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Zusammenfassung

Die Proteinkinase AKT férdert als wichtiger Vermittler anaboler Prozesse Wachstum
Uber mTORC1-Aktivierung sowie Uberleben und Proliferation Uber inhibitorische
Phosphorylierung von FOXO-Transkriptionsfaktoren. Ein kardialer AKT-1/2-Doppel-
Knockout fuhrt in Mausen zu letalem Herzversagen. Bisher ist unbekannt, welche AKT-
Substrate dabei beteiligt sind. Daher sollte in dieser Arbeit durch Wiederherstellung AKT-
vermittelter Teilfunktionen deren Bedeutung flir den beobachteten Phanotyp untersucht
werden: zum einen Uber Expression einer konstitutiv aktiven Rheb Q64L-Mutante zur
mTORC1-Aktivierung, zum anderen Uber Expression einer panFOXO shRNA zur
Reduktion der FOXO-Proteinmenge. Die Katabolismus-férdernde Proteinkinase AMPK
ist bedeutend flr die Homdostase des zellularen Energiestatus. Dennoch wurde in
kardialen AKT-1/2-Doppel-Knockout-Mausen trotz  progredienter energetischer
Verarmung eine vermehrte inhibitorische AMPK-Serin-485/491-Phosphorylierung
beobachtet. Ein zweites Ziel dieser Arbeit bestand darin, durch Wiederherstellung der
AMPK-Aktivitat mittels Expression einer nicht-inaktivierbaren AMPK-a2-S491A-Mutante
deren Bedeutung flr die beobachteten phanotypischen Veranderungen zu ermittein.

Zunachst wurde die Expression von Plasmidsequenzen zur Wiederherstellung der
Teilfunktionen mittels transienter Zelltransfektion und folgender Western Blot-Analyse
uberpruft. Die Rheb Q64L-vermittelte mTORC1-Aktivierung konnte gezeigt werden. Ein
weiteres Plasmid enthielt eine loxP-flankierte GFP-Expressionskassette zur Cre-
abhangigen, induzierbaren Rheb Q64L-Expression. Nach transienter Zelltransfektion
und Koexpression einer Cre-Rekombinase wurde sowohl durchflusszytometrisch als
auch auf Western Blot-Ebene eine reduzierte GFP-Expression nachgewiesen. Eine
vermehrte Rheb Q64L-Expression blieb jedoch aus, sodass dieses Plasmidkonstrukt
nicht weiterverwendet wurde. Da die Expression einer panFOXO shRNA trotz vorheriger
FACS-basierter Zellsortierung nur zu einer moderaten Reduktion der FOXO3A-Menge
fuhrte, wurde auf die weiterfihrende Untersuchung verzichtet. Fir die AMPK-a2-S491A-
Variante konnte eine fehlende inhibitorische Phosphorylierung nachgewiesen werden.

Daraufhin wurden Tamoxifen-induzierbare, kardiale AKT-1/2-Doppel-Knockout-Mause
mit Adeno-assoziierten Viruspartikeln vom Serotyp 9 zur Rheb Q64L- bzw. AMPK-a2-
S491A-Expression infiziert. Echokardiographisch im Zeitverlauf ermittelte kardiale
Funktionsparameter sowie das Uberleben wurden mit nicht-infizierten Knockout-Tieren
verglichen. Post mortem wurde die Transgenexpression mittels qPCR bzw. Western
Blot-Analyse Uberprift. Rheb Q64L-infizierte Tiere zeigten keine Unterschiede im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Da das Rheb Q64L-Transgen kardial nur gering exprimiert
wurde, blieb unklar, ob die induzierte Aktivierung des mTORC1-Signalweges den
kardialen Phanotyp nicht beeinflusst oder ob die Expression nicht ausreichend war, um
einen Effekt zu erzielen. AMPK-a2-S491A-infizierte Tiere zeigten eine verlangsamte
Verschlechterung einiger kardialer Funktionsparameter und ein tendenziell verlangertes
Uberleben. Eine kardiale Infektion mit jedoch unklarer Effizienz wurde nachgewiesen.
Es konnte von einer kardioprotektiven AMPK-Wirkung ausgegangen werden, die die
Progredienz der Knockout-induzierten Herzinsuffizienz zumindest partiell abschwacht.
Daher scheint die inhibitorische AMPK-Serin-485/491-Phosphorylierung im AKT-1/2-
Doppel-Knockout-Modell zur kardialen Funktionseinschrankung beizutragen.



Summary

As an important mediator of anabolic processes, protein kinase AKT promotes growth
via mTORCH1 activation as well as survival and proliferation via inhibitory phosphorylation
of FOXO transcription factors. Cardiac AKT-1/2 double knockout mice develop lethal
heart failure. So far it is unknown which AKT substrates mediate the observed restriction.
Therefore, by restoring AKT mediated subfunctions, their importance for the observed
phenotype was examined in this work: on the one hand by expressing a constitutively
active Rheb Q64L mutant to activate mTORC1 signaling, on the other hand by
expressing a panFOXO shRNA to reduce the amount of FOXO protein. Catabolism-
promoting protein kinase AMPK is of central importance for homeostasis of the cellular
energy status. Surprisingly, an increased inhibitory AMPK serine 485/491
phosphorylation was detected in cardiac AKT-1/2 double knockout mice despite
progressive energetic depletion. A second aim of this work was to determine the
importance of AMPK for the observed cardiac changes by restoring the AMPK activity
through expression of a non-inactivatable AMPK-02-S491A mutant.

First, the expression of plasmid sequences to restore the partial functions was
investigated by transient cell transfection and subsequent Western Blot analysis. Rheb
Q64L mediated activation of mMTORC1 signaling was shown. Another plasmid contained
a loxP flanked GFP expression cassette for Cre dependent, inducible Rheb Q64L
expression. After transient cell transfection and co-expression of a Cre recombinase,
reduced GFP expression was detected both by flow cytometry and Western Blot.
However, an increased Rheb Q64L expression did not occur. Therefore, this plasmid
construct was no longer used. Since the expression of panFOXO shRNA led only to a
moderate reduction of FOXO3A amount despite prior FACS-based cell sorting, no further
investigation was carried out. For the AMPK-a2-S491A variant a lack of inhibitory
phosphorylation was demonstrated.

Tamoxifen-inducible, cardiac AKT-1/2 double knockout mice were then infected with
adeno-associated virus particles of serotype 9 for Rheb Q64L or AMPK-02-S491A
expression. Cardiac function parameters determined over time by echocardiography as
well as survival were compared with non-infected knockout mice. After the animals’
death, transgene expression was investigated by gPCR or Western Blot analysis. In
Rheb Q64L infected mice, no difference was detected in comparison to the control group.
Since the Rheb Q64L transgene was only slightly expressed in hearts, it remained
unclear whether the induced activation of mTORC1 signaling did not influence the
cardiac phenotype or whether the expression was insufficient for achieving an effect.
AMPK-02-S491A infected mice showed a slowed deterioration of some cardiac function
parameters and a tendency towards prolonged survival. Cardiac infection was
demonstrated. However, infection effectiveness remained unclear. An AMPK-mediated,
cardioprotective effect can be assumed, which at least partially blunts the progression of
knockout-induced heart failure. Therefore, the inhibitory phosphorylation of AMPK serine
485/491 in the AKT-1/2 double knockout model seems to contribute to the cardiac
function restriction.
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1 Einleitung
1.1 AKT

Die Kommunikation Uber die Zellgrenze hinaus ist in vielzelligen Organismen
unabdingbar, um komplexe Stoffwechselvorgange abzustimmen und schnell auf sich
andernde Umwelteinflisse oder Bedurfnisse bestimmter Organe reagieren zu konnen.
Die Signalubertragung durch membranstandige Rezeptoren stellt einen von mehreren
unterschiedlichen Mechanismen zur Umsetzung dieses Kommunikationsbedarfs dar.
Diese Rezeptoren dienen als Transferstelle fiir die Ubersetzung von extrazellularen
Signalen in das Zellinnere. Im Rahmen dieses auch als Signaltransduktion bezeichneten
Vorganges setzt das Binden von extrazellularen Kommunikationsmolekilen wie
Hormonen oder Zytokinen an den membranstandigen Rezeptoren eine intrazellulare
Signalkaskade in Bewegung. Innerhalb dieser Kaskade modifizieren sekundare
Botenstoffe das Signal. Es kommt schlieRlich zur Aktivierung spezifischer Signalwege,
die zu Veranderungen der intrazellularen Stoffwechselaktivitat fihren.

Die Beeinflussung der Aktivitat bestimmter Zielproteine kann zum Beispiel Uber
posttranslationale Modifikation erreicht werden. Die Phosphorylierung von Proteinen
durch Proteinkinasen stellt eine wichtige Mdglichkeit dar, intrazellulare Proteine nach
Ablauf der Translation in ihrer Aktivitdt zu modifizieren. Proteinkinasen vermitteln die
Ubertragung des y-Phosphatrestes eines ATP-/GTP-Molekiils auf spezifische Substrate
(Hanks and Hunter, 1995). Nach Hanks und Hunter werden die Proteinkinasen,
ausgehend von der phylogenetischen Untersuchung der Sequenzen ihrer katalytischen
Domane, in vier Subgruppen unterteilt. Die Gruppe der AGC-Kinasen zeichnet sich dabei
durch die bevorzugte Phosphorylierung von Serin-/Threoninresten aus, die in der Nahe
der basischen Aminosauren Ariginin oder Lysin liegen. Auch die Gruppe der CaMK-
Kinasen phosphoryliert bevorzugt in der Nahe basischer Aminosauren, wohingegen die
Proteinkinasen aus der Familie der CMGC-Kinasen meist die Phosphorylierung von
Substraten favorisiert, in deren Umgebung die Aminosaure Prolin zahlreich vertreten ist.
Die Gruppe der konventionellen Protein-Tyrosinkinasen enthalt Kinasen, die spezifisch
an der Aminosaure Tyrosin phosphorylieren. Weitere Proteinkinasen werden in einer
zusatzlichen Gruppe der ,anderen Proteinkinasen“ zusammengefasst (Hanks and
Hunter, 1995).

Die Proteinkinase AKT ist eine Serin-/Threoninkinase und gehort zur Gruppe der AGC-
Kinasen (Hanks and Hunter, 1995). Durch verschiedene Arbeitsgruppen konnte
nachgewiesen werden, dass das AKT-Protein bedeutende Strukturahnlichkeiten mit den
Proteinkinasen A und C besitzt, woraufhin dieses durch Coffer und Woodgett auch als
Proteinkinase B tituliert wurde (Coffer and Woodgett, 1991, Jones et al., 1991b,
Bellacosa et al., 1991). Durch Identifizierung zweier weiterer Mitglieder der Proteinkinase
B-Familie (Jones et al.,, 1991a, Cheng et al., 1992, Konishi et al., 1995) sind nun
insgesamt die drei Isoformen AKT-1, AKT-2 und AKT-3 bzw. Proteinkinase B-a, - und
-y bekannt.



1.1.1 AKT-Strukturaufbau

Alle drei AKT-Isoformen zeigen einen gleichen strukturellen Aufbau, bestehend aus
einer am N-Terminus gelegenen PH (Pleckstrin-Homologie)-Doméane, einer Kinase-
Domane sowie einer am C-Terminus gelegenen regulatorischen Domane (Hanada et
al., 2004) (Abb. 1). Bei der PH-Domane handelt es sich um eine in zahlreichen Enzymen
vorkommende Struktur mit einer Grélde von anndhernd 100 Aminosauren (Shaw, 1996).
Eine wichtige funktionelle Bedeutung kommt der PH-Domane im Rahmen der
Membranrekrutierung von Proteinen zu (Shaw, 1996). Die Aminosauren Threonin 308 in
der Aktivierungsschleife der Kinase-Domane sowie Serin 473 im hydrophoben Motif der
regulatorischen Domane stellen wichtige Phosphorylierungsstellen innerhalb des AKT-
Moleklls zur Aktivierung der Proteinkinase dar (Alessi et al, 1996a). Die
Phosphorylierung innerhalb der Aktivierungsschleife der katalytischen Domane zur
Steigerung der Kinaseaktivitdt ist eine Gemeinsamkeit aller AGC-Kinasen, welche
weiterhin Uber eine hohe Sequenzhomologie innerhalb der katalytischen Domane
verfugen (Peterson and Schreiber, 1999). Die Gene zur Expression der einzelnen AKT-
Isoformen sind auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert (Murthy et al., 2000).
Dennoch zeigen diese eine groRe Ahnlichkeit bezlglich ihrer Aminosauresequenzen
(Konishi et al., 1995). Auch auf Ebene der Substratspezifitat liegt zwischen den
einzelnen AKT-Isoformen eine hohe Ubereinstimmung vor, wobei die Substrate aller
AKT-Isoformen Uber die spezifische Erkennungssequenz RXRXXS/T-F/L (R = Arginin;
S = Serin; T = Threonin; F = Phenylalalnin; L = Leucin; X = beliebige Aminsaure)
verfigen (Alessi et al., 1996b, Meier et al., 1997, Walker et al., 1998).

AKT-1
i w o w i it

N PH-Domé&ne Kinase-Doméne Regulatorisch
AKT-2
1 108 152 @ 409 @ 481
| | | | |
N PH-Domane Kinase-Doméne Regulatorisch
AKT-3
1 107 148 @ 408 @ 479
| | | | |
N PH-Domane Kinase-Domé&ne Regulatorisch

Abb. 1: Strukturaufbau der drei AKT-Isoformen. Dargestellt ist der strukturelle Aufbau der drei
AKT-Isoformen bestehend aus N-terminaler PH-Doméane, Kinase-Domane sowie C-terminaler
regulatorischer Domane inklusive der jeweiligen Aminosaure-Positionen. Die AKT-lIsoformen
besitzen je eine Phosphorylierungsstelle an den Aminosauren Threonin (Threonin 308 fir AKT-
1; Threonin 309 fir AKT-2; Threonin 305 fir AKT-3) innerhalb der Kinase-Domane sowie Serin
(Serin 473 fir AKT-1; Serin 474 fur AKT-2; Serin 472 fur AKT-3) innerhalb der regulatorischen
Doméne (Hanada et al., 2004).



1.1.2 AKT-Funktionen

Die einzelnen AKT-Isoformen unterscheiden sich bezlglich der Expression in den
verschiedenen Organsystemen. Dabei weist AKT-1 eine Expression in den meisten
Organen auf (Chen et al., 2001). AKT-2 hingegen kommt vor allem in Insulin-sensitiven
Geweben wie Leber, Fettgewebe oder Skelettmuskulatur vor (Cho et al., 2001a). AKT-3
wird hauptsachlich in Gehirn und Hoden exprimiert (Yang et al., 2003).

Allgemein ist AKT unter anderem beteiligt an der Hemmung der Apoptose, der zellularen
Differenzierung sowie dem Glykogen-Stoffwechsel (Kennedy et al., 1997, Cross et al.,
1995, Magun et al., 1996). Weiterhin werden auch den einzelnen AKT-Isoformen
spezifische Aufgaben zugeschrieben, sodass sich diese hinsichtlich ihrer funktionellen
Bedeutung unterschieden. AKT-1 nimmt eine wichtige Funktion im Rahmen des pra- und
postnatalen Wachstums ein (Cho et al., 2001b). Dabei zeigte sich im murinen AKT-1-
Knockout-Modell trotz des weit verbreiteten Vorkommens von AKT-1 kein relevanter
Einfluss auf die Glukose-Homoostase und den Insulinspiegel, jedoch wiesen die AKT-1-
Knockout-Mause ein vermindertes Kdrpergewicht auf (Chen et al., 2001, Cho et al.,
2001b). AKT-2 spielt vor allem eine wichtige Rolle in der Glukose-Homoéostase, wobei
AKT-2-Knockout-Mause eine globale Hyperglykdmie sowie eine Insulinresistenz
entwickelten (Cho et al., 2001a, Garofalo et al., 2003). AKT-1-2-Doppel-Knockout-
Mause wiesen unter anderem eine gestdorte Hautentwicklung, eine verhinderte
Adipozytendifferenzierung sowie eine Skelettmuskelatrophie auf, wodurch insgesamt
erneut die bedeutenden Funktionen von AKT im Rahmen der Proliferation und der
zellularen Differenzierung herausgestellt wurden (Peng et al., 2003). Neugeborene AKT-
1-2-Doppel-Knockout-Mause zeigten ein vermindertes Wachstum im Vergleich zu
wildtypischen Mausen und waren nur fir einige Stunden nach der Geburt lebensfahig
(Peng et al., 2003). AKT-3 ist bedeutend flur die postnatale Hirnentwicklung. Ein AKT-3-
Knockout fuhrte in Mausen zu einer reduzierten Gehirngrofde, beeinflusste jedoch nicht
den Kohlenhydrat-Stoffwechsel und das allgemeine Wachstum des Organismus (Easton
et al., 2005, Tschopp et al., 2005).

1.1.3 AKT-Signaltransduktion

Verschiedene extrazellulare Substanzen koénnen den Aktivitatszustand von AKT
beeinflussen. Es wurden unter anderem Insulin, Proteinphosphatase-Inhibitoren sowie
die Wachstumsfaktoren PDGF, IGF, EGF und FGF als AKT-Aktivatoren identifiziert; eine
Inhibition der AKT-Aktivierung konnte tber die PP2A (Proteinphosphatase 2) sowie den
PI3K-Inhibitor Wortmannin gezeigt werden (Burgering and Coffer, 1995, Franke et al.,
1995, Kohn et al., 1995, Andjelkovic et al., 1996, Arcaro and Wymann, 1993). Auch die
Liganden G-Protein-gekoppelter Rezeptoren wie Adenosin, Bradykinin oder Angiotensin
[ kbnnen AKT aktivieren (New et al., 2007). Die Beeinflussung des Aktivitatszustandes
von AKT, die der Proteinkinase die Vermittlung ihrer zelluldren Funktionen ermdglicht,
unterliegt einem komplexen Signalweg (Abb. 2). Verschiedene Liganden binden an
Rezeptor-Tyrosinkinasen und aktivieren dadurch eine intrazellulare Signalkaskade
(Ulirich and Schlessinger, 1990). Uber die aktivierten Rezeptor-Tyrosinkinasen werden



intrazellulare Signalmolekile rekrutiert, die Uber Second Messenger-Systeme zu einer
Signalverbreitung beitragen (Kapeller and Cantley, 1994). Als ein wichtiger Bestandteil
dieser Signaltransduktion gilt der Phosphatidylinositol-Metabolismus tber den PI3K-
Signalweg (Kapeller and Cantley, 1994). Es konnte gezeigt werden, dass die
Proteinkinase AKT stromabwarts im PI3K-Signalweg liegt (Burgering and Coffer, 1995,
Franke et al., 1995, Kohn et al., 1995, Andjelkovic et al., 1996).

Allgemein unterscheidet man zwischen zwei verschiedenen Typen von Pl-Kinasen, von
denen die im AKT-Signalweg relevanten PI3-Kinasen als Typ 1 klassifiziert werden
(Whitman et al., 1987, Whitman et al., 1988). Eine weitere Unterteilung der P13-Kinasen
erfolgt in die Klassen 1A und 1B, wobei PI3-Kinasen der Klasse 1A in Interaktion mit
Rezeptor-Tyrosinkinasen treten (Hanada et al., 2004). Uber SH2 (src-homology 2)-
Domanen wird eine Bindung an aktivierte Rezeptor-Tyrosinkinasen wie den EGF-,
PDGF- oder IGF-1-Rezeptor vermittelt (Anderson et al., 1990, Hakuno and Takahashi,
2018). Uber diese Bindung kommt es zu einer Konformationsénderung, die zu einer
Steigerung der enzymatischen Aktivitat fuhrt (Panayotou et al., 1992, Shoelson et al.,
1993). Andererseits ist auch eine Aktivierung der PI3-Kinasen Uber G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren moglich (New et al.,, 2007). PI3-Kinasen, die Uber diese
Rezeptoren aktiviert werden, werden als Klasse 1B klassifiziert (Hanada et al., 2004).
Dabei kdnnen sowohl die a-Untereinheit als auch die By-Untereinheit des G-Proteins zur
Aktivierung der PI3-Kinase beitragen. Uber die By-Untereinheit erfolgt eine direkte
Bindung sowie eine anschlieRende Aktivierung der PI3-Kinase; die a-Untereinheit kann
uber die Aktivierung weiterer Signalmolekule Einfluss auf die PI3-Kinase-Aktivitat
nehmen (Schwindinger and Robishaw, 2001, New et al., 2007).

Die Funktion der aktivierten PI3-Kinasen vom Typ 1 besteht schlussendlich in der
spezifischen Phosphorylierung der Hydroxylgruppe an Position D3 des Inositolrings des
Pl (Phosphatidylinositol) beziehungsweise der bereits phosphorylierten Derivate Pl(4)P
(Phosphatidylinositol-4-Phosphat) und PI(4,5)P2 (Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat,
PIP2), sodass unter anderem das Produkt PI(3,4,5)P3 (Phosphatidylinositol-3,4,5-
Triphosphat, PIP3) generiert wird (Whitman et al., 1988, Panayotou and Waterfield,
1992). PIP3 dient als Second Messenger zur intrazellularen Signalvermittiung (Cantley
et al., 1991, Stephens et al., 1993). Durch die Bindung von AKT Uber die PH-Domane
an das Plasmamembran-gebundene PIP3 wird eine Membranrekrutierung erreicht
(James et al., 1996, Frech et al., 1997). Die Aktivierung von AKT erfolgt dann schlief3lich
Uber die Phosphorylierung der Aminosauren Threonin 308 sowie Serin 473. Beide
Phosphorylierungsschritte sind unabhangig voneinander und wirken synergistisch auf
die Aktivierung von AKT (Alessi et al., 1996a) (Abb. 2). Die Threonin-308-
Phosphorylierung wird durch die Kinase PDK1 (3-phosphoinositide-dependent protein
kinase-1) vermittelt (Alessi et al., 1997b). Auch PDK1 besitzt eine PH-Domane zur
Interaktion mit PIP3, wobei durch die Bindung von PIP3 die Aktivitat der Kinase
gesteigert wird (Alessi et al., 1997a, Stokoe et al., 1997). Weitere Studien konnten
zeigen, dass unter Basalbedingungen AKT-1 und PDK1 bereits in einem Komplex im



Zytoplasma der Zelle vorliegen, eine Interaktion zwischen PH-Domane und katalytischer
Doméane von AKT-1 jedoch eine Threonin-308-Phosphorylierung verhindert und den
Komplex in einem nicht-aktivierten Zustand verharren lasst (Calleja et al., 2007). Erst die
Bindung der PH-Doméane an das Plasmamembran-gebundene PIP3 fuhrt zu einer
Konformationsanderung innerhalb des AKT-1-Molekils, wodurch die PDK1-bedingte
Phosphorylierung an der Aminosaure Threonin 308 ermdglicht wird (Calleja et al., 2007).
Als potenzielle Kinasen fir die Serin-473-Phosphorylierung wurden mTORC2
(mammalian target of rapamycin complex 2) und DNA-PK (DNA-dependent protein
kinase) beschrieben (Sarbassov et al., 2005, Bozulic et al., 2008). Durch
Phosphorylierung der Aminosaure Serin 473 wird zusatzlich innerhalb des AKT-Molekdls
die Bereitschaft zum Ubergang in die aktivierte Konformation verstarkt (Yang et al.,
2002). Es erfolgt schliel3lich eine Dissoziation aktivierter AKT-Molekule von der
Plasmamembran und eine Verteilung innerhalb des Zytoplasmas und des Zellkerns, wo
die Phosphorylierung AKT-spezifischer Substrate stattfindet (Andjelkovic et al., 1997,
Calleja et al., 2007).

Die Aktivitat von AKT kann sowohl indirekt als auch direkt beeinflusst werden. Einerseits
bewirkt die Phosphatase PTEN (phosphatase and tensin homology) eine
Dephosphorylierung des Second Messengers PIP3 spezifisch an der Position D3 des
Inositolrings, wodurch die weitere AKT-Aktivierung Uber den PI3K-Signalweg vermindert

Insulin

Glukose- Apoptose- Broliferation Protein-
Metabolismus Inhibition synthese

Abb. 2: AKT-Signaltransduktion iiber den PI3K-Signalweg und ausgewahlte AKT-
Funktionen. Dargestellt ist die Aktivierung von AKT nach Stimulation der P13-Kinase (PI3K) uber
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) oder (ber beispielsweise durch Insulin aktivierte
Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK). Die weitere Signaltransduktion sowie alle weiteren aufgefiihrten
Abkirzungen sind in Kapitel 1.1.3 detailliert beschrieben. Zudem sind ausgewahlte, vom
aktivierten AKT-Molekul vermittelte Funktionen im Rahmen des zellularen Stoffwechsels
dargestellt. Teile der Abbildung wurden unter Verwendung von Bildern von Servier Medical Art
(smart.servier.com, bereitgestellt von Servier) erstellt, welche unter einer Creative Commons
Attribution 3.0 Unported License lizensiert sind (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).



wird (Maehama and Dixon, 1998). Andererseits fiuhrt eine direkte Dephosphorylierung
der phosphorylierten Aminosauren Threonin 308 und Serin 473 am bereits aktivierten
AKT-Molekul durch die Phosphatasen PP2A oder PHLLP (PH domain leucine-rich
repeat protein phosphatase) zur Beendigung der AKT-Aktivierung (Andjelkovic et al.,
1996, Gao et al., 2005, Brognard et al., 2007) (Abb. 2).

1.1.4 AKT-Substrate

Es sind zahlreiche AKT-Substrate identifiziert worden, Gber die AKT Einfluss auf zellulare
Stoffwechselvorgdnge nehmen und so seine spezifischen Funktionen vermitteln kann.
Dabei beeinflusst AKT Uber eine Serin- und/oder Threonin-Phosphorylierung seiner
Substrate unter anderem Metabolismus, Proliferation, Wachstum und Uberleben (Hers
et al., 2011). Im Folgenden werden einige wichtige AKT-Substrate beschrieben und
deren Wirkung im zellularen Stoffwechsel aufgezeigt.

Als erstes identifiziertes AKT-Substrat gilt GSK3 (glykogen synthase kinase 3), wobei
aktiviertes AKT eine Inhibierung der GSK3 vermittelt (Cross et al., 1995). GSKS3 spielt
eine bedeutende Rolle im Glykogen-Stoffwechsel und hemmt durch Phosphorylierung
die Glykogen-Synthase und somit die Synthese von Glykogen (Embi et al., 1980). Daher
fordert das anabole Hormon Insulin die Glykogensynthese, indem AKT die GSK3 hemmt,
was zur Aktivierung der Glykogen-Synthase fuhrt (Parker et al., 1983). Weiterhin
reguliert AKT innerhalb des Insulin-Signalweges die Glukoseaufnahme sowohl tber die
Plasmamembran-Rekrutierung des Insulin-abhangigen GLUT (glucose transporter)4-
Transporters als auch Uber eine vermehrte Expression des GLUT1-Transporters (Kohn
et al., 1996, Cong et al., 1997).

AKT foérdert Gber die Phosphorylierung des Substrates Bad (Bcl-2 associated agonist of
cell death) an der Aminosaure Serin 136 die Apoptose-Inhibition und beglnstigt so das
zelluldre Uberleben (Datta et al., 1997). Auch Uber die Phosphorylierung von FOXO
(forkhead box O)-Transkriptionsfaktoren beglinstigt AKT das zellulare Uberleben und
wirkt zudem positiv auf die Proliferation (Burgering and Medema, 2003). Die zelluladren
Funktionen von FOXO-Transkriptionsfaktoren sind vielfaltig und werden vermutlich
abhangig vom Gewebetyp unterschiedlich reguliert (Calnan and Brunet, 2008). Neben
der proapoptotischen Funktion vermitteln die FOXO-Transkriptionsfaktoren eine
antiproliferative Wirkung unter anderem (iber Aktivierung des Proteins p27<°' (cyclin-
dependent kinase inhibitor 1B), wodurch der Zellzyklus in Phase G1 (gap 1) arretiert
(Medema et al., 2000, Nakamura et al., 2000). Andererseits wird den FOXO-
Transkriptionsfaktoren auch eine protektive, antiapoptotische Wirkung bei oxidativem
Stress in ruhenden Zellen zugeschrieben, die durch die Aktivierung des Proteins MnSOD
(manganese superoxide dismutase) vermittelt wird (Kops et al., 2002). Auch sind die
FOXO-Transkriptionsfaktoren an der Regulierung der zelluldren Autophagie beteiligt
(Mammucari et al., 2007, Sengupta et al., 2009).

Die FOXO1-Phosphorylierung durch AKT erfolgt an den Aminosauren Threonin 24,
Serin 256 und Serin 319; FOXO3A und FOXO4 werden an entsprechend gleichwertigen



Stellen phosphoryliert (Biggs et al., 1999, Rena et al., 1999, Brunet et al., 1999, Kops et
al., 1999). Die FOXO-Transkriptionsfaktoren bilden eine Untergruppe der Fox (forkhead
box)-Transkriptionsfaktoren, die durch das Vorhandensein einer konservierten DNA-
Bindungsdomane definiert werden (Kaestner et al., 2000). Zudem stellen die FOXO-
Transkriptionsfaktoren die einzige durch AKT regulierte Untergruppe der Fox-
Transkriptionsfaktoren dar (Burgering and Medema, 2003). Im nicht-phosphorylierten
Zustand sind die FOXO-Transkriptionsfaktoren im Zellkern lokalisiert und fordern die
Transkription ihrer Zielgene. Die AKT-vermittelte Phosphorylierung der FOXO-
Transkriptionsfaktoren fihrt hingegen zu einer Assoziation mit 14-3-3-Proteinen und
dadurch zu einem Verbleib im Zytoplasma (Brunet et al., 1999).

Eine weitere wichtige Funktion von AKT besteht in der Forderung zellularen Wachstums,
wobei diese vor allem Uber die Aktivierung des mTORC1 (mammalian target of
rapamycin complex 1)-Signalweges vermittelt wird. Dieser nimmt eine wichtige Funktion
in der Regulierung der Initiation der Translation und der ribosomalen Biogenese ein und
ist bedeutend fur die Kontrolle des zellularen Wachstums (Manning and Cantley, 2007).
Seinen Einfluss auf mTORC1 erreicht AKT Uber die Phosphorylierung von TSC2
(tuberous sclerosis 2), was eine Inaktivierung von TSC2 durch Destabilisierung innerhalb
des TSC2-Molekils mit anschlieRender Auflésung des Komplexes aus TSC1 und TSC2
zur Folge hat (Inoki et al., 2002). Der Komplex aus TSC1 und TSC2 hemmt das
stromabwarts liegende Protein Rheb. Diese Wirkung wird durch eine inhibitorische GAP
(GTPase-activating protein)-Funktion von TSC2 gegenliber dem Protein Rheb (Ras
homolog enriched in brain) vermittelt (Inoki et al., 2003a). Rheb gehort zur Ras (rat
sarcoma)-Familie der kleinen, GTP-bindenden Proteine und besitzt eine GTPase-
Aktivitat (Yamagata et al., 1994). In diesem Signalweg wirkt Rheb stimulierend auf die
mTORC1-Aktivierung (Inoki et al., 2003a). Der Mechanismus der Aktivierung von
mTORC1 durch Rheb ist bisher noch nicht vollstandig aufgeklart. Es ist bekannt, dass
Rheb fir eine direkte mMTORC1-Aktivierung in seiner GTP-gebundenen Form vorliegen
muss (Sato et al., 2009). Eine Bindung von Rheb an mTORCH1 fuhrt dabei Uber eine
Konformationsanderung zu einer allosterischen Aktivierung von mTORC1 (Yang et al.,
2017).

AKT flhrt somit insgesamt indirekt Uber die Phosphorylierung von TSC2 und der daraus
resultierenden verminderten Rheb-Inhibition zu einer vermehrten, Rheb-vermittelten
mTORC1-Aktivierung (Abb. 3).
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Abb. 3: AKT-vermittelte Stimulation des mTORC1-Signalweges. Dargestellt ist die
Aktivierung von mTORC1 ber AKT. Die detaillierte Signaltransduktion sowie alle aufgefiihrten
Abklrzungen sind in Kapitel 1.1.4 beschrieben.



Ein weiterer Weg, Uber den AKT Einfluss auf den Aktivitdtszustand von mTORC1
nehmen kann, besteht in der Phosphorylierung des Proteins PRAS40 (proline-rich AKT
substrate of 40 kDA) an der Aminosaure Threonin 246, wodurch dieses mit 14-3-3-
Proteinen bindet und die PRAS40-abhangige, inhibierende Wirkung auf mTORC1
vermindert wird (Kovacina et al., 2003, Vander Haar et al., 2007).

Der aktivierte mTORC1 phosphoryliert das Protein 4EBP1 (4E-binding protein 1) an den
Aminosauren Threonin 36 und Threonin 45, wodurch die Bindung von 4EBP1 und elF-
4E (eukaryotic translation initiation factor 4E) verhindert wird (Brunn et al., 1997, Burnett
et al., 1998). Der freie elF-4E nimmt Uber die Erkennung der mRNA-5'-cap-Struktur eine
wichtige Rolle in der Initiation der Translation ein und fordert so die Proteinbiosynthese
(Lawrence and Abraham, 1997). Weiterhin aktiviert mTORC1 durch Threonin-389-
Phosphorylierung die p70S6K (p70 S6 kinase), die schlieldlich das ribosomale Protein
S6 phosphoryliert (Burnett et al., 1998, Proud, 1996). Das Protein S6 reguliert unter
anderem die ZellgroRe bestimmter Gewebe (Ruvinsky et al., 2005, Ruvinsky and
Meyuhas, 2006).

1.2 AMPK

Wie bereits erwahnt, ist die Abstimmung komplexer zelluldrer Prozesse wie des
anabolen und katabolen Stoffwechsels durch interzellulare Kommunikation essenziell,
um im vielzelligen Organismus schnell auf sich &ndernde Umwelteinflisse oder
Bediirfnisse bestimmter Organe reagieren zu kénnen. Uber die Aktivierung des AKT-
Signalweges werden vor allem anabole Stoffwechselwege gesteigert, insofern ein
ausreichendes Nahrstoffangebot vorhanden ist und der zellulare Energiestatus dies
zulasst. Im Gegensatz dazu sind bei Nahrstoffmangel Stoffwechselvorgange im Rahmen
des AMPK-Signalweges von groRRer Bedeutung (Towler and Hardie, 2007). AMPK
(AMP-activated protein kinase) spielt eine wichtige Rolle in der Hombostase des
zellularen Energiestatus und kontrolliert diesen Uber die Detektion des AMP:ATP-
Verhaltnisses. Im Falle eines verminderten zellularen ATP-Spiegels bewirkt die aktivierte
AMPK Uber die Stimulation kataboler Signalwege und die gleichzeitige Inhibition
anaboler, ATP-verbrauchender Signalwege einen Angleich an das urspringliche
AMP:ATP-Verhaltnis (Hardie, 2007) (Abb. 4).

1.2.1 AMPK-Strukturaufbau und -Signaltransduktion

AMPK besteht aus einer katalytischen a-Untereinheit und zwei regulatorischen 3- und y-
Untereinheiten, die zusammen einen heterotrimeren Komplex bilden. Es sind
verschiedene Isoformen der einzelnen Untereinheiten bekannt: zwei Isoformen der a-
Untereinheit (a1, a2), zwei Isoformen der B-Untereinheit (81, 2) und drei Isoformen der
y-Untereinheit (y1, y2, y3) (Davies et al., 1994, Hardie, 2007). Die verschiedenen
Isoformen ermdglichen die Bildung von insgesamt 12 verschiedenen AMPK-
Heterotrimeren, die vermutlich gewebespezifisch exprimiert werden (Kjobsted et al.,
2018).



