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1. Abstrakt

1.1. Deutsch

Hintergrund

Kardiovaskuldre Erkrankungen, die hauptsédchlich durch chronisch inflammatorische Prozesse
im GefidB3system verursacht werden, sind die hédufigste Todesursache weltweit [1]. Das
Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) ist fiir 70-90 % des Proteinabbaus der Zelle verantwortlich

[2]. Das 20S-Proteasom besteht aus o- und B-Untereinheiten [3].

Ziel

In der Literatur gibt es bis dato keine Daten zu verdnderter Expression der proteasomalen
Untereinheiten in mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMC) bei Patienten mit
akutem Koronarsyndrom (ACS) oder Patienten mit stabiler koronarer Herzerkrankung (KHK).
Ziel dieser Arbeit ist es daher zu iiberpriifen, ob eine verinderte Expression der proteasomalen
Untereinheiten in PBMCs bei den o.g. Krankheitsbildern auf Transkriptionsebene vorliegt.
Zusitzlich wird tiberpriift, ob kardiovaskuldre Risikofaktoren und das Alter zu einer veridnderten

Expression der proteasomalen Untereinheiten fithren.

Methodik

Insgesamt wurden 61 Probanden in folgende Gruppen eingeteilt: Patienten mit akutem
Koronarsyndrom (ACS), Patienten mit stabiler Angina pectoris (SAP), Patienten mit invasivem
Ausschluss einer KHK (AK) und gesunde Probanden (GP). Die PBMCs wurden aus dem
peripheren Blut von den Patienten gewonnen, ihre mRNA isoliert und die relative
mRNA-Expression der folgenden proteasomalen Untereinheiten bestimmt: a3, 85, 851, 31 und
1. Um eine Normierung der Ergebnisse zu erreichen, wurde die proteasomale Expression

relativ zur Expression des Hauskeeping-Gens (RPL 19) berechnet.

Ergebnisse

Es zeigte sich in der ACS-Gruppe im Vergleich zu den AK- und SAP-Gruppen ein statistisch
signifikanter Anstieg der relativen mRNA-Expression der 35-Untereinheit um 150 % und 122 %
sowie eine Abnahme der Expression der B5i-Untereinheit um -54 % und -71 %. Andere
proteasomalen Untereinheiten (a3, B1, 811) zeigten in der ACS-Gruppe nur im Vergleich zur

SAP-Gruppe eine signifikant niedrigere Expression (-33 %, -30 % und -24 %).



In der SAP-Gruppe konnte im Vergleich zur AK-Gruppe in keiner der untersuchten
proteasomalen Untereinheiten Expressionsunterschiede nachgewiesen werden. Die a3- und
B51-Untereinheiten wurden in der AK-Gruppe im Vergleich zur GP-Gruppe 2,3-fach hoher
exprimiert. Zudem konnte zwischen CRP und der B5-Untereinheit in der ACS-Gruppe eine

positive Korrelation nachgewiesen werden.

Diskussion

Die B5-Untereinheit zeigte eine erhohte Expression bei Patienten mit ACS, wihrend die
51-Untereinheit niedriger exprimiert wurde. Die Assoziation von der B5-Untereinheit und CRP
in der ACS-Gruppe deutet auf eine proinflammatorische Induktion dieser Untereinheit hin. Bei

stabiler KHK hingegen ist das Expressionsmuster von 35 und 351 anders reguliert.

Somit kann die Hypothese aufgestellt werden, dass unter akuter inflammatorischer Aktivierung
bei ACS eine veridnderte Expression der 85- und B5i-Untereinheiten vorliegt. Dariiber hinaus
tragen Alter, arterielle Hypertonie und Hyperlipoproteindmie zur verdnderten Expression der

03- und B5i- Untereinheiten bei.



1.2. Englisch

Background

Cardiovascular diseases, mainly caused by chronic inflammatory processes of the vascular
system, are one of the most frequent causes of death worldwide. The ubiquitin-proteasome
system (UPS) is responsible for degrading 70-90% of intracellular proteins. The 20S proteasome

consist of both o and B subunits.

Objective

No clinical data exist to date to prove that a modified expression of proteasome subunits occurs
in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) in patients with acute coronary syndrome (ACS)
and stable coronary artery disease (CAD). Therefore, this study aims to determine whether
modified expression of proteasome subunits occurs on transcriptional level in PBMC in the
aforementioned clinical situations. Furthermore we investigate whether cardiovascular risk

factors and age contribute to modified expression of proteasome subunits.

Method

Altogether 61 subjects were allocated to the following groups: patients with acute coronary
syndrome (ACS), those with stable Angina pectoris (SAP), invasively proven disease-free
patients (AK) and healthy subjects (GP). PBMCs were extracted from patients’ peripheral blood,
mRNA isolated and relative mRNA expression of the a3, 85, 851, 31 and 311 subunits measured.
For normalisation, proteasome expression was calculated relative to the expression of the

housekeeping gene (RPL 19).

Results

When compared to the AK and SAP groups, we found significantly increased relative mRNA
expression of the B5 (150% and 122%) and reduced expression of the B51 subunit
(-54% and -71%) in the ACS group. Other subunits (a3, 81, B1i) showed significantly reduced
expression in the ACS group only compared to the SAP group (-33%, -30% and -24%).
Compared to the AK group, no difference was found in the expression of any of the investigated

proteasome subunits in the SAP group.



Furthermore, expression levels of the a3 and B5i subunits were 2.3 times higher in the AK group
compared to the GP group. A positive correlation could also be established between CRP and 85

in the ACS group.

Discussion

35 showed an increased expression in patients with ACS, whilst there was a reduced expression
of B51. The relationship between the expression of B5 and CRP in the ACS group indicates
proinflammatory induction of this subunit. The expression of B5 and B5i in patients with stable

CAD is, however, regulated differently than in those with ACS.

In conclusion, modified expression of the B5 and 851 subunits occurs under acute inflammatory
activation in patients with ACS. Furthermore age, arterial hypertension and

hyperlipoproteinemia contribute to modified expression of a3 and B51.



2. Einleitung

Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) ist die wichtigste Determinante des intrazelluldren
Proteinabbaus [2]. Daher spielt eine mogliche Dysfunktion des UPS bei der Entstehung von

diversen Krankheiten eine grof3e Rolle.

Die Gruppe von Powell konnte zeigen, dass eine Verdnderung des UPS zu kardiovaskuldren
Erkrankungen fiihrt [4]. Dazu werden die Myokardischimie und familidre und idiopathische
Kardiomyopathien gezdhlt [5]. Hinweise auf eine verminderte proteasomale Aktivitit in
Myokardgewebe bei akuter Ischdmie lieferte Bulteau et al. im Jahr 2001 im Rattenmodell [6].
Allerdings fehlen bis zum heutigen Tag Studien, die eine mogliche Verdnderung des
Expressionsmusters der einzelnen Untereinheiten des Proteasoms bei einem akuten

Myokardinfarkt beim Menschen untersucht haben.

Daher wurde die hier vorliegende Pilotstudie in der Klinik fiir Kardiologie und Angiologie der
Charité — Universititsmedizin Berlin, Campus Mitte, initiiert, um zu untersuchen, ob eine
verdnderte Expression der konstitutiven und induzierbaren Untereinheiten des Proteasoms in
mononukledren Zellen in peripherem Blut (PBMC) bei Patienten mit einem akuten
Koronarsyndrom und bei Patienten mit Erstdiagnose einer stabilen koronaren Herzerkrankung

vorliegt.

In den folgenden Abschnitten werden zunichst die pathophysiologischen Vorginge der
koronaren Herzerkrankung und des akuten Koronarsyndroms sowie strukturelle Merkmale des
Proteasomsystems dargestellt. AnschlieBend wird auf die Expression der einzelnen

Untereinheiten des Proteasoms eingegangen.



2.1. Epidemiologie und Definition der koronaren Herzerkrankung
und des akuten Koronarsyndroms

Kardiovaskuldre Erkrankungen sind die hiufigste Todesursache weltweit [1]. Laut dem
Statistischen Bundesamt sind im Jahr 2013 in Deutschland 354.493 Menschen an
einer Krankheit des Herz-Kreislauf-Systems gestorben — 54.538 davon an einem akuten
Myokardinfarkt [7]. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) prognostiziert bis zum Jahr 2030
einen Zuwachs von bis zu 30 Millionen Todesféillen pro Jahr durch kardiovaskulére
Erkrankungen weltweit [8]. Die Arteriosklerose des Gefdsystems ist die Hauptursache der

koronaren Herzerkrankung [9].

Eine lebensbedrohliche klinische Manifestation der Arteriosklerose ist das akute
Koronarsyndrom (ACS). Das ACS und die KHK sind durch das Missverhiltnis von
Sauerstoffangebot und —bedarf des Kardiomyozyten gekennzeichnet. Es resultiert die Nekrose

der myokardialen Zellen [10].

Das ACS ist durch drei verschiedene Entitdten gekennzeichnet:
e den ST-Strecken-Hebungsinfarkt (STEMI)
e den Nicht-ST-Strecken-Hebungsinfarkt (NSTEMI)

e die instabile Angina pectoris (IAP)

Ein STEMI ist durch die Kombination einer ST-Strecken-Hebung oder eines neuaufgetretenen
Linksschenkelblocks im 12-Kanal-EKG, erhohte Troponinwerte im Blut und klinisch durch ein
akutes Engegefiihl in der Brust (Angina pectoris) bzw. Brustschmerzen (> 20 min.) mit ggf.
einer Schmerzausstrahlung definiert. Ein NSTEMI wird paraklinisch durch erhohte
Troponinwerte im Blut und die o.g. typischen klinischen Symptome diagnostiziert. Bei Patienten
mit einem NSTEMI wird elektrokardiographisch keine ST-Hebung beobachtet, dafiir aber héaufig
indirekte Ischimiezeichen wie ST-Strecken-Senkungen oder Repolarisationsstorungen und eine
T-Wellen-Negativierung. Patienten mit instabiler Angina pectoris weisen EKG-morphologisch
gelegentlich die o.g. indirekten Ischdmiezeichen und die klinischen Symptome auf [11]. Laut
Registerdaten werden mehr Patienten mit einem NSTEMI als mit einem STEMI hospitalisiert
[12]. Die Mortalitdtsrate im Krankenhaus ist bei einem STEMI hoher als bei einem NSTEMI
(7 % vs. 3=5 %). Nach sechs Monaten gleichen sich aber die Mortalitétsraten beider Formen an

(12 % vs. 13 %) [13].



Der hidufigste Grund fiir einen STEMI ist der akute, thrombotische Verschluss eines
Koronargefifes. Dagegen sind ein NSTEMI oder eine IAP durch eine progrediente Stenosierung
der Herzkranzgefide mit konsekutiv immer weiter abnehmendem Blutfluss gekennzeichnet.
Dadurch kann der myokardiale Sauerstoffbedarf im nachgeschalteten Versorgungsgebiet nicht
mehr gedeckt werden. In seltenen Fillen wird ein ACS nicht primir durch arteriosklerotische
Verianderungen verursacht. Zu den anderen pathophysiologischen Ursachen zihlen Arteriitiden,

Koronardissektionen, koronare Thrombembolien oder auch kongenitale Herzanomalien [14].

Die bei stabiler KHK auftretende Angina pectoris ist durch Episoden des Ungleichgewichts von
Sauerstoffangebot und -bedarf gekennzeichnet, die durch physische und psychische Belastung
induzierbar und reproduzierbar sind. Solche Episoden konnen in ein ACS miinden. Die stabile
Angina pectoris-Symptomatik wird durch die CCS-Klassifikation definiert [15] und ist in
Tabelle 1 dargestellt. Aufgrund der enormen Bedeutung einer Fritherkennung und Therapie der
stabilen KHK wurde im Jahr 2013 eine neue ESC-Leitlinie zu dieser Krankheitsentitit
herausgebracht [16]. Zur stabilen KHK zdhlen nicht nur Patienten mit Verengung der
epikardialen Herzkranzgefie, sondern auch Patienten mit einer mikrovaskuldren

Herzerkrankung (small vessel disease) [16].

Stadium | Definition

CCS1 Keine Einschrinkung der normalen korperlichen Aktivitit
Angina pectoris nur bei starker Belastung

CCS 11 Leichte Einschriankung der normalen korperlichen Aktivitit
Angina pectoris beim Gehen von > 100 m oder nach Treppensteigen > 1 Etage

CCS I Deutliche Einschrinkung der normalen korperlichen Aktivitit
Angina pectoris beim Gehen von < 100 m oder nach Treppensteigen von 1 Etage

CCS 1V Angina pectoris bei jeder korperlichen Belastung oder in Ruhe

Tabelle 1: CCS-Klassifikation [15]



2.2. Arteriosklerose und Thrombusbildung

Die Arteriosklerose ist eine inflammatorische Systemerkrankung der Arterienwand, die durch
eine progressive Akkumulation von LDL-Partikeln charakterisiert ist. Pathophysiologisch
handelt es um eine komplexe Interaktion zwischen Blutzellen und der Arterienwand. Durch die
Progression der Arteriosklerose entstthen nach mitunter Jahrzehnten kardio- und

zerebrovaskulédre Erkrankungen wie die KHK und der ischdmische Schlaganfall (Apoplex).

Die Arterienwand besteht aus drei Schichten. Die Wandschichten sind histologisch, von innen
nach aulen aufgezihlt, wie folgt benannt:

e Tunica intima

e Tunica media

e Tunica adventitia

Die Tunica intima ist aus einer Endothelzellschicht aufgebaut. Die Endothelzellschicht liegt auf
der Basalmembran, die iiberwiegend aus Kollagen Typ IV und Laminin besteht. Die Tunica
media ist ausschlieBlich aus glatten Muskelzellen aufgebaut. Die glatten Muskelzellen sind in
einer interstitiellen Matrix eingebettet, die iiberwiegend aus Kollagen Typ I besteht. Die Tunica

adventitia setzt sich aus Bindegewebe, Fibroblasten, Kapillaren und Fettzellen zusammen [17].

