain Proteasen, wie zum Bespiel a-Actinin, waren nicht von der
Aktivierung betroffen, was firr einen spezifischen Einfluss der Calpain Proteasen auf die Degradation
des mutierten Proteins spricht (Abbildung 16F).

3.1.3.7 Einfluss mutierter PKP2 Proteine auf zellulare Apoptose und ER-Stress

Frihere Studien dokumentieren eine verstarkte Induktion von Apoptose in kardialem Gewebe von
ARVC Patienten [Nagata et al., 2000; Yamaji et al., 2005]. Um zu untersuchen, inwiefern die
Expression der mutierten PKP2 Proteine bzw. deren Degradation einen direkten Einfluss auf die
Induktion von Apoptose haben, wurden in Zellkulturexperimenten TUNEL-Analysen und
Immunfluoreszenzfarbungen des cleaved-Caspase 3 Proteins durchgefiihrt. Beide Nachweisverfahren
zur Detektion des programmierten Zelltodes konnten keinen signifikanten Anstieg der Apoptoserate in
Zellen detektieren, die das mutierte Protein exprimierten, verglichen mit Zellen, die den PKP2-WT

Uberexprimierten (Abbildung 17A).
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Abbildung 17: Analyse von Apoptose und ER-Stress in PKP2-C796R exprimierenden HelaM2 Zellen

(A) Reprasentative Immunofluoreszenzfarbung des TUNEL-Assay zeigten keine vermehrte Apoptose in PKP2
exprimierenden Zellen, verglichen zum PKP2-WT. Die induzierte Positivkontrolle demonstrierte die massive
Induktion von Apoptose (B) Western Blot Analyse der erh6hten ER-Stress Antwort, in Folge der Expression der
PKP2-C796R Mutation in HelaM2 Zellen. Die ER-Stress Marker GRP78 und p-PERK waren in PKP2-C796R
exprimierenden Zellen deutlich erhéht, im Vergleich zum WT. a-Tubulin diente als Ladekontrolle.
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Die andauernde Expression fehlgefalteter Proteine kdnnte zu einer Induktion von Stress im
Endoplasmatischen Retikulum fihren, welche wiederum ein Signalnetzwerk aktiviert, welches als
Unfolded Protein Response (UPR) bezeichnet wird. Das UPR erhéht die Aktivitat des sekretorischen
Signalweges durch verstarkte Expression von ER Chaperonen, wie z.B. GRP78. Die
Expressionsanalyse von GRP78 und dem nachgeschalteten p-PERK zeigten in Vorversuchen deutlich
verstarkte Signale in PKP2-C796R exprimierenden HelaM2 Zellen (Abbildung 17B). Die Expression
des PKP2-WT fuhrte hingegen zu keiner erhdhten Expression der ER-Stress Marker.

3.1.4 Etablierung von transgenen Mauslinien

3.1.4.1 Generierung transgener Mause

Um die in vitro Daten der Instabilitdit und Degradation von Mutationen im PKP2 Protein in vivo zu
verifizieren und weiter zu untersuchen, wurde ein induzierbares transgenes Mausmodell generiert,
welches die humane PKP2 Mutation C796R kardial spezifisch Uberexprimiert.

Die Generierung transgener Mause erfolgte durch Mikroinjektion in die Oozyte. Diese Methode beruht
auf der Integration von vielen tandemartigen Kopien in das Genom der Maus, wobei die
Integrationsorte zufallig und nicht vorhersehbar sind. Um dem Positionseffekt entgegenzuwirken,
wurden zunachst mehrere positive Grinderlinien gesichert. Diese transgenen PKP2-WT bzw. -C796R
Grinderlinien wurden anschlieBend mit transgenen homozygoten Transaktivator Mausen (rtTA)
verpaart, um die doppelt transgenen PKP2 (WT bzw. C796R)/rtTA Mauslinien zu generieren. Fur die
Bestimmung der jeweiligen Genotypen transgener Mause durch Genotypisierungs-PCR wurde die
genomische DNA aus Ohrbiopsien der Mause gewonnen. Die PCR zeigte eine qualitative Aussage
Uber die An- bzw. Abwesenheit von transgenen humanen Kopien im Mausgenom (Abbildung 18A und
18B).

A B Kontrollen

hPKP2

hPKP2 HTA

Abbildung 18: Genotypisierung mittels PCR

(A) Agarosegel der Genotypisierung der PKP2-C796R Grunderlinien. Unter Verwendung des human PKP2
Primerpaares (spezifisches Produkt 380 bp) wurden aus 14 Mausen 6 transgene PKP2-C796R Griinderlinie
identifiziert (+). L = 100 bp Leiter. (B) Zur Genotypisierung der doppelte transgenen Mauslinien wurden
spezifische Primerpaare fir das humane PKP2 und fur das rtTA benutzt, die unterschiedlich grole PCR-Produkte
erzeugten. Fur das humane PKP2 wurde ein Fragment von etwa 380 bp amplifiziert. Das rtTA Produkt wies eine
GroRe von etwa 200 bp auf. Das Agarosegel zeigt exemplarisch, wie aus 5 verschiedenen Proben 3 Mause
eindeutig als doppelt-transgen positiv identifiziert werden konnten (+). L = 100 bp Leiter.
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Die transgenen Mause waren fertil und brachten jeweils eine normale Anzahl von Nachkommen
hervor (ca. 6-10 Mause pro Wurf). Die Tiere hatten unter basalen Bedingungen einen normalen
Lebenszyklus und ihre Lebenserwartung entsprach der einer normalen Labormaus. Die endgiltigen
Zuchtlinien zeichneten sich durch eine schwachere bzw. starkere Expression des transgenen
Konstrukts aus, welches zuriickzufiihren ist auf unterschiedliche Lokalisation im Genom und Anzahl
integrierter Kopien des Transgens. Der Vergleich zwischen den Linien TgPKP2-WT und TgPKP2-
C796R #1 bzw. TgPKP2-C796R #2 konnte nur in unterschiedlichen Wurfen vorgenommen werden.
Um einen mdglichen Einfluss des transgenen Transaktivators (rtTA) zu untersuchen, wurden als
Kontrolltiere jeweils Geschwister der doppelt transgenen Linien verwendet, die ausschlieRlich fir den
Transaktivator positiv waren, jedoch nicht fir das transgene PKP2-WT bzw. -C796R. Die Tiere
unterschiedlicher Linien wurden nach 12-16 Wochen biochemisch, histologisch und morphometrisch

analysiert.

3.1.4.2 Induktion transgener Expression in PKP2-WT und PKP2-C796R Mauslinien

3.1.4.2.1 Stabile RNA Level in transgenen PKP2-C796R Linien

Die Expression der doppelt transgenen TgPKP2-WT und TgPKP2-C796R Linien wurde zunéchst auf
RNA Ebene untersucht. Fir die Induktion der Genexpression des transgenen PKP2-WT bzw. -C796R
wurden adulte (8-12 Wochen) doppelt transgene Méause (PKP2/rtTA) eine Woche lang mit Doxycyclin
versetztem Wasser (2mg/ml) behandelt. Das verabreichte Doxycyclin bewirkt die Bindung des kardial
spezifischen Transaktivatorproteins (rtTA) an das Tetracyclin-gesteuerte Promotorelement (TRE) und
induziert die Expression des transgenen humanen PKP2 WT bzw. die Mutante PKP2 p.796R. Die aus
den Herzen isolierte Gesamt-RNA wurde in cDNA umgeschrieben. Durch semi-quantitative RT-PCR
konnte ermittelt werden, dass gleiche Mengen transgener RNA in der TgPKP2-WT Linie und zwei
mutierten (TgPKP2-C796R #1 und #2) Linien vorlagen, was auf eine stabile Transkription der
mutierten PKP2 RNA schlieRen l&asst (Abbildung 19A und 19B).
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Abbildung 19: Semi-quantitative Bestimmung der PKP2-WT und -C796R RNA Expression

(A) Die Semiquantitative RT-PCR wurde in einem 1% Agarosegel aufgetrennt. Zum qualitativen Nachweis der
transgenen Expression wurde das Primerpaar fir das humane PKP2 gewahlt. Als interne Kontrolle wurde N-
Cadherin verwendet. Es konnte kein Translationsunterschied der RNA zwischen PKP2 WT und Mutante
nachgewiesen werden. (B) Quantitative densitometrische Bestimmung des hPKP2/N-Cadherin Verhdltnisses
werden als Mittelwerte + SEM dargestellt. n=3.

3.1.4.2.2 Reduzierte transgene Proteinexpression in TgPKP2-C796R Tieren

Fur die Analyse der Expression der HA-markierten transgenen Proteine der unterschiedlichen
Mauslinien (TgPKP2-WT und TgPKP2-C796R) wurden die Proteine aus den Herzen adulter
Doxycyclin-induzierter doppelt transgener Mause extrahiert. Mittels SDS-PAGE und Western Blot
Analyse konnten die HA-markierten transgenen PKP2-WT und PKP2-C796R Proteine detektiert
werden. Bemerkenswert signifikant war die in allen vier etablierten Linien geringere Proteinmenge des
mutierten Proteins, verglichen mit dem transgenen PKP2-WT (Abbildung 20A und 20B). Die
Degradation des mutierten PKP2 Proteins in vivo bestétigte die Ergebnisse der in vitro Analysen. Die
Proteinexpression des endogenen murinen PKP2 war sowohl im WT als auch in mutierten Mauslinien
unverandert. Des Weiteren konnte ebenfalls keine Verénderung der Expression von desmosomalen

Proteinen, wie z.B. JUP detektiert werden (Abbildung 20C).
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Abbildung 20: Proteininstabilitat der transgenen PKP2-C796R Mutation

(A) Western Blot Analyse der Doxycyclin-induzierten transgenen PKP2-WT und -C796R Proteinexpression. o-
Tubulin diente als Ladekontrolle. Die Expression des mutierten PKP2 Proteins ist signifikant reduziert, verglichen
mit der Expression des transgenen PKP2 WT. (B) Die Proteinquantitat wird mittels quantitativer densitometrischer
Bestimmung des HA-PKP2/a-tubulin Verhaltnisses als Mittelwerte + SEM dargestellt. ***p<0.001. n=3. (C)
Immunoblot Analyse der verschiedenen transgenen Linien zeigte die unterschiedliche Expressionstarke des
transgenen PKP2. Das endogene murine PKP2 war hingegen in den mutierten Mauslinien unverandert
exprimiert. Die Expression des desmosomalen Protein JUP sowie das Adharenzprotein NCAD waren sowohl im
transgenen WT als auch in der mutierten Mauslinie nicht verandert. cTnT diente als Ladekontrolle.

Fur die weitere Analyse der Expressionslevel und Lokalisation des mutierten Proteins wurden
Immunofluoreszenz Farbungen auf kardialen Kryoschnitten von Doxycyclin-induzierten doppelt
transgener Mause (TgPKP2-WT und TgPKP2-C796R) angefertigt. Diese demonstrierten, dass der
transgene PKP2-WT normal an den Glanzstreifen der Kardiomyozyten exprimiert ist, wohingegen das
mutierte PKP2 Protein nur in wenigen Zellen detektierbar und ausschlieBlich im Zytoplasma zu
lokalisieren war (Abbildung 17A). Die Expression der transgenen PKP2 Mutation C796R hatte jedoch
ebenso wie der transgene PKP2-WT weder einen Einfluss auf das Expressionsprofil des endogenen
murinen PKP2, noch auf die Expression anderer desmosomaler Proteine (Abbildung 21B; Anhang
Abbildung A9). Die Expressionsanalysen im adulten Einzelkardiomyozyten bestétigten diese
Ergebnisse (Abbildung 22A).
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Abbildung 21: In vivo Expression der transgenen PKP2-C796R Mutation

(A) Représentative Immunofluoreszenz Farbungen von kardialen Kryo-Schnitten der TgPKP2-WT und TgPKP2-
C796R Linien zeigen, dass der TgPKP2-WT normal an den Glanzstreifen der Kardiomyozyten lokalisiert,
wahrend das mutierte TgPKP2-C796R im Zytoplasma mislokalisert (Pfeile). Die Expression des Adhérenzprotein
N-Cadherin an den Glanzstreifen ist in beiden transgenen Mauslinien unverandert. (B) Das Expressionsmuster
von DSP zeigte keine Intensitats- oder Lokalisationsveréanderungen, verglichen mit dem TgPKP2-WT. MafR3stab,
25 pm.

TgPKP2-WT

TgPKP2-C796R
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Abbildung 22: Expression der transgenen PKP2-C796R Mutation in adulten Kardiomyozyten

(A) Reprasentative Immunofluoreszenz Farbungen von isolierten adulten Kardiomyozyten der TgPKP2-C796R
Linien demonstrieren eine Lokalisation der mutierten Proteine im Zytoplasma mit einer Akkumulation um den
Kern. (B) Die akkumulierten mutierten PKP2 Proteine co-lokalisieren mit den Calpain Proteasen (Pfeile), im
Vergleich zum transgenen TgPKP2-WT. Maf3stab, 25 um.

Die in vitro vermutete Beteiligung von Calpain Proteasen im Abbauprozess von mutierten PKP2-
Proteinen wurde auch in vivo durch Co-Lokalisierung von Calpain mit mutiertem PKP2 Protein
untersucht. Immunofluoreszenzfarbungen an isolierten adulten Kardiomyozyten bestatigten den
Einfluss der Calpain Protease im Degradationsprozess durch Co-Lokalisierung des um den Zellkern
akkumulierten HA-PKP2-C796R Proteins mit der Calpain Protease. Im Vergleich dazu zeigte die
Expression des transgenen PKP2-WT die erwartete Lokalisation an den Glanzstreifen und folglich
keine Interaktion mit den Calpain Proteasen (Abbildung 22B).
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3.1.4.2.3 Unveranderte Herzmorphologie und Herzfunktion in TgPKP2-C796R Linien

Um eventuelle Konsequenzen des in vivo Degradationsprozesses der PKP2-C796R Mutante auf die
Funktion des Herzens zu ermitteln, wurde die Herzfunktion der jeweiligen doppelt-transgenen Tiere
nicht-invasiv mittels Echokardiographie zunéchst in kleinen Gruppen untersucht. Die Expression der
transgenen PKP2-C796R Mutation in den untersuchten Tieren wurde bereits in utero durch Doxycyclin
Gabe induziert und bis zur T6tung weitergefiihrt. Als Kontrolltiere zu den doppelt transgenen TgPKP2-
C796R/rtTA wurden die transgen-negativen aber rtTA-positiven Geschwistertiere verwendet. Sowohl
die Untersuchungen als auch die Auswertungen der gleichgeschlechtlichen Geschwistertiere erfolgten
verblindet. Die doppelt transgenen TgPKP2-C796R/ITA Mause besallen unverénderte
Herz/Korpergewichts-Verhéltnisse, im Vergleich zu den transgen-negativen Geschwistern.
Histologische Massons’ Trichromfarbungen zeigten keine Anzeichen einer verstarkten Fibrose oder
den Verlust von Kardiomyozyten. Mittels Echokardiogramm konnten keine Anzeichen einer Dilatation
oder Hypertrophie der Herzen festgestellt werden. Die Analyse weiterer Parameter ergab keine
Unterschiede und deutete auf eine normale Herzmorphologie hin. Funktionelle Parameter wie die
linksventrikulare Auswurffraktion, die Pumpfunktion oder die Herzfrequenz wiesen keine signifikanten

Veranderungen im Vergleich zur Kontrollgruppe auf (Anhang Tabelle A3).

3.2 In vitro Charakterisierung des Verlustes von PKP2 in Kardiomyozyten

Im ersten Teil konnte gezeigt werden, dass sowohl verschiedene Punktmutationen als auch
Deletionsmutationen im PKP2 zu instabilen Proteinen fuhren, die in der Folge degradiert und zum
Verlust der Proteinexpression filhren. Die Tatsache, dass es sich bei Uber 90% aller
krankheitsverursachenden ARVC Mutationen im PKP2 um Trunkierungsmutationen handelt, die nicht
stabil sind und die neu gewonnene Erkenntnis, dass auch Punktmutationen zu einem heterozygoten
Verlust der PKP2 Kopie fihren, liel3 die Hypothese zu, dass der komplette oder partielle Verlust der
kardialen PKP2 Expression einen entscheidenden Einfluss in der Pathogenese der ARVC einnimmt.
Um die Auswirkungen eines solchen Verlustes der PKP2 Expression auf zellulare Prozesse zu
studieren, wurde eine siRNA vermittelte Suppression der PKP2 Expression in neonatalen
Rattenkardiomyozyten untersucht.

Im Rahmen der Etablierung einer reinen ausdifferenzierten Kardiomyozytenkultur wurden die Nicht-
Kardiomyozyten, hauptsachlich kardiale Fibroblasten, wahrend der Isolation durch zweimaliges Pre-
Plating herausgetrennt und eine weitere Proliferation der Zellen durch einen Proliferationshemmer
unterbunden. Durch Verwendung von kardialen Markern wie a-Actinin (Sarkomerprotein) und dem
Transkriptionsfaktor  Nkx2.5, sowie dem Fibroblastenmarker Vimentin  konnten  mittels
Immunofluoreszenz Analyse eine reproduzierbare Reinheit der verwendeten Kardiomyozyten von tber
90% erreicht werden (Anhang Abbildung A10). Die erfolgreiche Repression der endogenen PKP2
MRNA Expression wurde durch die spezifische siRNA gegen PKP2 erreicht, die 120 h post
Transfektion ihre grof3te Wirksamkeit erreichte. Mittels Real-time PCR wurden PKP2-Mengen von nur
noch 10,4 + 3,7 % im Vergleich zur Kontroll-siRNA GAPDH bestimmt (Abbildung 23A).
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Diese signifikante Suppression der PKP2 mRNA fiihrte folglich zu einem Verlust der
Proteinexpression, welcher in Western Blot Analysen deutlich zu detektieren war (Abbildung 23B). Die
Repression der PKP2 Expression hatte zunachst keinen Einfluss auf die Gesamtanzahl, Zellgré3e, die
Anzahl der Zellkontakte oder die Kontraktilitit der neonatalen Rattenkardiomyoyzten.
Immunfluoreszenz Studien zeigten, dass der Verlust der PKP2 Expression keinen signifikanten
Einfluss auf die Expression der desmosomalen Interaktionspartner JUP und DSC2 sowie auf
Adhésionsproteine, wie N-Cadherin, hatte (Abbildung 23C,D).
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Abbildung 23: Suppression der PKP2 Expression in neonatalen Rattenkardiomyozyten

(A) Bestimmung der Effizienz der PKP2 siRNA mittels Real-time PCR Analyse. Die Expression der PKP2 mRNA
wurde 120 h nach siRNA Transfektion signifikant gesenkt, im Vergleich zur Kontroll-siRNA GAPDH. Als internes
Kontrollgen (Housekeeper) diente beta-2-Mirotubulin. ***p<0.01. n=3. (B) Western Blot Analyse der PKP2 siRNA
transfizierten Kardiomyozyten zeigten eine Reduktion des PKP2 Proteins. Die desmosomalen Proteine JUP und
DSC2 zeigten keine signifikante Expressionsunterschiede. Als Ladekontrollen dienten cTnT und a-Tubulin. (C)
Reprasentative Immunofluoreszenz Analyse der Repression von PKP2. Wahrend in der Kontroll-siRNA GAPDH
PKP2 an der Membran lokalisierte, konnte kein PKP2 Signal in den Kardiomyozyten detektiert werden, die mit
PKP2 siRNA behandelt wurden. N-Cadherin lokalisierte in beiden siRNA unverédndert an der Zellmembran. Der
nukledre Transkriptionsfaktor nkx2.5 markiert ausschliellich Kardiomyozyten. Maf3stab, 25 pm. (D)
Reprasentative Immunofluoreszenz Analyse der Expression des desmosomalen Protein JUP. Es konnten weder
Intensitatsunterschiede noch eine veranderte Lokalisation von JUP in PKP2 defizienten Kardiomyozyten
detektiert werden. N-Cadherin und nkx2.5 dienten als interne Qualitéatskontrolle der Kardiomyozyten. Maf3stab, 25
pm.
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Die Analyse der Expression des desmosomalen Interaktionspartners Desmoplakin (DSP) hingegen
zeigte in PKP2 defizienten Kardiomyozyten eine eindeutige Delokalisation von der Zellmembran zu
einer diffusen Verteilung im Zytoplasma (Abbildung 24A). Kontrollversuche mit siRNA gegen GAPDH
zeigten die erwartete membranstandige Lokalisation von DSP. Western Blot Analysen der
Fraktionierung von Gesamtprotein in eine lésliche zytosolische und eine unldsliche Membranfraktion
bestétigten die vermehrte Akkumulation von DSP im Zytoplasma nach Verlust der PKP2 Expression,
im Vergleich zu Proteinextrakten aus GAPDH-siRNA isolierten Zellen (Abbildung 24B).
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Abbildung 24: Verandertes Expressionsprofil von DSP in neonatalen Rattenkardiomyozyten

(A) Reprasentative Immunofluoreszenz Analyse in PKP2 defizienten Kardiomyozyten zeigten eine verstarkte
Delokalisation von DSP von der Zellmembran in das Zytoplasma, verglichen mit der exklusiven DSP Expression
an der Membran in der Kontroll-siRNA. Die Lokalisation des Gap Junction Protein Cx43 wurde durch den Verlust
der PKP2 Expression nicht beeinflusst. Ma3stab, 25 um. (B) Immunoblot Analyse der léslichen zytosolischen
Proteinfraktion und der unléslichen Membranfraktion von PKP2 siRNA bzw. Kontroll-siRNA transfizierten
Kardiomyozyten. Die Fraktionierung zeigte, dass DSP in PKP2 defizienten Kardiomyozyten verstarkt im
Zytoplasma und weniger in der Membranfraktion zu detektieren war. NCAD dient als Ladekontrolle der
unldslichen Fraktion, wobei hingegen a-Tubulin als Ladekontrolle der |16slichen Fraktion diente.

siPKP2

3.2.1 Gestorte desmosomale Integration von DSP durch Auflésung des DSP-PKP2-PKC Protein

Komplexes

Frihe Studien identifizierten in epithelialen Zelllinien einen Proteinkomplex, bestehend aus DSP,
PKP2 und einer Protein Kinase Co (PKCa) [Bass-Zubeck et al., 2007].

Die durch PKCa vermittelte Phosphorylierung von DSP sowie die Bindung von PKP2 an DSP sind
essentiell fir die Bildung dieses Komplexes und die Integration von DSP in den desmosomalen
Membranverband. Die Auflésung dieses Proteinkomplexes sowohl durch den Verlust von PKP2 als
auch durch den Verlust der PKCo Expression fuhrte in epithelialen Zelllinien zu einer Akkumulation

von DSP im Zytoplasma.

57



Ergebnisse

Fur den Nachweis der Existenz dieses Proteinkomplexes, bestehend aus PKP2, DSP und PKC in
Kardiomyozyten, wurde zun&chst der universale PKC Inhibitor BIM (12,5 uM, 48 h) verwendet,
welcher in neonatalen Kardiomyozyten eine massive Akkumulation des DSP Proteins im Zytoplasma
bewirkte. Im Gegensatz dazu zeigte die mit DMSO behandelten Kontrolle (12,5 uM, 48 h), die
erwartete membranstandige Lokalisation von DSP.

Die Behandlung mit dem Inhibitor BIM filhrte des Weiteren zu einer Ansammlung des
membranstandigen Gap Junction Proteins Cx43 Aggregaten im Zytoplasma. Diese Delokalisation von
DSP und Cx43 konnte jedoch 24 h nach Entnahme von BIM und Ersetzen durch DMSO wieder
normalisiert werden und wies folglich auf einen reversiblen Prozess hin (Abbildung 25).

DSP

Cx43/nkx2.5 Merged

siGAPDH

48 h BIM

DMSO nach 48h BIM

Abbildung 25: DSP Delokalisation durch Protein Kinase C Inhibition

Reprasentative Immunofluoreszenz Analyse von neonatalen Rattenkardiomyozten unter Einfluss eines Protein
Kinase C (PKC) Inhibitors. Der allgemeine Protein Kinase C Inhibitor BIM (12,5 pM) bewirkte nach 48 h
Inkubation eine massive Mislokalisation von DSP im Zytoplasma. Das Gap Junction Protein Cx43 akkumulierte
nach Inkubation mit BIM ebenfalls im Zytoplasma. Die Delokalisation von DSP und Cx43 war durch Wegnahme
des Inhibitors und Zugabe von frischem Kulturmedium nach 24 h reversibel. MaRstab, 25 um.

Aufgrund der Tatsache, dass es sich bei dem PKC Inhibitor BIM um einen PKC Isoform unabhangigen
Inhibitor handelt, der unspezifisch alle Isoformen blockt, wurden im Folgenden spezifische Inhibitoren
getestet. Die Behandlung mit dem PKCa spezifischen Inhibitor G66976 (10 uM fiir 16 h) zeigte keinen
Effekt auf die Expression und Lokalisation von DSP in Kardiomyozyten (Abbildung 26A). Im
Gegensatz dazu fuhrte die Behandlung mit diesem spezifischen PKCa Inhibitor in epithelialen A431

Zellen zu der erwarteten Akkumulation von DSP im Zytoplasma.
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Fir die Identifikation einer eventuell kardial spezifischen PKC wurde im Weiteren die Beteiligung der
PKC Isoform PKCe untersucht, da PKCe im Herzen aufgrund der Modulation der Aktivitat von
Transkriptionsfaktoren, der Regulation von lonenkanalen und die Interkation mit Proteinen der
Myofilamente wichtige Funktionen einnimmt [Schreiber et al., 2001; Newton et al., 2010].
Interessanterweise fuhrte sowohl die Behandlung von neonatalen Rattenkardiomyozyten mit dem
PKCe Inhibitor (10 uM fur 16 h) als auch die Transfektion der Zellen mit einer spezifischen PKCe
siRNA zu einer Delokalisation von DSP in das Zytoplasma (Abbildung 26A).
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Abbildung 26: Identifikation von PKCeg als kardial spezifische PKC Isoform im desmosomalen DSP-PKP2-
PKC Komplex

(A) Représentative Immunofluoreszenz von siRNA transfizieren bzw. Inhibitor behandelten neonatalen
Rattenkardiomyozyten. Die Repression von PKP2 fuhrte zur Delokalisation von DSP ins Zytoplasma. Die
Behandlung mit dem spezifischen PKCa. Inhibitor (GO6976) zeigte hingegen keine Expressionsveranderung von
DSP. Im Gegensatz dazu bewirkte die Repression der PKCe Expression mittels siRNA eine verstarkte
Delokalisation von DSP ins Zytoplasma. Die Expression von N-Cadherin ist unter allen Bedingungen nicht
verandert. Mal3stab, 25 um. (B) Repréasentative Immunoblot Analyse der Co-Immunoprazipitation aus kardialem
Gewebe von adulten transgenen HA-PKP2 WT Mausen. Das Eluat der Prazipitation ergab eine Interaktion von
PKP2 mit DSP und PKCe. Hingegen war es nicht mdglich, eine Bindung von PKP2 und PKCa nachzuweisen. Die
IgG Probe diente der Detektion von unspezifischen Interaktionspartnern. Die Detektion von PKP2 diente als
Positivkontrolle. cTnT diente als Negativkontrolle. (C) Immunoblot Analyse der Co-Immunoprazipitation von DSP
zeigte eine Interaktion mit PKP2 und PKCeg im Eluat. Die Detektion von DSP diente als Positivkontrolle und cTnT
als Negativkontrolle. (D) Die Co-Immunopréazipitation von PKCe zeigte eine Interaktion mit PKP2 und DSP im
Eluat. PKCe Detektion diente als Positivkontrolle und cTnT als Negativkontrolle.
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Die wahrscheinliche Beteiligung von PKCe als kardial spezifische Isoform im DSP-PKP2-PKC
Proteinkomplex wurde mittels Co-Immunoprézipitation (Co-IP) in adultem murinem Herzgewebe weiter
untersucht. Fir die Analyse der Bindung der Komplexpartner von PKP2 wurde das transgene HA-
PKP2 WT Mausmodell nach Induktion durch Doxycyclin verwendet. Fir die Co-IP von PKP2 wurde
der HA-Antikérper verwendet, welcher das markierte PKP2 Protein bindet.

Mittels Western Blot Analyse wurden nach Co-IP die Interaktion der PKCe Isoform mit PKP2 bestétigt,
wohingegen eine Interaktion von PKP2 mit PKCao nicht detektiert wurde. Weiterhin wurde die
erwartungsgemafRe Bindung von DSP an PKP2 in der Co-IP belegt (Abbildung 22B). Eine
weiterfuhrende Bestatigung der Existenz des Proteinkomplexes, bestehend aus PKP2 DSP und PKCe
im Herzen, konnte sowohl in der Co-IP von DSP (Abbildung 26C) als auch von PKCeg (Abbildung 26D)
verifiziert werden, da die jeweiligen Bindungspartner im Eluat nachgewiesen werden konnten. Die
Bindung und Detektion unspezifischer Partner konnte durch die ausbleibende Detektion von

TroponinT im Eluat und die Verwendung von reinen IgG Proben ausgeschlossen werden.

3.2.2 Hyper-Phosphorylierung von PKCe Substraten und Aktivierung des Wnt unabhéngigen B-

Catenin Signalweges

In Epithelzellen konnte gezeigt werden, dass die Akkumulation von DSP im Zytoplasma und die somit
ausbleibende Phosphorylierung zu einer erhéhten Kapazitat der PKC Aktivitat fihrt und folglich
andere Isoform-spezifische Substrate hyper-phosphoryliert werden. Dies fuhrte in Epithelzellen im
Falle von PKCa zur Hyper-Phosphorylierung von Zielproteinen wie MARCKS und Adducin. Beide
Proteine waren in PKP2 defizienten Kardiomyozyten nicht verstérkt phosphoryliert.

Auf der Suche nach PKCe Substraten, die als potentielle Targets fur die Hyper-Phosphorylierung in
Frage kommen kdnnten, wurde zunachst die Lokalisierung von PKCe nach Zerstérung des
Proteinkomplexes durch siRNA gegen PKP2 sowie nach verstarkter Aktivierung von PKCs analysiert.
(Abbildung 27A). Die Expression von PKCe in GAPDH-siRNA transfizierten Kardiomyozyten zeigte
eine diffuse Verteilung im Zytoplasma, die der endogenen Verteilung von PKCe entsprach.

