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Abbildung 9: 400fache VergréRerung einer DKMP-Probe. Anfarbung von LPA; (griin) und VSMCs (rot)

Abb. 9A zeigt ein Blutgefald mit Endothelzellen und einer breiten VSMC-Schicht. LPA,
stellt sich in den Endothelzellen zytoplasmatisch und in den VSMCs kernlokalisiert dar.
In der Kofarbung B ist zusatzlich die glatte Muskulatur der GefaRwand mit ,Anti-Alpha-
Smooth-Muscle-Actin® gefarbt, was den Aufbau der GefalRwand gut erkennen lasst. Die

Negativ-Kontrolle 9C zeigt kein Signal.
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Abbildung 10: 400fache Vergroerung einer DKMP-Probe. Anfarbung von S1P, (griin) und VSMC (rot)

Die Bilder 10A-D zeigen ein Blutgefal® im Myokard. A zeigt eine Farbung mit Anti-S1P4.
Es liegt eine zytoplasmatische Lokalisation von S1P4 in den Endothelzellen und schwa-
cher auch in den VSMCs vor. Die VSMC-Schicht in der Gefallwand ist in B durch
Farbung gegen SMCA dargestellt. Bild D zeigt die Negativkontrolle.
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Abbildung 11: 400fache Vergréferung einer DKMP-Probe. Anfarbung von S1P; (griin) und Vimentin (rot)

Die Abbildungen 11A-D zeigen ein im Myokard gelegenes Gefald in einer S1P¢- und
Vimentin-Farbung. Die Fibroblasten unten im Bild sowie die Endothelzellen zeigen eine
starke zytoplasmatische S1P-Expression. In Abb. C ist die Kolokalisation von Vimentin
und S1P4zu sehen. Abb. D zeigt die Negativkontrolle.
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Abbildung 12: 400fache Vergréferung einer DKMP-Probe. Anfarbung von S1P (grin)

Bild 12A zeigt quer angeschnittene Myozyten, die eine intrazellulare Lokalisation von

S1P4 aufweisen. B zeigt die zugehorige Negativkontrolle.

Abbildung 13: 630fache Vergréflerung einer DKMP-Probe. Anfarbung von S1P; (grin)

12A und B zeigen einen Querschnitt durch Myozyten, welche S1P4 exprimieren. Das
Muster entspricht dabei der typischen Cohnheimschen Felderung der Myozyten. Es
handelt sich hierbei um kleine Zytoplasmastralien, die die einzelnen Myofibrillen eines
Myozyten voneinander trennen. Das S1P+-Signal entspricht daher einer intrazellularen

Expression des Rezeptors. In B ist die Negativkontrolle zu sehen.
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3.1.1 Expressionsstiarken von S1P;und LPA;

In den Tabellen 14 und 15 wird die Starke der Immunfloureszenz-mikroskopisch ermit-
telten Expression von S1P4 und LPA, in Kardiomyozyten, Endothelzellen, Fibroblasten
und VSMCs dargestellt. (-) steht dabei fur ,keine Expression®, (+) fur ,geringe Expressi-
on®, (++) fur ,mittlere Expression“ und (+++) fur starke Expression. Bei den Endothelzel-

len, Fibroblasten und VSMCs handelt es sich jeweils nur um die im Myokard gelegenen

Zellen. Die Proben k1-k10 bezeichnen dabei die Kontrollen, p1-p10 die Patienten

S1P, in S1P, in Fibroblas- S1P, in S1P, in
Endothelzellen ten VSMCs Myozyten
k1 + ++ + +
k2 ++ ++ - -
k3 - - - -
k4 + + - +
k5 + +++ ++ +
k6 + ++ - ++
k7 ++ +++ - +
k8 + ++ +++ ++
k9 + ++ - +
k10 ++ +++ + ++
p1 +++ + +++ +
p2 ++ + - +++
p3 +++ +++ - ++
p4 ++ - ++ +++
p5 + ++ - +++
p6 + ++ - ++
p7 +++ + - +++
p8 +++ +++ - +
p9 + ++ - ++
p10 ++ + - +++
Tabelle14: Expressionsstarke fir S1P4 in Endothelzellen, Fibroblasten, VSMCs und Myozyten. - = keine

Expression, + = geringe Expression, ++ = mittlere Expression, +++ = starke Expression. k = Kontrolle,

p = Patient.
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LPA;in LPA;in LPA;in LPA;in
Endothelzellen Fibroblasten VSMCs Myozyten
k1 - - - +++
k2 + - - .
k3 - - - -
k4 - - - ++
k5 - - + +
k6 - - - -
k7 - - - -
k8 - - - -
k9 : i ; .
k10 + + + -
p1 +++ - +++ +
p2 + - - ++
p3 + - i _
p4 ++ - +++ +++
p5 - - - -
p6 ++ - - ++
p7 +++ + + +
p8 ++ - - ++
p9 ++ - ++ +++
p10 ++ + - ++

Tabelle 15: Expressionsstarke flir LPA; in Endothelzellen, Fibroblasten, VSMCs und Moyzyten. - = keine
Expression, + = geringe Expression, ++ = mittlere Expression, +++ = starke Expression. k = Kontrolle,

p = Patient.

Aus den Ergebnistabellen wurden flr die Kombination jedes Zelltyps mit einem der bei-
den Rezeptoren die Anzahl von Patienten und Kontrollen mit einem der vier Auspra-
gungs-Merkmale ermittelt. So entstanden 8 Kreuztabellen. Fur die graphische Darstel-
lung wurde jedem Merkmal von ,keine Expression“ bis ,starke Expression® ein ver-
schiedener Farbton zugeordnet und die Anzahl von Individuen fur jedes Merkmal als
Balken in Y-Achsen-Richtung dargestellt. Die X-Achse wurde als Merkmal ,krank“ oder
,gesund” definiert. Mittels des Chi-Quadrat-Tests wurde ermittelt, ob sich die Merk-
malsauspragungen bei Patienten und Kontrollen signifikant unterscheiden. Die so ermit-
telten Balkendiagramme sowie die statistische Auswertung finden sich in den Kapiteln
3.1.2 bis 3.1.6.
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3.1.2 Expression von S1P4 und LPA, in Kardiomyozyten

Die im Praparatschnitt vorhandenen Myozyten wurden im Quer- und Langsschnitt be-
trachtet. Auf eine Kofarbung mit einem Myozytenmarker wurde aufgrund ihrer typischen
Lage und morphologischen Charakteristika verzichtet. Die befundeten Myokardproben
der DKMP-Patienten wiesen die typischen Kaliberunterschiede der Myozyten und teil-
weise kastenférmige Myozytenkerne auf.