Die Arteriosklerose beginnt mit der Infiltration von LDL-Partikeln in die Tunica intima und der
Aktivierung dieser Endothelzellen [18]. Das Transportprotein des LDLs und das Apolipoprotein
B-100 binden an das negativ geladene Proteoglycan der extrazelluldren Matrix und haften die
LDL-Partikel an die Tunica intima an. Durch Sauerstoffradikale werden die LDL-Partikel
oxidiert. Die oxidierten LDL-Partikel induzieren dann die Transkription und Freisetzung von
Chemokinen aus den Endothelzellen, die die Infiltration von Leukozyten (Monozyten und

T-Zell-Lymphozyten) in die Tunica intima bewirken.

Die chronische Schidigung der Tunica intima, hervorgerufen durch oxidative Radikale aus dem
Zigarettenrauch oder Cholesterine — aber auch durch physikalische Noxen wie Scherstress bei

Bluthochdruck — resultiert in einer endothelialen Dysfunktion.

Die endotheliale Dysfunktion ist hauptsidchlich durch die verminderte Bioverfiigbarkeit von

Stickstoffmonoxid (NO) und die herabgesetzte Vasodilatation zu erkliren. NO wird durch die



endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) aus der Aminosdure L-Arginin synthetisiert.
Die o.g. chronische Schiddigung der Tunica intima fithrt zu einem Verlust der eNOS, der
wiederum zur endothelialen Dysfunktion beitrdgt. Jedoch ist die endotheliale Dysfunktion
multifaktoriell bedingt. Es ist ein komplexes Zusammenspiel zwischen der Reduktion der
NO-Produktion oder der Inaktivierung des bereits freigesetzten Stickstoffmonoxids und dem
Ungleichgewicht von Faktoren, die fiir die verminderte Relaxation und damit
erhohte Kontraktion der Endothelzellen wichtig sind. Dies komplexe Zusammenspiel
pathophysiologischer Prozesse wird fiir die endotheliale Dysfunktion verantwortlich gemacht

[19].

Neben der Bildung einer protektiven Barriere zwischen dem Gefid3lumen und den glatten
Muskelzellen des Blutgefies haben Endothelzellen eine {iibergreifende Funktion. Dies
beinhaltet die Regulation des Blutflusses, die Aktivierung von Lymphozyten, Thrombozyten und
Komplementfaktoren. Endothelzellen modulieren Kardiomyozyten in ihrem Wachstum,
Metabolismus, in ihrer Kontraktilitit und Apoptose, indem sie verschiedene Molekiile
synthetisieren und ausschiitten [20]. Die Barrierefunktion der Endothelzellen gegen
Inflammation wird abgeschwiécht, indem Oberflichenproteine wie Integrine hochreguliert
werden, was wiederum die Bindung von Leukozyten und Thrombozyten an der GefidBBoberfldche
begiinstigt. Die Permeabilitit der Tunica intima ist erhoht, die Adhésion und Infiltration von

Monozyten und T-Zell-Lymphozyten wird erleichtert [21].

Monozyten weisen sowohl beim Menschen als auch im Mausmodell eine Heterogenitit auf [22].
In einem Mausmodell zur Arteriosklerose-Entstehung beschrieben Arnold et al. einen Anstieg
der Konzentration iiberwiegend proinflammatorisch ausgerichteter Monozyten im Blut, die sie
Ly-6C-hi-Monozyten nannten [23]. Diese Zellen infiltrieren vermehrt arteriosklerotische
Lidsionen im Gegensatz zu den Ly-6C-lo genannten eher antiinflammatorisch ausgerichteten
Monozyten. Es erfolgt eine Interaktion zwischen dem P-Selectin-Glycoprotein-Liganden I
(PSGL I) der Monozyten und des Selectins des Endothels [24]. Des Weiteren induziert die
Aggregation von Thrombozyten auf dem Endothel die Interaktion zwischen Monozyten und
Endothelzellen durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors nuclear factor 'kappa-light-chain-
enhancer' of activated B-cells (NF-xkB) [25]. Durch andere Transkriptionsfaktoren wie den
Makrophagen-Koloniestimulierenden Faktor (M-CSF) werden Monozyten zu Makrophagen oder
dendritischen Zellen umgewandelt. Ferner konnen Toll-like-Rezeptoren — Teil des angeborenen

Immunsystems — beim Kontakt mit den oxidierten LDL-Partikeln aktiviert werden und eine



Signalkaskade initiieren, die wiederum Makrophagen aktiviert. Die aktivierten Makrophagen
nehmen die oxidierten LDL-Partikel iiber die Scavenger-Rezeptoren auf, die sich auf ihrer

Zelloberflache befinden — es entsteht eine Schaumzelle [26].

Schaumzellen schiitten proinflammatorisch wirksame Zytokine und Wachstumsfaktoren aus, die
ein vaskuldres Remodelling verursachen. Beispielsweise stimuliert Interferon-y (INF-y) die

Immunantwort von T1-Helferzellen, die wiederum Makrophagen aktivieren [27].

Haupthistokompatibilititskomplexe, die sich an Zelloberflichen befinden, sind korpereigene
Antigene, die der Immunerkennung dienen. In der Arteriosklerose werden durch Haupt-
histokompatibilititskomplexe die oxidierten LDL-Partikel erkannt und T-Lymphozyten
prasentiert. Der Haupthistokompatibilititskomplex-II (MHC-Klasse-II-Komplex) prisentiert
LDL-Partikel den CD4+ T-Lymphozyten und der Haupthistokompatibilititskomplex-I
(MHC-Klasse I-Komplex) den CD8+ T-Lymphozyten [27, 28].

Nachdem oxidierte LDL-Partikel an T-Lymphozytenrezeptoren gebunden haben, werden durch
eine kaskadenartige Reaktion proinflammatorisch wirksame Zytokine ausgeschiittet [29].
Die aktvierten Makrophagen und T-Lymphozyten produzieren Zytokine wie den
Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a) und Interleukin-1 (IL-1) [29]. Dadurch wandern glatte
Muskelzellen in Richtung des BlutgefdaBlumens (Abb. 1) und bilden die Kappe einer Plaque.

Die erste makroskopisch sichtbare Lision der Arteriosklerose wird fatty streak genannt.

Fatty streaks beinhalten Schaumzellen, Apolipoprotein B und dendritische Zellen.

Durch proinflammatorische Zytokine, Proteasen, Sauerstoffradikale und prokoagulatorisch
wirksame Faktoren wird eine Plaque aktiviert und ist zunehmend rupturgefihrdet. Die mitunter
iiber Jahre stabile Formation der Plaquekappe wird durch das Herauslosen von Kollagenfasern
briichig. Weiche, lipidreiche Plaques sind fiir Patienten gefihrlicher als harte, kollagenreiche
Plaques, weil sie instabiler und in hoherem Male thrombogen sind [30] und eine

Thrombusformation begiinstigen [31].
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Abbildung 1: T-Lymphozyten-Aktivierung und Plaqueinflammation [32]. Abb. entnommen aus
Hansson et al. (2005). With permission from The New England Journal of Medicine, Copyright
Massachusetts Medical Society.

Im Wesentlichen werden zwei Proteasen-Typen fiir eine Plaque-Aktivierung verantwortlich
gemacht: Matrix-Metalloproteasen (MMP) und Cystein-Proteasen (CP) [33, 34]. Die Aktivitit
von MMPs ist auf verschiedenen Stufen reguliert. Zum einen induzieren proinflammatorische
Zytokine die Expression von MMP-Genen, zum anderen aktiviert Plasmin die Vorstufen der

Proteasen — ein zentraler Mechanismus der Plaqueruptur.

Jedoch konnen diese Vorgidnge durch Inhibitorproteine gehemmt werden. Durch das
Zusammenspiel von den o.g. Faktoren wird eine initial stabile Plaque zu einer instabilen,
vulnerablen Plaque umgewandelt (Abb. 2). Durch Schidigung der Kappe haben freiliegende
Kollagenfasern und Lipidmolekiile direkten Kontakt mit dem Blutfluss. Thrombozyten haften
an, ein Thrombus wird gebildet [35]. Durch den Thrombus wird das Blutgefd3 mitunter komplett
okkludiert — ein akuter Myokardinfarkt entsteht.
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Abbildung 2: Entstehung einer vulnerablen Plaque sowie Thrombusformation [36]. Abb.

entnommen aus Moore KJ. et al. (Cell, 2011). With permission from Elsevier Limited, UK.

2.3. Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS)

Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) wurde erstmals 1979 in der Fachliteratur beschrieben
[37]. Fiir ihre herausragende Arbeit iiber das UPS wurden Rose, Hershko und Ciechanover im
Jahr 2004 mit dem Nobelpreis fiir Chemie geehrt [38]. Das UPS ist aus den beiden Einheiten
Ubiquitin und Proteasom zusammengesetzt, und sowohl im eukaryotischen Zellkern als auch im
Zytosol lokalisiert. Seine Hauptaufgabe ist der Proteinabbau: 70-90 % des Proteinabbaus erfolgt
iiber das UPS [2].

Das UPS ist auch an der Kontrolle des Zellzyklus durch Regulation der Zellproliferation,
Signaltransduktion, Transkription, DNA-Replikation und Zellapoptose beteiligt [39]. Viele
Studien haben eine Dysfunktion des UPS als eine der Hauptursachen fiir verschiedene
Pathologien des Herzens identifiziert, insbesondere bei familidiren und idiopathischen

Kardiomyopathien [5], bei Arteriosklerose [6, 40] und bei Myokardischdmien [41].
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2.3.1. Ubiquitin

Das Ubiquitin ist ein Polypeptid, das aus 76 Aminosduren in globulidrer Form aufgebaut ist und
eine Molekiilmasse von 8,5 kDa besitzt. Die wichtigste Funktion des Ubiquitins ist das
Markieren von den Proteinen, die abgebaut werden sollen. Von der Aminosiurekette dient das
C-terminale Glycin an Position 76 als Bindungsstelle fiir das abzubauende Protein. Uber das
Lysin an Position 48 und 63 der Kette werden Ubiquitinmolekiile aneinander gebunden, damit

gleichzeitig mehrere Proteine zum Abbau bereitgestellt werden konnen [42].

Das Markieren von Proteinen durch Ubiquitin wird auch als ,,Ubiquitinierung® bezeichnet. Die
Ubiquitinierung ist ein aktiver Prozess, der ATP verbraucht und folgende Schritte beinhaltet [43]
(Abb. 3):

e die Aktivierung des Ubiquitins durch das aktivierende Enzym (E1)

e den Transfer des aktivierten E1 auf das Protein durch das konjugierende Enzym (E2)

e das Abgeben des Ubiquitins an das Substratprotein durch die Ubiquitin-Protein-

Ligase (E3)
Q ATP-Mg? O
@ -COH HS- E1 =—————p @-C-O~()-
E1
‘HS-
1. 9
@-C-0-s- Et

ubiquitinated

substrate
@ ubiquitin E1 = ubiquitin activating enzyme
() AMP E2 = ubiquitin conjugating enzyme

- protein substrate E3 = ubiquitin protein ligase

Abbildung 3: Ubiquitinierung [41]. Abb. entnommen aus Powell SR. et al. (Cardiovascular
Research, 2010). By permission of Oxford University Press.
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Die Aktivierung des Ubiquitins erfolgt durch eine Thioester-Bindung zwischen dem Cystein des
E1-Enzyms und der C-terminalen Carboxygruppe des Ubiquitins. Danach wird das Ubiquitin an
das E2-Enzym transferiert. Zum Schluss wird das Ubiquitin durch das E3-Enzym an das
Zielprotein tibertragen. Hierbei entsteht eine Isopeptid-Bindung zwischen der Aminosidure Lysin

des Zielproteins und dem C-terminalen Glycin des Ubiquitins [44].

2.3.2. Das Proteasom

Das 26S-Proteasom ist eine zylinderformige, ca. 20 kDa-wiegende Struktur, die aus einem
proteolytischen 20S-Proteasom sowie aus 1-2 regulatorischen 19S-Proteasomen besteht [43, 45].
Das 20S-Proteasom hat ein Molekulargewicht von ca. 700-800 kDa, die multiplen
Untereinheiten des 20S-Proteasoms ca. 20-30 kDa [46].

An beiden Enden des 20S-Proteasoms sind zwei 19S-Proteasomen verankert. Das
19S-Proteasom besteht aus 18 Untereinheiten und ist aus zwei Teilen zusammengesetzt: das Lid
und das Base (Abb. 4). Das Lid beinhaltet insgesamt 10 Untereinheiten: Rpn3—12. Das Base ist
mit 8 Untereinheiten ausgestattet: Rptl—6 und Rpnl-2. Rptl—6 stellen die Untereinheiten mit
ATP-asen und Rpn die Untereinheiten mit nicht-ATP-asen dar. Das Base bindet ans
20S-Proteasom und besitzt die Fihigkeit es fiir die Proteindegeneration zu aktivieren. Die
Aktivierung erfolgt durch die Offnung eines Kanals im 20S-Proteasom. Fiir diesen Prozess
werden beide Teile des 19S-Proteasoms benotigt. Elektronenmikroskopisch stellt sich das Base

proximal, das Lid distal des 20S-Proteasoms dar [47].

