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1. Einleitung und Fragestellung

1.1.  Dilatative Kardiomyopathie

Der Begriff der Herzinsuffizienz beschreibt die Unfihigkeit des Herzens, trotz eines adi-
quaten Blutvolumens und ausreichender Fiillungsdriicke ein fiir den Bedarf des Organis-
mus ausreichendes Herzzeitvolumen zu fordern und einen vendsen Riickfluss zu gewihr-
leisten. Die Ursachen der Herzinsuffizienz sind vielfiltig. Sie konnen kardialer, aber auch
extrakardialer Genese sein. Systolische und diastolische Ventrikelfunktionsstorungen so-
wie Herzrhythmusstorungen konnen zur Entwicklung einer Herzinsuffizienz mit sog. Vor-
wirtsversagen, d. h. mit Verminderung des Herzzeitvolumens, fithren. Zu den Ursachen
einer systolischen Ventrikelfunktionsstorung gehoren Krankheiten, die mit einer erhohten
Volumen- oder/und Druckbelastung des Herzens einhergehen sowie die koronare Herz-
krankheit, die Myokarditis und die dilatative Kardiomyopathie.

Bei Kardiomyopathien handelt es sich definitionsgemédfl um Krankheiten des Myokards,
welche mit einer kardialen Dysfunktion assoziiert sind. Nach der WHO-Klassifikation von
1995 werden fiinf verschiedene Arten der Kardiomyopathie unterschieden: 1. die dilatative
(DCM), 2. die hypertrophische (HCM), 3. die restriktive (RCM) und 4. die arrhythmogene,
hauptsichlich den rechten Ventrikel betreffende Kardiomyopathie (ARVCM) sowie 5. die
nichtklassifizierbaren Kardiomyopathien (NKCM). Anatomische und pathophysiologische
bzw. himodynamische Gesichtspunkte liegen dieser Klassifikation zugrunde. Die unklassi-
fizierten Formen lassen sich keiner der ersten vier Kardiomyopathiearten zuordnen. Nach
atiologisch-pathogenetischen Gesichtspunkten lassen sich die Kardiomyopathien in &tiolo-
gisch nicht erkldrbare bzw. idiopathische und spezifische Formen einteilen. Bei den idio-
pathischen Kardiomyopathien wird die Ursache im Myokard selbst vermutet, wihrend der
Begriff der spezifischen Kardiomyopathie Herzmuskelerkrankungen beschreibt, welche
durch bereits vorliegende Herz- oder Systemerkrankungen verursacht werden. Dazu geho-
ren Kardiomyopathien, welche aufgrund von genetischen, entziindlichen, toxischen oder
metabolischen Storungen sowie durch Ischimien oder Herzklappenfehler entstanden sind.
Weitere Ursachen konnen ein Hypertonus, ein systemischer Lupus erythematodes, eine

rheumatoide Arthritis, eine Sklerodermie oder eine muskulidren Dystrophie sein [39, 29].



Bei 50 % der Patienten mit einer priméren bzw. idiopathischen Kardiomyopathie liegt eine
dilatative Kardiomyopathie vor. 20-30 % dieser Patienten weisen eine positive Familien-
anamnese auf.

Die dilatative Kardiomyopathie gehort nach der koronaren Herzkrankheit und dem Hyper-
tonus zu den hidufigsten Ursachen einer Herzinsuffizienz [35]. Minner sind héufiger be-
troffen als Frauen. Das mittlere Alter der Patienten betrdgt bei Diagnosestellung 40 Jahre.
Charakteristisch fiir die DCM ist eine Dilatation sowie eine beeintrichtigte Kontraktion
des linken und/oder rechten Ventrikels mit erhohten enddiastolischen und endsystolischen
Volumina bzw. Driicken. Das Herzzeitvolumen und die Ejektionsfraktion nehmen ab. Die
klinischen Symptome sind Ausdruck eines Vorwirts- und Riickwirtsversagen des linken
Ventrikels. Sie duflern sich in Dyspnoe, einer korperlichen Schwiche und pektangindsen
Beschwerden infolge einer erhohten kardialen Wandspannung und der damit verbundenen
relativen koronaren Minderperfusion. Klinische Zeichen einer eventuell vorhandenen
Rechtsherzinsuffizienz, wie beispielsweise Odeme, gehen als Spitsymptome mit einer
schlechteren Prognose einher [41]. Im Verlauf einer DCM kommt es zu einer Hypertrophie
des Myokards. Histologische Veridnderungen, wie die Diskrepanz zwischen Form und
Grofle der Myozytenkerne und des Myozytendurchmessers, das Vorhandensein einer fein-
fleckigen interstitiellen Fibrose oder lymphozytire Entziindungszellinfiltrate, sind nicht
spezifisch und konnen nur bei einem Teil der Patienten mit dem klinischem Verdacht einer
DCM nachgewiesen werden. Die an einer DCM erkrankten Patienten sind préadisponiert
fiir die Ausbildung von Arrhythmien sowie Thrombembolien und versterben iiberdurch-
schnittlich hdufig am plotzlichen Herztod.

Untersuchungen von Familien mit idiopathischer DCM haben gezeigt, dass es Fille von
autosomal-dominanter, autosomal-rezessiver, x-chromosomaler und mitochondrialer Ver-
erbung gibt. Man spricht in diesen Féllen von der sog. familidren dilatativen Kardiomyo-
pathie (FDCM). Diese Form der DCM ist mit den unterschiedlichsten Mutationen in mehr
als 10 bekannten Genen assoziiert. Die Gen-Mutationen bewirken Verdnderungen von Pro-
teinen, die wichtig fiir den Erhalt der strukturellen Integritit von Kardiomyozyten sind. Zu
diesen Proteinen gehoren - und d-Sarkoglykane sowie Dystrophin, Desmin [25] und La-
min A/C [45]. Die DCM wurde daher von einigen Autoren als Zytoskeletopathie definiert.
Weitere Proteine, die aufgrund von Gen-Mutationen veridndert sein konnen, sind Actin
[34], B-Myosin, o-Tropomyosin, Troponin I und Troponin T. Diese Proteine sind essen-
ziell fiir den Aufbau myokardialer Sarkomere. Verdnderungen dieser Proteine konnen zu

einer Beeintrachtigung der myokardialen Kontraktionskraft fithren.



Bei einer Untersuchung von Patienten mit FDCM wurden sieben Mutationen im Gen der
schweren Kette des B-Myosins (MYH7) sowie eine Mutation im kardialen Troponin T-
Gen (TNNT?2) identifiziert [47]. Weiterhin wurden mit dem Auftreten einer DCM assozi-
ierte Mutationen in den Genen von Troponin I [31], Tropomyosin [33] und Dystrophin
[46] entdeckt. Neben diesen idiopathischen, familidren Formen der DCM gibt es dilatative
Kardiomyopathien viraler, bakterieller, parasitarer, autoimmuner, medikamentoser oder al-
koholtoxischer Genese. Im Rahmen von Speicherkrankheiten, rheumatologischen und en-

dokrinologischen Erkrankungen wurde das Auftreten der DCM ebenfalls beschrieben.

Wihrend einer Herzinsuffizienz kommt es zu einer gesteigerten Aktivierung des Sympa-
thikus mit nachfolgender Freisetzung von Adrenalin und Noradrenalin. Die endogenen Ka-
techolamine aktivieren iiber myokardiale a- und B-Adrenozeptoren diverse Signaltransduk-
tionswege mit jeweils unterschiedlicher Wirkung am Erfolgsorgan [7]. Wihrend das [-
adenenerge Rezeptorsystem iiber heterotrimere G-Proteine mit dem Adenylatcyclase-
Proteinkinase A-Signaltransduktionsweg gekoppelt ist, fithrt eine Aktivierung von a-
Adrenozeptoren zu einer G-Protein-vermittelten Aktivierung des Phospholipase C/ Prote-
inkinase C-Signaltransduktionsweges. Es wurde beschrieben, dass die Aktivitit der Isoen-
zyme Phospholipase D2 (PLD2) und Phosphatidatphosphohydrolase 2 (PAP2) in sarko-
lemmalen linksventrikuliren Membranen von Ratten mit Herzinsuffizienz gesteigert ist.
Die Entwicklung einer Herzinsuffizienz geht also mit Verdnderungen der intrazelluldren
Signaltransduktion einher [50]. Bislang wurde jedoch noch nicht untersucht, ob es im
Rahmen einer dilatativen Kardiomyopathie zu Verdnderungen des PLD-

Signaltransduktionsweges in humanem Myokard kommt.



1.2.  Phospholipase D

Die Phospholipase D gehort zu einer Gruppe von Phospholipasen, welche den Abbau von
Phosphoglyzeriden katalysieren. Phosphoglyzeride stellen einen wesentlichen Bestandteil
aller biologischen Membranen dar. Phospholipasen kommen in allen Geweben, allerdings
mit unterschiedlichen Angriffspunkten am Phosphoglyzerol-Molekiil, vor (Abbildung 1)

und zeigen eine hohe Spezifitit beziiglich des zu spaltenden Phosphoglyzerids.
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Abbildung 1: umgestaltet nach G. Loffler und P.E. Petrides: Biochemie und Pathobiochemie; Springer-
Verlag, 6. Auflage, S. 460, Abbildung 16.37

Die Phospholipase D (PLD), welche in Zellen von Sadugetieren, Insekten, Pflanzen, einigen
Bakterien und Hefen [12, 13] exprimiert wird, spielt eine zentrale Rolle in Rezeptor- regu-
lierten Signaltransduktionswegen [26] und katalysiert bevorzugt die hydrolytische Spal-
tung von membrangebundenem Phosphatidylcholin (PC), wodurch Phosphatidische Séure
(PA) und Cholin entstehen (Abbildung 2).

Bei Siaugetieren sind zwei PLD-Isoformen, PLD1 und PLD2, bekannt, welche iiberwie-
gend an der Zellmembran lokalisiert sind. PLD1 (120 kDa) wird durch kleine G-Proteine,
wie ARF und Rho, sowie durch Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PIP,) und Proteinki-
nase C (PKC) aktiviert, wihrend PLD2 (105 kDa) durch PIP, stimuliert wird, aber iiber-



wiegend unabhingig von kleinen G-Proteinen ist [18]. Beim Menschen wurden zwei PC-
spezifische Formen der PLD, hPLD1 und hPLD2, identifiziert [16, 27]. Die Aminoséure-
Sequenz der humanen PLD2 stimmt zu 90 % mit der Sequenz der PLD2 von Méusen und
Ratten iiberein, ist aber nur zu 53 % identisch mit der humanen PLD1. Es wurde bereits ei-
ne zweite Spleivariante der humanen PLD1 entdeckt, die im Gegensatz zur urspriinglich
identifizierten Form (hPLD1la) um 38 Aminosduren, bzw. 114 Nukleotide, verkiirzt ist
(hPLD1b) [17]. hPLDl1a und 1b konnen durch ARF-1, PKC-a, PIP,, PIP; sowie durch
Mitglieder der Rho-Familie wie RhoA, Rac-1 und CDC42 aktiviert werden, wéhrend die
humane PLD2 nur durch ARF-1 und PIP; reguliert wird. Dabei wirken ARF, PKC-a und
die Rho-Proteine bei der Aktivierung der hPLD1a und b synergistisch, wihrend die Mit-
glieder der Rho-Familie untereinander ohne Anwesenheit von ARF oder PKC-a keine Ver-
starkung der PLD-Aktivierung hervorrufen konnen [17]. Es wird daher angenommen, dass
die einzelnen Gruppen von PLD-Aktivatoren mit jeweils unterschiedlichen Seiten des En-

zyms interagieren.

Phosphatidische Siure, welche bei der durch die PLD katalysierten Spaltung von PC ent-
steht, wird zu einem groflen Teil durch das Enzym Phosphatidatphosphohydrolase (PAP)
in 1,2-Diacylglycerol (1,2-DAG) umgewandelt [4]. Eine andere Phospholipase, die sog.
Phospholipase C (PLC), bewirkt die Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat
(PIP,), wodurch Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP3) und 1,2-Diacylglycerol (1,2-DAG) ent-
stehen. 1,2-DAG kann also mittels des PLD- und des PLC-Signaltransduktionsweges ge-
bildet werden [9]. 1,2-DAG aktiviert die sog. Proteinkinase C (PKC), welche spezielle
myokardiale Proteine phosphoryliert, die in Zusammenhang mit der Entwicklung der myo-
kardialen Hypertrophie stehen [6]. Andererseits kann 1,2-DAG mittels des Enzyms DAG-
Kinase in PA umgewandelt werden (Abbildung 2). Diese moglichen Metabolisierungswe-
ge erschweren die indirekte Messung der PLD-Aktivitdt mittels quantitativer Bestimmung

des Reaktionsproduktes PA.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Interaktionen zwischen Phospholipase D (PLD) und Phospholi-
pase C (PLC). Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,), Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP;), Diazylglyzerol
(DAG), Proteinkinase C (PKC), Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidische Saure (PA), Phospholipase A,
(PLA,), Lysophosphatidische Sdure (LPA), Phosphatidatphosphohydrolase (PAP), mammalian target of
rapamycin (mTOR)

Neben der Hydrolyse von Phospholipiden/-glyzeriden besitzt die PLD die einzigartige Fa-
higkeit der sog. Transphosphatidylierungsreaktion: in Anwesenheit von primdren Alkoho-
len, wie Ethanol, Propanolol oder Butanol, ist das Enzym in der Lage, unphysiologische
Phosphatidylalkohole zu bilden, welche nicht weiter metabolisiert werden [20]. Fiigt man
einem Ansatz mit PC und PLD Ethanol als zusétzliches Substrat hinzu, iibertrigt der pri-
mire Alkohol seine aliphatische Kette auf die Phosphatidylgruppe des Phosphatidylcho-
lins. Dadurch entsteht ein unphysiologischer Phosphatidylalkohol, in diesem Fall Phospha-
tidylethanol (PEtOH), welcher im Gegensatz zu PA nicht durch die Phosphatidatphospho-
hydrolase (PAP) in 1,2-DAG umgewandelt werden kann. Somit ist anhand der Messung
des mittels Transphosphatidylierungsreaktion entstandenen Phosphatidylethanols eine
quantitative Bestimmung der PLD-Aktivitait moglich. Da die Transphosphatidylierungs-
reaktion fiir die PLD spezifisch ist, kann davon ausgegangen werden, dass das gemessene
Reaktionsprodukt allein durch die PLD-Aktivitit und nicht etwa durch die Phospholipase
C (PLC) entstanden ist [26, 20].