Im Gegensatz dazu bewirkte eine induzierte Aktivierung von PKC durch das Phorbolester PMA (100
nM fir 15 min) neben einer erhdhten Expression um den Kern vor allem eine verstarkte Lokalisation
von PKCe an der Zellmembran. Interessanterweise konnte durch Ausschaltung von PKP2 via siRNA
auch eine verstarkte Expression von PKCe an der Zellmembran detektiert werden (Abbildung 27

unten).
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3.2.2.1 Hyper-Phosphorylierung von Connexin 43

Ein potentielles membranstandiges Substrat von PKCg ist das Gap Junction Protein Connexin 43
(Cx43). Cx43 weist eine spezifische Phosphorylierungsstelle fir PKCe am Serin 368 auf, was auf eine
hohe Membranverankerung hindeutet [Lampe et al., 2000]. Western Blot Analysen zeigten eine
deutliche Verstarkung der Phosphorylierung von Cx43 in Position S368 in PKP2 defizienten
Kardiomyozyten, welche auch nach Aktivierung durch PMA nicht mehr entscheidend gesteigert
werden konnte (Abbildung 27B). Die Expression von pan-Cx43 ist in diesen Zellen ebenfalls erhoht,
was auf einen bekannten Feedback-Mechanismus zuriickzufiihren ist, der bei Phosphorylierung von
Cx43-S368 aktiviert wird und dann zu einer erhdhten Expression von Cx43 fiihrt [Doble et al., 2000;
Doble et al.,, 2001] Im Vergleich dazu konnte eine verstarkte Phosphorylierung in Kontroll-siRNA
transfizierten Kardiomyozyten nur nach PMA Aktivierung detektiert werden.

Der Verlust der PKCe Expression fiihrte hingegen zu einer sehr schwachen Phosphorylierung von
Cx43 (S368), die selbst nach PMA Behandlung nicht induziert werden konnte.
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Abbildung 23: PKCeg Lokalisation und Hyper-Phosphorylierung von Substraten

(A) Reprasentative Immunofluoreszenz Analyse der PKCe Lokalisation in neonataler Rattenkardiomyozyten. In
der Kontroll-siRNA GAPDH lokalisierte PKCe diffus im Zytoplasma. Die Aktivierung von PKC durch Zugabe von
PMA (50 nM fir 15 min) resultierte in einer verstarkten Lokalisation von PKCe an der Zellmembran. Die jeweilige
vergro3erte Detaildarstellung verdeutlich die Membranstandigkeit von PKCe. In PKP2 defizienten Kardiomyozyten
konnte PKCe bereits ohne PMA Aktivierung an der Zellmembran detektiert werden. Die Gegenfarbung mit N-
Cadherin diente der internen Qualitatskontrolle der Kardiomyozyten und der Visualisierung der Zell-Zellkontakte.
MaRstab Ubersicht, 25 um; MaRstab DetailvergroBerung, 5 um. (B) Western Blot Analyse der Phosphorylierung
von Cx43 an Aminosaure Position S368 in neonatalen Rattenkardiomyozyten. In Kontroll-siRNA transfizierten
Kardiomyozyten konnte erst nach PKC Aktivierung mit PMA eine erhdhte Phosphorylierung von pCx43 detektiert
werden. Im Gegensatz dazu konnte in PKP2 defizienten Kardiomyozyten sowohl ein verstarktes Signal von
pCx43 als auch Cx43 detektiert werden. Bei der Repression von PKCe in neonatalen Rattenkardiomyozyten
hingegen konnte keine verstarkte Phosphorylierung erkannt werden, welche sich auch durch Zugabe von PMA
nicht deutlich erhdhte. cTnT diente als Ladekontrolle.
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3.2.2.2 Hyper-Phosphorylierung von AKT und erhdhte Expression von LEF/TCF Zielgenen

Als weiteres PKCe Substrat, welches in hyper-phosphorylierter Form vorlag, konnte AKT/Protein

Kinase B (PKB) identifiziert werden. Western Blot Analysen ergaben eine verstarkte Phosphorylierung

Q> von AKT an Position S473 in PKP2 defizienten

. 0??0 . Qg(]’ Kardiomyozyten (Abbildung 24). Die verstarkte

< > Phosphorylierung von AKT (S473), im Zusammenhang mit

PKP2 dem Verlust eines desmosomalen Proteins, konnte bereits im

kardial spezifischen Knockout (KO) von Plakoglobin (JUP)
gezeigt werden [Li et al, 2011]. Im JUP KO Modell konnte die

pCx43 (S368)

Aktivierung des Wnt-unabhéangigen B-Catenin-Signalweges
Cx43 identifiziert werden, bei dem das verstarkt phosphorylierte

AKT seinerseits zu einer Phosphorylierung von GSK3af

PAKT (S473) . o ) ) )
fuhrte. GSKap ist in phosphorylierten Form inaktiv und daher

AKT nicht in der Lage, B-Catenin zu phosphorylieren. Die

unphosphorylierte Form von p-Catenin wird als die aktive

B-Catenin Form des B-Catenin bezeichnet und fuhrt zur Lokalisation von

c-myc B-Catenin in den Zellkern. Dort bindet B-Catenin an die
Transkriptionsfaktoren LEF/TCF, welche die Expression von
zahlreichen Zielproteinen, unter anderem c-myc und CyclinD
GSK3a induziert. Die vermehrte Expression dieser LEF/TCF
Zielproteine fuhrt unter anderem zu einer verringerten

) Zelladhasion und einer erhéhten Zellmigration.
aTubulin

LT
|

Abbildung 28: Expressionsprofil von Proteinen des Wnt-Signalweges

Reprasentativer Immunoblot der Expression von PKCe Zielproteinen in neonatalen Rattenkardiomyozyten. In
PKP2 defizienten Kardiomyozyten wurden die spezifischen PKCe Phosphorylierungsstellen an pCx43 (S368) und
p-AKT (S473) verstarkt phosphoryliert, im Vergleich zur Kontroll-siRNA. Dariiber hinaus konnte im Vergleich zur
Kontrolle eine erhéhte Expression von B-Catenin und dem LEF/TCF Zielgen c-myc detektiert werden. Die pan-
GSK3af Expression blieb hingegen unveréndert. a-Tubulin diente als Ladekontrolle.

Western Blot Analysen des p-Catenin Wnt-unabhangigen Signalweges in PKP2 defizienten
Kardiomyozyten zeigten eine moderate Steigerung der B-Catenin Expression und vor allem eine
erhdhte Expression des LEF/TCF- Zielproteins c-myc (Abbildung 28).

Aufgrund von experimentellen Limitationen der verwendeten neonatalen Rattenkardiomyozyten
wurden fur die weitere Charakterisierung des Wnt-unabhéngigen B-Catenin-Signalweges HL-1-Zellen
(Tumorzelllinie atrialer Mauskardiomyozyten) verwendet. Die erfolgreiche Etablierung der PKP2
defizienten HL-1 Zellen durch Transfektion der spezifischen siRNA gegen PKP2 konnte mithilfe von

Immunofluoreszenz Analysen bestatigt werden (Abbildung 29A).
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Der Verlust der PKP2 Expression in HL-1 Zellen hatte ebenso wie in neonatalen Kardiomyozyten
keine Auswirkungen auf die Expression und Lokalisation der desmosomalen Bindungspartner JUP,
(Abbildung 29B) DSG2 und DSC2.
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Abbildung 29: Repression der PKP2 Expression in kardialen HL-1 Zellen

(A) Reprasentative Immunofluoreszenz Analyse der Repression der PKP2 Expression fiihrt zum Verlust des
PKP2 Signals. Der Verlust der PKP2 Expression hat jedoch keinen Einfluss auf die Expression des
desmosomalen Interaktionspartners JUP (B). Die NCAD Expression ist nicht verandert. MaRstab, 7,5 pm.

Real-time PCR konnte die Verringerung der PKP2 mRNA Expression auf 20,0 = 8,2 %, im Vergleich
zu Kontroll-siRNA (GAPDH) behandelten Zellen quantifizieren. Des Weiteren wurde in PKP2
defizienten HL-1 Zellen neben einer leicht erhdhten DSP Expression, vor allem eine signifikant
erhdhte Expression der LEF/TCF Zielgene c-myc um 4,9 + 1,15 fach und CyclinD um 12,13 + 3,69
fach gemessen. (Abbildung 30A).

Die Expressionsunterschiede auf mRNA Ebene konnten durch Western Blot Analysen auf
Proteinebene bestétigt werden (Abbildung 30B). PKP2 defizienten HL-Zellen zeigten eine verstérkte
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Phosphorylierung von AKT in Position S473 und eine leicht erhdhten p-Catenin Expression. Diese
potentielle Aktivierung des Wnt-unabhéngigen B-Catenin-Signalweges fuhrte, wie zuvor auf RNA-
Ebene zu einer stark erhdhten LEF/TCF vermittelten Expression von c-myc (Abbildung 30B).
Interessanterweise konnte auch im kardialen Gewebe des ARVC-Patienten (Ill-1) mittels
Immunofluoreszenz Analyse eine erhdhte c-myc Expression, im Vergleich zum Kontrollgewebe
detektiert werden (Abbildung 31).
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Abbildung 30: Verstarkte LEF/TCF Zielgenexpression in HL-1 Zellen

(A) Real-time PCR Analyse der relativen Genexpression von desmosomalen und Signaltransduktionsgenen in
PKP2 defizienten HL-1 Zellen. Die Expression der LEF/TCF Zielgene c-myc und CyclinD sind signifikant erhéht,
verglichen mit der siRNA Kontrolle. *p>0,05; **p>0,01. n=3. (B) Reprasentative Western Blot Analyse von
Desmosomalen und Signaltransduktionsproteinen in PKP2 defizienten HL-1 Zellen, im Vergleich zur Kontroll-
siRNA. Die Expression des desmosomalen Protein JUP ist unverédndert, jedoch ist ein Anstieg der DSP
Expression zu detektieren. Besonders aufféllig sind die deutlich verstarkte Phosphorylierung von AKT an S473
und die Expression des LEF/TCF Zielgen c-myc in PKP2 defizienten Zellen. Die Expression von B-Catenin ist
ebenfalls erhoht. GAPDH diente als Nachweis der Wirksamkeit der Kontroll-siRNA. o-Tubulin diente als
Ladekontrolle.
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c-myc NCAD Merged

Abbildung 31: Verstarkte c-myc Expression in endokardialem Biopsiegewebe vom rechten Ventrikel
(Proband IlI-1) im Vergleich zum Kontrollgewebe. MaRstab, 25 um.

RV Kontrollgewebe

RV Biopsie C796R (llI-1)

3.2.3 Minderung der zelluléren Integritéat

Desmosomen sind fur die Aufrechterhaltung der zellularen Integritét verantwortlich. Der Verlust einer
desmosomalen Komponente, wie PKP2, kénnte folglich zu einer Schwachung dieser Integritat fihren.
Allerdings konnte unter basalen Zellkulturbedingungen sowohl in kontrahierenden PKP2 defizienten
neonatalen Rattenkardiomyozyten als auch in kontrahierenden kardialen HL-1 Zellen keine
Beeintrachtigung der interzellularen Integritat identifiziert werden.

Induziert man jedoch nun einen exogenen passiven Stress, resultierte dies in einer Verminderung des
zellularen Zusammenhaltes. Durch den Einfluss des Enzyms Dispase konnte die Stabilitat der
zellularen Adhasion gemessen werden. Die Dispase bewirkt vorrangig ein Ablésen adhérenter Zellen
von der Oberflache. Der dadurch abgeltste Zellrasen wurde anschlieRend definiert hin und her
geschiittelt. Diese mechanische Belastung auf den Zellverband hatte zur Folge, dass PKP2
defizienten Zellen in zahlreiche einzelne Fragmente zerfielen, wobei sowohl die MOCK-Kontrolle (nur
Transfektionsreagenz allein) als auch GAPDH-siRNA transfizierten Zellen weitgehend im Zellverband
verblieben (Abbildung 32A und 32B). Dieser Dispase Assay konnte aus technischen Griinden nur in
reproduzierbarer Art und Weise in Epithelzellen (A431) durchgefihrt werden. Ein weiterer Ansatz zur
Analyse der Bestandigkeit der zellularen Integritét ist die Durchfiihrung eines Zell-Migrations-Assays.
Hierzu wurden neonatale Rattenkardiomyozyten in zwei getrennten Kammern ausgeséat und mit SiRNA
die Expression von PKP2 bzw. GAPDH (Kontrolle) unterdriickt. Nach 120 h wurde der Steg zwischen
beiden Kammern entfernt und der Abstand der beiden Zellpopulationen Uber die Zeit gemessen.
Bereits nach 16 h konnte gezeigt werden, dass PKP2 defiziente Kardiomyozyten schneller in den
Spalt einwandern als Zellen, die mit GAPDH-siRNA transfiziert wurden (Abbildung 32C und 32D).
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Uber einen Zeitraum von 48 h hinweg erfolgte diese Einwanderung in den Spalt signifikant schneller in
PKP2 defizienten Zellen. Die Reduktion der Spaltbreite verringerte sich nach Verlust der PKP2
Expression von 0,66 + 0,01 mm auf 0,27 + 0,06 mm, verglichen mit der GAPDH-siRNA von 0,65 +
0,01 mm auf 0,52 + 0,05 mm. Diese Ergebnisse der verminderten Adhéasion und der erhéhten
Migration von PKP2 defizienten Kardiomyozyten deuten auf eine beeintrachtigte zellulare Integritat

unter Einflussnahme exogener Faktoren hin, wie z.B. der mechanischen Belastung.
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Abbildung 32: Verlust der zellularen Integritat in PKP2 defizienten Zellen

(A) Dispase Assay an epithelialen A431 nach siRNA vermittelte Repression der PKP2 Expression. PKP2
defizienten A431 Zellen zerfielen in signifikant mehr einzelne Fragmente nach Dispase Zugabe und definierter
mechanischer Beanspruchung, verglichen mit MOCK- und Kontroll-siRNA transfizierten Zellen. (B) Quantitative
Bestimmung der entstandenen einzelnen Fragmente werden als Mittelwerte + SEM dargestellt. **p>0,01. n=3. (C)
Migrationsassay von PKP2 defizienten neonatalen Rattenkardiomyozyten, im Vergleich zur Kontroll-siRNA tber
die Zeit. Nach 48 h waren signifikant mehr PKP2 defiziente Kardiomyozyten in den Spalt eingewandert als die
Kardiomyozyten, die mit Kontroll-siRNA transfiziert wurden. MaRstab, 200 um (D) Quantitative Bestimmung der
relativen Migrationsgeschwindigkeit der Zellen werden als Mittelwerte + SEM dargestellt. **p>0,01. n=3.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurden ARVC-verursachende Mutationen im desmosomalen Plakophilin-2 (PKP2)
molekulargenetisch charakterisiert und deren Einfluss auf die Pathogenese der Arrhythmogenen
rechtsventrikularen Kardiomyopathie (ARVC) untersucht. Ausgehend von der Hypothese, dass
pathogene Missense-Mutationen in den Armadillo Doméanen des PKP2 in gleicher Weise zu einem
Verlust des PKP2 Proteins fuhren, wie die Uberwiegend identifizierter Trunkierungsmutationen,
wurden erstmals Expressionsstudien in vitro und in vivo durchgefuhrt.

Interessanterweise zeigte die molekulare Analyse humaner endomyokardialer Gewebeproben
heterozygoter Trager der PKP2 Missense-Mutation p.C796R ein heterogenes Expressionsmuster.

Bei zwei Patienten derselben Familie konnten keine Verdnderungen der PKP2 Expression detektiert
werden oder der Verlust der PKP2 Expression beschrankte sich lediglich auf lokale Areale in der
Nachbarschaft zu histologisch stark veranderten Gewebearealen. Im Gegensatz dazu konnten in vitro
Expressionsstudien von verschiedenen pathogenen PKP2 Missense-Mutationen deutlich den Verlust
der Proteinstabilitdt und Funktion demonstrieren. Die Degradation der instabilen PKP2 mutierten
Proteine wurde dabei Uber einen Calpain Protease vermittelten Abbauprozess reguliert. Die
Identifikation von degradierten stabilen Proteinfragmenten in bakteriellen Expressionsstudien
verifizierte die Instabilitdét der Missense-Mutationen im PKP2 und verdeutlichte erstmals durch
Kristallstrukturanalysen der resultierenden Proteinfragmente eine vergleichbare Degradation von
Missense- und Deletionsmutationen im PKP2. Durch die kardial-spezifische Uberexpression der PKP2
Mutation p.C796R im transgenen Mausmodell konnten die in vitro beobachtete Instabilitat und
Degradation von PKP2 in vivo verifiziert werden. Um im Weiteren die Auswirkungen des Verlustes von
PKP2 aufgrund eines mutierten Allels in vitro zu simulieren, wurde als Modell die siRNA vermittelte
Suppression der PKP2 Expression in Kardiomyozyten verwendet. Der Verlust der PKP2 Expression
fuhrte zu einer Delokalisation des desmosomalen Proteins Desmoplakin (DSP) und einer Stérung des
DSP-PKP2-Protein Kinase C (PKC) Komplexes, bei dem erstmals PKCe als kardial spezifische
Komponente dieses Komplexes identifiziert werden konnte. Die Storung des DSP-PKP2-PKCeg
Komplexes resultierte in der Hyper-Phosphorylierung der PKCe spezifischen Substrate Connexin 43
und Protein Kinase B / AKT (AKT). Die Aktivierung von AKT fihrte zur Regulation des Wnt-
unabhangigen B-Catenin Signalweges und steigerte die Expression der LEF/TCF Zielgene c-myc und
CyclinD. Die zellulare Integritat und Stabilitdt konnte durch den Verlust von PKP2 nach Einfluss
mechanischer Belastungen nicht mehr aufrechterhalten werden.

Zusammenfassend konnte erstmals gezeigt werden, dass ARVC-verursachende Mutationen im PKP2,
unabhangig vom Mutationstyp zu instabilen Proteinen fuhren, die vermittelt durch Calpain Proteasen
degradiert werden. Der Verlust von PKP2 resultiert in einer Reduktion der zelluldren Integritat und
fuhrt zu Veranderungen von intrazelluldren Signalkaskaden, die einen wesentlichen Einfluss auf die

Pathogenese der ARVC haben kénnten.
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4.1 Verwendung endokardialer Biopsien in der ARVC Diagnostik

Die heterozygote Missense-Mutation ¢.2386 fiihrt zum Austausch der Aminosaure Cystein in Position
796 des PKP2 Proteins (p.C796R). Diese Mutation wurde bereits in mehreren ARVC-Patienten
beschrieben [Gerull et al., 2004; van Tintelen et al., 2006] und als niederlandische ,Founder‘-Mutation
identifiziert [Kapplinger et al., 2011]. Durch die histologische und molekulare Analyse von
endomyokardialen Gewebeproben zweier heterozygoter PKP2 p.C796R Mutationstrager (ll-1, 111-1)
derselben Familie, konnte die Auswirkung der Mutation naher untersucht werden.
Uberraschenderweise konnte bei dem Probanden llI-1 in der untersuchten endomyokardialen Biopsie
des RV ausschlieBlich eine unveranderte Expression von PKP2 beobachtet werden, was entweder fir
ein stabiles mutiertes PKP2 Protein oder eine Hochregulierung der Expression des verbliebenen
Wildtyp Allels sprechen kdnnte. Alle anderen desmosomalen Proteine waren ebenfalls nicht verandert.
Im Gegensatz dazu zeigten Immunofluoreszenzstudien des RV des Probanden II-1 regional sehr
unterschiedliche Expressionsmuster. Die Bereiche, die histologisch unverandertes Myokard
aufwiesen, zeigten vermehrt eine normale PKP2 Expression, wohingegen eine starke Reduktion der
immunreaktiven Signale von PKP2, JUP, DSP, DSC2 in den Regionen auftraten, die nahe an
Bereiche mit charakteristischen Kennzeichen fiir Gewebedegeneration und Ersatz durch fibroses
Gewebe grenzten. Jedoch zeigte sich auch in diesen degenerativen Gewebebereichen, dass N-
Cadherin eine unveranderte Expression aufwies und sich somit die Gewebequalitdt selbst als
ausreichend erwies. Diese Ergebnisse deuten auf einen regionalen Prozess hin, bei dem in einem
lokal begrenzten Bereich eine gestorte Zelladhasion aufgrund von starker punktueller mechanischer
Belastung, Entziindungen oder anderen Faktoren auftritt. Diese Destabilisation der Membran kdnnte
eventuell in einigen Bereichen durch eine induzierte Gewebereparatur teilweise kompensiert werden,
so dass es zu einem progressiven Verlauf kommt. Betrachtet man dieses zerstreute bzw. nicht
einheitliche Expressionsmuster, so wird einem das Dilemma bei der Beurteilung einer entnommenen
endomyokardialen Biopsie deutlich, vor allem wenn es sich um eine diagnostische Analyse handelt.
Lange Zeit galt die Histologie der endomyokardialen Biopsie als Standard in der ARVC-Diagnostik.
Aktuelle Studien zeigen jedoch, dass die Entnahme einer Biopsie vor allem aus dem selten
histologisch betroffenen RV-Septum eine ungeniigende Sensitivitat besitzt [Asimaki et al., 2010]. Ein
alternativer Ansatz fir die Entnahme von Biopsien aus vorwiegend fibros-fettigen Arealen, bietet das
elektroanatomische Voltage-Mapping, welches die niedrigere elektrische Spannung in den betroffenen
Arealen detektiert [Corrado et al., 2005]. Dieses Verfahren bedarf allerdings weiterer Validierung.
Vorangegangene Studien mit ARVC-diagnostizierten endomyokardialen Gewebeproben zeigten vor
allem eine charakteristische Reduktion der Plakoglobin (JUP) Expression an den Glanzstreifen. Neben
einem vollstandigen Verlust der JUP Expression, aufgrund von Mutationen im desmosomalen
Komplex, wurde jedoch auch tber eine mdgliche Translokation von JUP in andere Zellkompartimente
spekuliert. Diese Erkenntnisse der JUP Signalreduktion wurden allerdings Uberwiegend in
endomyokardialen Autopsien von Patienten im Endstadium der ARVC Erkrankung identifiziert
[Asimaki et al., 2009; Gehmlich et al., 2011; Gehmlich et al., 2011]. Die in dieser Arbeit untersuchten
humanen Gewebeproben der heterozygoten Mutationstrager konnten einen Verlust der JUP
Expression ausschlief3lich in vereinzelten Arealen der Autopsie des Probanden 1l-1 zeigen, in denen

gleichzeitig auch die PKP2 Expression reduziert war.
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Die kardiale Biopsie des Probanden llI-1 hingegen zeigte keinerlei Verdnderungen der JUP
Expression in Bezug auf die Proteinmenge sowie die Signalstarke an den Glanzstreifen. Aufgrund
dieser Ergebnisse bleibt es fraglich, ob Uberhaupt und mit welcher Sensitivitat und Spezifitdt die
Reduktion der JUP Expression als diagnostischer Marker verwendet werden kann.

Die limitierte Betrachtung einer spezifischen Missense-Mutation im PKP2 in zwei Mutationstragern
einer Familie lasst sicherlich keine Generalisierung der bisherigen Ergebnisse zu. Hierfir waren
weitere Untersuchungen kardialer Gewebeproben von PKP2 Mutationstragern notwendig, um die

gewonnenen Erkenntnisse zu verifizieren.

4.2 Proteininstabilitat von PKP2 Mutationen

Mutationen im PKP2 wurden mit ungeféhr 45 % aller ARVC-assoziierten Mutationen am haufigsten als
Ursache der ARVC identifiziert. Die Datenlage in Bezug auf deren Charakterisierung in biologischen
Systemen ist jedoch sehr gering. Die identifizierten pathogenen Mutationen im PKP2 erstrecken sich
Uber das gesamte Protein, wobei ein Grof3teil der Mutationen in den Armadillo (Arm)
Wiederholungsdoméanen lokalisiert sind. Bisherige Studien analysierten lediglich krankheitsbedingte
Deletions- bzw. Missense-Mutationen, die in den N-terminalen Doménen des PKP2 lokalisiert sind
(Q59L, Q62K, R79X) [Joshi-Mukherjee et al., 2008; Hall et al., 2009]. Die vorliegende Arbeit
fokussierte sich erstmals auf Missense-Mutationen in den C-terminalen Armadillo Domé&nen. Zunéchst
wurde auf mRNA Ebene deren Stabilitat untersucht und eine stabile mMRNA Expression von PKP2
nachgewiesen. Somit konnte "Nonsense-mediated mRNA decay" als Mechanismus ausgeschlossen
werden. Die signifikant reduzierte Proteinexpression der mutierten PKP2 Proteine, die sowohl in
epithelialen als auch in kardialen Zellen nachgewiesen werden konnte, lasst sich somit auf eine
verminderte Proteinstabilitat zurtickfihren. Die Instabilitdét der mutierten Proteine fuhrte zu einem
kompletten Funktionsverlust von PKP2, sodass das mutierte Protein weder in die Zellmembran
integriert wurde, noch mit dem desmosomalen Interaktionspartner Desmoplakin interagierte. Die
Delokalisation der mutierten PKP2 Proteine im Zytoplasma wies dabei eine auffallige Akkumulation
um den Zellkern auf. Eine Expression von PKP2 im Nukleus, wie in friheren Publikationen
beschrieben, konnte in keiner verwendeten Zelllinie weder bei der Expression von PKP2 WT noch bei
den unterschiedlichen mutierten PKP2 Protein detektiert werden [Hatzfeld et al., 2007]. Die im
epithelialen und kardialen Zellkulturmodell ermittelte Instabilitit und Delokalisation der ARVC-
assoziierten PKP2 Mutationen konnte in dieser Arbeit erstmals durch die Generierung eines
transgenen Mausmodells fir die pathogene Missense-Mutation p.C796R im PKP2 auch in vivo
verifiziert werden. Die kardial spezifische Uberexpression der PKP2 p.C796R Mutation ergab eine
signifikant reduzierte Proteinexpression und eine Delokalisation des Restproteins von den
Glanzstreifen der Kardiomyozyten in das Zytoplasma. Diese Ergebnisse der analysierten PKP2
Mutationen korrelieren mit den Beobachtungen N-terminaler Mutationen (Q59L, Q62K, R79X) sowie
einer Deletionsmutante (PKP2 1-554) aus friheren Studien, bei denen ebenfalls eine Delokalisation
ins Zytoplasma und eine reduzierte Expression im Vergleich zum PKP2 WT gezeigt werden konnte
[Joshi-Mukherjee et al., 2008; Hall et al., 2009].
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Diese Erkenntnisse deuten auf ein einheitliches charakteristisches Verhalten aller PKP2 Mutationen
unabh&ngig vom Mutationstyp hin. Die intrinsische Instabilitdt der mutierten Proteine fiihrte zu einer
raschen post-translationalen Degradation innerhalb der ersten zwei Stunden. Erganzende bakterielle
Expressionsstudien verschiedener PKP2 Missense- und Deletionsmutationen in den Armadillo
Domanen verifizierten die Instabilitit der mutierten Proteine und detektierten die Degradation in
identische stabile Proteinfragmente. Aufgrund technischer Limitationen, das vollstandige PKP2 Protein
in diesem bakteriellen Modell exprimieren zu kdnnen, beschrénken sich die Strukturanalysen zurzeit
auf Mutationen in den Arm Wiederholungsdoméanen. Wahrend die Armadillo Domé&nen der Varianten
1487S und V531l stabil in Bakterien exprimiert werden konnten, resultierten alle drei untersuchten
pathogenen Mutationen C752R, S571F und C649fsX697 in instabilen Proteinen, die alle in
identischen Fragmente degradierten, welche sich aus den ersten funf Armadillo
Wiederholungsdoménen zusammensetzten. Die Kristallisation dieser identischen Proteinfragmente
ermdglichte erstmals ein Kristallstrukturmodell der PKP2 Armadillo Doménen anhand dessen die
strukturellen Auswirkungen der einzelnen Mutation auf die Proteinstruktur detailliert analysiert werden
kénnen. Obwohl die Mutationen in unterschiedlichen Armadillo Doménen und Helices lokalisiert sind,
fuhrt der zugrundeliegende Degradationsprozess zu den gleichen Proteinfragmenten, unabhangig

vom Mutationstyp.

4.3 ldentifikation von pathogenen PKP2 Mutationen

Die Erkenntnis, dass sowohl pathogene Missense- als auch Deletions-Mutationen im PKP2 zu
instabilen Proteinen fuhren, die eine gestoérte intrazellulare Lokalisation sowie einen Funktionsverlust
aufweisen, konnte potenziell zu diagnostischen Zwecken eingesetzt werden. Ein simples
Zellkulturmodell kbénnte bei der Bewertung einer neu identifizierter PKP2 Variante verwendet werden,
um vorhersagen zu kdnnen, ob die Variante einen negativen Effekt auf die Proteinstabilitat austbt. Fur
die Etablierung des Models exprimierten wir in dieser Arbeit verschiedene Varianten, die durch
herkdmmlich verwendete Vorhersagemechanismen (Polyphen-2, SIFT, Konservierung etc.) als
pathogen bzw. gutartig (benign) klassifiziert wurden. Unser Zellkulturmodell konnte bestatigen, dass
zuvor als pathogen klassifizierte PKP2 Mutationen zu instabilen Proteinen fiihrten und diffus im
Zytoplasma lokalisierten, wahrend zwei als gutartig (benign) klassifizierte Polymorphismen (V5871,
I531S) stabile und membranstandige PKP2 Proteine erzeugten. Wie diese Ergebnisse zeigen, konnte
eindeutig zwischen benignen oder pathogenen PKP2 Mutationen unterschieden werden. Die
Verwendung eines solchen einfachen Zellkulturtests kdnnte in der Zukunft eine Hilfe bei der
Klassifizierung von Varianten im PKP2 sein. Bei der Bewertung von identifizierten PKP2 Mutationen
wirde man davon auszugehen, dass es sich bei einer nachgewiesenen Proteininstabilitat mit
gleichzeitig auftretender Delokalisation, um eine pathogene PKP2 Mutation handelt. Zeigt die
unbekannte Variante jedoch eine stabile Proteinexpression und/oder membranstandige Lokalisation,

so ware deren Pathogenitat in Frage gestellt.
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Erganzend dazu konnten Strukturanalysen der etablierten Kristallstruktur der PKP2 Armadillo
Domaénen verwendet werden, um detaillierte Vorhersagen der Konsequenzen der Mutation auf die
Proteinfaltung und Stabilitdt machen zu kdnnen, unter der Voraussetzung, dass die identifizierte PKP2

Mutation innerhalb der Arm Wiederholungsdoméanen lokalisiert ist.