Das 20S-Proteasom besteht aus jeweils zwei Ringen von B- und o-Untereinheiten, die einen
Hohlraum umschlieBen [3]. Die Ringe beinhalten jeweils 7 B-Untereinheiten (31-7) und
7 a-Untereinheiten (al—7). Die beiden o-Ringe sind auflen, die beiden B-Ringe innen
platziert [48]. Die a-Untereinheiten weisen keine proteolytische Aktivitit auf. Von den 7
B-Untereinheiten weisen nur 3 Untereinheiten (31, 82 und B5) eine proteolytische Aktivitit auf
[49]. Basische Aminosduren werden durch die B2-Untereinheiten (trypsin-like), hydrophobe
Aminosduren durch die B5-Untereinheiten (chymotrypsin-like) und saure Aminosduren durch die
B1-Untereinheiten (caspase-like) gespalten [43, 50]. Die a-Untereinheiten besitzen eine Barriere-
Funktion, die den willkiirlichen Eintritt des Substrates in den Hohlraum des 20S-Proteasoms

versperrt [49]. Damit wird eine ungesteuerte Proteindegeneration der Zelle verhindert. In vielen
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Studien konnte belegt werden, dass das Proteasom nicht zu den bekannten vier klassischen
Proteasetypen (Serin-, Cystein-, Asperat-, Metalloproteasen) [51], sondern zu den Threonin-

Proteasen gehort [52, 53].

“h: ”
lid

198 <<

\_ ‘base” =<

208 <<

26S proteasome

Abbildung 4: Struktur des 26S-Proteasoms [54]. Abb. entnommen aus Calise et al. (American
Journal of Physiology, 2012)

2.3.3. Das Immunoproteasom

Unter besonderen proinflammatorischen Situationen — insbesondere bei Ausschiittung von
INF-y — werden die konstitutiven proteasomalen Untereinheiten 81, 82 und B5 durch
die induzierbaren Untereinheiten (11 (LMP2), $2i (LMP10) und B5i (LMP7) — auch
Immunoproteasomen genannt — ersetzt [41]. Durch verschiedene Analysen des proteasomalen
Musters vom Herzmuskelgewebe wurde gezeigt, dass das Proteasom anstelle einer homogenen
Struktur eine Heterogenitidt aufweist [S55]. Dies bedeutet, dass innerhalb eines B-Ringes sowohl
konstitutive als auch immunoproteasomale Untereinheiten konfiguriert sind (Abb. 5). Diese
Heterogenitit der Untereinheiten und Posttranslationsmodifikationen konnen die Aktivitit des
Proteasoms modulieren. Als moglicher Erkldrungsansatz zur Entstehung von diversen

Krankheiten wie eines Myokardinfarkts oder einer Kardiomyopathie wird die Heterogenitit der
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Proteasomkonfiguration und die dadurch veréinderte resultierende Proteindegeneration diskutiert.

Es wurden 3 Posttranslationsmodifikationen wie folgt nachgewiesen [55, 56].:

e N-terminale Acetylierung der 19S proteasomalen Untereinheiten (Rpnl, RpnS, Rpn6,
Rpt3 und Rpt6) und der 20S-Untereinheiten (02, a5, a7, 33 und 34)

e N-terminale Myristoylierung (Rpt2)

e Phosphorylierung (a7)
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Abbildung 5: Zusammensetzung der konstitutiven und induzierbaren Untereinheiten des

Proteasoms [54]. Abb. entnommen aus Calise et al. (American Journal of Physiology, 2012)

2.4. Die Rolle des Ubiquitin-Proteasom-Systems bei
Arteriosklerose und Myokardinfarkt

Wie in Kapitel 2.2 schon erwédhnt wurde, ist Arteriosklerose eine chronisch inflammatorische
Erkrankung der Arterienwand, die durch oxidativen Stress, vaskuldres Remodelling und
Apoptose gekennzeichnet ist. All diese Merkmale, die unten nédher erldutert werden, werden

durch das UPS gesteuert, so dass die Rolle des UPS bei Arteriosklerose verdeutlicht wird.

Durch die Aktivierung von dem Transkriptionsfaktor NF-kB werden proinflammatorische

Zytokine wie TNF-a oder Interleukin-6 reguliert und die GefidBinflammation aktiviert.
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Ein wichtiges Inhibitormolekiill von NF-kB ist das IkBa (nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha). In einer kaskadenartigen Reaktion
(canonical pathway) wird durch das UPS das Inhibitormolekiil IkBa abgebaut [57]. Durch
Degradierung des Inhibitors wird wiederum NF-xB aktiviert und die atherogenen Signale

angestoflen.

Eine wichtige Funktion des UPS ist die transkriptionelle Qualitdtskontrolle mit Abbau von
fehlgefalteten Proteinen der Zelle. Diese fehlgefalteten Proteine verursachen eine Exposition von
hydrophoben Regionen, welche durch Chaperone der Hitzeschockproteine erkannt werden. Die
Chaperone tragen nicht nur zur erneuten Faltung der Proteine bei, sondern interagieren auch mit
Enzymen wie der Ubiquitin-Protein-Ligase (E3), welches die Polyubiquitinierung der
fehlgefalteten Proteine triggert. Diese so markierten Proteine werden durch das UPS abgebaut.
Falls die fehlgefalteten Proteine die Kapazitidt des UPS iibersteigen, aggregieren diese Proteine

und tragen zum oxidativen Stress der Zelle mit bei [58].

Es gibt verschiedene Pathomechanismen des vaskuldren Remodellings bei der Entstehung von
Arteriosklerose. Einen davon stellt die Plaque-Neovaskularisation dar. Im Laufe der
Arteriosklerose-Entstehung mit Plaqueformation ist diese von der Neoangiogenese abhédngig.
Einer der Mediatoren, die fiir die Neovaskularisation verantwortlich sind, ist der vaskuladre
endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) — ein Mediator, der durch den hypoxie-induzierten
Faktor (HIF-1a) kontrolliert wird. Diese Prozesse werden auch vom UPS gesteuert [40].

Einen moglichen Mechanismus zur Bildung von arteriosklerotischen Lisionen kann die
Suppression der Apoptose des Makrophagens darstellen. Das LDL-induzierte-Gen, das hierfiir
wichtig ist, exprimiert das Enzym E2-25K, welches wiederum fiir die Ubiquitinierung von p53
wichtig ist [59]. Das Tumorsuppressorprotein p53 reguliert als Transkriptionsfaktor die
Expression von Genen, die an der Induktion der Zellapoptose und der DNA-Reparatur beteiligt
sind. Ein anderer Mechanismus kann durch das adipose deferentiation-related protein (adrp)
erkliart werden. Dieses Protein weist eine Assoziation mit Lipidtropfen in der Schaumzelle auf.

Es wird vermutet, dass das UPS fiir die Regression dieser Zellen benotigt wird [60].

Dariiber hinaus wird durch Studienergebnisse die Rolle des UPS bei Entstehung von
arteriosklerotischen Lésionen unterstrichen. Die Arbeitsgruppe von Faries et al. konnte zum

Beispiel die Expression des PA28/11S-Proteasoms in arteriosklerotisch veridnderten
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Venenbypissen nachweisen [61]. AuBerdem wurde von der Arbeitsgruppe von Hermann et al.
eine erhohte Ubiquitin-Expression in den Plaques von Patienten mit einem akuten
Koronarsyndrom gezeigt [62]. Dartiber hinaus zeigten Marfella et al. in ihrer Arbeit eine erhohte
proteasomale Aktivitit in PBMC bei Patienten mit arteriosklerotischen Plaques in den
extrakraniellen Gefidlen [63]. Zusammenfassend wird es durch die oben ausgefiihrten
Studiendaten klar, dass das UPS bei Entstehung von arteriosklerotischen Lédsionen mafgeblich

mitwirkt.

Insbesondere bei Entstehung eines akuten Myokardinfarkts wurde in diversen
tierexperimentellen Modellen die Bedeutung des UPS nachgewiesen [6, 64, 65]. Nach einem
akuten Myokardinfarkt konnte eine verminderte Aktivitit sowohl des 20S- als auch des
26S-Proteasoms bei vermehrt ubiquitinierten Proteinen im Myokard nachgewiesen werden [64].
Der Mechanismus, der sich hinter der verminderten proteasomalen Aktivitdt verbirgt, ist noch
nicht hinreichend erforscht. Allerdings wurde die Hypothese formuliert, dass unter oxidativem
Stress bestimmte proteasomale Untereinheiten inaktiviert werden [66, 67]. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass nach Vorbehandlung von isolierten Rattenherzen mit Antioxidantien wie
Vitamin E-Analoga postischdmisch die proteasomale Funktion erhalten bleibt [68]. Die
Arbeitsgruppe von Powell et al. fand, dass das AusmaB der proteasomalen Dysfunktion nach der
Myokardischimie von der Zeitdauer der Ischdmie abhingt und mit der Menge der oxidierten und
ubiquitinierten Proteinen korreliert [64]. Tatsache ist, dass bei einem Myokardinfarkt eine
Dysregulation bzw. Dysfunktion des UPS in verschiedenen Untereinheiten in unterschiedlicher
Ausprigung vorliegt. Somit spielt das UPS bei Entstehung und Progression der Arteriosklerose

und bei einem akuten Myokardinfarkt eine bedeutende Rolle.

2.5. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es zu untersuchen, ob eine verdnderte Expression proteasomaler
Untereinheiten in mononukleédren Zellen des peripheren Blutes bei Patienten mit einem akuten
Koronarsyndrom und einer stabilen koronaren Herzerkrankung vorliegt. AufBlerdem soll
tiberpriift werden, ob kardiovaskuldre Risikofaktoren und das Patientenalter eine veridnderte

Expression der proteasomalen Untereinheiten bedingen.
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3. Material und Methoden

3.1. Gruppenbestimmung

Alle Patienten wurden in der Klinik fiir Kardiologie und Angiologie, bzw. iiber die
Rettungsstelle der Charité — Universititsmedizin Berlin, Campus Mitte, in die Studie
eingeschlossen. Zudem wurde als Kontrollgruppe ein gesundes Probandenkollektiv rekrutiert.
Alle Patienten und Probanden wurden im Zeitraum zwischen 30.08.2010 und 31.12.2013 in vier

verschiedene Gruppen eingeschlossen. Die Gruppen wurden wie folgt definiert:

3.1.1. Patienten mit akutem Koronarsyndrom (ACS)

Patienten mit einem ACS wurden iiber die Rettungsstelle der Charité — Universititsmedizin
Berlin, Campus Mitte, aufgenommen. ACS war definiert als ST-Strecken-Hebungsinfarkt
(STEMI), nicht-ST-Strecken-Hebungsinfarkt (NSTEMI) sowie instabile Angina-pectoris (IAP).
Die Diagnose eines ACS wurde anhand eines 12-Kanal-Ruhe-EKGs, des Troponin-Schnelltests

und ggf. weiterer serieller Troponinbestimmungen und klinischer Beschwerden gestellt.

3.1.2. Patienten mit stabiler Angina pectoris-Symptomatik mit Erstdiagnose
einer koronaren Herzerkrankung (SAP)

Patienten, die sich elektiv mit einer stabilen Angina pectoris-Symptomatik vorstellten und bei
denen invasiv die Erstdiagnose einer KHK gestellt wurde, wurden in diese Gruppe
eingeschlossen. Die Patienten in dieser Gruppe unterscheiden sich klinisch von den Patienten mit

ACS, da sie iiber Wochen und Monate pektangindse Beschwerden aufwiesen.

3.1.3. Patienten mit Ausschluss einer KHK (AK)

In diese Gruppe wurden Patienten mit einem invasiven Ausschluss einer koronaren

Herzerkrankung (KHK) als Kontrollgruppe zu den o.g. Gruppen eingeschlossen.
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3.1.4. Gesunde Probanden (GP)

Ein gesundes Probandenkollektiv wurde in diese Gruppe eingeschlossen. Sie dient dazu, das

Expressionsmuster bzw. das Verhiltnis zwischen konstitutivem Proteasom zu Immunoproteasom

in der gesunden Population zu untersuchen.

3.2. Ein- und Ausschlusskriterien

Die Ein- und Ausschlusskriterien der Gruppen sind tabellarisch wie folgt dargestellt (Tbl. 2):

Gruppe

Einschlusskriterien

Ausschlusskriterien

ACS

Klinischer, EKG- oder
laborchemischer Nachweis eines ACS

Keine

AK

® [Invasiver Ausschluss einer KHK
Mainner: 40-80J

Kardiomyopathien mit hochgradig
reduzierter linksventrikuldrer
Pumpfunktion (LVEF < 35 %)
Karzinomen

Endo-, Myo- und Perikarditis
Perikarderguss

Z.n. Herzklappenersatz / Bypass-OP
Z.n. elektrophysiologischer
Untersuchung (EPU) mit Ablation

SAP

¢ Stabile Angina pectoris-Symptomatik
® Minner: 40-80J
Invasive Erstdiagnose einer KHK

Kardiomyopathien mit hochgradig
reduzierter linksventrikuldrer
Pumpfunktion (LVEF < 35 %)
Karzinomen

Endo-, Myo- und Perikarditis
Perikarderguss

Z.n. Herzklappenersatz / Bypass-OP
Z.n. elektrophysiologischer
Untersuchung (EPU) mit Ablation

GP

Gesunde Mianner
® Alter<40]

Raucher

Chronische Erkrankungen

Tabelle 2: Ein- und Ausschlusskriterien
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3.3. Arbeitsschritte

3.3.1. Ethikantrag

Der Ethikantrag wurde an die Ethikkommision der Charité — Universititsmedizin Berlin

eingereicht und bewilligt (Antragnummer: EA1/199/09 vom 11.11.2010).

3.3.2. Patienten- und Probandeneinschluss

Die Patienten und Probanden wurden zunéchst anhand eines standardisierten Anamnesebogens

anamnestiziert und griindlich untersucht (Tbl. 3).

Charakteristika Daten
Allgemeinanamnese e Alter
e Geschlecht
e Gewicht
e Grole
Kardiovaskulire Risikofaktoren e Hypertonie
e Diabetes mellitus
e Adipositas
e Nikotinkonsum
e positive Familienanamnese fiir

kardiovaskuldre Erkrankungen

Symptome

Medikamentenanamnese

e Angina pectoris-Symptomatik
(CCS-Klassifikation)
e Dyspnoe (NYHA-Klassifikation)

e ASS/Clopidogrel/Heparin

e Statine

e [B-Blocker

e ACE-Hemmer / AT;-Antagonisten

Tabelle 3: Anamnesebogen
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3.3.3. Aufklirung

Die Patienten wurden iiber die Studienzwecke, Anonymisierung der Studienergebnisse und iiber
die RNA-Analysen der Blutproben ausfiihrlich aufgeklirt und ihr Einverstindnis mittels
Aufklidrungsblatt eingeholt.

