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Zusammenfassung |

Zusammenfassung

Die Serin/Threonin-Kinase AKT ist ein bedeutender Regulator multipler zellularer Prozesse
und ist an der Steuerung von Wachstum, Proliferation, zellularem Uberleben unter Stress und
dem Metabolismus im Myokard beteiligt. Es gibt deutliche Hinweise darauf, dass AKT die Ex-
pression und die Aktivitat zahlreicher mitochondrialer Proteine reguliert. Im Myokard werden
hauptsachlich die Isoformen AKT1 und AKT2 exprimiert. In dieser Arbeit wurde die Funktion
isolierter kardialer Mitochondrien aus M&ausen mit kardiomyozytarem AKT1-KO (iCM-AKT1-
KO), AKT2-KO (iCM-AKT2-KO) und AKT1/2 Doppel-KO (iCM-AKT1/2-DKO) untersucht. Da
AKT ein wichtiger Second-Messenger stromabwarts des Insulin-Rezeptors ist und auf Insulin-
stimulation hin in die Mitochondrien transloziert, wurde zudem die Funktion der kardialen Mi-
tochondrien der iCM-AKT1-KOs und der iCM-AKT2-KOs unter basalen Bedingungen (-Ins)

sowie nach Insulinstimulation (+Ins) gemessen.

Die kardialen Mitochondrien wurden mittels Differentialzentrifugation aus Mause-Herzen iso-
liert. Die mitochondriale Funktion wurde mithilfe einer Sauerstoffelekirode vom Clark-Typ unter
Oxidation verschiedener Substrate gemessen. Der mitochondriale Sauerstoffverbrauch wurde
anhand der gemessenen Proteinkonzentration normalisiert. In der statistischen Auswertung
wurden die respirometrischen Parameter der -Ins Gruppen der Einzel-KOs mit Wildtypen ver-
glichen. Die -Ins Gruppen wurden mit den korrespondierenden +Ins Gruppen verglichen. Die
iICM-AKT1/2-DKOs wurden mit Wildtypen verglichen.

Die iCM-AKT1-KOs und die iCM-AKT2-KOs zeigten einen Trend zu einer verminderten Effizi-
enz der oxidativen Phosphorylierung und die iCM-AKT2-KOs wiesen zusétzlich eine Tendenz
zu einer verringerten respiratorischen Kapazitat auf. Der Verlust von beiden kardiomyozytar
exprimierten AKT-Isoformen flhrte zu einer signifikanten und insbesondere unter Fettsau-
reoxidation drastisch verminderten respiratorischen Kapazitat der kardialen Mitochondrien und
zugleich zu einer verringerten Effizienz der oxidativen Phosphorylierung, was auf eine schwere
mitochondriale Dysfunktion der iCM-AKT1/2-DKOs schlieBen lasst. Akute Insulinstimulation
fihrte in den iCM-AKT1-KOs, den iCM-AKT2-KOs und den Wildtypen zu einem Trend zu einer
gesteigerten respiratorischen Kapazitat unter allen Substraten.

Diese Ergebnisse sprechen daflr, dass beide kardiomyozytér exprimierten AKT-Isoformen an
der Steuerung der myokardialen Bioenergetik beteiligt sind und die mitochondriale Funktion
sowohl akut als auch konstitutiv regulieren.
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Summary

The serine/threonine kinase AKT is a major regulator of multiple cellular processes and is in-
volved in the control of growth, proliferation, cellular survival under stress and metabolism in
the myokard. There is a growing body of evidence that AKT can regulate the expression and
activity of many mitochondrial proteins. AKT1 and AKT2 are the main AKT-isoforms expressed
in cardiomyocytes. In the scope of this thesis, the performance of cardiac mitochondria isolated
from mice with a cardiomyocyte-restricted AKT1-KO (iCM-AKT1-KO), AKT2-KO (iCM-AKT2-
KO) and AKT1/2 Double-KO (iCM-AKT1/2-DKO) was examined. As AKT is an important sec-
ond messenger downstream of the insulin receptor and, following acute insulin stimulation,
translocates into the mitochondria, the performance of cardiac mitochondria from iCM-AKT1-
KOs and iCM-AKT2-KOs was measured both under basal conditions (-Ins) and after acute

insulin stimulation (+Ins).

The mitochondria were isolated from mice-hearts using differential centrifugation. With the help
of a clark-type oxygen electrode, mitochondrial respiration was measured during oxidation of
different substrates. The mitochondrial oxygen consumption was normalized by the protein
concentration. In the statistical evaluation, respirometric parameters of the -Ins groups of iCM-
AKT1-KOs, iCM-AKT2-KOs and wildtypes were compared. The -Ins groups were compared
with the corresponding +Ins groups. iCM-AKT1/2-DKOs were compared with wildtypes.