4.4 Degradation der mutierter PKP2 Proteine

Eukaryotische Zellen verfigen Uber zahlreiche Proteindegradationssysteme, um fehlgefaltete bzw.
anormale oder nicht mehr benétigte Proteine abzubauen. Um der Frage nachzugehen, ob die
instabilen ARVC-assoziierten PKP2 Mutationen {ber einen spezifischen Degradationsprozess
abgebaut werden, wurden die bedeutenden proteolytischen Signalwege im Zellkulturmodel blockiert.
Weder spezifische Inhibitoren fur das Ubiquitin-Proteasom System (UPS) (MG132) noch fur die
Lysosom-vermittelnde Autophagie (3-MA) fiihrten zu einer Stabilisierung der PKP2 Missense-Mutation
p.C796R auf Proteinebene. Diese Ergebnisse verifizieren die Daten einer frlheren Studie, die
ebenfalls das Ubiquitin-Proteasom Systems (UPS) als mdglichen zugrundeliegenden
Degradationsprozess anderer mutierter Proteine nicht nachweisen konnten [Hall et al., 2009]. Im
Gegensatz dazu fuhrte die Behandlung mit den spezifischen Calpain Protease Inhibitoren ALLN und
ZLL in epithelialen HelaM2 Zellen sowie in kardialen HL-1 Zellen zu signifikant erhohten
Expressionslevel der PKP2 Missense-Mutation p.C796R. Fur die Verifizierung des spezifischen
Einflusses der Calpain Proteasen in den Degradationsprozess des mutierten Proteins, wurden die
endogenen Calpain Proteasen durch eine erhdhte Kalziumkonzentration aktiviert. Diese Aktivierung
der Calpain Proteasen fiihrte zu einer signifikant schnelleren Degradation der PKP2 Mutation. Diese
verstarkte Degradation wirkte sich spezifisch auf das instabile mutierte Protein aus, da andere intakte
endogene Zielproteine der Calpain Proteasen wie z.B. a-Actinin hingegen in dem untersuchten
Zeitraum keine Expressionsanderungen aufwiesen. Der Effekt der Stabilisation der PKP2 Missense-
Mutation p.C796R durch die Calpain Inhibitoren und die beschleunigte Degradation des mutierten
Proteins nach Aktivierung der Calpain Protease lassen den Schluss zu, dass mutierte PKP2 Proteine
durch einen Calpain-Protease vermittelten Degradationsprozess abgebaut werden. Uber den
generellen Degradationsprozess desmosomaler Proteine an sich ist bisher wenig bekannt. Die
Calpain Proteasen Ubernehmen in der Zelle wichtige regulatorische Funktionen bei der
Signaltransduktion, der Apoptose sowie der proteolytischen Spaltung von Proteinen des Zellzykluses
sowie des Zytoskeletts [Perrin et al., 2002; Glading et al., 2002; Goll et al., 2003; Bartoli et al., 2005].
Nach bisherigem Kenntnisstand konnte keine Interaktion von Calpain Proteasen und desmosomalen
Proteinen nachgewiesen werden. Allerdings konnte eine Interaktion zwischen den Calpain Proteasen
und dem PKP2 verwandten Armadillo Protein pl20-catenin beschrieben werden, welche eine
grundsatzlich mogliche Bindung der Calpain Proteasen an PKP2 darstellt [Carnahan et al., 2010;
Wang et al.,, 2011]. Die Calpain Protease-vermittelte Degradation von mutierten PKP2 Proteinen
kénnte speziell in Kardiomyozyten weiterfiihrende Effekte auf zellulare Prozesse auslben, da die
Calpain Proteasen als wichtige Regulatoren der Proteolyse von myofibrillaren Proteine fungieren
[Galvez et al., 2007; Goll et al., 2008].
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Die Storung des sensiblen Calpain Signalweges und des damit verbundenen myofibrillaren
Netzwerkes durch die pathogenen PKP2 Mutationen kénnten die zellulare Integritdt vermindern und
so einen Einfluss auf die Pathologie der ARVC ausiiben. Weiterfilhrende Analysen sind notwendig,
um die generelle Bedeutung des Calpain Protease-vermittelten Degradationsprozesses von ARVC-
assoziierten PKP2 Mutationen zu verifizieren. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
Missense-Mutation p.C796R zu einer Fehlfaltung des PKP2 Proteins fuhrt, die zu einem Zerfall in
kleinere, teilweise stabile, Proteinfragmente fuhrt. Inwiefern diese Instabilitdt des mutierten PKP2
Proteins und die vermeidlich stabilen existierenden Fragmente einen direkten Einfluss auf zellulare
Prozesse ausiben, konnte durch die verwendeten Versuchsmodelle nicht abschlielend geklart
werden. Der Einfluss instabiler mutierter PKP2 Proteine auf zellulare Prozesse kénnte sich durch die
andauernde Degradation der fehlgefalteten Proteine negativ auswirken. Die Degradation der mutierten
PKP2 Proteine koénnte mdglicherweise zu einer Aktvierung des zellularen Endoplasmatischen
Retikulum (ER)-Stress flhren. Erste Ergebnisse zeigten, dass die Expression von pathogenen PKP2
Mutationen zu einer Aktivierung des ER-Stresses uber die Chaparone vermittelte GRP78 und p-PERK
Kaskade fihrte. Die Induktion von ER-Stress kann in der Zelle weitreichende genregulatorische
Veranderungen bedingen, welche u.a. zum Zelltod fihren kdnnen [Hedge et al., 2010; Minamino et
al., 2010]. Weiterfihrende Studien sind zur Verifizierung des Einflusses der PKP2 Mutationen auf die
Induktion von ER-Stress notwendig. Dartiber hinaus kdnnten die in den anhaltenden Abbauprozess
der mutierten Proteine beteiligten Calpain Proteasen durch eine vermehrte Aktivierung Uber die Zeit
eine Induktion des ER-Stresses zur Folge haben und zur Degradation der Kardiomyozyten flhren
[Wang et al., 2008]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die aus friheren Studien
beschriebene verstarkte Apoptose in kardialem ARVC-Gewebe nicht primar auf die mutierten PKP2
Proteine zuruckzufuhren sind [Nagata et al., 2000; Yamaji et al., 2005]. Sowohl der Apoptose
kennzeichnende TUNEL-Assay als auch die Expression des Apoptose Marker Cleaved-Caspase 3
zeigten keinen verstarkten programmierten Zelltod in Expressionsstudien pathogener PKP2

Mutationen.

4.5 Genetischer Mechanismus der ARVC-verursachenden PKP2 Mutationen

Autosomal dominante Mutationen in Genen der desmosomalen Proteine sind die grundlegende
Ursache fur die Pathogenese der ARVC. Der genetische Mechanismus, der diesen dominanten
Mutationen im PKP2 zugrunde liegt, ist bisher nicht eindeutig identifiziert. Die in dieser Arbeit
analysierten Missense-Mutationen kdnnten entweder einen dominant negativen Effekt ausiben oder
zu einer Haploinsuffizienz fiihren. Der Mechanismus des dominant negativen Effektes ist begriindet
auf stabile fehlgefaltete mutierte Proteine, die neben einem mdoglichen Funktionsverlust einen
negativen Einfluss auf zellulare Prozesse ausiben.

Im Gegensatz dazu fiihrt bei der Haploinsuffizienz der vollstandige Verlust bereits eines mutierten
Allels entweder durch eine instabile mRNA Expression (MRNA mediated decay) oder die Instabilitat

des mutierten Proteins mit anschlieBender Degradation zur Pathogenese der Erkrankung.
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Fur die Aufklarung des genetischen Mechanismus der ARVC-assoziierten Mutationen im PKP2 kdnnte
aufgrund der Identifikation von rund 90 % Deletionsmutationen im PKP2 verstarkt eine
zugrundeliegende Haploinsuffizienz postuliert werden. Die Analysen in dieser Arbeit und
vorangegangene Studien demonstrierten fir verschiedene Deletionsmutationen sowie Missense-
Mutationen stabile Level der mRNA Expression, so dass der Mechanismus des mRNA mediated
decay fur die untersuchten ARVC-assoziierten PKP2 Mutationen ausgeschlossen werden kann [Hall
et al., 2009]. Neben der Vielzahl an Deletionsmutationen konnten auch 10 % pathogene Missense-
Mutationen im PKP2 identifiziert werden, die einen dominant negativen Effekt zur Folge haben
kénnten. Jedoch konnte durch die in dieser Arbeit durchgefiihrten Zellkultur- und Tiermodellversuche
sowie ergénzenden Proteinstrukturanalysen eindeutig eine Proteininstabilitdt der zahlreichen
Missense-Mutationen sowie der Deletionsmutationen im PKP2 aufgezeigt werden. Diese Instabilitat
der ARVC-assoziierten Proteine, unabhangig vom Mutationstyp, wirde die Hypothese des
zugrundeliegenden genetischen Mechanismus der Haploinsuffizienz bestatigen. Diese Evidenz
basierten in vitro und in vivo Daten stehen jedoch zunéchst teilweise im Kontrast zu den erhobenen
Erkenntnissen der Gewebeanalysen humaner PKP2 Mutationstrager. So konnte in der Biopsie des
Patienten IlI-1, der heterozygot die in vitro charakterisierte instabile PKP2 Missense-Mutation p.C796R
PKP2 tragt, kein Areal identifiziert werden, welches eine Reduktion der PKP2 Expression aufzeigte. Im
Vergleich hierzu demonstrierte die Analyse der Autopsie eines weiteren ARVC-diagnostizierten
Familienmitgliedes neben Bereichen mit vollstandigem Verlust der PKP2 Expression jedoch auch
Areale, in denen die PKP2 Expression unverandert zu detektieren war. Die Ergebnisse dieser ARVC
diagnostizierten endomyokardialen Gewebeproben mit der heterozygot tragenden PKP2 Missense-
Mutation p.C796R wirde fiir sich betrachtet einen dominant negativen Effekt der Mutation im
Gegensatz zur Haploinsuffizienz favorisieren. Betrachtet man jedoch die erstmals detaillierte
molekulargenetische Charakterisierung der ARVC-assoziierten Missense-Mutationen, so ist die
Beteiligung eines rein dominant negativen Effekts der PKP2 Mutationen in der Pathogenese der
ARVC sehr unwahrscheinlich. Auf der zugrundeliegenden Datenlage resultiert die Hypothese, dass
die heterozygoten Mutationen im PKP2 zu einem Verlust des betroffenen Allels fiihren. Dieser Verlust
kénnte durch die Beteiligung eines kompensatorischen Feedback-Mechanismuses auf
Transkriptionsebene durch eine erhéhte Regulation des PKP2 Wildtyp Allels zunéachst ausgeglichen
werden. Dieser Feedback-Mechanismus wirde die beobachteten identischen Level der PKP2
Expression in den ARVC-diagnostizierten endomyokardialen Gewebeproben erklaren kénnen. Solch
ein potentieller Kompensationsmechanismus auf transkriptioneller Ebene kénnte einer sensiblen inter-
und intrazellularer Regulation unterliegen, die eventuell primér in Abhé&ngigkeit genetischer
Pradispositionen bzw. aufgrund des geflihrten Lebensstils der PKP2 Mutationen tragenden Individuen
beeinflusst wird. Ein wesentlicher Faktor kdnnten die Auswirkungen von spezifischen Stressfaktoren
sein. Von grol3er Bedeutung konnte hierbei der biomechanischen Beanspruchung des Gewebes sein.
Pathohistologische Analysen charakterisierten Areale mit haufig auftretenden Atrophien des
myokardialen Gewebes im sogenannten Dysplasiedreieck (subtrikuspidal, apikal oder
rechtsventrikularer Ausflusstrakt) [Herren et al., 2009]. Eine besonders starke mechanische
Beanspruchung kdnnte daher bewirken, dass der postulierte Feedback-Mechanismus Uber die Zeit

den Verlust eines Allels nicht weiter kompensieren kann.
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Dariiber hinaus konnte als weiterer Stressfaktor die permanent in der Zelle ablaufende Degradation
der instabilen PKP2 Proteine einen negativen Einfluss ausiben, in dem sie in der Folge zu
intrazellularem ER-Stress fuhren kénnte und somit eine mdogliche Induktion von Apoptose bzw.
Nekrose initiiert. Eine Verifizierung dieser Hypothese steht jedoch noch aus. Ein weiteres Argument
fur den Einfluss eines Kompensationsmechanismus durch das gesunde PKP2 WT Allel ist die
Tatsache, dass rezessive Mutationen im PKP2 zur Naxos Erkrankung fuhren, die neben dem
kardialen Phanotypen vor allem durch anormale Phanotypen der Haare und der Haut charakterisiert
sind [Coonar et al, 1998]. Bei diesen rezessiven Mutationen ist der postulierte
Kompensationsmechanismus im Gegensatz zu den dominanten Mutationen im PKP2 nicht méglich,
aufgrund des Fehlens eines endogenen PKP2 WT Allels. Unter dem Aspekt, dass die dominanten
Mutationen im PKP2 zu einer kardial spezifischen Erkrankung fuhren, wird deutlich gezeigt, dass der
Verlust eines PKP2 Allels durch die weiteren Plakophiline PKP1 und PKP3, z.B. in Epithelzellen der
Haut, ebenfalls eindrucksvoll kompensiert werden kdnnen.

Zusammenfassend betrachtet, l&sst sich aus den detaillierten in vitro und in vivo Charakterisierungen
verschiedener Mutationstypen im PKP2 und der in vivo Analyse von humanem Patientenmaterial
weder der genetische Mechanismus der Haploinsuffizienz noch der dominant negativen Effekt in der
Pathogenese der ARVC eindeutig identifizieren. Basierend auf der Instabilitdt heterozygoter mutierter
PKP2 Proteine kann grundsétzlich von dem Verlust des betroffenen PKP2 Allels ausgegangen
werden. Der Einfluss weiterer intrazellularer Regulationsprozesse muss in weiteren Studien verifiziert

werden.

4.6 Vergleich von PKP2 zu anderen desmosomalen Proteinen

Die detaillierte Charakterisierung von unterschiedlichen ARVC-bedingenden PKP2 Mutationen
erbrachte unter Einbeziehung vorangegangener Studien die Erkenntnis einer einheitlichen Instabilitat
der resultierenden mutierten PKP2 Proteine [Joshi-Mukherjee et al., 2008; Hall et al., 2009]. Aufgrund
der Tatsache, dass PKP2 als haufigstes Krankheitsgen der ARVC identifiziert wurde, stellt sich die
Frage, ob ebenfalls Missense-Mutationen in den anderen ARVC-bedingenden desmosomalen
Proteinen ahnliche Charakteristika aufweisen. Die meisten Studien existieren zu ARVC-bedingenden
Mutationen in den desmosomalen Cadherinen. Sowohl Missense-Mutationen als auch
Deletionsmutationen im Desmoglein2 (DSG2) weisen zwar ebenfalls eine diffuse Lokalisation im
Zytoplasma auf, aber im Gegensatz zu PKP2 Mutationen, werden diese mutierten DSG2 Proteine
stabil exprimiert [Pilichou et al., 2009; Krusche et al., 2010]. Ahnliche Ergebnisse einer stabilen
Expression von mutierten Proteinen konnten in mehreren ARVC-assoziierten Missense-Mutationen im
Desmocollin 2 (DSC?2) analysiert werden [Beffagna et al., 2007; Gehmlich et al., 2010].

Neben den desmosomalen Cadherinen konnte eine stabile Proteinexpression von ARVC-assoziierten
Missense-Mutationen sowohl im Desmoplakin [Yang et al., 2006] als auch im Plakoglobin (JUP)
[Asimaki et al., 2007] nachgewiesen werden. Des Weiteren wurden neben diesen in vitro
Zellkulturexperimenten vor allem die desmosomalen Cadherine in transgenen Mausmodellen

untersucht.
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Die kardial spezifische Uberexpression von Mutationen im DSG2 und DSP fiihrte zu einem vorzeitigen
Tod der Versuchstiere und zeigte unter anderem eine verstérkte Fibrose im Myokard, die Entwicklung
einer dilatativen Kardiomyopathie und eine erhdhte ventrikulare Apoptose- bzw. Nekrose Rate [Yang
et al., 2006; Pilichou et al., 2009; Krusche et al., 2011]. Derartige Erkenntnisse konnten in dem in
dieser Arbeit generierten transgenen PKP2 Mausmodell derzeit unter basalen Bedingungen nicht
verifiziert werden. Ein wesentlicher Grund dafir liegt in der unterschiedlichen Stabilitat der mutierten
PKP2 Proteine, verglichen zu den anderen desmosomalen Proteinen. Aufgrund von in vitro und in vivo
Daten kann postuliert werden, dass ein GroR3teil der Missense-Mutationen in den desmosomalen
Proteinen DSC2, DSG2, JUP und DSP zu einem dominant negativen Effekt fuhrt, der einen direkten
negativen Einfluss auf zelluldare Prozesse nehmen kénnte. Der genaue Mechanismus dieser negativen
Einflussnahme ist derzeitig noch unklar. Im Gegensatz dazu nehmen ARVC-assoziierte Mutationen im
PKP2 eine gesonderte Stellung ein. Bisher identifizierte pathogene Missense-Mutationen flhren einzig
im PKP2 zu instabilen Proteinen und zum Verlust der mutierten heterozygoten Allele. Die Identifikation
eines einheitlichen genetischen sowie molekularen Mechanismus der ARVC fiur alle identifizierten
desmosomalen und nicht-desmosomalen Krankheitsgene ist aufgrund der differenziellen

molekulargenetischen Charakteristika eher unwahrscheinlich.

4.7 Auswirkungen des Verlustes von PKP2

Die in dieser Arbeit identifizierte Proteininstabilitat von pathogenen Mutationen im desmosomalen
PKP2 und dem daraus resultierenden Verlust der PKP2 Expression, fiihrte im Weiteren zu der Frage
nach den Konsequenzen eines Verlustes von PKP2 auf die zellulare Integritat sowie die Effekte auf
intrazellulare Signaltransduktionswege, speziell in kardialen Zellen. Als Modell fir die Analyse der
Auswirkungen des Verlustes von PKP2 wurde die siRNA vermittelte Suppression der PKP2
Expression in ausdifferenzierten neonatalen Rattenkardiomyozyten angewendet. Der signifikante
Verlust der PKP2 Expression in neonatalen Rattenkardiomyozyten entsprach, in Bezug auf die
Effektivitat der Suppression von ca. 90 % und einer Reinheit der isolierten Kardiomyozyten von fast
100 % den Ergebnissen friiherer Studien [Pieperhoff et al., 2008]. Die PKP2 defizienten
Kardiomyozyten wiesen unter basalen Bedingungen keine Veranderungen im adharenten Zellverband
auf. Die Expressionsanalysen sowohl der desmosomalen Cadherine DSC2 und DSG2 als auch des
ARM-Domaénen Proteins JUP zeigten keine signifikanten Unterschiede, im Vergleich zur Kontroll-
siRNA GAPDH. Im Gegensatz dazu, zeigte die Expression des desmosomalen Proteins DSP eine
auffallige Akkumulation im Zytoplasma der Zelle. Ahnliche Beobachtungen einer Delokalisation von
DSP in Folge eines Funktionsverlustes von PKP2 durch pathogene Mutationen konnte bereits in
dieser Arbeit in Co-Expressionsstudien im Zellkulturmodell identifiziert werden.

Diese Ergebnisse verifizieren, dass die DSP Lokalisation in der Zelle abhangig ist von der
Anwesenheit des funktionsfahigen PKP2 Proteins. Frihere Studien in Epithelzellen postulierten
bereits, dass PKP2 eine essentielle Rolle bei der Etablierung von Desmosomen als Komponente
eines Komplexes spielt, welcher aus DSP-PKP2-Protein Kinase Ca (PKCa) besteht und fir die

Integration von DSP in den desmosomalen Membrankomplex verantwortlich ist [Godsel et al., 2005].
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Es konnte des Weiteren gezeigt werden, dass sowohl in PKP2 defizienten als auch PKCa defizienten
Epithelzellen sich dieser Komplex auflost und aufgrund der ausbleibenden Phosphorylierung von DSP
durch PKCa, akkumuliert das unphosphorylierte DSP in der Zelle [Bass-Zubeck et al., 2008]. Dieser
beschriebene Komplex ist im Zytoplasma lokalisiert und PKP2 fungiert dabei als essentielles
Linkerprotein, um die Vermittlung der Interaktion zwischen der PKC und DSP zu initiieren [Wallis et al.,
2000]. Es wird postuliert, dass nachdem PKCo an DSP gebunden hat, die Kinase DSP an Position p-
S2849 phosphoryliert und DSP als Folge der Phosphorylierung in den Membrankomplex eingebaut
werden kann. Die Auflésung des Komplexes fiihrte zu einer gesteigerten Phosphorylierung anderer
Zielproteine von PKCoa. Diese Erkenntnisse aus Epithelzellen Gber die Existenz und die Bedeutung
dieses Komplexes fur die desmosomale Etablierung sollte durch diese Arbeit weiterfihrend in
kardialen Zellen verifiziert werden. Die Analyse der PKP2 defizienten neonatalen
Rattenkardiomyozyten resultierte, wie bereits beschrieben, zu einer Akkumulation von DSP im
Zytoplasma, jedoch fiihrte der Verlust von PKCa in kardialen Zellen zu keiner Veranderung in der
DSP Expression. Die Bedeutung der PKC Isoform PKCa in kardialen Zellen ist essentiell fur die
Regulation der Kontraktilitdat der Zelle [Bian et al., 1998]. PKCa vermittelt unter anderem die
Phosphorylierung des Inhibitorproteins p-I, welches Uber Phospholamban wiederum den Calciumkanal
des Sacroplasmatischen Retikulums (SR) SERCAZ2 reguliert. Aktivitatsdnderungen von PKCa kdnnten
daher zu erheblichen Stérungen der sensiblen kardialen Kontraktilitdt fihren und zu einer
Beeintrachtigung der kardialen Funktion beitragen [Braz et al., 2004]. Diese Aspekte kdnnten Griinde
dafir sein, dass in kardialen Zellen eine andere PKC Isoform an dem desmosomalen DSP-PKP2-PKC
Komplex beteiligt ist. Unter der Annahme der grundsétzlichen Existenz dieses Komplexes, unter
Beteiligung einer spezifischen PKC Isoform in Kardiomyozyten, wurde die ebenfalls kardial
bedeutsame PKC Isoform PKCe genauer untersucht. PKCe reguliert eine Vielzahl von
Strukturproteinen, Signalproteinen, wie z.B. Connexin 43, und ist beteiligt an diversen
Signaltransduktionswegen. Zahlreiche Experimente identifizierten nach Inhibition und siRNA
vermittelter Suppression der PKC Isoform PKCe eine Delokalisation von DSP von der Membran ins
Zytoplasma. Fur die weitere Verifizierung dieses kardial spezifischen Komplexes wurden diverse Co-
IPs in murinem Myokardgewebe durchgefiihrt. Die Co-IP von PKP2 bestatigte die Interaktion mit DSP
und der PKC Isoform PKCe. Die jeweiligen Co-IP der anderen beteiligten Mitglieder des Komplexes
DSP und PKCe wiesen jeweils die Interaktion mit den beiden anderen beteiligten Proteinen auf. Eine
Interaktion mit der PKC Isoform PKCa konnte in keiner Co-IP nachgewiesen werden. Die Spezifitat
der jeweiligen Interaktionen konnte durch die ausbleibenden Detektion von Kontrollproteinen minimiert
werden. Zusammenfassend zeigten die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente, dass die
Existenz des DSP-PKP2-PKC Komplexes in Kardiomyozyten verifiziert werden konnte.

Verglichen mit Epithelzellen konnten wir jedoch anstelle von PKCa die Beteiligung der PKC Isoform
PKCe¢ im kardialen desmosomalen Komplex identifizieren. Die Auflésung dieses Komplexes aufgrund
des Verlustes von PKP2 fiihrte neben der Akkumulation von DSP zu einer Freisetzung der PKCeg,
welche in der Folge in Lage waren, andere Zielproteine vermehrt zu phosphorylieren. In PKP2
defizienten Epithelzellen hatte die Auflésung des Aufbaukomplex eine Hyper-Phosphorylierung unter
anderem des PKCa Zielproteins a-Adducin und MARCKS zur Folge [Bass-Zubeck et al., 2008].
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Diese verstarkte Phosphorylierung der PKCa Substrate konnte jedoch in kardialen Zellen nicht
detektieren werden. Im Vergleich dazu wiesen PKP2-defiziente Kardiomyozyten eine verstarkte
Phosphorylierung der PKCe Zielproteine Cx43 und AKT auf. Diese Hyper-Phosphorylierung von PKCeg
Zielproteinen und die ausbleibende Phosphorylierung von PKCa. Zielproteinen bestéatigten erneut die

Beteiligung von PKCe an diesem Komplex zur desmosomalen Etablierung in Kardiomyozyten.

4.8 Protein Kinase Ce und die Hyper-Phosphorylierung spezifischer Substrate

Durch die erstmalige Identifikation von PKCe als spezifischer Interaktionspartner von DSP und PKP2
und der damit nachgewiesenen Beteiligung am DSP-PKP2-PKC Komplex der kardialen Desmosomen,
fuhrte zu der Frage nach der Bedeutung der PKCeg in Kardiomyozyten.

PKCe ist in der Myokardzelle an einer Vielzahl von Prozessen beteiligt, wie unter anderem an der
Regulationen der Gap Junctions, Modulation der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und
Interaktion mit Proteinen der Myofilamente [Newton et al., 2010]. In vitro und in vivo Studien in
Kardiomyozyten konnten zeigen, dass der Verlust von PKCe zu einer Aktivierung des p38
Signalweges fuhrt und eine gestdrte diastolische Funktion zur Folge hat [Klein et al., 2005]. Im
Gegensatz dazu resultierte die Uberexpression von PKCe zu einer dilatativen Kardiomyopathie
aufgrund von veranderter Phosphorylierung von Proteinen des Myofilamentes [Montgomery et al.,
2005]. Die in dieser Arbeit beschriebene Auflosung des desmosomalen DSP-PKP2-PKC Komplexes
durch den Verlust der PKP2 Expression fiihrte neben einer ausbleibenden DSP Phosphorylierung zu
einer Freisetzung von PKCe aus dem Komplex in das Zytoplasma. Bei dieser Freisetzung erhalt PKCe
das Potential, andere spezifische Substrate zu hyper-phosphorylieren [Newton et al., 2010].
Interessanterweise wurde nach Auflosung des Aufbaukomplexes in PKP2 defizienten neonatalen
Rattenkardiomyozyten die Lokalisation von PKCe vermehrt entlang der Zellmembran detektiert.

Ein in der Zellmembran vorkommendes PKCeg spezifisches Substrat ist das Gap Junction Protein
Cx43. Fruhere Arbeiten identifizieren eine direkte Phosphorylierung von Cx43 an S368 durch PKCeg in
Kardiomyozyten [Lampe et al., 2000; Palatinus et al., 2011]. Die Analyse dieser PKCe spezifischen
Phosphorylierungsstelle an S368 des Cx43 zeigte nach Verlust der PKP2 Expression eine deutlich
verstarkte Phosphorylierung. Weitere Phosphorylierungsstellen, wie zum Beispiel an Serin 262, die
nicht primar von PKCe phosphoryliet werden, zeigten keine Veradnderung des
Phosphorylierungsstatus. Diese Beobachtungen zeigten erstmals eine erhthte Cx43 Expression,
resultierend durch eine Hyper-Phosphorylierung des PKCe spezifischen Zielproteins Cx43 in
ausdifferenzierten PKP2 defizienten Kardiomyozyten.

In friiheren Studien fuhrte, abweichend von den zugrundeliegenden Ergebnissen, der Verlust der
PKP2 Expression in kardialen Zelllinien hingegen zu einer verringerten Expression der gesamten
Cx43 Expression und beeintrachtige die Cx43 vermittelte Zell-Zell Kommunikation [Oxford et al., 2007;
Fidler et al., 2009; Gehmlich et al., 2011; Sato et al., 2009]. Im Unterschied zu den aufgefiihrten
Studien wurde der Verlust der PKP2 Expression erst nach vollstandiger Ausdifferenzierung der

neonatalen Kardiomyozyten induziert, in der keine Proliferation mehr stattfindet.
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Eine weiterfuhrende Analyse der Cx43 Expression ist bekanntermafRen sehr komplex, da das Cx43
Protein eine sehr kurze Halbwertzeit besitzt und sich daher die Gap Junction Komplexe in einem
andauernden Auf- und Abbauprozess befinden, der in Abhangigkeit von unterschiedlichen
Bedingungen variabel sein kann [Severs et al., 2008; Ai et al., 2010; Imanaga et al., 2010; Dunn et al.,
2012]. Darlber hinaus stellt die Phosphorylierung von Connexin43 einen Schliisselmechanismus fir
die Regulation der Gap Junction Kommunikation dar. Die PKCe spezifische Phosphorylierungsstelle
des Cx43 an S368 ist uUberwiegend an der Zellmembran lokalisiert und bewirkt bei Hyper-
Phosphorylierung einen Anstieg der gesamt Cx43 Expression, bevor ein negativer Feedback-
Mechanismus eingeleitet wird, der die Cx43 Expression stark verringert [Doble et al., 2001]. Unsere in
vitro Ergebnisse korrelierten interessanterweise mit unseren in vivo Daten der Patientenbiopsie 111-1, in
der wir ebenfalls eine gesteigerte Expression von phosphoryliertem Cx43 am Serin 368 detektierten
konnten, wobei das Level an totalem Cx43 Expression unveréndert blieb. Die Tatsache allerdings,
dass die Biopsie eine unveranderten Menge der PKP2 Expression aufweist, lasst die Frage offen, ob
und wie das mutierte Protein oder der Verlust von PKP2 einen Einfluss auf den desmosomalen DSP-
PKP2-PKCe¢ -Komplex und die Cx43 Phosphorylierung in vivo einnimmt. Die in dieser Arbeit ebenfalls
analysierte Autopsie des Patienten 1I-1 demonstrierte hingegen eine fortschreitende Cx43 Reduktion.
Jedoch ist nicht eindeutig aufzuklaren, ob derartige Veranderungen der Gap Junction Proteine in
einem 76 Jahre alten Patienten mit einer Anamnese anderer kardialer Beschwerden auf eine ARVC
bedingende Cx43 Reduktion zurtickzufiihren ist. Inwiefern dieser verdnderte Phosphorylierungsstatus
einen Einfluss auf die Induktion mdglicher auftretender Arrhythmien sein kénnte und Auswirkungen
auf die Pathogenese der ARVC haben kénnte, kann erst durch weiterfiilhrende elektrophysiologische

Studien detaillierter analysiert werden [Chu et al., 2010].

4.9 Regulation des B-catenin Signalweges

Die Freisetzung von PKCe aus dem kardialen desmosomalen DSP-PKP2-PKCe Komplex als Folge
des Verlustes der PKP2 Expression fuihrte neben der Hyper-Phosphorylierung von Cx43 (S368) des
Weiteren zu einer erhdhten Phosphorylierung des PKCe spezifischen Substrates Protein Kinase
B/AKT (AKT) an Position S473 [Zhang et al., 2005]. Sowohl in PKP2 defizienten Kardiomyozyten als
auch HL-1 Zellen konnte eine deutlich verstarkte Phosphorylierung von AKT detektiert werden. Die
durch Phosphorylierung aktvierte Kinase AKT wirkt u.a. regulierend in Prozesse der Proliferation, der
Zellviabilitdt und der kardiovaskularen Homoostase [Fulton et al., 1999]. Ahnliche Beobachtungen
einer erhohten kardialen AKT Phosphorylierung nach Verlust eines desmosomalen Proteins konnten
in adulten homozygoten JUP Knockout Mausen gezeigt werden [Li et al., 2011].