In longitudinalen Anschnitten der Muskelzellen stellte sich S1P¢ in den Glanzstreifen
und im quergestreiften Muster der Muskelzellen dar. In den Querschnitten zeigte sich
eine zytoplasmatische und teilweise mebranstandige Expression.

LPA zeigte sich in allen Schnittebenen im Bereich des Kerns und schwach im Zytop-
lasma lokalisiert.

Im Chi-Quadrat-Test konnte in den Patienten-Myozyten eine signifikant hohere Expres-
sion von S1P; gegenuber der Kontrollgruppe nachgewiesen werden, der p-Wert wurde
mit 0,04 berechnet.

Far LPAs wurde mit einem p-Wert von 0,155 kein signifikanter Anstieg in Patienten-
Myozyten gegenuber der Kontrollgruppe berechnet.

Auf den folgenden beiden Seiten werden die Daten fur S1P; und LPA{ in Myozyten als

Kreuztabelle sowie graphisch dargestellt.
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S1P+-Expression in Myozyten Gesamt
Expression - + ++ +++
Diagnose | krank 0 2 3 5 10
gesund 2 5 3 0 10
Gesamt 2 7 6 5 20

Tabelle 16: Diagnose * S1P, in Myozyten Kreuztabelle

S$1P, Expression in Myozyten

0 T =

Kontrollen Patienten

[ keine Expression
[ geringe Expression
[ mittlere Expression
I starke Expression

Abbildung 14: S1P,-Expression in Myozyten. Die Patientenherzen zeigen eine signifikant starkere S1P4-
Expression in Myozyten als die Kontrollgruppe. p = 0,04

LPA-Expression in Myozyten Gesamt
Expression - + ++ +++
Diagnose | krank 2 2 4 2 10
gesund 7 1 1 1 10
Gesamt 9 3 5 3 20

Tabelle 17: Diagnose * LPA; in Myozyten Kreuztabelle
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LPA4 Expression in Myozyten

0 N

Kontrollen Patienten

[ keine Expression
[ geringe Expression
[T mittlere Expression
I starke Expression

Abbildung 15: LPA;-Expression in Myozyten. Die Myozyten der Patientenherzen zeigen keine starkere
Expression von LPA;. p = 0,155

3.1.3 Expression von S1P; und LPA; in kardialen Endothelzellen

Es wurden die Endokard-Endothelzellen und Gefal-Endothelzellen der im Herzen lie-
genden Blutgefalie beurteilt. Diese unterschieden sich innerhalb eines Praparats nicht
erkennbar in Expression und Lokalisation der Rezeptoren, d.h. es wurde in der Auswer-
tung nicht zwischen Endokard-Endothelzellen und denen in Blutgefalen unterschieden.
Die Zellen wurden durch ihre spezifische Lage sowie Kofarbung mit Vimentin-Ak und
Faktor-VIII-Ak identifiziert.

S1P+ zeigte teils eine zytoplasmatische, aber auch membranstandige sowie perinuklea-
re Lokalisation. LPA; zeigt sich Uberwiegend im Kern und schwacher im Zytoplasma

lokalisiert.
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In Patientenherzen exprimierten Endothelzellen LPA; signifikant starker als in den Kon-
trollherzen. Der p-Wert wurde hier mit 0,006 berechnet. Fir S1P4 konnte hier mit 0,112
kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden.

Im Folgenden werden die Daten fur S1P4 und LPA; in Endothelzellen wiederum als

Kreuztabelle und graphisch dargestellt.

S1P-Expression in Endothelzellen Gesamt
Expression - + ++ +++
Diagnose | krank 0 3 3 4 10
gesund 1 6 3 0 10
Gesamt 1 9 6 4 20

Tabelle 18: Diagnose * S1P, in Endothelzellen Kreuztabelle

S$1P4 Expression in Endothelzellen

) H
0 sl —

Kontrollen Patienten

1 keine Expression
[ geringe Expression
I mittlere Expression
I starke Expression

Abbildung 16: S1P4-Expression in Endothelzellen. Es liegt kein signifikanter Unterschied zwischen Pati-
enten und Kontrollen vor, der p-Wert liegt bei 0,112.
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LPA-Expression in Endothelzellen Gesamt
Expression - + ++ +++
Diagnose | krank 1 2 5 2 10
gesund 8 2 0 0 10
Gesamt 9 4 5 2 20

Tabelle 19: Diagnose * LPA; in Endothelzellen Kreuztabelle

LPA4 Expression in Endothelzellen

Kontrollen

[ keine Expression
[ geringe Expression
[ mittlere Expression
I starke Expression

Patienten

_a

Abbildung 17: LPA-Expression in Endothelzellen. Die Expression des Rezeptors in Endothelzellen der

Patientengruppe ist signifikant héher als in der Kontrollgruppe. p = 0,006
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3.1.4 Expression von S1P; und LPA; in ,,Vascular Smooth Muscle Cells”

Es wurde die glatte Gefalmuskulatur der im Myokard liegenden Gefal3e beurteilt. Die
Zellen wurden durch Kofarbung mit ,a-Smooth-Muscle-Actin® identifiziert.

Insgesamt zeigten sich beide Rezeptoren seltener und schwacher exprimiert als in Myo-
zyten und Endothelzellen. In der Expressionsstarke gab es grofl3e individuelle Unter-
schiede zwischen den Proben.

Das bereits beobachtete Lokalisationsmuster trat auch hier wieder auf: S1P, war zy-
toplasmatisch und LPA hauptsachlich im Kern lokalisiert.

Ein Unterschied hinsichtlich der Expressionsstarke von S1P; und LPA; zwischen
DKMP- und Kontrollgruppe konnte mit einem p=0,515 fur S1P1 bzw. p=0,253 fur LPA;
nicht nachgewiesen werden.