3.3.4. Blutabnahme

Zur Isolierung der PBMC wurden die Blutproben von Patienten der ACS-Gruppe innerhalb von
45 Minuten nach Aufnahme und vor der Herzkatheteruntersuchung abgenommen, zentrifugiert
und eingefroren. Somit konnten in der akuten Phase des Herzinfarktes Blutproben gewonnen
werden. In den SAP- und AK-Gruppen wurde am Tag vor der Herzkatheteruntersuchung Blut
abgenommen. Die Materialien, die fiir die Blutabnahme verwendet wurden, sind in Tabelle 4
dargestellt. In der GP-Gruppe wurde bei allen Probanden am Tag des Studieneinschlusses

Niichternblut abgenommen.

Material Hersteller
Butterflyset BD Vacutainer® Safety-Lok™ Sicherheitsblutentnahmeset — Heidelberg
Blutrdhrchen | BD Vacutainer® EDTA-RShrchen (5ml) — Heidelberg

BD Vacutainer® EDTA-Rohrchen (10ml) — Heidelberg
BD Vacutainer® Heparin-Rohrchen (5ml) — Heidelberg

Tabelle 4: Materialien fiir Blutabnahme

Zur Bestimmung des Lipidstatus und der Blutzuckerwerte wurde in den AK-, SAP- und
ACS-Gruppen am Tag nach der Herzkatheteruntersuchung Niichternblut abgenommen. Aus dem
entnommenen Blut wurden folgende Parameter im Zentrallabor der Charité, Campus Mitte,

bestimmt (Tbl. 5).
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Blutrohrchen Blutmenge Zweck/Parameter

2x EDTA 20 ml PBMC-Isolierung

Ix EDTA Sml Bestimmung von Differenzialblutbild und HbAlc-Wert
1x Heparin 5 ml Bestimmung von Lipid- und CRP-Werten

Tabelle 5: Blutrohrchen und Parameter

Das Differenzialblutbild und die Lipidwerte beinhalten folgende Parameter (Tbl. 6):

Blutuntersuchung | Parameter

Differenzialblutbild Héamoglobin, Himatokrit, Erythrozyten, Leukozyten,
Thrombozyten, MCV, MCH, MPV, RD, neutrophile Granulozyten,
Lymphozyten, Monozyten, unreife Granulozyten, basophile
Granulozyten, Erythroblasten

Lipidwerte Gesamtcholesterin, HDL-Cholesterin, LDL-Cholesterin,
Triglyceride, Lipoprotein (a)

Tabelle 6: Aufschliisselung von Differenzialblutbild und Lipidwerten

3.4. Verarbeitung der Blutproben

3.4.1. PBMC-Isolierung

Auf zwei mit jeweils 3 ml Ficoll®-Losung gefiillte 15 ml-Falcon™-Ro6hrchen wurde vorsichtig
EDTA-BIlut iiberschichtet. Danach wurden die Proben 15 min bei Raumtemperatur (23°C) stehen
gelassen und anschlieend bei 1.200 rpm zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wurde der
oberste Uberstand (1-2 ml) abgenommen. Die Proben wurden fiir weitere 15 min bei
Raumtemperatur stehen gelassen und danach bei 1.900 rpm erneut zentrifugiert. Nach zwei
Durchgingen wurden die weilen Zellringe mit einer Pipette abgenommen. Die Zellringe wurden
in zwei leere Falcon™-Rohrchen iiberfithrt und es wurde jeweils 13 ml PBS® hinzugegeben.

Zum Schluss wurde nach 5-miniitiger Zentrifugation bei 1.000 rpm der Uberstand abgegossen,
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die Rohrchen zum Abtrocknen auf Filterpapier gestellt und das Pellet aus PBMCs anschlie3end

bei -80°C eingefroren. Die Materialien sind in Tabelle 7 aufgelistet.

Material Hersteller

Falcon™-Rohrchen VWR International GmbH — Darmstadt
Ficoll®-Losung Biochemica — Darmstadt

Pipette Eppendorf® — Hamburg
Megafuge®1.0 R Heraeus® — Langenselbold
PBS-Buffer Biochrom — Berlin
Mikroreaktionsgefd3 (1,5 ml) Eppendorf® — Hamburg

Tabelle 7: Materialien fiir PBMC-Isolierung

3.4.2. RNA-Isolierung

Die isolierten PBMC-Pellets wurden gesammelt und zu einem spiteren Zeitpunkt zur
RNA-Isolierung verwendet. Die RNA wurde mittels Rofi®-quick-Kit isoliert. Dies beinhaltet
drei verschiedene Losungen, die zur RNA-Isolierung bereits fertiggestellt sind (RQ1, RQ2 und
RQ3). Die Proben wurden nach folgenden Schritten aufgearbeitet: Die Pellets wurden in 400 pl
RQ1-Losung homogenisiert und auf- und abpipettiert. Nun wurden 520 pl RQ2-Losung kriftig
geschiittelt, in die Rohrchen gegeben und gevortext. Die Proben wurden danach 10 min auf Eis
herabgekiihlt. Bei 4°C wurden die Proben mit 10.000 rpm fiir 20 min zentrifugiert. Im Anschluss
wurde die obere wissrige Phase abgenommen und in ein neues Mikrogefdl iiberfiithrt. Zudem
wurden 400 pl RQ3-Losung und ca. 20 pul % 5M Ammoniumacetat addiert. Die RNA wurde
iiber Nacht bei -20°C ausgefillt. Am nichsten Tag wurden die Proben zunichst bei 4°C fiir
30 min mit 10.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das
ibriggebliebene Pellet mit ca. 500 ul 70 %-iger Ethanollosung zweimal gewaschen. Erneut
wurde der Uberstand abgenommen und das Mikrogefil ca. 5 min zum Trockenen gelassen.
Danach wurde das Pellet in Wasser gelost und mittels Spektrophotometer (Nanodrop®) der
RNA-Gehalt der jeweiligen Probe vermessen und tabellarisch dargestellt. Die Materialien, die

fiir die RNA-Isolierung verwendet wurden, sind in der Tabelle 8 dargestellt.
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Material Hersteller

Roti®-quick-Kit Carl Roth GmbH & Co. KG — Karlsruhe
DEPC (Diethylpyrocarbonat)-Wasser Sigma-Aldrich Biochemie GmbH — Hamburg
Ethanol J.T. Baker® — USA

Thermocycler Biometra® — Gottingen

Centrifuge 5415R Eppendorf® — Hamburg

Vortex-Genie 2 Scientific Industries — New York, USA
Ammoniumaccetat J.T. Baker® — USA

Nanodrop® Thermo Scientific — Wilmington, USA

Tabelle 8: Materialien fiir RNA-Isolierung

3.4.3. Bestimmung des RNA-Gehaltes mittels Spektrophotometer
(Nanodrop®)

Mit Hilfe eines Spektrophotometers wurde aus einer Probe der RNA-Gehalt qualitativ gemessen.
Hier wurde die Extinktion bei 260 nm und 280 nm bestimmt. Zunéchst wird mit destilliertem
Wasser eine Baselinekurve gebildet, dann 1 pl RNA 1:50 verdiinnt auf das Gerit aufgetragen.

Die Konzentration von RNA wird nach folgender Formel berechnet:

¢ (ug/ml) = Absorption 260 nm ¢ Verdiinnung * K
(K = optische Dichte; fiir RNA 40 pg/ml)

Die Reinheit der Proben wurde durch den Quotient A260 nm/A280 nm bestimmt und sollte

zwischen 1,6 und 2,0 liegen.

3.4.4. Reverse Transkription (c-DNA-Erststrangsynthese)

Die reverse Transkription dient dazu, die isolierte RNA in eine komplementire DNA
(Complementary DNA) umzuschreiben, damit diese mittels PCR quantitativ bestimmt werden

kann. Fiir die reverse Transkription wurden die in Tabelle 9 aufgelisteten Materialien verwendet.
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Material Hersteller

Personal Cycler Biometra® — Gottingen

DNase I (2U/ul) Ambion® — Life Technologies GmbH — Darmstadt
Hexamer-Primer DN6 Hexamer | TIB Molbiol — Berlin

Aqua ad iniectabilia Braun Melsungen Deutschland

Tabelle 9: Materialien fiir die reverse Transkription (c-DNA-Erststrangsynthese)

Von den gewonnenen Proben wurden pro Patient 350 ng RNA zur Weiterbearbeitung extrahiert.
Der RNA-Gehalt wurde in Volumen (ul) umgerechnet und bis auf ein Maximalvolumen von 9 ul
mit Wasser aufgefiillt. Fiir die Umschreibung von RNA in den c-DNA-Erststrang wurde reverse
Transkriptase hinzugegeben. Als erster Schritt wurde die mit Wasser aufgefiillte RNA-Probe mit
0,5 ul DNase (2U/ul) vermischt und zentrifugiert. Danach wurde sie fiir 15 min auf 37°C und
anschlieBend 5 min auf 95°C im Cycler erhitzt. AbschlieBend wurden die Proben auf 4°C
gekiihlt und auf Eis gestellt. In einem zweiten Schritt wurde 2 ul Hexamer-Primer (0,5 pg/ul)
den Proben zugegeben. AnschlieBend wurden die Proben im Cycler fiir 10 min auf 70°C erhitzt
und dann auf 4°C abgekiihlt. Danach wurden sie 5 min bei Raumtemperatur stehen gelassen und
anschliefend auf Eis gestellt. In einem dritten Schritt wurde den Proben ein Enzymcocktail
(Mastermix) zugegeben. Der Mastermix pro Probe besteht aus folgenden Komponenten

(Tbl. 10):

Mastermix Hersteller

4,0 ul 5 x reverse Transkriptase-Puffer Invitrogen Life Technologies GmbH — Darmstadt
2,0 ul DTT (100 mM) Invitrogen Life Technologies GmbH — Darmstadt
1,0 ul dNTP (10 mM) Biozyem — Hessisch Oldendorf, Deutschland

0,5 pl Protector RNAse Inhibitor (40 U/ul) | Roche — Basel, Schweiz

1,0 ul M-MLYV reverse Transkriptase Invitrogen Life Technologies GmbH — Darmstadt
(200 U/ ul)

Tabelle 10: Zusammensetzung des Mastermixes
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Je nach Anzahl von Proben wurde das Volumen des Mastermixes berechnet, zusammengemischt
und den einzelnen Proben beigemischt. Nach allen o.g. Schritten ergibt sich ein Gesamtvolumen
von 20 pl. Dieses wurde 60 min im Cycler bei 37°C belassen und anschlieBend auf 4°C gekiihlt.
Die Proben wurden dann bei -20°C gelagert.

3.4.5. Real-Time (RT) TagMan™ Polymerasekettenreaktion (PCR)

Um die mRNA-Sequenzen zu quantifizieren, wurde eine Real-Time TagMan™ Polymerase-
kettenreaktion genutzt. Dazu wurden die unten angegebenen Materialien verwendet
(Tbl. 11). Die RT-PCR ist eine exponentiell verlaufende Reaktion, bei der unter der Annahme
einer 100 %-igen Effizienz der Reaktion eine Verdopplung der Reaktionsprodukte aus dem
vorangegangenen Zyklus erfolgt. Sie wird mathematisch nach der unten genannten Formel

berechnet:

Y =X 1+E)"

Y = Menge des hergestellten Amplifikats
X = Startkopienzahl zu Beginn der PCR
E = Effizienz der Reaktion

n = die Anzahl der PCR-Zyklen

Material Hersteller

Real-Time GeneAmp 5700 Sequence Detection | Applied Biosystems — Life Technologies

System GmbH — Darmstadt
TagMan™ Universal PCR Mastermix Applied Biosystems
96-Well-Platte Applied Biosystems

Tabelle 11: Materialien fiir Real-Time TagMan™ PCR

Die synthetisierte c-DNA (wie im Schritt 3.4.4 erldutert) wurde als Ausgangsmaterial zur PCR
benutzt. Durch Verwendung von spezifischen Primern (Tbl. 14) sowie einer fluoreszierenden
Sonde wird ein Segment der c-DNA markiert und repliziert. Ein Primer ist ein Strang von
Nukleinsduren, welcher zur Markierung des Startpunktes der DNA-Synthese dient. Die

fluoreszierende Sonde, die aus einem Oligonukleotid besteht, ist am 5°-Ende mit einem
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Reporterfarbstoff (Fluoreszeinderivat) sowie am 3°-Ende mit einem Quencherfarbstoff
(Rodaminderivat) markiert und durch einen Phosphatrest blockiert. Wenn die Sonde bei einer
spezifischen Wellenlidnge (488 nm) zur Fluoreszenz angeregt wird, wird die Fluoreszenz des
Reporterfarbstoffs durch einen Energietransfer des Quencherfarbstoffs unterdriickt. Wéhrend
dieser Prozedur hybridisiert zunichst die Sonde mit den Primern. In der Extensionsphase wird
die Sonde durch die Tag-Polymerase verdringt und durch die AmpliTag-DNA-Polymerase
geschnitten. Je mehr PCR-Produkte gebildet werden, desto mehr die Fluoreszenz des Reporters
ansteigt. Die Verdanderung der Fluoreszenz wird durch das Real-Time GeneAmp 5700 Sequence

Detection System erfasst.