Der Verlust des kardialen JUP Proteins fihrte neben einem progressiven Verlust von Kardiomyozyten
und dem Auftreten massiver Fibrose zu einer Stabilisierung des JUP homologen Proteins B-catenin
und einer Aktivierung des Wnt/B-catenin unabhéngigen Signalweges. Friuhere Studien postulierten
bereits eine Verédnderung des B-catenin Signalweges in der Pathogenese der ARVC [Garcia-Gras et
al., 2006]. Der Verlust der DSP Expression in vitro und im Knockout (KO) Mausmodell zeigte, dass der

Verlust von DSP zu einer Delokalisation von JUP in den Zellkern fihrte.
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Diese Akkumulation von JUP im Nukleus resultierte in einer kompetitiven Interaktion mit -catenin um
die Bindung an dem Transkriptionsfaktorkomplex LEF (lymphoid enhancer factor-1)/ TCF (T-cell
factor) [Hecht et al., 1999]. Diese Suppression des Wnt/B-catenin-abhangigen Signalweges durch die
LEF/TCF spezifischen Zielgene bewirkt eine verstarkte Induktion von Adipogenese, Fibrose und
Apoptose [Zhurinsky et al., 2000]. Die in dieser Arbeit untersuchten Auswirkungen des Verlustes der
PKP2 Expression in kardialen Zellen detektierten jedoch keine Translokation von JUP in den Nukleus.
Die Analyse des B-catenin/LEF/TCF Signalweges zeigte hingegen eine verstéarkte Expression von (-
catenin und eine erhdhte Expression der LEF/TCF Zielgene c-myc und CyclinD. Diese Ergebnisse
korrelieren mit den Daten des JUP KO. Der Verlust der JUP Expression im KO-Mausmodell fiihrte zu
einer Stabilisierung des zytoplasmatischen p-catenin und einer damit resultierenden hoéheren
Transkriptionsaktivitat. Diese B-catenin  Stabilisierung erfolgte durch die ausbleibende
Phosphorylierung von B-catenin durch die verantwortliche Kinase GSK3, die ihrerseits aufgrund einer
verstarkten Phosphorylierung durch AKT inaktiviert wurde [Kaidanovich et al., 2011; Cross et al.,
1995]. Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, resultiert die Aktivierung von AKT in
PKP2 defizienten Kardiomyozyten aus der verstarkten Phosphorylierung durch PKCe. Eine vermehrte
Aktivierung von AKT vermittelt dartiber hinaus eine direkte Phosphorylierung von p-catenin an Position
S552 und bewirkt eine Dissoziation von der Zellmembran in das Zytoplasma sowie in den Kern [Fang
et al., 2007]. Sowohl in PKP2 als auch in JUP defizienten Kardiomyozyten transloziert das stabilisierte
unphosphorylierte B-catenin in den Nukleus und bindet an die Transkriptionsfaktoren LEF/TCF. Die
Interaktion von p-catenin mit LEF/TCF fihrte zu einer verstarkten Induktion der Expression
spezifischer  Zielgene wie u.a. c¢c-myc und CyclinD. Interessanterweise ergaben
Immunofluoreszenzanalysen der humanen Biopsie des Probanden llI-1 ebenfalls ein relativ stark
erhdhtes c-myc Signal im Vergleich zur verwendeten Kontrolle. Diese auf eine Probandenprobe
limitierte Beobachtung kénnte dennoch einen Hinweis darauf geben, dass das mutierte PKP2 Allel,
trotz der insgesamt quantitativ unveranderten PKP2 Expression, zu einer Beeinflussung intrazellularer
Signalwege beitragt, welche zur Aktivierung des LEF/TCF/B-catenin fihrt.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die unterschiedliche Regulation des [-catenin
Signalweges in Abhangigkeit vom desmosomalen Protein differenziert zu betrachten ist. Der Verlust
von DSP fihrte zu einer Suppression des p-catenin Signalweges, wohingegen die ARM-
Wiederholungsproteine PKP2 und JUP eine Aktivierung des p-catenin Signalweges bewirkten. Diese
Erkenntnisse lassen darauf schlieBen, dass eventuell mehrere unterschiedliche Faktoren auf die
Pathogenese der ARVC einwirken. Die starkeren Auswirkungen des Verlustes von JUP auf den f-
catenin Signalweg und andere zellulare Prozesse im Gegensatz zu PKP2 defizienten Zellen lasst sich
zum einen damit begriinden, dass in JUP defizienten Zellen stabilisiertes p-catenin ohne kompetitive
Hemmung durch JUP an die Transkriptionsfaktoren LEF/TCF binden kann und dadurch eine starkere
Zielgen Expression hervorgerufen wird. Zum anderen unterliegt ein direkter Vergleich zwischen in vivo
und in vitro Studien vielen Limitationen. Nichtsdestotrotz bewirkt der Verlust von JUP und PKP2 eine
erhdhte Expression der LEF/TCF Zielgene, welche zu einer verstarkten Hypertrophie, gesteigertem
Zellwachstum und vermehrter Zellmigration fihrt, welches eine gleichzeitige bedingte Schwéachung
der Zelladhérenz bewirkt [Chen et al., 2006; Haq et al., 2003].
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4.10 Auswirkungen des Verlustes von PKP2 auf die zellulare Integritat

Desmosomen etablieren vorrangig die zellulare Integritdt unterschiedlicher Zelltypen, wie z.B.
Epithelzellen oder Kardiomyozyten, die gewissen internen oder externen Beanspruchungen
ausgesetzt sind. Desmosome wirken Belastungen wie Druck, Zug oder Dehnung protektiv entgegen.
Genetische oder molekulare Veranderungen im desmosomalen Komplex (DSG2, DSC2, JUP, PKP2
und DSP) fuhren zu einer Minderung der zellularen Integritéat [Getsios et al., 2004; Garrod et al., 2005;
Green et al., 2007; Garrod et al., 2008].

Die in dieser Arbeit analysierten ARVC-assoziierten Mutationen im PKP2 fiihrten zu instabilen PKP2
Proteinen, die funktionell und strukturell entarteten. Diese Instabilitat der PKP2 Mutationen resultierte
im Verlust des PKP2 Proteins. Uberexpressionsanalysen dieser pathogenen PKP2 Mutationen im
Zellkulturmodell als auch im Tiermodell fiihrten jedoch zu keiner signifikanten Veranderung der Zell-
Zellkontakte bzw. der zelluldren Integritat. Ein wesentlicher Grund koénnte die Uberexpression der
pathogenen Mutation in einem genetischen Hintergrund von zwei endogenen funktionsfahigen PKP2-
WT Allelen sein. Diese funktionsfahigen PKP2 Allele kompensierten mdgliche Effekte, die die
pathogene PKP2 Mutation auslésen kdnnte. Um die spezifischen Auswirkungen des Verlustes der
PKP2 Expression auf die zelluldre Integritdt genauer zu analysieren, wurde die PKP2 Expression
durch siRNA in Kardiomyozyten sowie Epithelzellen supprimiert. Der nahezu vollstandige Verlust der
PKP2 Expression fuhrte unter basalen Bedingungen sowohl in verschieden Epithelzellen als auch in
isolierten neonatalen Rattenkardiomyozyten zu keiner signifikanten Veranderung der zellularen
Integritat bzw. zu einer vermehrten Aufldsung vorhandener Zell-Zellkontakte. Die essentielle
Bedeutung von PKP2 bei der Aufrechterhaltung der zellularen Integritat konnte bereits in der frihen
Entwicklung im homozygoten PKP2 KO Mausmodell demonstriert werden [Grossmann et al., 2004]
Der Verlust von PKP2 fihrte bereits im frihen Embryonalstadium an Tag 10.75 zum Tod des
Embryos. Da es sich bei ARVC-bedingten PKP2 Mutationen jedoch um heterozygot dominante
Mutationen handelt und die Pravalenz bzw. die Symptome der ARVC erst im jungen erwachsenen
Alter zum Vorschein treten, haben die pathogenen PKP2 Mutationen nachweislich keinen priméar
negativen Effekt in der embryonalen und postnatalen Entwicklung. Die mdglichen Auswirkungen des
mutierten Allels kénnen somit Uber einen langen Zeitraum der Entwicklung von dem endogen intakten
Allel kompensiert werden. Ein wesentlicher Pradiktor fir den eintretenden Verlust der zellularen
Integritat konnte daher die Einwirkungen von endogenem oder exogenem erzeugten Stress auf die
Zelle sein.

In PKP2 defizienten Zellen im Zellkulturexperimente wirkt per se ein relativ geringes Maf3 an Stress
auf die Zellen ein. Der Verlust der PKP2 Expression und die damit verbundene Schwéachung des
desmosomalen Komplexes kdénnte unter den gegebenen zellularen Bedingungen entweder durch das
Linkerprotein JUP oder die Adherens Junctions kompensiert werden. Jedoch fiihrte die Austibung von
passivem Stress, in Form des Ablésens der adharenten Zellen von der Oberflache mittels Dispase
und anschlieBendem definierten mechanischen Schitteln in PKP2 defizienten epithelialen A431
Zellen, zu einer signifikanten Vereinzelung der Zellen im Vergleich zur Kontrolle. Der induzierte
exogene Stress konnte folglich nicht mehr von den PKP2 defizienten Zellen kompensiert werden und

resultierte in einem Verlust der zellulare Integritat, welche eine Zellvereinzelung zur Folge hatte.
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Diese Erkenntnisse verdeutlichen die essentielle Bedeutung der PKP2 Expression fir die
Aufrechterhaltung der desmosomalen Struktur, welche notwendig sind, um biomechanischen
Stressfaktoren entgegen wirken zu kénnen bzw. zu kompensieren. Frihere Publikationen konnten
vergleichbare Beobachtungen bei dem Verlust der PKP1 Expression bzw. bei stabilen mutierten JUP
Expression demonstrieren [South et al., 2003; Huang et al., 2008].

Des Weiteren konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass in ausdifferenzierten PKP2
defizienten neonatalen Rattenkardiomyozyten die Migration signifikant erhéht war, im Vergleich zur
Kontrolle. Die gesteigert Migration resultiert aus der verminderte Adhasion der Zell-Zellkontakte nach
dem Verlust der PKP2 Expression. Diese Beobachtungen korrelieren mit den Erkenntnissen dieser
Arbeit, dass der Verlust der PKP2 Expression zu einer Aktivierung des LEF/TCF/B-catenin
Signalkaskade fiihrte und die starkere Expression von c-myc und CyclinD zur Folge hatte, welche
einen aktivierenden Einfluss auf die Zellmigration ausiiben. Zusammenfassend konnte gezeigt
werden, dass die Einwirkungen von passiven mechanischen Stressfaktoren im PKP2 defizienten
Zellkulturmodell zu einer deutlichen Minderung der zellularen Integritat fihrt. Diese artifiziellen
passiven Stressfaktoren sind jedoch mit den physiologischen Bedingungen, die auf den einzelnen
Kardiomyozyten wirken nicht vergleichbar. Unter physiologischen Bedingungen unterliegen
Kardiomyozyten einer stdndigen mechanischen Zugbelastung aufgrund der permanenten Kontraktion
des gesamten Herzmuskels. Diese biomechanische Beanspruchung wirkt sich dariiber hinaus zum
einen auf die elektrische Kommunikation aus und zum anderen wirkt sie regulierend auf intrazellulare
Signalwegen [Yamada et al.,, 2005; Michaelson et al., 2012]. Inwiefern der Verlust der zellularen
Integritat in PKP2 defizienten Zellen einen Einfluss auf diese Mechanotransduktion ausiibt ist bislang
unbekannt. Um diesen physiologischen Stressfaktor auf den kardialen Zellkulturansatz zu tbertragen,
etablierten wir ein mechanisches Stressmodel, bei dem neonatalen Rattenkardiomyozyten auf eine
flexible Silikonoberflaiche ausgesét wurden, die dann Uber ein computergesteuertes Vakuumsystem
definierter Zugbelastungen Uber die Zeit ausgesetzt werden [Hornberger et al., 2005; Salameh et al.,
2010]. Erste Vorversuche dieser Applikation von mechanischem Stress auf PKP2 defiziente
Kardiomyozyten Uber einen Zeitraum von 48 h zeigten zwar keinen signifikanten Verlust der zellularen
Integritét, jedoch konnte neben einer verstarkter Delokalisation von DSP in das Zytoplasma eine
verminderte Expression der desmosomalen Cadherine detektiert werden. Diese Form der aktiven
Stressapplikation bietet erstmals die Moglichkeit auf molekularer Ebene die Auswirkungen von
mechanischem Stress auf die kardialen Desmosomen im Zellkulturansatz zu untersuchen.

Technische Optimierung und weiterfihrende Analysen werden notwendig sein, um detaillierte
Aussagen Uber den Einfluss der verminderten zelluldaren Integritdt in PKP2 defizienten

Kardiomyozyten auf die Pathogenese der ARVC machen zu kénnen.
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4.11 Limitationen verwendeter Modelle

Fur die Charakterisierung pathogener Mutationen im PKP2 und deren Einfluss auf die komplexe
Pathogenese der ARVC wurden in dieser Arbeit verschiedene in vitro und in vivo Modelle verwendet,
die jeweils spezifischen Limitationen unterliegen:

Die Erkenntnisse der analysierten Gewebeproben von ARVC diagnostizierten PKP2 Mutationstragern
(p.C796R) kennzeichnen jeweils einen limitierten Einzelfall und kénnen daher nicht als allgemein
gultig angesehen werden. Dennoch ist die Bedeutung der Analyse solcher wertvollen Biopsien
unabdingbar fiur die Aufklarung der Pathogenese der ARVC. Weitere Analysen von PKP2
Mutationstragern dieser analysierten Familie bzw. anderer Familien sind fur eine Verifizierung der
identifizierten Erkenntnisse notwendig.

Die strukturelle Charakterisierung der PKP2 Mutationen konnte aufgrund von bereits bekannten
Stabilitatsproblemen nicht an der vollstdndigen Sequenz der PKP2 in E.coli durchgefihrt werden,
sondern beschrankte sich auf die stabil exprimierten Arm Doméanen des PKP2. Die zu analysierenden
pathogenen Mutationen und Varianten waren jedoch alle in den Arm-Wiederholungsdoméanen des
PKP2 lokalisiert und es konnte daher die spezifischen Auswirkungen auf die Proteinfaltung und
Stabilitat erstmals untersucht werden.

Die Ubertragung von zellularen Vorgangen im myokardialen Gewebe in ein Zellkulturmodell unterliegt
mehreren Limitationen: Die geeignetste sekundare kardiale Zelllinie sind HL-1 Zellen, die aufgrund
ihres Expressionsprofils und der spontanen rhythmischen Kontraktilitdt dem endogenen
Kardiomyozyten physiologisch und funktionell sehr ahnlich sind. HL-1 Zellen entstammen einem
arteriellen Mauskarzinom und unterscheiden sich in ihrer Morphologie deutlich von primaren bzw.
adulten Kardiomyozyten. Aufgrund der starken Zell-Zellverbindungen der HL-1 Zellen sowie der festen
Adhésion an die Oberflache eignet sich diese Zelllinie nicht, um die Auswirkungen auf die zellulare
Integritét untersuchen zu kénnen.

Neben den kardialen HL-1 Zellen wurden in dieser Arbeit primare neonatale Rattenkardiomyoyzten als
weiteres kardial spezifisches Zellkulturmodell verwendet. Neonatale Kardiomyozyten zeichnen sich im
Gegensatz zu adulten Kardiomyozyten vor allem durch die Aktivierungen von postnataler
Genexpression und Proliferationsprogrammen aus, die mogliche Auswirkungen des Verlustes der
PKP2 Expression beeinflussen kénnten. In dieser Arbeit wurde darauf Wert gelegt, dass vor siRNA
Behandlung die neonatalen Rattenkardiomyoyzten sich mindestens drei Tage in Kultur befanden, um
mdglichst ausdifferenzierte Kardiomyozyten zu analysieren. Die Verwendung von isolierten adulten
Mauskardiomyozyten ermdglicht eine detaillierte physiologische Charakterisierung des adulten
kardialen Gewebes. Die Limitationen der isolierten adulten Kardiomyozyten liegen vor allem in der
Zellvereinzelung, so dass die Auswirkungen auf die Zell-Zellkontakte nicht analysiert werden kénnen.
Des Weiteren kénnen Uberexpressionsstudien nur durch virale Transfektion erreicht werden.

Aufgrund der kurzen Uberlebenszeit in der Zellkultur eignen sich adulte Mauskardiomyozyten nur fir
eine Analyse eines sehr kurzen Betrachtungszeitraums. Allen kardialen Zellmodellen gemeinsam ist
die Tatsache, dass sie nicht die endogene physiologische Situation im kardialen Gewebe abbilden.

Bei den verwendeten kardialen Modellen handelt es sich primar um reine Kardiomyozytenkulturen.
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Das kardiale Gewebe setzt jedoch aus einer Vielzahl von verschiedenen Zelltypen zusammen. Neben
den Myozyten besteht das Herz aus kardialen Fibroblasten, Endothelzellen und glatten
GefaBmuskelzellen. Die Zusammensetzung konnte fiir das Rattenherz mit einem Verhaltnis von 30 %
kardialen Myozyten zu 70 % Nicht-Myozyten beschrieben werden [Souders et al., 2009]. Eine
besondere Bedeutung fir die interzellulare Kommunikation spielt dabei die dynamische Interaktion
zwischen Kardiomyozyten, Fibroblasten und der Extrazellularen Matrix (ECM) [Banerjee et al., 2006].
In allen angewandten Zellkulturmodellen dieser Arbeit konnten Auswirkungen auf diesen
Interaktionskomplex nicht mit einbezogen werden.

Mit dem generieten transgenen PKP2 Mausmodell konnte erstmals die humane ARVC-assoziierte
Missense-Mutation im PKP2 kardial spezifisch in vivo Uberexprimiert werden. Als Limitation dieses
Systems ist anzumerken, dass die Uberexpression der PKP2 Mutation im endogen genetischen
Hintergrund zweier intakter muriner PKP2 Allele stattfindet, die mdglicherweise die Auswirkungen der

PKP2 Mutation auf zellulare Prozesse bzw. auf die zellulare Integritdt kompensieren kénnten.

4.12 Ausblick

Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse geben zum ersten Mal Einblicke in die Auswirkungen von
ARVC-verursachenden PKP2 Mutationen und deren mdgliche Einflisse in die Pathogenese der
ARVC. Diese Erkenntnisse erdffnen eine Reihe von Fragestellungen fir weiterfihrende Arbeiten.
Diese erstrecken sich Uber alle hier behandelten Themengebiete, von dem spezifischen
Proteinabbauprozess der mutierten PKP2 Proteine Uber die Folgen des Verlustes der PKP2

Proteinexpression bis hin zur Charakterisierung des transgenen PKP2-C796R Phé&notyps.

1) Fuor die weitere Charakterisierung der Auswirkungen von pathogenen PKP2 Mutationen auf die
Proteinfaltung und Proteinstruktur werden post-translationale Modifikationen der PKP2 Sequenz
dabei helfen, die Kristallisierung eines vollstdandigen PKP2 Proteins zu ermdglichen. Vor allem die
Identifikation des strukturellen Aufbaus der N-terminalen Domé&nen des PKP2 wird neue

funktionelle Erkenntnisse der Interaktion von PKP2 ermdglichen.

2) Es ist von besonderem Interesse, den spezifischen Calpain-vermittelten Abbauprozess der
instabilen mutierten PKP2 Proteine durch weitere funktionelle Assays und Interaktionsanalysen
naher zu verifizieren. Des Weiteren muss die Beteiligung weiterer Degradationsprozesse in den
Abbau des mutierten PKP2 Proteins untersucht werden. Ebenso ist die mdgliche Induktion von
ER-Stress durch die andauernde Degradation der mutierten PKP2 Proteine bzw. der aktivierter

Calpain Proteasen detailliert durch Expressionsstudien in vitro und in vivo zu ermitteln.

3) Der kardiale Verlust der PKP2 Expression demonstrierte die Auflosung des DSP-PKP2-PKCg
Komplexes und fihrte zur Hyper-Phosphorylierung der PKCe spezifischen Substrate Cx43 und
AKT. Inwieweit weitere PKCe Substrate einer verstarkten Phosphorylierung unterliegen, muss in

weiterfihrenden Expressionsanalysen charakterisiert werden.
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4)

5)

Des Weiteren ist es notwendig durch elektrophysiologische Experimente aufzuklaren, ob die
Modulation der Cx43 Phosphorylierung einen Einfluss auf die Induktion von Arrhythmien ausibt.
Ferner kénnte die beobachtete Aktivierung des LEF/TCF/B-catenin Signalweges in Folge der
Phosphorylierung von AKT durch Reportersysteme wie u.a. dem Luziferase-basierten
TOP/FOPflash Assay verifiziert werden. Zusatzlich ist es von grof3em Interesse, durch microarray-
Experimente bzw. real-time PCR Assays von PKP2 defizienten Kardiomyozyten die Regulation

weiterer Sighalwege zu identifizieren und naher zu charakterisieren.

Die Bedeutung des Verlustes der PKP2 Expression auf die zellulare Integritdt konnten in ersten
Vorversuchen durch die Einwirkung von biomechanischem Stress auf die Zellen verdeutlicht
werden. Weiterfilhrende Optimierung des FLEXCELL System wird erforderlich sein, um die
zellularen Veranderungen im Zuge der mechanischen Beanspruchung in PKP2 defizienten
Kardiomyozyten zu analysieren und mogliche Veradnderungen der zellularen Integritat und
Mechanotransduktion zu ermitteln. Als weiteres vielversprechendes Modell zur Ubertragung der
physiologischen Bedingungen des Herzens in das Zellkulturmodell gilt das Tissue Engineering
[Domian et al., 2009]. Dieses Modell erméglicht es die Interaktion zwischen Kardiomyozyten,
Fibroblasten und der ECM gezielt nachzubilden und deren Auswirkungen auf die Einwirkung von

biomechanischem Stress zu analysieren.

Fur die weitere Aufklarung des molekularen Mechanismus der ARVC ist die Analyse geeigneter
Tiermodelle von entscheidender Bedeutung. Erstmals wurde in dieser Arbeit ein kardial
spezifisches transgenes PKP2 Mausmodell geniert, welches die Mdglichkeit der Charakterisierung
einer ARVC-assoziierten PKP2 Mutation in vivo bietet. Weiterfuhrende Studien werden sich mit
der detaillierten Aufklarung des Phéanotyps der transgenen PKP2 Mutation (p.C796R) sowie des
PKP2-WT auf histologischer, molekularer und funktioneller Ebene befassen. Ferner werden die
Auswirkungen der Induktion der transgenen PKP2 Mutante in unterschiedlichen Stadien der
Entwicklung untersucht. Erste Untersuchungen ergaben, dass die Expression der PKP2 Mutation
p.C796R keinen signifikanten Einfluss auf das Mausmodell ausibte. Interessanterweise fuhrt der
Verlust eines PKP2 Alleles im heterozygoten PKP2 KO Mausmodell unter basalen Bedingungen
weder zu einer erhghten Letalitat noch zu anderen phéanotypischen Veranderungen [Grossmann,
2005]. Der Verlust einer einzigen Kopie von PKP2 fiihrt per se daher nicht zu einem Verlust der
zellularen Integritédt und zur Entstehung eines ARVC &hnlichen Phénotyps. Im Vergleich dazu
konnten frilhe Studien zeigen, dass der vollstdndige Verlust von PKP2 im klassischen
homozygoten KO Mausmodell zur embryonalen Letalitat fihrte [Grossmann et al., 2004]. Das
weiterfihrende Modell eines kardial-spezifischen homozygoten induzierbaren KO Mausmodell
wurde parallel zu dieser Arbeit ebenfalls in der Arbeitsgruppe Herrn Professor Dr. Ludwig
Thierfelder generiert und ph&notypisiert. Erste unveroffentlichte Daten zeigen eine erhohte
Sterblichkeit nach Induktion der Deletion der beiden PKP2 Allele. Ein interessantes
Kooperationsprojekt wirde die Kreuzung des induzierbaren homozygoten PKP2 KO Modells mit
dem induzierbaren transgenen PKP2-WT bzw. PKP2-C796R Modell darstellen.
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Die entstehenden Mausmodelle kdnnten zum einen zeigen, inwiefern der letale homozygote PKP2
KO durch die Uberexpression des transgenen PKP2-WT gerettet werden kénnte und zum
anderen, ob dieser rettende Effekt durch die PKP2 p.C796R Mutation funktionell nicht vermittelt
wird. Fur die weitere detaillierte Charakterisierung des molekularen Mechanismus der ARVC
wirde jedoch ein sehr vielversprechendes Mausmodell durch die Kreuzung des heterozygoten
PKP2 KO Modells mit dem transgenen PKP2 p.C796R Mausmodell entstehen. Dieses Modell
wirde sowohl eine intakte PKP2 Kopie als auch eine Kopie der dominanten ARVC-
verursachenden PKP2-C796R Mutation beinhalten und damit erstmals den realen genetischen
Hintergrund eines humanen ARVC-diagnostizierten Mutationstragers im Tiermodell darstellen
kénnen. Mit Hilfe dieses Modells kdnnten detailliert die Auswirkungen einer instabilen PKP2
Missens-Mutation auf zellulare Prozesse sowie auf die zellulére Integritat in vivo beschrieben

werden und neue Erkenntnisse in der Pathogenese der ARVC gewonnen werden.
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5. Material und Methoden

5.1 Materialien

5.1.1 Materialien und Gerate

Materialien / Geréate

Firma

p-Dish

IBIDI GmbH, Minchen, Deutschland

Bakterieninkubator Innova 4200

New Brunswick Scientific, Edison, USA

Bioanalyser Typhoon FLA 7000

GE Healthcare, Fairfield, USA

Chirurgisches Besteck

FST, Bad Oeynhausen, Deutschland

Deckglaschen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Elektroporationskiivette IMM/100UI

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Eppendorf Tischzentrifuge 5415 D

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Feinwaage CA770

Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern,
Deutschland

Film Entwickler

FujiFilm Europe GmbH, Dusseldorf, Deutschland

Filme flir ECL Detektion CL-XPosure Film

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

FluostarOPTIMA

BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland

Geldokumentation GelDoc 2000

BioRad, Hercules, USA

Gelelektrophoresekammern

Hoefer, Holliston, USA

Gellaufkammer Mini-PROTEAN 3-Cell

BioRad, Hercules, USA

Geltrockner SLAB GelDryer SE 1160

Hoefer, Holliston, USA

Gene Pulser Elektroporation

BioRad, Hercules, USA

Glaswaren

Schott AG, Mainz, Deutschland

Heizblock

neolLab Migge, Heidelberg, Deutschland

HisTrap FF-crude Saule

GE Healthcare, Fairfield, USA

Homogenisator Precellys 24

pegLab Biotechnology, Wilmingon, USA

Horizontalschittler GFL 3016

GFL GmbH, Burgwedel, Deutschland

Hybridisierungsofen OV1

Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland

iCycler iQ5 Multicolor Real-Time PCR
Detection System

BioRad, Hercules, USA

Kamera DFC 420 fur DMIL Lichtmikroskop

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Konfokales Laser Scanning Mikroskop SP5

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Kryo-Einbettkassetten

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Kryostat Leica CM 1950

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Lichtmikroskop invers DMIL

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Microtom Leica RM 2155

Leica Microsystems GmbH, Wetzler,
Deutschland

Mikrowelle

Bosch, Gerlingen-Schillerhéhe, Deutschland
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Mini Trans-Blot Cell

BioRad, Hercules, USA

Mini-Protean 3 Elektrophorese

BioRad, Hercules, USA

NanoDrop Spektrophotometer ND-1000

pegLab Biotechnology, Wilmingon, USA

Neubauer Zahlkammer

Paul Marienfeld, Lauda-Konigshofen,
Deutschland

Nitrozellulose Membran Hybond ECL

GE Healthcare, Fairfield, USA

Nylon Sieb 200uM

neolLab Migge, Heidelberg, Deutschland

Objekttrager SuperFrost Plus

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig,
Deutschland

Octal Bio Amp ML 138 und PowerLab

ADInstruments GmbH, Spechbach, Deutschland

Optima L100K - SW 28 Rotor

Beckman Coulter, Fullerton, USA

Paraffineinbettung EC350-1
PCR Gefal3e

Microm, Walldorf, Deutschland
BRAND GmbH, GielRen, Deutschland

PCR-Thermocycler PTC-200

MJ Research, Hatboro, USA

PCR-Tube Zentrifuge Galaxy Mini

VWR, Darmstadt, Deutschland

Perfusions-Apparatur

Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten,
Deutschland

pH-Meter Calimatic pH-Meter 766

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

Phosphor Imager Platte fur Bioanalyser BAS-III

GE Healthcare, Fairfield, USA

Pipette (2, 10, 20, 100, 200, 1000 pl)

Gilson, Middleton, USA

Pipettenspitzen

VWR, Darmstadt, Deutschland

Plastikwaren

TPP, Berlin, Deutschland

Power Pac HC

BioRad, Hercules, USA

Reverse-Phase-Saule (Eksigent nano Ultra)

Eksigent, Dublin, USA

Rotator Select BioProducts, Edison, USA
Saranfolie DOW Chemical Company, Midland, USA
Scanner Canon, Krefeld, Deutschland

Schiittler ,Lab-Shaker*

Adolf Kiihner AG, Birsfelden, Schweiz

Sequenzierer 3100 Avant Genetic Analyzers

Applied Biosystems, Foster City, USA

Skalpelle

Braun, Kronberg, Deutschland

Sonifikator Sonoplus

Bandelin Electronics, Berlin, Deutschland

Sterilfilter 0,2 um

Satorius Biotech, Aubagne, Frankreich

Sterilwerkbank Hera Safe

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

Superdex 200 prep grade Saule (26 x 60)

GE Healthcare, Fairfield, USA

Taumler Schiittler Polymax 1040

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,

Thermomixer 5436

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Tischzentrifuge Zentrifuge 5415c

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland

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

Vortex Genie 2

Scientific Industries, Bohemia, USA
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Wasserbader

GFL GmbH, Burgwedel, Deutschland

Whatman Papier

GE Healthcare, Fairfield, USA

Zellkulturinkubator

BINDER GmbH, Tuttlingen, Deutschland

Zellscharber

VWR, Darmstadt, Deutschland

Zentrifuge (Zellkultur) Sigma 3K12

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

5.1.2 Chemikalien und GroRRenstandards

Chemikalien / GroBenstandards

Firma

3-MA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Aceton

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Agarose

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

ALLN

Peptides International, Louisville, USA

Ammoniumpersulfat

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Ampicillin

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Bacto Hefe Extrakt

Becton, Dickinson and Company, Sparks, USA

Bafilomycin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Benzonase

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

beta-Mercaptoethanol

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

BFA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

BigDye 3.1

Applied Biosystems, Foster City, USA

Bisindolylmaleimide (BIM)

BD Bioscience, Franklin Lakes, USA

Bovines Serum Albumin (BSA)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Bromphenolblau

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

CHAPS

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

DharmaFECT 1

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

Dioxycholinsédure (DOC)

Serva, Heidelberg, Deutschland

dNTP’s Fermentas International Inc., Burlington, Kanada

Doxycyclin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

ECL-L6sung GE Healthcare GmbH, Solingen, Deutschland

Ethanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Ethidiumbromid

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Serva, Heidelberg, Deutschland
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Generuler 100 bp Ladder

Fermentas International Inc., Burlington, Kanada

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,

Glukose Deutschland

Glycerin Serva, Heidelberg, Deutschland

Glycin BioRad, Hercules, USA

G0-6976, PKCa Inhibitor LC Laboratories, Woburn, USA

Harnstoff Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Heparin (2500 IE/5ml)

Ratiopharm, Ulm, Deutschland

HEPES (acide)

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

HiDi Formamid

Applied Biosystems, Foster City, USA

iCycler iQ™ Optical Tape

BioRad, Hercules, USA

iCyler Q™ PCR Plate

BioRad, Hercules, USA

Imidazol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Isopropanol

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Isopropyl-1-thio-D-galactopyranosid (IPTG)

Promega Corporation, Madison, USA

Kaliumchlorid

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Ketamin 10%

WDT, Garbsen, Deutschland

Komplett EDTA-freier Protease-Inhibitor
(Tabletten)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Lipofectamine

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

Magnesiumchlorid

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Magnesiumsulfat

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Malonséaure Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Methanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
MG132 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Milchpulver Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

myc-Agarose

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Natriumazid

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Natriumfluorid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Natriumhydrogencarbonat

MERCK KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydrogenphosphat

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Natriumorthovanadat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Normales Ziegenserum

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

NP40/Igepal CA-630

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

PageRuler Prestained Protein Ladder

Fermentas International Inc., Burlington, Kanada

Paraformaldehyd (PFA)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

PEG 3350

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland
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Pepton

Becton, Dickinson and Company, Sparks, USA

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Phosphate buffered saline (PBS)

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

PKC epsilon Inhibitor Peptid

Santa Cruz, Santa Cruz, USA

Polyethylenimine (PEI)

Cellntec, Bern, Schweiz

Prolong Gold Antifade Reagent mit/ohne DAPI

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

Protein A Sepharose

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Protein G Sepharose

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Sephadex

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Sucrose

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Tissue Tek O.C.T. Compound

Sakura, Northbrook, USA

Toluol

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Triton X-100

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

TRIzol Reagenz

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

Trypanblau, 0,4 %

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Tween 20

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Wasserstoffperoxid, 30 % (H,O,)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Xylazin 2 %

Ceva, Dusseldorf, Deutschland

Xylol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
ZLL Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
5.1.3 Enzyme

Enzym Firma

Alkalische Phosphatase

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Dispase Typ Il

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

DNase |

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

Kollagenase Typ I

Worthington Biochemical Corporation, Lakewood,
USA

Pancreatin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Pfu-DNA-Polymerase

Stratagene Europe, Amsterdam, Niederlande
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Proteinkinase K (30 U/mg)

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

Restriktionsenzyme

New England Biolabs Inc., Beverly, USA

RNase H

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

T4-DNA-Ligase

New England Biolabs Inc., Beverly, USA

Tag-DNA-Polymerase

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

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

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

5.1.4 Puffer und Lésungen

Puffer / Losungen

Zusammensetzung

1 % Ethidiumbromid

10 mg/ml Ethidiumbromid in ddH,O

1 % Gelatine

1 g/100ml Gelatine in ddH,0O, autoklavieren

10x ADS Puffer

34 g Natriumchlorid, 23,8 g HEPES (acide), 600
mg Natriumhydrogencarbonat, 2 g Kaliumchlorid,
5 g Glucose, 500 mg Magnesiumsulfat; auf 500
ml ddH,O auffillen, pH 7,5 mit NaOH einstellen.
Autoklavieren.