Uber die AMPK-Untereinheiten werden spezifische Funktionen innerhalb des
Gesamtproteins vermittelt. So wird AMPK an der Aminosaure Threonin 172 innerhalb
der a-Untereinheit durch eine stromaufwarts liegende Kinase phosphoryliert, was zu
einer entscheidenden AMPK-Aktivierung fuhrt (Hawley et al., 1996, Mitchelhill et al.,
1997). Zu den stromaufwarts liegenden AMPK-Kinasen gehdren LKB1 (liver kinase B1)
und CaMKKR (Ca?'/calmodulin-dependent protein kinase kinase-B). Vermutlich kénnen
auch weitere Kinasen wie die TAK1 (transforming growth factor-B-activated kinase) zu
einer AMPK-Phosphorylierung fihren (Carling et al., 2008, Momcilovic et al., 2006). Die
C-terminale Sequenz der B-Untereinheit dient der Verbindung der a- und der y-
Untereinheit (Iseli et al., 2005). Weiterhin verfugt die B-Untereinheit Uber eine Glykogen-
Bindungsdomane, Uber die AMPK zusatzlich Funktionen im Glykogen-Metabolismus
vermitteln kann (Hudson et al., 2003, Polekhina et al., 2003). Tandempaare der CBS
(cystathionine [B-synthase)-Domanen der y-Untereinheit kénnen Adenosin-Nukleotide
wie AMP und ATP binden und detektieren so den zellularen Energiestatus (Scott et al.,
2004). Eine erhohte intrazellulare AMP-Konzentration fordert die AMPK-Aktivierung zum
einen Uber eine direkte allosterische Aktivierung und zum anderen Uber die
Beeinflussung des Phosphorylierungsgrades der Aminosaure Threonin 172 (Sanders et
al., 2007). Dabei scheint AMP nicht direkt die Phosphorylierung von AMPK durch die
stromaufwarts Iiegenden Kinasen zu beeinflussen, sondern vielmehr die Deaktivierung
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Abb. 4: AMPK-Signaltransduktion und ausgewéhlte AMPK-Funktionen. Abgebildet ist die
Signaltransduktion, in deren Rahmen AMPK seine Funktion in der Homdostase des zellularen
Energiestatus vermittelt. AulRerdem sind ausgewahlte funktionelle Teilbereiche aufgelistet, Uber
die AMPK bei Energiemangel eine Erhéhung des zellularen ATP-Spiegels generiert. Die
detaillierte AMPK-Signalkaskade sowie alle aufgeflihrten Abkirzungen sind in Kapitel 1.2.1
beschrieben. Teile der Abbildung wurden unter Verwendung von Bildern von Servier Medical Art
(smart.servier.com, bereitgestellt von Servier) erstellt, welche unter einer Creative Commons
Attribution 3.0 Unported License lizensiert sind (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).



von AMPK uber Dephosphorylierung durch die Proteinphosphatase 2Ca zu vermindern
(Suter et al., 2006, Sanders et al., 2007). Neuere Erkenntnisse zeigen jedoch auch eine
direkte, AMP-vermittelte Foérderung der Threonin-172-Phosphorylierung unter der
Voraussetzung einer Myristoylierung der AMPK-B-Untereinheit (Oakhill et al., 2010).

Durch die Kombination der Effekte von AMP und der stromaufwarts liegenden Kinasen
kann insgesamt eine Aktivitatssteigerung von AMPK um den Faktor 1000 erreicht
werden (Suter et al., 2006). Hohe ATP-Konzentrationen bewirken hingegen einen
gegenteiligen Effekt und wirken antagonistisch gegeniber der AMP-vermittelten
allosterischen Aktivierung von AMPK (Corton et al., 1995). Die Aktivierung von AMPK
wird zudem im PI3K-Signalweg durch AKT inhibiert, wobei eine AMPK-Phosphorylierung
innerhalb der a-Untereinheit an der Aminosaure Serin an Position 485 (a1-Untereinheit)
bzw. an Position 491 (a2-Untereinheit) durch AKT zu einer verminderten Threonin-172-
Phosphorylierung durch die AMPK-Kinase LBK1 fuhrt (Kovacic et al., 2003, Horman et
al., 2006, Woods et al., 2003).

1.2.2 AMPK-Funktionen und -Substrate

Das Ubergeordnete Ziel der aktivierten AMPK besteht zum einen in der vermehrten
Gewinnung von ATP Uber katabole Prozesse wie der Verstoffwechselung von Glukose
und Fettsduren und zum anderen in der Verminderung des ATP-Verbrauchs innerhalb
anaboler Stoffwechselwege wie der Proteinbiosynthese (Hardie, 2007). Im
Glukosestoffwechsel fordert AMPK die zellulare Glukoseaufnahme Uber die GLUT4-
Rekrutierung an die Zelloberflache (Russell et al., 1999). Diese Funktion wird wie im
AKT-Signalweg Uber die Phosphorylierung des Substrates AS160 (AKT substrate of 160
kDa) erreicht (Treebak et al., 2006, Kramer et al., 2006). Uber eine inhibitorische Serin-
212-Phosphorylierung der Acetyl-CoA-Carboxylase ist AMPK zudem in der Regulation
der Fettsaure-Oxidation des Skelettmuskels involviert (O'Neill et al., 2014).

Im Proteinstoffwechsel erreicht AMPK eine Inhibition der Proteinsynthese Uber die
Aktivierung der eEF2K (eukaryotic elongation factor 2 kinase), was zu einer
inaktivierenden Phosphorylierung des eEF2 (eukaryotic elongation factor 2) fuhrt
(Horman et al., 2002). AuRerdem phosphoryliet AMPK TSC2 an den Aminosauren
Threonin 1227 und Serin 1345, wodurch es tber eine Hemmung von mTORC1 zu einer
verminderten Phosphorylierung der p70S6K und 4EBP1 kommt. AMPK bewirkt Uber die
Phosphorylierung von TSC2 neben der Translationsinhibition auch einen Schutz vor
durch Energiemangel ausgeldster Apoptose-Induktion (Inoki et al., 2003b). Zudem
steigert AMPK die Transkriptionsaktivitat von FOXO3A durch dessen Phosphorylierung
und bewirkt so die vermehrte Expression von Genen des Energiemetabolismus und der
Regulation von zelluldrem Stress (Greer et al., 2007).

Uber die Interaktion mit Transkriptionsfaktoren und deren Co-Aktivatoren fiihrt die
Aktivierung von AMPK zu einer verminderten Expression von Genen, die mit anabolen
Funktionen wie der Glukoneogenese oder der Lipogenese verbunden sind, sowie zur
vermehrten Expression von Katabolismus-férdernden Genen wie den mitochondrialen
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Genen (Hardie, 2007). So reguliert AMPK beispielsweise Gber die Phosphorylierung von
PGC-1a (peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-a) die
Expression zahlreicher Gene (Jager et al., 2007). PGC-1a ist ein transkriptioneller Co-
Aktivator, der seine Funktionen wie die Promotion der mitochondrialen Biogenese im
Rahmen der energetischen Homdéostase Uber die Interaktion mit verschiedenen
Transkriptionsfaktoren vermittelt (Puigserver and Spiegelman, 2003, Wu et al., 1999).
PGC-1a ist beispielsweise als Co-Aktivator von PPAR-a (peroxisome proliferator-
activated receptor a) in der Kontrolle der Transkription von Genen mit wichtiger Funktion
in der mitochondrialen Fettsaure-Oxidation involviert (Vega et al., 2000).

1.3 Kardiale Wirkung von AKT und AMPK

Auch im kardialen Metabolismus nimmt AKT zahlreiche spezifische Aufgaben wahr. Im
Herzen werden bevorzugt die Isoformen AKT-1 und AKT-2 exprimiert (Godecke et al.,
2017, Godecke et al., 2019). Einige Teilfunktionen, die zum AKT-vermittelten kardialen
Phanotyp beitragen, wurden bereits identifiziert. So nimmt AKT kardial eine wichtige
Rolle sowohl bei physiologischem als auch bei pathologischem Wachstums ein. Die
Expression einer konstitutiv aktiven AKT-1-Variante flhrte bei kurzzeitiger Expression
zu physiologischer Herzhypertrophie, bei langanhaltender Expression jedoch zu
pathologischer Herzhypertrophie, die schliel3lich in einer Kardiomyopathie und einer
Herzinsuffizienz mindete. Dabei schien besonders ein gestortes Gleichgewicht
zwischen Hypertrophie und Angiogenese zum Ubergang in einen pathologischen
Prozess beizutragen (Shiojima et al., 2005). Allgemein ist die AKT-Aktivitat vermutlich
vor allem bei physiologischer kardialer Hypertrophie gesteigert; bei pathologischer
kardialer Hypertrophie zeigt sich die Aktivitat des AKT-mTORC1-Signalweges hingegen
reduziert (Kemi et al., 2008). Eine weitere wichtige AKT-vermittelte Funktion besteht in
der Apoptose-Inhibition in Kardiomyozyten unter hypoxischen Bedingungen (Matsui et
al., 1999).

Auch einige im AKT-Signalweg stromabwarts liegende Substrate, Uber die die kardialen
AKT-Funktionen vermittelt werden, konnten identifiziert werden. Die von AKT regulierten
FOXO-Transkriptionsfaktoren spielen eine wichtige Rolle im kardialen Stoffwechsel,
wobei FOXO1 und FOXO3A in Kardiomyozyten exprimiert werden (Sengupta et al.,
2009). Den FOXO-Transkriptionsfaktoren werden abhangig vom Stresssignal
unterschiedliche  Funktionen innerhalb des kardiomyozytaren Stoffwechsel
zugeschrieben. So wirken diese bei kardiomyozytarem oxidativem Stress kardioprotektiv
und férdern das zelluldre Uberleben, was durch die vermehrte nukledre Lokalisation von
FOXO1 und FOXO3A und die verstarkte Expression kardioprotektiver FOXO-Zielgene
vermittelt wird (Sengupta et al., 2011). Allgemein wird zudem die kardiomyozytare
Autophagie sowie die Zellgrofie durch die Transkriptionsfaktoren FOXO1 und FOXO3A
reguliert (Sengupta et al., 2009). Andererseits sind FOXO-Transkriptionsfaktoren im
Rahmen von Laminopathien vermehrt aktiv und somit an der kardialen Pathogenese
beteiligt. Die Reduktion der Expression der FOXO-Transkriptionsfaktoren bei diesen
Krankheitsbildern vermindert die FOXO-vermittelte Apoptose und férdert das Uberleben
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(Auguste et al., 2018). Weiterhin fihrt eine vermehrte kardiale FOXO3A-Expression zur
Beeintrachtigung der mitochondrialen Funktion sowie zum Verlust der kardialen Masse
und geht insgesamt mit einer frGhzeitigen Mortalitat einher (Cao et al., 2013).

Auch der mTORC1-Signalweg uUbernimmt essenzielle Aufgaben im Rahmen der
kardialen Homdostase. In adulten Mausen mit induzierbarem, kardialem mTOR-
Knockout entwickelte sich schnell eine dilatative Kardiomyopathie. Diese wurde begleitet
von vermehrter Apoptose und Autophagie sowie einer 4EBP1-Akkumulation. Zudem war
die reaktive Hypertrophieantwort auf kardiale Druckbelastung deutlich vermindert,
sodass eine Herzinsuffizienz schneller eintrat (Zhang et al, 2010). In
Rattenkardiomyozyten konnte gezeigt werden, dass Rheb die Uber den mTORC1-
Signalweg vermittelte Proteinsynthese und Hypertrophie stimulieren kann (Wang et al.,
2008). Insgesamt wird AKT somit eine wichtige Aufgabe in der Foérderung des
kardiomyozytaren Uberlebens sowie der Aufrechterhaltung der kardialen Funktion zuteil
(Matsui and Rosenzweig, 2005).

AMPK nimmt im kardialen Stoffwechsel sowohl im physiologischen Zustand als auch
unter pathologischen Bedingungen wichtige protektive Funktionen ein. So wiesen Mause
mit  skelettmuskel- und herzspezifischem AMPK-B1/2-Doppel-Knockout eine
eingeschrankte kardiale Funktion auf (Sung et al., 2015). Eine wichtige Funktion von
AMPK besteht in der Verminderung der kardialen Hypertrophie sowie der Férderung der
Autophagie, was durch Inhibition des mTORC1-Signalweges erreicht wird (Chan et al.,
2004, Li et al., 2014).

Innerhalb des kardialen Stoffwechsels steigert AMPK zudem Uber die Beeinflussung
stromabwarts liegender Signalmolekile die energetische Versorgung der
Kardiomyozyten (Kim and Dyck, 2015). Dabei ist in Mausherzen die a2-Untereinheit der
AMPK die dominante Isoform (Stapleton et al., 1996). Bei Entwicklung einer durch
aortale Konstriktion induzierten Herzinsuffizienz konnte ebenfalls eine vermehrte
Expression der a2-Untereinheit nachgewiesen werden (Kim et al., 2012). Die
Entwicklung einer Herzinsuffizienz wird begleitet von metabolischen Veranderungen, die
mit einer reduzierten ATP-Konzentration einhergehen (Ingwall, 2009). Bei Herzversagen
wird AMPK eine kardioprotektive Rolle mit Verbesserung der kardialen Funktion und
verminderter Progression zuteil, wobei AMPK die kardiale Autophagie anders als im
physiologischen Zustand inhibiert (Li et al., 2018). Die AMPK-bedingte Verbesserung
der linksventrikularen Funktion wird unter anderem begleitet von einer PGC-1a-
Aktivierung (Gundewar et al., 2009). Auch PGC-1a spielt im Herzen eine wichtige Rolle
im Rahmen der energetischen Versorgung. So zeigten die Herzen von PGC-1a-
Knockout-Mausen eine energetische Verarmung mit Reduktion der ATP-Konzentration
sowie Verminderung der mitochondrialen Aktivitat, begleitet von einer eingeschrankten
Herzfunktion (Arany et al., 2005).
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1.4 AKT-Knockout-Modelle mit Fokus auf die kardiale Funktion

Eine bedeutende Mdglichkeit, den kardialen AKT-Phanotyp und das Zusammenspiel von
AKT und AMPK im kardialen Metabolismus genauer zu untersuchen, stellen AKT-
Knockout-Modelle dar. Durch globalen Knockout der AKT-1-Isoform konnte deren
Funktion innerhalb des physiologischen Wachstums des Herzens nachgewiesen werden
(DeBosch et al., 2006b). Globale AKT-2-Knockout-Mause zeigten hingegen eine
eingeschrankte kardiomyozytare Glukoseaufnahme und -oxidation, wodurch die
Bedeutung von AKT-2 im kardialen Metabolismus betont wurde (DeBosch et al., 2006a).
Unter physiologischen Bedingungen wiesen weder AKT-1- noch AKT-2-Knockout-
Mause echokardiographisch kardiale Funktionseinschrankungen auf (DeBosch et al.,
2006b, DeBosch et al., 2006a). In Tieren mit generalisiertem AKT-1-Knockout sowie
zusatzlichem, induzierbarem kardialem AKT-2-Knockout wurde 28 Tage nach Beginn
der Knockout-Induktion hingegen eine kontraktile Dysfunktion deutlich. Diese ging einher
mit metabolischen Veranderungen wie der verminderten Expression von Genen mit
wichtiger Funktion in der mitochondrialen Biogenese, der Fettsaureoxidation sowie der
oxidativen Phosphorylierung (Ock et al., 2018).

Noch deutlicher waren die kardialen Veranderungen bei Verwendung eines
induzierbaren, kardiomyozytenspezifischen AKT-1/2-Doppel-Knockouts (iICMAKT1/2-
KO) (Godecke et al., 2017, Godecke et al., 2019). Dabei entwickelten iCMAKT1/2-KO-
Mause nach Induktion des Knockouts eine progrediente kardiale Atrophie durch
Abnahme der Zellgroflie, verbunden mit einem Verlust der Herzfunktion. Die beobachtete
Herzinsuffizienz mundete nach 24,5 £+ 2,1 Tagen in einem letalen Herzversagen.
Immunhistochemisch konnte zudem bereits 10 Tage nach Beginn der Knockout-
Induktion eine zunehmende FOXO3A-Translokation aus dem Zytoplasma in den
Zellkern sowie eine transkriptionelle Aktivierung von FOXO3A-Zielgenen mit wichtiger
Funktion in der Autophagie beobachtet werden. Weitere Untersuchungen zeigten eine
fortschreitende energetische Depletion mit Abnahme des Phosphokreatin:ATP-
Verhaltnisses und Zunahme an freiem Kreatin. Dartber hinaus waren deutliche
Veranderungen des Lipidmetabolismus zu erkennen wie die Zunahme der Konzentration
von Acylcarnitinen als Hinweis auf einen gestérten mitochondrialen Fettsaureimport.
Interessanterweise wurde gezeigt, dass es trotz der im Verlauf zunehmenden
Beeintrachtigung des Energiestoffwechsels nicht wie zu erwarten zu einer Steigerung
der AMPK-Aktivitat kam. Vielmehr schien AMPK ab Tag 14 nach Beginn der Induktion
des Knockouts durch vermehrte Phosphorylierung der Aminosaure Serin 485/491
inhibiert zu werden. Es blieb allerdings unklar, welche Kinase diese inhibitorische
Funktion vermittelt. Weitere Transkriptionsanalysen zeigten zudem eine verminderte
Transkription von Genen mitochondrialer Proteine (Gédecke et al., 2017, Gddecke et al.,
2019). Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass der iCMAKT 1/2-KO mit zahlreichen
Veranderungen kardialer Funktionen einhergeht (Gddecke et al., 2017, Gédecke et al.,
2019). Daruber, wie bedeutend die einzelnen beobachteten Veranderungen innerhalb
des zellularen Stoffwechsels flr diesen Phanotyp sind, ist jedoch noch wenig bekannt.
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1.5 Signalwegmodulation mithilfe eines AAV-Systems

Die experimentelle Modulation eines Signalweges in einem lebenden Organismus kann
uber verschiedene Methoden erreicht werden. Eine Moglichkeit besteht darin, die cDNA
(complementary DNA) des Signalmolekils spezifisch in Zielzellen einzuschleusen und
so eine vermehrte Expression zu erreichen. Die Verwendung von rekombinanten Adeno-
assoziierten Viren (AAV) als Vektoren stellt eine etablierte Methode flir einen solchen
Gentransfer dar. Diese unbehdlliten, einzelstrangigen DNA-Viren bieten bei Einsatz als
Vektorsystem den Vorteil einer langfristigen Transgenexpression bei gleichzeitig
fehlender Pathogenitat (Daya and Berns, 2008). AAV werden unter anderem durch
Clathrin-abhangige Endozytose in die Zelle aufgenommen. Innerhalb der Zelle erfolgt
eine Freisetzung aus den Endosomen und eine nukledre Aufnahme, bevor es schlieflich
innerhalb des Zellkerns zur Freisetzung des viralen Genoms aus dem Viruskapsid
kommt (Bartlett et al., 2000, Nonnenmacher and Weber, 2012). Im Zellkern erfolgt die
Synthese eines komplementaren DNA-Stranges, sodass das AAV-Genom
doppelstrangig vorliegt (Zhou et al., 2008, Zhong et al., 2008). AnschlieRende
Rekombinationsereignisse fuhren besonders zu intramolekularer Zirkularisierung der
AAV-Genome, jedoch ist auch die Bildung intermolekularer Konkatemere maoglich (Choi
et al., 2005). Selten kommt es auch zu einer chromosomalen Integration des
Vektorgenoms (McCarty et al., 2004).

Im Vergleich der AAV-Serotypen 1-9 in mannlichen Mausen zeigten die mit Serotyp
AAV9 infizierten Tiere die starkste Expression des eingebrachten Zielproteins, wobei
dieses eine weite Virusverbreitung im Korper aufwies (Zincarelli et al., 2008). Auch die
murinen Herzen wurden erfolgreich durch verschiedene AAV-Serotypen infiziert. Dabei
wurde sowohl die hochste Anzahl an viralen Genomkopien als auch die starkste
Expression des Zielproteins in den Herzen der mit Serotyp AAV9 infizierten Tieren
nachgewiesen (Zincarelli et al., 2008). Trotz der erfolgreichen kardialen Infektion wiesen
die AAV9-infizierten Tiere 100 Tage nach der Infektion keine Anderungen bezliglich der
kardialen Funktion oder der Wanddicke auf. Es ist somit davon auszugehen, dass die
Herzen nicht durch die eingebrachten AAV beeinflusst werden (Zincarelli et al., 2008).
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1.6 Ziele der Arbeit

Wie zuvor ausgeflihrt, wurden bei der Analyse des iCMAKT1/2-KO-Modells zahlreiche
Veranderungen des kardialen Metabolismus und der kardialen Funktion identifiziert
(Godecke et al., 2017, Godecke et al., 2019). Jedoch ist bisher ungeklart, Gber welche
stromabwarts von AKT liegenden Signalwege dieser veranderte kardiale Phanotyp
vermittelt wird. Ziel dieser Arbeit war es, durch AAV9-vermittelte Infektion Teilfunktionen
des gestorten AKT-Signalweges im Sinne einer ,Reparatur” in vivo zu modulieren. Durch
diesen Ansatz sollte Aufschluss dariber erlangt werden, ob einer der beobachteten
Stérungen eine dominante Rolle bei der Entwicklung der kardialen Atrophie zukommt.
Im Einzelnen sollten folgende Signalwege durch AAV-Infektion beeinflusst werden:

Da AKT zelluldares Wachstum Uber mTORC1-Aktivierung fordert, konnte die
progrediente kardiale Atrophie mit reduzierter Zellgréf3e im iCMAKT 1/2-KO-Modell durch
verminderte mTORC1-Aktivitat bedingt sein (Manning and Cantley, 2007, Gédecke et
al., 2017). Daher sollte die Aktivitdt von mTORC1 durch kardiale Rheb-Expression
gesteigert werden. Weiterhin wurde im iCMAKT1/2-KO-Modell eine zunehmende
nukledre FOXO3A-Translokation, verbunden mit einer transkriptionellen Aktivierung von
FOXO3A-Zielgenen mit wichtiger Funktion in der zellularen Autophagie, beobachtet
(Godecke et al., 2017). Eine Steigerung der Autophagie Uber vermehrte Aktivitat von
FOXO3A koénnte somit eine wichtige Rolle fir die Entstehung der zellularen Atrophie
spielen. Deshalb sollte eine Verminderung der FOXO-Transkriptionsfaktoren Gber die
Expression einer die FOXO-Menge reduzierenden panFOXO shRNA (panFOXO short
hairpin RNA) erzielt werden.

Zudem sollte der Einfluss der inhibitorischen Serin-485/491-Phosphorylierung von
AMPK im iCMAKT1/2-KO auf den kardialen Phanotyp untersucht werden (Gddecke et
al., 2019). Auch hierfiir wurde ein AAV-Vektor konstruiert, der Uber die Expression einer
nicht-inaktivierbaren, phosphodefekten AMPK-a2-Variante die Wiederherstellung der
AMPK-Funktion vermitteln sollte. Als weiteres Ziel dieser Arbeit sollte untersucht
werden, inwiefern die reduzierte AMPK-Aktivitat zum Phanotyp des iCMAKT1/2-KOs
beitragt.

Zur Untersuchung der genannten Ziele wurden iCMAKT1/2-KO-Mause ca. 4 Wochen
vor Knockout-Induktion mit zuvor konstruierten AAV9-Partikeln auf Grundlage der Rheb-
und AMPK-codierenden Plasmide infiziert. Nach Induktion des AKT-1/2-Doppel-
Knockouts in Kardiomyozyten erfolgte die Untersuchung der Herzfunktion mittels
Echokardiographie im zeitlichen Verlauf sowie die Untersuchung des Uberlebens der
Mause, um eine mogliche Verbesserung der Herzfunktion zu analysieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Laborgerate und Zubehor

Tabelle 1: Verwendete Laborgerite und Zubehor mit entsprechenden Herstellerangaben

Laborgerat Hersteller: Produktbezeichung
Bildgebungssystem LI-COR Bioscience: Odyssey

Dewargefald KGW-Isotherm: Dewar Transportgefale Typ B
Eismaschine Ziegra: ZBE 70-35

FACS-Geréat BD Bioscience: BD FACSCanto |l

FACS-Rohrchen

Falcon: Polystyrene Round-Bottom Tube 5 ml (12 mm x
75 mm)

Filterpapier

GE Healthcare Life Science: Whatman GB003

Gelkamm

Bio-Rad: Mini-PROTEAN Comb, 1mm, 10-well/15-well

Gewebehomogenisator

IKA: T18 basic Ultra Turrax
Qiagen: Tissue Ruptor Il

Heiz-Misch-Platte

Eppendorf: Thermomixer comfort

Injektionsspritze

Becton Dickinson: Micro-Fine U100-Insulinspritze

Inkubationsbox

LI-COR Bioscience: Black Western Blot Incubation
Boxes Small/Medium/Large

Inkubator

Thermo Fisher Scientific: Heracell VIOS 250i CO;
Incubator

Kihl- bzw. Gefrierschrank

Liebherr: ProfiLine GKv 4310 (4 °C)
Liebherr: GNP 3056 Premium NoFrost (-20 °C)
Thermo Scientific: Revco UxF 40086V (-80 °C)

Kuhlbrutschrank Heraeus: Brutschrank B 6120
Magnetrahrer IKA: RH basic 2
Mikroplatte Greiner Bio-One: Microplate 96 Well

Mikroreaktionsgefafy

Sarstedt: Reagiergefald 1,5ml
Eppendorf: Safe-Lock Tubes 2,0 ml

Nitrozellulosemembran

GE Healthcare Life Science: Amersham Protran
0,45um NC

Pipetten

Gilson: PIPETMAN Classic P10-P5000 (1ul-5000ul)
Star Lab: ErgoOne E Mehrkanal-Pipette (10-200ul)

Pipettierhilfe

Hirschmann: pipetus

Prazisionswaage

Kern: PCB1000-2

Reagenzrbéhrchen Greiner Bio-One: Cellstar Tubes 15ml bzw. 50ml
Real-Time PCR Applied Biosystems™: StepOnePlus™ Real-Time PCR
Instrument System

Schuttler neolab: ST5 cat

Biometra: Mini Rocking Platform WT16

SDS-Page Kammer

Bio-Rad: Mini PROTEAN 3 Cell

Sicherheitswerkbank

Thermo Fisher Scientific: Safe 2020 1.8

Skalpell Feather: Feather Disposable Scalpel #23
Spektrophotometer Bio-Rad: iMark Microplate Reader
Peglab: NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer
Stickstofftank Air Liquide: GT80
Stromquelle Fisher Scientific: Fisherbrand Power Supply 608
Biometra: Standard Power Pack P25
Transfergerat Thermo Fisher Scientific: Invitrogen Power Blotter
Western Blot Thermo Fisher Scientific: Pierce G2 Fast Blotter
Vortexer Heidolph: Reax top
Waage Kern: Prazisionswaage PCB
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Wasserbad

GFL: Schittelwasserbad 1083

Zellkulturschale

TPP: Zellkulturschale 100
TPP: Zellkulturschale 150

Zellkulturtestplatte

TPP: Zellkulturtestplatte (12 Kalotten)
Greiner Bio-One: Cellstar 6 Well Cell Culture Plate (6
Kolotten)

Zellschaber

Sarstedt: Cell Scraper 83.1832

Zentrifuge

Eppendorf: Centrifuge 5415 R
Eppendorf: Centrifuge 5402
Hettich: Rotofix 32

Roth: Rotilabo-Mini-Zentrifuge
VWR: Mega Star 1.6R

2.2 Softwareprogramme

Tabelle 2: Verwendete Softwareprogramme und entsprechende Hersteller

Softwareprogramm

Hersteller

BD FACSDiva Software

BD Bioscience

GraphPad Prism 7

GraphPad Software, Inc.

Image Studio Lite Ver 5.2

LI-COR Bioscience

Microplate Manager 6

Bio-Rad

Microsoft Excel

Microsoft

NanoDrop 1000 Operating Software

Thermo Fisher Scientific

StepOne™ Software v2.1

Applied Biosystems™

Vevo LAB 1.7.1

FUJIFILM VisualSonics

2.3 Chemikalien und weitere Substanzen

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien und weitere Substanzen mit entsprechendem

Hersteller
Chemikalie Hersteller
6-Aminocapronsaure Sigma-Aldrich
Acrylamid-Bisacrylamid-Stammldsung Roth
(40%)
Albumin Fraktion V (BSA) Roth
APS Roth
Bromphenolblau Roth
n-Butanol Roth
Dinatriumhydrogenphosphat (Dihydrat) Merck
DTT Roth
EDTA Sigma-Aldrich
Essigsaure Merck
Ethanol 99,5 % VWR International
FlUssigstickstoff Linde
Glycerol Sigma-Aldrich
Glycin Sigma-Aldrich
Igepal CA-630 Sigma-Aldrich
Kaliumchlorid Merck
Kaliumdihydrogenphosphat Merck
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich
Natriumchlorid VWR Chemicals
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Proteinase K Sigma-Aldrich
Salzsaure (HCI) 25% Roth

SDS Sigma-Aldrich
TEMED Roth

Tricin Roth

Tris Roth

Tween 20 Merck

2.4 Puffersysteme und weitere Losungen

Tabelle 4: Verwendete Puffersysteme und weitere Losungen mit entsprechender

Zusammensetzung
Puffersystem/Lésung Zusammensetzung
10x Laufpuffer 2 M Glycin
250 mM Tris
1% SDS
Anodenpuffer (pH 8,8) 300 mM Tris
100 mM Tricin
Kathodenpuffer (pH 8,7) | 300 mM Aminocapronsaure
30 mM Tris

Laemmli-Puffer (4x)

15 ml 20% SDS

12,5 ml Tris-HCI (pH 6,8; 250 mM)
10 ml Glycerol

5mg 0,005% Bromphenolblau

Lysispuffer

100 mM Natriumchlorid
10 mM Tris (pH 7,4)
1% Igepal

PBS (pH 7,5)

140 mM Natriumchlorid

10 mM Dinatriumhydrogenphosphat
2,7 mM Kaliumchlorid

1,8 mM Kaliumdihydrogenphosphat

S-EDTA

140 mM Natriumchlorid

10 mM Dinatriumhydrogenphosphat
2,7 mM Kaliumchlorid

1,8 mM Kaliumdihydrogenphosphat
0,7 mM EDTA

TBS

140 mM Natriumchlorid
20 mM Tris

TBS-T (pH 7,5)

140 mM Natriumchlorid
20 mM Tris
0,1% Tween 20

2.5 Primer

Tabelle 5: In der gPCR-Analyse verwendete Primerpaare (fwd = forward primer; rev =
reverse primer); Herstellung erfolgte durch Firma Sigma-Aldrich

Primer Sequenz (5‘-3)

Kdelr1 fwd CATTTCAGGGAAGAGCCAAGT
Kdelr1 rev CTTCATGCAGGTGTTGTAGAGT
Rheb FM1 fwd CATTTTTCCTCAGACATACTCC
Rheb RM1 rev TCATAGCTGATCACCCTTTC
RhebTagfw fwd ACCGGTCATCATCACCATCAC
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| RhebTagrev rev

| GCGGTGTCTACAAGCTGAAGAT

2.6 Kits

Tabelle 6: Verwendete kommerziell erhiltliche Kits und entsprechende Hersteller

Kit

Hersteller

Halt Protease & Phosphatase Inhibitor
Single-Use Cocktail

Thermo Fisher Scientific

Odyssey Blocking Buffer in TBS

LI-COR Bioscience

Page Ruler Prestained Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific

Pierce BCA Protein Assay Reagent A

Thermo Fisher Scientific

Pierce BCA Protein Assay Reagent B

Thermo Fisher Scientific

QuantiTect Reverse Transcription Kit

Qiagen

REVERT 700 Total Protein Stain

LI-COR Bioscience

REVERT Wash Solution

LI-COR Bioscience

RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit

Qiagen

Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master
Mix (2x)

Thermo Fisher Scientific

2.7 Zellkultur

Tabelle 7: In der Zellkultur verwendete spezifische Substanzen und entsprechende
Herstellerangaben sowie Produktbezeichnung

Verwendete Substanz

Hersteller: Produktbezeichnung

Fetales Kalberserum

Gibco (Thermo Fisher Scientific): FBS,
Qualified

Grundsubstanz fur Kulturmedium

Capricorn-Scientific: DMEM High
Glucose (4,5g/)

L-Glutamin-Zellkulturersatz

Gibco (Thermo Fisher Scientific):
GlutaMAX-1 (100x)

Lipofectamine (1mg/ml)

Thermo Fisher Scientific: Lipofectamine
2000 Reagent

Nicht-essenzielle Aminosauren

Gibco (Thermo Fisher Scientific): MEM
Non-Essential Amino Acids

Optimem

Opti-MEM

Penicillin Streptomycin

Gibco (Thermo Fisher Scientific): Pen
Strep

Trypsin-EDTA

Sigma-Aldrich: Trypsin-EDTA Solution

2.8 Antikorper

Tabelle 8: Fiir Western Blot-Analysen verwendete Primarantikorper

Antikorper Referenznummer | Verdiinnung in | Hersteller
5% BSA in
TBS-T

AMPKa (F6) Mouse mAB | #2793 1:1000 Cell Signaling

Technology
Myc-Tag (9B11) Mouse #2276 1:1000 Cell Signaling
mAb Technology
FoxO3a (D19A7) Rabbit | #12829 1:1000 Cell Signaling
mAb Technology
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GFP (D5.1) XP Rabbit #2956 1:1000 Cell Signaling
mAb Technology
Phospho-AMPKa1 #4185 1:1000 Cell Signaling
(Ser485)/AMPKa2 Technology
(Ser491) Antibody
Phospho-AMPKa #2535 1:1000 Cell Signaling
(Thr172) (40H9) Rabbit Technology
mAB
Phospho-4E-BP1 #2855 1:1000 Cell Signaling
(Thr37/46) (236B4) Technology
Rabbit mAb
Phospho-p70 S6 Kinase | #9234 1:1000 Cell Signaling
(Thr389) (108D2) Rabbit Technology
mAb
Rheb (E1G1R) Rabbit #13879 1:1000 Cell Signaling
mAB Technology
Tabelle 9: Fiir Western Blot-Analysen verwendete Sekundarantikorper
Antikorper Referenznummer | Verdiinnung Hersteller
IRDye 680RD Goat anti- | 926-68070 1:15000 LI-COR
Mouse IgG Bioscience
IRDye 800CW Goat anti- | 926-32211 1:15000 LI-COR
Rabbit 19G Bioscience

2.9 Verwendung von Plasmiden

2.9.1 Grundvektoren

Tabelle 10: Verwendung von Plasmiden zur AAV-Erzeugung

(Lin et al., 2014)

Name des Plasmids Nummer | Referenznummer, | Zusatzinformationen
intern Hersteller
pAAV:cTNT::Luciferase | #615 69915, addgene Grundvektor mit AAV-

Elementen zur
potenziellen AAV-
Erzeugung

Tabelle 11: Verwendung von loxP-codierenden Plasmiden

Name des Plasmids

Nummer
intern

Referenznummer,
Hersteller

Zusatzinformationen

pSico (Ventura et al.,
2004)

#432

11578, addgene

Lentiviraler Grundvektor
mit loxP-flankierter GFP-
Expressionskassette zur
induzierbaren Aktivierung
der Expression einer
shRNA

pSicoR (Ventura et al.,
2004)

#633

11579, addgene

Lentiviraler Grundvektor
mit loxP-flankierter GFP-
Epressionskassette zur
induzierbaren
Inaktivierung der
Expression einer shRNA
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Fur die Untersuchung der in Kapitel 1.6 genannten Teilfunktionen (Rheb, panFOXO
shRNA, nicht-inaktivierbare AMPK-a2-Variante) wurden Plasmide zur potenziellen
Erzeugung von  AAV-Partikeln  konstruiert. Dazu wurde das Plasmid
-PAAV:CTNT::Luciferase” (Tabelle 10 bzw. Abb. 5), das von Lin et al. entwickelt wurde
(Lin et al., 2014), bei der Firma addgene (Watertown, Massachusetts, USA) kauflich
erworben. Dieses diente als Grundvektor fur die Konstruktion weiterer Plasmide, die zur
Erzeugung viraler AAV9-Partikel verwendet werden konnten. Die in diesem Plasmid
enthaltenen AAV2 ITR (AAV2 inverted terminal repeat)-Sequenzen dienen der
Eingrenzung des Plasmidabschnittes, der bei der Erzeugung von AAV-Partikeln
verpackt werden soll. Weiterhin sind ein Luciferase-Gen unter Kontrolle eines cTNT-
Promotors, ein Chimeric intron sowie ein SV 40 pA (Simian-Virus 40
Polyadenylierungssignal) und ein Kaninchen-3-g pA (B-Globulin
Polyadenylierungssignal) vorhanden. Der Replikationsursprung ori (origin of replication)
dient der Vervielfaltigung des Plasmids im Bakterium Escherichia coli. Das Ampicillin-
Resistenzgen (AmpR) unter Kontrolle des AmpR-Promotors erlaubt die Selektion
transformierter Bakterien mit Ampicillin. Die Herstellung der weiteren Plasmide auf
Grundlage des Plasmids ,pAAV:.cTNT::Luciferase® erfolgte durch Susanne Kister aus
dem Institut fir Herz- und Kreislaufphysiologie Uber verschiedene Klonierungsschritte.
Dabei wurden die Plasmidstrukturen innerhalb der AAV2 ITR-Sequenzen ausgetauscht,
die Ubrige Plasmidsequenz blieb unverandert. Zur Uberpriifung der korrekten
Durchfihrung erfolgte im Anschluss an die Klonierung eine Sequenzanalyse der
Expressionskassetten. Die finale Erzeugung von AAV9-Partikeln als virale Vektoren flr
das Tiermodell auf Grundlage der erstellten Plasmide erfolgte extern durch die Firma
Vector Biolabs (Malvern, Pennsylvania, USA).