1.3.  Myokardiale Phospholipase D

Myokardiale PLD ist in den verschiedenen Membransystemen der Herzmuskelzelle enthal-
ten. PLD-Aktivitit wurde in Mitochondrienmembranen, im Sarkolemm sowie im sarko-
plasmatischen Retikulum der Kardiomyozyten von Ratten nachgewiesen [36].

Von den beiden PLD-Isoformen findet sich im Myokard tiberwiegend die membrangebun-
dene PLD2-Isoform [37]. Eine mogliche funktionelle Relevanz der PLD fiir das Myokard
zeigen Experimente mit isoliert perfundierten Rattenherzen. Nach kurzen Phasen der I-
schimie mit anschlieBender Reperfusion (,,ischdmische Priakonditionierung*) fand sich ei-
ne Steigerung der myokardialen PLD-Aktivitit sowie eine gesteigerte Bildung von DAG
und PA. Das myokardiale Gewebe wies dabei eine erhohte Aktivitit der Proteinkinase C in
Zusammenhang mit einer Steigerung der postischdmischen Ventrikelleistung auf. Gleich-
zeitig wurde die Inzidenz ventrikuldrer Arrhythmien reduziert [44]. Isoliert perfundierte
Rattenherzen wurden mit Natrium-Oleat behandelt, um die PLD-Aktivitit zu stimulieren.
Nach Phasen der Ischdmie mit anschlieBender Reperfusion fand sich eine Erhohung der
PLD-Aktivitdat. Dabei wurde eine Reduktion des durch Ischidmie bedingten Zellschadens,
gemessen anhand der Kreatinkinase- und Laktatdehydrogenase-Freisetzung wihrend der
Reperfusion, beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass die Stimulation der Phospholi-
pase D eine Erhohung der myokardialen Kontraktilitit und eine verbesserte koronare

Durchblutung wihrend der Reperfusion zur Folge hat [30].

PLD katalysiert die Hydrolyse von Phosphatidylcholin. Dadurch entsteht Phosphatidische
Sdure. Es konnte gezeigt werden, dass PA in die Regulation des myokardialen Na*/Ca?*-
Austausches involviert ist. Kardiale sarkolemmale Vesikel wurden aus Ventrikelgewebe
von Hunden gewonnen und mit exogener PLD behandelt. Nachfolgend wurde eine Stimu-
lation der Na*/Ca®*-Austauscher-Aktivitit beobachtet [38]. Gleichzeitig wurde eine Erho-
hung der PA-Konzentration in den Vesikeln gemessen. Die Befunde deuten darauf hin,
dass PA fiir die Steigerung der sarkolemmalen Na*/Ca®*-Austauscher-Aktivitit verantwort-
lich ist.

Intrazelluldres Kalzium spielt bei der Regulation der muskuldren Kontraktion und Relaxa-
tion eine zentrale Rolle. Wihrend des kardialen Aktionspotenzials kommt es zu einem
vermehrten Kalzium-Einstrom in die Herzmuskelzelle. Dabei stromen die Kalziumionen

durch spannungsregulierte L-Typ-Kalzium-Kanile (L-Typ bedeutet: langer gecffnet)



in die Zelle. Der intrazellulire Anstieg der Ca®*-Konzentration 16st die Freisetzung von
Ca®*-Ionen aus dem sarkoplasmatischen Retikulum durch den Ryanodin-Rezeptor-
Kalzium-Kanal aus (Kalzium-getriggerte Kalziumfreisetzung). Die nachfolgende Bindung
von Kalzium-Ionen an Troponin C bewirkt eine Konformationsidnderung des Tropomyo-
sinmolekiils. Die dadurch bedingte Freigabe der Myosinbindungsstelle ermoglicht die Bin-
dung des Myosinkopfchens an das Actin-Molekiil. Uber den Mechanismus des Querbrii-
ckenzyklus kommt es zur muskuldren Kontraktion. Die einem Aktionspotenzial folgende
Muskelkontraktion wird durch die Kalziumionen vermittelt, welche als Mittlersubstanzen
zwischen dem Extra- und Intrazelluldrraum fungieren. Die nachfolgende Muskelrelaxation
geht mit der Aufnahme des zytosolischen Kalziums in das sarkoplasmatische Retikulum
einher. Die Aufnahme der Ca**-Ionen erfolgt mittels der sarkoplasmatischen Retikulum
Kalzium-ATPase (SERCA). Weiterhin werden Ca**-Ionen  durch Na'/Ca’-
Austauschsysteme und eine Ca®*-ATPase iiber die Plasmamembran aus dem Zytosol ent-
fernt.

Phosphatidische Séure besitzt die Fihigkeit, den Ca’*-Einstrom aus dem Extrazelluldrraum
in das Zellinnere sowie die Ca**-Freisetzung aus den intrazelluliren Speichern des sar-
koplasmatischen Retikulums zu induzieren. Der dadurch bedingte Anstieg der zytosoli-
schen Kalzium-Konzentration erhoht die Kontraktionskraft des Herzens [49]. Die funktio-
nelle Bedeutung dieser Befunde wird dadurch belegt, dass PLD und PA Ca2+—abhéingige
langsame Aktionspotenziale in depolarisierten Vorhofen von Ratten hervorrufen [22]. Dar-
iber hinaus gibt es Hinweise auf eine PA-induzierte Aktivierung von PKC-Isoformen und
auf einen Zusammenhang zwischen der PA-Aktivitit und der Entwicklung einer myokar-
dialen Hypertrophie [5, 12].

Neuere Befunde weisen darauf hin, dass es sich bei PA um einen wichtigen intrazelluldren
Botenstoff (,,second messenger) handelt, der in der Lage ist, die Proteinkinase mTOR
(mammalian target of rapamycin) zu aktivieren, indem er an deren FRB-Doméne (rapamy-
cin binding domain) bindet. mTOR ist in die Zellzyklusprogression, Translation, DNS-
Rekombination sowie in DNS-Reparaturvorginge involviert [14]. PA fordert die Bindung
der Proteinkinase cRaf-1 an die Zellmembran, wodurch cRaf-1 mit Ras, GTP und anderen
regulatorischen Komponenten des Ras/Mek/Erk-Signaltransduktionsweges interagiert [1].

PA stellt somit einen wichtigen intrazelluldren Regulator der Herzfunktion dar.



1.4.  Funktion der Phosphatidatphosphohydrolase

Die Phosphatidische Sdure kann durch das Enzym Phosphatidatphosphohydrolase (PAP) in
1,2-Diazylglyzerol umgewandelt werden [4]. Diazylglyzerol wird daher nicht nur iiber eine
Aktivierung der Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat-spezifischen Phospholipase C
(PLC), sondern auch PLD-abhéngig aus Phosphatidischer Sdure gebildet (Abbildung 2).

Es gibt Untersuchungen, die darauf hindeuten, dass die Aktivierung spezifischer Proteinki-
nase C-Isoenzyme von der molekularen Zusammensetzung des 1,2-Diazylglyzerols abhin-
gig ist [10]. Dem Diazylglyzerol des PLD-Signaltransduktionsweges konnte daher eine an-
dere Funktion als dem durch PLC gebildetem Diazylglyzerol zukommen. Zudem konnte
dieser alternative Entstehungsweg von Diazylglyzerol funktionell fiir eine verlidngerte Ak-
tivierung der Proteinkinase C verantwortlich sein [10]. Dieser Signaltransduktionsweg
konnte aufgrund der mehr als 100fach hoheren Substratkonzentration von Phosphatidyl-
cholin als Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat in der Plasmamembran von grof3er physio-
logischer Bedeutung sein [11]. Es liegen bisher, trotz dieser moglichen Bedeutung der
Phosphatidatphosphohydrolase, keine Befunde zur PAP-Signaltransduktion am menschli-

chen (kardiomyopathischen) Herzen vor.

Aufgrund ihrer subzelluldren Verteilung und ihrer katalytischen Eigenschaften werden
zwei Formen der Phosphatidatphosphohydrolase in Sdugetierzellen unterschieden:

PAPI1 liegt im Zytosol vor, wihrend PAP2 membrangebunden ist [19]. PAP1 hat Bezie-
hungen zum endoplasmatischen Retikulum sowie anderen Zellorganellen und katalysiert
dort die Umwandlung von PA in 1,2-DAG, welches der Synthese von Phosphatidylcholin
(PC), Phosphatidylethanolamin (PE) und Triazylglyzerol (TAG) dient. In der Lunge wird
PAP1 fiir die Synthese von Membran-Phospholipiden, Phosphatidylcholin und 1,2-
Dipalmitoyl-sn-3-Phosphatidylcholin bendtigt. 1,2-Dipalmitoyl-sn-3-Phosphatidylcholin
dient der Synthese des Surfactant durch die Typ II-Zellen [32]. PAPI ist Mg**-abhiingig
und sensitiv gegeniiber Sulfhydrylreagenzien, wie z. B. N-Ethylmaleimid (NEM).

PAP2 hingegen befindet sich in der Plasmamembran und ist ein wichtiger Bestandteil des
DAG-Signaltransduktionsweges. Das Isoenzym sorgt fiir den Abbau einer Reihe von
Phospholipiden, wie beispielsweise Sphingosin-1-Phosphat, Ceramid-1-Phosphat, PA und
Lysophosphatidische Séaure (LPA).



PAP?2 ist resistent gegeniiber Sulfhydrylreagenzien und unabhiingig von Mg?*. Um den
funktionellen Unterschied zwischen PAP1 und PAP2 deutlich zu machen, wurde vorge-

schlagen, PAP2 in Lipidphosphatphosphohydrolase (LPP) umzubenennen [4].

1.5.  Fragestellung

Bisher liegen, trotz der zunehmenden insbesondere myokardialen Bedeutung des PLD-
Signaltransduktionsweges, keine Befunde zu Verdnderungen der PLD-Aktivitidt im huma-
nen kardiomyopathischen Herzen vor. Ziel der vorliegenden Untersuchungen war daher
die Charakterisierung des Phospholipase D-Signaltransduktionsweges in gesundem und pa-
thologisch verdndertem humanen Herzmuskelgewebe. Dazu wurde die basale und stimu-
lierte PLD-Aktivitidt in Myokardbiopsien von herzgesunden Patienten und von Patienten
mit einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM) bestimmt. Weiterhin liegen bisher keine Er-
kenntnisse tiber die PAP-Aktivitit als alternativer DAG-Bildungsweg am menschlichen
Herzen vor. Wir entwickelten und validierten daher anhand von Rattenmyokardgewebe ei-
nen nicht-radioaktiven Assay zur quantitativen Bestimmung der myokardialen PAP-
Aktivitit in vitro. Dieser Assay wurde zur Charakterisierung der PAP-Aktivitit in huma-

nem Herzmuskelgewebe von Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie eingesetzt.
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2. Material und Methoden

2.1.  Bestimmung der Phospholipase D-Aktivitidt im rechtsventrikuldren

humanen Myokard

Studienpopulation:

Patienten mit eingeschréankter linksventrikuldrer Pumpfunktion wurden im Rahmen einer
Herzkatheteruntersuchung mehrere rechtsventrikuldare endomyokardiale Biopsien entnom-
men. Bei 14 Patienten wurde aufgrund des Vergleichs klinischer bzw. himodynamischer
und histologischer Daten das Vorliegen einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM) besta-
tigt. Weitere 9 Patienten mit Verdacht auf eine Myokarditis, bei denen die Herzkatheterun-
tersuchung eine normale linksventrikuldre Pumpfunktion zeigte und eine entziindliche Er-
krankung anhand einer rechtsventrikuldr entnommenen Biopsie histologisch ausgeschlos-
sen werden konnte, dienten als Kontrollgruppe. Bei allen Patienten wurde eine ischiamische
Genese einer Kardiomyopathie bei fehlendem Nachweis einer signifikanten koronaren

Herzerkrankung angiographisch ausgeschlossen.