Mit Hilfe eines passiven Referenzstoffs (ROX) werden die storenden Fluktuationen normalisiert.
So wird der Quotient zwischen der Emissionsintensitit des Reporterfarbstoffes und der
Emissionsintensitét des passiven Referenzfarbstoffes gebildet — der sogenannte A Rn-Wert. Zum
Schluss wird die Anzahl der PCR-Zyklen gemessen, die notig sind, um den A Rn-Wert zu
erreichen. Die Anzahl der PCR-Zyklen wird als Ct-Wert angegeben. Zur Erstellung einer

Standardkurve wird die o.g. Gleichung in ihre logarithmierte Form umgeschrieben:

Y =log X + n log (1+E)

Die graphische Darstellung erfolgt mit dem Ct-Wert iiber dem log der Startkopienzahl. Um eine
Normalisierung der experimentellen Ergebnisse zu erreichen, wurde eine aktive Referenz — eine
sogenannte endogene Amplifikationskontrolle, das Housekeeping-Gen — angewendet. Die
relative mRNA-Expression der Gene wird mit dem 2*-dCt-Wert berechnet. Dieser wird aus dem
Ct-Wert generiert und relativ fiir die Expression des Hauskeeping-Gens (RPL 19) berechnet. Die
RT-PCR erfolgt in einer 96-Well-Platte mit einer Gesamtmenge von 25 pul TagMan™ Universal
PCR Mastermix. Das folgende Pipettierschema wurde dazu verwendet (Tbl. 12).

Probe Inhalt Volumen
Ansatz 1 F-Primer und R-Primer + Aqua+ 5 nM TagMan™ Sonde 11,5 pl
Ansatz 2 TagMan™ Universal PCR Mastermix 12,5 ul
c-DNA 1,0 pl
25,0 pl

Tabelle 12: Pipettierschema fiir Mastermix
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Die PCR-Replikation wurde nach dem o.g. Pipettierschema im Real-Time GeneAmp

5700 Sequence Detection System durchgefiihrt.

Dabei wurde die Denaturierung der

c-DNA mit 40 Zyklen nach u.a. Zeit- und Temperaturschema erreicht (Tbl. 13).

Temperatur Zeit
95°C 10 min
95°C 15 sec
60°C 1 min

Tabelle 13: Zeit- und Temperaturschema fiir Denaturierung der c-DNA

Die folgenden Forward- und Reverse-Primer wurden fiir die Real-Time

RT-PCR verwendet

(Tbl. 14).

Name |Gen Primer Sequenz Konz. Sonde

a3 PSMA3 |FW acagtgtgaatgacggtgcg 300 nM | FAM - BHQI
RV gcagcettgectggctttg 900 nM
Sonde |tgacccatcaggtgtttcatacggttattg

B85 PSMBS5 |FW aggaatcgaaatgcttcatgga 300 nM | FAM - BHQI
RV gtaagcacccgetgtageee 300 nM
Sonde |accaccctggecttcaagttcege

B5i PSMB8 | FW agtactgggagcgectgct 300 nM | FAM - BHQI
RV ccgacactgaaatacgttctcca 300 nM
Sonde | tcgcagatagtacagcctgcattcettgg

B1 PSMB6 |FW acacctattcacgaccgcattt 300 nM | FAM - BHQI
RV gtaggtgacagcatcagctactge 900 nM
Sonde | ctgtcgctcaggcetcagetgetgatac

B11 PSMBY9 FW cgttgtgatgggttctgattce 300 nM | FAM - BHQI
RV gacagcttgtcaaacactcggtt 300 nM
Sonde |caccgcctcgectgecagacact

60S RPL19 FW gagaccaatgaaatcgccaatg 300 nM |FAM - TAMRA

ribosomal RV gcggatgatcageccatctt 900 nM

protein Sonde |caactcccgtcagcagatccggaa

L19

Tabelle 14: Fiir RT-PCR verwendete Forward- und Reverse-Primer
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3.5. Literaturrecherche

Die Literaturrecherche wurde mit Hilfe der Datenbank PubMed Central® durchgefiihrt.

3.6. Software

Folgende Software-Programme wurden in dieser Arbeit verwendet:
e Microsoft Word® fiir Mac 2011, Version 14.4.3. zum Erstellen des Layouts
e EndNote X7 zur Literaturverwaltung
e Microsoft Excel® fiir Mac 2011, Version 14.4.3. zur Erstellung von Tabellen
e SPSS Version 22, IBM® Corporation zur Erstellung von Diagrammen und

zur statistischen Auswertung

3.7. Statistik

Die statistische Auswertung wurde nach Beratung im Institut fiir Biometrie und klinische
Epidemiologie der Charit€ — Universititsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin, mit der

Software SPSS Version 22 (IBM® Corporation) durchgefiihrt.

Die Baseline-Charakteristika mit nominalen Variablen sind als Prozentzahl und mit skalierten
Variablen als Medianwert und Minimum-Maximumwert dokumentiert. Die statistische
Signifikanz (p-Werte) fiir die nominalen Variablen wurde mit dem Chi-Quadrat-Test und die p-
Werte fiir die skalierten Variablen mit dem Kruskal-Wallis-Test und dem Mann-Whitney-U-Test

berechnet.

Die Ergebnisse wurden zundchst in Microsoft Excel® und danach in SPSS tabellarisch
zusammengetragen. Da die Fallzahl < 25 Patienten pro Gruppe betrigt, wurde die statistische
Signifikanz fiir alle Gruppen (GP, AK, SAP und ACS) mit dem nicht-parametrischen
Kruskal-Wallis-Test iiberpriift. Danach wurde die statistische Signifikanz zwischen zwei
Gruppen mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet. Die graphische Darstellung erfolgte in
Boxplots. Die statistische Signifikanz wurde durch eine Wahrscheinlichkeit (p) zur Annahme der
Nullhypothese von p < 0,05 (zweiseitig) definiert. Die Ergebnisse sind als Medianwert und

Minimum- bis Maximumwert angegeben.
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Im Abschnitt 4.6. wird das Verhiltnis zwischen der Expression der konstitutiven und
induzierbaren Untereinheiten des Proteasoms dargestellt. Da innerhalb einer Patientengruppe
konstitutive und induzierbare Untereinheiten verbundene Variablen sind, wurde die statistische

Signifikanz mit dem Wilcoxan-Test untersucht und ebenfalls mit Boxplots dargestellt.

Im Abschnitt 4.7. wird die Korrelation zwischen der Expression der o.g. Untereinheiten
prasentiert. Da es hier um einen nicht parametrischen Datensatz handelt, wurde die Korrelation

mit dem Spearman-Rho-Test berechnet.

4. Ergebnisse

4.1. Baseline-Charakteristika

Die Baseline-Charakteristika sind in der Tabelle 15 dargestellt. Aus Griinden
der Vergleichbarkeit wurden nur die Gruppen AK, SAP und ACS in der Baseline-Tabelle
ausgewertet. Die GP-Gruppe dient als Vergleichsgruppe ohne Arteriosklerose im Alter < 40
Jahren. Diese Gruppe soll ein Querschnitt der jungen gesunden Bevolkerung reprisentieren. Die
Ergebnisse der skalierten Variablen sind als Medianwert und Minimum- bis Maximumwert und

die der nominalen Variablen als Prozentzahl préisentiert.
Im Differentialblutbild wurde ein statistisch signifikanter Unterschied nur in der Hohe

der Leukozytenanzahl zwischen den ACS- und AK-Gruppen (p = 0,033) und zwischen den
ACS- und SAP-Gruppen (p = 0,002) errechnet.
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Charakteristika

Patientenanzahl

Alter

Risikofaktoren n (%)

Hypertonie

Diabetes

Nikotinkonsum

Adipositas

Positive FA

HLP

RR-Sys (mmHg)

RR-Dia (mmHg)

BMI (Kg/m2)

CRP (mg/dl)

Cholesterin (mg/dl)

HbA1C (%)

Leukozyten (B/nl)

Monozyten (B/nl)

Lymphozyten (B/nl)

GP

13

29
(24-39)

0
(0)
0
(0)

0

0)

0

©0)

4
(30,8)

3

(23,1)
120
(110-130)

80
(70-80)
22,2
(18,9-26)

0,04
(0,03-0,27)

172
(123-258)

5.1
(4,7-5,7)

5.3
(3,7-15,3)

0,44
(0,22-0,68)

2,02
(1,19-3)

Tabelle 15: Baseline-Charakteristika

AK

14

56
(20-81)

10
(71,4)

5
(35,7)
6
(42,8)
6
(42,8)
3
(21,4)

10

(71,4)

125
(110-170)

80
(75-85)

28,3
(19-32)

0,71
(0,05-3.4)

221
(128-284)

5,7
(5,2-11,6)

1,7
(4,8-10,3)

0,54
(0,2-0,75)

1,87
(1,41-3,14)
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SAP

16

71
(50-79)

16
(100)

5
(31,2)

4
(25,0)
6
(26,7)
3
(18,7)

10

(56,2)
130
(120-160)

80
(70-100)
28,5
(23,7-32,7)

1,68
(0,03-8,1)

205
(133-272)

5,9
(4’9_7’6)

6,4
(4,2-11,6)

0,12
(0,04-0,88)

1,63
(0,88-2,77)

ACS

18

STEMIL: 5
NSTEMI: 13
62

(43-79)

18
(100)

2
(11,1)

11
(61,1)
5
(36,0)
2
(11,1)

8

(44.4)
130
(90-199)

78
(61-100)
25,7
(19,4-29.4)

0,34
(0,03-3,82)

189
(159-291)

5.5
(5,0-7,9)

8,85
(5,11-15,3)

0,7
(0,3-1,16)

1,8
(0,82-4,88)

p-Werte
(AK vs SAP vs
ACS)

0,090

0,060

0,224

0,360

0,661

0,699

0,316

0,787

0,582

0,225

0,114

0,601

0,078

0,050

0,069

0,339



4.2. Relative mRNA-Expression der proteasomalen Untereinheiten

4.2.1. a3-Untereinheit (PSMA3)

In der ACS-Gruppe konnte die niedrigste Expression (1,0 10% 0,4-1,5 » 10?) und in der
SAP-Gruppe die hochste Expression der a3-Untereinheit (1,5 < 10'2; 0,642 - 10'2) mit
einem statistisch signifikanten Unterschied nachgewiesen werden (p = 0,03; prozentualer
Unterschied: 33 %). In den ACS- und SAP-Gruppen wurden im Vergleich zur AK-Gruppe
(1,4 * 10% 0,4-3,1+ 10™) keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen (p = 0,11; p = 0,75),
(Abb. 6).

a3-Untereinheit (PSMA3)
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Abbildung 6: Die relative mRNA-Expression der o3-Untereinheit ist als 2A-dCt « 102
dargestellt. Die Ergebnisse sind als Median mit 25/75 Perzentile (Boxen) und Minimum- bis
Maximumwert (Whisker) prisentiert.

AK = Ausschluss KHK, SAP = stabile Angina pectoris, ACS = akutes Koronarsyndrom
*p < 0,05
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4.2.2. B5-Untereinheit (PSMBS5)

In der ACS-Gruppe zeigte sich die hdchste Expression (2 « 107% 0,6-3,2 « 10?) und in der
SAP-Gruppe die niedrigste Expression der 35-Untereinheit (0,8 107 0,4-2,5 « 10). Dies war
statistisch signifikant (p = 0,007; prozentualer Unterschied: 150 %). Im Vergleich zur
AK-Gruppe (0,9 » 107%; 0,5-2,5 « 10?) konnte in der ACS-Gruppe eine vermehrte Expression mit
einem statistisch signifikanten Unterschied (p = 0,004; prozentualer Unterschied: 122 %)
nachgewiesen werden. Die Expression der 35-Untereinheit in der SAP-Gruppe war im Vergleich

zur AK-Gruppe ohne signifikanten Unterschied (p = 0,68), (Abb. 7).
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Abbildung 7: Die relative mRNA-Expression der B5-Untereinheit ist als 27A-dCt « 102
dargestellt. Die Ergebnisse sind als Median mit 25/75 Perzentile (Boxen) und Minimum- bis
Maximumwert (Whisker) préasentiert.

AK = Ausschluss KHK, SAP = stabile Angina pectoris, ACS = akutes Koronarsyndrom
*¥p < 0,01
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4.2.3. B5i-Untereinheit (PSMBS)

In der ACS-Gruppe zeigte sich die niedrigste Expression (5,4 * 107 3,3-9,2 « 10?) und in der
SAP-Gruppe die hochste Expression der B5i-Untereinheit (18,9 10"2; 4,5-32,9 - 10’2).
Hier wurde ein statistisch signifikanter Unterschied betrachtet (p < 0,001; prozentualer
Unterschied: 71 %). Im Vergleich zur AK-Gruppe (11,7 10'2; 3,7-37,9 - 10'2) war in der
ACS-Gruppe ebenfalls eine statistisch signifikant niedrigere Expression der o.g. Untereinheit zu
sehen (p = 0,028; prozentualer Unterschied: 54 %). Im Vergleich zur AK-Gruppe ist in der
SAP-Gruppe die Expression der B5i-Untereinheit nicht signifikant unterschiedlich
(p =0,52), (Abb. 8).
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Abbildung 8: Die relative mRNA-Expression der B5i-Untereinheit ist als 2A-dCt « 1072
dargestellt. Die Ergebnisse sind als Median mit 25/75 Perzentile (Boxen) und Minimum- bis
Maximumwert (Whisker) préasentiert.

AK = Ausschluss KHK, SAP = stabile Angina pectoris, ACS = akutes Koronarsyndrom
*p < 0,05, ***p < 0,001
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4.2.4. $1-Untereinheit (PSMB6)

In der ACS-Gruppe konnte die niedrigste Expression (5,9 ¢ 10‘2; 3,2-21,3 « 10'2) und in der
SAP-Gruppe die hochste Expression der B1-Untereinheit (8,5 < 10% 6,9-20 « 10%) mit
einem statistisch signifikanten Unterschied gemessen werden (p = 0,009; prozentualer
Unterschied: 30 %). Die Expression in den ACS- und SAP-Gruppen war im Vergleich zur
AK-Gruppe (7,1 10'2; 44-133 « 10'2) ohne signifikanten Unterschied (p = 0,23; p = 0,09),
(Abb. 9).
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Abbildung 9: Die relative mRNA-Expression der B1-Untereinheit ist als 27A-dCt « 102
dargestellt. Die Ergebnisse sind als Median mit 25/75 Perzentile (Boxen) und Minimum- bis
Maximumwert (Whisker) préasentiert.