000! =
T

AAV2 ITR

PAAV:CTNT::Luciferase
6047 bp

AAv2 TR g pA

t: 7 D /’// ’, 7

N 3000 —
—_—

Abb. 5: Grundvektor zur Erzeugung von AAV-Partikeln. Dargestellt ist das von Lin et al.
entwickelte Plasmid ,pAAV:cTNT::Luciferase” (Lin et al., 2014).
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In dieser Arbeit wurden unter anderem auch Plasmide konstruiert, die die induzierbare
Aktivierung bzw. Inaktivierung der Expression eines Gens erlauben sollten. Dazu wurden
die lentiviralen Plasmide ,pSico“ und ,pSicoR* der Firma addgene (Watertown,
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Abb. 6: Plasmide zur induzierbaren Aktivierung bzw. Inaktivierung der Expression einer
shRNA. Die Plasmide ,pSico“ und ,pSicoR" beinhalten wie das Plasmid ,pAAV:cTNT::Luciferase®
jeweils ein Ampicillinresistenz-Gen (AmpR) unter Kontrolle eines AmpR-Promotors sowie den
Replikationsursprung ori (origin of replication). Neben den im Text beschriebenen
Plasmidelementen verfigen beide Plasmide zusatzlich Uber eine WRPE (woodchuck hepatitis
posttranscriptional regulatory element)-Sequenz. In beiden Plasmiden sind auf3erdem die
Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme Hpal und Xhol dargestellt, an denen die shRNA

integriert wird.
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Massachusetts, USA) verwendet (Tabelle 11 bzw. Abb. 6). Uber Klonierungsschritte
erfolgte der Einbau des zu exprimierenden Gens in das Grundkonstrukt dieser Plasmide.
Das Plasmid ,pSico“ ermdglicht nach Cre-Rekombinase-abhangiger Exzision einer mit
loxP-Sequenzen flankierten GFP (green fluorescent protein)-Expressionskassette die
induzierbare Aktivierung der Expression einer shRNA (Ventura et al., 2004). Dazu
enthalt dieses Plasmid einen murinen U6-Promotor (mUG6-Promotor) sowie ein
stromabwarts liegendes und von loxP-Sequenzen umgebendes GFP-Gen unter
Kontrolle eines CMV (Cytomegalievirus)-Promotors inklusive eines verstarkenden CMV
enhancers. Das GFP-Gen erlaubt die Expression eines grun fluoreszierenden Proteins.
Das lentivirale Plasmid ,pSicoR" ermdéglicht hingegen die induzierbare Inaktivierung der
Expression einer shRNA (Ventura et al., 2004). Das Plasmid beinhaltet dazu einen
murinen U6-Promotor (mU6-Promotor) und ein stromabwarts liegendes GFP-Gen mit
vorgeschaltetem CMV-Promotor sowie einem verstarkenden CMV enhancer. Hinter dem
GFP-Gen sowie im Bereich des mU6-Promotors sind zudem loxP-Sequenzen lokalisiert,
sodass Uber die Cre-Rekombinase-abhangige Exzision dieser Kassette die Expression
einer shRNA induzierbar inaktiviert werden kann.

2.9.2 Rheb-basierte Plasmide

Tabelle 12: Verwendung von Rheb-basierten Plasmiden

Name des Plasmids Nummer | Zusatzinformationen
intern
Rheb Wildtyp #605 Plasmid mit Wildtyp-Rheb-
Expressionskassette
Rheb Q64L #606 Plasmid mit konstitutiv aktiver Rheb-
Expressionskassette
pAAV-fIGFP-Rheb Q64L #627 Plasmid auf Basis von #615 mit loxP-

flankierter GFP-Expressionskassette aus
,pSico“ zur induzierbaren Aktivierung einer
Rheb Q64L-Expressionskassette
pAAV-loxP-Rheb Q64L #628 #627 nach in vitro-Behandlung mit Cre-
Rekombinase (M0298, New England
Biolabs) mit einer verbliebenen loxP-
Sequenz

pAAV-Rheb Q64L #632 Plasmid auf Basis von #615 mit Rheb
Q64L-Expressionskassette, auf dessen
Grundlage virale AAV9-Partikel flr das
Mausmodell erzeugt wurden

Als Vektor zur Expression eines Rheb-Gens wurde zum einen das Plasmid ,Rheb
Wildtyp“ verwendet, welches ein wildtypisches Rheb-Allel enthalt. Zum anderen wurde
das Plasmid ,Rheb Q64L" mit einem mutierten Rheb-Allel benutzt. Dieses codiert flr ein
Rheb-Protein, das durch den Austausch der Aminosaure Glutamin an Position 64 durch
Leucin konstitutiv aktiv ist, was im Vergleich zum Rheb-Wildtypgen zu einer 2-3-fachen
Aktivitatssteigerung fihrt (Inoki et al., 2003a). Die detaillierten Strukturen der Plasmide
,Rheb Wildtyp“ und ,Rheb Q64L* sind dem Anhang zu entnehmen. Uber verschiedene
Klonierungsschritte erfolgte die Erzeugung von Rheb-basierten Plasmiden im AAV-
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Kontext auf Grundlage des Plasmids ,pAAV:cTNT::Luciferase“. Die funktionell wichtigen
Strukturen innerhalb der AA2 ITR-Sequenzen dieser Plasmide sind in Abbildung 7
dargestellt. Allen Plasmiden gemeinsam ist ein aus dem ,Rheb Q64L“-Plasmid
entstammendes Rheb Q64L-Gen, welches mit einem N-terminalen c-Myc Tag versehen
ist, wodurch die Expression des Rheb Q64L-c-Myc Tag-Transgens in der Western Blot-
Analyse mittels Anti-c-Myc Tag-Antikorper detektiert werden kann (Terpe, 2003). Alle in
dieser Arbeit verwendeten, Rheb-basierten Plasmide sind in Tabelle 12 dargestellt. Die
Struktur des Plasmids ,pAAV-Rheb Q64L“ diente der Erzeugung viraler AAV9-Partikel
fur die Expression von Rheb in adulten Mausen.

pAAV-fIGFP-Rheb Q64L:

C-Myc

Tag
———{CMV enhancer | CMV-Promotor >—{ loxP |- GFP 1o | Rneb asaL :>—

pAAV-oxP-Rheb Q64L:

C-Myc

Tag I\
——{CMV enhancer | CMV-Promotor >—{ loxP |——  Rheb Q4L )

pAAV-Rheb Q64L:

C-Myc

Tag I\
—cmv enhancerH CMV-Promotor >—{ Rheb Q64L l/

Abb. 7: Strukturen zwischen den AAV2 ITR-Sequenzen in Rheb-basierten Plasmiden. Die
unterschiedlichen  Rheb-basierten  Plasmide, die auf Grundlage des Plasmids
-PAAV:cTNT::Luciferase“ Uber verschiedene Klonierungsschritte erzeugt wurden, beinhalten alle
ein Rheb Q64L-Gen mit einem N-terminalen c-Myc Tag. Alle weiteren dargestellten Strukturen
und Abkulrzungen sind in Kapitel 2.9.1 erlautert.

2.9.3 PanFOXO shRNA-basierte Plasmide
Tabelle 13: Verwendung von FOXO shRNA-basierten Plasmiden

Name des Plasmids Nummer | Zusatzinformationen

intern
pSico-flIGFP-panFOXO #622 Plasmid auf Basis von ,pSico“ mit loxP-
shRNA flankierter GFP-Expressionskassette zur

induzierbaren Aktivierung einer panFOXO
shRNA-Expressionskassette
pAAV-fIGFP-panFOXO #623 Plasmid auf Basis von #615 und #622 mit
shRNA loxP-flankierter GFP-Expressionskassette
zur induzierbaren Aktivierung einer
panFOXO shRNA-Expressionskassette
pSicoR-hU6 #650 Plasmid auf Basis von ,pSicoR", in dem der
murine U6-Promotor inklusive einer loxP-
Sequenz gegen einen humanen UG-
Promotor ausgetauscht wurde
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pSicoR-hU6-panFOXO #651 Plasmid auf Basis von #650 mit zusatzlich
shRNA integrierter panFOXO shRNA-
Expressionskassette
pSicoR-mU6-panFOXO #653 Plasmid auf Basis von ,pSicoR* mit
shRNA zusatzlich integrierter panFOXO shRNA-
Expressionskassette

Das Plasmid ,pSico-fIGFP-panFOXO shRNA* enthdlt eine panFOXO shRNA-
Expressionskassette, die Cre-induzierbar aktiviert werden kann. Diese codiert fur eine
panFOXO shRNA, die gegen die FOXO1- und FOXO3A-mRNA gerichtet ist (Hribal et
al., 2003, Renault et al., 2011). Die detaillierte Struktur dieses Plasmids wird im Anhang
dargestellt. Uber verschiedene Klonierungsschritte wurde das AAV-basierte Plasmid
-PAAV-fIGFP-panFOXO shRNA® konstruiert, das die gleichen funktionell bedeutenden
Elemente wie das Plasmid ,pSico-flIGFP-panFOXO shRNA*® tragt (Abb. 8).
pAAV-fIGFP-panFOXO shRNA:

—| mUG—Prom:}I% loxP HCMV enhancer H CMV-Promotor > GFP -I loxP H shpanFOXO0 >—

Abb. 8: Strukturen zwischen den AAV2 ITR-Sequenzen in panFOXO shRNA-basiertem
Plasmid. Das Plasmid ,pAAV-fIGFP-panFOXO shRNA“ wurde Uber verschiedene
Klonierungsschritte auf Grundlage des Plasmids ,pAAV:cTNT::Luciferase“ erzeugt. Es beinhaltet
ein Gen zur Expression einer panFOXO shRNA (shpanFOXO) unter Kontrolle eines murinen U6-
Promotors (mU6-Promotor), wobei diese durch einen von loxP-Sequenzen umgebenden Bereich
aus einem GFP-Gen und einem CMV-Promotor inklusive CMV enhancer voneinander getrennt
werden. Dadurch wird die induzierbare Aktivierung der Expression des panFOXO shRNA-Gens
nach Cre-Rekombination erlaubt. Alle weiteren Abkirzungen und Strukturen sind in Kapitel 2.9.1
erklart. Das shpanFOXO-Element ist aus Ubersichtsgriinden (iberproportional gro dargestellt.

Weiterhin wurden panFOXO shRNA-basierte Plasmide auf Grundlage des Plasmids
.PSICOR" erzeugt (Abb. 9). Dabei ist die Grundstruktur der Plasmide identisch, lediglich
pSicoR-hU6:

— hue.—Pmmmc:)r>—{ CMV enhancer {  CMV-Promotor > GFP loxP

pSicoR-hU6-panFOXO shRNA:

— hUG—Promm:-r>( shpanFOX0 >—{CMV enhancer | CMV-Promotor > GFP

pSicoR-mU6-panFOX0 shRNA:

loxP
—| mU6—Promoto:>( shpanFOXO >—{ CMV enhancer H CMV-Promotor > GFP

Abb. 9: Funktionelle Strukturen von panFOXO shRNA-basierten Plasmiden, die auf
Grundlage des Plasmids ,,pSicoR“ kloniert wurden. Die Grundstruktur der Plasmide beruht
auf dem Plasmid ,pSicoR®. Im Plasmid ,pSicoR-hU6“ wurde in Klonierungsschritten der murine
U6-Protmor inklusive der loxP-Sequenz entfernt und ein humaner U6-Promotor (hU6-Promotor)
integriert. Das Plasmid ,pSicoR-hU6-panFOXO shRNA® unterscheidet sich vom Plasmid
,PSicoR-hU6* lediglich in dem stromabwarts des hU6-Promotors eingefiigten shpanFOXO-Gens
zur Expression einer panFOXO shRNA. Im Plasmid ,pSicoR-mU6-panFOXO shRNA* wurde
zusatzlich zu den Strukturen des Plasmids ,pSicoR® ein shpanFOXO-Gen integriert. Die weiteren
Abkulrzungen und funktionellen Strukturen sind in Kapitel 2.9.1 beschrieben. Das shpanFOXO-
Element ist aus Ubersichtsgriinden (iberproportional groR dargestellt.
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die fur diese Arbeit relevanten Plasmidstrukturen wurden modifiziert. Alle in dieser Arbeit
verwendeten Plasmide auf panFOXO shRNA-Grundlage sind in Tabelle 13 abgebildet.

2.9.4 AMPK-a2-basierte Plasmide
Tabelle 14: Verwendung von AMPK-basierten Plasmiden

Name des Plasmids Nummer | Zusatzinformationen
intern
pAAV-AMPK-a2 Wildtyp #644 Plasmid auf Basis von #615 mit
wildtypischer AMPK-Expressionskassette
pAAV-AMPK-a2 S491A #645 Plasmid auf Basis von #615 mit AMPK-a2

S491A-Expressionskassette zur
Expression einer nicht-inaktivierbaren
AMPK-a2-Variante, auf dessen Grundlage
virale AAV9-Partikel fir das Mausmodell
erzeugt wurden

Das Plasmid ,pAAV-AMPK-a2 S491A* (Tabelle 14 bzw. Abb. 10), dessen Struktur auf
dem ,pAAV:cTNT::Luciferase“-Grundvektor beruht, beinhaltet ein AMPK-a2 S491A-
Gen. Durch dieses Gen wird ein AMPK-a2-Protein exprimiert, in dem an Position 491
die Aminosaure Serin durch die Aminosaure Alanin ersetzt wird. Dadurch wird eine
Variante dieses Proteins erzeugt, welche nicht durch inhibitorische Phosphorylierung
inaktiviert werden kann (Coughlan et al., 2016). Weiterhin enthalt das AMPK-a2 S491A-
Gen ein N-terminales c-Myc Tag. Ein dadurch exprimiertes Transgen kann mit einem
Anti-c-Myc Tag-Antikorper in einer Western Blot-Analyse nachgewiesen werden (Terpe,
2003). Auf Grundlage dieses Plasmids wurden virale AAV9-Partikel zur AMPK-
Expression in adulten Mausen erzeugt. Das ebenfalls dargestellte ,pAAV-AMPK-a2
Wildtyp“-Plasmid unterscheidet sich vom Plasmid ,pAAV-AMPK-a2 S491A* lediglich in
der Expression eines wildtypischen AMPK-a2-Gens.

pAAV-AMPK-a2 Wildtyp:

C-Myc
Tag
—|CMV enhancer H CMV-Promotor >—{ AMPK-a2 Wildtyp :>_

pAAV-AMPK-a2 S491A:

C-Myc

Tag
——{CMV enhancer | CMV-Promotor >—{ AMPK-a2 S491A :>—

Abb. 10: Strukturen zwischen den AAV2 ITR-Sequenzen in AMPK-basierten Plasmiden. Der
Bereich zwischen den AA2 ITR-Sequenzen der Plasmide ,pAAV-AMPK-a2 Wildtyp“ und ,pAAV-
AMPK-a2 S491A* umfasst fur das ,pAAV-AMPK-a2 Wildtyp“-Plasmid ein wildtypisches AMPK-
a2-Gen und fur das ,pAAV-AMPK-02 S491A*-Plasmid das AMPK-a2-Gen mit Austausch der
Aminosaure Serin durch Alanin an Position 491 (AMPK-a2-S491A), das zur Expression einer
nicht-inaktivierbaren AMPK-a2-Variante flihrt (Coughlan et al., 2016). Alle weiteren Abklrzungen
und abgebildeten Strukturen sind in Kapitel 2.9.1 erlautert.
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2.9.5 Weitere Plasmide
Tabelle 15: Verwendung von weiteren Plasmiden

Name des Plasmids Nummer | Zusatzinformationen
intern
DS-Red #220 Plasmid zur Expression eines rot
fluoreszierenden Proteins
PGK-Cre #267 Plasmid zur Expression einer Cre-
Rekombinase

Die in Tabelle 15 dargestellten Plasmide wurden ausschlieBlich auf Zellkulturebene
verwendet. Die Darstellung der Plasmidstrukturen erfolgt im Anhang.

2.10Transgenes Mausmodell

Fir die in vivo-Experimente in adulten Mausen wurden mannliche, gleichaltrige Tiere
des Stammes ,a-MHC-mer-Cre-mer-AKT-1/2-flox* (iCMAKT1/2-KO) verwendet, die
zuvor in der Zentralen Einrichtung fur Tierforschung und wissenschaftliche
Tierschutzaufgaben der Heinrich-Heine-Universitat geztichtet wurden. Das Landesamt
fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz hat die Tierversuche inklusive der
Organentnahmen unter den Aktenzeichen A308/15 und A244/19 genehmigt. Allen
Tieren wurde freier Zugang zu Nahrung und Wasser erméglicht. Ein Ubungsschein zum
Toéten von Wirbeltieren der Spezies Maus wurde an der Zentralen Einrichtung fur
Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben absolviert und lag vor Beginn
der Experimente vor. Die Untersuchung der Herzfunktion erfolgte an iCMAKT1/2-KO-
M&usen mit bzw. ohne vorherige AAV9-Infektion. In Teiluntersuchungen wurden zudem
wildtypische Tiere mit normaler AKT-1/2-Expression verwendet.

2.10.1 AAV9-Infektion

Das gezielte Einbringen von Gensequenzen in 7-8 Wochen alte, mannliche Mause
erfolgte mithilfe von AAV9-Partikeln. Infektidse AAV9-Partikel wurden durch die Firma
Vector Biolabs (Malvern, Pennsylvania, USA) mittels Transfektion der konstruierten
Plasmide mit AAV9-Hintergrund zusammen mit zwei weiteren fur die AAV-Produktion
bendtigten Plasmiden in HEK293-Zellen erzeugt. Der Titer der erworbenen AAV9-
Partikel betrug abhangig von dem dafiir verwendeten Plasmid zwischen 2,0-5,0 * 10"
Virusgenomkopien/ml. Daraus wurden Aliquots erstellt, in denen mit PBS auf eine
Virusanzahl 1,0 * 10'? Virusgenomkopien/100 pl verdiinnt wurde. Die Mause wurden
uber einen Isofluran-Verdampfer (Isofluran Vaporizer, VetEquip) zunachst zur Einleitung
mit 3,5 % Isofluran (Isofluran Piramal, Piramal Critical Care) in einer speziellen Kammer
narkotisiert; im Anschluss erfolgte die Narkose mit 2 % Isofluran. Daraufhin wurden die
viralen AAV9-Partikel mittels Schwanzveneninjektion in die Mause eingebracht, wobei
das Injektionsvolumen 100 pl und somit 1,0 * 10" Virusgenomkopien pro Maus betrug.
Fir eine bessere Vergleichbarkeit wurde den Kontrolltieren ohne AAV9-Infektion 100 ul
PBS uber die Schwanzvene gespritzt. Die Durchfihrung der Schwanzveneninjektionen
erfolgte durch Daniela Miller aus dem Institut fir Herz- und Kreislaufphysiologie.
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Ca. 4 Wochen nach Virusinjektion wurde der AKT-1/2-Doppel-Knockout durch
Tamoxifeninjektion induziert.

2.10.2 Cre-loxP-System

Die selektive AKT-1/2-Ausschaltung aus dem Mausgenom erfolgte mithilfe des Cre-
loxP-Systems. Dieses System wurde in der Bakteriophage P1 identifiziert und dient der
Exzision definierter genomischer DNA-Abschnitte. Die Exzision erfolgt zwischen zwei
den DNA-Abschnitt in gleicher Richtung flankierenden, palindromischen loxP-
Sequenzen, wobei die Cre-Rekombinase diese Reaktion katalysiert (Sternberg and
Hamilton, 1981). Im Anschluss an die Exzision verbleibt eine hybride loxP-Sequenz im
Genom. Um einen AKT-1/2-Doppel-Knockout der mit loxP-Sequenz flankierten AKT-1-
und -2-Sequenzen ausschliellich in murinen Kardiomyozyten zu erreichen, wurde die
Expression des Cre-Rekombinase-Gens unter die Kontrolle des
kardiomyozytenspezifischen a-MHC-Promotor gestellt (Sohal et al., 2001). Die
kardiomyozytenspezifische Expression der Cre-Rekombinase dient der Vermeidung
einer AKT-1/2-Deletion in anderen Zelltypen. Weiterhin wird die Cre-Rekombinase
zusammen mit zwei verdnderten Ostrogenrezeptor-Bindungsdomanen (mutated
estrogen receptor, mer) als mer-Cre-mer-Fusionsprotein exprimiert. Die Modifikation der
Ligandenbindungsdoméane des Ostrogenrezeptors fiihrt dazu, dass murines Ostrogen
nicht mehr als Substrat an den Rezeptor binden kann. Per Injektion in die Mause
eingebrachtes Tamoxifen hingegen kann an den mutierten Rezeptor binden, wodurch
ein Transfer des Fusionsproteins aus modifiziertem Ostrogenrezeptor und Cre-
Rekombinase aus dem Zytoplasma in den Zellkern erreicht wird (Littlewood et al., 1995).
SchlieBlich kann die Cre-Rekombinase dort die Exzision der mit loxP-Sequenzen
flankierten AKT-1- und AKT-2-Sequenzen katalysieren. Diese Sequenzen kodieren fir
die ATP-Bindungsstelle der Kinase-Domanen von AKT-1 und AKT-2 (Stefanie Godecke,
persodnliche Mitteilung, 2019). Insgesamt kann somit gewahrleistet werden, dass es nur
in Kardiomyozyten und erst nach Tamoxifeninjektion zur Gendeletion kommt. Zur
Erzeugung der bendtigten Mause war zuvor die Kreuzung von Mausen, die mit loxP-
Sequenzen flankierte AKT-1/2-Sequenzen exprimieren, mit Mausen, die die Tamoxifen-
abhangige Cre-Rekombinase unter Kontrolle des a-MHC-Promotors exprimieren,
notwendig.

2.10.3 Induktion des iCMAKT1/2-KOs

Die gezielte Induktion des iICMAKT1/2-KOs erfolgte in ca. 12 Wochen alten, mannlichen
Tieren mittels Tamoxifeninjektion. Dazu wurde zunachst Tamoxifen (Sigma-Aldrich) in
Erdnussdl (Sigma-Aldrich) auf eine Konzentration von 0,5 mg/100 pl geldst. Sowohl
iICMAKT1/2-KO-Mause als auch AKT-1/2-wildtypische Tiere erhielten intraperitoneale
Injektionen von je 100 pl des Tamoxifen-Erdnussél-Gemisches an funf
aufeinanderfolgenden Tagen. Die Durchflihrung der Tamoxifeninjektionen erfolgte durch
Daniela Muller aus dem Institut fir Herz- und Kreislaufphysiologie.
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2.10.4 Echokardiographie

Die Untersuchung der murinen Herzfunktion im Zeitverlauf erfolgte mithilfe repetitiver
Echokardiographie-Analysen. Dazu wurden ab der ersten Tamoxifengabe (Tag 0)
wochentlich Herzaufnahmen angefertigt. Die Durchfuhrung der Echokardiographie-
Untersuchung erfolgte verblindet durch Dr. André Heinen aus dem Institut fir Herz- und
Kreislaufphysiologie. Vor Untersuchungsbeginn wurde das Gewicht der Tiere bestimmt.
Zur Narkoseeinleitung wurden die Mause mit 3,5 % Isofluran (Isofluran Piramal, Piramal
Critical Care) in einer Narkosebox (Induction Chamber, VetEquip) begast; zur
Aufrechterhaltung der Narkose wurde 2 % Isofluran Uber eine Narkosemaske
verabreicht. Dazu wurde ein Isofluran-Verdampfer (Isofluran Vaporizer, VetEquip)
verwendet. Zur Echokardiographie-Aufnahme wurden die Tiere in Ruckenlage auf einem
entsprechenden Tiermultifunktionstisch (Vevo Imaging Station, FUJIFILM VisualSonics)
mit integrierter Warmefunktion fixiert, sodass die Kérpertemperatur konstant auf 37 °C
gehalten wurde. Zusatzlich wurden die Tiere bei Bedarf mit einer Infrarotlampe gewarmt.
Gemessen wurde die Korpertemperatur anal. Wahrend der Aufnahmen erfolgte die
Ableitung eines Elektrokardiogramms (EKG) inklusive Herzfrequenzbestimmung sowie
die Detektion der Atemfrequenz zur Kontrolle der optimalen Narkosetiefe. Somit wurden
vergleichbare Aufnahmebedingungen garantiert. Ein auf 37 °C erwarmtes Ultraschallgel
(Aquagel, PARKER) wurde auf den zuvor enthaarten Oberkdrper der Mause
aufgetragen. Die Aufnahmen erfolgten an einem Ultraschallgerat (Vevo 2100 Imaging
System, FUJIFILM VisualSonics) Uber einen 30 MHz Schallkopf (Linear Array
Transducer MS400, FUJIFILM VisualSonics). Fur die spatere Analyse wurden dann
folgende Echokardiographie-Aufnahmen des linken Ventrikels getatigt:

o B-Mode (brightness modulation) der parasternalen langen Achse (PSLA,
parasternal long-axis) des linken Ventrikels in Systole und Diastole

o 3x (apikal, ventrikular Mitte, basal) B-Mode der parasternalen kurzen Achse
(SAX, short-axis) des linken Ventrikels in Systole und Diastole

o M-Mode (motion modulation) der parasternalen kurzen Achse (SAX, short-axis)
des linken Ventrikels auf Hohe der Ventrikelmitte

Die B-Mode-Aufnahme dient einer zweidimensionalen Darstellung der kardialen
Strukturen. Die M-Mode-Aufnahme ist eine eindimensionale Darstellung der
Gewebestrukturen im Bezug zum Zeitverlauf. Mithilfe der M-Mode-Aufnahme der
Ventrikelmitte kdnnen die kardialen Wandstrukturen der LVAW (left ventricular anterior
wall) und LVPW (left ventricular posterior wall) sowie der linksventrikulare
Innendurchmesser (LVID, left ventricular internal diameter) Gber die Zeit verfolgt werden
und Ruckschlusse auf die Myokardmasse gezogen werden (Abb. 12). Die Auswertung
der Echokardiographie-Aufnahmen erfolgte verblindet mithilfe der Software Vevo LAB
1.7.1 (FUJIFILM VisualSonics). Alle im Folgenden beschriebenen Formeln entstammen
der Formelsammlung dieses Softwareprogramms. Zunachst wurde das linksventrikulare
Volumen der Herzen am Ende der Systole (ESV, endsystolisches Volumen) und am
Ende der Diastole (EDV, enddiastolisches Volumen) mit der modifizierten Simpson-
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Methode errechnet. Die modifizierte Simpson-Methode stellt eine prazise Methode zur
Bestimmung des linksventrikuldaren  Volumens  mithilfe  zweidimensionaler
Echokardiographieaufnahmen dar (Parisi et al., 1979). Dazu wurden die Ventrikellange
in der PSLA B-Mode-Aufnahme sowie der Flacheninhalt des linken Ventrikels in den drei
SAX B-Mode-Aufnahmen jeweils in Systole und Diastole bestimmt (Abb. 11).

SAX apikal
SAX midventrikular
SAX basal

Abb. 11: Bestimmung des endsystolischen und enddiastolischen Volumens mithilfe der
modifizierten Simpson-Methode. Exemplarisch abgebildet ist die B-Mode-Aufnahme einer
parasternalen langen Achse (PSLA) des linken Ventrikels in Diastole. In diesem Aufnahmemodus
wird die Lange des Ventrikels in Systole und Diastole bestimmt. Weiterhin wird fur die Simpson-
Methode der Flacheninhalt in den B-Mode-Aufnahmen der parasternalen kurzen Achse (SAX)
des linken Ventrikels in basaler, midventrikularer und apikaler Ebene jeweils in Systole und
Diastole bestimmt. SAX-Aufnahme und PSLA-Aufnahme stehen senkrecht zueinander.

ESV bzw. EDV wurden mithilfe der folgenden Formel nach Simpson bestimmt:

o ESVin pl = (A Sys Apex + A Sys Mitte + A Sys Basis) * | Sys /3
o EDVin ul = (A Dia Apex + A Dia Mitte + A Dia Basis) * | Dia/ 3

e A = Flacheninhalt
e Sys = Systole
o Dia = Diastole
e | =Ventrikellange

Uber ESV und EDV konnten weitere Ventrikelfunktionen bestimmt werden:

o Schlagvolumen (SV) in yl = EDV - ESV
o Herzzeitvolumen (HZV) in ml/min = SV * Herzfrequenz
o Ejektionsfraktion (EF) in % = (EDV - ESV)/ EDV * 100

Auflerdem konnten die kardialen Funktionsparameter fractional area change (FAC,
Flachenanderung) und fractional shortening (FS, Verklrzungsfraktion) des linken
Ventrikels anhand folgender Formeln errechnet werden:

o FAC in % = ((A Dia Mitte - A Sys Mitte) / (A Dia Mitte)) * 100
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e A = Flacheninhalt
e Sys = Systole
e Dia = Diastole

o FSin % = ((I Dia — | Sys) / (I Dia)) * 100

o | =Ventrikellange
o Sys = Systole
o Dia = Diastole

In der M-Mode-Aufnahme der midventrikularen parasternalen kurzen Achse wurden der
Durchmesser des Ventrikellumens (LVID) und die Durchmesser der Ventrikelwande
(LVAW, LVPW) in Systole und Diastole Uber drei verschiedene Herzzyklen bestimmt.
Zudem wurden die Wandbewegungen Uber drei Herzzyklen nachgezeichnet (Abb. 12)
und dann die linksventrikulare Masse U(ber folgende Formel mithilfe des
softwaregesteuerten Analysetools ermittelt:

o Linksventrikulare Masse (LV Mass Corr (LV Trace)) in mg = 1,053 * 0,8 *
(durchschnittlicher Durchmesser der &uReren Wande in Diastole)® -
(durchschnittlicher Durchmesser der inneren Wande in Diastole)?

Aus Korpergewicht und linksventrikularer Masse konnte die Heart weight/Body weight
(HW/BW) ratio, das Verhaltnis von Herzgewicht zu Kdrpergewicht, ermittelt werden:

o HWI/BW ratio = linksventrikulare Masse / Kérpergewicht

[—LVAWs:  — — [—LVAW:d: -
D=1,511 mm D=1,438 mm

LVID;s: LVID;d:
D=2,413 mm D=2,486 mm

Abb. 12: M-Mode der midventrikularen parasternalen kurzen Achse (SAX). Exemplarisch
dargestellt ist die Markierung der Wandbewegungen zur Berechnung der linksventrikularen
Masse sowie die Bemessung der Durchmesser von Ventrikelwanden und -lumen (LVAW, LVPW,
LVID) in Systole und Diastole.
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2.10.5 Beurteilung der Belastungszeichen

Die im Rahmen des IiCMAKT1/2-KO-Modells durchgefihrte modifizierte
Uberlebensanalyse basierte auf der Beachtung von Belastungszeichen entsprechend
der im Tierversuchsantrag mit dem Aktenzeichen A244/19 aufgeflhrten
Belastungstabelle. Die darin enthaltenen Parameter dienten zur Einschatzung des
Belastungsgrades sowie zur Ermittlung von Abbruchkriterien. Dazu wurden die Tiere
mindestens einmal taglich observiert. Bis einschlief3lich Tag 21 konnten keine Anzeichen
von Belastung bei Betrachtung der Parameter Korpergewicht, Allgemeinzustand und
Spontanverhalten festgestellt werden. Ab Tag 21 und spater kam es innerhalb kurzer
Zeit zur rasch progredienten Zunahme der Belastungszeichen. Ab diesem Zeitpunkt
erfolgten taglich zwei Kontrollen der Tiere. Bei Erreichen der Abbruchkriterien anhand
einer Punktesumme aus den beobachteten Parametern zur Belastungseinschatzung
erfolgte die Tétung der Versuchstiere mittels zervikaler Dislokation. Die Uberlebenszeit
(Zeit bis zum Erreichen von Abbruchkriterien) der Tiere wurde mithilfe modifizierter
Kaplan-Meier-Uberlebenskurven dargestellt.

2.10.6 Organentnahme

Nach dem Tod der Tiere durch zervikale Dislokation wurde der Brustkorb mithilfe eines
Skalpells eroffnet. Es erfolgte die Entnahme des Herzens aus dem Brustkorb sowie das
Entfernen der Vorhéfe des Herzens inklusive der Ventilebene und der Austrittsbahnen.
Der restliche Teil des Herzens wurde in kaltem PBS blutfrei gewaschen. Daraufhin wurde
auch der rechte Ventrikel vom Rest des Herzens entfernt. Das verbliebene Herzgewebe
wurde in einer weiteren Schale mit PBS entsprechend den bendtigten Probenmengen
fur die weitere Untersuchung der Herzen halbiert. Dabei wurde ca. eine Halfte der
Herzprobe fir Proteinuntersuchungen verwendet, die andere Halfte diente als Reserve
fur gegebenenfalls erfolgende weiterfihrende Untersuchungen wie der RNA-Analyse.
Auch aus den Lebern der Tiere wurden mithilfe eines Skalpells Proben enthommen, die
ebenfalls in PBS von Blut befreit wurden. Sowohl Herz- als auch Leberproben wurden
vor dem Uberflihren in MikroreaktionsgefaRRe kurz abgetrocknet. AbschlieRend erfolgte
ein Schockeinfrieren der Proben in flissigem Stickstoff und eine Aufbewahrung der
Proben bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung.

2.10.7 Primarprobenaufbereitung

Das Herz- und Lebergewebe wurde fur die weitere Proteinuntersuchung
aufgeschlossen. Dazu wurde in ein Mikroreaktionsgefall mit der entsprechenden Probe
ca. 500 pl Lysispuffer hinzugegeben. Dieser wurde zuvor mit 1:100 Halt Protease &
Phosphatase Inhibitor Single-Use Cocktail (Thermo Fisher Scientific) erganzt. Es
erfolgte die Zerkleinerung des Gewebes fir ca. 20 Sekunden mithilfe eines
Gewebehomogenisators mit anschlieBender Lagerung der homogenisierten
Proteinextrakte auf Eis. Der Lysispuffer bewirkte einen Aufschluss der Zellmembranen,
sodass die inneren Bestandteile der Zellen inklusive der Proteine aus den Zellen
austreten konnten. Anschlielend wurden die Proben fur 10 Minuten bei 4 °C
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zentrifugiert. Danach befanden sich die Proteine im Uberstand, welcher zur
Proteinkonzentrationsbestimmung in ein neues Mikroreaktionsgefall Gbertragen wurde.

2.11Zellkultur

2.11.1 Verwendete Zelllinien

Fur die Zellkulturexperimente wurden die Zelllinien HEK293 und NIH3T3 verwendet. Bei
den HEK293-Zellen handelt es sich um eine humane embryonale Nierenzell-Zelllinie
(Graham et al., 1977), bei den NIH3T3-Zellen um eine murine Fibroblasten-Zelllinie
(Todaro and Green, 1963).