Im Folgenden werden die Kreuztabellen und Balkendiagramme fur S1P4 und LPA4 in

den ,Vascular Smooth Muscle Cells“ gezeigt.

-51 -



Ergebnisse

S1P-Expression in VSMCs Gesamt
Expression - + ++ +++
Diagnose | krank 8 0 1 1 10
gesund 6 2 1 1 10
Gesamt 14 2 2 2 20

Tabelle 20: Diagnose * S1P, in VSMCs Kreuztabelle

10

S$1P, Expression in VSMCs

'—'“

Kontrollen

[ keine Expression
[ geringe Expression
[ mittlere Expression
I starke Expression

|

Patienten

Abbildung 18: S1Ps-Expression in VSMCs. Es ist keine Regulation der Patienten- gegeniliber der Kon-

trollgruppe zu erkennen. Der p-Wert betragt 0,515.

LPA-Expression in VSMCs Gesamt
Expression - + ++ +++
Diagnose | krank 6 1 1 2 10
gesund 7 3 0 0 10
Gesamt 13 4 1 2 20

Tabelle 21: Diagnose * LPA; in VSMCs Kreuztabelle
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LPA4 Expression in VSMCs

: - HHI

Kontrollen Patienten

[ keine Expression
[ geringe Expression
[ mittlere Expression
I starke Expression

Abbildung 19: LPA-Expression in VSMCs. Es liegt kein signifikanter Unterschied in der Expressionsstar-
ke zwischen beiden Gruppen vor. Der p-Wert betragt 0,253.

3.1.5 Expression von S1P, und LPA;in Fibroblasten

Die in einem Gewebeschnitt vorhandenen Fibroblasten wurden durch Farbung mit Vi-
mentin-Antikérpern sichtbar gemacht. Es wurden von den Finroblasten sowohl S1P4 als
auch LPA; exprimiert.

Die Intensitaten unterschieden sich dabei von Probe zu Probe deutlich, ebenso wie die
Anzahl der Fibroblasten in den verschiedenen Gewebeschnitten.

Im Zytoplasma und der Zellmembran von Fibroblasten wurde S1P4 exprimiert. LPA;
wurde in dieser Studie nur sporadisch von Fibroblasten exprimiert. Auch hier fiel wieder
die kernstandige Lokalisation auf.

Die Expressionsstarke von S1P4 und LPA unterschied sich zwischen DKMP- und Kon-

trollgruppe nicht signifikant. Der p-Wert betrug 0,475 fir S1P4. Da die Expression von
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LPA; in beiden Gruppen nur zwischen “keine Expression” und “schwache Expression”

schwankte, wurde hier ganz auf den Chi-Quadrat-Test verzichtet.

In den folgenden 4 Tabellen und Diagrammen werden die Ergebnisse fur S1P4-und

LPA-Expression in Fibroblasten dargestellt.

S1P-Expression in Fibroblasten Gesamt
Expression - + ++ +++
Diagnose | krank 1 4 3 2 10
gesund 1 1 5 3 10
Gesamt 2 5 8 5 20

Tabelle 22: Diagnose * S1P; in Fibroblasten Kreuztabelle

S$1P4 Expression in Fibroblasten

il

]

Kontrollen

[ keine Expression
[ geringe Expression
[ mittlere Expression
I starke Expression

Patienten

Abbildung 20: S1P4-Expression in Fibroblasten. Es besteht kein Unterschied zwischen beiden Gruppen in

der Expression von S1P,. p = 0,475
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LPA-Expression in Fibroblasten Gesamt
Expression - +
Diagnose | krank 8 2 10
gesund 9 1 10
Gesamt 17 20

Tabelle 23: Diagnose * LPA; in Fibroblasten Kreuztabelle

10

LPA4 Expression in Fibroblasten

O

Kontrollen

[ keine Expression
[ geringe Expression
[ mittlere Expression
I starke Expression

Patienten

Abbildung 21: LPA, Expression in Fibroblasten. Es liegt keine signifikante Regulation des Rezeptors vor.
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3.1.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

In den folgenden Tabellen 24 und 25 werden die Ergebnisse zur Expressionsstarke mit
Hilfe der ermittelten p-Werte aus den Chi-Quadrat-Tests sowie das jeweils beobachtete
Lokalisationsmuster zusammengefasst. Die signifikanten Regulationen sind dabei rot
hervorgehoben.

In dieser Studie wurde eine Korrelation zwischen der S1P4- und LPA-Expressions-
starke und dem Vorliegen einer DKMP gezeigt. Keine Korrelation konnte zwischen Alter
oder Geschlecht des Gesamtkollektivs (DKMP und Kontrollen) mit der S1P¢- und LPA;-

Expression nachgewiesen werden.

Myozyten Endothelzellen VSMCs Fibroblasten
S1P4 0,040 0,112 0,515 0,475
Patienten 1
LPA, 0,155 0,006 0,253 -
Patienten

Tabelle 24: Zusammenstellung der p-Werte des Chi-Quadrat-Tests

Myozyten Endothelzellen VSMCs Fibroblasten
S1P, |In Glanzstreifen und| zytoplasmatisch/ |Insgesamt schwach | zytoplasmatisch
zytoplasmatisch/ | teilweise membran- | zytoplasmatisch lokalisiert
teilweise membran- | standig und peri- lokalisiert
sténdig nuklear
LPA, Im Kern und Im Kern und Im Kern und Im Kern und
schwach schwach schwach schwach
zytoplasmatisch zytoplasmatisch zytoplasmatisch zytoplasmatisch

Tabelle 25: Lokalisationsmuster beider Rezeptoren in den verschiedenen Zelltypen

3.2 Ergebnisse des Western Blots

Die LPA-Expression im Myokard-Gesamtprotein einer Kontrollgruppe und einer Patien-
tengruppe mit DKMP wurden im Western Blot miteinander verglichen. So konnten die
Ergebnisse der Immunfluoreszenz Uberpruft und quantifiziert werden. Es zeigte sich
eine ungefahr doppelt so hohe LPA-Expression in den Patientenherzen gegenuber der
Kontrollgruppe. Dieser Anstieg wurde in zwei unabhangigen Experimenten nachgewie-
sen, von denen hier eines exemplarisch gezeigt wird. Die entsprechenden Daten fur die

S1P+-Expression lagen der Arbeitsgruppe bereits vor (siehe Publ. Becher et al.).
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3.2.1 Hybridisierung mit Anti-LPA, und Anti-GAPDH auf den Membranen 1 - 4

Bei Hybridisierung mit einem Antikérper gegen den N-Terminus von LPA; traten zwei
Banden auf. Die untere, meist etwas starkere bei lag bei 37 kDa, also der errrechneten
Grole des Rezeptors. Die groRere lag bei 40 kDa. Die Abbildungen 22-29 zeigen die
ausgewerteten Doppelbanden der vier Gele sowie die zugehérigen GAPDH-Farbungen
jeweils mit Eichgerade und neun Proben im Doppelansatz. Die Aufteilung der Gele ist

den Beschriftungen zu entnehmen.