Untersuchungsmaterial:

Wir untersuchten die im Rahmen der diagnostischen Herzkatheteruntersuchung entnom-
menen Biopsien aus dem humanen rechten Ventrikel von DCM- und Kontrollpatienten.
Die Biopsien wurden sofort nach Entnahme bei —80°C bis zur labortechnischen Untersu-

chung eingefroren.

Histologische Verfahren:

Histologisch wurden die Biopsien zunidchst in einer Hidmatoxylin-Eosin-(HE)-Féarbung

lichtmikroskopisch untersucht und die Diagnose der DCM anhand folgender Merkmale

gepriift:

- Diskrepanz zwischen Form und Grofle der Myozytenkerne, welche bei Vorliegen einer
DCM oft groB und bizarr gestaltet sind, und dem Myozytendurchmesser, welcher normal
oder aufgrund einer Gefiigedilatation vermindert sein kann.

- Vorhandensein einer feinfleckigen interstitiellen Fibrose

- lymphozytire Entziindungszellinfiltrate, vereinzelt evtl. Myozytennekrosen
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Diese histologischen Merkmale sind in ihrer Gesamtheit uncharakteristisch und konnen
auch bei einer sekundiren Gefiigedilatation des Herzens beobachtet werden. Zusammen
mit der entsprechenden Klinik haben sie jedoch bei Stellung der Diagnose einer DCM ei-
nen stiitzenden Charakter, zumal anhand der Biopsien histologisch sekundire Ursachen ei-
ner DCM, wie Speicherkrankheiten oder eine Myokarditis, ausgeschlossen werden konnen.
Eine Myokarditis ist morphologisch gekennzeichnet durch entziindliche Infiltrate im In-
terstitium in Verbindung mit Myozytennekrosen. Zum Ausschluss einer Myokarditis wur-
den die Biopsien unserer Patienten einer ASD-Chloracetatesterase-Firbung unterzogen,
welche neutrophile Granulozyten und Gewebsmastzellen markiert. Mittels immunhisto-
chemischer Darstellung von TIA1 (T-Zell-spezifisches intrazelluldres Antigen) und
OPD4/CD45RO (T-Zell-Oberflachenmarker) lieB sich das Vorhandensein von T-
Lymphozyten nachweisen, die mit Hilfe von zusitzlichen Markern, wie z. B. CD5- und
CD7-T-Zell-Markern, Lysozym als Makrophagenmarker sowie CD-68 als Marker fiir Mo-
no- bzw. Histiozyten, gegebenenfalls genauer charakterisiert wurden (CD = clusters of dif-
ferentiation/ Differenzierungsantigene). Eine interstitielle Faservermehrung liel3 sich in ei-
ner Elastika van Giesson- und einer Trichrom-Firbung erkennen. Glykogenspeicherkrank-
heiten wurden mittels der Diastase-Perjodsdure-Schiff-Reaktion ausgeschlossen bzw.
nachgewiesen, Eisenspeicherkrankheiten mittels einer Berliner-Blau-Fiarbung. Bei Ver-

dacht auf das Vorliegen einer Amyloidose wurde eine Kongorotfirbung durchgefiihrt.

Biochemische Verfahren:

Homogenisation:

Das Gewicht jeder einzelnen Biopsie wurde mittels einer Analysenwaage bestimmt. So-
dann wurde die Biopsie mithilfe eines Mikromérsers (Roth 0298.1) in 300 ul Puffer (50
mM HEPES, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7,2) homogenisiert. Das entstandene Ho-
mogenat wurde 10 Minuten bei 14 000 g und 4 °C zentrifugiert (Zentrifuge Sigma 202
MK, Sigma Laborzentrifugen-GmbH) und der Uberstand in ein sauberes Eppendorfgefil
tiberfiihrt, gemischt, zu je 100ul aliquotiert und bei —80°C gelagert.
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Protein-Assay:

Von den Biopsie-Homogenaten wurde je ein Aliquot pro Biopsie fiir die Proteinbestim-
mung bendtigt. 100 ul Homogenat wurden mit 10 pl 11% Triton (5,5 g Triton X-100, 44,5
g Wasser) versetzt und fiir 10 Minuten im Ultraschallbad inkubiert. Aulerdem wurde eine
Standardreihe (Tabelle 1) mit Standard-Losemittel (bestehend aus 4,5 ml 11% Triton und
45 ml Puffer), und BSA-Standard (Bovines Serum-Albumin, Lyophilisat mit 20 ml Stan-

dardlosemittel) wie folgt angesetzt:

Standard-Nr. |Standard-Losemittel (ul) |[BSA-Standard (ul) |Konzentration (mg/ml)
Blindwert unverdiinnt 0

1 90 10 0,137

2 40 10 0,274

3 30 20 0,548

4 20 30 0,822

S 10 40 1,096

6 0 unverdiinnt 1,37

Tabelle 1: Standardreihe zur Bestimmung des Proteingehaltes; Bovines Serum-Albumin (BSA)

25 ul der Probe, des Blindwerts (hier: Standardlosemittel) und des Kontrollhomogenats

(Rattenherz-Homogenat, s. u.) wurden jeweils mit 125 ul Reagenz A* (Gemisch aus Rea-
genz A und S der Firma Bio-Rad, entspricht einer alkalischen Kupfertartrat-Losung) und 1
ml Reagenz B (= Folin) versetzt. Die Proben wurden gemischt, in Halbmikro-Kiivetten
umgefiillt und nach ca. 30 Minuten mittels eines Photometers bei 750 nm gemessen (DC-
Protein-Assay von BioRad, basierend auf der Methode von Lowry et al. [28]). Mit Hilfe
von Messwerten der Standardreihe wurde eine lineare Regression durchgefiihrt, um die

Proteinwerte der Proben zu berechnen.

Bestimmung der Phospholipase D-Aktivitit:
Mithilfe der gemessenen Proteinwerte wurden jeweils 100 ul Biopsie-Homogenat mit dem
Homogenisationspuffer verdiinnt, um in jeder Probe einen konstanten Proteinwert von 10

ug Protein/ 25 ul Homogenat zu erreichen.
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Pro Homogenat, Kontrolle (Rattenherzhomogenat, s. u.) und Blindwert (Puffer, s. 0.) wur-
den in einer Dreifachbestimmung jeweils 25 ul der Proben mit 25 pl fluoreszenzmarkier-
tem Phosphatidylcholin (BODIPY-PC; 0,1 mM) und 1 Vol % Ethanol versetzt, gemischt
und 30 Minuten in einem Thermomixer (Thermomixer compact, Eppendorf) bei 30°C,
1000 rpm, inkubiert. Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von 450 ul gekiihlter
Stoppreagenz (10 ml Methanol/ BHT und 5 ml Chloroform/ BHT) gestoppt und die Proben
fiir 10 Minuten im Eisbad gekiihlt.

AnschlieBend wurden 150 pl Chloroform/ BHT und 220 ul KCI hinzugegeben. Die Proben
wurden 2 Minuten lang geschiittelt und fiir 3 Minuten bei Raumtemperatur mit 16000 g
zentrifugiert (Biofuge pico, Heraeus). Die entstandene untere Phase der Probe (Chloro-
formphase) wurde in ein neues Gefidl tiberfiihrt und mit Hilfe von Stickstoff zur Trockene
eingedampft (Lipidextraktion nach der Methode von Bligh und Dyer [3].

Die Riickstinde der Proben wurden in 100 pl Probelosemittel (50 ml n-Hexan, 50 ml 2-
Propanol, 1 ml Eisessig und 80 ul Triethylamin) gelost, gemischt und in HPLC-Vials abge-
fillt. AuBerdem wurde eine Standardreihe (Tabelle 2) mit fluoreszenzmarkierter Phospha-

tidischer Sdaure (BODIPY-PA) angesetzt:

Standard (STD)  |Probelosemittel (ul) BODIPY-PA  |n/50ul

1 * 40 pmol

2 50 150ul STD1 30 pmol

3 100 100 ul STD1 20 pmol

4 100 100 1 STD3 |10 pmol

S5 100 100 ul STD 4 |5 pmol

6 100 100 ul STDS5 2,5 pmol

7 100 100 ul STD 6 {1,25pmol
8 100 100 ul STD7 (0,625 pmol

Tabelle 2: Standardreihe mit fluoreszenzmarkierter Phosphatidischer Séaure (BODIPY-PA)
* Standard 1 (STD1) enthilt 400 pmol BODIPY-PA, welches in 500 pl Probelosemittel gelost wurde.

Mit Hilfe von Messwerten der Standardreihe wurde eine lineare Regression durchgefiihrt,

welche der Berechnung bzw. Quantifizierung der Versuchsergebnisse diente.
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Da sich die verschiedenen BODIPY-markierten Lipidprodukte hinsichtlich ihrer Fluores-
zenzeigenschaften sehr dhnlich sind, wurde BODIPY-PA als Standard eingesetzt [8]. Es
folgte die Messung der PLD-Aktivitdt mittels Hochleistungs-Fliissigkeits-Chromatographie
(HPLC: High Pressure/Performance Liquid Chromatography).

Rattenherzhomogenat:

Zur Uberpriifung der Inter-Assay-Variabilitit wurde bei jeder Messung der PLD-AKktivitiit
von Biopsie-Homogenaten gleichzeitig die PLD-Aktivitit einer definierten Menge eines
Rattenherzhomogenats bestimmt. Zur Herstellung eines Rattenherzhomogenats wurde das
Herz einer Wistar-Ratte in fliissigem Stickstoff pulverisiert (Vers.-Nr.: 1/A26/01). Das ent-
standene Pulver wurde in 45 ml Homogenisationspuffer suspendiert, auf zwei Zentrifugen-
rohrchen verteilt und bei 12 000 g und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert (Zentrifuge RC-5C,
Sorvall Instruments, Du Pont Company). Die Uberstinde wurden gepoolt und zu je 100 ul
aliquotiert, in fliissigem Stickstoff gefroren und bei —80°C gelagert. Es folgte die Bestim-
mung der Proteinkonzentration nach der Methode von Bio-Rad sowie eine Verdiinnung auf

10 pg Protein/ 25 pl.

HPLC-Separation und Quantifizierung:

Mittels einer Normal-Phase-HPLC (hydrophile stationdre Phase, weniger polare mobile
Phase), sowie einer LiChrosphere-100-Diol-(5 pum) 250x4-mm-Saule (Merck) wurde die
Lipidextraktion gemél der leicht modifizierten Methode von Silversand und Haux vollen-
det [42]. Die Analyse wurde mit einer binidren Gradienteneluation durchgefiihrt, d.h. dass
der Eluent wihrend des Trennvorgangs variabel zusammengesetzt und die FlieBmittelstér-

ke im Verlauf erhoht wird (Abbildung 3).

Die mobile Phase besteht aus folgenden Losungsmitteln:

(A): n-Hexan-Isopropanol-Essigsdure-Triethylamin (820:170:10:0,8 v/v/v/v)
(B): Isopropanol-Wasser-Essigsdure-Triethylamin (850:140:10:0,8 v/v/v/v)
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Das Gradientenprofil startet mit 5% Losungsmittel B und 95% Losungsmittel A.
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Abbildung 3: Gradientenprofil

Durch das Ansteigen des polareren Losungsmittels B wird gewihrleistet, dass polare Be-
standteile, die aufgrund der Ablenkung bzw. Beeinflussung durch die hydrophile stationire
Phase langsamer durch die Trennsidule wandern, mit einer schnelleren Geschwindigkeit
von der Siule gewaschen werden.

Im vorliegenden Versuch wurden jeweils 50 ul der Proben auf eine bei 45 °C temperierte
Trennsidule aufgetragen. Die Flussrate der mobilen Phase betrug 1 ml/min. Ein Fluores-
zenzdetektor (SFM 25, Kontron Instruments) wurde der Sdule nachgeschaltet und detek-
tierte Wellenldngen zwischen 475 und 515 nm. Die so gemessenen Signale wurden mithil-
fe eines Computers und einer speziellen Software fiir Chromatografie-Daten (Andromeda,
Techlab, Deutschland) aufgezeichnet.

Es wurden zusitzliche Messungen der PLD-Aktivitét aller Biopsien unter Zugabe von je-

weils 100 uM PIP, durchgefiihrt.

16



2.2. Bestimmung der Phosphatidatphosphohydrolase-Aktivitit

2.2.1. Bestimmung der Gesamtaktivitit der Phosphatidatphosphohydrolase sowie der
Aktivitit der Isoformen PAP1 und PAP2 in Rattenherzmembranen

Untersuchungsmaterial:
Isolierte Rattenherzmembranen wurden zu je 80 ul aliquotiert und der Proteingehalt, wie

bereits unter Punkt 2.1. beschrieben, ermittelt.