2.11.2 Kultivierung von HEK293- und NIH3T3-Zellen

Sowohl das zur Kultivierung auf Zellkulturschalen verwendete Medium der HEK293- als
auch der NIH3T3-Zellen basierte auf DMEM-Medium (Capricorn-Scientific) und den in
Tabelle 16 aufgefihrten Zusatzen. Sobald eine Konfluenz von ca. 90% erreicht war,
wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellen fir ungefahr eine Minute mit S-EDTA
gewaschen, um Rickstande des Kulturmediums zu beseitigen. Es folgte die Ablésung
der Zellen von der Zellkulturschale mittels Inkubation in Trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich)
fur ca. 5 Minuten. Die Zellen wurden daraufhin mithilfe einer Pipette in ein
Reagenzréohrchen dberflhrt. Durch Zentrifugation wurde das Trypsin-EDTA im
Uberstand wieder entfernt. AnschlieBend wurden die Zellen auf mit frischem
Kulturmedium versehenden Zellkulturschalen ausplattiert. Es erfolgte ein taglicher
Wechsel des Kulturmediums.

Tabelle 16: Zusammensetzung des in der Zellkultur verwendeten Kulturmediums

DMEM High Glucose 500 ml
FBS 58 ml
PenStrep 5,8 ml
GlutaMAX-I 5,8 mi
MEM Non-Essential Amino Acids 5,8 ml

2.11.3 Transiente Transfektion in HEK293- und NIH3T3-Zellen

Die transiente Transfektion von Plasmiden in Zellen erfolgte mittels Lipofektion, wobei
kationische Lipide in Form von Liposomen Komplexe mit der negativ geladenen DNA
bilden und so eine Fusion mit der Plasmamembran und die Aufnahme in die Zelle
begunstigen (Felgner et al., 1987). Zur Lipofektion wurde Lipofectamine 2000 (Thermo
Fisher Scientific) verwendet, welches die kationischen Liposome beinhaltet (Dalby et al.,
2004). Vor Beginn der Transfektion wurden die Zellen auf Zellkulturtestplatten
ubertragen, mit jeweils 2 ml Kulturmedium pro Well der Platte versehen und bis zu einer
Konfluenz von ungefahr 70 % wachsen gelassen. Zur Transfektion eines Plasmids
wurden in einem Mikroreaktionsgefall 250 pl Optimem (Opti-MEM) und 7 pl
Lipofectamine 2000 gemischt. In einem weiteren Mikroreaktionsgefal® wurden 250 ul
Optimem und 3 pg der entsprechenden Plasmid-DNA gemischt. Beide Ansatze wurden
fur 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen und dann zusammengegeben. Nach
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einer Wartezeit von ungefahr 30-50 Minuten erfolgte das Auftropfen des jeweiligen
Ansatzes auf die entsprechenden Zellen auf der Zellkulturtestplatte. Nach eintagiger
Inkubation  wurde das  Kulturmedium mit dem zuvor aufgetragenen
Transfektionsgemisch entfernt und frisches Kulturmedium hinzugegeben. Es erfolgte ein
taglicher Wechsel des Kulturmediums sowie der Aufschluss der Zellen (je nach
Experiment nach 2 bis 5 Tagen) durch Zelllyse (Kapitel 2.11.4). Zum Teil wurden auch
Doppeltransfektionen mit zwei Plasmiden durchgefiihrt. Dabei wurde die Gesamtmenge
an Plasmid-DNA auf 6 pg und die Menge an Lipofectamine 2000 auf 14 ul erhdht, die
Menge an Optimem blieb identisch mit der aus den Angaben flr die Einzeltransfektion.
Eine andere Moglichkeit bestand darin, identische Mengenangaben wie fir die
Einzeltransfektionen und somit weniger DNA pro Plasmid zu verwenden. Fir beide
Mdglichkeiten der Doppeltransfektion entsprach das weitere Vorgehen dem oben
beschriebenen Vorgehen flr die Einzeltransfektion.

2.11.4 Zellernte fir Proteinanalyse

Zunachst wurden Lysispuffer und Halt Protease & Phosphatase Inhibitor Single-Use
Cocktail (Thermo Fisher Scientific) in einem Verhaltnis von 1:100 zusammengegeben.
Nach Absaugen des Kulturmediums wurde das Gemisch fir ca. 2 Minuten zu den Zellen
hinzugefiigt. Die durch den Lysispuffer aufgeschlossenen Proteinextrakte und Zellreste
wurden mithilfe eines Zellschabers von den Zellkulturtestplatten entfernt und in
Mikroreaktionsgefalde Uberfihrt, die dann auf Eis gelagert wurden. Die Lysate wurden
fur 10 Minuten bei 4 °C zentrifugiert und im Anschluss der die Proteine enthaltene
Uberstand zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen in neue Mikroreaktionsgefale
Ubertragen.

2.12Untersuchung von Proteinen

2.12.1 Proteinkonzentrationsbestimmung (BCA-Test)

Eine Proteinkonzentrationsbestimmung wurde mithilfe des BCA (bicinchoninic acid,
Bicinchoninsaure)-Test durchgeflhrt (Smith et al., 1985). Die
Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte sowohl fur die in den Zellkulturexperimenten
gewonnenen Proteinproben als auch fir die Proteinproben aus Mausgewebe. Das
Vorgehen flr beide Probenarten war identisch und wie vom Hersteller des BCA-Testkits
beschrieben (Thermo Fisher Scientific). Zuerst wurde eine Verdinnungsreihe mit BSA
in bekannter Konzentration (25-1000 pg/ul) auf eine 96-Well-Mikroplatte pipettiert.
AnschlieRend wurden jeweils 5 pl der Proben zusammen mit 25 pl sterilem H>O in
Dreifachbestimmung auf die Mikroplatte pipettiert. AuRerdem wurde eine Kontrollprobe
bestehend aus 25 ul sterilem H,O aufgetragen. Zu der BSA-Verdinnungsreihe sowie
der Kontrollprobe wurden jeweils 5 ul des zuvor fiir den Zellaufschluss verwendeten, mit
Phosphatase- und Protease-Inhibitor versetzten Lysispuffers hinzugefigt. Anschlieiend
wurden jeweils 200 pl eines 50:1-Gemisches aus Pierce BCA Protein Assay Reagent A
und B (Thermo Fisher Scientific) zu der Verdlinnungsreihe, der Kontrollprobe und den
pipettierten Proben hinzugegeben. Die 96-Well-Mikroplatte wurde fur 30 Minuten bei 37
°C inkubiert. Die Absorptionsbestimmung der Proben erfolgte mithilfe eines
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Spektrophotometers bei 570 nm (iMark Microplate Reader, Bio-Rad). Dazu wurde das
Softwareprogramm Microplate Manager 6 (Bio-Rad) verwendet. Anhand einer
errechneten Eichkurve konnte die Proteinkonzentration der Proben bestimmt werden.

2.12.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach
Laemmli konnte eine Auftrennung der Proteine erreicht werden (Laemmli, 1970). Daflr
wurde zu den Proteinproben abhdngig von der im BCA-Test errechneten
Proteinkonzentration 4x-Laemmli-Puffer und Lysispuffer hinzugefiigt, um eine
Proteinzielkonzentration von 1 ug/ul zu erreichen. Zum 4x-Laemmli-Puffer wurde zuvor
noch DTT (100 mM; Roth) im Verhaltnis von 10:1 hinzugegeben. Das im 4x-Laemmli-
Puffer enthaltene anionische Detergenz SDS dient der Denaturierung der Proteine und
der Uberlagerung der Proteineigenladung. DTT dient der Reduktion von Disulfidbriicken.
Die Proben wurden zum Aufbrechen der Sekundarstruktur bei 99 °C fur 5 Minuten
aufgekocht. Fur die anschlielende Gelelektrophorese wurden ein Sammel- und ein
Trenngel nach der im Folgenden beschriebenen Zusammensetzung erstellt. Abhangig
von der GroRe des zu untersuchenden Proteins wurden dabei 10 %-Acrylamid-
Trenngele fur Proteine mit einer GréRe von ca. Uber 30 kDa und 12,5 %-Acrylamid-
Trenngele flr Proteine kleiner als ca. 30 kDa erstellt. Dabei konnten aus den in Tabelle
17 angegebenen Mengen jeweils zwei Gele gegossen werden. Jeweils 20 pl (entspricht
20 pg) der zuvor erstellen Proteinproben wurden in Geltaschen pipettiert, die durch einen
Kamm im Sammelgel erzeugt wurden. Auflderdem wurde eine weitere Geltasche mit 3 pl
eines ProteingrofRenstandards befillt (Page Ruler Prestained Protein Ladder, Thermo
Fisher Scientific). Zum Start der Gelelektrophorese wurde das beladene Gel in eine mit
Laufpuffer gefullte SDS-Page Kammer gestellt und eine Spannung von 200 V eingestellt.
Es erfolgte zunachst eine Konzentrierung der Proteine im Sammelgel und anschlielend
eine Auftrennung der Proteine im Trenngel. Die Laufzeit betrug dabei 40-90 Minuten.

Tabelle 17: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele (Mengen beziehen sich auf die
Produktion von je zwei Gelen)

2x Trenngel 10 % | 2x Trenngel 12,5 2x Sammelgel
%

H.O 5 ml 4,375 mi 3,7 ml
40% Acrylamid 2,5ml 3,125 ml 625 pl
1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5ml 2,5ml -

1 M Tris (pH 6,8) - - 625 pl
10% SDS 100 pl 100 pl 50 pl
TEMED 20 pl 20 pl 10 pl
10% APS 25 yl 25 yl 15

2.12.3 Western Blot-Analyse

Zur Ubertragung der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran wurde ein Western Blot-
Transfergerat (Invitrogen Power Blotter bzw. Pierce G2 Fast Blotter, Thermo Fisher
Scientific) verwendet. Dazu wurden Gel und Nitrozellulosemembran zusammen
zwischen jeweils zwei zuvor in Anoden- bzw. Kathodenpuffer eingelegte Filterpapiere
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gelegt. Der Transfer erfolgte bei einer konstanten Stromstarke von 1,3 A fir 7-10
Minuten. Daraufhin wurde die Nitrozellulosemembran mit einer 1:1-Mischung aus TBS
und Odyssey Blocking Buffer in TBS (LI-COR Bioscience) bei Raumtemperatur
behandelt, um im spateren Verlauf Antikorper-Wechselwirkungen mit freien
Bindungsstellen zu vermeiden. Dies erfolgte in einer Inkubationsbox, die flr eine Stunde
bei Raumtemperatur auf einem Schttler platziert wurde. Im Anschluss wurde der zuvor
in einer Primarantikdrperlésung (5% BSA in TBS-T) verdinnte primare Antikdrper
hinzugegeben. Die Inkubation fand Uber Nacht auf einem Schuttler bei einer Temperatur
von 4 °C statt. Am nachsten Morgen wurde die Nitrozellulosemembran dreimal fiir je 10
Minuten in TBS-T inkubiert, um den Uberschissigen primaren Antikdrper abzuwaschen.
Der sekundare Antikorper wurde in einer Sekundarantikorperlésung (1:1-Mischung aus
TBS und Odyssey Blocking Buffer in TBS mit 1:1000 Tween) verdunnt und zur
Nitrozellulosemembran hinzugegeben. Nach einstindiger Inkubation auf einem
Schuttler bei Raumtemperatur wurde erneut fur 10 Minuten mit TBS-T gewaschen. Nach
einem abschliellenden 10-minutigen Waschschritt in TBS erfolgte die Immundetektion
der fluoreszenzgekoppelten Sekundarantikdrper mithilfe eines Bildgebungssystems
(Odyssey, LI-COR Bioscience). Dieses System detektiert bei einer Wellenlange von 700
nm (rot) bzw. 800 nm (grin). Nach abgeschlossener Immundetektion wurde die
Nitrozellulosemembran zur Anfarbung der Gesamtproteinmenge bei Raumtemperatur
fur 5 Minuten mit dem Kit REVERT 700 Total Protein Stain (LI-COR Bioscience) und
anschlief3end zweimal fur jeweils 30 Sekunden mit dem Kit REVERT Wash Solution (LI-
COR Bioscience) behandelt. Erneut erfolgte eine Bildaufnahme. Die Bestimmung der
Gesamtproteinmenge in den jeweiligen Proben ist notwendig zur Normierung der
Antikorper-lmmunfluoreszenzsignale. Die Quantifizierung der detektierten Signalbanden
erfolgte mithilfe des Softwareprogramms Image Studio Lite Ver 5.2 (LI-COR Bioscience).
Dabei wurde zur Bestimmung der relativen Signalintensitat fir jede Proteinprobe die
Intensitat der detektierten Signalbande in Relation zur bestimmten Gesamtproteinmenge
gesetzt. Dadurch wurde eine bessere Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen
Proteinproben gewahrleistet.

2.13Untersuchung von RNA

2.13.1 RNA-Isolation

Die Isolation von RNA aus den gewonnenen murinen Herzproben erfolgte mithilfe der
Materialien sowie des Protokolls aus dem RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit (Qiagen).
Nach Gewinnung der RNA aus dem Herzgewebe wurden die Proben
spektralphotometrisch quantifiziert (NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer, Peqlab).
Es wurden ausschlieRlich Proben mit einem Absorptionsquotienten bei 260 nm und 280
nm (Azeo:Az280) von ~2,0 fiir die weiteren Schritte ausgewahlt.

2.13.2 Reverse Transkription in cDNA

Fur die reverse Transkription der RNA in cDNA wurde das Kit QuantiTect Reverse
Transcription (Qiagen) verwendet. Dabei wurde fur eine cDNA-Transkription 1 ug der
zuvor isolierten RNA verwendet. Die gDNA (genomic DNA) wurde mithilfe von gDNA
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Wipeout Buffer aus der RNA-Probe entfernt. AnschlieRend erfolgte eine Inkubation der
RNA-Probe mit zuvor hinzugegebenem Mastermix bestehend aus Quantiscript Reverse
Transcriptase, Quantiscript RT Buffer und RT Primer Mix bei 42 °C fur 15 Minuten. Die
im RT Primer Mix enthaltenen Oligo-dt und Random Primer dienten der Synthese von
cDNA aus unterschiedlichen RNA-Abschnitten. Eine im letzten Schritt durchgefiihrte
Inkubation bei 95 °C fir 3 Minuten fuhrte zum Abbruch der reversen Transkription.

2.13.3 Quantitative PCR

Die Durchflihrung einer gPCR (quantitative Polymerase-Kettenreaktion) erfolgte zur
quantitativen Bestimmung der Expression von mRNA (messenger RNA) des zu
analysierenden Gens. Der dafir verwendete und im Kit Maxima SYBR Green/Rox gPCR
Master Mix (2x) (Thermo Fisher Scientific) enthaltene Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green
lagert sich an die synthetisierten cDNA-Doppelstrange an, sodass mit der Zunahme der
synthetisierten cDNA im Laufe der PCR-Zyklen auch das Fluoreszenzsignal verstarkt
wird. Anhand der gemessenen Fluoreszenzintensitat kann somit die DNA-Menge
bestimmt werden. Weiterhin sind im verwendeten Kit bereits Maxima Hot Start Tag-DNA-
Polymerase und dNTPs (Desoxyribonukleosidtriphosphate) sowie ein Puffer enthalten,
sodass lediglich die zuvor erzeugte cDNA und die entsprechenden Primer fur das zu
untersuchende Gen nach dem folgenden Schema hinzugefligt werden mussten (Tabelle
18). Im Rahmen des Expressionsnachweises transgenen Rhebs wurden Primer zur
Amplifikation transgener Rheb-cDNA (forward/reverse primer. RhebTagfw/RhebTagrev)
sowie zur Amplifikation der Gesamtmenge an Rheb-cDNA (forward/reverse primer:
Rheb FM1/Rheb RM1) verwendet (Kapitel 2.5: Tabelle 5). Die Erkennungssequenz der
Primer zur Amplifikation transgener Rheb-cDNA liegt dabei im 5‘-c-Myc Tag-Bereich,
welcher im endogenen Rheb nicht vorkommt. So wird eine spezifische Amplifikation
transgenen Rhebs ermdglicht. Die Erkennungssequenz der Primer zur Amplifikation der
Gesamtmenge an Rheb-cDNA liegt in einem Bereich, der sowohl im endogenen als auch
im transgenen Rheb vorhanden ist.

Tabelle 18: Zusammensetzung einer PCR-Reaktion

SYBR Green/Rox qPCR 10,0 pl
Master Mix (2x)

cDNA 1,0 yl
forward primer 0,45 yM
reverse primer 0,45 yM
H20 (destilliert) 7,2 ul

Am StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems™) erfolgte die
Vervielfaltigung der cDNA anhand der in Tabelle 19 zusammengefassten Bedingungen.
Insgesamt wurden 40 Zyklen durchlaufen. AbschlieBend wurden die Schmelzkurven der
amplifizierten cDNA-Produkte bestimmt, um die Spezifitat dieser zu Uberpriifen. Dazu
erfolgte nach Erhitzen bei 95 °C fir 15 Sekunden und anschlielender einminitiger
Phase bei 60 °C eine kontinuierliche Temperatursteigerung um 0,3 °C alle 15 Sekunden
bis zu einer Temperatur von 95 °C.
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Tabelle 19: Zyklus-Parameter zur Vervielfaltigung der cDNA

Denaturierung Zyklus 1: 95 °C fur 10 Minuten

alle weiteren Zyklen: 95 °C fur 15
Sekunden

Hybridisierung und | 60 °C fur 1 Minute
Polymerisation

2.13.4 Auswertung

Die Auswertung der qPCR erfolgte mithife des Softwareprogramms StepOne™
Software v2.1 (Applied Biosystems™). Dazu wurde die Xo-Methode angewendet, bei der
der Vergleich der fir alle Proben errechneten Xo-Werte anzeigt, in welcher Probe vor
Beginn der gPCR-Analyse die grofite Menge der zu untersuchenden mRNA vorhanden
war (Sasse et al., 2003, Thomsen et al., 2010). Es erfolgte die Berechnung anhand
folgender Gleichung:

o Xo=1/ (2CT (meam)

Der fUr die Berechnung bendtigte Cr-Wert (threshold cycle) beschreibt die Anzahl der
durchlaufenen PCR-Zyklen einer amplifizierten cDNA-Probe, die notwendig sind, um
einen vorher definierten Fluoreszenz-Schwellenwert zu Uberschreiten. Der
Schwellenwert muss dabei in der logarithmischen Amplifikationsphase der qPCR liegen.
Da die einzelnen Proben jeweils zweimal zur PCR-Analyse aufgetragen wurden, erfolgte
die Berechnung eines mittleren Cr-Wertes (Ct (mean)). Nach Berechnung der Xo-Werte
erfolgte die Normierung des Xo-Wertes des zu untersuchenden Gens in einer Probe in
Relation zum Xo-Wert eines Referenzgens in der gleichen Probe. Als Referenzgen mit
geringer Differenz beztiglich des Ct-Wertes zum zu untersuchenden Gen wurde Kdelr1
(KDEL endoplasmic reticulum protein retention receptor 1) verwendet. Dieses bietet den
Vorteil, dass es im iCMAKT1/2-KO und im Wildtyp nicht verandert exprimiert wird
(Stefanie Gddecke, personliche Mitteilung, 2019). Der prozentuale Anteil der
Transkriptmenge transgenen Rhebs an der Rheb-Gesamttranskriptmenge in einer
Probe wurde durch Dividieren des normierten Xo-Wertes fur transgenes Rheb durch den
normierten Xo-Wert fur die Rheb-Gesamttranskriptmenge bestimmt.

2.14Untersuchung von Zellfluoreszenz

2.14.1 Vorbereitung der Proben

Zur Untersuchung der Zellfluoreszenz nach Transfektion eines GFP-codierenden
Plasmids in HEK293-Zellen wurden diese fur 5 Minuten zur Ablésung von der
Zellkulturschale mit Trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich) behandelt. AnschlieRend wurde das
Trypsin-EDTA Uber einen 5-mindtigen Zentrifugationsschritt wieder entfernt. Das
entstandene Zellpellet wurde in 3,5 ml FACS-Puffer (PBS, 0,5 % BSA, 2 mmol EDTA)
resuspendiert und in ein FACS-Rohrchen Uberflihrt. Nach erneuter 10-minUtiger
Zentrifugation erfolgte die vollstandige Resuspension des dabei entstandenen
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Zellpellets in 200 uyl des FACS-Puffers. Die Proben wurden anschlielfiend auf Eis
gelagert und konnten fiir die Zellfluoreszenzanalyse verwendet werden.

2.14.2 Durchflusszytometrie

Die Zellfluoreszenzanalyse erfolgte mittels FACS (fluorescence-activated cell scanning),
einer speziellen Form der Durchflusszytometrie zur Detektion von Zellen mit
Fluoreszenzsignal (Hulett et al., 1969). Dafir wurde ein FACS-Gerat (BD FACSCanto I,
BD Bioscience) verwendet. Bei der Durchflusszytometrie passieren die zu
untersuchenden Zellen einzeln einen Laserstrahl, wobei abhangig von den
Zelleigenschaften unterschiedliche dimensionslose Lichtsignale detektiert werden
kénnen. Uber das ermittelte Vorwartsstreulicht (FCS, Forward Scatter) lassen sich
Ruckschlisse auf die ZellgréolRe ziehen. Das erfasste Seitwartsstreulicht (SSC, Side
Scatter) dient der Bestimmung der Zellgranularitat. Zusatzlich erfolgte eine
Fluoreszenzdetektion der Zellen mit Fluoreszenzsignal. In dieser Arbeit wurde das
ebenfalls dimensionslose GFP-Signal gemessen. Zur Auswertung wurde das
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Abb. 13: Definition einer Zellpopulation und exemplarische Darstellung des GFP-Signals
in der durchflusszytometrischen Untersuchung.

A: Bei Auswahl der zu untersuchenden Zellpopulation ist das gemessene Signal fur das
Vorwartsstreulicht (FCS) auf der x-Achse gegen das Signal fur das Seitwartsstreulicht (SSC) auf
der y-Achse graphisch aufgetragen.

B/C: Auftragung der GFP-Intensitat (x-Achse) gegen die Anzahl an Zellen (y-Achse).
Exemplarisch abgebildet ist die Messung des GFP-Signals in einer HEK293-Zellpopulation, die
mit einem GFP-codierenden Plasmid transfiziert wurde (B). Als Kontrollprobe, in der der
Trennwert fir die Definition der fluoreszierenden, GFP-enthaltenen Population festgelegt wurde,
dienen nicht-transfizierte HEK293-Zellen (C).
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Softwareprogramm BD FACSDiva (BD Bioscience) verwendet. Die Festlegung der
hinsichtlich des Fluoreszenzsignals zu untersuchenden Zellpopulation erfolgte tUber die
Analyse von Vorwarts- und Seitwartsstreulicht der Zellen (Abb. 13 A). Dadurch konnten
Ereignisse mit geringem FCS- und SSC-Signal wie Zelltrimmer, die Gber eine potenziell
erhohte Autofluoreszenz zu falschen Ergebnissen flihren kénnen, aus der Untersuchung
ausgeschlossen werden. Ein Trennwert zwischen fluoreszierender und nicht-
fluoreszierender Population wurde Uber die Analyse einer nicht-transfizierten
Kontrollprobe bestimmt (Abb. 13 C). Dieser Trennwert dient der Bestimmung des
prozentualen Anteils der fluoreszierenden Zellen (Abb. 13 B).

2.14.3 Zellsortierung anhand eines Zellfluoreszenzsignals

Zur Aufreinigung von Zellen, die mit GFP-codierenden Plasmiden transfiziert wurden,
erfolgte  eine  FACS-basierte  Zellsortierung entsprechend des zellularen
Fluoreszenzsignals (Hulett et al., 1969). Dazu wurden die zu untersuchenden Zellproben
wie in Kapitel 2.14.1 beschrieben vorbereitet. Die Durchfihrung der Zellsortierung
erfolgte durch Dr. Priyadarshini Panjwani aus dem Institut fur Herz- und
Kreislaufphysiologie an einem daflr im Institut fir Transplantationsdiagnostik und
Zelltherapeutika (Core Flow Cytometry Facility, Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf)
zur Verfligung gestellten FACS-Gerat mit Zellsortier-Funktion (MoFlo XDP Cell Sorter,
Beckman Coulter). Anschlielend wurden die selektierten, GFP-positiven Zellen fir eine
Proteinanalyse entsprechend den Angaben in Kapitel 2.11.4 aufgearbeitet.

2.15 Statistik

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mithilfe des
Softwareprogramms GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc.). Zur Untersuchung
hinsichtlich eines signifikanten Unterschiedes zwischen zwei Gruppen wurde ein
ungepaarter t-Test durchgefuhrt. Bei der echokardiographischen Untersuchung des
kardialen Phanotyps im Zeitverlauf in iCMAKT1/2-KO-Mausen erfolgte fur den Vergleich
AAV9-infizierter Tiere und nicht-infizierter Kontrolltiere eine 2-Wege-Varianz-Analyse mit
Messwiederholung (Two Way Repeated Measures ANOVA) und anschlieRendem Sidak
Post-Hoc-Test. Es wurde zudem hinsichtlich einer Interaktion im Sinne eines
zeitabhangigen Gruppeneffektes untersucht. Die Uberlebenszeit (Zeit bis zum Erreichen
von Abbruchkriterien, Kapitel 2.10.5) AAV9-infizierter und nicht-infizierter iCMAKT1/2-
KO-Tiere wurde Uber die Bestimmung von modifizierten Kaplan-Meier-
Uberlebenskurven fiir beide Gruppen miteinander verglichen. Fiir die Uberpriifung auf
statistisch signifikante Unterschiede beziiglich der Uberlebenszeit von AAV9-infizierten
Tieren und nicht-infizierten Kontrolltieren wurde ein Logrank (Mantel-Cox)-Test
angewandt. Ein Unterschied im Rahmen der in dieser Arbeit durchgefuhrten
statistischen Verfahren wurde fir einen Wert p < 0,05 als signifikant definiert (p < 0,05 *,
p <0,01**, p<0,001**).
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung des Effektes der transienten Rheb-

Expression auf die mTORC1-Aktivitat

Ein Ziel der Arbeit bestand darin, die Bedeutung des mTORC1-Signalweges im
iICMAKT1/2-KO in adulten Mausen zu untersuchen. Zur Stimulation des mTORC1-
Signalweges sollten Rheb-codierende Plasmide dienen, die zunachst auf
Zellkulturebene untersucht wurden. Um eine Uberexpression transgenen Rhebs
nachzuweisen und den Effekt einer transienten Rheb-Expression auf die stromabwarts
liegenden Zielmolekile des mTORC1-Signalweges zu untersuchen, wurden die
Plasmide ,Rheb Wildtyp* und ,Rheb Q64L" mittels transienter Transfektion in NIH3T3-
Zellen und HEK293-Zellen eingebracht. Das Plasmid ,Rheb Q64L" beinhaltet eine
konstitutiv aktive Rheb-Expressionskassette. Die Struktur der genannten Plasmide ist in
Kapitel 2.9.2 (Tabelle 12) beschrieben und dem Anhang zu entnehmen. Dabei zeigte
sich in der Western Blot-Analyse der NIH3T3-Extrakte nach Transfektion mit den
genannten Rheb-Plasmiden neben der endogenen Rheb-Bande bei ca. 16 kDa eine
deutliche Uberexpression von Rheb mit zwei zusétzlichen Rheb-Banden (20 kDa bzw.
23 kDa, Abb. 14 A). Auch in HEK293-Zellen konnte eine Rheb-Uberexpression nach
Transfektion des Plasmids ,Rheb Q64L" gezeigt werden (Abb. 14 B).

A

Rheb - NIH3T3

%] R R-Q64L

25 kDa

B

Rheb - HEK293

%] R

25 kDa

ana.
transgen
n— —

—  — | g Rheb
endogen

15 kDa 15 kDa ol

Abb. 14: Western Blot-Analyse der Rheb-Expression nach transienter Transfektion der
Plasmide ,,Rheb Wildtyp“ und ,,Rheb Q64L".

A: Rheb-Signal in NIH3T3-Zellen (ca. 16 kDa + 20 kDa + 23 kDa)

B: Rheb-Signal in HEK293-Zellen (ca. 16 kDa + 20 kDa + 23 kDa)

Abkiirzungen: @: nicht-transfizierte NIH3T3-/HEK293-Kontrollprobe; R: Plasmid ,Rheb Wildtyp*;
R-Q64L: Plasmid ,Rheb Q64L".

AnschlieBend erfolgte in den transfizierten NIH3T3-Zellen die Untersuchung des
Phosphorylierungsstatus der Proteine p70S6K sowie 4EBP1. Dabei konnte in der
Western Blot-Analyse eine gesteigerte Threonin-389-Phosphorylierung der p70S6K
sowohl fur die Transfektion des Plasmids ,Rheb Wildtyp* als auch fur die des ,Rheb
Q64L“ nachgewiesen werden (Abb. 15 A/C). Nach Quantifizierung mittels
Gesamtproteinanfarbung ergab sich fir das transfizierte ,Rheb Wildtyp“-Plasmid eine
Steigerung der Signalintensitat um den Faktor 2,46 im Vergleich zur nicht-transfizierten
Kontrollprobe. Fir das aktivierte ,Rheb Q64L"“-Plasmid lag eine Steigerung der
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Signalintensitat um den Faktor 3,59 vor. Beide Signalunterschiede erwiesen sich in vier
unabhangigen Transfektionen im Vergleich zu nicht-transfizierten Kontrollproben im
ungepaarten t-Test als statistisch signifikant. Auch die Western Blot-Analyse der
Threonin-37/46-Phosphorylierung von 4EBP1 zeigte eine Zunahme dieses Signals in
den beiden transfizierten Proben im Vergleich zu der nicht-transfizierten Kontrollprobe
(Abb. 15 B/D). Wie in der Western Blot-Analyse fur Phospho-p70S6K wurde auch hierbei
nach Normierung mittels Gesamtproteinanfarbung eine signifikant hdohere
Signalintensitdt der Phospho-4EBP1-Bande in der Proteinprobe des transfizierten
Plasmids ,Rheb Q64L* (Faktor 2,41) als in der des Plasmids ,Rheb Wildtyp* (Faktor
1,79) festgestellt. Erneut erwiesen sich beide Unterschiede als statistisch signifikant (n
= 4). Insgesamt konnte somit gezeigt werden, dass es nach Transfektion der Rheb-
codierenden Plasmide zu einer Uberexpression transgenen Rhebs kommt und dass
insbesondere das Einbringen der Rheb Q64L-Variante zu einer verstarkten
Phosphorylierung von im mTORC1-Signalweg stromabwarts von Rheb liegenden
Proteinen fiihrt. Diese Befunde sprechen dafir, dass durch die Uberexpression beider
Rheb-Varianten eine mTORC1-Aktivierung erfolgte.
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Abb. 15: Western Blot-Analyse des Phosphorylierungsstatus von p70S6K und 4EBP1 nach
transienter Transfektion der Plasmide ,,Rheb Wildtyp“ und ,,Rheb Q64L*“ in NIH3T3-Zellen
(n = 4). Statistisch signifikante Unterschiede werden abgebildet fur: * p < 0,05, ** p < 0,01, ** p
< 0,001 (ungepaarter t-Test).

A: Phospho-T389-p70S6K-Signal (ca. 70 kDa)

B: Phospho-T37/46-4EBP1-Signal (ca. 16-23 kDa)

C/D: Quantifizierung der jeweiligen Signale nach Gesamtproteinanfarbung. Dazu wurden die
Ergebnisse der Western Blot-Analysen von je vier identischen Plasmid-Transfektionen gemittelt.
Abkiirzungen: @: nicht-transfizierte NIH3T3-Kontrollprobe; R: Plasmid ,Rheb Wildtyp*; R-Q64L:
Plasmid ,Rheb Q64L"
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3.2 Untersuchung eines Plasmids mit AAV9-Hintergrund zur

induzierbaren Rheb Q64L-Expression

Aufgrund der in Kapitel 3.1 nachgewiesenen Zunahme des Phosphorylierungsstatus von
Zielmolekilen des mTORC1-Signalweges durch Rheb-Uberexpression wurde im
Anschluss ein geeignetes Plasmid zur Erzeugung viraler AAV9-Partikel fur die
Expression in adulten Mausen erstellt. Das dafur hergestellte Plasmid ,pAAV-fIGFP-
Rheb Q64L“ (Kapitel 2.9.2: Tabelle 12, Abb. 7) enthalt ein mit loxP-Sequenzen
flankiertes GFP-Gen, das ein Rheb Q64L-Gen von dem dazugehdrigen CMV-Promotor
trennt und so eine induzierbare Rheb Q64L-Expression ermoéglichen soll. In der Theorie
kommt es nach Expression einer Cre-Rekombinase zur Exzision des GFP-Gens
inklusive einer loxP-Sequenz. Der CMV-Promotor kommt so vor dem Rheb Q64L-Gen
zu liegen und foérdert dann die Expression des Rheb Q64L-Gens (Abb. 16). Der Vorteil
einer induzierbaren Expression des Rheb-Gens besteht darin, dass bei Anwendung in
adulten Mausen der Zeitpunkt der Expression des Transgens gezielt gesteuert werden
kénnten. Auferdem koénnte eine kardiomyozytenspezifische Transgenexpression
erreicht werden.

pAAV-fIGFP-Rheb Q64L: Erwartete Expression
GFP Rheb
=

ag
=] CMV enhancer | CMV-Promotor GFP [ioxP | Rheb QB4L +

Cre-Rekombinase-
Behandlung
Tag

——CMV enhancer || CMV-Promotor loxP Rheb QB4L . *

Abb. 16: Cre-vermittelte Exzision der GFP-Expressionskassette und Aktivierung der Rheb-
Expression. Zum besseren Verstandnis des in diesem Teilexperiment untersuchten Plasmids
-PAAV-fIGFP-Rheb Q64L" sind dessen Strukturen innerhalb der AAV2 ITR-Sequenzen noch
einmal dargestellt. Zudem ist der Schritt der Behandlung des Plasmids ,pAAV-fIGFP-Rheb Q64L*
mit einer Cre-Rekombinase veranschaulicht. Eine ausfuhrliche Beschreibung aller dargestellten
Strukturen und Abkulrzungen erfolgt in Kapitel 2.9.2.

3.2.1 Charakterisierung des erzeugten Plasmids

In einem ersten Schritt wurde die Funktionalitat des Plasmids ,pAAV-fIGFP-Rheb Q64L*
im Sinne einer korrekten Exzision des GFP-Gens nach Expression einer Cre-
Rekombinase sowie der daraufhin folgenden Expression des Rheb-Gens in der
Zellkultur untersucht. Dazu wurde das Plasmid ,pAAV-fIGFP-Rheb Q64L“ mittels
transienter Transfektion in HEK293-Zellen eingebracht. Es erfolgte eine
Doppeltransfektion entweder mit dem Plasmid ,PKG-Cre“ zur Expression einer Cre-
Rekombinase in den HEK293-Zellen oder mit dem Plasmid ,DS-Red” als Kontrolle zur
Transfektion vergleichbarer Mengen an Plasmid-DNA (Kapitel 2.9.5: Tabelle 15).
Zunachst wurde in einer durchflusszytometrischen Untersuchung das GFP-Signal beider
Proben analysiert (Abb. 17).
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Abb. 17: Durchflusszytometrische Untersuchung des GFP-Signals nach Plasmid-
Transfektion in HEK293-Zellen (n = 1).