The iCM-AKT1-KOs and iCM-AKT2-KOs showed a trend towards a reduced efficiency of oxi-
dative phosphorylation. The iICM-AKT2-KOs additionally exhibited a tendency to a reduced
respiratory capacity. Loss of both AKT isoforms expressed in cardiomyocytes led to a signifi-
cantly reduced respiratory capacity for each substrate, especially during fatty acid oxidation.
Additionally, the iCM-AKT1/2-DKOs showed a significantly reduced efficiency of oxidative
phosphorylation. These results suggest a severe mitochondrial dysfunction of the iCM-AKT1/2-
DKOs. Acute insulin stimulation led to a trend towards an increased respiratory capacity in
iICM-AKT1-KOs, iCM-AKT2-KOs and wildtypes for each substrate.

These results argue for a regulatory role of both AKT isoforms in the context of myocardial
bioenergetics and suggest that AKT can control mitochondrial function both acutely and con-
stitutively.
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Einleitung 1

1 Einleitung
1.1  AKT Struktur und Isoformen

AKT ist eine Serin-Threonin Kinase, gehoért zur Familie der AGC Kinasen und ist ein wichtiger
Regulator verschiedener zellularer Prozesse (Abeyrathna and Su, 2015). Als bedeutender
Knotenpunkt stromabwarts der Lipidkinase PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase) nimmt AKT Ein-
fluss auf Zellwachstum, Proliferation, Metabolismus und Apoptose (Santi et al., 2010). AKT
besitzt N-terminal eine etwa 110 Aminosauren umfassende PH-Domane (pleckstrin homology),
die Uber eine Linker-Region mit der etwa 260 Aminosauren umfassenden Kinase-Domane
verbunden ist. Am C-terminalen Ende des Proteins befindet sich zudem eine aus 70 Amino-
sauren aufgebaute regulatorische Doméne (Abeyrathna and Su, 2015). In Saugetierzellen
wurden bislang drei AKT Isoformen identifiziert: AKT1, AKT2 und AKT3 (Manning and Toker,
2017). In Abbildung 1 sind AKT1, AKT2 und AKT3 schematisch dargestellt. Diese drei Isofor-
men weisen einen hohen Grad an Sequenzhomologie und eine Uberlappende Substratspezi-
fitdt auf (Yudushkin, 2019). Die PH-Domaéane der 3 Isoformen ist zu 80% homolog, die Kinase-
Doméne zu 90% und die C-terminale Doméane zu 70% (Santi et al., 2010). AKT1 wird in S&u-
getierzellen ubiquitar exprimiert, wahrend sich bei AKT2 eine gehaufte Expression in Insulin-
responsivem Gewebe (Leber, Skelettmuskulatur, Fett) feststellen lasst. AKT3 wird ebenfalls
ubiquitar exprimiert, weist aber in Leber und Skelettmuskulatur nur eine geringgradige Expres-
sion auf (Bellacosa et al., 2004).

Thr308 Ser473

1 > I — S—

Thr309 Ser474

.—d—'_
AKT2

Thr305 Ser472

AKT3

Abb. 1: Schematische Darstellung der Grundstruktur der drei in Sdugetierzellen exprimierten AKT-Isoformen.
Dargestellt sind auBerdem die fiir die AKT-Aktivierung relevantesten Phosphorylierungsstellen: Eine Serin-
Seitenkette im hydrophoben Motiv der C-terminalen regulatorischen Domé&ne und eine Threonin-Seitenkette
innerhalb des T-Loops der Kinase-Doméne. Modifiziert nach Abeyrathna and Su, 2015.

Alle drei AKT Isoformen unterstiitzen Wachstum, zellulares Uberleben sowie Proliferation und
greifen zudem in den zellularen Metabolismus ein (Manning and Toker, 2017). Trotz des hohen
Grades an Sequenzhomologie und der Uberlappenden Substratspezifitdt weist jede AKT
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Isoform auch isoformspezifische Funktionen auf, was anhand von isoformspezifischen AKT-

Einzel- und Doppel-Knockouts in M&usen untersucht wurde (Santi et al., 2010).

Mause mit AKT1-Knockout sind lebensfahig, weisen aber eine deutlich geringere GréBe als
Wildtyp-Mause auf. Auch eine erhéhte spontane Apoptoserate in Thymus und Hoden wurde
bei diesen Mausen beobachtet (Chen, 2001). MEF-Zellen (mouse embryonic fibroblast) mit
AKT1-KO zeigten zudem eine erhéhte Anfélligkeit fir Apoptose auf Stimulation mit Tumornek-
rosefaktor sowie Exposition gegenlber Ultraviolettstrahlung hin (Chen, 2001). In einer ande-
ren Studie zeigten AKT1-KOs eine gestorte Ischamie- und VEGF-induzierte (vascular en-
dothelial growth factor) Angiogenese sowie eine gestdrte Mobilisation von ETCs (endothelial
progenitor cells) nach Ischamie und wiesen eine verringerte Migration von Endothelzellen und
Fibroblasten sowie eine verringerte NO-Sekretion auf (Ackah et al., 2005). Stimulation des
Kérperwachstums, postnatale Angiogenese sowie das Uberleben bestimmter Zelltypen schei-
nen also Funktionen von AKT1 zu sein, die bei AKT 1-Depletion nicht durch die beiden anderen

Isoformen kompensiert werden kénnen.