30 % Sucrose/PBS Loésung

0,3 g/ml Sucrose in PBS

Antikérperverdiinnungs-Lésung

1 %(v/iv) BSA, 0,1 % (v/v) TritonX-100, 0,05 %
(v/v) Tween 20, 0,5 % NaNs in PBS

APS-L6sung, 10 %

10 g Ammoniumpersulfat in 200 ml H,O

Bakterien-Lysis-Puffer

50 mM Natrium/Kalium Puffer, pH 7.5; 0.5 M
NaCl; 5 % Glycerol; 1 mM DTT; 0.1 % (w/v)
CHAPS; 0.1 mM PMFS, komplett EDTA-freier
Protease Inhibitor; Benzonase

Block-Puffer Immunfluoreszenz

5 9% (v/v) BSA, 0,01 %(v/v) Tween in PBS

Ca2+-freier Puffer

12 mM MgSOQOy; 1,2 M NaCl; 54 mM KCI; 400 mM
NaHCOs3;; 240 mM NaH,PO,; 5 mM Glukose;
10 mM Taurin in H,O; sterilfiltrieren

Co-IP-Lysis Puffer

20 mM Hepes pH 7,4; 50 mM NaCl; 1 mM EDTA,;
2 mM EGTA; 1 % (v/v) Triton X100; 0,5 % (v/v)
NP40 pH 9.0

DEPC-H,0

0,1 % (v/v) DEPC in H,O uber Nacht bei 37 °C,
autoklavieren

DNA-GréRenstandard

1 Vol 100bp DNA Ladder;
1 Vol 10x DNA-Probenpuffer; 8 Vol H,O

Ethidiumbromid-L6sung

10 mg/ml Ethidiumbromid in H,O

Genotypisierung-Lysis-Puffer

LB-Agar

50 mM Tris-HCI pH 8,0; 50 mM EDTA pH 8,0;
100 mM NacCl; 0,5 % (w/v) SDS;
0,5 mg/ml Proteinase K

LB-Medium mit 20 g/ | Agar

Luria-Bertani (LB)-Medium

1 % (w/v) Bacto Hefe Extrakt; 1 % (w/v) NaCl, pH
7,0

Magermilch-Lésung, 5 %

Natrium Citrat Lésung

5 % (w/v) Magermilchpulver in PBST

10 mM Natrium Citrat in ddH,O pH 6,0
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NP40-L6sung, 0,1 %

0,1 % (v/v) NP40 in PBS

Paraformaldehyd-L6sung, 4 %

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

PBS

1,9 mM NaH,POy,; 8,1 mM Na,HPOy;
154 mM NacCl in H,O, pH 7,4, autoklavieren

PBST

0,1 % (v/v) Tween in PBS

Permeabilisierungs-Lésung

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

Rekultivierungs-Puffer

10,7 g/L MEM pH 7.4; 2 % P/S; 2,5 % FKS

Reservoir Puffer

22 % (w/v) PEG 3350 und 75 uM Malonsaure pH
7.0

RIPA-Puffer

50 mM Tris-Cl, pH 7,5; 120 mM NacCl;
0,5 % (v/iv) NP40;
0,5 % (w/v) Natriumdesoxycholat

Saulen-Wasch-Puffer

20 mM Tris-HCI; 0.5 M NacCl; 50 mM Imidazol;
pH 8.0

SDS-Laufpuffer

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

SDS-Probenpuffer, 5x

250 mM Tris-HCI, pH 6,8; 10 % (w/v) SDS; 50 %
(w/v) Glycerin; 500 mM DTT in H,O

20 g Trypton, 5 g Bacto Hefe Extract, 0,186 g
KCl bzw. 2,5 ml 1 M KCI-L&sung, 0,584 g NaCl

SOB-Medium bzw. 10 ml 1 M NaCl-Lésung ad. 970 ml H,0, pH
7.0
SOC-Medium 9,7 Teile SOB, 0,1 Teil Mg-Mix, 0,2 Teile

Glukose

Stripping-Puffer

0,75 g/100ml ddH,O pH 2,5

TAE, 1x

40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA, pH 7,2

Transfer-Puffer

25 mM Tris-Base; 192 mM Glycin;
0,01 % (w/v) SDS; 20 % (v/v) Methanol in H,O

Triton-Loslichkeits-Puffer

20 mM HEPES pH 7,4, 150 mM NacCl, 0,5 mM
CacCl,, 1 % (v/v) TritonX-100

Triton-Unl6slichkeits-Puffer

20 mM HEPES pH 7,4, 150 mM NacCl, 0,5 mM
CaCl,, 9 M Harnstoff

TritonX-100-Lésung, 10 %

10 % (v/v) TritonX-100 in PBS

TTE-L6sung

90 mM Tris-Base, 30 mM Taurin, 1 mM EDTA

Verdau-L6sung

1x ADS-Puffer; 140 pug/ml Kollagenase Typ IlI; 20
pg/ml Pankretin
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5.1.5 Nukleinsauren

5.1.5.1 Plasmide

Plasmide Herkunft

DSP-FLAG Ein Geschenk von Kathleen J Green
pQLinkH Scheich et al., 2007

pPTRE2pur-HA Clontech Laboratories, USA

rTA Gossen et al., 1995

5.1.5.2 Kurz interferierende RNA (siRNA)

siRNA Zielgen Spezies Herkunft
GAPDH Ratte, Maus, Applied Biosystems, Foster City, USA
Mensch

Negative siRNA Applied Biosystems, Foster City, USA
Plakophilin 2 Maus Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
Plakophilin 2 Ratte Applied Biosystems, Foster City, USA
Plakophilin 2 Mensch Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
Protein Kinase C ¢ | Ratte Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

5.1.5.3 Oligonukleotide (Primer)

Oligonukleotide wurden fur die Sequenzierungen, Amplifikations- und Mutagenese-PCR-Reaktionen
und quantitative real-time PCR eingesetzt. Die Synthese der Oligonukleotide erfolgte durch die Firma
Biotez, Berlin, Deutschland.

Die gelieferten lyophilisierten Primer wurden mit ddH,O auf eine Konzentration von 50 uM eingestellt.
Die Lagerung erfolgte bei -20 °C. Fir Experimente wurde eine Arbeitsverdiinnung von 5 pM

verwendet.

Primer fiir Genotypisierung

hsPKP2 for 5’- TCG AGG CAG ACC ACATGC TG-3’
hsPKP2 rev 5-TTC TCC GTC AGC GTA AGC AAT-3

rtTA for 5- GTG GGA GAT CGA GCA GGC CCT CG-3
rnTA rev 5-CTG GGT TGC GTG TTG GAA GAT C-3

Primer fiir Real-Time PCR

Spezies Ratte

beta-2-Mikrotubulin for 5-CGT GAT CTT TCT GGT GCT TGT-3’
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beta-2-Mikrotubulin rev

5-CGT AGC AGT TGA GGA AGT TGG-3’

PKP2 for

5’-AAC CGG AAT ATC CAG ACC AAC-Z

PKP2 rev

5-GGG AAC TCT TGG CAA TTA AGG-3

Spezies Maus

18S RNA for
18S RNA rev

5-CGG ACA GGATTG ACA GAT TG-3’
5-CAA ATC GCT CCA CCA ACT AA-3

B-Catenin for

5-GTT AAACTC CTG CAC CCACCAT-3

B-Catenin rev

5-TAG TCG TGG AAT AGC ACCCTG TT-3

c-myc for 5-CCG CCG CTG GGA AAC-3

c-myc rev 5-TCC TGG CTC GCA GAT TGT AAG-3’
CyclinD1 for 5-GGT TCC TGT TCA CAATAC CTC ATG-3’
CyclinD1 rev 5-ACA GGA CGATCG CCATCA G-3’

DSP for 5-AGA GGT TGA GGG TTC TGC TG-3’

DSP rev 5-GCA GGC TCT CTC TCT CCT GA-3
GAPDH for 5’-AGG TTG TCT CCT GCG ACT TCA-3’
GAPDH rev 5’-CCA GGA AAT GAG CTT GAC AAA GTT-3’
JUP for 5-CGC ATC TCT GAG GAC AAG AAC-3’
JUP rev 5-TTG ATC GGG ATC ATA CTC TGG-3
PKP2 for 5-GGC TCT CCA GAA CCT CAC AG-3’
PKP2 rev 5-GGG AAA GAT TCC GTG ACA AA-3

Primer fiir Mutagenese PCR

hsPKP2 C693fsX741 for

5-TCC TTG ATC GCC AAG TGT CCG CAA CTA CAC-3’

hsPKP2 C693fsX741 rev

5-TAG TTG CGG ACA CTT GGC GAT CAA GGA CAG-3

hsPKP2 C796M for

5-TCT GCC ATG TAC ACATTG AAC-3’

hsPKP2 C796M rev

5-ATG TGT ACA TGG CAG AGG CTG-3’

hsPKP2 C796R for

5-GAA ACT ACA GCC TCT GCC CGT TAC ACATTG-3

hsPKP2 C796R rev

5-GTT GTT CAATGT GTA ACG GGC AGA GGC TG-3

hsPKP2 1531S for

5’-ACG GAG AAT ATC AGC ATC CCC T-3’

hsPKP2 I531S rev

5-GGG ATG CTG ATATTC TCC GTC AG-3

hsPKP2 K654Q for

5’-GTC GAA GCA GGC AAG TAA AAG AG-3

hsPKP2 K654Q rev

5-CTTTTACTT GCC TGC TTC GAC TGC-3’

hsPKP2 S615F for

5-CAT AAC CTC TTC TAC CAG CTG GAG-3’

hsPKP2 S615F rev

5-CTG GTA GAA GAG GTT ATG AAG C-3

hsPKP2 V587l for

5-GGA CTC ATT GAC TCA CTG ATC CAT TAT G-3'

hsPKP2 V587l rev

5-CAT AAT GGA TCA GTG AGT CAATGA G-3

Primer fir Klonierungs-PCR

pTRE2-MYC-PKP2-Nhel for

5’-GCG TCT CGC GCT AGC GCA TAT GGC AGC CCC CGG

CGC CCCAGCTGAGTAC-3

PTRE2-MYC-PKP2-Clal rev

5-GCG TCT CGC ATC GAT CTT TGT CAT TTT CCT CAG TCT

TTA AGG GAG-3

pTRE2-MYC-PKP2-myc for

5'-CGAT ATG GCA TCA ATG CAG AAG CTG ATC TCA GAG

GAG GAC CTG CTT-3
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pTRE2-MYC-PKP2-myc rev

5-CGAT AAG CAG GTC CTC CTC TGA GAT CAG CTT CTG
CAT TGA TGC CAT-3’

Primer fir PKP2 Sequenzierung

hPKP2-0F 5’-ATG GCA GCC CCC GGC GCC CCA-3
hPKP2-56R 5-GGC CCA GGA CGG TCC GGA TGT-3
hPKP2-429F 5-TCC TCT GAG GAGACT GGA GAT-3’
hPKP2-869F 5-GGC ATC AGA GCT CCT TCC ACA-3

hPKP2-1047F

5'-GGA GAT GAC TCTGGA GCG AGC-3

hPKP2-1314F
hPKP2-1761F

5-GGT ACC TCG GCT GCT CCA GGT-3
5'-TAT TCA AAA CCG GAA TAT CCA-3’

hPKP2-1978F

5’-GGA GCT CTG CAG AAC CTC ACG-3

hPKP2-2210F

5’-CAG TCC CGA GTACTG ACC TTC-3

5.1.6 Kits

Kit

Firma

Absolute SYBR Green Mix Fluorescein

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

ApopTag Plus Fluorescein In Situ Apoptosis
Detection Kit

Millipore, Billerica, USA

DC Protein Assay

BioRad, Hercules, USA

ECL Plus Western Blot Detection System

GE Healthcare, Fairfield, USA

Masson Trichrom Farbe Kit

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

NucleoBond PC 500 Endo-free (Maxi-
Préaparation)

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Diren,
Deutschland

NucleoSpin Plasmid (Mini-Praparation)

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Diren,
Deutschland

QIAquick Gel Extraktion Kit

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

QIAquick PCR Purification Kit

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Superscript Il

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

Tag-Polymerase

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
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5.1.7 Antikorper

Antikdérper Name

Kurzform

Donor

Firma

Primar-Antikérper

Akt (pan) (C67E7) AKT Kannichen | Cell Signaling, Danvers, USA
Alpha-tubulin a-Tubulin Maus gg:?:(;ﬁ::gh Chemie GmbH, Munchen,
Alpha-actinin a-Actinin Maus ;g:?:cﬁg:gh Chemie GmbH, Manchen,
beta-Catenin B-catenin Maus BD Bioscience, Franklin Lakes, USA
Calpain1+2 Calpain Kannichen | Abcam, Cambridge, GroR3britannien
cardiac TroponinT cTnT Maus DSHB, lowa City, USA

Cleaved Caspase-3 CASP3 Kannichen | Cell Signaling, Danvers, USA

c-Myc cmyc Kannichen | Epitomics, Burlingame, USA
Connexin 43 Cx43 Kannichen | Abcam, Cambridge, GroR3britannien
Desmocollin-2 DSC2 Maus Invitrogen, Carlsbad, USA
Desmoglein-2 DSG2 Maus Progen, Heidelberg, Deutschland
Desmoplakin DSP Kannichen | Santa Cruz, Santa Cruz, USA
Desmoplakin 1/l DSP Maus Progen, Heidelberg, Deutschland
FLAG FLAG Kannichen | Santa Cruz, Santa Cruz, USA
Sg:;;?gzzr;};ijph%phat- GAPDH Maus Invitrogen, Carlsbad, USA
Zgﬁ;%irt‘asymhase Kinase 3 GSK3a Maus | Millipore, Billerica, USA

GRP78/BiP GRP78 Kannichen | Abcam, Cambridge, GroRbritannien
HA HA Ratte ROCHE, Basel, Schweiz

c-Myc c-Myc Maus Sg;?:(;ﬁg:gh Chemie GmbH, Minchen,
N-Cadherin NCAD Maus BD Bioscience, Franklin Lakes, USA
N-Cadherin NCAD Kannichen | Santa Cruz, Santa Cruz, USA
Nkx2.5 Nkx Kannichen | Santa Cruz, Santa Cruz, USA
phospho AKT (Ser473) pAkt Kannichen | Cell Signaling, Danvers, USA
phospho-Connexin 43 (Ser368) pCx43 Kannichen | Santa Cruz, Santa Cruz, USA
phospho PERK (Thr981) pPERK Kannichen | Santa Cruz, Santa Cruz, USA
Plakoglobin JUP Maus BD Bioscience, Franklin Lakes, USA
Plakoglobin JUP Kannichen | Santa Cruz, Santa Cruz, USA
Plakophilin-2 PKP2 Maus Progen, Heidelberg, Deutschland
Protein Kinase Ca PKCa Kannichen | Cell Signaling, Danvers, USA
Protein Kinase Ce PKCe Kannichen | Santa Cruz, Santa Cruz, USA
Vimentin VIM Kannichen | Abcam, Cambridge, GroRRbritannien
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Sekundar-Antikorper

Anti-mouse IgG, HRP Pferd Cell Signaling, Danvers, USA
Anti-rabbit I9G, HRP Ziege Cell Signaling, Danvers, USA
Anti-rat 1gG, HRP Ziege Cell Signaling, Danvers, USA
Anti-mouse IgG AlexaFluor 488 Ziege Cell Signaling, Danvers, USA
Anti-rabbit 1IgG AlexaFluor 488 Ziege Cell Signaling, Danvers, USA
Anti-mouse IgG AlexaFluor 555 Ziege Cell Signaling, Danvers, USA
Anti-rabbit IgG AlexaFluor 555 Ziege Cell Signaling, Danvers, USA
Anti-rat IgG Alexa Fluor 555 Ziege Cell Signaling, Danvers, USA

5.1.8 Bakterienstamme

Es wurden elektrokompetenten Escherischia coli (E.coli) One Shot DH5a von der Firma Stratagene

verwendet. Fur die Analyse der rekombinanten Proteinexpression in Bakterien wurden E. coli vom

Stamm Rosetta (DE3) (Merck) verwendet.

5.1.9 Zellkultur

5.1.9.1 Eukaryotische Zellen

Zellen Herkunft Medium Zusatze Quelle
Primare Zelllinie
2,5 (VIV) FKS; 2 %
Adulte murine Maus P/S;
. Stamm: MEM ' eigene Zucht
Kardiomyozyten 10 mM BDM; pH
FVB/N
7,3
Neonatale Ratte 22% Em (I\IBJ:—tI;iTlljlyat' Charles River,
Rattenkardiomvozvten Stamm: DMEM/F12 30 MM y ' Wilmington,
yozy WistarHAN - USA
Askorbinsdure
Sekundare Zelllinie
humane 10 % (v/v) FKS; 4
epidermoide mM Glutamin; 1x
A431 Karzinom- DMEM (VIV) PIS; Green KJ
Zellinie 8 ul/ml G418
menschliche 10 % (v/v) FKS; Gossen
Hel.aM2 Epithelzellen DMEM+GlutaMAX 1x (viv) PIS etal., 1995
10 % (viv) FKS; 4
HL-1 murine atriale Claycomb Ex)ilfstémm; I Claycomb
Zellinie Medium ' etal., 1998
5 mM
Norepinephrin
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5.1.9.2 Nahrmedien und Zuséatze

Nahrmedien / Zusatze

Firma

isssiMethionin/Cystein (3,7 Ci/ml)

Perkin-Elmer, Waltham, USA

2,3-Butadienon monoxime

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Claycomb Medium

Cytosin Arabinosid (AraC)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

DMEM/F-12 Medium

Fibronectin

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

FKS (Fetales Kalberserum)

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

FKS fur HL-1 Zellen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Gelatine

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Geneticindisulfat (G418 Sulfat)

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

Laminin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

L-Askorbinsaure

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

L-Glutamin 200mM

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

MEM 1018 (10,7 g/L)

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

Methionin

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

Methionin-freies DMEM

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

Natriumpyruvat

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

Non Essential Amino Acids (NEAA)

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

Norepinephrin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

OptiMEM

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

Penicillin/ Streptomycin, 100x

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

Pferde Serum (HS)

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

Taurin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Trypsin Inhibitor

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA
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5.1.10 Probandenproben

Fiar alle verwendeten Probandenproben und Klinischen Untersuchungsbefunde wurden, nach
Uberpriifung und Genehmigung des Protokolls durch die Ethikkommission der Charité Berlin, die
schriftlichen Einverstéandniserklarungen von Probanden und/oder Angehdrigen eingeholt.

Die DNA des Index-Patienten 1V-1 wurde auf Mutationen in desmosomalen Genen sowie Desmin und
TMEMA43 durch Sanger Sequenzierung untersucht. Die DNA weiterer Familienmitglieder wurden
ausschlief3lich auf die zuvor identifizierte Mutation im Plakophilin-2 Gene analysiert.

Die in dieser Arbeit verwendeten kardialen Gewebeproben wurden fir klinische Zwecke zur
Diagnosestellung einer ARVC entnommen und histologisch und pathologisch untersucht. Nach
Abschluss Klinischer Untersuchungen wurden diese Gewebeproben fiir Forschungszwecke zur
Verflgung gestellt (nach ausdriicklicher Zustimmung von Patienten und/oder Angehdrigen). Als
Kontrollgewebe dienten Gewebeproben von Probanden, die keine pathologischen Anzeichen einer

kardialen Erkrankung aufwiesen.

5.1.11 Computersoftware

Computersoftware Firma

Adobe lllustrator CS4 Adobe Systems GmbH, Miinchen, Deutschland

Adobe Photoshop CS4 Adobe Systems GmbH, Miinchen, Deutschland

BioRad 1Q5

BioRad, Hercules, USA

ImageJ

http://rsbweb.nih.gov/ij/

Lasergen SeqgBuilder

DNASTAR, Madison, USA

Lasergen SegMan

DNASTAR, Madison, USA

Leica Application Suite 2.8.1

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Leica Application Suite AF

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Mascot Software Package

Matrix Science, Cambridge, GroR3britannien

Nanodrop ND-1000 v3.3

pegLab Biotechnology, Wilmingon, USA

Office 2010

Microsoft, Redmond, USA

Typhoon FLA 7000 IR

GE Healthcare, Fairfield, USA
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5.2 Methoden

5.2.1 Mikrobiologische Techniken

5.2.1.1 Herstellung elektrokompetenter Zellen

Fir die Herstellung elektrokompetenter Bakterien wurden zunachst 500 pl einer Ubernachtkultur (UN-
Kultur) von E. coli Bakterien vom Stamm DH5a (Stratagene) in 25 ml LB-Medium im Schdttler ,Lab-
Shaker” (Adolf Kiihner AG) bis zu einer OD > 0,6 hochgezogen. Die Bakterienkonzentration wurde im
UV/VIS Photometer (Beckmann) bei 600 nm gemessen. Folgende Schritte wurden im 4 °C Kihlraum
mit einer vorgekuhlten Zentrifuge durchgefuhrt: Die Zellen wurden abzentrifugiert (Rotor JA10, 4200
rpm, 20 min) und in 10 ml eiskaltem autoklavierten destilliertem Wasser resuspendiert. Nach erfolgter
Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und das Pellet erneut in 5 ml eiskaltem Wasser
resuspendiert und zentrifugiert. Der resultierende Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 1-
2 ml eiskaltem Wasser geldst und zu Aliquots von je 100 pl in 1,5 ml Reaktionsgefalte aufgeteilt. Die

Zellen wurden anschlieBend auf ihre Transformationseffizienz getestet und bei -80°C gelagert.

5.2.1.2 Transformation von Bakterien durch Elektroporation

Elektrokompetente DH5a -Zellen wurden auf Eis aufgetaut, 1-2 pl eines Ligationsansatzes bzw. 10ng
Plasmid-DNA oder einer Mutagenese-PCR wurde zu 25 ul Bakterien pipettiert und der gesamte
Ansatz in eine eisgekuhlte Elektroporationskiivette (Eppendorf) transferiert. Die Zellen wurden
daraufhin im Gene Pulser bei 1,7 kV, 25 yF, 200 uQ elektroporiert (BioRad) und nach Zugabe von 450
pl SOC Medium 1 h bei 37 °C inkubiert. Durch Ausplattierung von 10 pl bzw. 100 ul des
Transformationsansatzes auf entsprechenden antibiotikahaltigen LB-Platten konnten Plasmid

tragende Klone selektioniert werden.

5.2.2 Molekularbiologische Techniken

5.2.2.1 DNA

5.2.2.1.1 Isolation von Plasmid-DNA

Fur die Isolierung von Plasmid-DNA aus 1,5 ml UN-Kulturen wurde das Kit NucleoSpin Plasmid
(MACHEREY-NAGEL) verwendet. Die sogenannte Mini-Praparation erfolgte nach Anweisung des
Herstellers. Die Plasmid-DNA Elution erfolgte mit 30 ul HPLC-H,O. Zur Plasmid-DNA-Praparation aus
100 ml UN-Kultur (Maxi-Praparation) wurde das Kit NucleoBond PC 500 EF (MACHEREY-NAGEL)
verwendet. Die DNA-Elution erfolgte mit 200 pl HPLC-H,O. Die geloste DNA wurde auf 1 pg/ul

konzentriert.
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5.2.2.1.2 Isolierung genomischer DNA aus murinen Ohrbiopsien

Fur die Genotypisierung von Mausen wurden den Tieren jeweils Ohrbiopsien entnommen. Die
Biopsien wurde tber Nacht bei 55 °C unter Schutteln in 55 pl Genotypisierungs-Puffer lysiert und der
Verdau am Folgetag durch eine 5 min Inkubation bei 95 °C gestoppt. Der Verdauansatz wurde bei
4000 rpm in der Tischzentrifuge 5415¢ (Eppendorf) fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand fur die

Genotypisierungs-PCR verwendet.

5.2.2.2 PCR

Fur den PCR-Ansatz wurde folgendes Standardprotokoll verwendet: 1x PCR-Probenpuffer, 5 uM
Primer for, 5 uM Primer rev, 200 uM dNTPs (je Nukleotid), 100-200 ng Ausgangs-DNA, 0,1 ul Taq
Polymerase (Quiagen) bzw. Pfu-Polymerase (Stratagene) in 30 pl H,O. Die Komponenten wurden auf
Eis zusammenpipettiert und abschlieBend die Polymerase zugegeben. Fir mehrere PCR-Ansatze
wurde ein Mastermix angesetzt, um Pipettierfehler zu vermeiden. Im PCR-Thermocycler (MJ
Research) wurde folgendes Standardprogramm angewandt: 1. Pra-Denaturierung: 95 °C (5 min), 2.
Denaturierung: 95 °C (30 sec), 3. Primer-Anlagerung Ta, (30 sec), 4. Elongation: 72 °C (1 min/kb
Fragment), 5. 25-35x Wiederholung von Schritt 2-4, 6. Elongation: 72 °C (10 min). T,, bezeichnet die
spezifische Anlagerungstemperatur in °C der Primer for und rev, die nach folgender Faustregel
errechnet wurde: (Anzahl CG-Nukleotide x 4) + (Anzahl AT-Nukleotide x 2) - 5. Die Reaktionsansatze
wurden anschlieBend mit 3 pl 10x Probenpuffer versetzt und mittels DNA-Gelelektrophorese

analysiert. Die langerfristige Lagerung erfolgte bei -20 °C.

5.2.2.2.1 Mutagenese PCR

Mit Hilfe einer in vitro Mutagenese PCR erfolgte die Erzeugung gezielter Mutationen in der cDNA des
Plakophilin 2 im pTRE2pur-HA Expressionsvektors. Die verwendeten Primer beinhalteten die ein bis
drei Basen lange Mutationsstelle in der Mitte der 20-22 bp langen Primer. Um eine fehlerfreiere
Amplifikation des gesamten Vektors zu erzielen, wurde fur die Mutagenese PCR die Pfu-DNA-

Polymerase (Stratagene) eingesetzt.
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5.2.2.2.2 Genotypisierung der transgenen PKP2 Mause

Die Genotypisierung der transgenen PKP2 Mause erfolgte mittels PCR. Es wurden Primerpaare fir
das humane Plakophilin 2 und den Transaktivator rtTA verwendet. Die Fragmentlangen betrugen fir
rtTA ca. 220 bp und 300 bp hPKP2. Folgender PCR-Ansatz und PCR-Programm wurde angewandt:

PCR Ansatz PCR Programm

Substanz Volumen pl Dauer Temp.

4aH20 4,9 1. 3 min 94 °C

10x Puffer 1 2. 30 sek 95 °C

dNTPs (2,5 uM) 1 3. 30 sek 58 °C Y fi;
Primer 1 (5 pM) 1 4. 60 sek 72 °C N
Primer 2 (5 uM) 1 5. 10 min 72 °C
Tag-DNA-Polymerase 0,1 6. 0 4°C

+ DNA Verdinnung 1

(1:30)

Gesamtvolumen 10

5.2.2.3 DNA-Aufreinigung aus PCR-Anséatzen

Das resultierende PCR-Produkt wurde mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) aufgereinigt.
Die Aufreinigung erfolgte nach der Anweisung der Firma. Die DNA wurde mit 20 pul HPLC-H,O eluiert.

5.2.2.4 DNA-Restriktion mit Endonukleasen

DNA wurde je nach Restriktionsenzym (New England Biolabs) entsprechend den Herstellerangaben in
dem geeigneten Puffer geschnitten. Die Plasmid-DNA wurde mit eineinhalbfachem Enzymiberschuss
der fur die DNA-Menge berechneten Enzymmenge 90 min bei 37 °C restringiert. Die Enzyme wurden
bei 65 °C fur 10 min inaktiviert und durch gelelektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente
entfernt.

5.2.2.5 DNA-Gelelektrophorese

Zur Analyse von DNA-Praparationen, Restriktionsverdau (analytisch) und zur Isolierung von DNA-
Fragmenten (praparativ) wurde die DNA in horizontalen Agarosegelen ihrer Gré3e nach aufgetrennt.
Dazu wurde Agarose in 1x TTE-Puffer unter Erhitzen in der Mikrowelle gelést und mit Ethidiumbromid
(Endkonzentration 0,5 pg/ml) versetzt. Die Konzentration des Agarosegels hing von der Gré3e der zu
analysierenden DNA-Fragmente ab und betrug zwischen 0,5 % und 2 %.