A: Histogramme der FACS-Analysen der Zellpopulationen

B: prozentualer Anteil der detektierten GFP-positiven Zellen an der Gesamtanzahl aller Zellen
C: durchschnittlich pro Zelle gemessene, dimensionslose GFP-Intensitat

Abkiirzungen: @: nicht-transfizierte HEK293-Kontrollprobe; AAV-GFP-R-Q64L + Red (1:2):
Doppeltransfektion der Plasmide ,pAAV-fIGFP-Rheb Q64L"“ und ,DS-Red“ im Verhaltnis 1:2;
AAV-GFP-R-Q64L + Cre (1:2): Doppeltransfektion der Plasmide ,pAAV-fIGFP-Rheb Q64L“ und
,PGK-Cre* im Verhaltnis 1:2.
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Dabei zeigte sich ein deutlich verstarktes GFP-Signal in den mit dem Plasmid ,pAAV-
fIGFP-Rheb Q64L“ und dem Kontrollvektor ,DS-Red* bzw. ,PGKC-Cre*
doppeltransfizierten Proben im Vergleich zur Kontrolle aus nicht-transfizierten HEK293-
Zellen, die keine Plasmid-Transfektion erhielt (Abb. 17 A). Bei dem in der nicht-
transfizierten Kontrollprobe detektierten Fluoreszenzsignal handelt es sich vermutlich
um Autofluoreszenz. Im Vergleich der beiden doppeltransfizierten Proben untereinander
wurde deutlich, dass in der Probe mit Doppeltransfektion der Plasmide ,pAAV-fIGFP-
Rheb Q64L“ und ,PGK-Cre* die GFP-Signalintensitdt geringer war als bei
Doppeltransfektion mit dem Plasmid ,DS-Red“. Im Vergleich zeigte die
durchflusszytometrische Messung fur die Probe mit zusatzlich transfiziertem ,PGK-Cre*-
Plasmid sowohl einen verminderten prozentualen Anteil an GFP-positiven Zellen (Abb.
17 B) an der Gesamtzahl aller untersuchten Zellen als auch eine geringere
durchschnittliche GFP-Intensitat pro Einzelzelle (Abb. 17 C) als die Probe mit
Transfektion des Plasmids ,DS-Red".

In der anschlielienden Western Blot-Analyse wurde die Expression in HEK293-Zellen
nach erfolgter Transfektion untersucht (Abb. 18). Zunachst wurde dabei das GFP-Signal
in den verschiedenen Proben analysiert (Abb. 18 A/B). Es zeigte sich wie bereits in der
durchflusszytometrischen Untersuchung eine GFP-Expression in den
doppeltransfizierten Proben, in der nicht-transfizierten Kontrollprobe konnte keine GFP-
Expression nachgewiesen werden. Auch war ein starkeres GFP-Signal in den Proben
zu verzeichnen, die zuséatzlich mit dem Plasmid ,DS-Red” transfiziert wurden, als in den
Proben mit zusatzlicher Transfektion des Plasmids ,PGK-Cre“. Die Ergebnisse dieser
Western Blot-Analyse der GFP-Expression in den transfizierten HEK293-Zellen stimmte
somit mit denen der durchflusszytometrischen Untersuchung Uberein.

Anschlieend wurde die Rheb-Expression untersucht (Abb. 18 C). Eine endogene Rheb-
Bande bei ca. 16 kDa konnte in allen Proben nachgewiesen werden. In der mit den
Plasmiden ,pAAV-fIGFP-Rheb Q64L" und ,PGK-Cre* doppeltransfizierten Probe wurde
nur ein schwaches transgenes Rheb-Signal (ca. 23 kDa) exprimiert. Weiterhin wurde
deutlich, dass auch in den Proben, die mit den Plasmiden ,pAAV-flIGFP-Rheb Q64L" und
,DS-Red”“ doppeltransfiziert wurden, ein transgenes Rheb-Signal zu detektieren war. Fir
das Plasmid ,pAAV-fIGFP-Rheb Q64L“ war dies so nicht zu erwarten, da bei der
Doppeltransfektion mit ,DS-Red” keine Cre-Rekombinase vorhanden ist, die die Exzision
des GFP-Gens und dadurch die Lokalisation des CMV-Promotors vor dem Rheb Q64L-
Gen auslésen kann. Die nicht-transfizierte Kontrollprobe zeigte hingegen keine
transgene Rheb-Bande. Bei der Untersuchung der Threonin-389-Phosphorylierung der
stromabwarts von Rheb liegenden p70S6K wurde kein Unterschied zwischen den mit
,DS-Red” und ,PGK-Cre* doppeltransfizierten Proben nachgewiesen (Abb. 18 D/E).
Aulerdem zeigte die nicht-transfizierte Kontrollprobe eine héhere Signalintensitat als die
transfizierten Proben (Abb. 18 E).
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Abb. 18: Western Blot-Analyse der GFP- und Rheb-Expression sowie des Phospho-
p70S6K-Signals nach Plasmid-Transfektion in HEK293-Zellen (n = 1). Die Doppeltransfektion
der Plasmide erfolgte in einem Verhaltnis von 1:2 bzw. 1:4.

A: GFP-Signal (ca. 27 kDa)

B: Quantifizierung des GFP-Signals nach Gesamtproteinanfarbung

C: Rheb-Signale (ca. 16 kDa bzw. ca. 23 kDa)

D: Phospho-T389-p70S6K-Signal (ca. 70 kDa)

E: Quantifizierung des Phospho-T389-p70S6K-Signals nach Gesamtproteinanfarbung
Abkiirzungen: @: nicht-transfizierte HEK293-Kontrollprobe; AAV-GFP-R-Q64L + Cre:
Doppeltransfektion der Plasmide ,pAAV-fIGFP-Rheb Q64L“ und ,PGK-Cre*; AAV-GFP-R-Q64L
+ Red: Doppeltransfektion der Plasmide ,pAAV-fIGFP-Rheb Q64L* und ,DS-Red".

Insgesamt liel3 sich somit festhalten, dass die Transfektion des Plasmids ,pAAV-fIGFP-
Rheb Q64L“ zwar zur Expression eines GFP-Signals und zur Reduktion dieses GFP-
Signals bei Koexpression einer Cre-Rekombinase fiihrt. Jedoch kam es nicht zu der
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erwarteten starken Zunahme der transgenen Rheb-Expression. Auch konnte ein
transgenes Rheb-Signal ohne zusatzlich vorhandene Cre-Rekombinase detektiert
werden.

3.2.2 Invitro Cre-Exzision einer GFP-Expressionskassette

Aufgrund der in Kapitel 3.2.1 gewonnenen Erkenntnisse sollte untersucht werden, ob die
Rekombination an sich der Grund fir die ausbleibende Zunahme der Rheb-Expression
nach Aktivierung der Cre-Rekombinase ist. Dazu sollte zunachst ausgeschlossen
werden, dass die loxP-Sequenz, die nach Exzision der GFP-Kassette durch die Cre-
Rekombinase zwischen CMV-Promotor und Rheb Q64L-Gen verbleibt (Kapitel 3.2, Abb.
16), die Expression des Rheb Q64L-Gens behindert und somit die Ursache fur die
ausbleibende Zunahme der Expression transgenen Rhebs im vorherigen Experiment
darstellt. Zur Uberpriifung wurde das Plasmid ,pAAV-fIGFP-Rheb Q64L* in vitro mit einer
Cre-Rekombinase behandelt, sodass bereits vor Transfektion des Plasmids in Zellen
das mit loxP-Sequenzen flankierte GFP-Gen aus dem Plasmid ausgeschnitten wurde.
Das so entstandene Plasmid ,pAAV-loxP-Rheb Q64L" (Abb. 19 A; Kapitel 2.9.2: Tabelle
12, Abb. 7) enthielt somit nur noch eine nach der GFP-Exzision Ubrigbleibende loxP-
Sequenz zwischen dem CMV-Promotor und dem Rheb Q64L-Gen. Dieses Plasmid
wurde mittels transienter Transfektion in HEK293-Zellen eingebracht und die Zellen
anschlief3end in einer Western Blot-Analyse auf Rheb- und Phospho-p70S6K-Signale
hin untersucht (Abb. 19). Zusatzlich wurde in der Western Blot-Analyse die bereits in
Kapitel 3.1 verwendete Probe einer transienten Transfektion des Plasmids ,Rheb Q64L"
in HEK293-Zellen analysiert. Aus den Ergebnissen in Kapitel 3.1 war bereits bekannt,
dass die Transfektion dieses Plasmids zu einer deutlichen Expression transgenen
Rhebs flhrt. Auch die Proben der Doppeltransfektion des Plasmids ,pAAV-fIGFP-Rheb
Q64L“ mit ,PGK-Cre“ bzw. ,DS-Red" aus Kapitel 3.2.1 wurden zum Vergleich mit
analysiert.

Dabei zeigte die mit dem Plasmid ,pAAV-loxP-Rheb Q64L“ transfizierte Probe im
Vergleich zur nicht-transfizierten Probe und zu den Proben der Doppeltransfektion aus
Kapitel 3.2.1 ein deutlich starkeres transgenes Rheb-Signal (ca. 23 kDa, Abb. 19 B/C).
Dieses Signal war hinsichtlich der Intensitat ungefahr mit der des transfizierten Plasmids
.,Rheb Q64L" vergleichbar, weshalb nicht von einer Beeinflussung der Expression des
Rheb Q64L-Gens durch die loxP-Sequenz auszugehen war. Auch bei der Analyse des
Threonin-389-Phosphorylierungsstatus der p70S6K konnte eine im Vergleich zur nicht-
transfizierten Kontrollprobe und den doppeltransfizierten Proben aus Kapitel 3.2.1
verstarkte Phosphorylierung in der Probe des transfizierten Plasmids ,pAAV-loxP-Rheb
Q64L" nachgewiesen werden (Abb. 19 D/E). Hierbei fiel diese ebenfalls dhnlich stark
aus wie die Phospho-p70S6K-Phosphorylierung der Probe des transfizierten Plasmids
,Rheb Q64L". Zusammenfassend konnte nach Transfektion des in vitro mit einer Cre-
Rekombinase behandelten Plasmids ,pAAV-loxP-Rheb Q64L" sowohl eine Steigerung
der Rheb-Aktivitat als auch eine verstarkte Phosphorylierung des Proteins p70S6K
festgestellt werden. Somit stellte die im Plasmid ,pAAV-loxP-Rheb Q64L" verbliebene
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loxP-Sequenz vermutlich nicht die Ursache flir fehlende vermehrte Rheb-Expression
nach GFP-Exzision im Plasmid ,pAAV-flGF-Rheb Q64L* dar.
A
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Abb. 19: Western Blot-Analyse der Rheb-Expression und des Phospho-p70S6K-Signals
nach Plasmid-Transfektion in HEK293-Zellen (n = 1).

A: Strukturen des Plasmids ,pAAV-loxP-Rheb Q64L" innerhalb der AAV2 ITR-Sequenzen. Eine
ausfihrliche Beschreibung der dargestellten Strukturen und Abktrzungen erfolgt in Kapitel 2.9.2.
B: Rheb-Signale (ca. 16 kDa bzw. 23 kDa)

C: Quantifizierung des transgenen Rheb-Signals nach Gesamtproteinfarbung

D: Phospho-T389-p70S6K-Signal (ca. 70 kDa)

E: Quantifizierung des Threonin-389-Phosphorylierungsstatus nach Gesamtproteinanfarbung
Abkiirzungen: J: nicht-transfizierte HEK293-Kontrollprobe; AAV-loxP-R-Q64L: Plasmid ,pAAV-
loxP-Rheb Q64L% R-Q64L: Plasmid ,Rheb Q64L"; AAV-GFP-R-Q64L + Cre (1:2):
Doppeltransfektion der Plasmide ,pAAV-fIGFP-Rheb Q64L“ und ,PGK-Cre® im Verhaltnis 1:2;
AAV-GFP-R-Q64L + Red (1:2): Doppeltransfektion der Plasmide ,pAAV-flIGFP-Rheb Q64L*“ und
,DS-Red” im Verhaltnis 1:2.

3.2.3 Untersuchung einer Rheb Q64L-Mutante zur AAV9-Erzeugung
Die Ergebnisse aus Kapitel 3.2.2 zeigten zwar, dass die im Plasmid ,pAAV-loxP-Rheb
Q64L" verbliebene loxP-Sequenz zwischen CMV-Promotor und Rheb Q64L-Gen die
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Expression von transgenem Rheb vermutlich nicht beeinflusst. Jedoch blieb unklar, ob
die im Plasmid ,pAAV-loxP-Rheb Q64L"“ zwischen CMV-Promotor und Rheb Q64L-Gen
verbliebene loxP-Sequenz zu einer Rekombination zwischen mehreren Einzelmolekilen
fuhrt, wenn die Plasmide in Cre-Rekombinase-exprimierende Zellen eingeschleust
werden. Um diese Moglichkeit zu Uberprifen, wurde die im Plasmid ,pAAV-loxP-Rheb
Q64L" nach Cre-Exzision des GFP-Gens verbliebene loxP-Sequenz entfernt, sodass
nun das Rheb Q64L-Gen direkt hinter dem CMV-Promotor liegt. Das so entstandene
Plasmid ,pAAV-Rheb Q64L" (Kapitel 2.9.2: Tabelle 12, Abb. 7) fihrt in der Theorie direkt
nach Transfektion bzw. im Tiermodell nach Infektion durch virale AAV9-Partikel zu einer
Expression von Rheb Q64L. In einem weiteren Zellkulturexperiment sollte untersucht
werden, ob durch Transfektion des neu erstellten Plasmids ,pAAV Rheb Q64L“ eine
ahnlich starke Expression transgenen Rhebs erzielt werden kann wie durch Transfektion
des Plasmids ,pAAV-loxP-Rheb Q64L". Dazu erfolgte eine transiente Transfektion der
beiden Plasmide in HEK293-Zellen, um die Transgenexpression direkt vergleichen zu
konnen. Zusatzlich sollte die Interaktion der im ,pAAV-loxP-Rheb Q64L“-Plasmid
enthaltenen loxP-Sequenz mit einer in vivo exprimierten Cre-Rekombinase naher
untersuchen werden. Daher erfolgte eine Doppeltransfektion des Plasmids ,pAAV-loxP-
Rheb Q64L" mit den Plasmiden ,PGK-Cre*“ oder ,DS-Red*, wobei letzteres lediglich als
Kontrolle transfiziert wurde, um bei den Doppeltransfektionen insgesamt eine
vergleichbare Menge an Plasmid-DNA zu transfizieren. Zur Vergleichbarkeit wurde auch
das Plasmid ,pAAV-Rheb Q64L“ mit dem Plasmid ,DS-Red* doppeltransfiziert.

In der anschlielenden Western Blot-Analyse der Rheb-Expression wurde eine
zusatzliche transgene Rheb-Bande (ca. 23 kDa) sowohl nach Transfektion mit dem

B
Rheb
AAV- AAV- Rheb transgen
loxP- AAV- loxP- 2.0 -
R-Q64L R-Q64L R-Q64L ®
%] + Red + Red Cre  +Cre ‘E’ 1.5
25kDa =
. S < Rheb g 101
transgen 1=
— © o051
15 kDa < Rneb =
endogen 0.0 . .

Abb. 20: Western Blot-Analyse der Rheb-Expression nach Doppeltransfektion der
Plasmide ,,pAAV-loxP-Rheb Q64L“ bzw. ,,pAAV-Rheb Q64L“ zusammen mit den Plasmiden
,PGK-Cre“ oder ,,DS-Red“ in HEK293-Zellen (n = 1).

A: Rheb-Signale (ca. 16 kDa bzw. 23 kDa)

B: Quantifizierung des transgenen Rheb-Signals nach Gesamtproteinanfarbung

Abkiirzungen: @: nicht-transfizierte HEK293-Kontrollprobe; Cre: Plasmid ,PGK-Cre*; AAV-loxP-
R-Q64L + Red: Doppeltransfektion der Plasmide ,pAAV-loxP-Rheb Q64L" und ,DS-Red”; AAV-
loxP-R-Q64L + Cre: Doppeltransfektion der Plasmide ,pAAV-loxP-Rheb Q64L* und ,PGK-Cre*;
AAV-R-Q64L + Red: Doppeltransfektion der Plasmide ,pAAV-Rheb Q64L" und ,DS-Red*
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Plasmid ,pAAV-loxP-Rheb Q64L* als auch mit dem Plasmid ,pAAV-Rheb Q64L"
nachgewiesen (Abb. 20 A/B). In einer nicht-transfizierten Kontrollprobe sowie der Probe,
in der eine Einzeltransfektion des Plasmids ,PGK-Cre“ erfolgte, war hingegen keine
transgene Rheb-Bande zu detektieren. Zudem war die Expression transgenen Rhebs
durch das Plasmid ,pAAV-loxP-Rheb Q64L" in der Doppeltransfektion mit dem ,PGK-
Cre“-Plasmid im Vergleich zur Doppeltransfektion mit dem ,DS-Red“-Plasmid nicht
vermindert. Somit war nicht von einer Interaktion zwischen loxP-Sequenz und Cre-
Rekombinase auszugehen, die zu einer verminderten Rheb-Expression flhrt. Insgesamt
zeigte sich eine mindestens ahnlich starke Expression transgenen Rhebs durch das neu
konstruierte Plasmid ,pAAV-Rheb Q64L“ wie durch das Plasmid ,pAAV-loxP-Rheb
Q64L", sodass auf Grundlage des Plasmids ,pAAV-Rheb Q64L* virale AAV9-Partikel fur
die anschlieRende in vivo-Untersuchung produziert werden konnten.

3.3 Bestimmung der Effizienz einer panFOXO shRNA

Um die Bedeutung der FOXO-Transkriptionsfaktoren im Rahmen des iCMAKT1/2-KOs
zu untersuchen, sollte die FOXO-Proteinmenge durch Expression einer panFOXO
shRNA reduziert werden. Zunachst war es notwendig, die Wirksamkeit der panFOXO
shRNA bezlglich der Reduktion der FOXO-Menge auf Zellkulturebene zu prifen. Dazu
erfolgte eine transiente Transfektion verschiedener Plasmide in HEK293-Zellen. Die von
der panFOXO shRNA ,erkannte FOXO3A-Sequenz ist in humanen HEK293-Zellen
identisch mit der murinen FOXO3A-Sequenz. Die Strukturen der folgend genannten
Plasmide sind in Kapitel 2.9.3 (Tabelle 13, Abb. 9) dargestellt. Zum einen erfolgte die
Transfektion des Plasmids ,pSicoR-hU6“ als Kontrolle, da dieses keine shRNA
exprimiert. Weiterhin wurden die Plasmide ,pSicoR-hUG-panFOXO shRNA® sowie
,PSicoR-mUB-panFOXO shRNA® ftransfiziert. Beide Plasmide unterscheiden sich
bezlglich des U6-Promotors, wobei das Plasmid ,pSicoR-hU6-panFOXO shRNA* einen
humanen U6-Promotor enthalt, das Plasmid ,pSicoR-mU6-panFOXO shRNA® hingegen
einen murinen U6-Promotor. Aulerdem beinhalten alle Plasmide ein GFP-Gen unter
Kontrolle eines CMV-Promotors. Drei Tage nach der Transfektion erfolgte eine Selektion
transfizierter Zellen mittels FACS-basierter Zellsortierung. Dabei wiesen die erfolgreich
transfizierten Zellen durch Expression des GFP-Gens ein Fluoreszenzsignal auf und
konnten dadurch isoliert werden. Diese Zellpopulation wurde anschliel3end in einer
Western Blot-Analyse der Expression von GFP und FOXO3A untersucht (Abb. 21).
Dabei erfolgte der Vergleich zu nicht-transfizierten HEK293-Zellen. Es zeigte sich ein
GFP-Signal in den Plasmid-transfizierten Proben, nicht jedoch in der Probe mit nicht-
transfizierten HEK293-Zellen (Abb. 21 A/B). In der ,pSicoR-hU6-panFOXO shRNA*-
transfizierten Probe konnte eine Reduktion der FOXO3A-Expression um 47,0 %
nachgewiesen werden. (Abb. 21 C/D) In der ,pSicoR-mU6-panFOXO shRNA*-
transfizierten Probe wurde die FOXO3A-Expression um 65,8 % reduziert. Insgesamt
konnte somit gezeigt werden, dass die Expression eines panFOXO shRNA-codierenden
Plasmids in transfizierten Zellen zu einer Reduktion der FOXO3A-Expression von 47,0-
65,8 % fuhrt. Da bei der Expression einer panFOXO shRNA mittels AAV9-Infektion in
adulten Mausen jedoch nicht von einer hundertprozentigen Infektionseffizienz der
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Kardiomyozyten auszugehen ist, schien die hier beobachtete FOXO3A-Reduktion nicht
ausreichend effizient zu sein, um einen Effekt im murinen Modell zu erzielen. Daher
wurde anschlieBend auf die Erzeugung viraler AAV9-Partikel auf Grundlage des
Plasmids ,pSicoR-mU6B-panFOXO shRNA*® verzichtet.
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Abb. 21: Western Blot-Analyse der GFP-Expression sowie des FOXO3A-Signals nach
Plasmid-Transfektion in HEK293-Zellen mit anschlieBender FACS-basierter Zellsortierung
(n=1).

A: GFP-Signal (ca. 27 kDa)

B: Quantifizierung des GFP-Signals nach Gesamtproteinfarbung

C: FOXO3A-Signal (ca. 97 kDa)

D: Quantifizierung des FOXO3A-Signals nach Gesamtproteinanfarbung

Abkiirzungen: @: nicht-transfizierte HEK293-Kontrollprobe; pSicoR-hU6: Plasmid ,pSicoR-hU6%;
FOXO shRNA-hUG6: Plasmid ,pSicoR-hU6-panFOXO shRNA®; FOXO shRNA-mUG6: Plasmid
,PSicoR-mUB-panFOXO shRNA*

3.4 Charakterisierung einer AMPK-a2-S491A-Mutante

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Rolle der AMPK nach Induktion des
iICMAKT1/2-KOs in adulten Mausen zu untersuchen. Dazu wurden zunachst AMPK-a2-
codierende Plasmide auf Zellkulturebene getestet. Das Plasmid ,pAAV-AMPK-02
S491A° sollte die Expression einer nicht-inaktivierbaren AMPK-a2-Variante
ermdglichen, da eine Phosphorylierung an der Aminosaure Serin an Stelle 491 nicht
mehr erfolgen kann. Zum Vergleich diente das Plasmid ,pAAV-AMPK-a2 Wildtyp“, das
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zur Expression einer wildtypischen AMPK-a2-Variante fihrt. Die Struktur beider
Plasmide ist in Kapitel 2.9.4 (Tabelle 14, Abb. 10) dargestellt. Es war von Interesse, ob
die Plasmide tatséchlich zu einer Uberexpression transgener AMPK-a2 fiihren und ob
die AMPK-02-S491A-Variante tatsachlich nicht-inaktivierbar ist. Dies wurde Uber die
Expression der AMPK-a-Gesamtmenge sowie den Phosphorylierungsstatus der
Aminosaure Serin 485/491 analysiert. AulRerdem wurde untersucht, ob die transgene
AMPK-02 aktiv ist. Der Aktivierungsstatus der transgenen AMPK-a2 wurde Uber die
Phosphorylierung der Aminosdure Threonin 172 untersucht. Es erfolgte die transiente
Transfektion der Plasmide in HEK293-Zellen. Als Kontrolle dienten nicht-transfizierte
HEK293-Zellen. In der anschlielienden Western Blot-Analyse war eine deutliche
Uberexpression beider AMPK-02-Varianten zu verzeichnen (Abb. 22 A/B). Weiterhin
wurde sowohl in der mit dem ,pAAV-AMPK-a2 Wildtyp“-Plasmid transfizierten als auch
in der mit dem ,pAAV-AMPK-a2 S491A“-Plasmid transfizierten Probe eine ahnlich stark
vermehrte Threonin-172-Phosphorylierung der AMPK-a nachgewiesen (Abb. 22 A/23
A). Das Phospho-Serin-485/491-Signal der AMPK-a war in der mit dem Plasmid ,pAAV-
AMPK-02 Wildtyp“ transfizierten Probe am starksten (Abb. 22 B/23 B). Das Phospho-
AMPK-a-Serin-485/491-Signal der ,pAAV-AMPK-a2 S491A“transfizierten Probe war
hingegen mit der der nicht-transfizierten HEK293-Kontrollprobe vergleichbar. Insgesamt
lie sich somit festhalten, dass Uber die Transfektion AMPK-a2-codierender Plasmide
eine Uberexpression von aktiver, Threonin-172-phosphorylierbarer AMPK-a in HEK293-
Zellen erreicht werden konnte. Weiterhin konnte anhand der unveranderten
inhibitorischen Serin-485/491-Phosphorylierung der AMPK-a gezeigt werden, dass bei
Transfektion des Plasmids ,pAAV-AMPK-a2 S491A® eine nicht-inaktivierbare AMPK-a2-
Variante exprimiert wird.
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Abb. 22: Western Blot-Analyse der AMPK-a-, Phospho-AMPK-a T172- und Phospho-AMPK-
o S485/491-Signale nach Transfektion der Plasmide ,,pAAV-AMPK-a2 Wildtyp“ und ,,pAAV-
AMPK-a2 S491A“ in HEK293-Zellen. Alle verwendeten Antikorper stellen eine Signalbande bei
ca. 62 kDa dar.

A: AMPK-a-Gesamtsignal (AMPK-a) und Phosphorylierungsstatus der AMPK-a-Aminosaure
Threonin 172 (Phospho-AMPK-a T172)

B: AMPK-a-Gesamtsignal (AMPK-a) und Phosphorylierungsstatus der AMPK-a-Aminosaure
Serin 485/491 (Phospho-AMPK-a S485/491)

Abkiirzungen: @J: nicht-transfizierte HEK293-Kontrollprobe; AMPK-WT: Plasmid ,pAAV-AMPK-
a2 Wildtyp“; AMPK S491A: Plasmid ,pAAV-AMPK-02 S491A"

52



Phospho-AMPK-a T172 Phospho-AMPK-o. S485/491
0.15+ 0.020-
5 5
[ % 0.015
S 0.104 <
I= €
= = 00104
2 g
2 0054 S
@ 9 0.005-
® ®
0.00 T T T 0.000 T T T
] \g o \g
q*'::é & «2‘*3té &
& ¢t S "
& &

Abb. 23: Quantifizierung der Western Blot-Analyse der Expression von Threonin-172-
phosphorylierter und Serin-491-phosphorylierter AMPK-a (n = 1).

A: Quantifizierung des Threonin-172-Phosphorylierungsstatus (Phospho-AMPK-a T172) der
AMPK-a nach Gesamtproteinanfarbung

B: Quantifizierung des Serin-485/491-Phosphorylierungsstatus (Phospho-AMPK-a S485/491) der
AMPK-a nach Gesamtproteinanfarbung

Abkiirzungen: J: nicht-transfizierte HEK293-Widltypprobe; AMPK-WT: Plasmid ,pAAV-AMPK-
a2 Wildtyp*; AMPK S491A: Plasmid ,pAAV-AMPK-a2 S491A*
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3.5 In vivo-Expression von Rheb im murinen iCMAKT1/2-KO-

Modell

Wie in Kapitel 3.2.3 gezeigt wurde, fuhrte die Transfektion des Plasmids ,pAAV-Rheb
Q64L“ zur Expression transgenen Rhebs, sodass auf Grundlage dieses Plasmids virale
AAV9-Partikel durch die Firma Vector Biolabs (Malvern, Pennsylvania, USA) produziert
wurden. Diese dienten zur Untersuchung des Einflusses einer Rheb-Expression zur
mTORC1-Aktivierung auf den kardialen Phanotyp und das Uberleben im iCMAKT1/2-
KO-Modell. Dazu wurden 7-8 Wochen alte mannliche iCMAKT1/2-KO-Mause
verwendet, wobei n = 10 Tiere per Schwanzveneninjektion mit 1*10'? Viruspartikeln der
Rheb Q64L-AAV9 infiziert wurden. Als Kontrollgruppe dienten n = 9 nicht-infizierte
iICMAKT1/2-KO-Tiere. Ca. 4 Wochen nach AAV9-Infektion erfolgte der Beginn der
Tamoxifeninjektionen zur Induktion des iICMAKT1/2-KOs in den Rheb Q64L-infizierten
Tieren und der Kontrollgruppe.

3.5.1 Untersuchung des Einflusses der Rheb-Expression auf die
Herzfunktion

Die kardiale Funktion der Rheb Q64L-infizierten iCMAKT1/2-KO-Mause wurde im
Zeitverlauf im Vergleich zur nicht-infizierten iICMAKT1/2-KO-Kontrollgruppe mittels
echokardiographischer Untersuchung bestimmt. Dazu erfolgte Uber drei Wochen,
beginnend ab der ersten Tamoxifeninjektion (Tag 0) zur Induktion des iICMAKT1/2-KOs,
wdchentlich eine echokardiographische Analyse in beiden Gruppen. Mithilfe dieser sollte
untersucht werden, ob das Einbringen von Rheb Q64L-AAV9 einen Einfluss auf den
kardialen Phanotyp im iCMAKT1/2-KO-Modell hat. Die statistische Auswertung erfolgte
mittels 2-Wege-Varianz-Analyse mit Messwiederholung (Two Way Repeated Measures
ANOVA) mit anschlieRendem Sidak Post-Hoc-Test im Hinblick auf Gruppen- und
Zeiteffekte. In Abbildung 24 sind die Veranderungen der kardialen Funktionsparameter
im Zeitverlauf abgebildet. Sowohl fur die Rheb Q64L-infizierten Tiere als auch die nicht-
infizierten Kontrolltiere konnten im Zeitverlauf, verglichen mit den Basalwerten an Tag O,
fur die untersuchten kardialen Funktionsparameter wie Herzzeitvolumen,
Schlagvolumen und Ejektionsfraktion signifikante Verschlechterungen spatestens ab
Tag 14 nach Knockout-Induktion nachgewiesen werden (Abb. 24 A/B/C). Daher war von
einer funktionellen Beeintrachtigung der iCMAKT1/2-KO-Herzen auszugehen. Anhand
der deutlichen Zunahme des endsystolischen Volumens in beiden Gruppen zeigte sich
zudem eine progrediente Kontraktilitdtseinschrankung des linken Ventrikels (Abb. 24 F).
Zur Uberprifung auf Unterschiede zwischen den beiden Gruppen erfolgte der Vergleich
der Rheb Q64L-infizierten Mause sowie der nicht-infizieten Mause zu den jeweiligen
Messzeitpunkten. Die Ausgangswerte der kardialen Funktionsparameter an Tag 0
zeigten sich in beiden Gruppen &hnlich. Jedoch konnten auch zu den weiteren
untersuchten Zeitpunkten fur die kardialen Funktionsparameter keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen festgestellt werden. Insgesamt
war somit keine Veranderung der kardialen Funktionsparameter im Zeitverlauf nach
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Abb. 24: Echokardiographische Untersuchung der Herzfunktion der Rheb Q64L -infizierten
Mause im Vergleich zu nicht-infizierten Mausen im Zeitverlauf nach Induktion des
iCMAKT1/2-KOs. Statistisch signifikante Unterschiede werden angenommen fir: */**/*** p <
0,05/0,01/0,001 vs. Tag 0 (Two Way Repeated Measures ANOVA + Sidak Post-Hoc-Test).

A: Herzzeitvolumen (HZV); B: Schlagvolumen; C: Ejektionsfraktion; D: linksventrikulares
enddiastolisches Volumen (EDV); E: fractional area change (FAC); F: linksventrikulares
endsystolisches Volumen (ESV); G: fractional shortening (FS)

Abkiirzungen: KO + Rheb: Rheb Q64L-infizierte iCMAKT1/2-KO-Tiere (n = 10); KO: nicht-
infizierte ICMAKT 1/2-KO-Kontrolltiere (n = 9)
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Induktion des ICMAKT1/2-KOs zwischen den beiden untersuchten Gruppen
nachweisbar.

In Abbildung 25 sind die kardiale Wanddicke und der innerventrikulare Durchmesser der
Rheb Q64L-infizierten Tiere sowie der nicht-infizierten Kontrolltiere im Zeitverlauf
abgebildet. Auch hierbei wurde im Vergleich zu Tag 0 in beiden Gruppen jeweils eine
signifikante Verschlechterung der untersuchten Strukturparameter spatestens ab Tag 14
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Abb. 25: Echokardiographische Untersuchung der kardialen Strukturparameter der Rheb
Q64L-infizierten Mause im Vergleich zu nicht-infizierten Mausen im Zeitverlauf nach
Induktion des iCMAKT1/2-KOs. Statistisch signifikante Unterschiede werden angenommen fiir:
*[**[*** b < 0,05/0,01/0,001 vs. Tag 0 (Two Way Repeated Measures ANOVA + Sidak Post-Hoc-
Test).

Jeweils in Diastole (d) und Systole (s): A/B: left ventricular anterior wall (LVAW); C/D: left
ventricular internal diameter (LVID); E/F: left ventricular posterior wall (LVPW)

Abkiirzungen: KO + Rheb: Rheb Q64L-infizierte iCMAKT1/2-KO-Tiere (n = 10); KO: nicht-
infizierte ICMAKT 1/2-KO-Kontrolltiere (n = 9)
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nach Knockout-Induktion festgestellt. Durch die kontinuierliche Abnahme der
Wanddicken sowohl in Diastole als auch in Systole war von einer progredienten
kardialen Atrophie auszugehen (Abb. 25 A/B/E/F). An Tag 0 zeigten beide Gruppen im
Vergleich miteinander erneut ahnliche Ausgangswerte. Auch zu den weiteren
Messzeitpunkten wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede fiir die kardialen
Wanddicken und den innerventrikuldaren Durchmesser zwischen Rheb Q64L-infizierten
und nicht-infizierten ICMAKT1/2-KO-Tieren festgestellt. Somit schritt die kardiale
Atrophie in beiden Gruppen im Zeitverlauf ahnlich stark fort.

Zudem wurden das Herzgewicht sowie das Verhaltnis von Herzgewicht zu
Kdrpergewicht (HW/BW ratio) fur die Rheb Q64L-infizierten Tiere und die nicht-infizierten
Kontrolltiere im Zeitverlauf ermittelt (Abb. 26). Verglichen mit Tag 0 wurde in beiden
Gruppen eine signifikante Abnahme beider Parameter im Zeitverlauf ab Tag 14
beobachtet. Auch die progrediente Abnahme des Herzgewichtes und der HW/BW ratio
im Zeitverlauf waren Indikatoren fur eine kardiale Atrophie. Im Vergleich der beiden
Gruppen miteinander zeigten die untersuchten Parameter an Tag 0 &hnliche Werte. Bei
Untersuchung der weiteren Zeitpunkte konnte an Tag 14 tendenziell ein geringeres
Herzgewicht sowie eine geringere HW/BW ratio in den Rheb Q64L-infizierten Tieren
beobachtet werden. An Tag 21 zeigten Rheb Q64L-infizierte und nicht-infizierte Tiere
wieder ahnliche Werte bezuglich des Herzgewichtes und der HW/BW ratios. Fur die
beobachteten Unterschiede konnte jedoch keine Signifikanz nachgewiesen werden.
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Abb. 26: Echokardiographische Untersuchung des Herzgewichtes sowie der HW/BW ratio
der Rheb Q64L-infizierten Mause im Vergleich zu nicht-infizierten Mausen im Zeitverlauf
nach Induktion des iCMAKT1/2-KOs. Statistisch signifikante Unterschiede werden
angenommen fur; */**/*** p < 0,05/0,01/0,001 vs. Tag 0 (Two Way Repeated Measures ANOVA
+ Sidak Post-Hoc-Test).

A: Herzgewicht; B: HW/BW ratio

Abkiirzungen: KO + Rheb: Rheb Q64L-infizierte iCMAKT1/2-KO-Tiere (n = 10); KO: nicht-
infizierte ICMAKT 1/2-KO-Kontrolltiere (n = 9)

Unter Betrachtung aller erhobenen kardialen Parameter konnte somit kein Einfluss der
Rheb Q64L-AAV9-Infektion auf den kardialen Phanotyp nach Induktion des iCMAKT1/2-
KOs nachgewiesen werden. Die nach der iCMAKT1/2-KO-Induktion einsetzenden
Veranderungen wie die Beeintrachtigung der kardialen Funktion und die kardiale
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Atrophie waren sowohl in der Rheb Q64L-AAV9-infizierten als auch in der nicht-
infizierten Gruppe zu den jeweiligen Messzeitpunkten ahnlich stark ausgepragt.