Biochemische Verfahren:

Die Untersuchungen stimmen mit den Prinzipien der Helsinki-Deklaration iiberein. Méann-
lichen Wistar-Ratten (Korpergewicht 200-250 g, Charles River, Deutschland) wurden
durch eine intraperitoneale Injektion von Natrium-Pentobarbital (150 mg/kg KG) narkoti-
siert. Die Herzen wurden sofort nach Eroffnung des Brustkorbes entnommen, mit eiskalter
Natriumchloridlosung gespiilt und in fliissigem Stickstoff gefroren (Vers.-Nr.: 9/A41/02).
Die Herzen von zwei minnlichen Wistar-Ratten wurden jeweils in fliissigem Stickstoff
pulverisiert und anschlieend mit 20 ml Homogenisationspuffer (5 mM Tris-Base, 2 mM
EDTA, pH 7,5) versetzt, gemischt und bei 1000g, 4°C, 10 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde bei 100000g, 4°C, 30 min zentrifugiert (Zentrifuge RC-5C, Sorvall Instruments, Du
Pont Company). Das nun entstandene Pellet mit den Membranen wurde mit Resuspensi-
onspuffer (20 mM Tris, 2 mM EDTA, 1mM EGTA , 1 mM DTT, pH 7,5) gespiilt, in 1 ml
dieses Puffers resuspendiert und zu je 80 ul aliquotiert. Die Aliquots wurden in fliissigem

Stickstoff gefroren und bei —80°C aufbewahrt.

Versuchsaufbau:

Eine Probe mit 10 pl Rattenherzmembranen und einem Proteingehalt von 2 pg wurde mit

5 ul MAFP (1 uM), Tris-Puffer (20 mM Tris-Base, 2 mM EDTA, 1 mM EGTA, pH 7.5)
und 5 pul BODIPY-PA (10 uM) versetzt. Einer zweiten Probe wurden zusitzlich 5 ul
MgCl, (5 mM) und einer dritten Probe 5 ul NEM (5 mM) ohne MgCl, hinzugefiigt (je-
weils n=3). Die Proben wurden fiir 15 min bei 37 °C, 1000 rpm inkubiert (Thermomixer
compact, Eppendorf). Die Reaktion wurde durch Zugabe von 450 ul Stoppreagenz (10 ml
Methanol/ BHT und 5 ml Chloroform/BHT) gestoppt und fiir ca. 10 Minuten ins Eis ge-
stellt.
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Dann wurden 150 pl Chloroform/ BHT und 220 ul 150 mM KCI (Lipidextraktion nach der
Methode von Bligh und Dyer) hinzugegeben. Die Proben wurden 2 Minuten lang geschiit-
telt und fiir 3 Minuten bei Raumtemperatur und 16000 g zentrifugiert (Biofuge pico, He-
raeus). Die entstandene untere Phase der Probe (Chloroformphase) wurde in ein neues Ge-
faf tiberfiihrt und mit Hilfe von Stickstoff zur Trockene eingedampft. Die Riickstinde der
Proben wurden in 100 pl Probeldsemittel (n-Hexan-Isopropanol- Eisessig-Triethylamin:
50:50:1:0,8 v/v/v/v) gelost, gemischt und in HPLC-Vials abgefiillt. Auerdem wurde eine
Standardreihe (Tabelle 2) mit fluoreszenzmarkierter Phosphatidischer Saure und Probelo-
semittel angesetzt.

Mit Hilfe von Messwerten der Standardreihe wurde eine lineare Regression durchgefiihrt,

welche der Berechnung bzw. Quantifizierung der Versuchsergebnisse diente.

HPLC-Separation und Quantifizierung:

Mittels einer Normal-Phase-HPLC (hydrophile stationdre Phase, weniger polare mobile
Phase), sowie einer LiChrosphere-100-Diol-(5 um) 250x4-mm-Sédule (Merck) wurde die
Lipidextraktion gemél der leicht modifizierten Methode von Silversand und Haux vollen-

det [42].

2.2.2. Bestimmung der Gesamtaktivitit der Phosphatidatphosphohydrolase sowie der
Aktivitit der Isoformen PAP1 und PAP2 in Rattenherzhomogenat

Untersuchungsmaterial:

Ein Rattenherz wurde in fliissigem Stickstoff mittels eines Morsers und Pistells pulverisiert
und in ein Homogenisationsmedium (0,1 mM HCI, 0,1 mM Titriplex III, 150 mM NaCl)
tiberfiihrt (Vers.-Nr.: 1/A29/04). Es folgte eine 10-miniitige Zentrifugation bei 4°C, 1000 g
(Hettich-Zentrifuge, Rotana 96 RC). Das entstandene Pellet wurde verworfen und der U-
berstand zu je 100 pl aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C ge-

lagert. Es folgte eine Proteinbestimmung nach Lowry.
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Versuchsaufbau:

2,6 ul Gesamthomogenat der Ratte mit einem Proteingehalt von 3 pg wurden mit

5 ul MAFP (1 uM), Tris-Puffer (20 mM Tris, 2 mM EDTA, 1 mM EGTA, pH 7,5) und 5
ul BODIPY-PA (10 uM) versetzt. Einer zweiten Probe wurden zusitzlich 5 ul MgCI2
(5mM) und einer dritten Probe 5 ul NEM (5 mM) ohne MgCI2 hinzugefiigt (jeweils n=3).
Die Proben wurden fiir 15 min bei 37 °C, 1000 rpm inkubiert (Thermomixer compact, Ep-
pendorf). Es folgte eine Lipidextraktion nach Bligh und Dyer. Danach wurden die Proben
zur Trockene eingedampft, die Riickstdnde, wie bereits beschrieben, in Probeldsemittel ge-

16st und mittels HPLC gemessen.

2.2.3. Bestimmung der Gesamtaktivitit der Phosphatidatphosphohydrolase sowie der
Aktivitét der Isoformen PAP1 und PAP2 in humanem Vorhofgewebe

Untersuchungsmaterial:

Humanes Vorhofgewebe wurde in fliissigem Stickstoff pulverisiert, in ein Homogenisati-
onsmedium (50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 1mM EDTA, pH 7,2) uiberfiihrt und bei
14000 g, 4°C fiir 10 Minuten zentrifugiert (Zentrifuge Sigma 202 M, Sigma Laborzentri-
fugen-GmbH). Der Uberstand wurde zu je 110 pl aliquotiert, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —80°C gelagert. Es wurde eine Proteinbestimmung nach Lowry

durchgefiihrt.

Versuchsaufbau:
Der Versuchsaufbau entspricht den obigen Versuchen mit dem einzigen Unterschied, dass
diesmal 2,3 ul eines Homogenats aus humanem Vorhofgewebe (4 ug Proteingehalt) anstel-

le eines Rattenherzgesamthomogenats verwendet wurden.
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2.2.4. Bestimmung der Gesamtaktivitit der Phosphatidatphosphohydrolase sowie der
Aktivitit der Isoformen PAP1 und PAP2 in Homogenaten aus humanem rechten

Ventrikelgewebe (Biopsien)

Untersuchungsmaterial:

Zwei Biopsien aus humanem rechten Ventrikelgewebe (Gesamtgewicht der Stiicke 5,5 mg)
wurden in 500 ul Tris-Puffer (s. 0.) mittels eines Mikromorsers (Roth 0298.1) homogeni-
siert und 10 Minuten bei 14 000 g, 4 °C zentrifugiert (Zentrifuge Sigma 202 MK, Sigma
Laborzentrifugen-GmbH). Der Uberstand wurde zu je 50 ul aliquotiert und bei —80° gela-

gert. Es folgte eine Proteinbestimmung nach Lowry.

Versuchsaufbau:
Der Versuchsaufbau entspricht den obigen Versuchen, allerdings wurden diesmal

6,9 ul Homogenat bzw. 6 ug Protein eingesetzt.

2.2.5. Bestimmung der Gesamtaktivitit der Phosphatidatphosphohydrolase sowie der
Aktivitit der Isoformen PAP1 und PAP2 in Homogenaten aus humanem rechten

Ventrikelgewebe der DCM- und Kontrollpatienten (Biopsien)

Untersuchungsmaterial:

Die Biopsien aus humanem rechten Ventrikelgewebe der Kontroll- und DCM-Patienten
wurden in 300 pl Tris-Puffer (s. 0.) mittels eines Mikromorsers (Roth 0298.1) homogeni-
siert und 10 Minuten bei 14 000 g, 4 °C) zentrifugiert (Zentrifuge Sigma 202 MK, Sigma
Laborzentrifugen-GmbH). Der Uberstand wurde zu je 50 ul aliquotiert und bei —80° gela-
gert.

Es folgte eine Proteinbestimmung nach Lowry.
Versuchsaufbau:

Der Versuchsaufbau entspricht den obigen Versuchen mit dem Unterschied, dass 1 ug Pro-

tein je Biopsie eingesetzt wurde. Die Inkubationszeit betrug 30 Minuten.
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2.3. Statistische Methoden

Die Daten werden als Mittelwerte + Standardabweichung (SD) angegeben. Die Unter-
schiede zwischen den Mittelwerten zweier Gruppen wurden statistisch mithilfe des Stu-

dent’s t-test evaluiert. t-Werte mit p < 0,05 gelten dabei als statistisch signifikant.
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2.4.

Liste der verwendeten Chemikalien

Adenosintriphosphat
(ATP)

5°-ATP-Na2, Sigma A7699

4,4-difluoro-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-
diaza-s-indacene-3-pentanoic acid
(BODIPY FL C5)

Molecular Probes D3834

2-(4,4-difluoro-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-
diaza-s-indacene-3-pentanoyl)-
hexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphate,
diammonium salt

(B-BODIPY FL C5-HPA bzw. BODIPY-PA)

Molecular Probes D3815

2-decanoyl-1-(O-(11-(4,4-difluoro-5,7- di-
methyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene-3-
propionyl)amino)undecyl)-sn-glycero-3-
phosphocholine

(BODIPY-PC)

Molecular Probes D3771

Bovine Serum Albumin/ Rinderserumalbu-
min

lyophilized, Protein Assay Standard II,
Bio-Rad 500-0007

(BSA)

Butylated hydroxytoluene Sigma B-1378

(BHT)

Cardiolipin (bovine heart) Sigma C1649

Chloroform fiir die HPLC, Sigma 52,872-2
Diazylglyzerolkinase Calbiochem 494459
(DAG-Kinase)

Diethylenetriamine-pentaacetic acid Sigma D6518

(DETAPAC)

Dimethylsulfoxid Sigma D-4540

(DMSO)

Dithiotreitol Cleland's Reagent/ Sigma D 0632
(DTT)

Ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA)

Tetrasodium salt: Dihydrat, Sigma ED4SS

Ethylenediaminetetraacetic acid, Titriplex III
(EDTA)

Merck

Ethylene glycol-bis(beta-aminoethylether)-
N, N, N',N"- tetraacetic acid

Titriplex IV

(EGTA)

Merck 1.08491.0010
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Essigsidure

konzentriert, zur Analyse,
Merck 1.00063.2500

(N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N"-
(2-ethanesulfonic acid))
(HEPES)

Sigma H-4034

Imidazol-HCI

Sigma 43,615-1

Kaliumchlorid
(KQC)

Merck 1.04936.0500

Methylarachnoidylfluorophosponat
(MAFP)

Calbiochem 454565

Methanol J.T. Baker 8402
Magnesiumchlorid-Hexahydrat Merck 1.05833.0250

(MgCI12*6H20)

Natriumchlorid zur Analyse, Merck 1.06404.1000

(NaCl)

n-Ethylmaleimid Sigma 12,828-7

(NEM)

n-Hexan zur Chromatographie, Merck 1.04391.2500

Octyl-beta-D-glucopyranoside

Calbiochem, 494459

1,2-Diacyl-sn-glycero-3-phospho-(1-D-myo-
inositol 4,5 bisphosphate)
(L-o-Phosphatidylinositol-

4,5-Diphosphat bzw. PIP,)

Sigma P-9763

2-Propanol, zur Chromatographie

Merck 1.01040.2500

Reagenz A/B/S

Bio-Rad 500-0116

Triethylamin Fluka 90337
TRIZMA-Base Sigma T-6066
TRIZMA-HCL Sigma

Triton X-100 Fluka 93426

Wasser

zur Chromatographie, J.T. Baker 4218

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien
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3. Ergebnisse

3.1.  Entwicklung und Anwendung des Phosphatidatphosphohydrolase-
Assays

Messung der Phosphatidatphosphohydrolase-Aktivitét:

Mit dem Ziel, die Gesamtaktivitit der Phosphatidatphosphohydrolase (PAP) in Ratten-
herzmembranen zu bestimmen, wurden 30 pl Trispuffer (20 mM Tris-Base, 2 mM EDTA,
ImM EGTA, 1 mM DTT, pH 7,5) mit 5 ul BODIPY-PA (10 uM), 5 ul DMSO und 10 pl
Membranen (10 pug Protein) fiir 60 min in einem Thermoschiittler (Thermomixer compact,
Eppendorf) bei 37°C und 1000 rpm inkubiert. Gleichzeitig wurden 40 ul Trispuffer mit 5
ul BODIPY-PA (10 uM) und 5 ul DMSO ohne Rattenherzmembranen als Blindwert inku-
biert. Es folgte eine Lipidextraktion nach Bligh und Dyer sowie die Messung der PAP-
Aktivitdt mittels HPLC.
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Abbildung 4: 30 ul Trispuffer (20 mM Tris-Base, 2 mM EDTA, 1mM EGTA, 1 mM DTT, pH 7,5) wurden
mit 5 ul BODIPY-PA (10 uM), 5 ul DMSO und 10 pl Membranen (10 pug Protein) fiir 60 min in einem
Thermoschiittler (Thermomixer compact, Eppendorf) bei 37°C und 1000 rpm inkubiert. Es folgte eine
Lipidextraktion nach Bligh und Dyer sowie die Messung der PAP-Aktivitit mittels HPLC.