Als Laufpuffer wurde 1x TTE-Puffer verwendet. Die mit Ethidiumbromid versetzten DNA-Fragmente
wurden unter UV-Licht der Geldokumentation GelDoc 2000 (BioRad) dokumentiert.
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5.2.2.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

DNA-Fragmente wurden durch UV-Licht detektiert, die Banden mit einem Skalpell sauber
ausgeschnitten und mit Hilfe des QIAquick Extraktion Kit (Qiagen) unter Herstellerangaben
durchgefihrt. Die DNA wurde in 20-30 pl H,O eluiert.

5.2.2.7 Phosphatasebehandlung von 5 iberhdangenden Enden

Um eine Selbstligation bei religierbaren DNA-Enden zu verhindern, wurden diese mit alkalischer
Phosphatase aus dem Kalberdarm (Roche) behandelt. Dabei wurde pro 1-20 pmol 5°-Uberhangender
Enden 0,1 U Enzym in einem 50 ul Ansatz eingesetzt. Die Reaktion wurde bei 37 °C fir 1 h
durchgefiihrt und durch Zugabe von EDTA fiir 30 min bei 65 °C inaktiviert. Die DNA durch

Phenol/Chloroform Extraktion oder per DNA-Gelelektrophorese aufgereinigt.

5.2.2.8 Ligation

50-200 ng Plasmid DNA wurden mit der dreifachen molaren Menge Insert-DNA in Ligationspuffer mit 1
U T4-DNA-Ligase (New England Biolabs) in einem Gesamtvolumen von 30 pl ligiert. Sowohl
Ligationen mit kohé&siven als auch mit nicht-koh&siven Enden wurden Uber Nacht bei 15 °C

durchgefiihrt. Die Ansatze wurden anschlielBend komplett fur die Transformation eingesetzt.

5.2.2.9 Klonierung des Vektors pTRE-2pur-HA PKP2

Die vollstandige cDNA des humanen Plakophilin 2b wurde durch PCR aus dem Plakophilin cDNA Klon
(NM_001005242) amplifiziert. Die verwendeten Primer fusionierten an das 5 -Ende die
Nukleotidsequenzen fir das Markierungsprotein (tag) myc (Primer pTRE2-MYC-PKP2-Clal for und
pTRE2-MYC-PKP2-Nhel rev). Fur die Eliminierung der Ausgangs-cDNA wurde nach Beendigung der
PCR Reaktion 1 pl des Restriktionsenzyms Dpnl hinzugegeben und fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Das
resultierende PCR Produkt wurde mittels PCR Ausreinigungskits isoliert, mit dem Restriktionsenzym
Clal und Nhel geschnitten und in den mit Clal/Nhel linearisierten Expressionsvektor pTRE2pur-HA

ligiert.

5.2.2.10 DNA-Sequenzierung

Die Bestimmung der cDNA Sequenz erfolgte durch die Didesoxymethode [Sanger et al., 1977]. Die
Sequenzierungs-PCR wurde zur Uberprifung der Mutagenese-PCR und fiir Klonierungsexperimente
eingesetzt. Zunachst wurden Sequenzierreaktionen mit BigDye (Applied Biosystems) im Themocycler
durchgefihrt. BigDye enthielt die fur die Sequenzierreaktion notwendigen NTPs, den Puffer und die
Polymerase. Die Sequenzierreaktionen wurden durch Zentrifugation, mit 4000 rpm fur 7 min bei 10
°C, durch gequollenes Sephadex (Sigma-Aldrich) aufgereinigt und durch Zugabe von 10 pl Hi-Di
Formamid (Applied Biosystems) stabilisiert.
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Die aus der Sequenzierreaktionen entstandenen unterschiedlich langen, am 3’ Ende markierten DNA-
Strange wurden anschlieRend im Sequenzierer 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)

elektrophoretisch getrennt und analysiert.

PCR Ansatz PCR Programm
Substanz Volumen pl Dauer Temp.
DNA Template (200 ng) X 1. | 3min 94 °C
BigDye 2 2. | 30 sec 94 °C c
Primer 1 (5 uM) 1 3. | 30 sec 50 °C %,
aqH20 X 4. | 3 min 60 °C N
Gesamtvolumen 10 5. | 5min 60 °C

6. | 4°C

5.2.2.11 Bestimmung von DNA-Konzentrationen

Die Bestimmung der DNA-Konzentrationen wurde mit dem Spektrometer Nanodrop gemaf der
Anweisung des Herstellers durchgefiihrt. Die Messung von DNA erfolgte bei 280 nm. Die DNA-

Qualitat wurde mit dem ODgg250-Verhéaltnis bestimmt.

5.2.3 RNA

5.2.3.1 Isolierung und Reinigung totaler RNA-Fraktionen

Die Isolierung totaler RNA-Fraktionen aus murinem myokardialem Gewebe und adhérenten
eukaryotischen Zellen wurde unter RNAse-freien Bedingungen nach der TRIzol-Methode
durchgefuihrt. Das TRIzol-Reagenz (Invitrogen) beinhaltet ein modifiziertes Phenol, das sowohl
Membranproteine der Zellen als auch intrazelluldare Proteine denaturiert. Das TRIzol bewirkt den
Aufschluss der Zellen, die Freisetzung der Nukleinsauren und schitzt gleichzeitig vor dem Abbau der
RNA durch die ebenfalls freigesetzten intrazellularen RNAsen.

Zur Isolation der RNA aus murinem kardialem Gewebe wurde das Herz direkt nach der Explantation
kurz in eisgekuhltem DEPC-H,O gewaschen und mit einem sterilen Skalpell zerkleinert. 100 mg
Herzgewebe wurden in ein mit 1 ml vorgekihltem TRIzol-Reagenz beflihiten Homogenisatorréhrchen
transferiert und mittels des Homogenisator Precellys (peqLab Biotechnology) homogenisiert. Nach
anschlieBender Zentrifugation (Eppendorf Zentrifuge 5402: 10 min; 14000 rpm; 4 °C) wurde der
I6sliche Uberstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal uberfiihrt.

Fir die RNA-Isolation aus adharenter Zellkultur (6 well Kulturschale) wurden die Zellen zweimal mit
PBS gewaschen und mit 1ml TRIzol versetzt. Nach zwei minltiger Inkubation wurde das TRIzol samt

sich ablésender Zellen in einem Reaktionsgefall gesammelt.
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Zur weiteren Verarbeitung und Isolation der RNA wurde dem TRIzol Gemisch ein Finftel Volumen
Chloroform hinzugegeben, kraftig durchmischt und funf Minuten bei RT inkubiert. Nach
anschlieRender Zentrifugation (4 °C fur 15 min bei 14000 rpm) resultierte dreiphasiges Gemisch. Die
untere, durch einen im TRIzol -Reagenz enthaltenen Farbstoff rosafarbene Phase enthielt die
Zellfragmente. Die weil3e, stark viskose Interphase bestand aus den Zellproteinen. Die Nukleinsauren,
inklusive der zu isolierenden RNA, befanden sich in der obersten, wassrigen Phase, die farblos und
glasklar war. Diese obere Phase wurde nun vorsichtig abgenommen, in einem neuen 1,5 ml
Reaktionsgefall gesammelt und mit gleichem Volumen Isoproterenol versetzt. Nach mehrmaligen
Schwenken und 10 min Inkubation wurde das Gemisch zum Fallen der RNA bei 4 °C fir 10 min bei
14000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und das weiRRe Pellet in 70 %
EtOH aufgenommen. Nach anschlieRender Zentrifugation bei 4 °C fiir 5 min bei 9000 rpm wurde der
Uberstand erneut entfernt, das Pellet fir 10 min luftgetrocknet und in 30 ul DEPC-H,O resuspendiert.
Die Konzentration der isolierten und aufgereinigten RNA wurde mit dem Nano-Drop System (peqLab

Biotechnology) bestimmt und die Probe anschliel3end bei -80 °C gelagert.

5.2.3.2 cDNA Synthese

Die fur Transkriptionsanalyse mittels rt-PCR oder quantitativer Real-Time PCR notwendige
Umschreibung von Gesamt-RNA in cDNA wurde mit dem Super Script Il Reverse Transkriptase Kit
(Invitrogen) durchgefuhrt. Es wurden jeweils 2 pg Gesamt-RNA pro Ansatz umgeschrieben. Das
jeweils konzentrationsabhéangige Volumen der RNA-Isolation wurde mit DEPC-H,O auf 20 pl
aufgefillt. Zunachst wurde ein DNA-Verdau fir 30 min durch DNase | (Invitrogen) durchgefiihrt, um
Kontaminationen mit DNA zu eliminieren. Durch Zugabe von 1 pl EDTA wurde der DNA-Verdau
gestoppt und nach Angaben des Herstellers weiter verfahren. Die synthetisierte cDNA wurde bis zur

unmittelbaren Verwendung auf Eis gekihlt oder zur spateren Verwendung bei -20 °C gelagert.

5.2.3.3 rtPCR

Die reverse Transkription von RNA in cDNA und anschlielende Amplifikation der cDNA wurde nach
dem 2-Stufen Verfahren durchgefuihrt. Dies bedeutet, dass in einem ersten Schritt die cDNA
synthetisiert wurde (siehe 5.2.3.2), welche als Ausgangs-cDNA fiir eine anschlieBende PCR
eingesetzt wurde. Die genomische RNA wurde abschlieBend durch Zugabe von 1 pl RNase H
(Invitrogen) fir 20 min bei 37 °C verdaut und der cDNA tragende Gesamtansatz bis zum Einsatz in

der PCR bei -20 °C gelagert. Eine PCR-Reaktion setzte sich wie folgt zusammen:
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PCR Ansatz PCR Programm

Substanz Volumen pl Dauer | Temp.

aaH20 X 1.| 4min 95°C

10x Puffer 1 2. | 30sek 95°C

dNTPs (2,5uM) 1 3. 45sek | 60°C | _12
Primer 1 (10puM) 1 4. | 60 sec 72°C N
Primer 2 (10puM) 1 5.1 10 min 72°C
Tag-DNA-Polymerase 0,1 6. 0 4°C

+ cDNA (10ng) X

Gesamtvolumen 10

Die PCR-Reaktion wurde auf einem 2 % Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

5.2.3.4 Real-Time PCR

Fur die Bestimmung der relativen Genexpression wurde die Methode der Real-Time PCR verwendet.
Diese Methode beruht auf der Detektion eines zunehmenden Signals eines Fluoreszenzfarbstoffes
(SYBR Green), welcher bei der Amplifikation eines cDNA-Templates in die neu synthetisierten PCR-
Produkte interkaliert. Aufgrund der exponentiellen Amplifikation der PCR nimmt das Fluoreszenzsignal
ebenfalls exponentiell zu. Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte mittels des IQ5 Real Time Detection
System (BioRad). Der Begriff ,Real Time® bezieht sich bei dieser Technik auf das in Echtzeit
aufgenommene und dargestellte Fluoreszenzsignal, das nach jedem Amplifikationsschritt des PCR-
Programms mit einer speziellen Kamera aufgenommen wird. Der Zeitpunkt, an dem ein Signal den
Bereich der Hintergrundsignale verlasst und in der exponentiellen Phase der Amplifikation einen
definierten Schwellenwert (engl.: ,Threshold®) entscheidend Uberschreitet, wird als C-Wert (engl.:
»,Cycle of Threshold®) bezeichnet [Mulhardt et al., 2003]. Je friher das Signal einer Probe diesen
Schwellenwert erreicht, desto mehr Farbstoff wurde umgesetzt und desto mehr cDNA-Template war
vorhanden. Aufgrund dieser Tatsache lasst sich der Unterschied der zu Beginn der PCR in jeder
Probe enthaltenen Menge an Ausgangs-cDNA quantifizieren.

Voraussetzung fir eine exakte Quantifizierung sind identische Ausgangsbedingungen der PCR in
jeder Probe und groRte Effizienz der verwendeten Primerpaare, welche durch die Erstellung
exponentiellen cDNA-Verdiinnungsreihe bestimmt wurden. Durch die exponentielle Amplifikation der
cDNA wahrend der PCR miusste bei 100%iger Effizienz der Primer zwischen jeder Verdiinnungsstufe

ein Ct+-Wert Unterschied von 1 resultieren.
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Folgender Reaktionsansatz und Programm wurde angewendet:

Real-time PCR Ansatz Real-time PCR Programm
Substanz Volumen ul Dauer | Temp.
aaH20 55 1. | 15 min 95°C
Absolute SYBR Green Mix 12,5 2. | 15sek 95°C
Primer 1 (1uM) 1 3. | 30sek 58°C 40 Zyklen
Primer 2 (1uM) 1 4. | 30sek 72°C
+ cDNA (100ng) 5 5.1 1min 95°C
Gesamtvolumen 25 6. 1min 55°C
7.1 10sek | 55°C+((n-1) x 1°C) | 41 Zyklen

Die Bestimmung der relativen Genexpression erfolgte Uber eine relative Quantifizierung mittels der
AAC+-Methode [Livak et al., 2001]. Bei der AAC+-Methode werden die ermittelten Cy-Werte eines
Zielgens auf die einer endogenen Kontrolle, eines so genannten ,Housekeeping“-Gens, das in allen
Proben gleich stark exprimiert wird und im Rahmen des Experimentes nicht reguliert ist, normalisiert.
Es wird nun die Differenz des Cr-Wertes des Zielgens (Cr.,) mit dem Ct-Wert der endogenen Kontrolle
(Crkontrotie) in €iner Probe gebildet: ACt = Cr.x- Crkontrolle-

Diese Differenz, AC+, dient als relatives Mal fur die Expressionsstéarke des Zielgens gegeniber der
endogenen Kontrolle. Ist ACt < 0, bedeutet dies, dass das Zielgen einen kleineren Ct-Wert hat als die
endogene Kontrolle und somit hdher exprimiert ist. Ist hingegen AC+ > 0, so ist die endogene Kontrolle
starker exprimiert.

Fasst man nun die AC+-Werte zweier Gruppen (A und B) Uber den Mittelwert zusammen und bildet
erneut die Differenz zwischen den ACtaund AC+g, erhalt man den AAC-Wert: AACt = ACta- ACqp
Dieser AACt gibt nun den relativen Unterschied der auf die endogene Kontrolle normalisierten
Expression des Zielgens in Gruppe A, im Vergleich zur Gruppe B an. Es kann daraus ein Faktor, fc
(engl.: ,fold change®) berechnet werden: fc = 2%, der diesen Expressionsunterschied wiedergibt.
Dabei bedeutet: fc = 1 kein Unterschied in der Expression der Gruppen; fc > 1 eine hdhere Expression

in Gruppe A und fc < 1 eine geringere Expression in Gruppe A, verglichen zu Gruppe B.
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5.2.4 Proteine

5.2.4.1 Erstellen von Paraffinschnitten

Fur immunhistologische- und Immunfluoreszenz-Untersuchungen von Gewebeproben wurden diese in
Paraffin eingebettet. Diese Paraffineinbettung diente der Fixierung des Gewebes und bewirkte eine
gleichzeitige Aufrechterhaltung der Zellmorphologie. Daftr wurden die murinen Herzen nach der
Explantation zunéchst in 4 % Paraformaldehyd bei 4 °C fur mindestens 24 h fixiert, um die Proteine
durch eine Vernetzung ihrer Aminosduren durch Methylenbriicken zu stabilisieren. Die verwendeten
humanen Patienten Autopsien wurden mit Formalin fixiert. Aufgrund der stark hydrophoben,
wachséahnlichen Eigenschaft des Paraffins ist eine Dehydrierung nach erfolgter Fixierung notwendig.
Diese Dehydrierung erfolgte tiber eine aufsteigende Ethanol-Reihe an deren Ende die Klarung in zwei
Toluol-Badern die Gewebeproben komplett von Wasser und Ethanol befreite. Nach erfolgter
Dehydrierung wurden die Gewebeproben in drei Paraffinbader bei 60 °C eingelegt und anschliel3end
mit frischem, flissigem Paraffin in einen Block gegossen. Nach vollstandigem Erkalten der
Paraffinblocke wurden serielle Schnitte von den darin befindlichen Gewebeproben am Mikrotom
RM2155 (Leica) angefertigt. Es wurden jeweils 3 aufeinander folgende, 5um dicke Schnitte tber ein

vorgeheiztes Wasserbad (54 °C) auf einen Glas-Objekttrager aufgebracht und bei RT getrocknet.

5.2.4.2 Erstellen von Kryoschnitten

Fur die Analyse von kardialen Gewebeproben mittels Immunfluoreszenzanalysen wurden des
Weiteren Kryoschnitte der Gewebeprobe angefertigt. Die Einbettung hierzu erfolgte in einem
speziellen wasserloslichen Einbettmedium. Diese Methode der Fixierung und Gewebeprozessierung
konserviert neben Proteinen und deren Antigen-Epitopen auch die Enzymaktivitdten. Der Erhalt der
morphologischen Struktur leidet hingegen unter dieser Methode. Fur die Gefriereinbettung wurden die
entnommenen murinen Herzen bzw. humanes Patienten Myokard zunéchst fur eine Stunde in 4 %
PFA anfixiert und dann Giber Nacht bei 4 °C in eine 30 %ige Sucrose/PBS-L6sung umgesetzt.

Durch diesen Schritt diffundieren die Zuckermolekile in die Zellen und verhindern, dass sich beim
Einfrieren Eiskristalle bilden. Anschlielend wurde das Gewebe in einer Mischung aus 30 %
Sucrose/PBS-Lésung und dem Einbettmedium Tissue Tek O.C.T. (Sakura) im Verhéltnis 1:1 fir
weitere 24 h gehalten, um die Diffusion des extrem z&ahfllissigen Einbettmediums in das Gewebe zu
beginstigen, und um so eine bessere Gewebefixierung zu gewahrleisten. AbschlieRend wurden die
Gewebeproben in Kryo-Einbettkassetten (Roth) gelegt und mit Einbettmedium gefillt. Die gebetteten
Gewebeproben wurden schnellstmdglich gefroren, um eine Eiskristallbildung zu minimieren. Die
Einbettkassetten wurden hierzu in kurzen Intervallen vorsichtig auf die Oberflache fliissigen Stickstoffs
gehalten und bei -80 °C gelagert. Mittels des Kryostats CM1960 (Leica) wurden die Blécke in 10 pm
dicke serielle Schnitte geschnitten. Jeweils zwei bis drei aufeinander folgende Schnitte wurden auf
einen Glasobjekttrager aufgetragen. Diese Schnitte wurden im Folgenden fiir mehrere Stunden an der
Luft getrocknet, bevor sie entweder weiter verarbeitet wurden oder zur spateren Verwendung bei -20

°C gelagert wurden.
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5.2.4.3 Masson-Trichrom Farbung

Die Masson-Trichrom Farbung von Paraffin-fixierten Gewebeschnitten wurde mithilfe des Masson-
Trichrom Farbe Kit (Sigma-Aldrich) nach Angaben des Herstellers durchgefihrt. Die Schnitte wurden
zunéchst bei 60 °C fur 30 min auf die Objekttrager im Hybridisierungsofen angebacken. Nach
Abkihlung der Schnitte wurden sie in einer absteigenden Ethanolreihe (3x Xylol fir 5 min, 2x 99 %
EtOH fir 5 min, 96 % EtOH, 80 % EtOH, 70 % EtOH, 2x H,O fir jeweils 3 min) entparaffinisiert. Flr
die Masson-Trichrom-Farbung wurden die Schnitte fir 4 min in Weigerts-Eisen-Hamatoxylinlésung
inkubiert und anschlieBend 5 min unter flieBendem Leitungswasser gewaschen. Nach kurzem Spulen
in ddH,O wurden die Schnitte fir 2 min mit Biebrich-Scharlachrot-Saurefuchsin-Lésung versetzt und
dreimal in ddH,O geschwenkt. Nach Inkubation zundchst in Phosphorwolframsaure- /
Phosphormolybdénséaure-Arbeitsldsung fur 5 min und anschlieRend in Anilinblau-Losung fur 50 sek
wurden die Schnitte in 1% Essigséaure fir 2 min final gefarbt. Es folgte die Dehydrierung des Gewebes
(90 % EtOH 1min, 2x 99 % EtOH fir je 1 min, 2x Xylol fiir je 3 min) und die Einbettung mit Eukitt.

5.2.4.4 Immunfluoreszenz Analyse

Fur die Antikorperdetektion auf Paraffinschnitten wurden die Gewebeschnitte zunéchst
entparaffinisiert (siehe 5.2.4.2). Die folgende Antigendemaskierung erfolgte durch ein 20 minutiges
Bad in 10 mM Natrium-Citrat Lésung bei 95 °C - 100 °C, wobei die Kochtemperatur durch kurze
Heizintervalle in einer Mikrowelle gehalten wurde. Die Schnitte kiihlten anschliel3end bei RT etwa 30
ab. Kryoschnitte wurden hingegen vor der Antikdrperdetektion nur 10 min bei RT aufgetaut und fur 5
min in ddH,O inkubiert. Fir die Immunfluoreszenz bei adharenter Zellkultur wurden die Zellen
zundchst auf Glasdeckglaschen ausplattiert und die Transfektion bzw. die Behandlung mit
Substanzen regular durchgefuhrt. 72 h post Tansfektion wurde das Kulturmedium abgesaugt und die
Zellen 2x mit PBS gewaschen.

Alle folgenden Schritte waren fir Paraffin- und Kryoschnitte sowie adharente Zellkultur im
Wesentlichen identisch. Zunachst erfolgte eine 10 minltige Fixierung der Zellen durch 4 % PFA,
gefolgt von einem PBS Waschschritt. Die Permeabilisierung der Zellen erfolgte durch eine zehn
mindtige Inkubation mit der Permeabilisierungslésung, auf die wiederum ein PBS Waschschritt folgte.
Die Zellen wurden nun fir mindestens 1 h in Antikdrper-Blockier-Losung bei RT inkubiert, wobei flr
die adharente Zellkultur BSA verwendet wurde und fur die Kryo- bzw. Paraffinschnitte Serum aus der
Spezies aus der der spatere sekundare Antikdrper stammt, um mogliche Kreuzreaktionen zu
verhindern.

Nach vollstandiger Blockade erfolgte die Inkubation mit dem priméren Antikdrper in Antikdrper-Losung
Uber Nacht bei 4 °C in der Zellkulturvertiefung bzw. in einer Feuchtkammer.

Nach mindestens 16 h wurden die Zellen 3x mit PBS gewaschen und 1 h mit dem sekundéren
Antikdrper im Dunklen inkubiert, wobei der sekundare Antikdrper wahlweise mit den Fluorochromen
Alexa 488 oder Alexa 555 gekoppelt waren. AbschlieBend wurden die geféarbten Zellen 3x in H,O

gewaschen und mit ProLong DAPI Antifade versiegelt.
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Die adhérenten Zellen auf Deckglaschen wurden mit Hilfe von zwei Pinzetten aus der
Zellkulturschalenvertiefung geholt und invers auf einen Objekttréger eingebettet. Die gefarbten Zellen

wurden mit dem konfokalen Laser Scanning Mikroskop Leica SP5 ausgewertet.

5.2.4.5 Praparation von Gesamtproteinextrakt

Fur die Praparation von Gesamtproteinextrakt aus Gewebe wurden die explanierten Herzen bzw.
humanen Gewebebiopsien mit Hilfe eines Skalpells zerkleinert und in 200-400 pl RIPA-Puffer
inklusive Phosphatase- und Proteinase-Inhibitoren mittels des Homogenisators Precellys
homogenisiert. Das Proteinlysat 30 min bei 4 °C auf dem Rotator (Select BioProducts) durchmischt,
um die Proteine aus dem Gewebe zu l6sen. Die Proteinisolation aus adharenter Zellkultur erfolgte
nach zweimaligem Waschen mit PBS durch Zugabe von 50-100 ul RIPA-Puffer inklusive
Phosphatase- und Proteinase-Inhibitoren unter Ablésen der Zellen durch einen Zellscharber und
Uberfihrung in ein neues ReaktionsgefaRes. Die Zellen wurden anschlieRend fiir je 9 sek bei 75 %
Leistung im Sonifikator Sonoplus (Bandelin Electronics) sonifiziert. Die lysierten Proteine aus dem
Gewebeverband bzw. den adhérenten Zellen wurden 15 min bei 14000 rpm (Eppendorf Zentrifuge
5402) bei 4 °C zentrifugiert, um Zellfragmente zu pelletieren. Der Uberstand wurde abgenommen, in

ein neues Reaktionsgefal? Uberfuhrt und bis zur weiteren Analyse bei -80 °C gelagert.

5.2.4.6 Trition-L&slichkeits-Assay

Die adhéarenten Zellen wurden mithilfe von Trypsin von der Oberflache gel6st und durch Zentrifugation
(5 min bei 3000 rpm) pelletiert. Das Pellet wurde in Triton-L&slichkeits-Puffer inklusive Phosphatase-
und Proteinase-Inhibitoren resuspendiert und nach 30 minitiger Inkubation auf Eis erneut fur 20
Minuten zentrifugiert (14000 rpm, 4 °C). Der Uberstand enthielt die l6sliche Fraktion.

Das verbleibende Pellet wurde mit Triton-Léslichkeits-Puffer inklusive Phosphatase- und Proteinase-

Inhibitoren fur 30 min bei 50 °C inkubiert und entsprach der unlésliche Fraktion.

5.2.4.7 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Lowry

Die Messung des Proteingehalts erfolgte nach dem Lowry-Prinzip mittels des DC-Protein Assays
(BioRad) nach den Angaben des Herstellers. Eine BSA-Verdinnungsreihe diente als Eichgerade. Die
Extinktionen der Proteinlysate wurden in einer zehnfachen Verdinnung mit 4qH,O bei 750 nm

photometrisch gemessen und die Proteinmengen bestimmt.

5.2.4.8 Immunoprazipitation

Die Immunoprézipitation mittels myc-Agarose diente der Isolation von tiberexprimierten myc getaggten
Proteinen aus dem Zelllysat adharent transient transfizierter Zellen fur den Pulse-Chase-Assay. Die

verwendeten Zellen wurden mit RIPA-Puffer inklusive Phosphatase- und Proteinase-Inhibitoren lysiert.
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Vor Gebrauch der myc-Agarose wurde 60 pl der Agarose zunachst 5x mit 1 ml TBS gewaschen und
jeweils fur 1 min bei 3000 rpm zentrifugiert. Beim letzten Waschschritt wurde die Flissigkeit Gber der
myc-Agarose vollstandig entfernt. Die myc-Agarose wurde anschlielend mit 250 pl lysierter
Proteinldsung (mind. 800 pg) fiir 3 h bei RT bzw. tiber Nacht bei 4 °C auf einem Uberkopfschiittler
inkubiert und anschlieRend 1 min bei 3000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
als Gesamtproteinlysat fir die Western Blot Kontrolle verwendet. Die pelletierte Agarose wurde
mindestens 4x mit 1 ml TBST gewaschen, um unspezifische Bindungen an die Agarose zu beseitigen.
Nach dem letzten Waschschritt wurde die Flussigkeit vorsichtig komplett abgenommen und mit 35 pl
SDS-PAGE-Ladepuffer versetzt. Vor dem Einsatz in der SDS-PAGE wurde die Probe aufgekocht, um
die spezifisch gebundenen Proteine von der Agarose zu lésen. Nach Zentrifugation wurde der

Uberstand abgenommen und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.

5.2.4.9 Co-Immunoprézipitation

Fur die Co-Immunoprazipitierung (Co-IP) wurden spezifische Antikdrper zundchst mit dem kardialen
Proteinlysat inkubiert und anschlie3end an Protein A bzw. G Sepharose Kigelchen gekoppelt. Fir die
Co-IP in kardialem murinem Gewebe wurde zunachst das Herz frisch prapariert und ein Drittel des
Herzens mit 750 pl Co-IP-Lysis Puffers inklusive Phosphatase- und Proteinase-Inhibitoren im
Homogenisator Precellys (5000 rpm fiir 20 sek) homogenisiert.

Nach anschlieBender Zentrifugation bei 4 °C fur 15 min bei 3000 rpm wurde der Uberstand
abgenommen und die Proteinbestimmung nach Lowry (siehe 5.2.4.5) durchgefiihrt.

Vor der Durchfihrung der Co-IP wurde das Proteinlysat mit Sepharose vorgereinigt, um den hohen
IgG Anteil im Gewebe zu minimieren. Hierfir wurden 150 pl Sepharose mit 500 pl Proteinlysat (1,5 mg
Protein) bei 4 °C fir 3 h auf einem Uberkopfschttler inkubiert und anschlieBend fiir 2 min bei 2500
rom zentrifugiert. Der Uberstand enthielt das vorgereinigte Proteinlysat und wurde mit dem
spezifischen Antikorper (ca. 6 pg) Uber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Um die spezifischen Komplexe aus dem Proteinlysat zu isolieren, wurden 50 pl Protein A (bei
monoklonalen Antikdrpern) bzw. Protein G (bei polyklonalen Antikérper) Sepharose dem Proteinlysat
hinzugegeben, fir 3 h bei 4 °C auf einem Uberkopfschiittler inkubiert und anschlieRend fiir 2 min bei
2500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde als Kontrolle des Gesamtlysats bei -80°C gelagert. Das
Pellet beinhaltete die Sepharose und die daran gebunden Protein-Komplexe. Um unspezifische
Bindung zu eliminieren, wurde die Sepahrose mindestens 4x mit 1 ml TBST gewaschen. Beim letzten
Waschschritt wurde die Flussigkeit vollstandig abgenommen und die Sepharose in 80 pl SDS-
Probenpuffer resuspendiert. Anschlieend wurde die Probe wiederum denaturiert und zentrifugiert.
Der Uberstand enthielt die spezifische gebundenen Interaktionspartner und wurde vor der Analyse
mittels SDS-PAGE bei -80 °C gelagert.
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5.2.4.10 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine kénnen mit Hilfe von SDS-PAGE ihrer Gro3e nach aufgetrennt werden. Bei der hier
angewandten diskontinuierlichen Gel-Elektrophorese handelte es sich um ein Zwei-Gel-System,
bestehend aus einem niederprozentigen Sammelgel, in dem die aufgetragenen Proteine in scharfen
Banden gesammelt wurden und einem héher prozentigen Trenngel, in dem die Proteine entsprechend

ihrer GroRe aufgetrennt wurden. Nachfolgend die Zusammensetzung der verschiedenen verwendeten

Gele.
Sammelgel Komponenten 10 ml (2 Gele)
Hzodd 6,1 ml
1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 | 2,5 ml
4 % SDS 10 % | 100 pl
Acryl/bis-Acryl 30 % | 1,3 ml
TEMED | 10 pl
APS 10 % | 100 pl
Trenngel Komponenten 20 ml (2 Gele)
HyO4q | 9,58 ml
1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 | 5,00 ml
7,5 % SDS 10 % | 200 pl
Acryl/bis-Acryl 30 % | 5,00 ml
TEMED | 20 ul

APS 10 % | 200 i

H,O04q | 7,91 ml
1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 | 5,00 ml
SDS 10 % | 200 pl
Acryl/bis-Acryl 30 % | 6,67 ml
TEMED | 20 pl
APS 10 % | 200 pl

10 %

Hzodd 4,58 ml
1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 | 5,00 ml
SDS 10 % | 200 pl
Acryl/bis-Acryl 30 % | 10,0 ml
TEMED | 20 pl
APS 10 % | 200 pl

15%

Es wurden jeweils 25 pg Protein pro Ansatz in jeweils gleichen finalen Endvolumina entnommen und
in einem 8er-PCR-GefalR mit einem Finftel Volumen Protein-Ladepuffer gemischt. Die Proben wurden
anschlieBend bei 95 °C fur funf Minuten denaturiert und anschlieBend auf Eis gekuhlt. Als
GroRenstandard diente der PAGE-Rule prestained Protein Ladder (Fermentas).