3.5.2 Uberlebensvergleich nach Knockout-Induktion

Zusétzlich erfolgte die Untersuchung der Uberlebenszeit (Zeit bis zum Erreichen von
Abbruchkriterien, Kapitel 2.10.5) der Rheb Q64L-infizierten iCMAKT1/2-KO-Mause im
Vergleich zu nicht-infizierten iCMAKT1/2-KO-Kontrolltieren (Abb. 27). Dazu wurden
modifizierte Kaplan-Meier-Uberlebenskurven beider Gruppen bestimmt. Als Tag 0 der
Untersuchung galt dabei die erste Tamoxifeninjektion zur Induktion des iCMAKT1/2-KOs
in beiden Gruppen. Zur Untersuchung hinsichtlich eines Unterschiedes der
Uberlebensraten zwischen den beiden Gruppen wurde ein Logrank (Mantel-Cox)-Test
angewandt. Dieser wies im Vergleich beider Gruppen miteinander keinen signifikanten
Unterschied auf (p = 0,6316). Die Rheb Q64L-infizierten Tiere Gberlebten nach Beginn
der Induktion des iICMAKT1/2-KOs durchschnittlich 23,9 Tage, die nicht-infizierten
Kontrolltiere 24,4 Tage. Neben den fehlenden signifikanten echokardiographischen
Unterschieden beziglich der Herzfunktion, der Wandstrukturen und des Herzgewichtes
zwischen den Rheb Q64L-infizierten und den nicht-infizierten iCMAKT1/2-KO-Tieren
wurde somit aulRerdem kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen bei
Analyse der modifizierten Uberlebenszeitfunktionen im Zeitverlauf nachgewiesen.
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Abb. 27: Modifizierte Uberlebenszeitfunktion fiir Rheb Q64L-infizierte Miuse im Vergleich
zu nicht-infizierten Mausen ab Beginn der iCMAKT1/2-KO-Induktion. Es erfolgte der
Vergleich der Zeit von Beginn der Induktion des iCMAKT1/2-KOs bis zum Erreichen von
Abbruchkriterien. Die prozentuale Uberlebensrate im Zeitverlauf bezieht sich auf die
Gesamtanzahl an Tiere der jeweiligen Bezugsgruppe.

Abkiirzungen: KO + Rheb: Rheb Q64L-infizierte iCMAKT1/2-KO-Tiere (n = 10); KO: nicht-
infizierte ICMAKT 1/2-KO-Kontrolltiere (n = 9)

3.5.3 Expressionsnachweis transgenen Rhebs nach AAV9-Infektion

Es konnten mit einem Rheb-Antikoérper keine eindeutigen Signale in einer Western Blot-
Analyse der kardialen Expression fur endogenes und transgenes Rhebs detektiert
werden. Auch in einer Untersuchung mit einem c-Myc Tag-Antikorper konnte die
Transgenexpression nicht eindeutig nachgewiesen werden. Zur Uberprifung einer
erfolgreichen Transgenexpression in Herzen von Rheb Q64L-infizierten Tieren erfolgte
daher eine mMRNA-Expressionsanalyse von endogenem und transgenem Rheb mittels
gPCR. Als Kontrolle wurden Herzextrakte zweier nicht-infizierter iCMAKT 1/2-KO-Tiere
mit untersucht. Dabei wurden zwei verschiedene Primerpaare zur Amplifikation
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transgener Rheb-cDNA und der gesamten Menge an Rheb-cDNA in den Herzproben
verwendet (Kapitel 2.5: Tabelle 5 + Kapitel 2.13.3). Zur Amplifikation des Referenzgens
diente ein Kdelr1-Primerpaar. Die durchgefiihrten gPCR-Untersuchung zeigte, dass die
Transkriptmenge transgenen Rhebs in den Herzextrakten der Rheb Q64L-infizierten
Tiere nur einen geringen Anteil an der Gesamttranskriptmenge von Rheb ausmachte
(Abb. 28). Dabei variierte der Anteil stark von 0,21 % bis 6,59 % und betrug
durchschnittlich 3,05 %. In den Herzextrakten der beiden Kontrolltiere wurde wie zu
erwarten keine transgene Rheb-Transkription nachgewiesen. Insgesamt war somit von
einer sehr geringen Expression transgenen Rhebs in den Herzen Rheb Q64L-infizierter
Tiere auszugehen.
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Abb. 28: Prozentualer Anteil der kardialen Transkriptmenge transgenen Rhebs an der
Rheb-Gesamttranskriptmenge in einer qPCR-Analyse. Bei dem Vergleich der Rheb-
Expressionsstarke in den verschiedenen Herzextrakten handelt es sich um eine ungefahre
Abschatzung. Abkiirzungen: Rheb Tag: transgenes Rheb; Rheb total: Rheb-
Gesamttranskriptmenge; KO + Rheb: Herzextrakte Rheb Q64L-infizierter iCMAKT1/2-KO-Tiere
(n = 4); KO: Herzextrakte nicht-infizierter iCMAKT 1/2-KO-Kontrolltiere (n = 2)

3.6 In vivo-Expression von AMPK im murinen iCMAKT1/2-KO-
Modell

Aufgrund der in Kapitel 3.4 beschriebenen erfolgreichen Expression einer nicht-
inaktivierbaren AMPK-a2-Variante wurden im Anschluss virale AAV9-Partikel auf
Grundlage des Plasmids ,pAAV-AMPK-a2 S491A* durch die Firma Vector Biolabs
(Malvern, Pennsylvania, USA) erzeugt, die die genetischen Informationen zur
Expression der AMPK-02-S491A-Variante tragen. Es wurden mannliche iCMAKT1/2-
KO-Mause im Alter von 7-8 Wochen per Schwanzveneninjektion mit 1*10
Viruspartikeln dieser AAV9 infiziert. Ca. 4 Wochen nach AAV9-Injektion erfolgte die
Induktion der iCMAKT1/2-KOs. Insgesamt wurden n = 12 AMPK-02-S491A-infizierte
Mause verwendet. Als Kontrollgruppe galten n = 9 nicht-infizierte iCMAKT1/2-KO-
Mause. Das Ziel dieser Untersuchung bestand darin, die funktionelle Bedeutung der
Wiederherstellung der AMPK-Aktivitat fir den Phanotyp und das Uberleben durch
zusatzliche Expression einer nicht-inaktivierbaren AMPK-a2-Variante im iCMAKT1/2-
KO-Modell zu ermitteln.
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3.6.1 Inhibitorische AMPK-a-Phosphorylierung nach Induktion des
iCMAKT1/2-KOs

In vorherigen Untersuchungen konnte, wie in Kapitel 1.3 beschrieben, gezeigt werden,

dass es an Tag 14 und zunehmend an Tag 21 nach Induktion des iCMAKT1/2-KOs

mittels Tamoxifeninjektion in Herzen zu einer vermehrten inhibitorischen Serin-485/491-

A
Phospho-AMPK-a S485/491
KO WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO WT
60 kDa .-.h Ll B .-.d
B
AMPK-a
KO WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO WT
1l kbt bt 4 |
60 kDa o

PAMPK-a. $S485 491/AMPK-a
15+

dedk ke

rel. Signalintensitat
i
[
n

Abb. 29: Western Blot-Analyse der Herzextrakte von iCMAKT1/2-KO-Mausen und
wildtypischen Vergleichsmausen beziiglich des AMPK-a-Signals und des Serin-485/491-
Phosphorylierungsstatus der AMPK-a an Tag 21 nach Knockout-Induktion. Statistisch
signifikante Unterschied werden angenommen fir: *** p < 0,001 (ungepaarter t-Test). Alle
verwendeten Antikorper stellen eine Signalbande bei ca. 62 kDa dar.

A: Serin-485/491-Phosphorylierungsstatus der AMPK-a (Phospho-AMPK-a S485/491)

B: AMPK-a-Gesamtsignal (AMPK-a)

C: Quotient beider Signale fir jedes einzelne Herzextrakt in der jeweiligen Gruppe
Abkiirzungen: KO: iCMAKT1/2-KO-Tiere (n = 6); WT: wildtypische Kontrolltiere (n = 6)
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Phosphorylierung der AMPK-a kommt (Gddecke et al., 2019). Um diese Ergebnisse
hinsichtlich der Reproduzierbarkeit zu Uberprifen, wurden zunachst vor Beginn der
AAV9-Infektionsexperimente die Herzen von n = 6 Tieren mit iCMAKT1/2-KO und n =6
wildtypischen Tieren an Tag 21 mittels Western Blot-Analyse hinsichtlich des Serin-
485/491-Phosphorylierungsstatus untersucht (Abb. 29 A). Dabei wies das Signal der
Serin-485/491-Phosphorylierung der AMPK-a in den Herzextrakten der iCMAKT 1/2-KO-
Tiere im Vergleich zu dem Signal der wildtypischen Tiere eine starkere Intensitat auf.
Zudem wurde das AMPK-a-Gesamtsignal in den jeweiligen Herzextrakten ermittelt (Abb.
29 B), um anschlieRend zur besseren Vergleichbarkeit den Quotienten aus dem Signal
fur Serin-485/491-phosphorylierte AMPK-a und dem AMPK-a-Gesamtsignal zu bilden.
Dabei war der durchschnittliche Quotient in den Herzextrakten der iCMAKT 1/2-KO-Tiere
signifikant um den Faktor 3,32 hdher als in den wildtypischen Kontrolltieren (Abb. 29 C).
Aufgrund der gewonnenen Erkenntnisse, die auf eine vermehrte inhibitorische
Serin-485/491-Phosphorylierung in iCMAKT1/2-KO-Herzen 21 Tage nach Knockout-
Induktion hindeuten, lie} sich somit die Verwendung einer nicht-inaktivierbaren AMPK-
Variante begriinden, die in den folgenden Versuchen zum Einsatz kam.

3.6.2 Untersuchung des Einflusses der AMPK-02-S491A-Expression auf
die Herzfunktion

Zum Vergleich der kardialen Funktion wurden die AMPK-a2-S491A-infizierten Tiere
sowie die Tiere der nicht-infizierten Kontrollgruppe im Zeitverlauf echokardiographisch
untersucht. Der Beginn der Untersuchung erfolgte mit der ersten Tamoxifeninjektion
(Tag 0) zur Induktion des ICMAKT1/2-KOs in beiden Gruppen. Anschlielend wurden die
Mausherzen wochentlich Gber drei Wochen echokardiographisch analysiert. Das Ziel
dieser Untersuchung bestand darin, einen mdglichen Effekt der Inhibition der AMPK auf
den kardialen Phanotyp im iCMAKT1/2-KO-Modell zu identifizieren. Zur statistischen
Analyse erfolgte eine 2-Wege-Varianz-Analyse mit Messwiederholung (Two Way
Repeated Measures ANOVA) mit anschlieRendem Sidak Post-Hoc-Test in Hinsicht auf
Gruppen- und Zeiteffekte. Die in Abbildung 30 dargestellten Ergebnisse zeigen die
Veranderungen der kardialen Funktionsparameter im Zeitverlauf. Sowohl in der AMPK-
a2-S491A-infizierten Gruppe als auch in der Gruppe der nicht-infizierten iICMAKT1/2-
KO-Tiere konnte im Vergleich zu den Ausgangswerten an Tag O fur alle untersuchten
kardialen Funktionsparameter eine signifikante Verschlechterung spatestens ab Tag 21
verzeichnet werden. Die Abnahme von Herzzeitvolumen, Schlagvolumen und
Ejektionsfraktion deuteten auf eine funktionelle kardiale Beeintrachtigung hin (Abb. 30
A/B/C), die Zunahme des endsystolischen Volumens auf eine linksventrikulare
Kontraktilitatsstorung (Abb. 30 F).
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Abb. 30: Echokardiographische Untersuchung der Herzfunktion der AMPK-02-S491A-
infizierten Tiere im Vergleich zu nicht-infizierten Tieren im Zeitverlauf nach Induktion des
iCMAKT1/2-KOs. Statistisch signifikante Unterschiede werden angenommen fur: */**/*** p <
0,05/0,01/0,001 vs. Tag 0 (Two Way Repeated Measures ANOVA + Sidak Post-Hoc-Test).

A: Herzzeitvolumen (HZV); B: Schlagvolumen; C: Ejektionsfraktion; D: linksventrikulares
enddiastolisches Volumen (EDV); E: fractional area change (FAC); F: linksventrikulares
endsystolisches Volumen (ESV); G: fractional shortening (FS)

Abkiirzungen: KO + AMPK: AMPK-a2-S491A-infizierte iCMAKT 1/2-KO-Tiere (n = 12); KO:
nicht-infizierte iCMAKT 1/2-KO-Kontrolltiere (n = 9)
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Im Vergleich beider Gruppen miteinander zu den jeweiligen Messzeitpunkten lag zu
keinem der Zeitpunkte ein signifikanter Unterschied zwischen den Funktionsparametern
der AMPK-a2-S491A-infizierten Tiere und der nicht-infizierten Tiere vor. Jedoch fiel im
Vergleich der Werte von Tag 0 und Tag 14 beider Gruppen auf, dass in den AMPK-a2-
S491A-infizierten Tieren an Tag 0 einige Funktionsparameter tendenziell niedrigere
Werte zeigten als in den nicht-infizierten Tieren, an Tag 14 einige Funktionsparameter
in den AMPK-a2-S491A-infizierten Tieren hingegen eine weniger starke
Verschlechterung aufwiesen. Beispielsweise war die Ejektionsfraktion in der AMPK-a2-
S491A-infizierten Gruppe an Tag 0 im Durchschnitt ca. 4,9 % geringer als in der nicht-
infizierten iICMAKT1/2-KO-Gruppe; an Tag 14 wiesen die AMPK-a2-S491A-infizierten
Tiere jedoch eine durchschnittlich ca. 4,3 % hohere Ejektionsfraktion auf (Abb. 30 C).

Daher stellte sich die Frage, ob es im Vergleich von Tag 0 und Tag 14 nach iCMAKT1/2-
KO-Induktion zu einer temporar verlangsamten Verschlechterung der kardialen
Funktionsparameter in der AMPK-a2-S491A-infizierten Gruppe kommt. Zur
Untersuchung dieser Fragestellung wurde in einer weiteren Analyse die Interaktion im
Sinne eines zeitabhangigen Gruppeneffektes mittels 2-Wege-Varianz-Analyse mit
Messwiederholung fur den Vergleich der Messwerte von Tag 0 vs. Tag 14 bestimmt.
Dabei wurde eine signifikante Interaktion zwischen den untersuchten Variablen ,Gruppe”
und ,Zeit* fir die kardialen Funktionsparameter Ejektionsfraktion, fractional shortening,
fractional area change sowie das linksventrikulare endsystolische und enddiastolische
Volumen nachgewiesen (Tabelle 20). Zur graphischen Darstellung dieses Effektes
wurde im Anschluss die Anderung der Messwerte von Tag 0 und Tag 14 (ATag 14 - Tag
0) der Einzeltiere beider Gruppen fir die kardialen Funktionsparameter mit signifikanter
Interaktion bestimmt (Abb. 31). Dabei zeigten die AMPK-a2-S491A-infizierten Tiere im
Vergleich zu den nicht-infizierten Tieren eine signifikant verminderte durchschnittliche
Abnahme der Ejektionsfraktion, der fractional area change, des fractional shortening
sowie eine signifikant verminderte durchschnittliche Zunahme des linksventrikularen
enddiastolischen und endsystolischen Volumens. Beispielsweise nahm im Vergleich von
Tag 0 und Tag 14 die Ejektionsfraktion der nicht-infizierten Kontrolltiere durchschnittlich
um 24,88 % ab, die Ejektionsfraktion der AMPK-a2-S491A-infizierten Tiere hingegen nur
um durchschnittlich 15,67 % (Abb. 31 A). Fur das endsystolische Volumen konnte in den

Tabelle 20: Untersuchung der Interaktion kardialer Funktionsparameter und einer AMPK-
a2-S491A-Expression. Gezeigt sind die Ergebnisse einer 2-Wege-Varianz-Analyse mit
Messwiederholung fur Tag 0 vs. Tag 14 zwischen AMPK-a2-S491A-infizierten und nicht-
infizierten iICMAKT 1/2-KO-Mausen (Signifikanz fur p < 0,05).

Funktionsparameter p-Wert Interaktion Tag 0 -
Tag 14

Herzzeitvolumen 0,243

Ejektionsfraktion 0,0036
fractional area change 0,0029
fractional shortening 0,0315
Schlagvolumen 0,2254
Enddiastolisches Volumen | 0,0044
Endsystolisches Volumen | 0,0024
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nicht-infizierten iICMAKT1/2-KO-Mausen bei Betrachtung von Tag 0 und Tag 14 eine
durchschnittliche Zunahme von 29,33 pl nachgewiesen werden, in AMPK-a2-S491A-
infizierten Mausen betrug die durchschnittliche Zunahme hingegen nur 14,97 ul (Abb. 31
D). Insgesamt wurde somit im Vergleich von Tag 0 und Tag 14 nach Knockout-Induktion
eine signifikant verlangsamte Verschlechterung kardialer Funktionsparameter

AEjektionsfraktion (%) Tag 14 - Tag 0 B AEDV (pl) Tag 14 -Tag 0
04 *% 40- *%
L]
-10+ T."T [ ]
— e . 204
-204 ryC ; L]
° [ ]
=304 EEE%
0+ | |
-40 4 L] «®
-50 T T -20 T T
e o - o
& A 3 +
& &
c © ¢
AFAC (%) Tag 14 -Tag 0 D AESV (ul) Tag 14 - Tag 0
04 *% 60+ *%
-101 hd "
-20 3 amla®
-30 See =
20+ p -
-40 . Y Y L]
-50 T r 0 d
3+ o N s
Q +
® &L
AFS (%) Tag 14 - Tag 0
10 *
5 [
04 e =
-5 o®
10 e
154 -
-20 T T
e (]
3 +
&
©

Abb. 31: Anderung der Herzfunktionsparameter der AMPK-a2-S491A-infizierten Miuse im
Vergleich zu nicht-infizierten Mausen von Tag 0 und Tag 14 nach Induktion des iCMAKT1/2-
KOs. Statistisch signifikante Unterschiede sind dargestellt fir: * p < 0,05 KO vs. KO + AMPK, **
p < 0,01 KO vs. KO + AMPK (ungepaarter t-Test).

A: AEjektionsfraktion; B: Alinksventrikulares enddiastolisches Volumen (AEDV); C: Afractional
area change (AFAC); D: Alinksventrikuldres endsystolisches Volumen (AESV); E: Afractional
shortening (AFS).

Abkiirzungen: KO + AMPK: AMPK-a2-S491A-infizierte iCMAKT1/2-KO-Tiere (n = 12); KO:
nicht-infizierte iCMAKT1/2-KO-Kontrolltiere (n = 9)
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in den AMPK-02-S491A-infizierten Tieren nachgewiesen. Es ist somit von einer
temporaren  Verlangsamung der kardialen  Funktionsverschlechterung und
Kontraktilitdtseinschrankung auszugehen.

Weiterhin erfolgte die Messung der kardialen Wanddicke sowie des innerventrikularen
Durchmessers des linken Ventrikels beider Gruppen im Zeitverlauf (Abb. 32). Auch
hierbei zeigten sowohl die AMPK-a2-S491A-infizierten iCMAKT1/2-KO-Tiere als auch
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Abb. 32: Echokardiographische Untersuchung der kardialen Strukturparameter der AMPK-
0a2-S491A-infizierten Mduse im Vergleich zu nicht-infizierten Mausen im Zeitverlauf nach
Induktion des iCMAKT1/2-KOs. Statistisch signifikante Unterschiede werden angenommen fir:
****** p < 0,05/0,01/0,001 vs. Tag O; # p < 0,05 KO + AMPK vs. KO (Two Way Repeated
Measures ANOVA + Sidak Post-Hoc-Test).

Jeweils in Diastole (d) und Systole (s): A/B: left ventricular anterior wall (LVAW); C/D: left
ventricular internal diameter (LVID), E/F: left ventricular posterior wall (LVPW)

Abkiirzungen: KO + AMPK: AMPK-a2-S491A-infizierte iCMAKT 1/2-KO-Tiere (n = 12); KO:
nicht-infizierte iCMAKT 1/2-KO-Kontrolltiere (n = 9)
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die nicht-infizierten iCMAKT 1/2-KO-Kontrolltiere im Vergleich zu den Ausgangswerten
an Tag 0 fur alle Parameter, mit Ausnahme des linksventrikularen Innendurchmessers
in Diastole (Abb. 32 C), eine signifikante Verschlechterung spatestens ab Tag 21 nach
Knockout-Induktion. Anhand der progredienten Reduktion der Wanddicken im
Zeitverlauf konnte von einer kardialen Atrophie ausgegangen werden (Abb. 32 A/B/E/F).
Beim Vergleich der Messwerte beider Gruppen zu den jeweiligen Messzeitpunkten
wurden mit Ausnahme der anterioren Wanddicke des linken Ventrikels an Tag 21 (Abb.
32 B) keine signifikanten Unterschiede zwischen infizierten und nicht-infizierten Tieren
zu den jeweiligen Zeitpunkten festgestellt. Dennoch fiel auch fir die Strukturparameter
auf, dass die AMPK-02-S491A-infizierten Tiere an Tag 0 besonders in Systole
tendenziell niedrigere Messwerte aufwiesen als die nicht-infizierten Tiere, an Tag 14 und
Tag 21 jedoch in den AMPK-02-S491A-infizierten Tieren fir einige Strukturparameter
tendenziell weniger starke Verschlechterungen als in den nicht-infizierten Tieren gezeigt
werden konnten. Beispielsweise war die linksventrikulare anteriore Wanddicke in Systole
in den AMPK-a2-S491A-infizierten Tieren an Tag 0 im Durchschnitt ca. 0,05 mm
geringer als in den nicht-infizierten Tieren. An Tag 14 konnte in der AMPK-a2-S491A-
infizierten Gruppe hingegen in Systole eine im Durchschnitt 0,08 mm dickere anteriore
Wand im Vergleich zur nicht-infizierten Gruppe festgestellt werden; an Tag 21 war diese
in den AMPK-a2-S491A-infizierten Tieren um durchschnittlich 0,21 mm signifikant dicker
(Abb. 32 B).

Daher wurde weiterfihrend untersucht, ob im Vergleich von Tag 0 und Tag 14 bzw. Tag
21 nach Knockout-Induktion die Werte der kardialen Wanddicke und des
innerventrikularen Durchmessers in den AMPK-a2-S491A-infizierten Tieren temporar
verlangsamt verschlechtert waren. Dazu wurde die Interaktion der Messwerte beider
Gruppen mittels 2-Wege-Varianz-Analyse mit Messwiederholung zum einen fir Tag 0
vs. Tag 14 und zum anderen fur Tag 0 vs. Tag 21 bestimmt (Tabelle 21). Eine signifikante
Interaktion zwischen den Variablen ,Gruppe® und ,Zeit* wurde an Tag 14 fir den
innerventrikularen Durchmesser in Systole und Diastole sowie die posteriore Wanddicke
des linken Ventrikels in Systole nachgewiesen. Fir die linksventrikuldre anteriore
Wanddicke an Tag 21 konnte ebenfalls eine signifikante Interaktion zwischen den
Variablen ,Gruppe® und ,Zeit“ nachgewiesen werden. Die graphische Darstellung der

Tabelle 21: Untersuchung der Interaktion kardialer Strukturparameter und einer AMPK-a2-
S491A-Expression. Gezeigt sind die Ergebnisse einer 2-Wege-Varianz-Analyse mit
Messwiederholung fir Tag 0 vs. Tag 14 bzw. Tag 0 vs. Tag 21 zwischen AMPK-a2-S491A-
infizierten und nicht-infizierten iCMAKT1/2-KO-Mausen (Signifikanz fur p < 0,05).

Strukturparameter p-Wert p-Wert
Interaktion Tag 0 | Interaktion Tag 0
-Tag 14 -Tag 21
Systole | left ventricular anterior wall 0,3348 0,013

left ventricular internal diameter 0,0017 0,1435
left ventricular posterior wall 0,0403 0,3803
Diastole | left ventricular anterior wall 0,6271 0,1252
left ventricular internal diameter 0,0174 0,3821
left ventricular posterior wall 0,6577 0,6282
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signifikanten Interaktionen erfolgte mithilfe der Bestimmung der Anderung der
bestimmten Parameter fur die Einzeltiere der jeweiligen Gruppe (Abb. 33). Fur den
innerventrikularen Durchmesser in Systole und Diastole sowie die posteriore Wanddicke
des linken Ventrikels in Systole wurde die Anderung der Messwerte von Tag 0 und Tag
14 (ATag 14 - Tag 0) ermittelt. Fur die linksventrikulare anteriore Wanddicke erfolgte die
Bestimmung der Anderung der Messwerte von Tag 0 und Tag 21 (ATag 21 - Tag 0).
Dabei konnten fir die AMPK-a2-S491A-infizierten Tiere eine signifikant geringere
durchschnittliche Zunahme des innerventrikuldaren Durchmessers in Systole und
Diastole sowie eine signifikant geringere durchschnittiche Abnahme der
linksventrikularen posterioren Wanddicke in Systole im Vergleich von Tag 0 und Tag 14
nachgewiesen werden (Abb. 33 A/B/C). Beispielsweise betrug die durchschnittliche
Zunahme des innerventrikularen Volumens in Systole im Vergleich von Tag 0 und Tag
14 in den AMPK-02-S491A-infizierten Tieren 0,46 mm, in den nicht-infizierten
Kontrolltieren hingegen 0,94 mm (Abb. 33 B). Im Vergleich von Tag 0 und Tag 21 war
die durchschnittliche Abnahme der linksventrikularen anterioren Wanddicke in Systole in
den AMPK-02-S491A-infizierten Tieren mit 0,52 mm signifikant geringer als in den nicht-
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Abb. 33: Anderung der kardialen Strukturparameter der AMPK-02-S491A-infizierten Mause
im Vergleich zu nicht-infizierten Mausen von Tag 0 und Tag 14 bzw. Tag 21 nach Induktion
des iCMAKT1/2-KOs. Statistisch signifikante Unterschiede sind dargestellt fur: * p < 0,05 KO vs.
KO + AMPK, ** p < 0,01 KO vs. KO + AMPK (ungepaatrter t-Test).

A: Aleft ventricular internal diameter Diastole (ALVID; d); B: Aleft ventricular posterior wall Systole
(ALVPW; s); C: Aleft ventricular internal diameter Systole (ALVID; s), D: Aleft ventricular anterior
wall Systole (ALVAW; s).

Abkiirzungen: KO + AMPK: AMPK-02-S491A-infizierte iCMAKT1/2-KO-Tiere (n = 12); KO:
nicht-infizierte iICMAKT 1/2-KO-Kontrolltiere (n = 9)
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infizierten Tieren mit 0,77 mm (Abb. 33 D). Fir die AMPK-02-S491A-infizierten Tiere
wurde somit im Vergleich von Tag 0 und Tag 14 bzw. Tag 21 nach iCMAKT1/2-KO-
Induktion eine signifikant verlangsamte Zunahme des innerventrikularen Durchmessers
sowie eine signifikant verlangsamte Abnahme der kardialen Wanddicke festgestellt. Dies
deutete auf eine temporar verlangsamte kardiale Atrophie nach AMPK-a2-S491A-
Infektion in den ICMAKT1/2-KO-Mausen hin. Da die Veranderungen des
innerventrikularen Durchmessers und der linksventrikularen posterioren Wanddicke in
Systole auch durch eine unterschiedliche Kontraktionskraft des linken Ventrikels erklart
werden kénnen, lassen die Daten auch die Interpretation zu, dass die Ergebnisse die
Folge einer verlangsamten Kontraktioneinschrankung durch Expression der AMPK-a2-
S491A-Mutante sein kénnten.

Zudem erfolgte die echokardiographische Ermittlung des Herzgewichtes sowie des
Verhaltnisses von Herzgewicht zu Korpergewicht (HW/BW ratio) fur die AMPK-a2-
S491A-infizierten Tiere im Vergleich zu nicht-infizierten Kontrolltieren (Abb. 34). In
Bezug auf die Messwerte an Tag 0 zeigten beide Gruppen eine signifikante Abnahme
des Herzgewichtes und der HW/BW ratio spatestens ab Tag 14 nach Knockout-
Induktion, was ebenfalls fir eine progrediente kardiale Atrophie sprach. Im Vergleich
beider Gruppen miteinander konnte zu keinem Messzeitpunkt ein signifikanter
Gruppenunterschied festgestellt werden. Fir die HW/BW ratio fiel auf, dass es trotz
tendenziell h6herer Ausgangswerte an Tag 0 in den AMPK-a2-S491A-infizierten Tieren
an Tag 14 zu einer starkeren Abnahme kam. Zur Untersuchung hinsichtlich einer
beschleunigten Verschlechterung im Vergleich von Tag 0 und Tag 14 erfolgte erneut die
Untersuchung der Interaktion im Sinne eines zeitabhangigen Gruppeneffektes im
Vergleich der Messzeitpunkte Tag 0 vs. Tag 14 mittels 2-Wege-Varianz-Analyse mit
Messwiederholung. Es wurde jedoch sowohl fiir das Herzgewicht (p = 0,2938) als auch
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Abb. 34: Echokardiographische Untersuchung des Herzgewichtes sowie der HW/BW ratio
der AMPK-02-S491A-infizierten Méause im Vergleich zu nicht-infizierten Mausen im
Zeitverlauf nach Induktion des iCMAKT1/2-KOs. Statistisch signifikante Unterschiede werden
angenommen fur: */**/*** p < 0,05/0,01/0,001 vs. Tag 0 (Two Way Repeated Measures ANOVA
+ Sidak Post-Hoc-Test).

A: Herzgewicht (A); B: HW/HW ratio

Abkiirzungen: KO + AMPK: AMPK-a2-S491A-infizierte iCMAKT 1/2-KO-Tiere (n = 12); KO:
nicht-infizierte iCMAKT 1/2-KO-Kontrolltiere (n = 9)
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fur die HW/BW ratio (p = 0,149) keine signifikante Interaktion zwischen den Variablen
,Gruppe” und ,Zeit“ festgestellt. Somit war hierbei nicht von einer beschleunigten
Verschlechterung in den AMPK-02-S491A-infizierten Tieren auszugehen.

Zusammenfassend konnte in der echokardiographischen Untersuchung im iCMAKT1/2-
KO-Modell eine temporar verlangsamte Verschlechterung kardialer Parameter im
Zeitverlauf in den AMPK-02-S491A-infizierten Tieren identifiziert werden. Die
verminderte Abnahme kardialer Funktionsparameter wie der Ejektionsfraktion oder des
endsystolischen Volumens sprach flr eine temporar weniger deutliche Auspragung der
Funktions- und der Kontraktilitatseinschrankung in den AMPK-02-S491A-infizierten
iICMAKT1/2-KO-Mausen. Die geringere Reduktion der kardialen Wanddicke wies auf
eine temporar verminderte kardiale Atrophie nach AMPK-a2-S491A-Infektion in den
iICMAKT1/2-KO-Mausen hin.

3.6.3 Uberlebensvergleich nach Knockout-Induktion

Weiterhin erfolgte eine Vergleichsanalyse hinsichtlich der Uberlebenszeit (Zeit bis zum
Erreichen von Abbruchkriterien, Kapitel 2.10.5) zwischen den AMPK-a2-S491A-
infizierten Tieren und den nicht-infizierten Kontrolltieren. Abbildung 35 zeigt die
modifizierten Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der beiden Gruppen ab Beginn der
Tamoxifeninjektion zur iCMAKT1/2-KO-Induktion. Dabei wiesen die AMPK-a2-S491A-
infizierten Tiere im Vergleich zu nicht-infizierten Tieren tendenziell ein verlangertes
Uberleben im Zeitverlauf auf. Die durchschnittliche Uberlebensdauer nach iCMAKT1/2-
KO-Induktion betrug fur die AMPK-a2-S491A-infizierten Tiere 26,4 Tage, fur die nicht-
infizierten Tieren 24,4 Tage. Im Logrank (Mantel-Cox)-Test zeigte sich jedoch kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen beziiglich der Uberlebensrate
(p = 0,0699). Zusammenfassend liel3 sich festhalten, dass die AMPK-02-S491A-
Infektion zu einer signifikant verlangsamten Verschlechterung der Herzfunktion und
einer tendenziell verlangerten Uberlebenszeit in iICMAKT1/2-KO-Mausen fiihrte.
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Abb. 35: Modifizierte Uberlebenszeitfunktion fiir AMPK-a2-S491A-infizierte Miuse im
Vergleich zu nicht-infizierten Mausen ab Beginn der iCMAKT1/2-KO-Induktion. Verglichen
wurde die Zeit von Beginn der Induktion des iICMAKT1/2-KOs bis zum Erreichen von
Abbruchkriterien. Dabei ist die prozentuale Uberlebensrate bezogen auf die Gesamtanzahl der
Tiere der jeweiligen Gruppe im Zeitverlauf dargestellt.

Abkiirzungen: KO + AMPK: AMPK-02-S491A-infizierte iCMAKT1/2-KO-Tiere (n = 10); KO:
nicht-infizierte iICMAKT 1/2-KO-Kontrolltiere (n = 9)

69



3.6.4 Expressionsnachweis transgener AMPK nach AAV9-Infektion

Um die Herzen der AMPK-02-S491A-infizierten Tiere auf Transgenexpression hin zu
untersuchen, erfolgte nach dem Tod der Tiere eine Proteinuntersuchung der
Herzextrakte mittels Western Blot-Analyse. In der Untersuchung zum Nachweis
transgener AMPK-a2 Uber das c-Myc Tag zeigten die Herzextrakte der AMPK-a2-
S491A-infizierten Tiere ein deutliches Signal bei ca. 62 kDa (Abb. 36). Dabei variierte
die Intensitat des detektierten Signals in den verschiedenen Herzextrakten. Die als
Kontrollproben dienenden Herzextrakte eines wildtypischen, nicht-infizierten Tieres
(Abb. 36 A) sowie nicht-infizierter Tiere mit iCMAKT1/2-KO (Abb. 36 B) exprimierten
eines solchen Signals nicht. Weiterhin erfolgte die Untersuchung der Expression der
transgenen AMPK-a2 und seiner Phosphorylierung an der Aminosaure Threonin 172 mit
AMPK-a-spezifischen Antikdrpern sowohl in Herzproben als auch in Leberproben (Abb.
37). Im Vergleich zu den Herzextrakten wildtypischer Tiere wurde in den AMPK-a2-
S491A-infizierten Herzextrakten bei Untersuchung der Gesamtmenge an AMPK-a eine
zusatzliche schwache Signalbande direkt oberhalb der Bande des endogenen AMPK-ao-
Signals festgestellt (Abb. 37 A). Auch bei Untersuchung der aktivierenden
Phosphorylierung der AMPK-a-Aminosaure Threonin 172 lie sich eine zusatzliche
schwache Signalbande in den Herzextrakten der AMPK-a2-S491A-infizierten Tiere
nachweisen (Abb. 37 D). Deutlicher waren die festgestellten Unterschiede bei
Untersuchung der Leberproben der beiden Vergleichsgruppen. Hierbei wurden ebenfalls
zusatzliche Signalbanden bezlglich der AMPK-a-Gesamtmenge und der Threonin-172-
Phosphorylierung von AMPK-a oberhalb des endogenen Signals in den Leberproben
der AMPK-02-S491A-infizierten Tiere nachgewiesen (Abb. 37 B/E). Bei den
dargestellten zusatzlichen Signalbanden handelt es sich vermutlich um die c-Myc Tag-
markierte AMPK-02. Insgesamt war somit aufgrund der Expression der transgenen, c-
Myc Tag-markierten AMPK-02 sowie dem Nachweis schwacher zusatzlicher
Signalbanden bei Untersuchung der transgenen AMPK-a2 und seiner Threonin-172-
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Abb. 36: Western Blot-Analyse der Herzextrakte AMPK-a2-S491A-infizierter iCMAKT1/2-
KO-Méause hinsichtlich des Signals der c-Myc Tag-markierten, transgenen AMPK-a2.