Eichgerade I Kontrollen I Patienten

37kDA - "= S P s e T Lo i e ~ =il .

Abbildung 22: Hybridisierung mit Anti-LPA; auf Membran 1

Eichgerade I Kontrollen I Patienten

CEPLIL S IR—————— 2t

Abbildung 23: Hybridisierung mit Anti-GAPDH auf Membran 1

Eichgerade I Patienten Kontrollen

VA- L LoLT=s o oosmmmmEn

-
© — — — — W o S— —

Abbildung 24: Hybridisierung mit Anti-LPA; auf Membran 2

Eichgerade I Patienten I Kontrollen
33 kDA - e e aEd -.—.—-—-—---——-

Abbildung 25: Hybridisierung mit Anti-GAPDH auf Membran 2

Eichgerade I Patienten IKontrollen

37 kDA~ it 4 4 g o ——— - -

Abbildung 26: Hybridisierung mit Anti-LPA; auf Membran 3
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Eichgerade I Patienten IKontrollen

Abbildung 27: Hybridisierung mit Anti-GAPDH auf Membran 3

Eichgerade | Kontrollen Patienten
37 kDA -- —— A - =

Abbildung 28: Hybridisierung mit Anti-LPA; auf Membran 4

Eichgerade I Kontrollen I Patienten
—— S TS <o - SR S - G S — — DD o w—C D —
33 kDA --

Abbildung 29: Hybridisierung mit Anti-GAPDH auf Membran 4

3.2.2 Berechnung der exprimierten Proteinmengen

In den folgenden Tabellen 26 und 27 werden die aus den Regressionsgeraden errech-
neten Proteinmengen fir LPA; und GAPDH in ug je Probe sowie die Quotienten aus
beiden aufgefuhrt. Der Quotient beschreibt die Menge an LPA-Protein in jeder Probe
bezogen auf die aufgetragene Proteinmenge pro Spur, die leicht variieren kann. Um die
Gele auch untereinander vergleichbar zu machen, wurde der Mittelwert der Quotienten
aller Kontrollen der vier Gele gleich 100% gesetzt und allen Quotienten entsprechend
umgerechnet. Die letzte Spalte zeigt die prozentuale LPA-Expression jeder Probe be-

zogen auf alle Kontrollen.

_58 -



Ergebnisse

Probe Gel 1 Gel 2
Normali- Normali-
siert auf siert auf
LPA,in ug/GAPDH in|LPA,/GAP[Kontrollen LPAin ug/GAPDH in|LPA,/GAP|Kontrollen
ug DH in % ug DH in %
Pool 5ug| 4,49 1,29 6,13 6,29
Pool 10ug| 11,22 14,66 7,28 8,58
Pool 15ug| 12,69 15,52 15,98 15,47
Pool 20ug| 23,04 19,83 21,69 18,17
Pool 25ug| 23,58 23,71 23,92 26,49
Kontrolle 16,16 15,21 1,06 123,28 13,87 14,50 0,96 117,79
Kontrolle 14,44 16,98 0,85 98,86 15,92 10,15 1,47 180,37
Kontrolle 16,19 17,98 0,9 104,67 0,25 7,73 0,03 3,68
Kontrolle 14,9 17,5 0,85 98,86 1,69 8,89 0,19 23,31
Kontrolle 11,39 17,79 0,64 74,43
Kontrolle
Patient 14,36 18,06 0,8 93,04 34,74 20,95 1,66 203,68
Patient 19,44 17,19 1,13 131,42 17,45 23,06 0,76 93,25
Patient 23,5 14,06 1,67 194,22 41,8 17,81 2,35 288,35
Patient 12,99 11,29 1,15 133,75 45,99 18,79 2,45 300,62
Patient 38,96 19,19 2,03 249,08
Patient

Tabelle 26: Zusammenstellung der errechneten Proteinmengen und Quotienten fir LPA; und GAPDH in
den Proben 1-18. Die letzte Spalte zeigt die prozentuale LPA-Expression, bezogen auf die mittlere Ex-
pression innerhalb der Kontrollgruppe, die gleich 100% gesetzt wurde.

Probe Gel 3 Gel 4
Normali- Normali-
siert auf siert auf
LPA,in ug|GAPDH in|LPA,/GAPKontrollen LPA;in ug/GAPDH in|LPA/GAP|Kontrollen
ug DH in % ug DH in %
Pool 5ug| 7,12 5,3 3,01 4,59
Pool 10ug| 10,31 7,44 10,03 10,6
Pool 15ug| 10,31 18,49 18,22 15,74
Pool 20ug| 19,97 19,48 21,42 18,36
Pool 25ug| 27,29 24,28 22,32 25,71
Kontrolle 2.4 2,26 1,06 137,66 16,13 12,68 1,27 125,01
Kontrolle 7,97 14,33 0,56 72,73 19,1 18,72 1,02 100,40
Kontrolle 16,17 23,56 0,69 89,61 18,46 18,53 1 98,43
Kontrolle 15,49 17,23 0,9 88,59
Kontrolle 13,15 14,76 0,89 87,60
Kontrolle
Patient 44,01 27,18 1,62 210,39 20,32 17,66 1,15 113,19
Patient 72,91 27,48 2,65 344,16 11,67 9,62 1,21 119,10
Patient 65,22 26,02 2,51 325,97 23,00 17,33 1,33 130,91
Patient 25,68 21,26 1,21 157,14 18,74 17,23 1,09 107,29
Patient 82,24 26,31 3,31 429,87
Patient 16,22 19,47 0,83 107,79

Tabelle 27: Zusammenstellung der errechneten Proteinmengen und Quotienten fir LPA; und GAPDH in
den Proben 19 -36. Die letzte Spalte zeigt die prozentuale LPA;-Expression, bezogen auf die mittlere
Expression innerhalb der Kontrollgruppe, die gleich 100% gesetzt wurde.
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Das Balkendiagramm in Abb. 30 stellt die LPA-Expression fir die beiden untersuchten
Gruppen dar. Die Kontrollgruppe wurde gleich 100% gesetzt. Die Patientengruppe liegt
bei etwa 200%. Mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests wurde eine asymptotische Signifi-
kanz von P=0,0004 berechnet. Der Anstieg der LPA-Expression in der Patientengrup-

pe gegenuber der Kontrollgruppe ist damit signifikant.