AK = Ausschluss KHK, SAP = stabile Angina pectoris, ACS = akutes Koronarsyndrom
**p < 0,01
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4.2.5. B1i-Untereinheit (PSMBY9)

Bei der B1i-Untereinheit zeigte sich analog zur B1-Untereinheit die niedrigste Expression in der
ACS-Gruppe (13,9 - 107 9,4-26,7 « 107) und die hochste Expression in der SAP-Gruppe
(18,3 -« 10'2; 13,6-29,1 10'2) mit einem statistisch signifikanten Unterschied
(p = 0,043; prozentualer Unterschied: 24 %). Es konnten im Vergleich zur AK-Gruppe
(16,2 + 107%; 9,4-36,3 » 10™) sowohl in der ACS-Gruppe als auch in der SAP-Gruppe keine
signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden (p = 0,36; p = 0,34), (Abb. 10).
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Abbildung 10: Die relative mRNA-Expression der B1i-Untereinheit ist als 2/-dCt « 102
dargestellt. Die Ergebnisse sind als Median mit 25/75 Perzentile (Boxen) und Minimum- bis
Maximumwert (Whisker) préasentiert.

AK = Ausschluss KHK, SAP = stabile Angina pectoris, ACS = akutes Koronarsyndrom
*p < 0,05
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4.3. Vergleich der relativen mRNA-Expression der proteasomalen
Untereinheiten zwischen den GP- und AK-Gruppen

4.3.1. a3-Untereinheit (PSMA3)

Die AK-Gruppe zeigte mit statistisch signifikantem Unterschied (p < 0,001) eine 2,3-fach
erhohte Expression der a3-Untereinheit (1,4 « 107%; 0,4-3,1 « 10?) im Vergleich zur GP-Gruppe
(0,6 + 100,31 * 107, (Abb. 11).
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Abbildung 11: Die relative mRNA-Expression der a3-Untereinheit ist in den AK- und
GP-Gruppen als 27-dCt « 10?2 dargestellt. Die Ergebnisse sind als Median mit 25/75 Perzentile
(Boxen) und Minimum- bis Maximumwert (Whisker) prisentiert.

GP = gesunde Probanden, AK = Ausschluss KHK, ***p < 0,001
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4.3.2. B5-Untereinheit (PSMBS5)

Die Expression der B5-Untereinheit in der AK-Gruppe (0,9 10‘2; 0,525 ¢ 10'2) und in der
GP-Gruppe (1,1 * 10'2; 0,7-2,5 ¢ 10'2) war ohne statistisch signifikanten Unterschied (p = 0,23),
(Abb. 12).
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Abbildung 12: Die relative mRNA-Expression der B5-Untereinheit in den AK- und
GP-Gruppen ist als 27-dCt « 10?2 dargestellt. Die Ergebnisse sind als Median mit 25/75
Perzentile (Boxen) und Minimum- bis Maximumwert (Whisker) préisentiert.

GP = gesunde Probanden, AK = Ausschluss KHK
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4.3.3. B5i-Untereinheit (PSMBS5)

Es zeigte sich mit einem statistisch signifikanten Unterschied (p = 0,014) eine 2,3-fach erhohte
Expression der B5i-Untereinheit in der AK-Gruppe (11,7 » 107 4,3-37,9 » 107) im Vergleich zur
GP-Gruppe (5,1 * 107 3,2-8,8 « 10%), (Abb. 13).
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Abbildung 13: Die relative mRNA-Expression der B5i-Untereinheit in den AK- und
GP-Gruppen ist als 27-dCt « 10?2 dargestellt. Die Ergebnisse sind als Median mit 25/75
Perzentile (Boxen) und Minimum- bis Maximumwert (Whisker) prisentiert.

GP = gesunde Probanden, AK = Ausschluss KHK, *p < 0,05
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4.3.4. B1-Untereinheit (PSMB6)

Die Expression der B1-Untereinheit in der AK-Gruppe (7,1 * 10% 4,4-13,3 » 10'2) und in der
GP-Gruppe (6 - 10‘2; 4,2-11,8 10"2) zeigte keinen signifikanten Unterschied (p = 0,14),
(Abb. 14).
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Abbildung 14: Die relative mRNA-Expression der B1-Untereinheit in den AK- und
GP-Gruppen ist als 22-dCt « 10?2 dargestellt. Die Ergebnisse sind als Median mit 25/75
Perzentile (Boxen) und Minimum- bis Maximumwert (Whisker) prisentiert.

GP = gesunde Probanden, AK = Ausschluss KHK
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4.3.5. B1i-Untereinheit (PSMBY9)

Die Expression der B1i-Untereinheit war in der AK-Gruppe (16,2 « 107 9,4-36,3 « 107) und in
der GP-Gruppe (13,3 - 10"2; 9,2-31,1 « 10‘2) analog zur B1-Untereinheit ohne signifikanten
Unterschied (p = 0,14), (Abb. 15).
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Abbildung 15: Die relative mRNA-Expression der B1i-Untereinheit ist in den AK- und
GP-Gruppen als 27-dCt « 10?2 dargestellt. Die Ergebnisse sind als Median mit 25/75 Perzentile
(Boxen) und Minimum- bis Maximumwert (Whisker) prisentiert.

GP = gesunde Probanden, AK = Ausschluss KHK

42



4.4. Relative mRNA-Expression der proteasomalen Untereinheiten
in Abhéngigkeit von kardiovaskuliren Risikofaktoren und Alter

Da im Vergleich der AK- und GP-Gruppen die relative mRNA-Expression der a3- und
51-Untereinheiten sich unterscheidet, wurde mittels Mann-Whitney-U-Test das Vorhandensein
der einzelnen Risikofaktoren mit der relativen mRNA-Expression der o.g Untereinheiten
iiberpriift. Hier zeigte sich mit einem statistisch signifikanten Unterschied (p = 0,005) eine
2,2-fach erhohte Expression der o3-Untereinheit bei Patienten mit arterieller Hypertonie
(1,3« 10'2; 0,6-3,1 10'2) im Vergleich zu Patienten ohne Hypertonie (0,6¢ 10'2; 0,3-2,9 ¢ 10'2),
(Abb. 16). Zudem wurde eine Tendenz zur erhohten Expression der B5i-Untereinheit ohne

signifikanten Unterschied (p = 0,102) bei Patienten mit arterieller Hypertonie beobachtet.
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Abbildung 16: Die relative mRNA-Expression der a3-Untereinheit ist in Abhingigkeit von der
arteriellen Hypertonie als 2*-dCt « 1072 dargestellt. Die Ergebnisse sind als Median mit 25/75
Perzentile (Boxen) und Minimum- bis Maximumwert (Whisker) préisentiert.

*#%p < 0,01
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Dariiber hinaus konnte eine signifikante 2,3-fach erhohte Expression der a3-Untereinheit bei
Patienten mit Hyperlipoproteinimie (1,4 « 107 0,4-3,1 + 107%) im Vergleich zu Patienten ohne
Hyperlipoproteindmie (0,6 ¢ 107;0,3-1,5+ 107%) gezeigt werden (p = 0,017), (Abb. 17).
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Abbildung 17: Die relative mRNA-Expression der a3-Untereinheit ist in Abhidngigkeit von
Hyperlipoproteindmie als 2*-dCt » 102 dargestellt. Die Ergebnisse sind als Median mit 25/75
Perzentile (Boxen) und Minimum- bis Maximumwert (Whisker) préisentiert.

*p < 0,05

Des Weiteren wurde in den AK- und GP-Gruppen untersucht, ob die relative mRNA-Expression
der proteasomalen Untereinheiten altersabhingig ist. Dafiir wurden die o.g. Parameter
miteinander korreliert. Hier konnte nur eine Tendenz zur positiven Korrelation (r = 0,33)
zwischen Alter und relativer mRNA-Expression der o3-Untereinheit ohne statistische

Signifikanz (p = 0,91) nachgewiesen werden.
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4.5. Veranderte Expression der proteasomalen Untereinheiten
unter Interferontherapie

In der GP-Gruppe konnte bei einem Probanden im Vergleich zu den anderen Probanden eine
geringe Tendenz zur vermehrten Expression insbesondere der induzierbaren Untereinheiten
beobachtet werden (Abb. 18). Bei dem Probanden wurde anamnestisch eine Interferontherapie
bei einer akuten Hepatitis-B-Infektion durchgefiihrt. Daher wurde diese Beobachtung zur
Untersuchung einer moglichen Verdnderung der proteasomalen Untereinheiten unter Interferon

genutzt. Bei dem Einzelbeispiel wurde keine statistische Analyse durchgefiihrt.

Veridnderte Expression der proteasomalen Untereinheiten unter Interferontherapie
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Abbildung 18: Die relative mRNA-Expression der proteasomalen Untereinheiten ist in
Abhidngigkeit von Interferontherapie als 27-dCt ¢ 102 dargestellt. Die Ergebnisse sind als
Medianwert présentiert.

a3 = PSMA3, 35 = PSMBS3, 851 = PSMBS, 81 = PSMB6, 311 = PSMB9
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4.6. Verhiltnis zwischen der Expression der konstitutiven und
induzierbaren Untereinheiten des Proteasoms

4.6.1. ACS-Gruppe

In der ACS-Gruppe zeigte sich mit einem statistisch signifikanten Unterschied (p < 0,001) eine
2,7-fach erhéhte Expression der 85i-Untereinheit (5,4 + 107%; 3,3-9,2 « 10?) im Vergleich zur
B5-Untereinheit (2 ° 10'2; 0,6-3,2 10'2). Ebenfalls war die Expression der B1i-Untereinheit
(13,9 - 10'2; 9,4-26,7 - 10’2) mit einem statisch signifikanten Unterschied (p < 0,001)
2,4-fach hoher als die Expression der B1-Untereinheit (5,9 ¢ 10"2; 3,2-21,3e 10'2). Somit wurde
eine erhohte Expression der induzierbaren Untereinheiten im Vergleich zu den konstitutiven

Untereinheiten des Proteasoms in der ACS-Gruppe nachgewiesen (Abb. 19).
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Abbildung 19: Die Relation zwischen der Expression der konstitutiven und induzierbaren
Untereinheiten des Proteasoms in der ACS-Gruppe. Die relative mRNA-Expression der
untersuchten Untereinheiten ist als 2A-dCt ¢ 107 dargestellt. Die Ergebnisse sind als Median mit
25/75 Perzentile (Boxen) und Minimum- bis Maximumwert (Whisker) prasentiert.

ACS = akutes Koronarsyndrom, B5 = PSMBS5, 351 = PSMBS, 31 = PSMB6, 31i = PSMB9,
*Hkp < 0,001
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4.6.2. SAP-Gruppe

In der SAP-Gruppe war eine 24-fach erhohte Expression der B5i-Untereinheit
(18,9 « 107% 4,5-32,9 « 10%) im Vergleich zur B5-Untereinheit (0,8 » 1072 0,4-2,5 + 107)
nachzuweisen (p < 0,001). Ferner war mit einem statistisch signifikanten Unterschied
(p <0,001) die Expression der B1i-Untereinheit (18,3 ¢ 10'2; 13,6-29,1 10'2) 2,2-fach hoher als
die Expression der B1-Untereinheit (8,5 ° 10'2; 6,9-20 - 10'2). Damit konnte eine erhohte
Expression der induzierbaren Untereinheiten auch in dieser Patientengruppe nachgewiesen

werden (Abb. 20).
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Abbildung 20: Die Relation zwischen der Expression der konstitutiven und induzierbaren
Untereinheiten des Proteasoms in der SAP-Gruppe. Die relative mRNA-Expression fiir die
untersuchten Untereinheiten ist als 2A-dCt ¢ 102 dargestellt. Die Ergebnisse sind als Median mit
25/75 Perzentile (Boxen) und Minimum- bis Maximumwert (Whisker) prisentiert.

SAP = stabile Angina pectoris, B5 = PSMB5, 851 = PSMBS, 31 = PSMB6, 31i = PSMB9,
*Hkp < 0,001
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4.6.3. GP-Gruppe

Die GP-Gruppe zeigte eine statistisch signifikant 4,6-fach hohere Expression der
B5i-Untereinheit (5,1 10'2; 3,2-8,8 10’2) im Vergleich zur B5-Untereinheit
(1,1 - 10'2; 0,7-2,5 » 10'2), (p < 0,001). Ebenfalls war die Expression der Bli-Untereinheit
(13,3 « 107 9,2-31,1 = 107) statistisch signifikant (p < 0,001) und 2,2-fach héher als die
Expression der B1-Untereinheit (6 * 10'2; 42-11,8 10'2). Somit konnte eine erhdhte Expression
der induzierbaren Untereinheiten im Vergleich zu den konstitutiven Untereinheiten des

Proteasoms auch in der GP-Gruppe nachgewiesen werden (Abb. 21).
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Abbildung 21: Die Relation zwischen der Expression der konstitutiven und induzierbaren
Untereinheiten des Proteasoms in der GP-Gruppe. Die relative mRNA-Expression ist fiir die
untersuchten Untereinheiten als 27-dCt 1072 dargestellt. Die Ergebnisse sind als Median mit
25/75 Perzentile (Boxen) und Minimum- bis Maximumwert (Whisker) prasentiert.

GP = gesunde Probanden, 85 = PSMBS5, B51 = PSMBS, 31 = PSMB6, B1i = PSMBO,
*Hkp < 0,001
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4.7. Korrelationen

Da sich in den oben dargestellten Gruppen die Expression der konstitutiven und induzierbaren
Untereinheiten des Proteasoms statistisch signifikant unterscheiden, wurde die Korrelation
zwischen der Expression der beiden Untereinheiten untersucht. Die Ergebnisse sind

gruppenweise dargestellt.