A/B: Signale c-Myc Tag-markierter AMPK-a2 (ca. 62 kDa)

Abkiirzungen: KO + AMPK: AMPK-02-S491A-infizierte iICMAKT1/2-KO-Tiere; WT:
wildtypisches, nicht-infiziertes Kontrolltier; KO: nicht-infizierte iCMAKT 1/2-KO-Kontrolltiere

70



Phosphorylierung in den Herzextrakten AMPK-a2-S491A-infizierter Tiere von einer
erfolgreichen Infektion sowie einer Transgenexpression auszugehen. Aussagen uber die
Effizienz der Infektion waren jedoch nicht moglich; anhand des Vergleichs der
Expression transgener und endogener AMPK-a kann sie jedoch als gering angesehen
werden.
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—. B —
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Abb. 37: Western Blot-Analyse der Herz- und Leberextrakte AMPK-a2-S491A-infizierter
iCMAKT1/2-KO-Mause hinsichtlich des AMPK-a-Gesamtsignals und des Threonin-172-
Phosphorylierungsstatus von AMPK-a.

A/B: AMPK-a-Gesamtsignal (AMPK-a) in Herzproben/Leberproben (ca. 62 kDa + unmittelbar
dartber transgene AMPK-a)

C: exemplarische Veranschaulichung der endogenen und transgenen AMPK-a-Signalbande an
einer Herz- und einer Leberprobe eines AMPK-a2-S491A-infizierten Tieres

D/E: Threonin-172-Phosphorylierungsstatus der AMPK-a (Phospho-AMPK-a T172) in
Herzproben/Leberproben (ca. 62 kDa + unmittelbar dariber transgene AMPK-a)
Abkiirzungen: KO + AMPK: AMPK-02-S491A-infizierte iICMAKT1/2-KO-Tiere; WT:
wildtypische, nicht-infizierte Kontrolltiere
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4 Diskussion

Die in dieser Arbeit gewonnenen wesentlichen Erkenntnisse lassen sich wie folgt
zusammenfassen:

o Die Expression einer konstitutiv aktiven Rheb-Variante sowie einer nicht-
inaktivierbaren AMPK-a2-Variante in einem AAV-Vektor konnte auf
Zellkulturebene nachgewiesen werden

o Eine induzierbare Rheb-Expression konnte auf Zellkulturebene nicht erreicht
werden

o Die Expression einer panFOXO shRNA in HEK293-Zellen flhrte zu einer
moderaten Reduktion der FOXO3A-Expression

o Rheb Q64L-infizierte iICMAKT1/2-KO-Mause zeigten nur eine geringgradige
Transgenexpression und keine signifikanten Unterschiede bezlglich der
kardialen Funktion und des Uberlebens im Vergleich zur nicht-infizierten
iICMAKT1/2-KO-Kontrollgruppe

o Die kardiale AMPK-02-S491A-Expression flhrte in iCMAKT1/2-KO-Mausen zu
einer temporar verlangsamten Verschlechterung kardialer Funktionsparameter
sowie zu einem moderaten Uberlebensvorteil verglichen mit nicht-infizierten
iICMAKT1/2-KO-Kontrolltieren

Die Proteinkinase AKT ubt Uber die Interaktion mit verschiedenen Signalmolekilen
wichtige zellulare Funktionen aus. Zahlreiche Studien konnten zeigen, dass AKT auch
fur den kardialen Metabolismus und die kardiale Funktion von entscheidender
Bedeutung ist. So entwickeln Mause mit iCMAKT 1/2-KO nach Induktion der Gendeletion
eine kardiale Dysfunktion und weisen ein deutlich eingeschranktes Uberleben auf
(Godecke et al., 2017). Es ist bisher jedoch unbekannt, welche stromabwarts im AKT-
Signalweg liegenden Substrate wesentlich an den beobachteten Veranderungen des
kardialen Phanotyps beteiligt sind. Die Verminderung der mTORC1-Aktivitat kdnnte mit
fur die beobachtete kardiale Atrophie verantwortlich sein; auch die Zunahme der
FOXO3A-Aktivitat mit Stimulation der Autophagie kénnte zum kardialen Phanotyp im
iICMAKT1/2-KO-Modell beitragen. Weiterhin konnte in iCMAKT1/2-KO-Herzen gezeigt
werden, dass der Energiesensor AMPK im Zeitverlauf trotz energetischer Verarmung
zunehmend inhibitorisch phosphoryliert wurde (Gddecke et al., 2019). Es ist bisher
jedoch unklar, inwiefern diese Beobachtung zum veranderten kardialen Phanotyp
beitragt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte versucht werden, die mTORC1- bzw. AMPK-Aktivitat in
vivo wiederherzustellen, um so deren Bedeutung fir den veranderten kardialen
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Phanotyp im iCMAKT1/2-KO-Modell zu untersuchen. Dazu erfolgte zunachst die
Charakterisierung geeigneter Plasmide zur mTORC1- bzw. AMPK-Aktivierung sowie zur
Reduktion der FOXO-Transkriptionsfaktoren in Zellkulturexperimenten. Daraufhin
wurden iICMAKT1/2-KO-Mause ca. 4 Wochen vor Induktion des Knockouts mit viralen
AAV9-Partikeln mit Expressionskassetten fiir konstitutiv aktives Rheb Q64L zur
mTORC1-Aktivierung bzw. nicht-inaktivierbare AMPK-02-S491A infiziert. Im Zeitverlauf
wurden die echokardiographisch ermittelte Herzfunktion sowie das Uberleben mit nicht-
infizierten iICMAKT1/2-KO-Mausen verglichen.

4.1 Bedeutung von Rheb im iCMAKT1/2-KO-Modell

Uber den mTORC1-Signalweg vermittelt AKT die Férderung von zellularem Wachstum
(Manning and Cantley, 2007). Fur iCMAKT1/2-KO-Mause wurde eine progrediente
kardiale Atrophie mit Reduktion der ZellgroRe nachgewiesen (Godecke et al., 2017).
Diese konnte durch Reduktion der mTORC1-Aktivitdt bedingt sein, da mTORC1 eine
wichtige Funktion in der Kontrolle des zellularen Wachstums einnimmt (Manning and
Cantley, 2007). Ein Ziel dieser Arbeit bestand darin, durch Wiederherstellung der
mTORC1-Stimulation im iICMAKT1/2-KO-Modell dessen Beitrag zur Veranderung des
kardialen Phanotyps zu untersuchen. Es ist bekannt, dass Rheb mTORC1 lber Bindung
und Konformationsanderung allosterisch aktiviert (Yang et al., 2017). Daher wurde zur
Untersuchung der Fragestellung eine Rheb Q64L-Mutante verwendet, die durch den
Austausch der Aminosaure Glutamin an Position 64 durch Leucin zur Expression eines
konstitutiv aktiven Rheb-Proteins fuhrt (Inoki et al., 2003a). Der Vorteil bei Verwendung
der Rheb Q64L-Mutante besteht in einer 2-3-fachen Aktivitatssteigerung im Vergleich
zur wildtypischen Rheb-Variante (Inoki et al., 2003a).

4.1.1 Wirkung der Rheb-Expression auf die mTORC1-Aktivitat

Zunachst wurden Rheb-codierende Plasmide auf Zellkultureben charakterisiert. Mittels
Western Blot-Analyse wurde eine deutliche Rheb-Uberexpression in den transfizierten
Zellen detektiert (Kapitel 3.1: Abb. 14). Es wurde eine Signalbande bei ca. 16 kDa
detektiert, bei der es sich vermutlich um das endogene Rheb handelt. Die deutliche
Bande bei 23 kDa entspricht dem transgenen Rheb und war vermutlich aufgrund der N-
terminalen Fusion des c-Myc Tags an das Rheb-Protein gréRer als die des endogenen
Rhebs. Auch zeigten die transfizierten Proben eine zusatzliche Bande bei ca. 20 kDa.
Hierbei kdnnte es sich um eine verkiirzte Variante des transgenen Rhebs handeln, die
durch die Nutzung eines internen Methionins in der c-Myc Tag-Sequenz als Startcodon
der Translation erklarbar ist.

Es ist bekannt, dass es Uber den mTORC1-Signalweg zur Aktivierung der stromabwarts
liegenden Zielmolekile p70S6K und 4EBP1 kommt (Burnett et al., 1998, Brunn et al.,
1997). Die in der Western Blot-Analyse gezeigten Phospho-p70S6K- und Phospho-
4EBP1-Signalverstarkungen deuteten darauf hin, dass die Expression einer transgenen
Rheb-Variante zur vermehrten Phosphorylierung der Proteine p70S6K oder 4EBP1
fuhrte (Kapitel 3.1: Abb. 15). Somit war davon auszugehen, dass die verwendeten
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transgenen Rheb-Varianten funktionsfahig sind und dass es durch deren Expression zu
einer effektiven Stimulation des mTORC1-Signalweges mit anschliellender
Phosphorylierung von stromabwarts liegenden Effektoren kommt. Zudem wurde
sichtbar, dass die Rheb Q64L-Variante zu einer starkeren Zunahme der
Phosphorylierung von p70S6K und 4EBP1 flhrte als die wildtypische Rheb-Variante.

4.1.2 Untersuchung der induzierbaren Rheb-Expression

Auf Grundlage der vorherigen Ergebnisse wurde das Plasmid ,pAAV-fIGFP-Rheb Q64L*
mit AAV9-Hintergrund konstruiert, das der Erzeugung viraler AAV9-Partikel flr das
Tiermodell dienen sollte. Zudem sollte dadurch eine induzierbare Rheb Q64L-
Expression ermdglicht werden. Dabei kommt in der Theorie der CMV-Promotor erst nach
Expression einer  kardiomyozytenspezifischen, = Tamoxifen-abhangigen  Cre-
Rekombinase und der darauffolgenden Exzision des GFP-Gens vor dem Rheb Q64L-
Gen zu liegen, was schlieBlich zur Expression des Rheb Q64L-Transgens fuhrt (Abb.
38). Die induzierbare Expression eines Rheb-Gens bietet den Vorteil, dass bei
Verwendung viraler AAV9-Partikel auf Grundlage dieses Plasmids im Tiermodell die
Expression des Rheb Q64L-Gens in den infizierten Tieren aktiv durch die Injektion von
Tamoxifen gesteuert werden kann. Die Tamoxifen-abhdngige Cre-Rekombinase soll
somit neben der Induktion des ICMAKT1/2-KOs auch zur Expression des Rheb Q64L-
Gens fuhren. Durch diese gezielte Steuerung sollen Effekte einer vorzeitigen Expression
des Rheb Q64L-Gens vor dem Knockout der AKT-1/2-Sequenzen verhindert werden.
Obwohl AAV des Serotyps 9 einen erhéhten kardialen Tropismus aufweisen, findet auch
eine Infektion anderer Zelltypen, vor allem in der Leber, statt (Zincarelli et al., 2008). Die
Expression des Rheb Q64L-Gens auferhalb des Herzens kann somit durch die
Kardiomyozytenspezifitat der Cre-Rekombinase, bedingt durch die Verwendung eines
a-MHC-Promotors (Sohal et al., 2001), verhindert werden.

pAAV-fIGFP-Rheb Q64L:

C-Myc

Tag
——]{CMV ennancer || CMV-Promotor >—{ loxP |- GFP ~loP |—  Rneb QsaL >—

Abb. 38: Darstellung der Strukturen innerhalb der AAV2 ITR-Sequenzen des Plasmids
»PAAV-fIGFP-Rheb Q64L“. Zur Veranschaulichung des diskutierten Plasmids ,pAAV-fIGFP-
Rheb Q64L" sind dessen Strukturen innerhalb der AAV2 ITR-Sequenzen noch einmal abgebildet.
Die ausfihrliche Darstellung der abgebildeten Strukturen und Abklirzungen erfolgt in Kapitel
2.9.2.

Zunachst wurde sowohl durchflusszytometrisch als auch auf Western Blot-Ebene eine
erfolgreiche GFP-Expression nach Transfektion des Plasmids in HEK293-Zellen
nachgewiesen (Kapitel 3.2.1: Abb. 17 + Abb. 18). Das reduzierte GFP-Signal bei
Koexpression einer Cre-Rekombinase zeigte zudem eine erfolgreiche Exzision der mit
loxP-Sequenzen flankierten GFP-Expressionskassette. AnschlieRend konnte jedoch
nicht wie erwartet eine Zunahme der Rheb-Expression nachgewiesen werden (Kapitel
3.2.1: Abb. 18).
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Folgend wurde die Rekombination naher untersucht, um eine Ursache fir die
ausbleibende Zunahme der Rheb-Expression innerhalb dieses Vorgangs zu finden. Eine
Hypothese bestand darin, dass die verbleibende loxP-Sequenz zwischen CMV-
Promotor und Rheb Q64L-Gen die transgene Rheb-Expression behindert. Daher
erfolgte, wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben, eine Behandlung des Plasmids ,pAAV-fIGFP-
Rheb Q64L“ in vitro mit einer Cre-Rekombinase, wodurch die Exzision der GFP-
Expressionskassette inklusive einer loxP-Sequenz bereits vor Transfektionsbeginn
stattfand. Im Vergleich zum Plasmid ,Rheb Q64L", fur das bereits zuvor eine erfolgreiche
Expression transgenen Rhebs gezeigt werden konnte, vermittelte das so erzeugte
Plasmid ,pAAV-loxP-Rheb Q64L“ jedoch sowohl eine ahnliche Expressionsstarke flr
das transgene Rheb-Signal als auch einen ahnlichen Phosphorylierungsstatus flir das
Phospho-T389-p70S6K-Signal (Kapitel 3.2.2: Abb. 19). Es war somit davon
auszugehen, dass die nach Exzision des GFP-Gens verbliebene loxP-Sequenz keinen
Einfluss auf die Expression des Rheb Q64L-Gens hat.

Eine weitere mogliche Ursache fur die beobachtete fehlende vermehrte Rheb-
Expression nach Exzision der GFP-Expressionskassette in vivo bestand darin, dass die
Interaktion der verbliebenen loxP-Stelle mit einer Cre-Rekombinase im Sinne einer
Rekombination zwischen Plasmid-Einzelmolekilen die Rheb-Expression beeinflusst.
Jedoch wurde in der in Kapitel 3.2.3 (Abb. 20) beschriebenen Western Blot-Analyse
nachgewiesen, dass das Plasmid ,pAAV-loxP-Rheb Q64L“ in Doppeltransfektion mit
dem ,PGK-Cre“-Plasmid zu einer mindestens ahnlich starken transgenen Rheb-
Expression flhrte wie mit dem Kontrollplasmid ,DS-Red“. Die beobachtete vermehrte
Expression transgenen Rhebs bei Doppeltransfektion der Plasmide ,pAAV-loxP-Rheb
Q64L“ und ,PGK-Cre" im Vergleich zur Doppeltransfektion von ,pAAV-loxP-Rheb Q64L"
und ,DS-Red* beruhte am ehesten auf einer erhéhten Variabilitat aufgrund der nur
einmaligen Durchfuhrung der Western Blot-Analyse. Eine Interaktion zwischen der
verbleibenden loxP-Sequenz und einer in vivo exprimierten Cre-Rekombinase schien
somit ebenfalls nicht als Ursache fur die geringe Expression im ,pAAV-fIGFP-Rheb
Q64L"“-Transfektionsversuch in Frage zu kommen.

Insgesamt wurde somit festgestellt, dass die verbleibende loxP-Sequenz nach
erfolgreicher GFP-Exzision durch die Cre-Rekombinase nicht zu einer Behinderung der
Expression des Rheb Q64L-Gens fuhrte und diese zudem vermutlich nicht mit der in vivo
exprimierten Cre-Rekombinase im Sinne einer Rekombination zwischen Plasmid-
Einzelmolekulen interagierte.

Das Grundkonstrukt zur induzierbaren Expression eines Transgens basiert auf dem
Plasmid ,pSico®, welches die induzierbare Expression einer shRNA erlaubt. Dabei wird
die shRNA-Expression durch die Cre-vermittelte Exzision einer GFP-
Expressionskassette ermoglicht (Ventura et al., 2004). Ventura et al. nutzten dieses
Plasmid, um eine p53-shRNA zu exprimieren. Eine Woche nach zusatzlicher Expression
einer Cre-Rekombinase konnten die Autoren eine deutliche Zunahme der Expression
der induzierten p53-shRNA nachweisen. In Proben ohne zusatzliche Expression der
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Cre-Rekombinase konnte hingegen keine p53-shRNA-Expression nachgewiesen
werden. Eine Behinderung der Expression durch die verbleibende loxP-Stelle wurde
nicht beschrieben, was sich mit den Erkenntnissen in dieser Arbeit deckt (Ventura et al.,
2004). Da somit eine Ursache fur die fehlende vermehrte Expression des Rheb Q64L-
Gens innerhalb der Plasmidstruktur nicht in Frage kommt, scheint die Ursache
vermutlich im Prozess der Aktivierung der Cre-Rekombinase und der Exzision des GFP-
Gens innerhalb der Zellen zu liegen. Ein wesentlicher Unterschied zwischen der
Untersuchung des Plasmids ,pSico“ und des Plasmids ,pAAV-fIGFP-Rheb Q64L" in
dieser Arbeit besteht im Einbringen des Plasmids in die Zelle. Wahrend von Ventura et
al. Lentiviren auf Grundlage des Plasmids ,pSico“ generiert wurden (Ventura et al.,
2004), wurde das Plasmid ,pAAV-fIGFP-Rheb Q64L" in dieser Arbeit mittels transienter
Transfektion auf Zellkulturebene untersucht. Zudem erfolgte durch Ventura et al. die
Uberexpression einer Cre-Rekombinase mittels adenoviraler Superinfektion (Ventura et
al., 2004); in dieser Arbeit wurde die Cre-Rekombinase mittels Co-Transfektion in die
Zelle eingebracht. Eine mégliche Ursache fir die fehlende vermehrte Rheb-Expression
nach Cre-induzierter Exzision der GFP-Expressionskassette in dieser Arbeit kdnnte
somit darin bestehen, dass aufgrund einer sehr hohen Transfektionseffizienz viele
Plasmidkopien pro Zelle aufgenommen wurden. Nach Exzision der GFP-Kassette durch
die Cre-Rekombinase kdnnte es dabei zu intermolekularer Rekombination zwischen
mehreren der zu diesem Zeitpunkt an den loxP-Sequenzen gedffneten Plasmiden
gekommen sein, wodurch die Expression eines Rheb Q64L-Produktes durch
Konkatemerbildung in einem Grolteil der Zellen verhindert wurde.

Fir den zellularen Aufnahmemechanismus von AAV ist beschrieben, dass es innerhalb
des Zellkerns durch Rekombinationsereignisse neben einer intramolekularen
Zirkularisierung der AAV-Genome auch zur Bildung intermolekularer Konkatemere
kommen kann (Choi et al., 2005). Da somit auch im Rahmen der AAV-Infektion mehrere
Genome in unmittelbarer Nahe lokalisiert sind und teilweise sogar eine Verbindung
miteinander eingehen, kénnten auch in diesem Kontext Fehlverknipfungen zwischen
verschiedenen, an loxP-Sequenzen gedffneten Genomen mdoglich sein. Letztendlich
blieb die genaue Ursache flr die ausbleibende Zunahme der Rheb-Expression nach
Cre-vermittelter Exzision der GFP-Expressionskassette ungeklart.

Eine weitere beobachtete Einschrankung bestand darin, dass bereits vor Exzision der
GFP-Expressionskassette durch eine Cre-Rekombinase transgenes Rheb in geringer
Menge exprimiert wurde, auch wenn durch die Expression keine vermehrte
Phosphorylierung der p70S6K nachgewiesen werden konnte (Kapitel 3.2.1: Abb. 18).
Eine Ursache hierflr konnte ein interner Neustart der Translation durch eine interne
ribosomale Eintrittsstelle sein.

Aufgrund der beschriebenen Ergebnisse auf Zellkulturebene sowie der Hypothese einer
mdglichen Fehlverknlpfung von Plasmiden wurde abschlieliend auf die theoretischen
Vorteile der induzierbaren Rheb Q64L-Expression durch AAV9-vermittelten Gentransfer
verzichtet.
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4.1.3 Untersuchung einer Rheb Q64L-Mutante zur AAV9-Erzeugung

Das anschlieRend konstruierte Plasmid ,pAAV-Rheb Q64L" enthielt ein Rheb Q64L-Gen
direkt stromabwarts des CMV-Promotors und zeigte eine ahnlich starke Expression
transgenen Rhebs wie das zuvor untersuchte Plasmid ,pAAV-loxP-Rheb Q64L" (Kapitel
3.2.3: Abb. 20). Das Plasmid ,pAAV-Rheb Q64L“ fUhrt in der Theorie direkt nach
Transfektion bzw. im Tiermodell nach Infektion durch virale AAV9-Partikel zu einer
Expression von Rheb Q64L. Der Nachteil dieser Variante besteht darin, dass der
Zeitpunkt der Expression nicht kontrolliert werden kann. Auch kann die Expression nicht
kardiomyozytenspezifisch erfolgen, da die Cre-Rekombinase, deren
Kardiomyozytenspezifitat durch die Verwendung eines a-MHC-Promotors bedingt ist
(Sohal et al., 2001), nicht wie bei dem Plasmid ,pAAV-fIGFP-Rheb Q64L“ flr die
Expression des Rheb Q64L-Gens notwendig ist. Nachteilige Effekte einer Expression in
anderen Organsystemen wie der Leber mit Beeinflussung der untersuchten Parameter,
beispielsweise dem Uberlebensvergleich, kdnnen in adulten Mausen somit nicht
ausgeschlossen werden. Unter physiologischen Bedingungen ist Rheb Uber die
Aktivierung des mTORC1-Signalweges an der Forderung von zellularem Wachstum
beteiligt (Inoki et al., 2003a). Jedoch verfiigt die konstitutiv aktive Rheb Q64L-Variante
auch Uber eine onkogene Wirkung (Jiang and Vogt, 2008). In verschiedenen
Tumorgeweben war eine Uberexpression von Rheb festzustellen (Lu et al., 2010,
Kobayashi et al., 2010, Liu et al., 2018).

Durch die Verwendung von AAV des Serotyps 9 sowie eines CMV-Promotors in dieser
Arbeit konnte jedoch eine gewisse Praferenz fiir eine bevorzugte Transgenexpression in
Mausherzen erwartet werden. Die Infektion mit AAV des Serotyps 9 fuhrt zu einer breiten
Verteilung des Vektorgenoms mit Bevorzugung von Herz und Leber (Zincarelli et al.,
2008). Dabei fuhren AAV9 in murinen Herzen im Vergleich zu anderen Serotypen zur
effizientesten Transgenexpression (Pacak et al., 2006, Zincarelli et al., 2008, Prasad et
al., 2011). Weiterhin wurde gezeigt, dass sich bei Verwendung von AAV9 zur Expression
eines GFP-Gens unter Kontrolle eines CMV-Promotors die deutlichste GFP-Expression
in Mausherzen identifizieren liel3, obwohl die héchste Kopienzahl an AAV-DNA in der
Leber detektiert werden konnte (Chen et al., 2015). Zudem konnte beobachtet werden,
dass in vielen Organen auller Herz, Leber, Pankreas und Skelettmuskel trotz
erfolgreicher AAV9-Infektion keine ausreichende Menge des Transgens exprimiert
wurde (Inagaki et al., 2006). Folglich wurden virale AAV9-Partikel auf Grundlage des
Plasmids ,pAAV-Rheb Q64L" fir die Untersuchungen in adulten Mausen generiert.

4.1.4 Wiederherstellung der Rheb-Funktion in iCMAKT1/2-KO-Mausen

Um einen Effekt der Rheb Q64L-Variante zu analysieren, erfolgte ca. 4 Wochen nach
AAV9-Infektion die Induktion des iCMAKT1/2-KOs sowohl in den infizierten Tieren als
auch in der Kontrollgruppe. Die Analyse des kardialen Phanotyps nach Infektion mit
diesen AAV9-Partikeln zur Wiederherstellung der Rheb-Funktion erfolgte mithilfe einer
echokardiographischen Untersuchung und einer modifizierten Uberlebensanalyse im
Vergleich zu nicht-infizierten iCMAKT1/2-KO-Tieren. Da bereits gezeigt wurde, dass
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wildtypische Mause, die mit AAV der Serotypen 1-9 mit Fahigkeit zur Expression eines
Luciferase-Transgens infiziert wurden, keine Veranderungen bezlglich kardialer
Funktion und Wanddicke im Zeitverlauf Gber 100 Tage nach erfolgter AAV-Infektion
aufwiesen (Zincarelli et al., 2008), wurden wildtypische Tiere nicht in die Analyse
einbezogen.

In der echokardiographischen Funktionsanalyse wurden im Zeitverlauf sowohl in den
Rheb Q64L-infizierten Tieren als auch in den nicht-infizierten Kontrolltieren signifikante
Verschlechterungen beobachtet (Kapitel 3.5.1: Abb. 24-26). Dabei waren die kardialen
Funktionsparameter wie Ejektionsfraktion, Schlagvolumen und Herzzeitvolumen im
Zeitverlauf vermindert, was auf eine funktionelle Beeintrachtigung der iCMAKT1/2-KO-
Herzen hindeutet. Die deutliche Zunahme des endsystolischen Volumens sprach flr
eine Kontraktilitatseinschrankung des linken Ventrikels. Die kontinuierliche Abnahme der
Wanddicken, des Herzgewichtes und der HW/BW ratio im Zeitverlauf waren Hinweise
auf eine kardiale Atrophie. Insgesamt wurde somit im Zeitverlauf das Bild einer
zunehmenden Herzinsuffizienz beobachtet. Diese entsprach den zuvor beobachteten
Veranderungen bei der durch kardiale AKT-1/2-Deletion induzierten Herzinsuffizienz
(Godecke et al., 2017).

Die ahnlichen Ausgangswerte der untersuchten kardialen Parameter von infizierten und
nicht-infizierten Tieren an Tag 0 vor iCMAKT 1/2-KO-Induktion wiesen darauf hin, dass
allein das Einbringen der Rheb QG64L-Variante in die murinen Herzen zu keiner
Beeinflussung des kardialen Phanotyps fuhrte. Auch konnte im weiteren Zeitverlauf kein
signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen bezlglich der untersuchten
Parameter festgestellt werden. Zur Uberpriifung der erhobenen Parameter auf eine
Interaktion im Sinne eines zeitabhangigen Gruppeneffektes erfolgte eine Untersuchung
von Tag 0 vs. Tag 14 fur die kardialen Funktionsparameter, das Herzgewicht und die
HW/BW ratio sowie von Tag 0 vs. Tag 14 bzw. Tag 0 vs. Tag 21 fur die kardiale
Wanddicke und den innerventrikularen Durchmesser. Unter Durchfihrung einer 2-
Wege-Varianz-Analyse mit Messwiederholung konnten dabei keine signifikanten
Interaktionen festgestellt werden (Anhang: Tabellen 22-24). Zudem zeigten die Rheb
Q64L-infizierten Tiere keinen Uberlebensvorteil verglichen mit den nicht-infizierten
Kontrolltieren (Kapitel 3.5.2: Abb. 27).

In einer Untersuchung der kardialen Rheb-Expression auf Western Blot-Ebene mit
einem Rheb-Antikérper konnten weder fir endogenes Rheb noch fiir transgenes Rheb
eindeutige Signale nachgewiesen werden. Auch mit einem Antikérper gegen das c-Myc
Tag konnte in infizierten Herzen kein transgenes Rheb detektiert werden. In der in dieser
Arbeit daher durchgefuhrten gPCR-Untersuchung zum Nachweis einer transgenen
Rheb-Expression in Rheb Q64L-infizierten Herzen wies die Transkriptmenge transgenen
Rhebs nur einen geringen Anteil von durchschnittich 3,05 % an der Rheb-
Gesamttranskriptmenge auf (Kapitel 3.5.3: Abb. 28). Die geringe Expression liel3 darauf
schlieen, dass nur relativ wenige Kardiomyozyten infiziert wurden. Anhand der in dieser
Arbeit erhobenen Daten blieb somit insgesamt unklar, ob die Expression transgenen
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Rhebs in iCMAKT1/2-KO-Mausen fir den kardialen Phanotyp unerheblich ist oder ob
die Expression transgenen Rhebs nicht ausreichend hoch war, um den kardialen
Phanotyp zu beeinflussen.

Es ist bereits Wissen Uber verschiedene mTORC1-vermittelte kardiale Funktionen
vorhanden. So entwickelten Mause mit kardialem mTORC1-Defekt eine dilatative
Kardiomyopathie und verstarben vorzeitig (Zhang et al., 2010). Auch konnte
nachgewiesen werden, dass Uber den mTORC1-Signalweg, der zuvor Uber Rheb
aktiviert wurde, das zellulare Wachstum von Rattenkardiomyozyten geférdert wird
(Wang et al., 2008). Zudem war die mTORC1-Aktivitat bei physiologischer kardialer
Hypertrophie gesteigert (Kemi et al., 2008). Anhand der vorhandenen Literatur, in der
zahlreiche kardiale mTORC1-Wirkungen beschrieben wurden, ist eigentlich zu erwarten,
dass eine ausreichende Stimulation des mTORC1-Signalweges in iCMAKT1/2-KO-
Mausen zur Beeinflussung des kardialen Phanotyps flihren wirde.

4.2 Untersuchung der Wirksamkeit einer panFOXO shRNA

Durch AKT phosphorylierte FOXO-Transkriptionsfaktoren assoziieren mit 14-3-3-
Proteinen und sind im Zytoplasma lokalisiert. FOXO-Transkriptionsfaktoren im nicht-
phosphorylierten Zustand kdnnen hingegen im Zellkern die Transkription ihre Zielgene
fordern (Brunet et al.,, 1999). Auch in iICMAKT1/2-KO-Mausen wurden FOXO3A-
Transkriptionsfaktoren vermehrt im Zellkern von Kardiomyozyten nachgewiesen. Zudem
war die Transkription von FOXO3A-Zielgenen, die die zellulare Autophagie fordern,
gesteigert (Godecke et al., 2017), was zur kardialen Atrophie der iICMAKT1/2-KO-Mause
beitragen kénnte. Um die Bedeutung dieser Beobachtungen flr die progrediente
Herzinsuffizienz im iCMAKT1/2-KO-Modell zu untersuchen, sollte in dieser Arbeit die
FOXO-Menge mithilfe einer panFOXO shRNA gegen FOXO1- und FOXO3A-mRNA
wieder reduziert werden (Hribal et al., 2003, Renault et al., 2011). Zur Expression der
panFOXO shRNA wurde zunachst ein Plasmid (,pAAV-fIGFP-panFOXO shRNA®)
konstruiert, dass eine Cre-abhangige Expression dieser shRNA erlauben sollte (Kapitel
2.9.3: Tabelle 13 bzw. Abb. 8). Die Grundkonstrukte zur induzierbaren Expression von
Rheb im Plasmid ,pAAV-fIGFP-Rheb Q64L" und einer panFOXO shRNA im Plasmid
»PAAV-fIGFP-FOXO shRNA* sind identisch. Da im Laufe der Untersuchung die Induktion
der Rheb-Expression im Plasmid ,pAAV-fIGFP-Rheb Q64L* (Kapitel 3.2) Probleme
aufwarf, wurde auf die induzierbare Expression der panFOXO shRNA verzichtet. Daher
wurde auch in diesem Fall die Konstruktion weiterer Plasmide ohne induzierbaren
Aktivierungsmechanismus notwendig (Kapitel 2.9.3: Tabelle 13 bzw. Abb. 9).

Diese Plasmide wurden, wie in Kapitel 3.3 beschrieben, auf ihre Effektivitat beziglich
der Reduktion der FOXO-Transkriptionsfaktoren hin untersucht. Da die Zielsequenz der
panFOXO shRNA in Mausen und Menschen identisch ist, erfolgte die Charakterisierung
zunachst in den sehr gut transfizierbaren HEK293-Zellen. Aufgrund der durchgefihrten
FACS-basierten Zellsortierung waren in der anschlieBenden Western Blot-Analyse alle
untersuchten HEK293-Zellen transfiziert. Unter diesen optimalen Bedingungen flihrte die
Transfektion des Plasmids ,pSicoR-hUB-panFOXO shRNA® zu einer maximalen
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Reduktion der FOXO3A-Expression von 47 %, bei Transfektion des Plasmids ,pSicoR-
mUG-panFOXO shRNA® wurde eine Maximalreduktion von 65,8 % erreicht (Kapitel 3.3:
Abb. 21). Somit war insgesamt unter den Bedingungen einer erfolgreichen Plasmid-
Transfektion aller Zellen von einer moderaten Reduktion der FOXO3A-Expression
auszugehen.

Dabei muss beachtet werden, dass aufgrund der hohen Transfektionseffizienz
vermutlich jeweils mehrere Plasmid-Kopien in einer Zelle aufgenommen wurden. Bei
Verwendung von AAV-Vektoren in vivo ist jedoch von einer deutlich geringeren
Infektionseffizienz auszugehen. Es wurde bereits gezeigt, dass die Expression einer
panFOXO shRNA nach AAV9-Infektion in murinen Kardiomyozyten zu einer Reduktion
der FOXO3A-Proteinmenge um ca. 61 % und der FOXO1-Proteinmenge um ca. 49,5 %
fuhrte (Auguste et al., 2018). Dabei erfolgte die AAV-Infektion in neugeborenen Tieren
seriell am 2., 4. und 6. Tag postnatal (Auguste et al., 2018). In dieser Arbeit sollten
hingegen 7-8 Wochen alte Tiere verwendet werden. Die AAV-vermittelte
Transduktionseffizienz in Mausherzen scheint zwar altersunabhangig zu sein (Bostick et
al., 2007). Allerdings kann nach Auguste et al. die Transduktionseffizienz durch serielle
Injektion vor Erlangen einer vollstandigen Immunkompetenz gesteigert werden (Auguste
et al., 2018). Die serielle Injektion von AAV9 in neugeborenen Tieren kénnte somit eine
Ursache flr die starke Reduktion der FOXO-Expression darstellen. Da in adulten
Mausen nicht von einer nahezu vollstandigen Infektion aller Kardiomyozyten
ausgegangen werden konnte und die Effizienz der panFOXO shRNA zur Reduktion von
FOXO-Transkriptionsfaktoren unter diesen Bedingungen nicht vollstandig klar war,
wurde abschlieBend auf die Erzeugung viraler AAV9-Partikel auf Grundlage des
Plasmids ,pSicoR-mUB-panFOXO shRNA* zur FOXO-Expressionsreduktion im
iICMAKT1/2-KO-Modell verzichtet.

4.3 Bedeutung von AMPK im iCMAKT1/2-KO-Modell

Die Aktivierung der AMPK spielt eine wichtige Rolle bei der Anpassung an
Energiemangel (Towler and Hardie, 2007). Ein erhohter intrazellularer AMP-Spiegel tragt
zur Aktivierung der AMPK Uber direkte allosterische Aktivierung und Regulierung der
Threonin-172-Phosphorylierung bei (Sanders et al., 2007). Die aktivierte AMPK
stimuliert katabole Signalwege zur Bereitstellung von ATP und inhibiert anabole
Signalwege mit ATP-Verbrauch (Hardie, 2007). Die progrediente Herzinsuffizienz in
ICMAKT1/2-KO-Mausen ging mit einer zunehmenden energetischen Depletion nach
Knockout-Induktion einher. Erstaunlicherweise konnte eine vermehrte inhibitorische
Serin-485-Phosphorylierung der a1-Untereinheit bzw. Serin-491-Phosphorylierung der
a2-Untereinheit der AMPK nachgewiesen werden (Woods et al., 2003, Gédecke et al.,
2019). Dies legte den Schluss nahe, dass die Inhibition der AMPK eine Aktivierung
kataboler Stoffwechselwege verhindert und somit zur energetischen Depletion der
AKT1/2-defizienten Herzen beitrug. Ein weiteres Ziel der Arbeit bestand daher darin, die
Bedeutung dieser Veranderung flr den beobachteten kardialen Phanotyp zu
untersuchen. Dies sollte durch Wiederherstellung der AMPK-Aktivitat in iCMAKT 1/2-KO-
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Mausen mithilfe der Expression einer nicht-inaktivierbaren, phosphodefekten AMPK-a2-
S491A-Variante erfolgen.