Die HPLC-Messung zeigte jeweils einen Peak nach 4, 6, 12 und 20 Minuten (Abbildung
4).

3.1.1.  Peak-Identifizierung

Mittels der HPLC wurden Proben untersucht, die ausschlieBlich BODIPY-markierte
Phosphatidische Siaure (B-PA) in jeweils unterschiedlichen Konzentrationen enthielten. In
den dazugehorigen Chromatogrammen bildete sich ein je nach B-PA-Konzentration unter-
schiedlich hoher Peak bei 20 Minuten ab. Somit entspricht der 20-Minuten-Peak der
BODIPY-markierten Phosphatidischen Siure, welche bei der Messung der PAP-Aktivitit

als Substrat verwendet wurde.
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Peakidentifizierung mit Hilfe von BODIPY FL CS5:

Neben der Phosphatidatphosphohydrolase (PAP) nutzt auch Phospholipase A2 (PLA2) die
phosphatidische Sdure (PA) als Substrat. Bei der enzymatischen Spaltung von BODIPY-
markierter phosphatidischer Sdure (B-PA) mittels PLA2 entsteht Lysophosphatidische
Séaure (LPA), welche nicht BODIPY-markiert und deshalb bei der Fluoreszenzmessung
nicht sichtbar ist, und eine BODIPY-markierte bzw. fluoreszenzmarkierte Fettsdure, wel-

che als BODIPY FL C5-Fettsidure-Standard erhiltlich ist (Abbildung 5).

BODIPY-DAG BODIPY-PA
Lysophosphatische Saure
PLA1
CH3(CH2)1a—C+4-0—C—H:z
! | Phosphat
HSC\ R F (CHa—C{-0—C—H O
- ||Pac | |
oDy 0 C—H:—O+P—0O
\//// o~ PAP |
HaC ‘ O
BODIPY®-FLCs

(B-Fettsdure als PLA2-Produkt neben LPA)

Abbildung 5: BODIPY-DAG: fluoreszenzmarkiertes Diazylglyzerol; BODIPY-PA: fluoreszenzmarkierte
Phosphatidische Sdure; PLA;: Phospholipase A;; PLA2: Phospholipase A2, PAP: Phosphatidatphospho-
hydrolase; schwarzer Pfeil: Angriffspunktpunkt des jeweiligen Enzyms am BODIPY-PA-Molekiil

Um herauszufinden, welcher der abgebildeten Peaks Ausdruck der Entstehung dieser
BODIPY-markierten Fettsdure ist, 16sten wir 320 mg BODIPY FL C5 in 0,5 ml Methanol,
sodass wir eine 2 M Stammlosung erhielten. Mittels HPLC wurde eine Konzentrationen
von 5 nmol BODIPY FL C5 in Probelosemittel gemessen und das Ergebnis aufgezeichnet
(Abbildung 6).
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Abbildung 6: BODIPY-Fettsdure (BODIPY FL CS5) wurde in Probeldsemittel geldst, mittels HPLC gemes-
sen und in Form eines Peaks aufgezeichnet. Der entstandene Peak bei 6 Minuten entspricht einer BODIPY-

Fettsdure-Konzentration von 5 nmol.

Es bildete sich ein Peak bei 6 Minuten ab.

Wir wiederholten die Messung der Gesamtaktivitit der Phosphatidatphosphohydrolase
(PAP) in Rattenherzmembranen in Anwesenheit von Methylarachnoidylfluorophosphonat
(MAFP), einem selektiven Inhibitor der Kalzium-abhingigen und Kalzium-unabhingigen
Phospholipase A2-Aktivitit:

10 pg MAFP wurden in 2,7 ml DMSO gel6st, sodass wir eine 10 uM Stammldsung erhiel-
ten. Davon wurden 5 pul mit 30 pl Trispuffer (20 mM Tris-Base, 2 mM EDTA, ImM
EGTA, 1 mM DTT, pH 7.5), 5 ul BODIPY-PA (10 uM) und 10 pul Membranen mit 10 ug
Protein fiir 60 min in einem Thermoschiittler (Thermomixer compact, Eppendorf) bei
37°C, 1000 rpm, inkubiert.

Gleichzeitig wurden 30 ul Trispuffer mit 5 ul BODIPY-PA, 5 ul DMSO (ohne MAFP)
und 10 pul Membranen, welche ebenfalls 10 ug Protein enthielten, inkubiert sowie ein
Blindwert mit 40 pl Trispuffer, 5 ul BODIPY-PA und 5 ul DMSO.

Nach der Inkubation wurde mit den Proben so verfahren, wie bereits im obigen Absatz ii-

ber die Messung der Phosphatidatphosphohydrolase-Aktivitdt beschrieben.
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Abbildung 7: PAP-Versuch ohne und mit MAFP als Inhibitor der Phospholipase A2-Aktivitit.

Ohne MAFP: 30 ul Trispuffer (20 mM Tris-Base, 2 mM EDTA, 1mM EGTA, 1 mM DTT, pH 7,5) wurden
mit 5 ul BODIPY-PA (10 uM), 5 ul DMSO (ohne MAFP) und 10 ul Membranen (10 pg Protein) fiir 60 min
in einem Thermoschiittler (Thermomixer compact, Eppendorf) bei 37°C und 1000 rpm inkubiert.

Mit MAFP: 5 ul MAFP (10 pM) wurden mit 30 pl Trispuffer (20 mM Tris-Base, 2 mM EDTA, 1mM
EGTA, | mM DTT, pH 7,5), 5 ul BODIPY-PA (10 uM) und 10 ul Membranen (10 pg Protein) fiir 60 min in
einem Thermoschiittler (Thermomixer compact, Eppendorf) bei 37°C und 1000 rpm inkubiert. Es folgte je-

weils eine Lipidextraktion nach Bligh und Dyer sowie die Messung der PAP-Aktivitit mittels HPLC.

Der Versuch zeigte in den MAFP-haltigen Proben eine Zunahme des 4-Minuten-Peaks bei
gleichzeitiger Abnahme des 6-Minuten-Peaks. In den Proben ohne MAFP verhielt es sich
genau umgekehrt (Abbildung 7).

Aufgrund der Versuchsergebnisse ist der Peak, welcher sich nach 20 Minuten abbildete,
BODIPY-PA zuzuordnen. Der 6-Minuten-Peak entspricht der BODIPY -Fettsidure, welche
wihrend der Konversion von B-PA zu LPA mittels PLA2 entsteht und dessen Bildung
durch Anwesenheit von MAFP als PLA2-Inhibitor geghemmt werden kann. Der Peak bei 4
Minuten wird somit durch die PAP-vermittelte Bildung von BODIPY-DAG verursacht.
Der DAG-Peak nahm im Versuch unter MAFP-Einfluss zu, weil PA unter PLA2-Inhibition
vermehrt zu BODIPY-markiertem DAG umgewandelt wurde.

28



Gleichzeitig nahm der 6-Minuten-Peak ab, weil die Konversion von B-PA zu LPA und der
BODIPY -Fettsdure gechemmt wurde. Der Peak bei 12 Minuten konnte nicht weiter identifi-
ziert werden und reprisentiert eine Kontamination des BODIPY-PA-Standards durch eine
Substanz, welche in Anwesenheit myokardialer Membranen nicht reagiert. Dieser Versuch
wurde mit einem Trispuffer ohne DTT (20 mM Tris-Base, 2 mM EDTA, 1 mM EGTA, pH
7,5) wiederholt. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit bzw. Abwesenheit

von DTT keinen Einfluss auf die PLA2-Aktivitit hat.

Diacylglycerol-Kinase-Assay:

Der endgiiltige Beweis dafiir, dass der Peak bei 4 Minuten tatsdchlich BODIPY-DAG ab-
bildet, sollte eine Reaktionsumkehr erbringen. PA wird mittels PAP zu DAG und Phosphat
umgewandelt. Ebenso gibt es die Moglichkeit der umgekehrten Reaktion mittels des En-
zyms DAG-Kinase, welches die Fihigkeit besitzt, DAG wieder in Phosphatidische Saure
umzuwandeln. Wir machten uns diese Eigenschaft zunutze, indem wir 35 ul Trispuffer
(ohne DTT, s. 0.) mit 5 ul BODIPY-PA (10 uM) und 10 pl Rattenherzmembranen mit 10
pug Protein/ 10 pl fiir 60 min inkubierten. Nach der Inkubation wurde mit den Proben so
verfahren, wie bereits im obigen Absatz beschrieben. Wihrend des HPLC-Laufes wurden
die Fliissigkeiten, welche wihrend der Peak-Entstehung bei 4 und bei 6 Minuten die
Chromatographiesiule und den Lichtstreudetektor durchliefen, getrennt gesammelt und un-

ter fliissigem Stickstoff zur Trockene eingedampft.

Durchfiihrung des DAG-Kinase-Assays :

30 ul Cardiolipin (25 mg/ml) wurde mit 100 ul 1 mM DETAPAC (Diethylenetriamine-
pentaacetic acid) und 30 pl 825 mM Octyl-beta-D-glucopyranoside versetzt. AuBlerdem
wurde Reaktionspuffer (100 mM NaCl, 100 mM Imidazol-HCI, 2 mM EDTA, 25 mM
MgCI12*H20, pH 6,6) mit 10 ul 100 mM DTT, 5 ul 100 mM ATP, 50 ul ddH20 und 25 ul
DAG-Kinase (Img/ml) versetzt. Beide Ansidtze wurden miteinander vermischt und bei
Raumtemperatur fiir 30 min inkubiert. 100 ul dieses Gemisches wurden jeweils zu der ein-

gedampften 4- bzw. 6-Minuten-Probe gegeben und fiir 30 min bei 25°C inkubiert.
Anschlieend wurde die Konversions-Reaktion mittels CHCl3-KCIl-Losung gestoppt, das

entstandene BODIPY-markierte Produkt nach der Methode von Bligh und Dyer extrahiert

und mittels HPLC gemessen.
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Die Ergebnisse zeigen, dass der Versuch einer Konversion von B-DAG zu B-PA mittels
DAG-Kinase in der 4-Minuten-Probe erfolgreich war (Abbildung 8), wihrend in der 6-
Minuten-Probe keine Umsetzung stattgefunden hat (Abbildung 9). Dieser Versuch beweist,
dass der Peak bei 4 Minuten das entstandene B-DAG abbildet.
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Abbildung 8: Erfolgreiche Umwandlung von BODIPY-DAG in BODIPY-PA mittels des Enzyms DAG-

Kinase.
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Abbildung 9: Unter Anwendung des DAG-Kinase-Assays blieb der Peak bei 6 Minuten unverédndert. Eine
Bildung von BODIPY -markierter Phosphatidischer Séaure (BODIPY-PA) fand nicht statt.
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3.1.2.  Validierung

3.1.2.1. Bildung von BODIPY-Diazylglyzerol in Rattenherzmembranen in Abhingigkeit

von der Inkubationszeit

2 ul Rattenherzmembranen (2 pg Protein) wurden mit 5 ul MAFP, 5 ul BODIPY-PA und

38 ul Tris-Puffer (ohne DTT) bei 37°C und 1000 rpm in einem Thermoschiittler inkubiert
(Gesamtvolumen jeder Probe: 50 ul). Die Inkubationszeiten betrugen: 0, 5, 10, 15, 20, 25
und 30 Minuten (jeweils n = 3). Nach der Inkubation wurde mit den Proben so verfahren,
wie bereits im obigen Absatz iiber die Messung der Phosphatidatphosphohydrolase-
Aktivitdt beschrieben. Die quantitative Messung des gebildeten BODIPY-DAG erfolgte
mittels HPLC. Mit Hilfe von Messwerten einer BODIPY-PA-Standardreihe wurde eine li-
neare Regression durchgefiihrt, welche der Berechnung bzw. Quantifizierung der Ver-

suchsergebnisse diente.
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Abbildung 10: Bildung von fluoreszenzmarkiertem Diazylglyzerol (BODIPY-DAG) in Rattenherzmembra-
nen in Abhingigkeit von der Inkubationszeit. Die Inkubationszeiten betrugen 0-30 Minuten bei Einsatz von 2
pg Membranprotein. Die quantitative Messung von gebildetem BODIPY-DAG erfolgte mittels HPLC und

Fluoreszenzdetektion. Gezeigt sind Mittelwerte +/- SD (jeweils n=3); R* Korrelationskoeffizient
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Mit Verldngerung der Inkubationszeit kommt es zu einer Steigerung der PAP-Aktivitét
mit linearer Steigerung der BODIPY-DAG-Produktion (Abbildung 10). Der Korrelations-
koeffizient betrdgt 0,985 (n=3).
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3.1.2.2. Bildung von BODIPY-DAG in Rattenherzmembranen in Abhingigkeit von der

Menge des eingesetzten Membranproteins

0, 0,25, 0,5, 1,2, 3,4 und 8 ug Membranprotein von Rattenherzmembranen wurde je-
weils mit 5 ul BODIPY-PA und 5 ul MAFP sowie Trispuffer versetzt, sodass jede Probe
ein Gesamtvolumen von 50 pl aufwies.