LPA-Expression im Myokard-Homogenisat
LPA/GAPDH bezogen auf Kontrollen

250

200

150

100 ~

50

0 1 2 3
Kontrollen Patienten

Abbildung 30: LPA,-Expression in humanem Myokardprotein. Die Expression in den Kontrollherzen wur-

de auf 100% gesetzt. Die Expression in den Patientenherzen ist starker und liegt bei fast 200%. Der Un-

terschied beider Gruppen ist signifikant, der p-Wert ist gleich 0,0004.

-60 -



4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden das Expressionsmuster und die Regulation der Re-
zeptoren LPA; und S1P4 im humanen Myokard untersucht. Durch Immunfluoreszenz-
mikroskopie wurde nachgewiesen, welche der vorkommenden Zellen LPA; und S1P;
exprimieren und wie stark ihre Expression in Myokardproben von DKMP-Patienten und
gesunden Spenderherzen ausfallt.

Beide Rezeptoren wurden in dieser Studie im humanen Myokard exprimiert und dort bei
dilatativer Kardiomyopathie reguliert. Dabei zeigte sich in den untersuchten Proben eine
Hochregulation von S1P4in DKMP-Myozyten sowie ein Hochregulation von LPA; in kar-
dialen Endothelzellen der DKMP-Patienten. S1P, stellte sich dabei membranstandig

und zytoplasmatisch lokalisiert, LPA4 kernlokalisiert dar (siehe Kapitel 3.1.6).

4.1.1 Nachweis von S1P;und LPA, im Myokard mittels Inmunfluoreszenz

Eine S1Ps-Expression wurde in fast allen gesunden und kranken Myokardproben beo-
bachtet. Hierbei erfolgte durch Kofarbungen mit verschiedenen Zellmarkern ein Nach-
weis in Endothelzellen, Myozyten, VSMCs und Fibroblasten. Die Expression variierte je
nach Zelltyp: Endothelzellen und Myozyten zeigten eine starkere Expression als
Fibroblasten und VSMCs. Die an DKMP erkrankte Patientengruppe wies dartber hin-
aus eine starkere Expression von S1P4 auf als die Kontrollgruppe, jedoch nur auf be-
stimmten Zellen. So fand die Hochregulation von S1P hauptsachlich in den Myozyten
statt, wahrend die anderen Zellen wenig oder keine Veranderung zeigten. Dies lasst
vermuten, dass die funktionelle Bedeutung von S1P; im humanen Herzen hauptsach-
lich fur die Myozyten relevant ist. Wie in der Einleitung beschrieben, verursacht S1P
vermittelt durch S1P4 in neonatalen Ratten-Kardiomyozyten Hypertrophie [35]. Da die
Myozyten-Hypertrophie eine wichtige morphologische Veranderung der DKMP darstellt,
konnte sie hier im Zusammenhang mit der verstarkten Expression von S1P4 stehen.
LPA+ hingegen wurde nur sporadisch in gesunden Spenderherzen exprimiert und bei
dilatativer Kardiomyopathie signifikant in den Endothelzellen des Endokards und der
kardialen BlutgefaRe sowie in geringerem Ausmall in Myozyten hochreguliert. Diese
Beobachtung legte nahe, dass LPAs-vermittelte Effekte bei DKMP die Endothelzellen
und Myozyten betreffen. Diese Beobachtung wird unterstutzt durch die Ergebnisse von
Panetti et al. [23], nach welchen LPA die Migration von kardialen Endothelzellen von
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fetalen Rindern stimuliert. Die durch LPA; angestoRenen Signalkaskaden, welche zu
Migration, Proliferation und Apoptose flihren, kdnnten wahrend der Umbauprozesse im
erkrankten Myokard eine entscheidende Rolle spielen. Glatte GefalRmuskelzellen und
kardiale Fibroblasten exprimierten in dieser Studie nur sporadisch LPA;, ihr LPA;-
vermittelter Einfluss auf die Manifestation der DKMP ist daher moglicherweise als ge-
ringer einzustufen.

Da die signifikante Hochregulation beider Rezeptoren bei DKMP in unterschiedlichen
Zelltypen stattfindet, ist hier zusammenfassend von unterschiedlichen Effekten von
LPA1 und S1P4auszugehen.

Weiterhin fiel das unterschiedliche Expressionsmuster von LPA; und S1P4 auf. S1P4
zeigte sich in allen Zelltypen wie erwartet zytoplasmatisch oder Membran-lokalisiert.
Uberraschenderweise schien jedoch LPA; in allen vier Zelltypen im Kern oder der
Kernmembran lokalisiert zu sein, was in der Immunfluoreszenz nicht eindeutig zu unter-
scheiden war. Die mogliche Funktion eines kernlokalisierten GPCRs wurde bisher nicht
beschrieben und wird in Kapitel 4.1.3 diskutiert.

Es konnte gezeigt werden, dass S1P4 und LPA, eine krankheitsabhangige Veranderung
der Expressionstarke, jedoch keine Veranderung ihrer zellularen Lokalisation zeigen.
S1P4 und LPA wurden also unabhangig davon, ob die Myokardprobe aus einem ge-

sunden oder DKMP-Herzen stammt, immer am selben Ort exprimiert.