4.3.1 Charakterisierung einer AMPK-02-S491A-Mutante zur AAV9-
Erzeugung

Zunachst wurde ein AAV-Expressionsvektor zur Expression einer nicht-inaktivierbaren
AMPK-02-S491A-Variante konstruiert und auf Zellkulturebene untersucht. Durch den
Austausch der Aminosaure Serin an Position 491 durch Alanin wird eine nicht durch
inhibitorische Phosphorylierung inaktivierbare Proteinvariante erzeugt (Coughlan et al.,
2016). Dazu wurde die AMPK-a2-Isoform gewahlt, da diese in Mausherzen die
dominante Isoform gegeniber der a1-Isoform darstellt (Stapleton et al., 1996). Nach
Transfektion des Plasmids ,pAAV-AMPK-a2 S491A“ in HEK293-Zellen wurde auf
Western Blot-Ebene eine deutlich vermehrte AMPK-a-Expression nachgewiesen.
Zudem wurde eine vermehrte Threonin-172-Phosphorylierung, jedoch keine gesteigerte
Serin-485/491-Phosphorylierung der AMPK-a festgestellt (Kapitel 3.4: Abb. 22 + Abb.
23). Es ist bekannt, dass uber die Phosphorylierung der AMPK-Aminosaure Threonin
172 eine AMPK-Aktivierung erreicht wird (Hawley et al., 1996, Mitchelhill et al., 1997).
Eine Phosphorylierung der Aminosaure Serin 485/491 vermittelt hingegen eine Inhibition
der AMPK-Aktivitat (Kovacic et al., 2003, Horman et al., 2006). Somit zeigte sich, dass
nach Transfektion des Plasmids ,pAAV-AMPK-a2 S491A* trotz der Zunahme Threonin-
172-phosphorylierter AMPK-a die Menge an Serin-491-phosphorylierter, inaktiver
AMPK-a nicht erhoht war. Dies spricht dafiir, dass die exprimierte AMPK-a2-S491A-
Variante tatsachlich nicht durch Phosphorylierung inaktivierbar ist.

Aktivierte AMPK stimuliert katabole Prozesse wie die Verstoffwechselung von Glukose
und Fettsduren zur Produktion von ATP und hemmt anabole Stoffwechselwege mit
hohem ATP-Verbrauch wie die Neusynthese von Fettsduren oder Glykogen (Hardie,
2007). So spielt die a2-Isoform der AMPK beispielsweise eine wichtige Rolle in der
Regulation der hepatischen Glukoseproduktion (Andreelli et al., 2006). Die kurzzeitige
hepatische Expression einer konstitutiv aktiven AMPK-a2-Variante filhrte zu einer
Reduktion der Blutglukosekonzentration und der Glykogensynthese sowie der
Akkumulation von Lipiden. Andererseits erfolgte eine vermehrte Fettsaureoxidation und
die Synthese von Ketonkdrpern in der Leber (Foretz et al., 2005). Prinzipiell kdnnten die
hier genannten Veranderungen des Leberstoffwechsels auch bei der AAV9-Infektion zur
Expression der AMPK-a2-S491A-Variante in den iCMAKT1/2-KO-Mausen eintreten, da
eine virale Infektion und Transgenexpression anderer Zielorgane nicht ausgeschlossen
werden konnte. Zu beachten ist jedoch, dass in dieser Arbeit eine nicht-inaktivierbare
Variante der AMPK-a2 verwendet wurde und nicht wie in der angegebenen Literatur eine
konstitutiv aktive Variante (Foretz et al., 2005). Auch konnte Uber die Verwendung von
AAYV des Serotyps 9 sowie des CMV-Promotors eine gewisse Bevorzugung der kardialen
Expression erreicht werden (Chen et al., 2015) (Kapitel 4.1.3).
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4.3.2 Untersuchung der Serin-485/491-Phosphorylierung der AMPK-a im
murinen iCMAKT1/2-KO-Modell

In vorherigen Untersuchungen kam es in den Herzen von Mausen mit iCMAKT1/2-KO
trotz zunehmender energetischer Verarmung an Tag 14 und Tag 21 nach Knockout-
Induktion zu einer vermehrten inhibitorischen Serin-485/491-Phosphorylierung der
AMPK-a (Godecke et al., 2019). Im Gegensatz dazu konnte eine AMPK-Aktivierung in
anderen kardialen Stresssituationen mit verandertem Metabolismus wie der
Hypertrophie durch Druckiiberlastung oder der kardialen Ischamie gezeigt werden (Tian
et al., 2001, Kim et al., 2012, Kudo et al., 1995). Daher wurde auch in dieser Arbeit
zunachst der Phosphorylierungsstatus der AMPK-Aminosaure Serin 485/491 in
iICMAKT1/2-KO-Herzen 21 Tage nach Knockout-Induktion untersucht (Kapitel 3.6.1:
Abb. 29). Der Befund einer vermehrten Serin-485/491-Phosphorylierung in den
ICMAKT1/2-KO-Herzen im Vergleich zu wildtypischen Kontrollherzen konnte dabei
reproduziert werden.

Es ist bekannt, dass AKT Uber eine Phosphorylierung der Aminosaure Serin 485/491 zu
einer reduzierten Threonin-172-Phosphorylierung durch die Kinase LKB1 und so zu
einer Verminderung der AMPK-Aktivitat fihrt (Kovacic et al., 2003, Horman et al., 2006).
Jedoch liegt in dieser Arbeit die Situation eines Knockouts der Isoformen AKT-1 und
AKT-2 vor, welche kardial bevorzugt exprimierten werden (Godecke et al., 2017,
Godecke et al., 2019). Da zudem gezeigt werden konnte, dass im iCMAKT1/2-KO-
Modell auch AKT-3 nicht kompensatorisch vermehrt exprimiert wird (Gédecke et al.,
2017), scheint AKT nicht fir die beobachtete Serin-485/491-Phosphorylierung
verantwortlich zu sein.

Es sind jedoch noch weitere Kinasen bekannt, die AMPK-a an der Aminosaure Serin
485/491 phosphorylieren koénnen. So fordert PKD-1 (protein kinase D7) in
Skelettmuskelzellen eine inhibitorische Phosphorylierung der AMPK-a02 an der
Aminosaure Serin 491 (Coughlan et al., 2016). Es wurde eine vermehrte Expression
sowie eine Aktivitatssteigerung von PKD-1 im Rahmen einer Herzinsuffizienz
nachgewiesen (Bossuyt et al., 2008). Ob die in ICMAKT1/2-KO-Mausen ausgeldste
Herzinsuffizienz mit vermehrter PKD-1-Aktivitdt und folgender AMPK-Serin-485/491-
Phosphorylierung einhergeht, ist derzeit nicht bekannt. Weiterhin wurde im
Hypothalamus p70S6K als Signalmolekil identifiziert, das die inhibitorische Serin-491-
Phosphorylierung der AMPK-a2-Untereinheit vermittelt (Dagon et al., 2012). AMPK wird
zudem an der Aminosaure Serin 485 in Makrophagen-ahnlichen Zellen durch IKK und
in reifen dendritischen Zellen MEK-1/2-ERK-1/2-abhangig phosphoryliert (Park et al.,
2014, Lopez-Cotarelo et al., 2015). Eine Serin-485/491-Phosphorylierung uber die
Proteinkinase A konnte ebenfalls gezeigt werden (Hurley et al., 2006). Auch wenn unklar
bleibt, Uber welche Kinase die vermehrte Phosphorylierung an Tag 21 nach Knockout-
Induktion erfolgte, verdeutlichten diese Ergebnisse, dass die Expression einer nicht-
inaktivierbaren, phosphodefekten AMPK-a2-Variante zur Wiederherstellung der AMPK-
Aktivitat im iCMAKT1/2-KO-Modell fihren konnte.
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4.3.3 Wiederherstellung der AMPK-Aktivitat in iCMAKT1/2-KO-Mausen
Nach der Charakterisierung der AMPK-a2-S491A-Mutante in Zellen erfolgte die Infektion
von iCMAKT1/2-KO-Mausen mit viralen AAV9-Partikeln. Eine echokardiographische
Untersuchung des kardialen Phanotyps im Zeitverlauf sowie eine modifizierte
Uberlebensanalyse erfolgten im Vergleich zu nicht-infizierten iCMAKT1/2-KO-Tieren.

Die echokardiographische Funktionsanalyse zeigte weder vier bzw. zwei Wochen vor
Induktion des Knockouts (Stefanie Gédecke und André Heinen, persdnliche Mitteilung,
2020) noch an Tag 0 unmittelbar vor Knockout-Induktion flir einen der untersuchten
Funktionsparameter einen signifikanten Unterschied zwischen AMPK-02-S491A-
infizierten Tieren und nicht-infizierten Kontrolltieren. Daher konnte davon ausgegangen
werden, dass allein die AMPK-a2-S491A-Infektion nicht zur Veranderung der kardialen
Funktion vor Knockout-Induktion fuhrte.

Nach Tamoxifen-Injektion zur Induktion des iCMAKT1/2-KOs konnte im Zeitverlauf eine
signifikante Verschlechterung in den AMPK-a2-S491A-infizierten Tieren und den nicht-
infizierten Kontrolltieren nachgewiesen werden (Kapitel 3.6.2: Abb. 30 + Abb. 32 + Abb.
34). Aufgrund der progredienten Einschrankung der Kkardialen Funktion
(Ejektionsfraktion, Schlagvolumen und Herzzeitvolumen) konnte von einer funktionellen
Beeintrachtigung der Herzen ausgegangen werden. Die deutliche Zunahme des
endsystolischen Volumens bei moderater VergroRerung des enddiastolischen Volumens
wies zudem auf eine zunehmende Einschrankung der Ventrikelkontraktilitat hin. Zudem
deutete die Reduktion der Wanddicken sowie des Herzgewichtes und der HW/BW ratio
auf eine progressive Atrophie der kardialen Wand hin. Die beobachteten Veranderungen
zeigten somit eine progrediente Herzinsuffizienz und stimmten mit dem von Gédecke et
al. beschriebenen Phanotyp der iCMAKT 1/2-KO-Herzen tberein (Gédecke et al., 2017).

Bei der weiteren Untersuchung im Zeitverlauf nach Induktion des iCMAKT1/2-KOs
wurden allerdings Unterschiede zwischen AMPK-a2-S491A-infizierten Tieren und nicht-
infizierten Kontrolltieren deutlich (Kapitel 3.6.2: Abb. 31 + Abb. 33). So konnte eine
signifikant geringere Abnahme der kardialen Funktionsparameter Ejektionsfraktion,
fractional area change, fractional shortening sowie eine signifikant geringere Zunahme
des enddiastolischen und endsystolischen Volumens in den AMPK-02-S491A-infizierten
Tieren im Vergleich von Tag 0 und Tag 14 nach Knockout-Induktion nachgewiesen
werden. Auch fur den innerventrikularen Durchmesser in Systole und Diastole zeigte
sich im Vergleich von Tag 0 und Tag 14 in den AMPK-a2-S491A-infizierten Tieren eine
signifikant geringere Zunahme. Dies spricht flr eine weniger stark ausgepragte
Kontraktilitdtseinschrankung des linken Ventrikels. Auflerdem nahm die posteriore
Wanddicke in Systole signifikant weniger ab, was als Hinweis auf eine verlangsamte
Atrophie nach AMPK-02-S491A-Infektion zu werten ist. Es ist jedoch auch eine
Interpretation als Folge einer verlangsamten Kontraktionseinschrankung méglich, da die
Veranderung der posterioren Wanddicke in Systole auch durch eine unterschiedliche
linksventrikulare Kontraktionskraft erklart werden kann.
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Zusammenfassend wurde somit nachgewiesen, dass die Expression einer AMPK-a2-
S491A-Variante zur signifikant verlangsamten Verschlechterung kardialer Funktions-
und Strukturparameter im iCMAKT1/2-KO-Modell besonders an Tag 14 nach Knockout-
Induktion flhrt und somit vermutlich eine kardioprotektive Wirkung entfaltet.

Diese Beobachtung reiht sich in die Ergebnisse vorheriger Studien ein, die ebenfalls auf
eine kardioprotektive AMPK-Wirkung hinwiesen. Im durch Druckiberlastung induzierten
Herzversagen zeigte AMPK ahnlich wie in dieser Arbeit, in der durch den iCMAKT1/2-
KO ein Herzversagen induziert wurde, eine Verbesserung der kardialen Funktion (Li et
al., 2018). Eine AMPK-Stimulation flhrte in dieser Untersuchung zu einer verbesserten
Ejektionsfraktion sowie zu einer verminderten Dilatation des linken Ventrikels. Dabei
inhibierte AMPK, anders als unter physiologischen Bedingungen, die Autophagie, was
zur Verbesserung der Herzfunktion beizutragen scheint (Li et al.,, 2018). Auch im
Rahmen einer Ischamie-induzierten Herzinsuffizienz flUhrte die Metformin-vermittelte
AMPK-Aktivierung zu einer verbesserten Ejektionsfraktion sowie einer Reduktion des
linksventrikuldren endsystolischen und enddiastolischen Durchmessers (Gundewar et
al., 2009). Umgekehrt zeigten skelettmuskel- und herzspezifische AMPK-B1/2-Doppel-
Knockout-Mause eine Verminderung der systolischen und diastolischen Funktion (Sung
et al.,, 2015). Auch der herzspezifische Knockout von LKB1, der wichtigsten
stromaufwarts von AMPK liegenden Kinase (Carling et al., 2008), ging mit einer kardialen
Dysfunktion einher (lkeda et al., 2009). Im Adiponektin-Knockout-Modell konnte eine
geringere AMPK-a-Expression sowie einer Regulationsstorung des
Glukosemetabolismus beobachtet werden, wobei diese Veranderungen bei Druck-
induzierter kardialer Hypertrophie zu deutlicheren Funktionseinschrankungen fihrten
und zur rascheren Entwicklung einer Herzinsuffizienz beitrugen (Liao et al., 2005).

Neben der kardialen Funktionsverbesserung zeigte die AMPK-a2-S491A-infizierten
iICMAKT1/2-KO-M3use weiterhin ein verlangertes Uberleben (Kapitel 3.6.3: Abb. 35),
wobei jedoch das Signifikanzniveau knapp nicht erreicht wurde (p = 0,0699). Jedoch ist
Literatur vorhanden, in der eine kardioprotektive AMPK-Aktivierung im Herzinsuffizienz-
Modell einen Uberlebensvorteil bietet. So konnte bei Ischamie-induzierter
Herzinsuffizienz in Metformin-stimulierten Mausen mit erhéhter AMPK-Aktivitat ein
signifikanter Uberlebensvorteil verzeichnet werden (Gundewar et al., 2009).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass in den Mausen mit AMPK-a2-S491A-
Expression im Rahmen des iCMAKT1/2-KOs eine kardioprotektive Wirkung besonders
im Vergleich von Tag 0 und 14 Tage nach Induktion des Knockouts beobachtet werden
konnte, die zudem von einem tendenziellen Uberlebensvorteil begleitet wurde.

Post mortem erfolgte der Nachweis der transgenen AMPK-a2-Expression in den
Mausherzen mittels Western Blot-Analyse (Kapitel 3.6.4: Abb. 36 + Abb. 37). Dabei
konnte in den Herzen der AMPK-02-S491A-infizierten Tiere im Vergleich zur nicht-
infizierten Kontrollgruppe bei der Untersuchung zum Nachweis der Transgenexpression
Uber das c-Myc Tag ein deutliches Signal in der Grole der transgenen AMPK-a
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detektiert werden. In der Untersuchung der Transgenexpression iber Bestimmung der
AMPK-a-Gesamtmenge sowie seiner Threonin-172-Phosphorylierung zeigten sich
schwache zusatzliche Banden. Transgene AMPK-a konnte zudem in den Leberproben
der infizierten Tiere nachgewiesen werden. Ein quantitativer Mengenvergleich zwischen
infizierten und nicht-infizierten Tieren zur Abschatzung der Infektionseffizienz anhand
dieses Signals war jedoch nicht moéglich, da die Signalbanden der endogenen und der
c-Myc Tag-markierten, transgenen AMPK-a kaum voneinander zu trennen sind.
Allerdings lag die transgene AMPK-a-Menge deutlich unter der der endogen
exprimierten AMPK-a. Fur eine funktionelle Wiederherstellung muss jedoch die
transgene AMPK-a2-S491A mit der endogenen AMPK-a um die Bildung aktiver trimerer
Komplexe aus a-, #- und y-Untereinheit kompetieren. So ist zu vermuten, dass man bei
einem hdheren Expressionsniveau der AMPK-a2-S491A-Mutante einen noch starkeren
protektiven Effekt erwarten kdnnte.

Abschlie3end lasst sich festhalten, dass in Herzgewebe der AMPK-a2-S491A-infizierten
Tiere eine Expression der AMPK-a2-S491A-Variante gezeigt werden konnte. Insgesamt
blieb allerdings unklar, wie viele Kardiomyozyten infiziert wurden und in welchem Male
die Expression der AMPK-a2-S491A-Variante in den einzelnen Kardiomyozyten erfolgte.
Anhand der beschriebenen Ergebnisse ist jedoch eher von einer moderaten Expression
auszugehen.

Es kommen verschiedene Zielstrukturen in Frage, Uber die AMPK die beobachtete
kardioprotektive Wirkung vermittelt. So wurde beschrieben, dass AMPK bei
Herzversagen, anders als im physiologischen Zustand, zur Kardioprotektion die
Verminderung der Autophagie fordert und dies vermutlich durch mTORC2-Aktivierung
und anschlielfende AKT-Serin-473-Phosphorylierung erreicht wird (Li et al., 2018). Eine
AKT-Aktivierung ist jedoch im iICMAKT1/2-KO nicht mdglich, weshalb andere
Mechanismen die Verbesserung der Herzfunktion ausiiben mussen.

Zur Aufrechterhaltung der kontraktilen Funktion verfligt das Herz Uber einen hohen
Bedarf an ATP (Lopaschuk et al., 2010). Die Entwicklung einer Herzinsuffizienz fuhrt
jedoch zu metabolischen Veranderungen, die mit einer Reduktion der ATP-Menge
einhergehen (Ingwall, 2009). Auch im iICMAKT1/2-KO-Modell konnte eine mit der Zeit
zunehmende energetische Depletion mit abnehmendem Phosphokreatin:ATP-
Verhaltnis und Zunahme an freiem Kreatin beobachtet werden (Gddecke et al., 2019).
Wie zuvor beschrieben besteht die zentrale Rolle von AMPK im Energiemetabolismus
darin, die intrazellulare ATP-Konzentration zu erhdhen, wobei dies Uber die Aktivierung
kataboler Prozesse wie beispielsweise der Aufnahme und Verstoffwechselung von
Glukose sowie der Inhibition anaboler Stoffwechselwege erreicht wird (Hardie, 2007).
So vermittelt AMPK unter ischdmischen Bedingungen durch metabolische Anpassung
mit Aktivierung der Glukoseaufnahme und der Glykolyse einen kardioprotektiven Effekt
(Russell et al.,, 2004). Zudem resultiert die spezifische Hemmung der AMPK-a2-
Untereinheit bei kardialer Ischdmie in einem beschleunigten ATP-Verbrauch sowie einer
reduzierten Glukoseaufnahme, verbunden mit einer Funktionsbeeintrachtigung des
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Herzens (Xing et al., 2003). Es ist daher wahrscheinlich, dass die Expression einer
AMPK-02-491A-Variante in iCMAKT 1/2-KO-M&usen zur metabolischen Anpassung und
veranderten Substratnutzung fuhrt.

Weitere beschriebene kardioprotektive Wirkungen der AMPK bei Herzinsuffizienz
bestehen in einer Verminderung der mitochondrialen Dysfunktion sowie einer erhdhten
mitochondrialen ATP-Synthese. Gundewar et al. vermuten dabei, dass die
mitochondriale Atmung bei Ischamie-induzierter Herzinsuffizienz eingeschrankt war und
eine Metformin-vermittelte vermehrte AMPK-Aktivitdt zu einer verbesserten
mitochondrialen Energiegewinnung beitrug (Gundewar et al., 2009). Dabei konnten
sowohl eine vermehrten eNOS (endotheliale  Stickstoffmonoxid-Synthase)-
Phosphorylierung als auch eine gesteigerte PGC-1a-Expression nachgewiesen werden,
die an der beobachteten gesteigerten mitochondrialen ATP-Synthese beteiligt waren
(Gundewar et al., 2009).

PGC-1a ist ein wichtiger Stimulator der mitochondrialen Biogenese und Funktion im
Herzen und wird AMPK-abhangig phosphoryliert (Lehman et al., 2000, Jager et al.,
2007). In den Herzen von PGC-10-Knockout-Mausen konnte eine verminderte
mitochondriale Enzymaktivitat sowie ein niedriger ATP-Spiegel festgestellt werden.
AulRerdem war eine kardiale Funktionseinschrankung festzustellen (Arany et al., 2005).
Auch im iCMAKT1/2-KO-Modell konnte im Zeitverlauf begleitend zu der zunehmenden
AMPK-Phosphorylierung an der Aminosaure Serin 485/491 neben einer energetischen
Verarmung auch eine mitochondriale Dysfunktion festgestellt werden. Diese zeigte sich
in einer verminderten Transkription von Genen mitochondrialer Proteine sowie in der
Zunahme der Konzentration von Acylcarnitinen als Hinweis auf einen gestorten
Fettsaureimport in die Mitochondrien (Gédecke et al., 2017, Gédecke et al., 2019). Auch
Ock et al. zeigten, dass in Mausen mit generalisiertem AKT-1-Knockout und induziertem
kardialem AKT-2-Knockout Gene mit wichtiger Bedeutung in der mitochondrialen
Biogenese und der oxidativen Phosphorylierung vermindert exprimiert wurden (Ock et
al., 2018). Somit kdnnte auch die in dieser Arbeit beobachtete temporar verlangsamte
Verschlechterung der kardialen Funktion in AMPK-a2-S491A-infizierten Tieren teilweise
durch eine mit der Wiederherstellung der AMPK-Aktivitat einhergehende Verbesserung
der mitochondrialen Funktion und Energiegewinnung, mdglicherweise uber PGC-10-
Aktivierung, erklart werden. AbschlieRend bleibt unklar, Gber welche AMPK-Substrate
die beobachtete Kardioprotektion vermittelt wird. Es sind somit weiterflhrende
Untersuchungen notwendig, um diese zu identifizieren.

4.4 Limitationen des AAV9-vermittelten Gentransfers in vivo

Fir den echokardiographischen Vergleich kardialer Funktionsparameter zwischen
AAV9-infizierten Tieren und nicht-infizierten Kontrolltieren ist eine ausreichende
Infektionseffizienz der murinen Kardiomyozyten essenziell. AAV9 ermdglichen bei
Verwendung eines CMV-Promotors einen effizienten Gentransfer sowie eine effiziente
Expression des Transgens in Mausherzen (Chen et al., 2015). Daher wurde auch in
dieser Arbeit ein CMV-Promotor zur Expression von Rheb Q64L bzw. AMPK-a2 S491A
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verwendet. Inagaki et al. bendtigten bei der Verwendung von AAV9 mit einem CMV-
Promotor zur Expression eines lacZ (B-Galactosidase)-Gens in 6-8 Wochen alten
Mausen 3,0 * 10'° Virusgenome pro Maus, um ca. 32 % der murinen Kardiomyozyten zu
transduzieren (Inagaki et al., 2006). Bei der Verwendung von 3,0 * 10" Virusgenomen
pro Maus lag die kardiale Transduktionseffizienz bereits bei ca. 91 %; mit 1,0 * 102
Virusgenomen pro Maus wurde schlieRlich eine Effizienz von ca. 100 % erreicht (Inagaki
et al., 2006). Auch in dieser Arbeit wurden 1,0 * 10" Virusgenomkopien pro Maus
appliziert. Dennoch lag der geschatzte Anteil des Rheb Q64L-Transgens an der Rheb-
Gesamttranskriptmenge wie zuvor beschrieben bei durchschnittlich nur 3,05 % (Kapitel
3.5.3: Abb. 28); ein Expressionsnachweis auf Proteinebene mittels Western Blot-
Analyse war aufgrund uneindeutiger Signale nicht moglich. Die transgene AMPK-
Expression konnte auf Western Blot-Ebene nachgewiesen werden, jedoch war auch
dabei eher von einer geringen Transgenexpression auszugehen. Eine quantitative
Aussage Uber die Infektionseffizienz und die prozentuale Anzahl an Kardiomyozyten, die
das Transgen exprimieren, war anhand der durchgefiihrten Untersuchungen sowohl fir
die Rheb- als auch die AMPK-Untersuchung nicht mdéglich. Die in dieser Arbeit
dargestellten Ergebnisse lassen jedoch eine geringere Infektionseffizienz als in der
angegebenen Literatur vermuten. Letztendlich bleibt allerdings unklar, wie hoch die
tatsachliche Infektionseffizienz der verwendeten Rheb Q64L- und AMPK-a2-S491A-
AAV9 war.

Ein im iCMAKT1/2-KO-Modell untersuchter Faktor stellte das Uberleben AAV9-infizierter
Mause im Vergleich zu nicht-infizierten Kontrolltieren dar. Dabei ist jedoch nicht
auszuschlie®en, dass andere Faktoren als die progrediente Herzinsuffizienz aufgrund
des iCMAKT1/2-KOs das Uberleben der Tiere beeinflusst haben. Neben den Effekten
der AMPK-02-S491A- bzw. Rheb Q64L-Expression in anderen Organsystemen stellt
auch die Ernahrungslage der Tiere einen solchen moglichen Faktor dar. So wies das
nicht-infizierte iICMAKT1/2-KO-Kontrolltier mit dem hdchsten Koérpergewicht mit 28
Tagen nach Knockout-Induktion auch das langste Uberleben aller Kontrolltiere auf,
verglichen mit einem durchschnittlichen Uberleben von 24,4 Tagen in der Gruppe der
nicht-infizierten Kontrolltiere (Anhang: Tabelle 25). Die echokardiographisch detektierten
Funktionsparameter des Herzens dieses Tieres 3 Wochen nach Knockout-Induktion
lagen hingegen fast alle unterhalb der Durchschnittswerte der Kontrolltiere. Es ist somit
davon auszugehen, dass die kardialen Einschrankungen aufgrund des iCMAKT1/2-KOs
zwar zum Tode der Tiere fuhrten, die exakte Anzahl an Uberlebten Tagen jedoch
vermutlich durch mehrere Faktoren wie dem Korpergewicht beeinflusst wurden und
somit der direkte Uberlebensvergleich zwischen den untersuchten Gruppen bei ohnehin
nur geringgradigen zu erwartenden Unterschieden erschwert wurde.
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4.5 Schlussfolgerungen

Ziel dieser Arbeit war es, Teilfunktionen des AKT-Signalweges in iCMAKT1/2-KO-
M&ausen wiederherzustellen, um so deren Bedeutung fur den kardialen Phanotyp zu
untersuchen. Dabei sollte durch kardiale Rheb Q64L-Expression die Aktivitat von
mTORC1 gesteigert sowie durch Expression einer panFOXO shRNA die Verminderung
der FOXO-Transkriptionsfaktoren erreicht werden. Weiterhin sollte die kardiale AMPK-
Funktion durch Expression einer nicht-inaktivierbaren, phosphodefekten AMPK-a2-
S491A-Mutante wiederhergestellt werden. Unter den gewahlten gentherapeutischen
Ansatzen erwies sich die kardiale AMPK-a2-S491A-Expression am wirksamsten. Bei
den beiden weiteren Ansatzen konnte aufgrund methodischer Schwierigkeiten keine
abschlieliende Beurteilung der jeweiligen phanotypischen Bedeutung im iCMAKT1/2-
KO-Modell vorgenommen werden.

Im iCMAKT1/2-KO-Modell zeigten AMPK-a2-S491A-infizierte Mause nach Knockout-
Induktion besonders im Vergleich von Tag 0 und Tag 14 eine temporar verlangsamte
Verschlechterung einiger Funktions- und Strukturparameter im Vergleich zu nicht-
infizierten Mausen. Eine langfristige Verbesserung der kardialen Funktion konnte jedoch
nicht erreicht werden. Somit ist davon auszugehen, dass die nicht-inaktivierbare AMPK-
0a2-S491A-Variante einen kardioprotektiven Effekt bei Inaktivierung des AKT-1/2-
Signalweges vermittelt und die Knockout-induzierte Herzinsuffizienz abschwacht.
Umgekehrt Iasst dies vermuten, dass die zuvor im iCMAKT 1/2-KO-Modell beobachtete
vermehrte AMPK-Serin-485/491-Phosphorylierung an Tag 14 und Tag 21 nach
Knockout-Induktion zur Veranderung des kardialen Phanotyps mit Abnahme der
kardialen Funktion beitragt (Godecke et al., 2019).

Die Infektionseffizienz der AAV9-vermittelten AMPK-a2-S491A-Infektion blieb insgesamt
unklar, wobei eher von einer geringen Transgenexpression auszugehen war. Es kann
vermutet werden, dass bei Erreichen eines hoheren kardialen AMPK-02-S491A-
Expressionsniveaus der kardioprotektive Effekt noch deutlicher ausgefallen ware.
Folglich sollte das Ziel weiterfuhrender Untersuchungen darin bestehen, die kardiale
Infektionseffizienz zu steigern und zu quantifizieren, um so die Bedeutung von AMPK flr
den kardialen Phanotyp im iCMAKT1/2-KO-Modell noch deutlicher herauszustellen.
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6 Anhang

3 N
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Rheb Wildtyp
€008 bp

Abb. 39: Plasmid ,,Rheb Wildtyp“. Das Plasmid beinhaltet einen CMV-Promotor mit
vorgeschaltetem CMV enhancer, einen T7-Promotor sowie ein mit c-Myc Tag versehenes,
wildtypisches Rheb-Gen (Rheb Wildtyp). Weiterhin enthdlt das Plasmid ein bovines
Wachsstumshormon-Polyadenylierungssignal (bGH pA). Alle weiteren Strukturen und
Abkirzungen sind in Kapiteln 2.9.1 erklart.
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Abb. 40: Plasmid ,,Rheb Q64L“. Im Plasmid sind ein CMV-Promotor mit verstarkendem CMV
enhancer, ein T7-Promotor sowie ein mit dem Fusions-Polypeptid c-Myc Tag versehenes Rheb
Q64L-Gen enthalten. Zudem ist ein bovines Wachstumshormon-Polyadenylierungssignal (bGH
pA) vorhanden. Alle weiteren Strukturen und Abkurzungen sind in Kapiteln 2.9.1 beschrieben.
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pSico-fIGFP-panFOX0 shRNA

7603 bp

Abb. 41: Plasmid ,,pSico-fIGFP-panFOXO shRNA“. Das Plasmid beruht auf dem Grundvektor
,pSico” und beinhaltet zusatzlich ein Gen zur Expression der panFOXO shRNA (shpanFOXO),
welches stromabwarts der GFP-Kassette direkt hinter einer loxP-Sequenz lokalisiert ist. Alle
weiteren dargestellten Sturkturen und Abklrzungen sind in Kapitel 2.9.1 erlautert.
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Abb. 42: Plasmid ,,DS-Red*“. Im Plasmid ist ein Gen zur Expression eines rot fluoreszierenden
Proteins (DS-Red) enthalten. Dieses steht unter Kontrolle des CMV-Promotors mit zusatzlichem
CMV enhancer. Aullerdem ist ein Neomycin-/Kanamycin-/G418-Resistenzgen (NeoR/KanR)
unter Kontrolle eines bakteriellen Promotors (bacterial-Promotor) sowie SV 40 early-Promotors
vorhanden. Alle weiteren Strukturen und Abkulrzungen sind in Kapitel 2.9.1 beschrieben.
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PGK-Cre

4870 bp

Abb. 43: Plasmid ,,PGK-Cre“. Das dargestellte Plasmid enthalt ein Gen zur Expression einer
Cre-Rekombinase (Cre) unter Kontrolle eines murinen PGK1-Promotors (mPGK1-Promotor).
Zudem ist ein bovines Wachstumshormon-Polyadenylierungssignal (bGH pA) enthalten. Alle
weiteren Strukturen und Abkulrzungen sind in Kapitel 2.9.1 erklart.

Tabelle 22: Untersuchung der Interaktion kardialer Funktionsparameter und einer Rheb

Q64L-Expression. Gezeigt sind die Ergebnisse einer

2-Wege-Varianz-Analyse mit

Messwiederholung fir Tag 0 vs. Tag 14 zwischen Rheb Q64L-infizierten und nicht-infizierten
iICMAKT1/2-KO-Mé&usen (Signifikanz fur p < 0,05).

Funktionsparameter p-Wert Interaktion Tag 0 -
Tag 14

Herzzeitvolumen 0,3631

Ejektionsfraktion 0,7084

fractional area change 0,585

fractional shortening 0,6923

Schlagvolumen 0,24

Enddiastolisches Volumen | 0,1354

Endsystolisches Volumen | 0,8026
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Tabelle 23: Untersuchung der Interaktion kardialer Strukturparameter und einer Rheb

Q64L-Expression. Gezeigt

sind die Ergebnisse einer

2-Wege-Varianz-Analyse mit

Messwiederholung fiir Tag 0 vs. Tag 14 bzw. Tag 0 vs. Tag 21 zwischen Rheb Q64L-infizierten
und nicht-infizierten ICMAKT 1/2-KO-Mausen (Signifikanz fur p < 0,05).

Strukturparameter p-Wert p-Wert Interaktion
Interaktion Tag Tag 0 - Tag 21
0-Tag 14
Systole | left ventricular anterior wall 0,5941 0,5529
left ventricular internal diameter | 0,4286 0,6387
left ventricular posterior wall 0,7579 0,7824
Diastole | left ventricular anterior wall 0,5931 0,9803
left ventricular internal diameter | 0,5266 0,6568
left ventricular posterior wall 0,392 0,5764

Tabelle 24: Untersuchung der Interaktion des Herzgewichtes sowie des HW/BW ratio und
einer Rheb Q64L-Expression. Gezeigt sind die Ergebnisse einer 2-Wege-Varianz-Analyse mit
Messwiederholung fiir Tag 0 vs. Tag 14 zwischen Rheb Q64L-infizierten und nicht-infizierten

iICMAKT 1/2-KO-Mausen (Signifikanz fir p < 0,05).

Funktionsparameter

p-Wert Interaktion Tag 0 -
Tag 14

Herzgewicht

0,2874

HW/BW ratio

0,2193

Tabelle 25: Vergleich der an Tag 21 echokardiographisch detektierten Messwerte fir die
kardialen Parameter des nicht-infizierten Kontrolltieres mit dem héchsten Koérpergewicht

im Vergleich zu den durchschnittlichen Messwerten aller nicht-infizierten Kontrolltiere

Parameter Messwert Durchschnitts-
ausgewahltes | messwert KO-Tiere *
KO-Tier Standardabweichung
(n=10)

Herzzeitvolumen (ml/min) 11,731179 15,2 + 3,2
Ejektionsfraktion (%) 21,739324 30,0+7,6
fractional area change (%) 15,674577 21,7+8,3
fractional shortening (%) 5,026516 53+2,1
Schlagvolumen (ul) 19,747485 274 +£6,8
Enddiastolisches Volumen (ul) 90,837622 93,6 + 22,3
Endsystolisches Volumen (pl) 71,090137 66,2 £ 20,2
Systole | left ventricular anterior wall 0,5525 0,65+0,12

left ventricular internal diameter | 3,85125 3,56 £ 0,53

left ventricular posterior wall 0,609375 0,75+0,10
Diastole | left ventricular anterior wall 0,511875 0,56 £ 0,09

left ventricular internal diameter | 4,298125 4,15+ 0,38

left ventricular posterior wall 0,463125 0,59 £ 0,06
Herzgewicht (mg) 57,592382 64,774
HW/BW ratio 1,75 2,14 + 0,32
Kérpergewicht (g) 33 30,29 £ 1,61
Uberleben (Tage) 28 24.4
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