Die Inkubationszeit betrug 15 Minuten. Es wurde mit den Proben wie bisher verfahren.

Mit Hilfe von Messwerten der BODIPY-PA-Standardreihe wurde eine lineare Regression

durchgefiihrt, welche der Berechnung bzw. Quantifizierung der Versuchsergebnisse diente.
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Abbildung 11: Bildung von fluoreszenzmarkiertem Diazylglyzerol (BODIPY-DAG) in Rattenherzmembra-
nen in Abhingigkeit von der Menge des eingesetzten Membranproteins. Die Inkubationszeit betrug 15 Minu-
ten bei Einsatz von 0-8 pg Membranprotein. Die quantitative Messung von gebildetem BODIPY-DAG er-
folgte mittels HPLC und Fluoreszenzdetektion. Gezeigt sind Mittelwerte +/- SD (jeweils n=3);

R?: Korrelationskoeffizient

Mit kontinuierlicher Erhohung des eingesetzten Membranproteins von 0 auf 8 ug (jeweils
n=3) kommt es zu einer Steigerung der PAP-Aktivitit mit linearem Anstieg der BODIPY-
DAG-Konzentration (Abbildung 11). Der Korrelationskoeffizient betrigt 0,944 (n=3).
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3.1.2.3. Optimierung des Assays unter Beriicksichtigung der Versuchsergebnisse

Basierend auf den Versuchsergebnissen der Peakidentifizierung und Validierung des
Phosphohydrolase-Assays wurde die Messung der Gesamtaktivitit der Phosphati-
datphosphohydrolase (PAP) in Rattenherzmembranen unter optimierten Bedingungen wie-
derholt. 10 ul Rattenherzmembranen (2 pg Protein), 5 ul BODIPY-PA (10 uM) und 30 pl
Tris-Puffer (pH 7,5) wurden in Anwesenheit von 5 ul MAFP (1 uM) 30 Minuten bei 37°C
und 1000 rpm (Thermomixer compact, Eppendorf) inkubiert. Es folgte eine Lipidextrakti-
on nach Bligh und Dyer sowie die Messung der PAP-Aktivitdt mittels HPLC (Abbildung
12).
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Abbildung 12: 10 ul Rattenherzmembranen (2 pg Protein) wurden in Anwesenheit von 5 ul MAFP (1 uM),
5 1 BODIPY-PA (10 uM) und 30 pl Tris-Puffer (pH 7,5) 30 Minuten bei 37°C und 1000 rpm (Thermomixer
compact, Eppendorf) inkubiert. Es folgte eine Lipidextraktion nach Bligh und Dyer sowie die Messung der
PAP-Aktivitdt mittels HPLC und Fluoreszenzdetektion.
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3.1.3.  Aktivitdt der Phosphatidatphosphohydrolase in Rattenherzmembranen

Wir untersuchten die PAP-Gesamtaktivitit sowie die Aktivitit der beiden Isoenzyme PAP1
und PAP2 unter Anwendung des PAP-Assays in Proben von Rattenherzmembranen, wel-
che vor der Messung mit MgCl, oder N-Ethylmaleimid (NEM) versetzt und inkubiert wur-
den. Magnesium wurde mit dem Ziel dazu gegeben, die Mg**-abhiingige PAP1-Isoform
zusatzlich zur PAP2-Aktivitit zu stimulieren, um die maximale bzw. totale PAP-Aktivitit
messen zu konnen. NEM hingegen hemmt die Aktivitit von PAP1, welche empfindlich
gegeniiber Sulfhydrylreagenzien ist, sodass die unter NEM-Einfluss gemessene PAP-
Aktivitat der PAP2-Aktivitit entspricht. Die Messungen ergaben eine totale PAP-Aktivitét
von 72,96 nmol/h/mg (Abbildung 13). Nach Zugabe von NEM betrug die gemessene PAP-
Aktivitdt 65,63 nmol/h/mg. Subtrahiert man die unter NEM-Einfluss gemessene PAP2-
Aktivitdt von der totalen Enzym-Aktivitit, erhdlt man den Anteil der in den Membranpro-
ben enthaltenen PAP1-Aktivitit. Diese fiel, im Vergleich zur PAP2-Aktivitit, gering aus
(PAP1: 7,33 nmol/h/mg, PAP2: 65,63 nmol/h/mg). Ca. 10 % der totalen PAP-Aktivitit in
den Rattenherzmembranen entsprechen einer PAPI1-Aktivitit, die restlichen 90 % einer

PAP2-Aktivitit.
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Abbildung 13: Eine Probe mit 10 pl Rattenherzmembranen und einem Proteingehalt vom 2 pug wurde mit

5 ul MAFP (1 uM), Tris-Puffer (20 mM Tris-Base, 2 mM EDTA, 1 mM EGTA, pH 7,5) und 5 ul BODIPY-
PA (10 uM) versetzt. Einer zweiten Probe wurden zusitzlich 5 ul MgCl12 (5 mM) und einer dritten Probe 5
pul NEM (5 mM) ohne MgCI2 hinzugefiigt (jeweils n=3). Die Proben wurden fiir 15 min bei 37 °C, 1000 rpm
inkubiert (Thermomixer compact, Eppendorf). Es folgte eine Lipidextraktion nach Bligh und Dyer sowie die

Messung der PAP-Aktivitit mittels HPLC und Fluoreszenzdetektion.
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3.1.4.  Aktivitdt der Phosphatidatphosphohydrolase in Rattenherzhomogenat

Die Messung der PAP-Aktivitit in Rattenherzhomogenat zeigt eine PAP-Gesamtaktivitit
von 5,70 nmol/h/mg (Abbildung 14). Ca. 75 % dieses gemessenen Wertes (4,23
nmol/h/mg) entsprechen der PAP2-Aktivitit, die restlichen 25 % (1,47 nmol/h/mg) der
PAPI1-Aktivitit.
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Abbildung 14: 2,6 ul Gesamthomogenat der Ratte mit einem Proteingehalt von 3 pg wurden mit 5 ul MAFP

(1 uM), Tris-Puffer (20 mM Tris, 2 mM EDTA, 1 mM EGTA, pH 7,5) und 5 ul BODIPY-PA (10 uM) ver-
setzt. Einer zweiten Probe wurden zusitzlich 5 ul MgCI2 (SmM) und einer dritten Probe 5 ul NEM (5 mM)
ohne MgCI2 hinzugefiigt (jeweils n=3). Die Proben wurden fiir 15 min bei 37 °C, 1000 rpm inkubiert (Ther-
momixer compact, Eppendorf). Es folgte eine Lipidextraktion nach Bligh und Dyer sowie die Messung der

PAP-Aktivitit mittels HPLC und Fluoreszenzdetektion.
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3.1.5.  Aktivitit der Phosphatidatphosphohydrolase in humanem Vorhofgewebe

Wir untersuchten die PAP-Aktivitdt in Gewebe-Proben des humanen Vorhofs. Nach Zuga-
be von MgCl fand sich in den Homogenaten eine totale PAP-Aktivitit von 23,33
nmol/h/mg (Abbildung 15). Unter Einfluss von NEM betrug die gemessene PAP2-
Aktivitit 24,37 nmol/h/mg. Die Zugabe von MgCl fiihrte zu einer leichten Erh6hung der
PAP-Aktivitit, wihrend sich nach NEM-Zusatz keine nennenswerte Aktivititsinderung
fand. Somit konnte keine PAP1-Aktivitdt in humanem Vorhofgewebe nachgewiesen wer-

den.
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Abbildung 15: 2,3 ul eines Homogenats aus humanem Vorhofgewebe mit einem Proteingehalt von 4 pg
wurden mit 5 pl MAFP (1 uM), Tris-Puffer (20 mM Tris, 2 mM EDTA, 1 mM EGTA, pH 7,5) und 5 pl
BODIPY-PA (10 uM) versetzt. Einer zweiten Probe wurden zusitzlich 5 ul MgCI2 (SmM) und einer dritten
Probe 5 pl NEM (5 mM) ohne MgCI2 (jeweils n=3) hinzugefiigt. Die Proben wurden fiir 15 min bei 37 °C,
1000 rpm inkubiert (Thermomixer compact, Eppendorf). Es folgte eine Lipidextraktion nach Bligh und Dyer
sowie die Messung der PAP-Aktivitit mittels HPLC und Fluoreszenzdetektion.
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3.1.6.  Aktivitit der Phosphatidatphosphohydrolase in humanem rechten Ventrikel-

gewebe

Wir untersuchten die PAP-Aktivitit in Homogenaten, welche zuvor aus Biopsien des hu-
manen rechten Ventrikels hergestellt wurden. Die gemessene totale PAP-Aktivitit betrug
43,08 nmol/h/mg (Abbildung 16). Unter Zusatz von NEM wurde eine PAP2-Aktivitit von
35,73 nmol/h/mg gemessen. Somit ergab sich eine PAP1-Aktivitéit von 7,35 nmol/h/mg.

Vergleicht man die PAP-Aktivitiat des humanen rechten Ventrikelgewebes mit der PAP-
Aktivitdt im humanen Vorhof, zeigt sich eine bedeutend hohere Aktivitidt der Phosphati-

datphosphohydrolase im Ventrikelgewebe.

PAP-Aktivitat (nmol/h/mg Protein)
N
(6)]

PAP gesamt PAP2 PAP1

Abbildung 16: 6,9 ul eines Homogenats aus humanem rechten Ventrikelgewebe mit einem Proteingehalt von
6 pg wurden mit 5 pl MAFP (1 uM), Tris-Puffer (20 mM Tris, 2 mM EDTA, 1 mM EGTA, pH 7,5) und 5 pl
BODIPY-PA (10 uM) versetzt. Einer zweiten Probe wurden zusitzlich 5 ul MgCI2 (SmM) und einer dritten
Probe 5 pl NEM (5 mM) ohne MgCI2 hinzugefiigt (jeweils n=3). Die Proben wurden fiir 15 min bei 37 °C,
1000 rpm inkubiert (Thermomixer compact, Eppendorf). Es folgte eine Lipidextraktion nach Bligh und Dyer
sowie die Messung der PAP-Aktivitit mittels HPLC und Fluoreszenzdetektion.
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3.2.  Phospholipase D-Assay

3.2.1.  Aktivitdt der Phospholipase D in humanem rechten Ventrikelgewebe von herz-

gesunden und DCM-Patienten

Wir haben mittels der bereits beschriebenen Methode die Phospholipase D-Aktivitét
rechtsventrikuldrer endomyokardialer Biopsien von insgesamt 23 Patienten untersucht. Bei
14 Patienten war das Vorliegen einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM) bekannt, die
restlichen 9 Patienten dienten als Kontrollgruppe. DCM- und Kontrollpatienten unterschie-
den sich nicht hinsichtlich ihres Alters, ihres Geschlechts oder ihres body mass index
(BMI), wiesen jedoch signifikante Unterschiede auf, was die linksventrikuldre Ejekti-
onsfraktion (LVEF), den mittleren pulmonalarteriellen Druck (PAP), den pulmonal-
kapillaren Verschluss-Druck (PCWP) und den pulmonalen GefdaBwiderstand (PVR) betraf.
Die Unterschiede hinsichtlich des Aortendruckes, des Herzzeitvolumens (HZV), des arte-
riellen Mitteldruckes (SVR) sowie des linksventrikuldren enddiastolischen Druckes

(LVEDP) waren nicht signifikant (Tabelle 4).
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Kontrolle (n = 9)|DCM (n = 14) |Student s-
t-test
Alter (Jahre) 44 4 46 + 4 n.s.
Geschlecht (minnlich / weiblich) 4/5 12/2 n.s.
BMI (kg/m?) 29,3+ 1,9 28,4+ 1,8 n.s.
LVEF (%) 64,2 +49 44,5+ 5,4 p <0,02
HZV (1/min) 6,4 +0,5 5,7+0,5 n.s.
Herzindex (1/min/m?2) 3,3+£0,3 2,8+0,3 n.s.
mittlerer PAP* (mmHg) 15,7+1,7 26,0+ 2,6 p < 0,01
PCWP (mmHg) 10,2 £ 1,7 17,3+ 1,8 p <0,02
PVR (dyn x sec x cmE-5) 69,1 £ 11,7 122,1 £ 18,8 |p <0,05
SVR (dyn x sec x cmE-5) [1102,0+ 69,4 |1299,2 £ 96,9 |n.s.
LVEDP (mmHg) 14,1 £0,9 18,5122 n.s.
mittlerer Aortendruck (mmHg) 101,0+ 6,6 95,1 3,4 n.s.