4.1.2 Quantifizierung von LPA-Protein im Western Blot

Die beobachtete Hochregulierung von LPA1 wurde anschlieend im Western Blot unter-
sucht. Auch hier wurde eine deutliche Steigerung der Expression von LPA; in der
DKMP-Gruppe gemessen, die gegenuber der Kontrollgruppe fast das Doppelte betrug.
Die aufgetretene Doppelbande zeigte zum einen die 37 kD-Bande, welche der errech-
neten Grdélle des Rezeptors entspricht. Die etwas hohere, bei 40 kD liegende Bande
war zumeist schwacher und unscharfer begrenzt. Die wahrscheinlichste Erklarung daflr
ist die spezifische Anfarbung einer glykosilierten Variante des Rezeptors. Das Vorkom-
men von Arginin am N-Terminus von LPA; weist dabei am ehesten auf eine N-
Glykosilierung hin. Unter Einschluss der Beobachtungen aus der Immunfluoreszenz-
Mikroskopie lasst sich vermuten, dass die Hochregulation des LPA-Proteins Uberwie-

gend aus den Endothelzellen und Myozyten des Myokards stammt.
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In unserer Arbeitsgruppe wurde ebenfalls eine signifikante Hochregulierung des S1P;-
Proteins in Western Blot-Analysen gezeigt, was die Immunfluoreszenz-Ergebnisse die-

ser Arbeit bestatigen (siehe Publikationen Becher et al.).

4.1.3 Mechanismen der Internalisierung und moglichen nuklearen Translokation
von Lysophospholipidrezeptoren

In dieser Studie wurde eine Regulation beider Rezeptoren im Herzmuskel bei DKMP
nachgewiesen. LPA, und S1P; kamen nicht, wie bei G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
zunachst erwartet, hauptsachlich in der Zellmembran vor, sondern auch zytoplasma-
tisch, bzw. kernstandig. In der Literatur werden zu diesem Ergebnis passend, mehrere
Internalisierungs-Mechanismen beschrieben (siehe Kapitel 1.3.1). Es ist moglich, dass
im Serum von DKMP-Patienten veranderte S1P- und LPA-Konzentrationen vorliegen,
was einen Einfluss auf die Lokalisation und Expressionsstarke der beiden Rezeptoren
haben kdnnte. Mit der Konzentration im Serum ist auch die Konzentration der Agonisten
fur S1P1 und LPA, eng verbunden. Die Vermutung liegt daher nahe, dass bei einer Bin-
dung der Agonisten an ihren Rezeptor eine Internalisierung des Rezeptors stattfindet.
Dies wurde schon in mehreren Studien flr andere Rezeptoren belegt [105, 106]. Der
Vorgang der Endozytose konnte flr LPA; gezeigt werden [76]. Hierbei konnte zum ers-
ten Mal eine von der LPA-Konzentration abhangige Internalisierung des Rezeptors in
transfizierten HeLa-Zellen (Epithelzellen eines Zervixkarzinoms) bestatigt werden.

Mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie von humanen Myokard-Paraffinschnitten konnte
in dieser Studie LPA; im Zellkern oder der Kernmembran von Myozyten, Endothelzel-
len, VSMCs und Fibroblasten nachgewiesen werden. Seltener waren eine intrazellulare
oder membranstandige Lokalisation nachzuweisen. Es ist jedoch zu berucksichtigen,
dass die Zellmembran fur den Nachweis der Immunfluoreszenz durchlassig gemacht
wird, um eine Passage der Antikorper und anderen Chemikalien zu ermdéglichen. Es
ware denkbar, dass durch diese Schadigung der Membran ein vielleicht nur sehr
schwaches Signal verloren ginge. So lasst sich mit dieser Methode nicht sicher
aussschlielen, dass LPA; auch starker in der Membran lokalisiert sein konnte. Die
nukleare Lokalisation von LPA; legt nahe, dass dieser GPCR moglicherweise auch als
intrazellularer Rezeptor fungiert. Eine solche Kernlokalisation von G-Protein gekoppel-
ten Rezeptoren ist selten und die Funktion von LPA; im Kern weitgehend unbekannt.
Der Rezeptor konnte dort durch direkte DNA-Bindung eine Funktion als Transkriptions-

faktor haben. Zudem lasst sich nicht ausschlieRen, dass eine endogene LPA-

- 63 -



Diskussion

Produktion eine ligandenabhangige Translokation des LPA-Rezeptors in den Kern be-
wirkt.

Eine Kernlokalisation von LPA; konnte in unserer Arbeitsgruppe auch in Zellkulturen
von Rattenfibroblasten und mikrovaskularen Endothelzellen aus humanen Herzen so-
wie mittels Zellfraktionierungsmethoden an HUVECs nachgewiesen werden (siehe Pub-
likationen Becher et al.). Eine nukleare Lokalisation von LPA; wurde auch in der Litera-
tur mehrmals beschrieben. Gobeil et al. wiesen den Rezeptor 2003 in zerebralen mikro-
vaskularen Endothelzellen des Schweines und in Ratten-Hepatozyten nach, und vermu-
teten, dass der Zellkern als Organelle in der intrakrinen LPA-Signaltransduktion bei der
Regulation von pro-inflammatorischer Genexpression von iNOX und COX-2 eine Rolle
spielt [77]. Auch Moughal et al. beschrieben 2004 eine durch die Agonisten NGF und
LPA kontrollierte nukleare Translokation des Rezeptors zusammen mit Tyrosinkinase A-
Rezeptoren in Phaochromozytomzellen und vermuteten eine Funktion als Transkripti-
onsfaktor mit Einfluss auf die Apoptose [78]. Ebenfalls von Moughal et al. wurde fur
LPA, eine Kernlokalisationssequenz entdeckt, welche eine Lange von sechs Aminosau-
ren aufweisen soll. Keiner der anderen EDG-Rezeptoren besitzt laut Moughals Studie
eine solche Kernlokalisationssequenz, was sich mit den Ergebnissen dieser Promoti-
onsarbeit deckt, da S1P4 nie im Zellkern nachgewiesen werden konnte. Um die Kernlo-
kalisationssequenz von LPA; zu untersuchen, wurde in unserer Arbeitsgruppe eine Se-
quenzanalyse durchgefuhrt, die ihr Vorkommen allerdings nicht bestatigen konnte. Dies
konnte daran liegen, dass Moughal et al. ein Programm benutzten, welches bereits ge-
ringere Ubereinstimmungen mit anderen Konsensus-Sequenzen als signifikant erachtet.
Die Feststellung, dass LPA; eine Kernlokalisationssequenz besitzen konnte, muss zu-
dem wegen der Kirze dieser auftretenden Sequenz in Frage gestellt werden, da sie in
der Regel eine Lange von 10-40 Aminosauren aufweisen. Zudem ist keine weitere Lite-
ratur vorhanden, die diese Annahme bestatigt. Es ist daher wahrscheinlicher, dass
LPA, als Komplex mit einem bisher nicht identifizierten Partnermolekul mit Kernlokalisa-
tionssequenz zielgerichtet zum Kern transportiert zu wird, um dort als Regulator be-
stimmter DNA-Sequenzen zu fungieren.