AKT2-KO-Méause weisen eine gestdrte Glucosetoleranz auf und entwickeln eine periphere In-
sulinresistenz, eine gesteigerte Gluconeogenese in der Leber sowie Hyperinsulinamie (Cho et
al., 2001). Eine zweite Arbeitsgruppe beobachtete in AKT2-KOs neben Hyperglykamie, Hy-
perinsulindmie, Glucoseintoleranz und gestdrter Glucose-Aufnahme in die Muskeln zudem
eine Wachstumsretardierung (Garofalo et al., 2003). Da AKT2-KO-M&use einen Diabetes mel-
litus Typ 2-&hnlichen Phanotyp entwickeln, scheint AKT2 eine wichtige Rolle fir den Glucose-
Metabolismus zu spielen. Diese isoformspezifische Funktion passt zu der gehauften Expres-
sion von AKT2 in Insulin-responsivem Gewebe (siehe oben).

AKT3-KO-Méause weisen eine um etwa 20% reduzierte GehirngréBe auf. Wahrend AKT1-KOs
eine proportionale GréBenretardierung zeigen, die alle Organe in etwa gleichem MaRe betrifft,
ist die GréBenretardierung bei den AKT3-KOs auf das Gehirn beschrankt (Easton et al., 2005).
Interessanterweise ergibt sich die GréBenreduktion des Gehirns bei AKT1-KOs durch eine
verringerte Zellzahl, wéhrend bei den AKT3-KOs nicht nur die Zellzahl, sondern auch die Zell-
gréBe reduziert ist (Easton et al., 2005). Zudem war in dieser Studie die Aktivitdt des mTORC1-
Signalwegs (mammalian target of rapamycin complex 1) im Zentralnervensystem in AKT3-KO-
Mausen im Gegensatz zu AKT1-KO-Mausen reduziert, was die verringerte ZellgréBe in den
Gehirnen der AKT3-KO-Mause erklaren kénnte (Easton et al., 2005).

AKT1/2-DKO-Mause sterben kurz nach der Geburt und zeigen eine verringerte GréB3e, Mus-
kelatrophie, abnormale Knochenstruktur sowie eine PPARy-vermittelte (peroxisome prolifera-
tor-activated receptor gamma) gestorte Adipogenese (Peng, 2003). AKT1/3-DKOs starben in
einer Studie an Tag 11 und Tag 12 der Embryonalentwicklung und weisen schwere Defekte
an Herz und Nervensystem auf (Yang et al., 2005). AKT2/3-DKO-Mause sind lebensfahig,
zeigen jedoch einen diabetischen Phénotyp, eine 25 prozentige Reduktion des Kérpergewichts



Einleitung 3
sowie eine Verringerung von Gewicht und relativer GréB3e des Gehirns und der Hoden (Dumm-
ler et al., 2006).

Diese Daten verdeutlichen, dass jede AKT-Isoform spezifische Funktionen aufweist, die nicht
oder nicht vollstédndig von den anderen Isoformen kompensiert werden kdnnen, sodass sich

bereits der Verlust einer Isoform phanotypisch auswirkt.

1.2 AKT Aktivierung, Aufrechterhaltung und Terminierung

Die Proteinkinase AKT ist ein bedeutender Regulator multipler zellularer Prozesse und kataly-
siert stromabwarts von Rezeptoren der Plasmamembran, welche zur Aktivierung der Lipid-
Kinase PI3K fuhren, die Phosphorylierung hunderter Substrate (Yudushkin, 2019). Der kano-
nische Weg der AKT-Aktivierung beginnt mit der Stimulation von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen
(RTKs) oder G-Protein-koppelnden Rezeptoren (GPCRs), was jeweils zur Rekrutierung der
Klasse 1 PI3K an die Plasmamembran fuhrt (Manning and Toker, 2017). Klasse 1 PI3Ks phos-
phorylieren nach ihrer Rekrutierung an die Plasmamembran P14,5P2 zu PIPs (siehe Abb. 2A)
(Manning and Toker, 2017). Neben Klasse 1 PI3Ks gibt es auch Klasse 2 PI3Ks, die PI3,4P2
ausgehend von PI4P sowie PI3P ausgehend von Pl synthetisieren (Sugiyama et al., 2019).
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Abb. 2: Schematische Darstellung des PI3K-abhdngigen AKT-Signalings auf RTK-Stimulation hin. A: RTK akti-
viert Klasse 1 PI3K und in der Plasmamembran wird PIPs angereichert. SHIP2 produziert PI3,4P2. B: An PIP3
und PI3,4P: findet die AKT-Aktivierung statt (Phosphorylierung durch PDK1 und mTORCZ2). PIPs und PI3,4P-
werden durch PTEN dephosphoryliert. Termination kann zudem durch direkte Dephosphorylierung von AKT er-
folgen (nicht gezeigt, siehe Text unter 1.2) C: Durch Endozytose und endosomale Rekrutierung von PI3-Kinasen
gelangen Phosphoinositide zu Endosomen, von denen ebenfalls AKT-Signaling ausgehen kann. Endosomales
AKT-Signaling kann durch INPP4B terminiert werden (Details im Text unter 1.3). D: Aktiviertes AKT kénnte von
der Membran dissoziieren und ohne Lipid-Bindung in einem aktiven Zustand verbleiben. Modifiziert nach
Sugiyama et al., 2019. RTK-Bildelement entnommen aus Servier Medical Art und modifiziert; lizenziert unter
Creative Commons Attribution 3.0 Unported License. http://smart.servier.com