Tabelle 4: Studienpopulation und zugehorige himodynamische Parameter; BMI: body mass index; LVEF:

Linksventrikuldre Ejektionsfraktion; HZV: Herzzeitvolumen; PAP*: Pulmonalarteriendruck; PCWP: Pul-

monaler kapilldrer Verschlussdruck; PVR: Transpulmonaler Widerstand; SVR/SCR: Peripherer Widerstand;

LVEDP: Linksventrikuldrer enddiastolischer Druck; n.s.: nicht signifikant

Die mittlere PLD-Aktivitdt in den Biopsien der DCM-Patienten lag bei 260,2 pmol/h/mg,

wihrend sie bei den Kontrollpatienten 397,6 pmol/h/mg betrug (Abbildung 17). Die basale

PLD-Aktivitdt fiel also bei den DCM-Patienten geringer aus als bei den gesunden Kon-

trollpatienten. Dieser Unterschied war signifikant (p = 0,013).
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Abbildung 17: In einer Dreifachbestimmung wurden je 25 pl eines Biopsie-Homogenats mit 25 ul BODIPY-
PC (10 mM) und 1 Vol. % Ethanol versetzt und fiir 30 Minuten bei 30 °C und 1000 rpm (Thermomixer com-
pact, Eppendorf) inkubiert. Die Lipide wurden nach der Methode von Bligh und Dyer extrahiert und die
Menge an Phosphatidylethanol (PetOH) mittels HPLC und Fluoreszenzdetektion bestimmt.

Mittelwert £ SD; *p=0,013 (Kontroll-Patienten vs. DCM-Patienten)

3.2.2. Maximale Stimulation der Phospholipase D-Aktivitit mittels Phosphatidyl-
inositol-4,5-bisphosphat (PIP,) in humanem rechten Ventrikelgewebe von herzge-

sunden und DCM-Patienten

Wir wiederholten die Messung der PLD-Aktivitét aller 23 Biopsien nach Zusatz von 5Sul
PIP, (100 uM im Ansatz), um die PLD-Aktivitit maximal zu stimulieren. Unter dieser
Stimulation stieg die PLD-Aktivitit der DCM-Patienten durchschnittlich von 260,21 auf
1127,13 pmol/h/mg an (# p<0,001), bei den Kontrollpatienten gab es einen Anstieg von
397,56 auf 3289,07 pmol/h/mg (# p<0,003) (Abbildung 18). Die PIP,-stimulierte absolute
PLD-Aktivitat der Kontrollpatienten war signifikant hoher als die der DCM-Patienten
(p<0,013). Der relative Anstieg der PLD-Aktivitit unter PIP,-Stimulation versus der basa-
len Aktivitat war bei den DCM-Patienten durchschnittlich 6- fachen, bei den Kontrollen 9-
fachen. Dieser Unterschied ist nicht signifikant (* p=0,254).
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Abbildung 18: In einer Dreifachbestimmung wurden je 25 pl eines Biopsie-Homogenats mit 25 ul BODIPY-
PC (10 mM) und 1 Vol. % Ethanol sowie in einer weiteren Dreifachbestimmung je 25 ul eines Biopsie-
Homogenats mit 25 ul BODIPY-PC (10 mM), 100 uM PIP, und 1 Vol. % Ethanol versetzt und fiir 30 Minu-
ten bei 30 °C und 1000 rpm (Thermomixer compact, Eppendorf) inkubiert. Die Lipide wurden nach der Me-
thode von Bligh und Dyer extrahiert und die Menge an Phosphatidylethanol (PetOH) mittels HPLC und Flu-
oreszenzdetektion bestimmt.

Mittelwert + SD; # p<0,002 (PLD-Aktivitdt der Kontroll-Patienten: basal vs. PIP,-Stimulation); # p<0,001
(PLD-Aktivitdt der DCM-Patienten: basal vs. PIP,-Stimulation); *p=0,013 (PLD-Aktivitit basal: Kontroll-
Patienten vs. DCM-Patienten); ** p=0,012 (PLD-Aktivitit unter PIP,-Stimulation: Kontroll-Patienten vs.

DCM-Patienten).

44



3.2.3.  Aktivitdt der Phosphatidatphosphohydrolase in humanem rechten Ventrikel-

gewebe von herzgesunden und DCM-Patienten

Unter Anwendung des entwickelten PAP-Assays wurde die PAP-Aktivitit in den Biopsien
der DCM- und Kontrollpatienten bestimmt.

Die Ergebnisse zeigten eine im Vergleich zu den Kontrollen niedrigere totale PAP-
Aktivitat im myokardialen Gewebe der DCM-Patienten (DCM: 110,29 nmol/h/mg; Kon-
trollen: 221,82 nmol/h/mg) (Abbildung 19). Sowohl die PAPI- als auch die PAP2-
Aktivitit fiel in der Kontrollgruppe hoher aus als bei den DCM-Patienten. Das jeweilige
Verhiltnis von PAP1- und PAP2-Aktivitit war in beiden Gruppen annidhernd gleich
(DCM-Gruppe: PAPI: 28% / PAP2: 72% der totalen PAP-Aktivitit; Kontrollgruppe:
PAP1: 25% / PAP2: 75% der totalen PAP-Aktivitit). Dabei ist der Unterschied zwischen
der PAP2-Aktivitidt von Kontroll- und DCM-Gruppe signifikant (p=0,048). Bei der PAP1-

Aktivitit liegt kein signifikanter Unterschied vor.
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Abbildung 19: 2 ul eines Homogenats aus humanem rechten Ventrikelgewebe mit einem Proteingehalt von 1
pg wurden mit 5 ul MAFP (1 uM), Tris-Puffer (20 mM Tris, 2 mM EDTA, 1 mM EGTA, pH 7,5) und 5 pl
BODIPY-PA (10 uM) versetzt. Einer zweiten Probe wurden zusétzlich 5 ul MgCI2 (SmM) und einer dritten

Probe 5 pl NEM (5 mM) ohne MgCI2 hinzugefiigt (jeweils n=3). Die Proben wurden fiir 30 min bei 37 °C,

1000 rpm inkubiert (Thermomixer compact, Eppendorf). Es folgte eine Lipidextraktion nach Bligh und Dyer

sowie die Messung der PAP-Aktivitit mittels HPLC und Fluoreszenzdetektion. * p= 0,077 (PAP-Aktivitit

gesamt: Kontroll- vs. DCM-Patienten); ** p= 0,048 (PAP2-Aktivitit: Kontroll- vs. DCM-Patienten); ***

p=0,205 (PAP1-Aktivitit: Kontroll- vs. DCM-Patienten)
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4. Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschreibt erstmals Verdnderungen der PLD-Aktivitidt in humanem
kardiomyopathisch verinderten Herzmuskelgewebe. Dazu wurde die PLD-Aktivitit in
rechtsventrikuldarem Myokardgewebe von herzgesunden Menschen und von Patienten mit
einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM) untersucht. Die Versuchsergebnisse zeigen eine
signifikant niedrigere basale PLD-Aktivitidt im Myokardgewebe von Patienten mit einer di-
latativen Kardiomyopathie als im Gewebe von herzgesunden Patienten (p=0,013). Die Tat-
sache, dass die myokardiale PLD-Aktivitit bei DCM-Patienten erniedrigt ist, konnte einer-
seits bedeuten, dass das Enzym nicht in die Entwicklung einer DCM involviert ist. Ande-
rerseits besteht die Moglichkeit, dass sich die DCM erst aufgrund der erniedrigten PLD-
Aktivitat bzw. einer verminderten PLD-Funktion entwickelt hat. In vitro ist keine Aussage
iiber die Wirkung moglicher endogener Faktoren auf die PLD moglich. Um zu untersu-
chen, ob die niedrigere Enzym-Aktivitit bei den DCM-Patienten darauf beruht, dass basal
nur ein kleiner Teil der insgesamt vorhandenen PLD aktiviert wird, wiederholten wir die
Messungen der PLD-Aktivitdt unter PIP,-Stimulation. Frithere Versuche zeigten eine mehr
als 10-fache Steigerung der Aktivitit einer partiell solubilisierten PLD aus humanem Vor-
hofgewebe durch PIP, [23]. Unter dieser maximalen Enzym-Aktivierung stieg die PLD-
Aktivitdt bei den DCM-Patienten um das Sechsfache des basalen Wertes, bei den gesunden
Patienten um das Neunfache. Dieser Unterschied ist nicht signifikant. Die Ergebnisse
schliefen somit eine verminderte Aktivierung der PLD, bzw. einen Mangel an verfiigbaren
PLD-Aktivatoren, als Grund fiir die niedrigere PLD-Aktivitidt bei DCM-Patienten aus.

Eine Einschrinkung der vorliegenden Untersuchung liegt darin, dass sie weder eine ver-
mehrte Inhibition des Enzyms, noch mogliche Veridnderungen der PLD-Gen-Expression
als Grund fiir eine erniedrigte PLD-Aktivitit ausschlie3t bzw. nachweist. Zusitzliche Ver-
suche zur quantitativen Bestimmung des im Gewebe vorhandenen PLD-Enzymproteins
sowie eine Untersuchung der Gen-Expression der PLD-Isoenzyme wiren wiinschenswert.
Anhand der geringen Menge des zur Verfiigung stehenden Untersuchungsmaterials war es
weder moglich, das PLD-Enzymprotein in den Biopsien von DCM- und Kontrollpatienten
zu bestimmen, noch die PLD auf mRNA-Ebene zu untersuchen.

PA entsteht durch die PLD-vermittelte Konversion von Phosphatidylcholin. PA wirkt posi-
tiv inotrop, indem es die Ca2+—Freisetzung aus den intrazelluldren Speichern des sar-

koplasmatischen Retikulums induziert [49] und ist an der Regulation des myokardialen
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Na*-Ca?"-Austausches beteiligt [38]. Unsere Versuche haben gezeigt, dass die myokardia-
le PLD-Aktivitdt bei DCM-Patienten vermindert ist. Ausgehend von der Hypothese, dass
sich die DCM aufgrund einer verminderten PLD-Aktivitit entwickelt, konnte die dadurch
bedingte Reduktion der PA-Synthese die Beeintrachtigung der myokardialen Kontraktilitét
von DCM-Patienten erkliren.

Das Enzym PAP vermittelt die Konversion von PA zu DAG. Umgekehrt kann DAG durch
das Enzym DAG-Kinase in PA umgewandelt werden. Der PAP-Signaltransduktionsweg ist
demzufolge an der Regulation des myokardialen Kalzium-Haushaltes beteiligt und stellt
einen alternativen DAG-Bildungsweg dar. Eine vermehrte Umwandlung von PA zu 1,2-
DAG mittels des PAP-Enzyms fiihrt zu einer Reduktion von PA sowie zu einer Erhdhung
von 1,2-DAG. Die dabei gesteigerte 1,2-DAG-Bildung konnte die Entwicklung einer myo-
kardialen Hypertrophie im Rahmen einer DCM erkldren. Durch eine gesteigerte PAP-
Aktivitdat kann eine verminderte DAG-Synthese, z. B. aufgrund einer verminderten PLD-
und/oder PLC-Aktivitdt, kompensiert werden. Frithere Untersuchungen haben Verédnde-
rungen der myokardialen PAP-Aktivitit in Rattenmyokardgewebe bei diabetogener Stoff-
wechsellage sowie unter ischdmischen Bedingungen gezeigt [40]. Bisher liegen trotz dieser
myokardialen Bedeutung des PAP-Signaltransduktionsweges keine Befunde zu Verinde-
rungen der PAP-Aktivitdt im humanen kardiomyopathischen Herzen vor.

Bisherige In-vitro-Assays zur Bestimmung der PAP-Aktivitdt verwendeten radioaktiv-
markiertes PA als Substrat [15,43]. Der Einsatz von radioaktivem Material hat jedoch er-
hebliche Nachteile. Es besteht die Gefahr der Kontamination als potenzielles Gesundheits-
risiko. Die Haltbarkeit der radioaktivmarkierten Isotope ist durch Aktivititsverlust und Ra-
diolyse (Zerstrahlung) beschrinkt. Man bendtigt ein Isotopenlabor sowie speziell geschul-
tes Personal. Anfallender radioaktiver Abfall muss entsorgt werden. Dabei miissen die zu-
nehmenden gesetzlichen Restriktionen beim Umgang mit radioaktiven Isotopen beachtet
werden. Daher entwickelten und validierten wir anhand von Rattenmyokardgewebe einen
nicht-radioaktiven Assay zur quantitativen Bestimmung der myokardialen PAP-Aktivitit
in vitro mit dem Ziel, Aussagen iiber die PAP-Aktivitit in humanem Herzmuskelgewebe

machen zu konnen.