S1P4+ hingegen wurde membranstandig oder haufiger zytoplasmatisch detektiert. Fur
S1P4 wird in der Literatur ebenfalls eine Liganden-abhangige Internalisierung beschrie-
ben [107]. Wie die meisten GPCRs wird der Rezeptor posttranslational modifiziert. Eine
Moglichkeit ist zum z.B. die Phosphorylierung durch eine GPCR-Kinase. Dadurch wird

eine Voraussetzung fur die Internalisierung durch Bindung an Arrestine erfllllt [50]. Eine
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weitere Mdglichkeit besteht in der Glykosilierung des N-Terminus, also des extrazellula-
ren Anteils des Rezeptors, die ebenfalls mit der Internalisierung in Zusammenhang
steht [108]. Moglich ist aulerdem, dass bei diesem Rezeptor keine zwingende Abhan-
gigkeit der Internalisierung von der Konzentration des Liganden besteht. Zellspezifische
Verschiedenheiten spielen hierbei wahrscheinlich ebenfalls eine Rolle. Wie fir S1P4 ist
auch fur LPA, ein Zusammenhang zwischen der Glykosilierung und der Internalisierung
des Rezeptors moglich. Die im Western Blot gezeigte Doppelbande fur LPA kdnnte ein
Hinweis darauf sein, dass neben dem Rezeptor mit dem errechneten Molekulargewicht

bei 37 kDa noch eine glykosilierte Form vorliegt.

4.2 Funktion der Hochregulation von S1P,und LPA, bei DKMP

In dieser Studie wurde eine Hochregulation fur S1P-und LPA-Protein im humanen
Myokard bei DKMP gezeigt. Deutlich wurde ebenfalls, in welchen Zellen diese Regula-
tion Uberwiegend stattfindet.

Die Regulation kdnnte mit den pathologischen Veranderungen des Myokards im Zu-
sammenhang stehen, welche in Kapitel 1.4.1 und 1.4.5 erlautert wurden. Ein wichtiger
Faktor ist die Myozytenhypertrophie. LPA verursachte in Versuchen an neonatalen Rat-
tenmyozyten eine Zellhypertrophie Uber einen LPA4- und Rac-abhangigen Mechanis-
mus, indem es Einfluss auf die damit verbundene Protein-Synthese und Organisation
von Actin-Filamenten nimmt [70], was im Zusammenhang mit der in Kapitel 4.1.3 disku-
tierten Kernlokalisation und Funktion als Transkriptionsfaktor von LPA; stehen kénnte.
Auch S1P ist an der Enstehung von Myozytenhypertrophie beteiligt [35].

Die in dieser Studie erhohte Expression von S1P; im erkrankten Myokard liel3e sich
auBerdem vereinbaren mit dem Verlust von Myofibrillen bei DKMP durch Apoptose,
welche durch S1P beeinflusst wird.

Ein Zusammenhang mit der entzindlichen und autoimmunologischen Genese der
DKMP ist ebenfalls denkbar, da LPA und S1P die Immunantwort regulieren, indem sie
die Lymphozytenaktivitat beeinflussen [109, 110]. Eine vermehrte Expression beider
Rezeptoren konnte also Folge oder auch Ursache der begleitenden entzindlichen Pro-
zesse sein. Die von Gobeil 2002 nachgewiesene Modulation der COX-2 Gentranskrip-
tion durch einen nuklearen LPA-Rezeptor in Endothelzellen von Schweinen [77] lasst
vermuten, dass auch die Hochregulation von LPA; im Kern humaner kardialer Endo-

thelzellen mit inflammatorischer Genexpression zusamenhangen kdnnte.

- 65 -



Diskussion

Der bei DKMP haufig erhdhte BNP-Serumspiegel konnte ebenfalls mit der verstarkten
LPA+-Expression der kardialen Endothelzellen zusammenhangen, da LPA einen BNP-
Promoter stimuliert [111].

Da mit zunehmender Herzinsuffizienz bei DKMP-Patienten der Catecholaminspiegel im
Blut steigt, kdnnte es sich bei der vermehrten LPA-Expression der Endothelzellen um
einen Schutzmechanismus des handeln, da LPA durch die Aufhebung der Isoprenalin-
Wirkung eine antiadrenerge Wirkung auf das Myokard ausubt [45]. Denkbar ware, dass
das Herz auf diese Weise vor den positiv ino-, dromo- und chronotropen Einflissen der

Catecholamine geschutzt wird.

4.3 Ausblick

Mit Blick auf die Relevanz der EDG-Rezeptoren LPA; und S1P4 fiur das kardiovaskulare
System und seine Erkrankungen ist es von besonderem Interesse, ihre Funktionswei-
sen genauer zu untersuchen. Weiterfuhrende Untersuchungen konnten dahingehend
verlaufen, die Effekte von EDG-Signaltransduktionen bei Herzerkrankungen genauer zu
studieren, um ihnen auf diese Weise eine kardioprotektive oder schadigende Beteili-
gung zuordnen zu kénnen. Von Interesse ist aulderdem, ob diese Effekte ausschlief3lich
uber die beiden hier untersuchten Rezeptoren oder aber durch intrazellulare Wirkung
von S1P und LPA oder auch Uber andere EDG-Rezeptoren hervorgerufen werden kon-
nen. Aufgrund dieser Erkenntnisse kdnnten Molekulle mit agonistischer bzw. antagonis-
tischer Wirkung fur die Rezeptoren LPA; und S1P4 entwickelt werden, die Einfluss auf
den pathologischen Umbau des Myoards durch entzundliche Prozesse und Hypertro-
phie nehmen, oder Herzmuskelzellen vor den Einflissen adrenerger Substanzen schut-
zen konnten. Durch solche Substanzen konnten Therapiekonzepte fur DKMP-Patienten
erganzt werden, welche neben der Herzinsuffizienz als Folge der DKMP auch die Pa-
thogenese der Erkrankung beeinflussen konnten, wie es z.B. mit Immunsuppressiva
bereits versucht wird. Als ein weiters mdgliches Einsatzgebiet von LPA- und S1P¢-
Agonisten/Antagonisten ware die Immunsuppression bei transplantierten DKMP-
Patienten denkbar. Es existiert fir andere Anwendungsgebiete bereits ein phosphory-
lierter Metabolit von FTY720, welcher alle S1P-Rezeptoren agonisiert [112-114]. Es
handelt sich dabei um ein neuartiges Immunsuppressivum, welches ein ,homing“ der
Lymphozyten verursacht und so Transplantatschaden durch T-Zellen verhindert, jedoch