Mittels einer Interaktion zwischen PI13,4P. oder PIP3 einerseits und der PH-Doméne von AKT
andererseits wird zytosolisch inaktives AKT an die Plasmamembran rekrutiert und anschlie-
Bend an den Stellen Thr308 und Ser473 phosphoryliert (sieche Abb. 2B) (Manning and Toker,
2017). Thr308 befindet sich innerhalb der Kinase-Doméane und Ser473 innerhalb eines
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hydrophoben Motivs der C-terminalen Domé&ne (Yudushkin, 2019). Die Phosphorylierung an
Thr308 verandert die Konformation innerhalb des aktiven Zentrums der Kinase-Doméane und
ist fUr die Aktivitdt von AKT absolut notwendig, wéhrend die Phosphorylierung an Ser473 die
Aktivitat von AKT zusatzlich steigert (Yudushkin, 2019). Die Phosphorylierung an Thr308 wird
durch die PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase 1) katalysiert, welche ebenfalls Gber eine
PH-Domane verflgt und mittels dieser wie auch AKT an PIP3 rekrutiert wird (Sugiyama et al.,
2019). Ser473 wird im Rahmen der klassischen Aktivierung von AKT an der Plasmamembran
von mTORC2 phosphoryliert (Manning and Toker, 2017). In der inaktiven Form unterliegt AKT
einer intramolekularen Autoinhibition, die durch die PH-Domane vermittelt wird. In dieser Kon-
formation interagiert die PH-Doméane so mit der Kinase-Domane, dass die Phosphorylierung
von Thr308 durch PDK1 nicht mdglich ist. Diese autoinhibitorische Konformation bezeichnet
man als PH-in-Konformation (Calleja et al., 2007; Manning and Toker, 2017). Durch die Bin-
dung der PH-Domane an die Phosphoinositide der Plasmamembran kommt es zu einer Kon-
formationsanderung, durch die Thr308 fir die PDK1 zuganglich wird. Diese Konformation wird
als PH-out bezeichnet (Calleja et al., 2007; Manning and Toker, 2017).

Es existieren derzeit unterschiedliche und teils widersprichliche Modelle fir die Aufrechterhal-
tung der Aktivitat von AKT im Anschluss an die Aktivierung an der Plasmamembran durch
mTORC2 und PDK1. Mittels FRET-basierten Verfahren (Férster-Resonanzenergietransfer) ist
beobachtet worden, dass die AKT-Aktivitdt an der Plasmamembran der im Zytoplasma vo-
rausgeht (Kunkel et al., 2005; Sugiyama et al., 2019). Calleja und Kollegen beobachteten in
FRET-basierten Experimenten, dass inaktives AKT im Zytoplasma in einem Komplex mit
PDK1 vorliegt und dass die Phosphorylierung an Thr308 durch eine intramolekulare Interaktion
zwischen PH-Domane und Kinase-Domane verhindert wird. Erst die Bindung an PIP3 flhrte
zu einer Konformationsanderung von PH-in zu PH-out und nachfolgender Phosphorylierung
an Thr308 durch PDK1. Im Anschluss an die Phosphorylierung an Thr308 und Ser473 disso-
ziierte AKT von der Membran und verteilte sich im Zytosol und Nucleus (Calleja et al., 2007).
Die Akkumulation von AKT an der Plasmamembran nach Wachstumsfaktorstimulation hat eine
Halbwertszeit von 2-5 Minuten und nach 15 Minuten Iasst sich kaum noch AKT an der Plas-
mamembran nachweisen (Yudushkin, 2019). Nach Stimulation mit Insulin oder IGF1 (insulin-
like growth factor 1) lasst sich intrazellular jedoch fir 1-2 Stunden sowohl phosphoryliertes
AKT als auch die Phosphorylierung von AKT-Substraten nachweisen, was darauf hinweist,
dass AKT auch nach Verlassen der Plasmamembran aktiv bleibt (Manning and Toker, 2017;
Yudushkin, 2019). Basierend auf diesen Ergebnissen vermutete man, dass AKT nach dessen
Aktivierung nicht mehr auf die Bindung an Membranlipide angewiesen ist, um in einer aktiven
Konformation zu verbleiben (siehe Abb. 2D) (Antal and Newton, 2013; Manning and Toker,
2017).
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Dieses Modell wurde allerdings durch eine andere Studie infrage gestellt, die zeigte, dass AKT
durch die Bindung an PIP3 allosterisch aktiviert wird und dass Dissoziierung von PIPs der limi-
tierende Faktor fir Dephosphorylierung und Inaktivierung von AKT ist (Ebner et al., 2017). Der
allosterische Regulationsmechanismus durch die Bindung von PI3,4P2 bzw. PIP3 an die PH-
Domaéne hob die PH-vermittelte Autoinhibition von AKT auf und erhéhte die Affinitat zu Subs-
traten etwa 40-fach. Dieser Regulationsmechanismus schien auch in doppelt phosphorylier-
tem AKT wirksam zu sein (Ebner et al., 2017; Yudushkin, 2019), was darauf hindeutet, dass
die Phosphorylierung von AKT an Thr308 und Ser473 zwar notwendig, aber nicht hinreichend
far volle und anhaltende AKT-Aktivitat ist (Ebner et al., 2017; Yudushkin, 2019). Das von Ebner
und Kollegen vorgeschlagene Modell impliziert, dass verlangerte AKT-Aktivitat nur méglich ist,
solange AKT an PI13,4P2- bzw. PIPs-haltige Membranen gebunden ist. Tats&chlich gibt es zahl-
reiche Hinweise darauf, dass Endosomen und Lysosomen als Plattformen fir AKT-Aktivitat
dienen und es wurden verschiedene Mechanismen beschrieben, wie Endosomen mit PI3K-
Lipidprodukten angereichert werden kénnten (siehe Abb. 2C und Kapitel 1.3).