Neben der Phosphatidatphosphohydrolase (PAP) nutzt auch Phospholipase A2 (PLA2) die
phosphatidische Saure (PA) als Substrat. Um eine Konversion von PA zu LPA zu verhin-
dern, wurden die Messungen der myokardialen PAP-Aktivitit in Anwesenheit von MAFP,

einem selektiven PLA2-Inhibitor, durchgefiihrt.
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Bei der Untersuchung der PAP-Aktivitidt in Rattenmyokardgewebe zeigte sich eine um den
Faktor 13 hohere PAP-Aktivitit in Rattenherzmembranen als in den entsprechenden Ho-
mogenaten. Dabei betrug der relative Anteil der PAP2-Aktivitit in den Membranen 90 %,
in den Homogenaten 75 %. Dementsprechend betrug der relative Anteil der PAPI-
Aktivitdat in den Membranen 10 %, in den Homogenaten hingegen 25%. Die Ergebnisse
zeigen, dass sowohl die absolute PAP-Aktivitit als auch die PAP2-Aktivitit in den Ratten-
herzmembranen iiberwiegen. In den Membranen betrdgt die PAP1-Aktivitit ein Zehntel
der totalen PAP-Aktivitit, in den Homogenaten hingegen ein Viertel. Es bestehen also re-
gionale Unterschiede hinsichtlich der absoluten PAP-Aktivitit sowie der Aktivitdt der
PAP-Isoenzyme in Myokardgewebe von Ratten auf zelluldrer Ebene. Die Versuchsergeb-
nisse entsprechen fritheren Untersuchungen, die zeigten, dass PAP1 hauptsichlich im Zy-
tosol einer Zelle vorliegt, aber auch Beziehungen zum endoplasmatischen Retikulum sowie
zur Mitochondrienmembran hat, wihrend PAP2 iiberwiegend membrangebunden ist [19].
Wihrend das PAP1-Isoenzym in die Triazylglyzerolsynthese involviert ist, wird dem
PAP2-Isoenzym eine wichtige Rolle in der zelluldren Signaltransduktion zugeschrieben.
Wir untersuchten die Aktivitidt der Phosphatidatphosphohydrolase in humanem Vorhofge-
webe sowie in humanem Ventrikelgewebe. Die Versuche zeigen, dass die absolute (Ge-
samt-)PAP-Aktivitit in menschlichem Ventrikelgewebe annihernd doppelt so hoch ist wie
in humanem atrialen Gewebe. Dabei entspricht die gemessene absolute PAP-Aktivitit im
Vorhofgewebe anndhernd der PAP2-Aktivitit, wihrend in humanen Ventrikelgewebe 83%
der gemessenen PAP-Aktivitit auf Aktivitdt von PAP2 und 17% auf PAP1-Aktivitit beru-
hen. Die erhobenen Daten deuten auf regionale Unterschiede der PAP-Aktivitit im
menschlichen Herzen hin.

Die lokale Restriktion der PAP1-Aktivitit im menschlichen Herzen auf das ventrikulédre
Myokard konnte mit dem gesteigerten Energiebedarf des Ventrikelgewebes und der Betei-
ligung von PAPI1 an der Biosynthese von Glyzerolipiden bzw. Triazylglyzerol (TAG) zu-
sammenhingen. Freie Fettsduren werden durch das Enzym Thiokinase in Azyl-CoA, die
aktivierte Form der Fettsdure, iiberfiihrt. Azyl-CoA wird durch das Enzym Glyzerol-3-
phosphatazyltransferase (GPAT) in Lysophosphatidische Saure (LPA) umgewandelt.

Es folgt die Konversion von LPA in Phosphatidische Sidure (PA) mithilfe der 1-Azyl-
glyzerol-3-phosphatazyltransferase (AGPAT). PAP1 wird durch freie Fettsduren aktiviert,
wandert ins endoplasmatische Retikulum und katalysiert dort die Umwandlung von PA zu
DAG. Es folgt die Acylierung von DAG durch das Enzym Diazylglyzerolazyltransferase
(DGAT), wodurch Triazylglyzerol (TAG) entsteht [24].
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Das Herz deckt seinen Energiebedarf hauptsichlich iiber die mitochondriale B-Oxidation
freier Fettsduren [21]. Bei steigendem Energiebedarf kommt es zur Lipolyse von TAG,
wodurch dem Organismus vermehrt freie Fettsduren zur Verfiigung stehen. Die Fettsduren
unterliegen der mitochondrialen B-Oxidation und dienen via Citrat-Zyklus und Atmungs-
kette der ATP-Synthese. Durch die Speicherung freier Fettsduren in Form von TAG ist es
moglich, einen gesteigerten Energiebedarf des Myokards durch Aktivierung der Lipolyse
zu decken. Der, im Vergleich zum atrialen Gewebe, hohe Energiebedarf des ventrikuldren
Myokards konnte die hohere PAP1-Aktivitdt im humanen Ventrikelgewebe erklédren.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche zeigen, dass die humane myokar-
diale PAP-Aktivitidt um ein Vielfaches hoher ist als die PAP-Aktivitit in Rattenmyokard-
gewebe. Es liegen also Spezies-Unterschiede hinsichtlich der PAP-Aktivitit vor.

Bei der Untersuchung der PAP-Aktivitit im Myokardgewebe von DCM- und Kontroll-
Patienten zeigte sich bei den DCM-Patienten eine deutlich niedrigere myokardiale PAP-
Gesamtaktivitdt als bei den Kontrollpatienten. Sowohl die PAPI- als auch die PAP2-
Aktivitit fiel bei den DCM-Patienten geringer aus. Der Unterschied zwischen der PAP2-
Aktivitdt im Myokardgewebe von Kontroll- und DCM-Patienten ist dabei signifikant (p =
0,048). Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl die myokardiale PLD-, als auch die PAP-
Aktivitdt bei Patienten mit einer DCM erniedrigt sind. Eine niedrige myokardiale PLD-
Aktivitét fiihrt zu einer verminderten PA-Synthese. Eine dadurch bedingte Verminderung
der myokardialen intrazelluldren Ca2+-Freisetzung konnte die gestorte myokardiale Funk-
tion von Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie erkldren. Eine niedrige myokardiale
PAP2-Aktivitdat konnte durch eine verringerte Konversion von PA zu DAG eine vermin-
derte PA-Synthese kompensieren mit dem Ziel, eine basale PA-Konzentration fiir die Re-

gulation des myokardialen Kalziumhaushaltes aufrecht zu erhalten.
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5. Zusammenfassung

Die dilatative Kardiomyopathie gehort zu den hédufigsten Ursachen einer Herzinsuffizienz.
Bisher ist nicht bekannt, ob im Rahmen einer dilatativen Kardiomyopathie Verdnderungen
des Phospholipase D-(PLD)-Signaltransduktionsweges in humanem Myokard auftreten.
PLD katalysiert die hydrolytische Spaltung von Phosphatidylcholin, wodurch Phosphatidi-
sche Sdure und Cholin entstehen. Phosphatidische Sdure wirkt iiber eine Erhohung der in-
trazelluldren Kalzium-Konzentration positiv inotrop und stellt einen wichtigen intrazelluli-
ren Regulator der Herzfunktion dar. Unter Anwendung des fluoreszenzmarkierten Substra-
tes Phosphatidylcholin wurde mittels Hochleistungs-Fliissigkeits-Chromatographie die
PLD-Aktivitdt in rechtsventrikularem Myokardgewebe von herzgesunden Menschen und
von Patienten mit einer dilatativen Kardiomyopathie untersucht. Hierbei konnte erstmals
eine signifikant niedrigere basale PLD-Aktivitit im Myokardgewebe von Patienten mit ei-
ner dilatativen Kardiomyopathie gezeigt werden. Nach maximaler Aktivierung der PLD
mit Hilfe von Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP;) zeigte sich kein signifikanter Unter-
schied hinsichtlich der relativen Steigerung der myokardialen Enzymaktivitit bei DCM-
Patienten. Die Ergebnisse schlieen eine verminderte Aktivierbarkeit der PLD durch endo-
gene Faktoren als Grund fiir die niedrigere PLD-Aktivitidt bei DCM-Patienten aus und wei-
sen auf eine verminderte Expression des PLD-Proteins hin. Die verminderte myokardiale
PLD-Aktivitit der DCM-Patienten fiihrt zu einer Einschrinkung der PA-Synthese. Eine
dadurch bedingte Verminderung der intrazelluliren Ca®*-Freisetzung konnte die gestorte
myokardiale Kontraktilidit von Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie erklaren.

PA wird durch das Enzym Phosphatidatphosphohydrolase (PAP) in 1,2-Diacylglycerol
(1,2-DAG) umgewandelt. Ebenso kann 1,2-Diacylglycerol durch die Phospholipase C -
vermittelte Konversion von PIP, entstehen. 1,2-DAG aktiviert die Proteinkinase C, welche
iiber Phosphorylierung myokardialer Proteine in die Entwicklung einer kardialen Hyper-
trophie involviert ist. Bisher liegen keine Erkenntnisse tiber die PAP-Aktivitit als alterna-
tiver DAG-Bildungsweg am menschlichen Herzen vor. Wir entwickelten und validierten
anhand von Rattenmyokardgewebe einen nicht-radioaktiven Assay zur quantitativen Be-
stimmung der myokardialen PAP-Aktivitét in vitro. Dieser Assay wurde zur Charakterisie-
rung der PAP-AKktivitdt in humanem Herzmuskelgewebe von Patienten mit dilatativer Kar-
diomyopathie eingesetzt und wurde mit der myokardialen PAP-Aktivitit herzgesunder

Menschen verglichen. Dabei zeigte sich bei den DCM-Patienten eine signifikant vermin-
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derte myokardiale PAP2-Aktivitidt, dem PAP-Isoenzym mit besonderer Bedeutung fiir die
intrazelluldre Signaltransduktion. Die niedrige myokardiale PAP2-Aktivitdt hat eine ver-
minderte Konversion von PA zu 1,2-DAG zur Folge. Im Zusammenhang mit der vermin-
derten PLD-Aktivitit konnte eine niedrige myokardiale PAP2-Aktivitdt durch eine verrin-
gerte Konversion von PA zu DAG eine verminderte PA-Synthese kompensieren mit dem
Ziel, eine basale PA-Konzentration fiir die Regulation des myokardialen Kalziumhaushal-
tes aufrecht zu erhalten. Die mdogliche Beeinflussung der myokardialen Kalzium-
Homoostase durch den Phospholipase D-Phosphatidatphosphohydrolase-Signaltrans-
duktionsweg konnte daher eine Rolle bei der gestorten myokardialen Funktion von DCM-

Patienten spielen.
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6. Abkiirzungsverzeichnis

Allgemein

ADP Adenosindiphosphat

ATP Adenosintrisphosphat

BHT Butylated hydroxytoluene

BMI body mass index

BODIPY 4,4-difluoro-5,7 dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-
Indacene-3-propionyl

BSA Rinderserumalbumin/ Bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

ca. circa

d.h. das heil3t

DAG Diacylglycerol

DCM Dilatative Kardiomyopathie

DMSO Dimethylsulfoxid

DNS Desoxyribonukleinsdure

DTT Dithiotreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

EGTA Ethyleneglycol-bis(-aminoethylether)tetraacetat

G-Protein Guaninnucleotide-bindendes Protein

GTP Guanosin-5°-triphosphat

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-ethansulfonsdure

HPLC High Performance Liquid Chromatography

hPLD humane Phospholipase D

HZV Herzzeitvolumen

IP; Inositol-1,4,5-trisphosphat

KCl1 Kaliumchlorid

LPP Lipidphosphatphosphohydrolase

MAFP Methylarachnoidylfluorophosponat

MgCl, Magnesiumchlorid

mTOR mammalian target of rapamycin

n.s. nicht signifikant
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NaCl Natriumchlorid

NEM n-Ethylmaleimide

Nr. Nummer

PA Phosphatidische Siure

PAP Phosphatidatphosphohydrolase

PAP* Pulmonalarteriendruck

PAP1 Phosphatidatphosphohydrolase 1
PAP2 Phosphatidatphosphohydrolase 2

PC Phosphatidylcholin

PEtOH Phosphatidylethanol

pH negativer dekadischer Logarithmus der

Wasserstoffionenkonzentration

PIP, Phosphatidylinositol-4,5-Diphosphat /
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

P1P; Phosphatidylinositoltrisphosphat

PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

PLA Phospholipase A

PLC Phospholipase C

PLD Phospholipase D

PVR Transpulmonaler Widerstand

Rho Ras homology subfamiliy

S.0. siche oben

S.U. siehe unten

sog. sogenannt

STD Standard

TAG Triacylglycerol

(vIv) Verhiltnis Volumen zu Volumen

WHO World Health Organisation

z.B. zum Beispiel



Einheiten

°C
g

h
Da
KG
L
m
M
min

mol

Vol%

Vorsitze:

= = g o

o

Temperaturangabe in Grad Celsius
Gramm

Stunde

Molekulargewicht in Dalton
Korpergewicht

Liter

Meter

Molaritit (Einheit mol/l)

Minute

Mol (=Stoffmenge)

rotation per minute (Umdrehungen pro Minute)

Volt

Volumenprozent

Kilo (= 10%
Zenti (=107
Milli (=107
Mikro (=109
Nano (= 10'9)
Pico (=10"%
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