Die Gellaufkammer (BioRad) wurde mit SDS-Laufpuffer gefillt und zunéchst fir 25 min bei 50 V und

anschlieRend fir vier bis fiinf Stunden bei 80 V auftrennen lassen.
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5.2.4.11 Western Blot

Um Proteine der GroR3e nach mit spezifischen Antikérpern zu detektieren, wurden die Proteine nach
der SDS-PAGE auf eine Nitrocellulosemembran transferiert (,geblottet”). Der Zusammenbau der
Apparatur erfolgte im Transferpuffer. Die Nitrocellulosemembran wurde in der gleichen Grof3e wie das
Proteingel auf das Polyacrylamid-Gel gelegt. Gel und Nitrocellulosemembran wurden zwischen zwei
Whatman Papiere eingespannt und in eine Blot-Apparatur (BioRad) eingebaut. Der Transfer fand fir
1,5 h bei konstanter Stromstarke von 330 mA statt. Die Apparatur unterlag einer permanenten
Kihlung. Nach Beendigung des Transfers wurde die Nitrocellulosemembran kurz in PBST gesplilt.
Um unspezifische Bindungsstellen auf der Western Blot Membran zu verhindern, wurde 1 h lang mit 5
% Magermilchpulver in PBST blockiert. AnschlieRend wurde die Membran tber Nacht bei 4 °C mit
dem primérer Antikdrper unter Schitteln inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fir je 5 min in PBST
wurde die Membran mit dem sekundaren Antikdrper fir 1 h bei RT unter Schiitteln inkubiert.
Abschlieend wurde die Membran erneut gewaschen. Die Detektion erfolgte mittels
Chemilumineszenz nach Herstellerangaben (GE Healthcare). Dabei wurden Filme (Thermo Scientifc)
fur verschiedene Zeitrdume zwischen 10 sec und 5 min aufgelegt und im Entwickler (Fuji) detektiert.
Die Quantifizierung erfolgte durch Anwendung des NIH Programms. Nach der Detektion wurde die
Membran in PBS bei 4 °C aufbewahrt. Fur eine erneute Detektion wurde vor allem der
Sekundérantikdrper durch die Inkubation der Membran in 50 ml Stripping-Puffer entfernt.
AnschlielRend wurde die Membran zweimal mit PBST gewaschen und erneut in 5 % Magermilchpulver
in PBST fur 1 h blockiert.

5.2.4.12 Pulse-Chase Assay

Der Pulse-Chase-Assay ermoglicht die Nachverfolgung der biochemischen Halbwertzeit eines
Proteins. Hierzu wurden die analysierten Proteine mit Hilfe eines (3sgjMethionin/Cystein Mixes mit einer
spezifischen Aktivitét von 3,7 Ci/ml radioaktiv markiert. Epitheliale HeLaM2 Zellen wurden hierzu 48 h
zuvor mit dem Plasmid pTRE-BI tight myc-PKP2 Wildtyp bzw. Mutante (p.C796R) transfiziert. Die
Zellen wurden zu Beginn des Pulse-Chase Assays zunéchst fir 2 h in Methionin-freiem DMEM
Medium kultiviert und anschlieRend wurde das radioaktive Methionin/Cystein mit Aktivitat von 7,4
MBag/ml fur 2 h hinzugegeben (Pulse). Im Weiteren wurden die Zellen mit PBS gewaschen und in
DMEM Medium mit zugesetztem 1 mM Methionin inkubiert (Chase). Die Proteine wurden dann zu
unterschiedlichen Zeitpunkten isoliert. In den Proben, in denen ein Calpain Inhibitor angewandt wurde,
befand sich der Inhibitor sowohl im Medium des Pulse-Schrittes als auch im Medium des Chase-
Mediums. Das Gesamtproteinlysat wurde mit RIPA Puffer lysiert und anschlieend jeweils eine
Immunprazipitation der unterschiedlichen Proben mit myc-Agarose durchgefihrt (siehe 5.2.4.7).

Die isolierten Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt, das Gel danach fur 4 h bei 60°C unter
Vakuum im Geltrockner (GelDryer) getrocknet und anschlieRend die Emission durch Autoradiographie

mittels Phosphor Imager Technologie erfasst und ausgewertet.
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Eine Phosphor Imager Platte (GE Healthcare) wurde dazu tUber Nacht bei Raumtemperatur auf das
getrocknete Gel aufgelegt und anschlielRend mit dem Bionalyser Imager (GE Healthcare) gemessen.

Die Bandenintensitat wurde mit dem NIH Programm quantifiziert.

5.2.4.13 Expression rekombinanter Proteine in E.coli

Die Expression rekombinanter Proteine aus E. coli und deren Strukturanalyse wurden von Dr. Anja
Schitz im Labor von Prof. Dr. Heinemann am Max-Delbriick-Centrum durchgefunhrt.

Die cDNA kodierende Sequenz der Armadillo-Wiederholungsdoménen (AS 346-817) des humanen
PKP2a Wildtyps und der Mutanten wurde dafiir in den pQLinkH kloniert und in E. coli Rosetta (DE3)
(Merck) transformiert. Nach Erreichen einer Zelldichte von ODgyo von 2 im Lab-Shaker bei 37 °C
wurde die Genexpression mit 0,5 mM Isopropyl-1-thio-D-galactopyranoside (IPTG) Uber Nacht bei
20°C induziert. Zur Analyse der Proteininduktion wurden jeweils Proben vor, wahrend und nach der
Proteinexpression genommen, abzentrifugiert und in 50 yl SDS-Probenpuffer resuspendiert. Die

Proben wurden dann mit Hilfe der SDS-PAGE analysiert.

5.2.4.14 Aufreinigung von His7-rekombinanten Proteinen aus E.coli

Fir die Aufreinigung der Uberexprimierten N-terminalen His;-getaggten Proteine erfolgte zunéchst
durch Lyse der Zellen durch Bakterien-Lysis-Puffer und anschlielender Sonifikation. Das Lysat wurde
auf eine mit Nickel (Ni2+) geladenen HisTrap Saule (GE Healthcare) gebunden und mit Saulen-Wasch-
Puffer gewaschen. Die Saule wurde mit Saulen-Wasch-Puffer inkl. 250 mM Imidazol eluiert. Die
Proteine wurden weiter durch GréRenausschlusschromatographie auf einer Superdex 200 Saule (GE

Healthcare) aufgereinigt.

5.2.4.15 Massenspektrometrische Analyse

Die aufgereinigten Proteine wurden aus dem SDS-Gel herausgeschnitten und durch einen ,In-Gel*
Verdau mittels Trypsin in Peptide gespalten. Die resultierenden Peptide wurden anschlie3end durch
eine Stage-tip Mikroséule [Rappsilber et al., 2007] entsalzt und auf einer eigen entwickelten Reverse
Phase Saule (Dr. Maisch) durch einen 1 h Gradienten (Eksigent nano Ultra) separiert. Die separierten
Peptide wurden direkt in den Massenspektrometer gespriiht, unter Verwendung eines Proxeon lon-
Quelle mit angeschlossenem LTQ-Orbitrap (Thermo Scientifc). Das aufgezeichnete Spektrum wurde
mit dem Max-Quant Software Packet [Cox et al., 2008] oder dem Mascot Software Packet (Matrix

Science) analysiert.
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5.2.4.16 Proteinkristallographie und Strukturanalyse

Die Kristallisation der C752R Variante des PKP2 erfolgte unter Verwendung der ,Hanging drop vapor
diffusion Methode bei 20 °C durch Mischen der gleichen Volumina von Protein (5 mg/ml in 20 mM
HEPES—-NaOH pH 7.5, 0.1 M NaCl, und 3 mM DTT) und Reservoir-Losung. Vor der Schockgefrierung
durch flussigen Stickstoff wurde der Kristall in Reservoir-Losung inkl. 25 % Glycerol tberfihrt.

Die Identifizierung der Kristallstruktur erfolgte unter Verwendung der bereits bekannten Struktur der
Armadillodomé&nen des humanen PKP1 (PDB ID 1xm9) als Vergleichsmodell [Choi et al., 2005].

Die Koordinaten und Strukturfaktoren konnten anhand der Protein Data Bank (www.pdb.org, PDB ID
code 3TT9) hergeleitet werden.

Strukturvorhersagen der gesamten Armadillodoménen des Wildtyp PKP2a wurden mit dem I-TASSER
server [Wu et al., 2007; Zhang et al., 2007; Zhang et al., 2008] durchgefiihrt, indem man die Struktur
des stabilen Armadillo-Fragmentes der PKP2a C752R Variante gegen die Armadillo-Doméanen des

bekannten humanen PKP1 verwendete.

5.2.5 Zellkultur

5.2.5.1 Zellkultivierung

Die Kultivierung der verschiedenen eukaryotischen Zelllinien wurde in separaten 75 cm?

Zellkulturflaschen (TPP) durchgefuhrt und erfolgte bei konstanten 37 °C, 5 % CO, und 98 %
Luftfeuchtigkeit in ihren entsprechenden Kultivierungsmedien. Diese wurden vor der Benutzung mit
spezifischen Zusatzen wie FKS, Penicillin/ Streptomycin (P/S) oder L-Glutamin komplementiert. Bei
den Zelllinien handelte es sich ausschlie3lich um adhérente Zelllinien. Medienkomplementierung und
Zellkulturarbeit fanden stets bei sterilen Bedingungen unter der Sterilwerkbank (Thermo Fischer) statt.
Um eine konstant gute Vitalitat der eukaryotischen Zellen zu gewahrleisten, wurden tote, geloste
Zellreste mit dem alten Medium abgenommen und die adhérenten Zellen mit 10 ml 1x PBS
gewaschen. Fir die Passage wurden die Zellen durch proteolytischen Verdau der Adhasionsproteine
mit 2 ml Trypsin/EDTA (Invitrogen) vom Kulturflaschenboden gel6st, mit der Pipette vereinzelt und in
frischem Medium aufgenommen. Je nach Zellwachstum und Konfluenz der Zellen wurde die Prozedur
alle 3-4 Tage wiederholt. Fur experimentelle Untersuchungen wurde die Zellzahl mittels Neubauer
Zahlkammer (Paul Marienfeld) bestimmt und entsprechend ihrer Wachstumsrate in 24, 12 oder 6 Well-

Kulturschalen bzw. 6 cm oder 10 cm Zellkulturschalen (TPP) ausgesét.
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5.2.5.2 Isolation neonataler Rattenkardiomyozyten

Fir die Isolation von neonatalen Rattenkardiomyozyten wurden 50-80 neonatale Ratten pro Ansatz
prapariert. Die neonatalen Ratten wurden jeweils unter der Sterilwerkbank dekapitiert. Der Torso
wurde mit einer chirurgischen Schere der L&nge nach aufgeschnitten und das Herz mittels
Dissektionspinzette in eine 10 cm Schale mit eiskaltem PBS uberfiihrt. Nach Beendigung aller Herz
Praparationen, wurden die Herzens durch Uberfiihren in zwei weitere Schalen mit PBS gewaschen.
Anschliel3end wurden die Herzen mit zwei Skalpellen so sehr zerkleinert bis eine homogene Masse
entstand. Diese Masse wurde in ein Rundkolben mit Magnetstéabchen tberfiihrt, 25 ml Verdau-Ldsung
zugegeben und der Rundkolben in einem 37 °C warmem Wasserbad befestigt, welches auf einem
Magnetrihrer stand. Dieser erste kurze Verdau wurde fir 5 min bei 700 rpm inkubiert und der
Uberstand verworfen. Folgend wurden jeweils 25 ml Verdau-Losung zu dem Gewebe gegeben, 10
min bei 700 rpm im Wasserbad geriihrt und der Uberstand durch ein Nylon-Sieb in einem mit 3 ml
FBS geflllten neuen 50 ml Reaktionsgefald auf Eis gesammelt. Dieser Vorgang wurde 6-8 mal
wiederholt bis das Gewebe vollstéandig verdaut war. Die gesammelten Reaktionsgefalie wurden bei 4
°C fiir 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert und die Uberstande verworfen. Die einzelnen Pellets wurden
in komplementiertes DMEM-F12 Medium mit 10 % FKS und P/S (alle Invitrogen) in einem finalen
Volumen von 50 ml vereinigt und je 10 ml auf eine 10 cm Zellkulturschale verteilt. Die Schalen
wurden fur mind. 1 h im Zellkulturinkubator inkubiert. Dieser Schritt diente der Entfernung von
Fibroblasten aus der kardialen Gewebe aufgrund der Tatsache, dass die Fibroblasten auf der
unbeschichteten Zellkulturschale schneller adhérieren als die Kardiomyozyten. AnschlieRend wurde
der Kardiomyozyten-enthaltene Zellkulturiiberstand jeder Schale in ein neues 50 ml Reaktionsgefald
Uberfuhrt und die Schale mehrmals grindlich mit PBS gewaschen, wobei kraftig gegen den
Schalenrand mit der Hand geklopft wurde. Das PBS wurde ebenfalls jeweils in das Reaktionsgefald
Uberfuhrt. Die ReaktionsgefaRe wurden zentrifugiert und die Pellets erneut in DMEM-F12 mit 10 %
FKS und P/S resupendiert. Es folgte ein weiteres Ausplattieren auf unbeschichteten Schalen und
Inkubation fur 1 h im Inkubator, um die Kardiomyozytenkultur abermals von Fibroblasten zu befreien.
Nachdem die Uberstande gesammelt wurden und die Schalen mit PBS gewaschen wurden, folgte
eine Pelletierung der Zellen durch Zentrifugation (1200 rpm, 10 min, RT). Das Zellpellet wurde in 20 ml
komplementierten DMEM-F12 mit 5 % Pferdeserum, P/S und Cytosin Arabinosid (AraC) (Sigma-
Aldrich) resuspendiert und in einer Neubauer-Zédhlkammer gezéhlt. Die Zellen wurden entweder auf 1
% Gelatine beschichteten Zellkulturschalen oder auf Laminin (Sigma-Aldrich) beschichten
Deckglaschen ausgesat und Gber Nacht in den Inkubator gestellt. Am Folgetage wurden die Platten
mehrmals grindlich durch Klopfen an der Schalenwand mit PBS gewaschen, um nichtadhéarente,
defekte Zellen und Zellschrott zu entfernen. Die Zellen wurden nach Zugabe von komplementierten
DMEM-F12 mit 1 % FBS, P/S und AraC eine weitere Nacht im Inkubator gehalten und am nachsten
Tag wurde ein Medienwechsel durchgefiihrt, welches kein Antibiotikum enthielt, um die Zellen auf die
Antibiotika-freie Transfektion am Folgetag vorzubereiten und um sicherzustellen, dass die Kultur keine

Kontamination enthélt.
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5.2.5.3 Isolation adulter Mauskardiomyozyten

Die Isolation von adulten Mauskardiomyozyten wurde in Zusammenarbeit mit dem Studenten Egon
Jacobus im Zuge seiner Bachelorarbeit in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Thierfelder etabliert
[Jacobus, 2011]. Diese Methode basiert auf der retrograden Aortenperfusion des murinen Herzens.
Der Maus wurde hierzu zunachst 100 ul Heparin (2500 IE/ 5 ml) fiir 15 min intraperitoneal appliziert,
um Agglutinationen im Herz wahrend der Enthahme zu verhindern. Die Maus wurde anschlieRend
durch intramuskulére Injektion von 100 ul 2 % Xylazin und 100 pl 10 % Ketamin narkotisiert und das
Herz schnellstmdglich heraus préapariert. Die Aorta wurde in einer Schale mit eiskaltem PBS auf eine
Metallkanile aufgezogen und mithilfe eines Drahtes befestigt bevor das Herz samt Metallkaniile in
einer auf 37°C temperierten Perfusions-Apparatur (Hugo-Sachs) befestigt wurde. Das Herz wurde
daraufhin mit Ca**-freien Puffer fiir 10 min perfundiert und anschlieRend mit 0,12 % Kollagenase Typ
2 Losung fir ca. 12 min verdaut. Danach wurde das Herz aus der Apparatur herausgenommen und
der Verdau in Ca®*-freien Puffer inkl. 0,5 % BSA und 0,125 mM CaCl, abgestoppt. Wahrend dessen
wurde mit Pinzetten und einer angeschnittenen 5 ml Pipettenspitze das Herz solange mechanisch
zerkleinert bis keine groBeren Gewebesticke mehr zu erkennen waren. Die entstandene
Zellsuspension wurde durch ein Nylonnetz filtriert und anschlie3end bei 35 g fur 4 min zentrifugiert.
Das Pellet wurde in Ca2+—RekuItivierungspuffer inkl. 0,2 mM CacCl, resuspendiert und die Zellen fir 4
min bei RT sedimentiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und in 4 aufeinanderfolgenden
Schritten die Kalziumkonzentration stetig erhéht (0,35; 0,5; 0,75 und 1 mM). AbschlieRend wurde die
Suspension fir 4 min bei 35 g zentrifugiert und die Zellen in MEM 1018 Kultivierungsmedium
(Invitrogen) inkl. des Kontraktilitatsinhibitor BDM (Sigma-Aldrich) aufgenommen. Nach der Zellzéhlung
wurden die adulten murinen Kardiomyozyten auf Laminin beschichteten Deckglaschen ausgesat und
im Zellkulturschrank kultiviert.

5.2.5.4 Tet-On System

Das Tet-On Expressions-System ist ein bindres transgenes System, das in Abhangigkeit von der
Aktivitat eines Transkriptions-Aktivators die Induktion eines Transgens erlaubt [Furth et al., 1994;
Gossen et al., 1992; Valencik et al., 2001]. Beim Tet-On System reguliert ein Tetracyclin-kontrolliertes
Transaktivatorprotein (rtTA), welches aus dem Tet Repressor DNA Bindungsprotein (TetR) des Tc
Resistenzoperons von E. coli fusioniert mit der starken Transaktivatordoméne von VP16 vom Herpes
simplex Virus besteht, die Expression eines Zielgens, das unter der transkriptionellen Kontrolle des
Tetracyclin-gesteuerten Promotorelements (TRE) steht. Das TRE besteht aus der Tet
Operatorsegence (tetO), die an einen minimalen CMV-Promotor des humanen Zytomegalievirus
fusioniert ist. In der Gegenwart von Tetracyclin oder Doxycyclin, bindet tTA an das TRE und aktiviert
die Transkription des Zielgens. In Abwesenheit von Tetracyclin oder Doxycyclin, kann rtTA das TRE
nicht binden, woraufhin die Expression des Zielgens blockiert wird. Das Tet-On System hat gegeniiber
anderen induzierbaren Genexpressionssystemen wie z.B. Cre oder FRT den Vorteil, dass die

Aktivierung des Gens reversibel ist.
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Als TRE tragendes Plasmid wurde das Plasmid pTRE2pur-HA verwendet und den Transaktivator
stellte das Plasmid rtTA dar. Die verwendeten HelaM2- Zellen sind stabil mit diesem Transaktivator

transfiziert worden [Gossen et al., 1995].

5.2.5.5 Transfektion

5.2.5.5.1 Transiente Plasmid-DNA Transfektion durch Polyethylenimin (PEI)

Durch transiente Transfektion kann fremde DNA in eukaryotische Zellen eingebracht werden. Ein Tell
der DNA dringt wahrend der Zellteilung in den Zellkern ein und wird fiir einige Tage transkribiert. Die
DNA integriert dabei nicht in das Genom und wird daher zerstért, wenn ein Selektionsdruck fehlt.

Das kationische Polymere PEI besitzt keine hydrophoben Reste und ist daher wasserléslich.
Kationische Polymere kondensieren auf der DNA und bilden Polyplexe.

Fir die Transfektion wurde die bendtigte Menge PEI (Stockldsung 2 mg/ml in ddH,O) und die
gewtlinschte Menge DNA jeweils in einem definierten Volumen OptiMEM (Invitrogen) gelést, gut
durchmischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Konzentrationen von PEI und DNA wurden
so gewahlt, dass sich ein Verhéltnis von Phosphatpna) zu Stickstoffeg, von 1:2 ergab.

Im Falle einer Co-Transfektion, dies bedeutet die Transfektion von zwei verschiedenen Plasmiden,
wurde ein Plasmid-DNA A /Plasmid-DNA B/PEI Verhaltnis von 1:1:4 verwendet.

Schale | Oberflache | DNA PEI Medium
24 well 2 cm? 0,4ug | 0,8ug 500 pl
12 well 4 cm? 0,8 ug 1,6 ug 1ml

6 well 10 cm? 2 ug 4 ug 2mi
10 cm 60 cm? 10 pg 20 pg 10 ml

Das kationische Polymer wurde anschlieend zu der DNA-L6sung gegeben, gut durchmischt und 20
min bei RT inkubiert. Der entstandene Komplex wurde anschlielend vorsichtig zu den Zellen
gegeben, die zuvor frisches Kulturmedium erhalten hatten. Der DNA/Polymer Komplex wurde fiir 8 h
mit den Zellen bei 37 °C im Brutschrank inkubiert und anschlieend ein kompletter Medienwechsel
durchgefihrt.

Bei Transfektion der pTRE2pur-HA PKP2 Konstrukte wurde die Proteinexpression durch Zugabe von
100 nM Doxycyclin (SIGMA) in das Kulturmedium 8 h nach Transfektion induziert und bei jedem
zusatzlichen Medienwechsel erneut dem Medium zugesetzt. 48 h -72 h nach der Transfektion wurde

der Nachweis fiir die entsprechende RNA bzw. fur das Protein durchgefihrt.
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5.2.5.5.2 Transfektion von kurz-interferierender RNA (SiRNA)

Der siRNA-Ansatz ist eine Methode zur posttranskriptionalen Unterdriickung der Genexpression,
wobei die Ziel-RNA sequenzspezifisch erkannt und abgebaut wird. Diese Methode wurde erstmals in
Nematoden C. elegans beschrieben [Fire et al., 1998].

Fur die siRNA Transfektion wurde das Transfektionsreagenz DhramaFECT 1 (Thermo Fisher)
verwendet. Zundchst wurde jeweils 2 UM siRNA bzw. DharmaFECT in definiertem Volumen OptiMEM
geldst und fir 5 min bei RT stehen gelassen. Beide Anséatze wurden vereinigt und fir 20 min bei RT
inkubiert. AnschlieBend wurde der gebildete Komplex zu den Zellen mit frischem Kulturmedium ohne
Antibiotikum zugesetzt und Uber Nacht im Zellkulturinkubator inkubiert. Am Folgetag wurde ein
kompletter Medienwechsel inklusive Antibiotikum durchgefiihrt. Die Analyse der siRNA transfizierten
Zellen erfolgte 72 h bis 120 h nach Transfektion.

5.2.5.6 Dispase Assay

Fur den Dispase Assay wurden epitheliale A431 Zellen in einer 6 cm Zellkulturschale ausgesét, am
Folgetag mit entsprechender siRNA transfiziert und nach 72 h wurde die konfluente Zellkultur zweimal
mit PBS gewaschen. Es folgte eine Inkubation mit 5 ml Dispase Il (2.4 Einheiten/ml (Sigma-Aldrich))
bei 37 °C im Zellkulturinkubator fiir 1 h. Anschlie3end wurden die Zellen 10-mal auf einem taumelden
Schiittler hin und her gerittelt und die Zellkulturschale mit Hilfe des Lichtmikroskop Leica DM
fotographisch dokumentiert. Die quantitative Bestimmung der entstandenen Zellfragmente wurde

mittels der ImageJ Software in mehrfachen Ansétzen bestimmt.

5.2.5.7 Migration Assay

Zur Durchfihrung des Migration Assays wurden jeweils 70 pl einer aufgereinigten neonatale
Rattenkardiomyozyten Suspension (7x10° Zellen/ ml) in die zuvor mit Laminin beschichteten zwei
Kammern des ,Culture Inserts® im u-Dish (IBIDI) pipettiert. Nach Adhasion der Zellen, wurden die
Zellen mit entsprechender siRNA transfiziert. 120 h nach siRNA Transfektion wurde das ,Culture
Insert” vorsichtig mittels einer sterilen Pinzette entfernt und die Zellkulturschale mit 2 ml Kulturmedium
gefullt. Der ca. 500 um lange entstandene Spalt wurde mit dem Lichtmikroskop Leica DM
fotographisch dokumentiert und der Zeitpunkt O h festgelegt. Die Dokumentation erfolgte nach 16 h
und 48 h. Die quantitative Bestimmung der einzelnen Spaltbreiten erfolgte durch Anwendung der

ImageJ Software.
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5.2.5.8 TUNEL-Assay

Der TUNEL-Assay basiert auf der Erkenntnis, dass im Zuge der Apoptose Doppelstrangbriiche in der
DNA entstehen. Die dabei auftretenden freien 3'OH Enden der DNA werden mit Hilfe des Enzyms
»1erminal deoxynucleotidyl Transferase“ (TdT) markiert. Dieses Enzym flgt den 3’'OH Enden eine
zuféllige Sequenz von Nukleotid Triphosphaten (NTPs) an.

Dabei werden spezielle Digoxigenin gekoppelte Nukleotide verwendet, die durch einen anti-
Digoxigenin Antikorper detektiert werden koénnen. Dieser anti-Digoxigenin Antikdrper ist mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein gekoppelt, was eine Detektion in der Fluoreszenzmikroskopie
ermdglicht. Die Apoptose Detektion mittels TUNEL-Assay erfolgte nach den Angaben des Herstellers

des ApopTag-Kits (Millipore).

5.2.6 Tierversuche

Fur die Tierversuche wurden Méause (Mus musculus) des Stammes FVB/N verwendet. Falls nicht
anders angegeben, wurden Méause der transgenen Linien im Alter von 3—6 Monaten analysiert. Die

Tierversuche wurden von dem Landesamt fir Gesundheit und Soziales Berlin (G 0108/06) genehmigt.

5.2.6.1 Generierung transgenen Mause

Im Rahmen dieser Arbeit wurden, die bereits in der Zellkultur getesteten Konstrukte HA-PKP2-WT und
das mutierte HA-PKP2-C796R in das Genom von Mausen integriert. Die Generierung der transgenen
Mauslinien wurde durch die Methode der Oozyten-Mikroinjektion am Max-Delbriick-Centrum in
Méausen (FVB/N Hintergrund) durchgefiihrt. Jeweils 50 ng Plasmid DNA wurden vorab mittels
Restriktionsendonuklease Bsal linearisiert und die entsprechende cDNA gereinigt. Die DNA Ldsung
wurde in den mannlichen Vorkern einer Oocyte injiziert. Die manipulierte Oocyte wurde dann in den
reproduktiven Trakt einer scheintrdchtigen Ammen Maus implantiert. Als Nachkommen wurden
Griundertiere mit genetisch einheitlichen Zellen geboren, wovon einige das Transgen in die Keimbahn
eingebaut hatten. Die durch Genotypisierung ermittelten Transgen positiven PKP2 Griindertiere
wurden mit einer transgenen Tetracyclin-kontrollierten Transaktivatorprotein (rtTA) tragende Mauslinie
verpaart. Das rtTA-Konstrukt lag homozygot in den Mausen vor und unterliegt der Kontrolle des
herzspezifischen o-MHC Promotors, sodass die Expression des transgenen PKP2 exklusive im
Herzen stattfand. Diese rMTA Maus wurde von Glen Fishman generiert und in multiplen Studien
diverser Arbeitsgruppen eingesetzt [Fishman et al., 1994]. Die a-MHC-rtTA Maus liegt ebenfalls im
FVB/N Hintergrund vor. Aus der Verpaarung der transgenen PKP2 Mutation (PKP2-C796R) Maus mit
einer homozygoten o-MHC-rtTA Maus gehen als Nachkommen Tiere mit den Genotypen PKP2-
C796R"/o-MHC-1tTA" und PKP2-C796R/a-MHC-ItTA" (transgen negative Kontrollen) hervor
(Abbildung 33). Die Verpaarung der PKP2 WT Mausen mit der homozygoten a-MHC-rtTA verhalt sich

identisch.
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Transgenic hPKP2 (TG) aMHC rtTA

WT ¢ aMHC rtTA

1G . aMHCHIA aMHC rtTA

WT WT aMHC rtTA

+ Doxycyclin

é Expression

Stabile transgene
Mauslinie

IG . aMHCrtTA
WT ' aMHCrtTA

Abbildung 33: Schematisches Verpaarungsschema der transgenen PKP2 Maus

5.2.6.2 Induktion der Zielgen-Expression

Um die herzspezifische Zielgen-Expression in diesen doppelt transgenen M&usen zu induzieren,
wurde Uber das Trinkwasser Doxycyclin (2 mg/ml Doxycyclin + Sucrose (5 %) zur Maskierung des
leicht bitteren Doxycyclin Geschmacks) tiber den Versuchszeitraum dauerhaft verabreicht. Die Gabe

von Doxycyclin selbst war fur die Tiere nicht belastend.

5.2.6.3 Explantation des Herzen aus der Maus

Die 3-6 Monate alte Maus wurde mittels Cervikaldislokation getttet. Der Thorax wurde mit Hilfe einer
Dissektionsschere gedffnet und die Rippenbdgen mit einer Dissektionspinzette gespreizt, um das Herz
freizulegen. Das Herz konnte dann mit einer Dissektionsschere am Ausflusstrakt abgetrennt und
entnommen werden. Sofort nach der Enthahme wurde das Herz in 4°C gekiihltem PBS gewaschen
und bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt. Unter dem Dissektionsmikroskop wurde das Organ auf
Vollstandigkeit (kompletter Herzmuskel inklusive beider Vorhofe), auf Kontamination mit
Fremdgewebe, wie zum Beispiel Teile der Lunge, und auf Unversehrtheit geprift. Die weiteren
Praparationsschritte richteten sich nach den Experimenten, die mit den jeweiligen Herzen

durchgefiihrt werden sollen.
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5.2.6.4 Echokardiographie

Alle echokardiographischen Untersuchungen wurden von Martin Taube und Stefanie Schelenz Max-
Delbrick-Zentrum durchgefihrt. Die Messungen als auch die Auswertungen erfolgten verblindet. Die
Ultraschalluntersuchungen wurden mit dem Vevo 770® System (Visual Sonic) und mit einem 30 MHz
Schallkopf durchgefiihrt. Zur Einleitung der Narkose wurde die Maus in eine Induktionskammer mit
Isofluran (3 vol%) gesetzt. Die anasthesierte Maus wurde in Rickenlage auf eine Warmeplatte
gebracht und mit den Pfoten auf EKG-Elektroden fixiert. Die Messungen erfolgten bei einer
Herzfrequenz von 450-550 Schlage/min, und die Korpertemperatur wurde konstant bei 37 °C
gehalten. Die Narkose wurde Uber eine Gesichtsmaske (1-2 vol% Isofluran, 1,5 I/min Carbogen)
aufrechterhalten. Der Brustkorb wurde enthaart und mit vorgewarmtem Ultraschallgel bedeckt. Mit

einer Frame rate von 60 Hz wurde im B-Mode die parasternale lange Achse des Herzens dargestellt.