Dennoch ist das Modell von Ebner und Kollegen bislang nicht hinreichend etabliert und wurde
bereits infrage gestellt: Es gibt Evidenz, die deutlich auf eine AKT-Aktivitdt im Nucleus
(Sugiyama et al., 2019) sowie in den Mitochondrien (Bijur and Jope, 2003; Santi et al., 2010;
Yang et al., 2013) hinweist und es ist unklar, wie und ob PI3K-Lipidprodukte in diesen Kom-
partimenten angereichert werden kénnten (Sugiyama et al., 2019). Eine weitere Studie, in wel-
cher die Aktivitdt von AKT in Abhangigkeit von der Bindung an PIP3z untersucht wurde, kam
auBerdem zu dem Ergebnis, dass PIPs-Bindung die Aktivitat von C-terminal-unphosphorylier-
tem AKT nicht erhéht und die Autoren dieser Studie schlussfolgerten, dass die Rolle von PIP3
in der AKT-Aktivierung eher darin besteht, AKT an die Membran zu rekrutieren, wo es dann
phosphoryliert wird (Chu et al., 2018). Interessanterweise beobachteten Chu und Kollegen
ebenfalls, dass eine C-terminale Phosphorylierung an Ser473 dazu fiihrt, dass Ser473 mit
Arg144, welches sich innerhalb des Linkers befindet, interagiert, wodurch die PH-vermittelte
Autoinhibition aufgehoben und die AKT-Aktivitat gesteigert wird (Chu et al., 2018).

Die derzeitigen Modelle fur die Aktivierung von AKT auf RTK- oder GPCR-Stimulation hin ge-
hen insgesamt von einer AKT-Rekrutierung an die Membran und einer dortigen Phosphorylie-
rung durch PDK1 und mTORC2 aus. Ob AKT im Anschluss daran weiterhin auf eine Bindung
an PI3K-Lipidprodukte angewiesen ist, um aktiv zu bleiben, ist nicht abschlieBend geklart.

Terminierung des PI3K-AKT Signalwegs wird hauptsachlich durch die Lipid-Phosphatase
PTEN (phosphatase and tensin homolog) erreicht, die PIP3 zu Pl4,5P> dephosphoryliert (siehe
Abb. 2B) (Manning and Toker, 2017). PTEN kann ebenfalls PI3,4P, dephosphorylieren und ist
ein wichtiger Tumorsuppressor, bei dessen Ausfall Tumorwachstum und -progression begins-
tigt werden (Sugiyama et al., 2019). SHIP2 (SHZ2 domain-containing inositol 5-phosphatase 2)
ist eine weitere Lipid-Phosphatase, die PIP3 zu PI3,4P2 dephosphoryliert und damit zum PIPs-
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Abbau beitragt (Sugiyama et al., 2019). SHIP2 ist allerdings kein ausschlieB3lich negativer Re-
gulator der PISK-AKT-Achse, da AKT2 selektiv an Membranen, welche PI13,4P enthalten, ak-
tiviert werden kann (Liu et al., 2018). Neben der Unterbrechung des PI3K-AKT Signalwegs
durch Lipid-Phosphatasen kann aktives AKT durch die Protein-Phosphatasen PP2A (protein
phosphatase 2a) und PHLPP (PH domain and leucine rich repeat protein phosphatase) jeweils
an T308 und S473 dephosphoryliert und somit inaktiviert werden (Manning and Toker, 2017).

1.3 Endosomen als Plattformen fiir AKT-Aktivitat

Aktives AKT phosphoryliert eine Vielzahl von Substraten, die in unterschiedlichen zellularen
Kompartimenten lokalisiert sind (Manning and Toker, 2017). Die drei in Saugetierzellen expri-
mierten AKT-Isoformen sind zu etwa 80% homolog zueinander und Uberlappen funktionell
(Walz et al., 2010). Wie bereits beschrieben weist jede der drei AKT Isoformen aber auch
isoformspezifische physiologische Effekte auf. Wie diese Substratspezifitat gewahrleistet wird,
ist weitgehend unbekannt (Walz et al., 2010; Yudushkin, 2019).