4.7.1. Korrelation der mRNA-Expression zwischen den B5- und
B5i-Untereinheiten in der ACS-Gruppe

Hier zeigte sich eine positive Korrelation zwischen 85 und B51 mit einer statistischen Signifikanz

(r=0,7; p=0,001), (Abb. 22).
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Abbildung 22: Die Korrelation der mRNA-Expression zwischen den B5- und 35i-Untereinheiten
in der ACS-Gruppe. Die relative mRNA-Expression ist fiir die untersuchten Untereinheiten als
27-dCt » 1072 dargestellt.

ACS = akutes Koronarsyndrom, B5 = PSMBS5, 351 = PSMBS, r = Korrelationskoeffizient,

p = statistische Signifikanz
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4.7.2. Korrelation der mRNA-Expression zwischen den 81- und
B1i-Untereinheiten in der ACS-Gruppe

Zwischen den B1-und B1i-Untereinheiten zeigte sich ebenfalls eine positive Korrelation mit einer

statistischen Signifikanz (r = 0,79; p <0,0001), (Abb. 23).
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Abbildung 23: Die Korrelation der mRNA-Expression zwischen den 81- und
B1i-Untereinheiten in der ACS-Gruppe. Die relative mRNA-Expression ist fiir die untersuchten
Untereinheiten als 2A-dCt « 102 dargestellt.

ACS = akutes Koronarsyndrom, 1 = PSMAG6, B1i = PSMA9, r = Korrelationskoeffizient,

p = statistische Signifikanz
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4.7.3. Korrelation der mRNA-Expression zwischen den B5- und
BSi-Untereinheiten in der SAP-Gruppe

Zwischen den B5- und B5i-Untereinheiten in der SAP-Gruppe zeigte sich eine inverse

Korrelation (r = -0,54). Dies war statistisch signifikant (p = 0,03), (Abb. 24).
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Abbildung 24: Die Korrelation der mRNA-Expression zwischen den 35- und 35i-Untereinheiten
in der SAP-Gruppe. Die relative mRNA-Expression ist fiir die untersuchten Untereinheiten als
27-dCt » 10?2 dargestellt.

SAP = stabile Angina pectoris, B85 = PSMBS5, 851 = PSMBS, r = Korrelationskoeffizient,

p = statistische Signifikanz
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4.7.4. Korrelation der mRNA-Expression zwischen den 1- und
B1i-Untereinheiten in der SAP-Gruppe

Hier zeigte sich zwischen den $1- und B1i-Untereinheiten eine positive Korrelation mit einem

Korrelationskoeffizienten von 0,61 und einer statistischen Signifikanz (p = 0,012); (Abb. 25).

Die Korrelation der mRNA-Expression zwischen den R1- und B1i-Untereinheiten
in der SAP-Gruppe

30 r=0,61 p= 0,012
o o
£ o
£
[
T
2 o
c o
2 o @
@
En 1 o °
Bo
cr- o
9. 8 o
25 B
0T
&4 oo
N
ﬁv
=2 10
0
£
o
2
k-
[}
24
T T T
0 10 20 30

Relative mRNA-Expression der B1-Untereinheit
(27-dCt - 1072

Abbildung 25: Die Korrelation der mRNA-Expression zwischen den 1- und B1i-Untereinheiten
in der SAP-Gruppe. Die relative mRNA-Expression ist fiir die untersuchten Untereinheiten als
27-dCt » 1072 dargestellt.

SAP = stabile Angina pectoris, 85 = PSMBS5, 851 = PSMBS, r = Korrelationskoeffizient,

p = statistische Signifikanz
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4.7.5. Korrelation der mRNA-Expression zwischen den B5- und
BS5i-Untereinheiten in der GP-Gruppe

Hier zeigte sich zwischen den B5- und B5i-Untereinheiten eine starke positive Korrelation mit
einem Korrelationskoeffizienten von 0,8 und einer statistischen Signifikanz (p < 0,001),

(Abb. 26).
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Abbildung 26: Die Korrelation der mRNA-Expression zwischen den 85- und B5i-Untereinheiten
in der GP-Gruppe. Die relative mRNA-Expression ist fiir die untersuchten Untereinheiten als
27-dCt » 102 dargestellt.

GP = gesunde Patienten, B5 = PSMBS5, B5i = PSMBS, r = Korrelationskoeffizient,

p = statistische Signifikanz
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4.7.6. Korrelation der mRNA-Expression zwischen den 1- und
B1i-Untereinheiten in der GP-Gruppe

Zwischen den B1- und Bli-Untereinheiten konnte ebenfalls eine positive Korrelation mit einem
Korrelationskoeffizienten von 0,76 und einer statistischen Signifikanz (p = 0,003) errechnet

werden (Abb. 27).
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Abbildung 27: Die Korrelation der mRNA-Expression zwischen den 31- und B1i-Untereinheiten
in der GP-Gruppe. Die relative mRNA-Expression ist fiir die untersuchten Untereinheiten als
27-dCt » 102 dargestellt.

GP = gesunde Probanden, B1 = PSMB6, Bli = PSMBY9, r = Korrelationskoeffizient,

p = statistische Signifikanz

AuBerdem wurde bei den Patientengruppen ACS und SAP die Korrelation zwischen
Inflammationsmarkern wie Leukozyten, CRP, Monozyten oder Lymphozyten mit der Expression
sowohl von konstitutiven als auch induzierbaren Untereinheiten des Proteasoms analysiert. Die
Ergebnisse sind in den Tabellen 16 und 17 dargestellt. Es konnte nur in der ACS-Gruppe eine
statistisch signifikante positive Korrelation zwischen dem CRP-Wert und der B5-Untereinheit

festgestellt werden (Abb. 28).
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Inflammations- |Statistische | a3 B5 B5i B1 B1i

marker Parameter

CRP r 0,28 0,46 0,13 0,25 0,2
p 0,25 0,05 0,61 0,32 0,42

Leukozyten r -0,19 0,04 |-0,2 -0,11 -0,43
p 0,44 0,89 0,42 0,67 0,73

Lymphozyten r 0,15 [-02 |-0,55 [-0,27 [-0,14
p 0,55 0,43 0,83 0,28 0,58

Monozyten r 0,32 0,3 0,2 0,27 0,23
p 0,2 0,21 0,42 0,28 0,35

Tabelle 16: Die Korrelation zwischen den Inflammationsmarkern und der Expression der
proteasomalen Untereinheiten in der ACS-Gruppe

r = Korrelationskoeffizient, p = statistische Signifikanz, a3 = PSMA3, B5 = PSMBS5,
351 = PSMBS, 81 = PSMB6, 11 = PSMB9

Inflammations- |Statistische | a3 B5 B5i B1 B1i

marker Parameter

CRP r 0,34 |-0,37 | 0,36 0,14 |-0,09
p 0,12 0,16 0,17 0,61 0,73

Leukozyten r 0,21 0,14 0,08 0,12 0,26
p 0,44 0,6 0,78 0,64 0,33

Lymphozyten r 0,03 -0,12 0,04 0,14 |-0,05
p 0,91 0,67 0,9 0,6 0,84

Monozyten r -0,29 04 -0,22  [-0,03 0,09
p 0,27 0,12 0,41 0,91 0,73

Tabelle 17: Die Korrelation zwischen den Inflammationsmarkern und der Expression der
proteasomalen Untereinheiten in der SAP-Gruppe

r = Korrelationskoeffizient, p = statistische Signifikanz, a3 = PSMA3, B5 = PSMBS5,
351 = PSMBS, 31 = PSMB6, 311 = PSMB9
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Korrelation zwischen den CRP-Werten und der relativen mRNA-Expression
der B5-Untereinheit in der ACS-Gruppe

4 r=046 p=0,05

3 o

Relative mRNA-Expression der B5-Untereinheit
(2A-dCt - 1072
n
I
o}

0 T T T
0 1 2 3 4

CRP (mg/dl)

Abbildung 28: Die Korrelation zwischen den CRP-Werten und mRNA-Expression der
B5-Untereinheit in der ACS-Gruppe. Die relative mRNA-Expression ist fiir die untersuchte
Untereinheit als 2*-dCt « 1072 dargestellt.

ACS = akutes Koronarsyndrom, B5 = PSMBS, CRP = C-reaktives Protein,

r = Korrelationskoeffizient, p = statistische Signifikanz

4.8. Subgruppenanalyse der ACS-Gruppe

In der Subgruppenanalyse der ACS-Gruppe konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede
bzgl. der Expression proteasomaler Untereinheiten zwischen Patienten mit STEMI und NSTEMI

nachgewiesen werden.
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5. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob eine verdnderte Expression proteasomaler
Untereinheiten in mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMC) bei Patienten mit
akutem Koronarsyndrom (ACS) und stabiler KHK vorliegt. AuBerdem sollte {iiberpriift
werden, ob kardiovaskuldre Risikofaktoren und das Patientenalter eine veridnderte Expression

proteasomaler Untereinheiten bedingen.

Die grofte Herausforderung dieser Studie war es, bei Patienten in der akuten klinischen
Situation des ACS Erkenntnisse iiber die Expressionmuster proteasomaler Untereinheiten zu
gewinnen. Der einzige ethisch gangbare und logistisch mogliche Weg, Untereinheiten des
Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS) in fiir die Fragestellung relevanten Zellen zu untersuchen,

war die Verwendung von PBMCs und die Analyse von UPS-Untereinheiten in diesem Zelltyp.

Bis dato gibt es keine Humanstudien, die in einem klinischen Setting des ACS und stabiler KHK
die Expression proteasomaler Untereinheiten in den PBMCs untersucht haben. Hingegen gibt es
aus tierexperimentellen Modellen Daten zu einem kardialen Zelltyp — den Kardiomyozyten —
unter den experimentellen Bedingungen der Hypoxie oder Anoxie durch Induktion von
Stenosen oder kompletter GefdBokklusion. In den unten zu besprechenden Studien wurde
die Expression des Proteasomsystems in Kardiomyozyten in Gewebeproben untersucht.
Im Vergleich zu unserer humanen Studiensituation ist der entscheidende Unterschied, dass die
Kardiomyozyten im Gegensatz zu den Monozyten des peripheren Blutes bei Stenosierung oder
Okklusion eines KoronargefiBles einer Hypoxie/Anoxie ausgesetzt sind. Somit kann die
Expression proteasomaler Untereinheiten in hypoxischen Kardiomyozyten sehr wohl anders als
in den PBMC:s sein und es kann keinesfalls eine Gleichsinnigkeit der Expressionsmuster von den

PBMC:s und Kardiomyozyten unterstellt werden.

Obwohl aus erwihnten Uberlegungen nicht von den Expresssionsmustern der Monozyten des
peripheren Blutes auf die von Kardiomyozyten riickgeschlossen werden kann, konnten in unserer
Studie in den PBMCs bei einigen proteasomalen Untereinheiten gleiche Tendenzen der
Expression wie in den Kardiomyozyten unter Hypoxiebedingungen im Tiermodell beobachtet

werden. Dies wird in den folgenden Abschnitten ndher erldutert.
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5.1. ACS-Gruppe

Ein wichtiges Ergebnis unserer Studie ist, dass in der ACS-Gruppe eine hohere Expression der
B5-Untereinheit in den PBMCs im Vergleich zur AK-Gruppe und auch im Vergleich zur
SAP-Gruppe bestand. Aulerdem zeigte sich in der Analyse zwischen Inflammationsmarkern
und der Expression proteasomaler Untereinheiten eine signifikante Korrelation zwischen CRP
und der Expression der B5-Untereinheit. Diese Korrelation gibt Hinweise darauf, dass
proinflammatorische Marker und Mediatoren moglicherweise eine Hochregulation von

5-Untereinheiten bedingen.

Dieser Befund legt den Schluss nahe, dass bei akutem Koronarsyndrom die
5-Untereinheit inflammationsbedingt als einzige konstitutive Untereinheit in den PBMCs

vermehrt exprimiert wird.

Im Mausmodell wurde Epoxomicin — ein spezifischer Inhibitor der 35-Untereinheit — und seine
Effekte in Kardiomyozyten wihrend eines akuten Myokardinfarkts untersucht [69]. Epoxomicin
bewirkte eine partielle Reversibilitit des kardialen Remodellings und verbesserte die
Kontraktilitit des linken Ventrikels. Diese Effekte wurden dadurch erklirt, dass Epoxomicin
eine Suppression der NF-kB-Aktivitat bewirkt. Die proteasomale Aktivitdit wurde hier aus

extrahierten Gewebeproben untersucht.

Die Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass im akuten Myokardinfarkt die 85-Untereinheit in
den Kardiomyozyten vermehrt exprimiert wird und iiber sie moglicherweise schidliche Effekte
wie negative Inotropie sowie die Suppression des frithen myokardialen Remodellings nach
Infarkt mediiert werden. Wie oben erwihnt, konnte hier zwischen diesen Daten und unseren

Ergebnissen eine gleichgerichtete Tendenz ohne kausalen Zusammenhang beobachtet werden.

Als weiterer Befund unserer Studie konnten wir zeigen, dass in der ACS-Gruppe die Expression
der B5i-Untereinheit in den PBMCs niedriger als in den AK- und SAP-Gruppen war. Eine
erniedrigte Expression fand sich auch fiir die 81i-Untereinheit — allerdings nur im Vergleich zur

SAP-Gruppe.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass bei akutem Koronarsyndrom in den PBMCs induzierbare

Untereinheiten — insbesondere 5i-Untereinheiten — niedriger exprimiert werden.
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Tierexperimentell konnte eine geringere Expression induzierbarer Untereinheiten in
Kardiomyozyten im Infarkt erstmals von Bulteau et al. im Rattenmodell gezeigt werden [6].
In Kardiomyozyten fanden sie eine Abnahme der chymotrypsin-, caspase- und trypsin-like
proteolytischen Aktivitidten nach 30 miniitiger Okklusion des Ramus interventricularis anterior
(RIVA) und somit eine verringerte Expression der induzierbaren Untereinheiten 811, 321 und B5i.
Diese Befunde wurden von den Autoren durch eine erhohte Suszeptibilitit dieser Untereinheiten
gegen oxidativen Stress erkldrt. Als mogliche Mechanismen fiir die niedrigere Expression
induzierbarer Untereinheiten des Proteasoms wihrend einer Ischimie werden diskutiert:
ATP-Depletion, direkte Inhibition der proteasomalen Untereinheiten durch Proteinaggregate und

Oxidation sowie posttranslationale Modifikation proteasomaler Untereinheiten [41].