5.2.7 Statistik

Die statistische Signifikanz des Unterschieds der Mittelwerte bei Vergleichen zweier Gruppen wird
durch den Student t-Test ermittelt. Dieser wurde zweiseitig mit unbestimmter Varianz durch das
Tabellenkalkulationsprogramm Excel berechnet. Die Kennzeichnung der statistischen Signifikanz
innerhalb von Diagrammen uber den P-Wert erfolgt fur alle Darstellungen gleichermalRen: *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001. Die Anwendung des nicht-parametrischen Mann-Whitney U Test bestatigte die

Signifikanzen der einzelnen Experimenten.
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Anhang

7. Anhang

RV Kontrollgewebe

RV biopsy C796R (ll1-1)

Anhang Abbildung Al: Konfokale Immunofluoreszenz-Farbungen einer kardialen Biopsie von Patient Ill-1
mit heterozygoter p.C796R PKP2 Mutation

Reprasentativer Gefrierschnitt einer endokardialen Biopsie des Probanden IlI-1 zeigte eine normale Expression
von DSP an den Glanzstreifen der Kardiomyozyten, verglichen mit dem Kontrollgewebe. Das Adhéasionsprotein
N-Cadherin diente als interne Qualitatskontrolle und konnte in beiden Proben zu gleichen Anteilen detektiert
werden. Maf3stab, 25 pm.
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Anhang

DSP NCAD

RV Kontrollgewebe

Areal 1

RV Autopsie C796R (I1-1)

Areal 2

Anhang Abbildung A2: Konfokale Immunofluoreszenz-Farbungen einer kardialen Autopsie des Patienten
II-1 mit heterozygoter p.C796R PKP2 Mutation

Reprasentativer Paraffin-Schnitt einer Autopsie des RV des Probanden 1l-1 demonstrierte einen deutlichen
Verlust des DSP Signals an den Glanzstreifen im Areal 1, wahrend N-Cadherin sowohl in der Probe von 1I-1 als
auch im Kontrollgewebe normal exprimiert ist. Im Gegensatz dazu ist keine Veranderung der DSP Expression im
Areal 2 des gleichen Ausschnitts nachzuweisen, verglichen mit dem RV Kontrollgewebe. MaR3stab, 25 pum.
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Anhang

RV Kontrollgewebe

RV Autopsie C796R (lI-1)
Areal 1

Areal 2

Anhang Abbildung A3: Konfokale Immunofluoreszenz-Farbungen einer kardialen Autopsie des Patienten
II-1 mit heterozygoter p.C796R PKP2 Mutation

Im Gewebe des Patienten IlI-1 war das Expressionsmuster von DSC2 im Areal 2 im Vergleich zur Kontrolle
signifikant reduziert, wohingegen keine Veranderung des JUP Signals in Areal 1 des gleichen Schnittes detektiert
wurde. Die Expression von N-Cadherin war in allen Proben unverandert. Maf3stab, 25 pm.
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Anhang Abbildung A4: Konfokale Immunofluoreszenz-Farbungen einer kardialen Autopsie des Patienten

II-1 mit heterozygoter p.C796R PKP2 Mutation
Reprasentativer Paraffin-Schnitt einer Autopsie des RV des Probanden 1l-1 demonstrierte einen deutlichen
Verlust des Cx43 Signals an den Glanzstreifen, wahrend N-Cadherin sowohl in der Probe von II-1 als auch im

Kontrollgewebe normal exprimiert war. Maf3stab, 25 pm.
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Anhang

(A) PKP2a_wt

(D) PKP2a_delAA

MKHHHHHHHG AAGTSLYKKA GENLYFQGSN ADMEMTLERA VSMLEADHML MKHHHHHHHG AAGTSLYKKA GENLYFQGSN ADMEMTLERA VSMLEADHML
PSRISAAATF IQHECFQKSE ARKRVNQLRG ILKLLQLLKV QNEDVQRAVC PSRISAAATF IQHECFQKSE ARKRVNQLRG ILKLLQLLKV QNEDVQRAVC
GALRNLVFED NDNKLEVAEL NGVPRLLQVL KQTRDLETKK QITGLLWNLS GALRNLVFED NDNKLEVAEL NGVPRLLQVL KQTRDLETKK QITGLLWNLS
SNDKLKNLMI TEALLTLTEN ITIPFSGWPE GDYPKANGLL DFDIFYNVTG SNDKLKNLMI TEALLTLTEN IIIPFSGWPE GDYPKANGLL DFDIFYNVTG
CLRNMSSAGA DGRKAMRRCD GLIDSLVHYV RGTIADYQPD DKATENCVCI CLRNMSSAGA DGRKAMRRCD GLIDSLVHYV RGTIADYQPD DKATENCVCI
LHNLSYQLEA ELPEKYSQNI YIQNRNIQTD NNKSIGCFGS RSRKVKEQYQ LHNLSYQLEA ELPEKYSQNI YIQNRNIQTD NNKSIGCFGS RSRKVKEQYQ
DVPMPEEKSN PKGVEWLWHS IVIRMYLSLI AKSVRNYTQE ASLGALONLT DVPMPEEKSN PKGVEWLWHS IVIRMYLSLI AKCPQLHTRS ILRSSAEPHG
AGSGPMPTSV AQTVVQKESG LQHTRKMLHV GDPSVKKTAI SLLRNLSRNL RKWTNADISG SDSCPEGKWP AAHPKDAACH

SLONEIAKET LPDLVSIIPD TVPSTDLLIE TTASACYTLN NIIQNSYQNA

RDLLNTGGIQ KIMAISAGDA YASNKASKAA SVLLYSLWAH TELHHAYKKA (E) PKP2a_1487S

Q MKHHHHHHHG AAGTSLYKKA GENLYFQGSN ADMEMTLERA VSMLEADHML
(B) PKP2a_C752R PSRISAAATF IQHECFQKSE ARKRVNQLRG ILKLLQLLKV QNEDVQRAVC
MKHHHHHHHG AAGTSLYKKA GENLYFQGSN ADMEMTLERA VSMLEADHML GALRNLVFED NDNKLEVAEL NGVPRLLQVL KQTRDLETKK QITGLLWNLS
DSRISAAATF IQHECFQKSE ARKRVNQLRG ILKLLQLLKV QONEDVQRAVC SNDKLKNLMI TEALLTLTEN SIIPFSGWPE GDYPKANGLL DFDIFYNVTG
GALRNLVFED NDNKLEVAEL NGVPRLLQVL KQTRDLETKK QITGLLWNLS CLRNMSSAGA DGRKAMRRCD GLIDSLVHYV RGTIADYQPD DKATENCVCI
SNDKLKNLMI TEALLTLTEN IIIPFSGWPE GDYPKANGLL DFDIFYNVTG LHNLSYQLEA ELPEKYSQNI YIQNRNIQTD NNKSIGCFGS RSRKVKEQYQ
CLRNMSSAGA DGRKAMRRCD GLIDSLVHYV RGTIADYQPD DKATENCVCI DVPMPEEKSN PKGVEWLWHS IVIRMYLSLI AKSVRNYTQE ASLGALONLT
LHNLSYQLEA ELPEKYSQNI YIQNRNIQTD NNKSIGCFGS RSRKVKEQYQ AGSGPMPTSV AQTVVQKESG LQHTRKMLHV GDPSVKKTAI SLLRNLSRNL
DVPMPEEKSN PKGVEWLWHS IVIRMYLSLI AKSVRNYTQE ASLGALQNLT SLONEIAKET LPDLVSIIPD TVPSTDLLIE TTASACYTLN NIIQNSYONA
AGSGPMPTSV AQTVVQKESG LQHTRKMLHV GDPSVKKTAI SLLRNLSRNL RDLLNTGGIQ KIMAISAGDA YASNKASKAA SVLLYSLWAH TELHHAYKKA
SLONEIAKET LPDLVSIIPD TVPSTDLLIE TTASARYTLN NIIQNSYQNA 0

RDLLNTGGIQ KIMAISAGDA YASNKASKAA SVLLYSLWAH TELHHAYKKA

2 (F) PKP2a_V5431

(C) PKP2a_S57IF MKHHHHHHHG AAGTSLYKKA GENLYFQGSN ADMEMTLERA VSMLEADHML
MKHHHHHHHG AAGTSLYKKA GENLYFQGSN ADMEMTLERA VSMLEADHML PERESARMMTE FOHECEORSE ARBRVIILAG LIRLLOLLEY SNEDNGQRAVC
PSRISAAATF IQHECFQKSE ARKRVNQLRG ILKLLOLLKV QNEDVQRAVC GALRNLVFED NDNKLEVAEL NGVPRLLQVL KQTRDLETKK QITGLLWNLS
GALRNLVFED NDNKLEVAEL NGVPRLLOVL KQTRDLETKK QITGLLWNLS SNDKLKNLMI TEALLTLTEN IIIPFSGWPE GDYPKANGLL DFDIFYNVTG
SNDKLKNLMI TEALLTLTEN IIIPFSGWPE GDYPKANGLL DFDIFYNVTG CLRNMSSAGA DGRKAMRRCD GLIDSLIHYV RGTIADYQPD DKATENCVCI
CLRNMSSAGA DGRKAMRRCD GLIDSLVHYV RGTIADYQPD DKATENCVCI LHNLSYQLEA ELPEKYSQNI YIQNRNIQTD NNKSIGCFGS RSRKVKEQYQ
LHNLFYQLEA ELPEKYSQNI YIQNRNIQTD NNKSIGCFGS RSRKVKEQYQ DVPMPEEKSN PKGVEWLWHS IVIRMYLSLI AKSVRNYTQE ASLGALONLT
DVPMPEEKSN PKGVEWLWHS IVIRMYLSLI AKSVRNYTQE ASLGALQNLT AGSGPMPTSV AQTVVQKESG LQHTRKMLHV GDPSVKKTAI SLLRNLSRNL
AGSGPMPTSV AQTVVQKESG LQHTRKMLHV GDPSVKKTAI SLLRNLSRNL SLONEIAKET LPDLVSIIPD TVPSTDLLIE TTASACYTLN NIIQNSYQNA
SLONETAKET LPDLVSIIPD TVPSTDLLIE TTASACYTLN NIIQNSYQNA RDLLNTGGIQ KIMAISAGDA YASNKASKAA SVLLYSLWAH TELHHAYKKA
RDLLNTGGIQ KIMAISAGDA YASNKASKAA SVLLYSLWAH TELHHAYKKA 0

Q

Anhang Abbildung A5: Massenspektrometrische Analyse der aufgereinigten Armadillo Doméanen des
humanen PKP2 Wildtyps und diverser Varianten.

Die gesamte Domane wurde als N-terminale His7-tag Fusionsprotein exprimiert und mittels Affinititsbeads
aufgereinigt. Die Proteine unterschieden sich in ihrer Stabilitdt aufgrund von unterschiedlich tragenden
Mutationen. Die massenspektrometrische Analyse wurde zur Identifikation der resultierenden stabilen Fragmente
der jeweiligen Proteine verwendet. Die identifizierten Peptidfragmente durch Massenspektrometrie sind in rot
hervorgehoben. Mit freundlicher Genehmigung von Frau Dr. Anja Schitz (Max-Delbriick-Centrum - AG
Heinemann).
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Anhang Abbildung A6: Strukturanalyse des humanen PKP2a

(A-C) Die Uberlagerung der Kristallstrukturen ausgewéhlter Arm-Wiederholungs-Proteine. Die Kristallstruktur der
Arm-Wiederholungsdomanen der humanen PKP2a C752R Variation (lila) ist Uberlagert mit (A) der Struktur des
humanen PKP2a WT (orange), (B) humanem PKP1 (hellblau, 1xm9) und (C) humanem p120 Catenin (grin,
3l6y). Die Orientierung ist in allen Abbildungen identisch. (D) Stereo Ansicht der S571 Interaktion innerhalb der 5.
Arm-Wiederholungsdoméane. (E) Stereo Ansicht der C752 |Interaktion innerhalb der 8. ARM-
Wiederholungsdoméne. Mit freundlicher Genehmigung von Frau Dr. Anja Schitz (Max-Delbriick-Centrum - AG
Heinemann).
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H1 H2 H3
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276 T ESRRQQWYQ LG GICKLVDLL RSPN QNVQQAAAGALRNLY
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415 SAL -AGRQTMR NYSG LIDSLMAYVQNCVA ASRCDD KSVENCMCVLHNLS
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Anhang  Abbildung A7: Strukturbasierte @ Sequenz der Gegeniberstellung von  Arm-
Wiederholungsdomanen des humanen PKP1 (obere Reihe) und humanen PKP2a (untere Reihe)
Die Sequenzen der Arm-Widerholungsdomanen wurden anhand der H1-H3 Helices der jeweiligen
Wiederholungen gegenibergestellt und die Konservierungen der Sequenzen dargestellt (markierte graue
Aminoséaurereste). Die Wiederholungsnummern und der korrespondierende Aminosaurebereich sind links
vermerkt. Die sekundaren Strukturelemente (humanes PKP2a) sind jeweils ber der Gegeniberstellung
dargestellt. Kursiv verzeichnete Aminoséurereste weichen in der PKP1 Struktur ab. Als Konsensus Positionen
gelten solche spezifischen Aminoséaurereste, die mindestens in zwei Drittel der Wiederholung tibereinstimmen
oder jeweils zwei identische Aminoséauren in mindestens vier Wiederholungen aufweisen. Konsensus Positionen
mit Uberwiegend vielen hydrophoben Resten sind als gefiillte Boxen darstellt, die mit geringen hydrophoben
Resten als offene Boxen. Die Bereiche mit generell hydrophoben Resten sind durch halbgefiilite Boxen markiert
und basische Reste mit einem “+“. Als Vergleich ist das Konsensus Arm-Wiederholungsmotiv von 3-catenin unten
aufgefuhrt. Konservierte Aminosaurereste, die einen Kontakt zwischen dem Einsatz und den Wiederholungen 5-7
vermitteln, sind unterstrichen. Analysierte Mutationen sind mit * (1487S, S571F, V543l, C752R) oder |f
(C693fsX741 = delAA) markiert. Mit freundlicher Genehmigung von Frau Dr. Anja Schiitz (Max-Delbriick-Centrum
- AG Heinemann).
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|6sliche Proteinfraktion

hPKP2 WT hPKP2 C796R
ALLN ALLN
DMSO  6h 12h DMSO  6h 12h
HA-PKP2
G-tubulin | we— G o— | S — —

unlésliche Proteinfraktion

hPKP2 WT
ALLN
DMSO  6h 12h

HA-PKP2 e S o

N-Caderin

hPKP2 C796R

ALLN
DMSO  6h 12h

Anhang Abbildung A8: Ldslichkeitstest der PKP2-C796R Mutation
Western Blot Analyse der Triton-l6slichen und Triton-unldslichen Proteinfraktion von Uberexprimierenden HA-
PKP2-WT und -C796R Proteinen in HelaM2 Zellen in Abwesenheit (DSMO) bzw. nach zeitabh&ngiger
Behandlung mit dem Calpain Protease Inhibitor ALLN. GAPDH bzw. N-Cadherin dienten als Lade- und
Fraktionierungskontrolle. Das mutierte HA-PKP2-C796R Protein konnte nach 6 h Behandlung mit dem Calpain
Inhibitor ALLN ausschlieBlich in der Triton-unléslichen Proteinfraktion stabilisiert werden. Der Calpain Inhibitor

hatte keinen Einfluss auf den PKP2-WT.
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TgPKP2-WT

TgPKP2-C796R

Anhang Abbildung A9: Proteinexpression im transgenen PKP2 Mausmodell
Repréasentative Immunofluoreszenz Farbungen von kardialen Kryo-Schnitten der TgPKP2-WT und TgPKP2-
C796R Linien. Das Expressionsmuster des endogenen PKP2 zeigte im TgPKP2-C796R keine Intensitats- oder
Lokalisationsveranderungen, verglichen mit dem TgPKP2-WT. Mal3stab, 25 pum.

a-Actinin nkx2.5/\Vimentin

neonataleKardiomyozyten

Anhang Abbildung A10: Reinheitsgrad der Kardiomyozyten

Reprasentative Immunofluoreszenz Farbungen neonatalen Kardiomyozyten sieben Tage nach Isolation.

Die kardialen Proteinmarker a-Actinin (griin) und nkx2.5 (rote Kernfarbung) veranschaulichen den fast 100 %tigen
Reinheitsgrad der isolierten Kardiomyozyten. Mal3stab, 25 pm.
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Anhang Tabelle Al: Evolutiondre Konservierung und in silico Bewertung von humanen PKP2

Variationen
9 <
A = o ol T
. Anderung Ll =z £ w| . ® o| >
AA Austausch | ukleotid g8 | 2| =8| 8| 2| @ <| Z| 2
Substitution s s| 5| €| 2| 2| G| & 3l 3| T
der Polaritat ol | | 2| §| ¢| = S| I| A
S| < =2 0& 2 Sl & ) m
[ %) o o c S X
(2] (2]
S140F 419C>T + S|S|S|F|SsS|S|T B| - | B
V587l 1759G>A - VI V|V |V ]|V]|V]|YV B|U|D
S615F 1844C>T + S|S|S|S|S|S]|S D|D|D
K654Q 1960A>C - K|K|K|]K|K]|K]|]K PD| D | D
C796R 2386T>C + c|,c|jc|ycjcj|jc|c D|D|D

B = Benign (gutartig) / D = Damaged (schadhaft) / U = Unknown (unbekannt) / PD = Potential Damaged (potentiell schadhaft)
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Anhang

Anhang Tabelle A2: Datensammlung und Details des kristallisierten PKP2a-C752R Proteins

PKP2a arm_C752R

Datensammlung
Wavelength [A]
Resolution [A]

Space group

Unit-cell parameters [A]
Measured reflections
Unique reflections
Real %]

Completeness [%0]
<I>/<o(1)>

Wilson B-factor [A%]

Refinement
Resolution range [A]
Reryst
Ry (test set of 5%)
No. of non-H atoms
protein
glycerol
water
Average isotropic B-factor [A’]
main chain
side chain
glycerol
water
Rmsd for bond lengths [A]
Rmsd for bond angles [°]
Ramachandran regions
Most favorable [%o]
Allowed [%]
Outliers [%6]

0.91841

35.00 - 1.55

P2,2:2,

a=46.35, b=63.04,c=74.95
136,879 (9,044)

32,363 (2,304)

7.1 (58.4)

99.4 (98.3)

17.9 (2.9)

20.19

33.42-1.55(1.59-1.55)
0.159
0.191

1892
12
283

9.2
11.9
24.5
26.1
0.015
1.567

99.1
0.9

147



Anhang

Anhang Tabelle A3: Ergebnisse der Echokardiographie von TgPKP2-C796R nach 12 Wochen

Messparameter rnTA (n=3) |nTATgPKP2 C796R (n=5)
IVSd [mm] 1,03+ 0,06 0,96 + 0,02
LVPWd [mm] 1,04 £ 0,05 0,95+ 0,02
VS sys [mm] 1,40 £ 0,02 1,27 £ 0,06
LVPW sys [mm] 1,41 +£0,03 1,26 + 0,06 *
LVd [mm] 3,74 £ 0,09 4,08 £0,10
LV sys [mm] 2,32+0,12 2,77+0,09 *
FS [%] 38,08 + 1,68 31,93+2,38
Trace EF [%)] 6,44 + 2,40 60,68 + 2,50
Stroke Volume [ul] 32,37 +1,57 19,60 £ 2,50
Heartrate 369,67 + 25,51 355,20 + 44,29
Cardiac output [ml/min] | 7,84 + 0,39 6,53 +1,17
LV Mass [mg] 151,46 + 17,50 154,56 + 7,57
Heart / Body 6,36 + 0,68 6,82 + 0,44
Bodyweight [g] 23,77 + 0,37 22,74 + 0,41

*p <0,05
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Abkiirzungsverzeichnis

8. Abklrzungsverzeichnis

Abkirzung Erlauterung

a-MHC alpha-Myosin-Heavy-Chain (Myosinschwerkette)
negativ

“+” positiv

A Adenin

ACM arrhythmogene Kardiomyopathie

ALLN Acetyl-Leu-Leu-Norleucinol

AnkG zytoskelettaler Adapterprotein AnkyrinG
APS Ammoniumpersulfat

AraC Cytosin Arabinosid

Arm Armadillo

ARVC Arrhythmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathie
AS Aminosaure

b2m beta-2-Mikrotubulin

BDM 2,3-Butadienon monoxime

BFA Brefeldin A

BIM Bisindolylmaleimide

Bp Basenpaare

BSA Bovines Serum Albumin

bzw. beziehungsweise

C Cytosin (Nukleinsaure); Cystein (Aminosaure)
CaCl, Kalziumchlorid

CAR Zelladhasions -Erkennungsstelle

cDNA Complementary DNA

Ci Curie

Cmv Cytomegalo-Virus

CPVT Catecholaminergic Polymorphic Ventricular Tachycardia
cTnT cardiac troponinT

Cr-Wert Cycle of Threshold (Schwellenwert)
Cx43 Connexin 43

DAG Second messanger Diacylglycerol

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol

dd Doppelt destilliert

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate

DOC Dioxycholinséaure

Dox Doxycyclin

DSC2 Desmocollin-2

DSG2 Desmoglein-2

DSP Desmoplakin

DTD Desmoglein terminale Doméne

DTT Dithiothreitol
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Abkiirzungsverzeichnis

Dvl dishevelled

E.coli Escherichia coli

EA Extrazellulare Ankerdoméane

EC Extrazellulare Doméne

ECL Enhanced Chemiluminescence

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EF Ejection Fraction; Endotoxin frei

EGF Epidermaler Wachstumsfaktors

EGTA ethylene glycol tetraacetic acid

EKG Echokardiogramm

ER Endoplasmatisches Retikulum

EtOH Ethanol

F Phenylalanin

FKS Fetales Kalberserum

for forward (vorwarts)

FRT Erkennungsstelle der Rekombinase Flippase
FS Fractional Shortening

G Guanin

G418 Sulfat Geneticindisulfat

GAPDH Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
GSK3ap Glykogen Synthase Kinase 3 alpha/beta
GSR Glycin-Serin-Arginin

h human

H1-H3 Helices in Arm-Wiederholungs-Doméne
H20 Wasser

H20> Wasserstoffperoxid

HPLC High Pressure Liquid Chromatography
HRP Horseradish peroxidase

HS Horese Serum (Pferdeserum)

I Isoleucin

1A intrazellularer Anker

ICD implantierbarer Kardioverter- Defibrillator
ICS interzellulare Cadherin-&hnliche Sequenz
IDP innere intrazellulare Plaque

IF Intermediérfilamente

IgG Immunoglobin G

IP Immunoprazipitation

IPL intrazellular Prolin-reicher Linker

IPTG Isopropyl-1-thio-D-galactopyranosid

IVS sys Interventrikuléares Septum systolisch
IVSd Interventrikuldares Septum diastolisch
JUP Plakoglobin

K Lysin

kB Kilobasen

KCI Kaliumchlorid

kDa Kilo-Dalton

KO Knockout

kv Kilovolt
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Abkiirzungsverzeichnis

L Leucin

LB Luria-Bertani

LEF Lymphoid enhancer factor

LTQ Linear Trap Quadrupole

LV Linker Ventrikel

LV sys Linker Ventrikel systolisch

Lvd Linker Ventrikel diastolisch
LVPW sys left ventricular posterior wall systolic
LVPWd left ventricular posterior wall diastolisch
m murin

M Methionin

MAPK klassische mitogen- aktivierte Proteinkinase
MEM Modified Eagle Medium

MgSO4 Magnesiumsulfat

mRNA Messenger RNA

NaCl Natriumchlorid

NaF Natriumfluorid

NaH2PO4 Natriumhydrogenphosphat
NaHCO3 Natriumhydrogenphosphat
NaOH Natriumhydoxid

NCAD N-Cadherin

NEAA Non Essential Amino Acids

oD Optische Dichte

ODP aulerer Plaque

p Phospho

P/S Penicillin/Streptomycin

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS Phosphate buffered saline

PBST Phosphate buffered saline tween
PCR Polymerase Chain Reaction

PEI Polyethylenimine

PFA Paraformaldehyd

Pfu Pyrococcus furiosus

PKA Proteinkinase A

PKB Protein Kinase B

PKC Protein Kinase C

PKP2 Plakophilin 2

PM Plasmamembran

PMA Phorbol 12-myristate 13-acetate
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

Q Glutaminsaure

R Arginin

R1-R9 Arm-Wiederholungs-Doménen
RA Rechtes Atrium

rev Reverse (rickwarts)

RNA Ribonuklinacid (saure)

rpm rounds per minute

RT Raumtemperatur
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Abkiirzungsverzeichnis

RT-PCR Reverse-Transkriptase PCR

rTA Tetracyclin-kontrolliertes Transaktivatorprotein
RUD Wiederholungsdoméne/ repeated unit domain
RV Rechter Ventrikel

S Serin

SDS Natriumdodecylsulfat

SEM Standard Error of the Mean

SiRNA small interference (kurz interferierende) RNA
SOB Super Optimal Broth

SOC Super Optimal Catabolite repression

SR Sarkoplasmatisches Retikulum

T Thymin

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Taq Thermus aquaticus

TBST Tris-buffered Saline Tween

TCF T-cell factor

TdT Terminal deoxynucleotidyl Transferase
TEMED Tetramethylethylendiamin

Temp Temperatur

tetO Tet Operatorsegence

TetR Tet Repressor

TFC Task-Force-Kriterien

™ Transmembrandoméane

TMEMA43 Transmembrane protein 43

TRE Tetracyclin-gesteuerten Promotorelement
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

TTE Tris/taurine/ETDA

TUNEL TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling
U Units (Einheit)

u.a. unter anderem

UN Ubernachtkultur

UPR Unfolded Protein Response

UPS Ubiquitin Proteasom System

UTR untranslatierte Region

UV/VIS Ultraviolett/Visuell

\% Valin

VES Extrasystolen

VGSC Natriumkanalkomplex

VIM Vimentin

VUS Varianten mit unbekannter Signifikanz
Wnt wingless-Glycoprotein

WT Wildtyp

Y Tyrosin

z.B. zum Beispiel

MaReinheiten wurden entsprechend der Nomenklatur des S| (Systéme international) angegeben.

152



Publikationsliste und Kongressbeitrage

9. Publikationsliste und Kongressbeitrage

Folgende Publikationen sind bisher aus dieser Arbeit hervorgegangen:

Molecular Insights into Arrhythmogenic Right Ventricular Cardiomyopathy Caused by
Plakophilin-2 Missense Mutations

Kirchner F, Schuetz A, Boldt LH, Martens K, Dittmar G, Haverkamp W, Thierfelder L, Heinemann U,
Gerull B

Im Revisionsverfahren bei Circulation: Cardiovascular Genetics (Stand: Marz 2012)

Folgende Kongressbeitrage sind bisher aus dieser Arbeit hervorgegangen:

Molecular characterization of plakophilin-2 mutations suggests the involvement of proteolytic
degradation in the disease process of ARVC
Kirchner F, Schuetz A, Heuser A, Heinemann U, Thierfelder L, Gerull B

Annual Scientific Sessions of American Heart Association (AHA) in Orlando, Florida, USA, 2009

Weitere Publikationen:

Stress-induced dilated cardiomyopathy in a knock-in mouse model mimicking human titin-
based disease

Gramlich M, Michely B, Krohne C, Heuser A, Erdmann B, Klaassen S, Hudson B, Magarin M, Kirchner
F, Todiras M, Granzier H, Labeit S, Thierfelder L, Gerull B. J Mol Cell Cardiol. 2009; 47:352-358.

Weitere Kongressbeitrage:

A founder mutation in desmocollin-2 causes a predominant left ventricular arrhythmogenic

cardiomyopathy in homozygous carriers in a Hutterite population

Brenda Gerull, Florian Kirchner, Oliver Strohm, Matthias Friedrich and Henry Duff

Annual Scientific Sessions of American Heart Association (AHA) in Orlando, Florida, USA, 2011

153



Danksagung

10. Danksagung

An dieser Stelle mochte ich mich bei Herrn Professor Dr. Ludwig Thierfelder bedanken, der es mir
ermoglicht hat, an diesem faszinierenden Thema der ARVC zu forschen. Wahrend meiner

Promotionszeit hat er mich stets mit seinem wissenschaftlichen Rat unterstitzt.

Mein besonderer Dank gilt meiner Betreuerin Dr. Brenda Gerull. Durch Ihre offene Art und lhren
Anspruch hat Sie mich immer motiviert und geférdert. Mit ihren wertvollen Ratschlagen und Ideen trug

sie maf3geblich zum Gelingen dieser Arbeit bei.

Frau Professor Dr. Constance Scharff danke ich flr die universitare Betreuung meiner Dissertation
und die Ubernahme des Gutachtens. Des Weiteren bedanke ich mich fiir ihre vielen Anregungen im

Rahmen des PhD Project Committees des Max-Delbruick Centrums.

Ich bedanke mich dariiber hinaus ganz herzlich bei Iska Liebner. Ihre Erfahrung und Hilfsbereitschaft

waren immer eine wichtige Stutze fur mich.

Vor allem mochte ich meinen Doktorandenkollegen fiir die vielen anregenden Diskussionen auf dem

gemeinsamen Weg danken: Robert, Manuela, Maria, Ute, Timm und Susanne.

Der gesamten Arbeitsgruppe Thierfelder danke ich herzlich fiur die Hilfsbereitschaft und die
angenehme Arbeitsatmosphare. Dieser Dank geht an Arnd, Bea, Florian, Frieda, Jana, Jorg, Maik,
Martin, Patrick, Sabine, Steffi B, Steffi S.

Meinen Kooperationspartner Dr. Anja Schitz (AG Heinemann), Dr. Leif-Hendrik Boldt (Klinikum

Virchow) und Dr. Boris Jerchow (TCF-MDC) danke ich fir die gute und freundliche Zusammenarbeit.

Ganz personlich méchte ich besonders meinen Eltern, zukinftigen Schwiegereltern, Grof3eltern,

meinem Bruder Daniel und meinen Freunden fiir ihre unendliche Unterstiitzung danken.

Der groR3te private Dank gilt meiner Verlobten Marleen! Deine Liebe war immer Halt und Motivation.

Danke!

154



Erklarung

11. Erklarung

Die dieser Dissertation zugrunde liegenden Arbeiten wurden am Max-Delbriick-Centrum in Berlin in
der Zeit vom 01.Janurar 2007 bis zum 30. November 2011 durchgefuhrt.

Hiermit erklare ich, dass ich die vorliegende Dissertation selbststéandig verfasst und keine anderen als

die angegebenen Hilfsmittel verwendet habe.

Berlin, den 22. Oktober 2012

Florian Kirchner

155