Es gibt Evidenz fir eine von Endosomen ausgehende AKT-Aktivitat (Manning and Toker,
2017), die zu einer isoformspezifischen Aktivierung und Translokation von AKT beitragen
kénnte (Sugiyama et al., 2019). Durch Clathrin-vermittelte Endozytose (CME) kébnnen Wachs-
tumsfaktorrezeptoren internalisiert werden, was es der Zelle ermdglicht, sowohl die Signal-
transduktion an der Zelloberflache zu regulieren als auch Signalkomplexe (beispielsweise ak-
tivierte RTKs) von der Plasmamembran zu bestimmten Endomembranen zu transportieren
oder diese lysosomal abzubauen (Sugiyama et al., 2019). Nach der Endozytose durchlaufen
die Endosomen mehrere Stadien vom friihen, Rab5-positiven (Ras-related protein in brain 5)
Endosom Uber das spate, Rab7-positive Endosom bis zum Lysosom und es gibt Hinweise
darauf, dass von jeder dieser Zwischenstufen AKT-Aktivitat ausgehen kann (Sugiyama et al.,
2019). APPL1 (adaptor protein, phosphotyrosine interacting with PH domain and leucine zip-
per 1)- und Rab5-positive frihe Endosomen dienen als Plattform fir internalisierte Signalkom-
plexe und unterstitzen die intrazelluldre AKT-Aktivitat (Zoncu et al., 2009). APPL1 bindet an
Rab5, die Lipidmembran sowie an den zytosolischen Teil internalisierter Rezeptoren wie
EGFR (epidermal growth factor receptor) (Zoncu et al., 2009), kann direkt an AKT binden
(siehe Abb. 2C) und wird unter anderem flr die Aktivierung von AKT auf Insulinstimulation hin
bendtigt (Masters et al., 2017). Es wurde gezeigt, dass Insulinstimulation in Lebergewebe zu
einer Translokation von PI3K-C2y zu Rab5-positiven frihen Endosomen mit anschlieBender
PI13,4P> Akkumulation in diesen Endosomen fuhrt, was wichtig fir die verlangerte AKT2-Akti-
vitat nach Insulinstimulation zu sein scheint (Braccini et al., 2015). So zeigte PI3K-C2y-defizi-
entes Lebergewebe nach Insulinstimulation eine deutlich verkirzte AKT2-Aktivierung, einen
verringerten endosomalen PI3,4P»-Pool, verringerte GSK3B-Phosphorylierung (Glykogensyn-
thase-Kinase 3B) und verringerte Glykogen-Synthase-Aktivitat, wahrend die Phosphorylierung
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der AKT-Substrate S6K (ribosomal protein S6 kinase beta-1) und FoxO1-3 (Forkhead-Box-
Protein O1/2/3) und interessanterweise auch die AKT1-Phosphorylierung unverandert war
(Braccini et al., 2015). In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass die Phosphatase INPP4B
(inositol polyphosphate 4-phosphatase type Il) die PI3K-C2a-vermittelte selektive Aktivierung
von AKT2 an friihen Endosomen hemmt (siehe Abb. 2C) (Li Chew et al., 2015). Uber Klasse
2 PI3Ks wie die PIBK-C2a kénnte also eine Produktion von PI3,4P2 in Rab5-positiven Endo-
somen stattfinden, was eine endosomale AKT-Aktivierung ermdglichen kdnnte (Sugiyama et
al., 2019). Ein weiterer méglicher Mechanismus der Anreicherung von PI3K-Lipidprodukten in
Endosomen ist die Dephosphorylierung von PIPs zu PI3,4P2 durch SHIP2 an der Plasma-
membran (siehe Abb. 2A). Das dabei entstehende PI3,4P, kann Uber CME in die Membran
friher Endosomen gelangen, was durch den Clathrin-Inhibitor Pitstop2 blockiert wird (Liu et
al., 2018). In dieser Studie wurde auBerdem gezeigt, dass AKT2 bevorzugt an PI3,4P2 bindet,
wahrend AKT1 und 3 eine deutlich héhere Affinitat zu PIP; aufweisen und dass eine Hemmung
von SHIP2 zu einer reduzierten AKT2-Aktivitat sowohl an der Plasmamembran als auch an
frihen Endosomen flihrt, wahrend die PIP3-Dichte und ebenso die AKT1-Aktivitat an der Plas-
mamembran steigt. Unter Pitstop2 war die AKT2-Aktivitat an der Plasmamembran verlangert,
an den Endosomen aber signifikant reduziert, wahrend die AKT1-Aktivitdt unveréandert war.
Diese selektive Blockade der endosomalen AKT2-Aktivitat durch Pitstop2 hatte eine drastische
Verringerung der GSK3B-Phosphorylierung zur Folge, wahrend die Phosphorylierung von
FoxO3 und TSC2 (tuberous sclerosis complex 2) nahezu unverandert blieb (Liu et al., 2018).
Die Ergebnisse der Arbeitsgruppen von Liu, Braccini und Li Chew weisen darauf hin, dass die
drei AKT-Isoformen auf Wachstumsfaktorstimulation hin unterschiedlich reguliert werden und
die rdumliche Verteilung von aktiviertem AKT in der Zelle je nach Isoform abweicht. Dies
kdénnte die Isoform-spezifischen Effekte von AKT1, 2 und 3 erklaren, welche unter 1.1 be-

schrieben wurden.