nicht die generelle immunologische Antwort auf Antigene beeintrachtigt.
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Die in dieser Arbeit beschriebene Besonderheit der Kernlokalisation von LPA kénnte
Grundlage weiterer Untersuchungen sein. Als mdgliche Funktion des GPCR im Kern
kame seine Wirkung als Transkriptionsfaktor in Frage. Falls LPA dafur selbst an DNA-
regulative Elemente bindet, kdnnten diese isoliert und anschliel3end identifiziert werden.
Mdgliche Mechanismen oder Partnerproteine, mit denen LPA+ in den Kern gelangt, wa-
ren zu identifizieren. Hierbei kdnnten mittels Immunoprezipitation potenzielle Partner-
molekule gefunden und durch Sequenzierung identifiziert werden.

Der in dieser Studie beschriebene zytoplasmatische S1P-Rezeptor kdnnte hinsichtlich
seiner genauen zellularen Lokalisation, z.B. bestimmten Zellorganellen zugeordnet, un-

tersucht werden, was weitere Rickschllisse auf seine Funktion zulassen wirde.
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5. Zusammenfassung

Die Lysophospholipide S1P und LPA Uben im Herz-Kreislauf-System eine Vielzahl von
Effekten aus. S1P und LPA sind Wachstumsfaktoren, die einen grof3en Einfluss auf In-
flammation, Zell-Apoptose und -Migration haben und an der Kardioprotektivitat wahrend
Ischamie und der Entstehung von Hypertrophie der Herzmuskelzellen beteiligt sind.
Diese Prozesse haben eine grolie Bedeutung fur die Entstehung der DKMP. Viele Ef-
fekte, die von LPA und S1P ausgehen, werden Uber die acht G-Protein-gekoppelten
Rezep-toren der EDG-Familie vermittelt.

In dieser Arbeit wurde linksventrikulares Gewebe aus humanen Herzen durch Immun-
fluoreszenz-Mikroskopie und Western Blots hinsichtlich der Expressionsstarke und Lo-
kalisation der GPCRs S1P4 und LPA; untersucht. Dabei sollte die zellulare Lokalisation
und Starke der Expression in Herzen von DKMP-Patienten mit der von gesunden
Spenderherzen verglichen werden. Das kardiale Gewebe setzt sich aus Myozyten, En-
dothelzellen der BlutgefalRe und des Endokards, Fibroblasten, sowie den VSMCs der
Blutgefalde zusammen.

Die Immunfluoreszenz-Mikroskopie von 20 Proben ergab, dass S1P4 und LPA; von kar-
dialen Endothelzellen, Fibroblasten, VSMCs und Myozyten exprimiert wurden. In
DKMP-Proben konnte eine Hochregulation der Rezeptoren flr zwei Zelltypen nachge-
wiesen werden. Signifikant waren die Hochregulation von LPA, in den kardialen Endo-
thelzellen und von S1P; in den Kardiomyozyten in der Patientengruppe verglichen mit
der Kontrollgruppe.

Fur die Western Blots wurden Proteine aus linksventrikularen Gewebeproben von 36
humanen Herzen isoliert und auf ihre LPAs-Expression hin untersucht. In der DKMP-
Gruppe zeigte sich eine zweifach erhohte LPA:-Expression gegenuber der Kontroll-
gruppe.

Zudem konnte ein Unterschied im zellularen Expressionsmuster von S1P4 und LPA;
gezeigt werden, wonach S1P meist eine zytoplasmatische oder membranstandige und
LPA, eine Kern- oder Kernmembran-Lokalisation in den untersuchten Zellen aufwies.
Eine Kern-Translokation ist fur einen GPCR wie LPA{ ungewdhnlich und die Funktion
bisher unbekannt. In der Literatur ist ein nukleadrer LPA-Rezeptor jedoch schon in den
Ratten-Tumorzellen PC12 und HCT4 sowie in mikrovaskularen Endothelzellen aus dem
Gehirn des Schweines beschrieben worden.



Zusammenfassung

Da die Regulation der beiden Lysophospholipid-Rezeptoren auf unterschiedlichen Zell-
typen nachgewiesen wurde, ist von einem Funktionsunterschied auszugehen, was die
Zielzellen der Signaltransduktion betrifft.

Es konnte es sich bei der verstarkten S1P-Expression bei DKMP um einen Schutzme-
chanismus der Myozyten vor den positiv ino-, dromo- und chronotropen Einflissen der
Catecholamine handeln. Die Regulation beider Rezeptoren kdnnte auch mit dem Um-
bau des Myokards, insbesondere der Myozyten-Hypertrophie und -Apoptose im Zu-
sammenhang stehen. AuRerdem ware eine Beteiligung der Lysophospholipide und ihrer
Rezeptoren flr die an der DKMP beteiligte Entzindungsreaktion im erkrankten Herzen
denkbar.

Die DKMP stellt zur Zeit die haufigste Ursache schwerer Herzinsuffizienz bei jungen
Erwachsenen dar und ist bisher Uberwiegend durch eine symptomatische Therapie so-
wie die Herztransplantation behandelbar. Eine genauere Kenntnis der Bedeutung der
Lysophospholipid-Rezeptoren flr das Herz-Kreislaufsystem kdnnte fur die Entwicklung

einer erweiterten medikamentosen Therapie der DKMP von Bedeutung sein.
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