Eine ATP-Depletion als Erkldrung fiir die Abnahme der proteolytischen Aktivititen wird durch
die Beobachtung gestiitzt, dass ATP fiir die UPS-Aktivierung sowie fiir die Konversion von
konstitutiven Untereinheiten in induzierbare Untereinheiten des Proteasoms gebraucht wird,
jedoch bei myokardialer Ischdmie nicht ausreichend nachgebildet werden kann [70]. Die
Tatsache, dass die Myokardzellen bei akutem Koronarsyndrom einer Hypoxie ausgesetzt sind,
legt die Vermutung nahe, dass die ATP-Nachbildung in den Zellen des Myokards geringer als in
den PBMCs — ohne Hypoxie — ist. Als Resultat konnte die Expression der induzierbaren
Untereinheiten des UPS in Kardiomyozyten noch niedriger als in den PBMCs sein. Au3erdem
wird vermutet, dass wihrend einer myokardialen Ischimie Proteine oxidiert und modifiziert
werden, akkumulieren und dann vom UPS nur unzureichend degradiert werden kénnen [71, 72].
Dariiber hinaus wird die Oxidation von proteasomalen Untereinheiten und die damit bedingte
Strukturdnderung als mogliche Ursache fiir die niedrigere Expression der Untereinheiten
diskutiert [73, 74]. In diesem Zusammenhang konnte tierexperimentell eine verminderte
Aktivitdt sowohl des 20S- als auch des 26S-Proteasoms bei vermehrtem Anfall ubiquitinierter

Proteine im Myokard gezeigt werden [64].
Wir sahen in unserer Studie in den Monozyten eine Tendenz zur verminderten Expression
der a3-Untereinheit in der ACS-Gruppe im Vergleich zur AK-Gruppe. Jedoch war in der

ACS-Gruppe die a3-Untereinheit niedriger als in der SAP-Gruppe exprimiert.

Bulteau et al. konnten im Rattenmodell in Kardiomyozyten nur fiir die a3-Untereinheit eine

Inaktivierung bei akutem Myokardinfarkt nachweisen [6]. Des Weiteren wurde von den Autoren
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gezeigt, dass mit Ausnahme der a3-Untereinheit die al—-a7 Untereinheiten gegen die Exposition

von Oxidantien, z.B. 4-Hydroxynonenal, weitgehend geschiitzt sind.

In drei europidischen genombasierten Humanstudien wurde der Zusammenhang zwischen einem
Myokardinfarkt und der Expression der a6-Untereinheit untersucht [75-77]. Im Ergebnis fand
sich keine verdnderte Expression der a6-Untereinheit bei Patienten mit einem akuten

Myokardinfarkt.

Im Gegensatz dazu fanden ebenfalls zwei dhnliche Humanstudien aus Asien einen
Zusammenhang zwischen der verdnderten Expression der a6-Untereinheit und dem

Infarktereignis [78, 79].

In der Zusammenschau bisher publizierten Studien zur Expression der a-Untereinheiten bei
akutem Myokardinfarkt sind die Ergebnisse nicht konsistent. Eine mogliche Erkldrung dafiir ist,
dass die Expression der o-Untereinheit vielleicht rassenspezifisch ist [80]. Dies wiirde die

unterschiedlichen Ergebnisse der asiatischen Studien und der europiischen Studien erkldren.

5.2. SAP-Gruppe

In der SAP-Gruppe waren in den PBMCs im Vergleich zur AK-Gruppe die a3-Untereinheit,
die konstitutive Untereinheit B1 und im Vergleich zur ACS-Gruppe die induzierbaren

Untereinheiten 351 und B1i hoher exprimiert.

Auch bei stabiler KHK gibt es derzeit in der Literatur keine humanen Daten zu
UPS-Expressionsmustern. Daten im Menschen — gemessen in PBMCs — gibt es jedoch fiir
zwei andere chronisch inflammatorische Krankheitsentititen. Da beide analog zur stabilen KHK
einen chronisch inflammatorischen Zustand darstellen und die Expression proteasomaler

Untereinheiten ebenfalls in den PBMCs gemessen wurde, sind diese Studien hier préisentiert.
Im Jahr 2006 konnten Krause et al. zeigen, dass beim Sjogren-Syndrom eine erhdhte Expression

der B1i- und B2i-Untereinheiten in den PBMCs im Vergleich zu gesunden Probanden vorliegt

[81].
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In einer weiteren Studie sahen Coppo et al. bei Patienten mit IgA-Nephropathie in den
PBMCs eine erhohte Expression der B2i- und B5i-Untereinheiten im Vergleich zu gesunden
Probanden [82]. Die Autoren fanden ein unterschiedliches Expressionsmuster der induzierbaren
Untereinheiten im Vergleich zu Patienten mit akuten gastrointestinalen und pulmonalen

Infektionen. Bei IgA-Nephropathie war 32i supprimiert, 31i jedoch hochreguliert.

Die Autoren berichten von einem Ersatz konstitutiver Untereinheiten durch induzierbare
Untereinheiten bei systemischer Inflammation. Wie vorhin erwéhnt, sind das Sjogren-Syndrom
sowie die IgA-Nephropathie zwei Krankheitsentititen, die analog zur stabilen KHK eine
subakute oder chronische Entziindungsreaktion des Organismus aufweisen. Bei beiden
Erkrankungen wurde eine erhohte Expression induzierbarer Untereinheiten des Proteasoms in

den PBMCs wie bei stabiler KHK in unserer Studie nachgewiesen.

Die vermehrte Expression induzierbarer Untereinheiten in der SAP-Gruppe konnte, wie bereits
im Abschnitt 5.1. ausgefiihrt, wie folgt erklirt werden. Da vermutet werden kann, dass bei
stabiler KHK inflammatorische Vorginge weniger intensiv als im ACS ablaufen, konnte der
ATP-Verbrauch geringer sein. Bei stabiler KHK besteht in der Regel ein besseres
Sauerstoffangebot an den Kardiomyozyten im Vergleich zur Situation im ACS, somit kann
folglich mehr ATP nachgebildet werden. Dadurch konnten die induzierbaren Untereinheiten
vermehrt exprimiert werden. Ebenso ist die direkte Proteinaggregation vermutlich bei stabiler
KHK geringer als im ACS. Ferner kann vermutet werden, dass die Oxidation proteasomaler
Untereinheiten in stabiler KHK geringer ausgeprégt als im ACS ist. MutmaBlich ist bei geringer
Akkumulation von Proteinaggregaten und reduzierter Oxidation proteasomaler Untereinheiten

eine geringere Abnahme der proteolytischen Aktivititen zu erwarten.

Zusammenfassend kann geschlussfolgert werden, dass bei chronischer bzw. subakuter
Inflammation wie bei stabiler KHK die induzierbaren Untereinheiten des Proteasoms
vermehrt exprimiert werden und damit eine Verdnderung des Expressionsmusters im Vergleich

zur akuten Inflammation vorliegt.

Von allen Untereinheiten in dieser Gruppe wies nur die B5-Untereinheit eine niedrigere
Expression im Vergleich zur ACS-Gruppe auf. Die Unterschiede in der Hohe der CRP-Werte
und der Leukozytenzahl zwischen den ACS- und SAP-Gruppe konnten als Hinweise auf eine

unterschiedliche Intensitit inflammatorischer Vorginge in beiden Gruppen interpretiert werden.
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Die niedrigere Expression der B5-Untereinheit in der SAP-Gruppe im Vergleich zur
ACS-Gruppe stiitzt die Hypothese, dass diese Untereinheit inflammationsbedingt exprimiert
wird. Es wurde bereits gezeigt, dass eine geringere Expression der B5-Untereinheit mit einer

verbesserten kardialen Funktion assoziiert ist [69].

5.3. AK- und GP-Gruppen

Im Gegensatz zu den ACS- und SAP-Gruppen haben die beiden Kontrollgruppen AK und GP
keine stenosierende Arteriosklerose oder sogar morphologisch unauffillige Koronarien. Sie

unterscheiden sich aber hinsichtlich des Alters und des kardiovaskuldren Risikoprofils.

Wir fanden in der AK-Gruppe im Vergleich zur GP-Gruppe in den PBMCs eine vermehrte
Expression der a3- und B5i-Untereinheiten. In einer multivarianten Analyse erwiesen sich die
Risikofaktoren Hypertonie und Hyperlipoproteindmie als alleinige Determinanten dieses

Unterschiedes. Alter zeigte eine nicht signifikante Tendenz zur Korrelation.

Zusammenhidnge zwischen UPS und kardiovaskulidren Risikofaktoren sind bisher
wenig untersucht worden. Lediglich bei Kindern bis zum Alter von 17 Jahren wurde
zwischen der Expression der o3-Untereinheit und kardiovaskuldren Risikofaktoren — hier
Hyperlipoproteindmie und einer positiven Familienanamnese fiir Adipositas — ein
Zusammenhang beschrieben [83]. Hierbei wurde dhnlich wie in unserer Studie die Expression

der a3-Untereinheit des Proteasoms in Zellen des peripheren Blutes bestimmt.

In einer Studie von Li et al. wurde die proteasomale Expression in Abhingigkeit vom Alter im
Mausmodell untersucht. Es wurde eine Zunahme der Expression der B5i-Untereinheit, des
26S-Proteasoms und der a-Untereinheiten mit zunehmendem Alter sowie eine erniedrigte
Expression der konstitutiven B-Untereinheiten des 20S-Proteasoms gezeigt [84]. Allenfalls
erfolgte hier die Messung der Expression der o.g. Untereinheiten im Vergleich zu unserer

Messung in Kardiomyozyten.

Die Autoren formulieren die Hypothese, dass im Mausmodell im hoheren Lebensalter
in Kardiomyozyten die durch das 26S-Proteasom induzierte, ubiquitin-abhingige
Proteolyse unverdndert weiterlduft, wihrend die durch das 20S-Proteasom induzierte,

nicht ubiquitin-abhédngige Proteolyse abnimmt. In diesem Zusammenhang kann postuliert
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werden, dass in Kardiomyozyten im hoheren Lebensalter aufgrund von Substraten des
26S-Proteasomes, beispielsweise Transkriptionsfaktoren, eine vermehrte Expression der

B51-Untereinheiten gewdéhrleistet wird.

Ferner konnte in einer Einzelbeobachtung eines Probanden, der sich einer Interferontherapie bei
akuter Hepatitis-B-Infektion untertragen hatte, eine deutlich erhohte Expression der

induzierbaren Untereinheiten gezeigt werden.

In der Literatur finden sich zahlreiche Hinweise auf eine durch INF-y hochregulierte Expression
der induzierbaren Untereinheiten des Proteasoms beim Menschen. Erstmalig konnten
im Jahr 1994 Akiyama et al. nachweisen, dass induzierbare Untereinheiten des
Proteasoms — insbesondere B5i-Untereinheiten — in menschlichen Nierenzellen durch INF-y
hochreguliert werden [85]. Spater konnten Coppo et al. durch INF-y einen Ersatz konstitutiver
Untereinheiten durch induzierbare Untereinheiten in mononukledren Zellen des peripheren

Blutes bei Patienten mit IgA-Nephropathie beobachten [82].

5.4. Expression der konstitutiven und induzierbaren
Untereinheiten des Proteasoms

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, das Verhiltnis der Expression der proteasomalen

Untereinheiten zu einander zu untersuchen.

In der Korrelationsanalyse zeigte sich in der ACS-Gruppe eine statistisch signifikante positive
Korrelation zwischen der Expression konstitutiver und induzierbarer Untereinheiten. Diese
Beobachtung traf jeweils fiir die beiden untersuchten konstitutiven Untereinheiten (35/81) und
der korrespondierenden induzierbaren Untereinheiten (85i/81i) zu. Bei Patienten mit akutem
Koronarsyndrom kann das bedeuten, dass gleichsinnig konstitutive und induzierbare

Untereinheiten gebildet werden.

Im Gegensatz dazu fanden wir in der SAP-Gruppe nur zwischen den B1- und

B1i-Untereinheiten eine positive Korrelation. 85- und 85i-Expression waren invers korreliert.

In der GP-Gruppe zeigte sich fiir die untersuchten konstitutiven und die korrespondierenden

induzierbaren Untereinheiten eine positive Korrelation.
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5.5. Studienlimitationen

Da diese Studie als Pilotstudie konzipiert war, wurde mit 61 Patienten nur eine vergleichsweise

geringe Patientenzahl betrachtet.

Weiterhin bestand eine gewisse Inhomogenitit in der Gruppe mit akutem Koronarsyndrom. In
unsere Studie wurden 5 Patienten mit STEMI und 13 Patienten mit der Diagnose eines NSTEMI

eingeschlossen.

AuBerdem wurden nur minnliche Patienten in die ACS-Gruppe eingeschlossen, so dass die

gefundenen Ergebnisse nicht zwangsliufig auf Frauen iibertragen werden konnen.

Eine weitere Einschrinkung besteht darin, dass die Expression der proteasomalen Untereinheiten

nur auf der Transkriptionsebene und nicht auf der Proteinebene untersucht wurde.

5.6. Schlussfolgerung

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom
im Vergleich zu Patienten mit invasivem Ausschluss einer koronaren Herzerkrankung eine
statistisch signifikante erhohte Expression der B5-Untereinheiten und eine erniedrigte Expression
der B5i-Untereinheiten in den mononukledren Zellen des peripheren Blutes auf der

Transkriptionsebene nachgewiesen werden.
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