1.4 Bedeutung von AKT fur das Herz

In Kardiomyozyten werden hauptséchlich die Isoformen AKT1 und AKT2 exprimiert, wahrend
AKT3 unter physiologischen Bedingungen im Myokard kaum vorhanden ist (Reinartz et al.,
2014). Im Myokard ist AKT mafgeblich fiir die Kardioprotektion (siehe 1.4.1) und die Regula-
tion des Herzwachstums, der Kontraktilitat (siehe 1.4.2) sowie des Metabolismus (siehe 1.4.3)
verantwortlich (Sussman et al., 2011). Eine Dysregulation des AKT-Signalwegs im Myokard
ist Ursache bzw. Folge pathologischer Prozesse, die schlie3lich zu Remodeling und kardialer
Dekompensation fihren (Sussman et al., 2011).
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1.4.1 Kardioprotektion durch AKT

Wahrend neonatale Kardiomyozyten noch in der Lage sind, sowohl durch Proliferation als
auch durch Hypertrophie zum Wachstum des Myokards beizutragen, sinkt die Proliferations-
fahigkeit von Kardiomyozyten in der postnatalen Periode rapide (Sussman et al., 2011), was
die Bedeutung von kardioprotektiven Signalwegen, die den Zelltod der Kardiomyozyten ver-
hindern, verdeutlicht. Entscheidend fir die Herbeifiihrung des Zelltods ist der Verlust der mi-
tochondrialen Integritat, welcher zur Freisetzung von normalerweise im Intermembranraum
zurtickgehaltenen pro-apoptotischen Molekilen wie Cytochrom ¢ (Cyt c) fihrt (Sussman et al.,
2011). Der Verlust der mitochondrialen Integritat kann einerseits durch pro-apoptotische Pro-
teine aus der Bcl-2-Familie (B-cell ymphoma 2) (Parcellier et al., 2008) und andererseits durch
Calciumiiberladung, oxidativen Stress und konsekutive Offnung der mitochondrialen permea-
bility-transition-pore (mPTP) herbeigeflhrt werden (Hurst et al., 2017; Miyamoto et al., 2008;
Rasola and Bernardi, 2011). AKT verhindert den Zelltod durch Regulation diverser Transkrip-
tionsfaktoren (siehe Abb. 3A), Interaktion mit Bcl-2-Proteinen (siehe Abb. 3B) sowie Hemmung
der mPTP-Offnung (siehe Abb. 3C).
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Abb. 3: Darstellung der kardiomyozytdren AKT-Targets im Kontext des anti-apoptotischen Effektes von AKT.
A: AKT-Effekte auf Transkriptionsfaktoren. B: AKT-vermittelte Inhibition der Apoptose durch Interaktion mit Bcl-
2-Proteinen. C: AKT-Effekte auf die Calcium-Homdostase und die mPTP. Nédhere und ergédnzende Informatio-
nen befinden sich im Text. RTK-Bildelement sowie IP3-Rezeptor- und mPTP-Bildelemente entnommen aus
Servier Medical Art und modifiziert; lizenziert unter Creative Commons Attribution 3.0 Unported License.
http://smart.servier.com
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A: AKT und Transkriptionsfaktoren

AKT kann durch Beeinflussung der Transkription anti-apoptotisch wirken (siehe Abb. 3A): AKT
phosphoryliert und aktiviert den Transkriptionsfaktor CREB (cAMP response element binding
protein), der an der Transkription der anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Mcl-1 beteiligt ist
(Parcellier et al., 2008). Uber eine Phosphorylierung von FoxO-Transkriptionsfaktoren vermit-
telt AKT deren Bindung an 14-3-3-Proteine im Cytoplasma, wodurch die Transkription diverser
pro-apoptotischer FoxO-Targets gehemmt wird (Yao et al., 2014). Das Yes-associated-protein
(YAP) ist ein Koaktivator des Transkriptionsfaktiors p73, welcher bei DNA-Schadigung die
Transkription von BAX (Bcl-2-associated X protein) induziert (Basu et al., 2003). YAP kann
durch AKT an Ser127 phosphoryliert werden, wodurch YAP gebunden an 14-3-3-Proteine aus
dem Nucleus exportiert wird (Abeyrathna and Su, 2015; Basu et al., 2003).

B: AKT und Bcl-2-Proteine

Im Zytosol vorliegendes BAX wird von pro-apoptotischen Faktoren zu einer Konformationsan-
derung angeregt, woraufhin es an die auBere Mitochondrienmembran (OMM) transloziert, oli-
gomerisiert und zur Freisetzung von Cyt c fuhrt (siehe Abb. 3B) (Parcellier et al., 2008). Eine
Depletion von BAX schitzt in Ischamie-Reperfusions-Modellen vor myokardialer Schadigung
und es gibt Berichte, wonach BAX durch AKT phosphoryliert und inhibiert wird, was jedoch
bisher nicht fir Kardiomyozyten gezeigt wurde (Miyamoto et al., 2008). Das Bcl-2-Protein BAD
(Bcl-2-antagonist of cell death) bildet einen Komplex mit den anti-apoptotischen Proteinen Bcl-
2 und Bcl-X, wodurch diese gehemmt werden, und Apoptose begunstigt wird. AKT phospho-
ryliert BAD an Ser136, was zu dessen Bindung an 14-3-3-Proteine und zur Hemmung der
Komplexbildung mit Bcl-2 und Bcl-X flhrt (siehe Abb. 3B) (Abeyrathna and Su, 2015). AKT
kann also durch Phosphorylierung von Bcl-2-Proteinen dem Zelltod entgegenwirken.

C: AKT und die mPTP

Uberladung der Mitochondrien mit Calcium (siehe Abb. 3C) und reaktiven Sauerstoffspezies
flhrt zur (")ffnung der mitochondrialen permeability-transition-pore (mPTP) (Hurst et al., 2017;
Rasola and Bernardi, 2011). Eine verlangerte Offnung der mPTP filhrt zu Depolarisation der
inneren Mitochondrienmembran, Unterbrechung der oxidativen Phosphorylierung, osmoti-
scher Matrix-Schwellung und schlieBlich Ruptur der duBeren Mitochondrienmembran, wobei
groBe Mengen an Calcium und Apoptogenen freigesetzt werden (Rasola and Bernardi, 2011).
Je mehr Mitochondrien von dieser Ruptur betroffen sind, desto ausgepragter ist die konseku-
tive ATP-Depletion wie auch der Calciumanstieg im Zytosol und es kommt entweder bei aus-
reichenden ATP-Spiegeln zur Apoptosom-Bildung und folglich zur Apoptose oder zu einer Cal-
cium-vermittelten Aktivierung lytischer Enzyme im Zytosol, wodurch der nekrotische Zelltod
herbeigefuhrt wird (Rasola and Bernardi, 2011). Die mPTP spielt wahrscheinlich eine Schlls-
selrolle in der Entstehung des myokardialen Ischamie-Reperfusionsschadens (Hurst et al.,
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2017; Rasola and Bernardi, 2011) und es ist bekannt, dass RTK- sowie GPCR-vermittelte
AKT-Aktivitat in Ischamie-Reperfusions-Modellen kardioprotektiv wirkt (Miyamoto et al., 2008).
Es wurde gezeigt, dass AKT an kardiomyozytédren Mitochondrien das Protein Hexokinase 2
(HK-2) phosphoryliert, was zu verstarkter HK-2 Lokalisation zu den Mitochondrien fihrt und
vor ROS- (reactive oxygen species) bzw. Calcium-vermittelter mPTP-Offnung schiitzt. HK-2-
Dissoziation fuhrte in isolierten Mitochondrien zu einem Verlust der mitochondrialen Integritat
auf Calcium-Uberladung hin sowie zu einer Depolarisation der inneren Mitochondrienmemb-
ran auf H202-Exposition hin (Miyamoto et al., 2008). Zudem inaktiviert AKT die GSK3f durch
eine Phosphorylierung an Ser9, wodurch die Offnung der mPTP ebenfalls gehemmt werden
kann (Yao et al., 2014). AKT kann zusétzlich Einfluss auf die Calciumhomdostase nehmen
(siehe Abb. 3C) und am ER/SR (endoplasmatisches/sarkoplasmatisches Retikulum) tber eine
Phosphorylierung der IPs-Rezeptoren die Freisetzung von Calcium hemmen, wodurch die mi-
tochondriale Calciumaufnahme reduziert und die Apoptose gehemmt wird (Rasola and Ber-
nardi, 2011), was jedoch in dieser Studie nicht an Kardiomyozyten gezeigt wurde. AuBBerdem
wurde gezeigt, dass konstitutiv aktives AKT zu verstarkter Expression des Natrium-Calcium-
Antiporters NCX fiihrt (Miyamoto et al., 2005) und dass der Na/H-Antiporter NHE durch AKT
phosphoryliert und inhibiert wird (Snabaitis et al., 2008). Der NHE trégt insbesondere unter
ischamischen Bedingungen dazu bei, dass es durch Azidose infolge vermehrter anaerober
Glykolyse zu einer zytosolischen Akkumulation von Natrium und folglich auch von Calcium
kommt (Rasola and Bernardi, 2011). AKT kann nicht nur in die Calciumhomd&ostase eingreifen,
sondern wahrscheinlich auch oxidativem Stress entgegenwirken. Insulin reduziert den myo-
kardialen Ischéamie-Reperfusionsschaden durch Verminderung von oxidativem Stress Uber ei-
nen PI3K-abhangigen Signalweg (Ji et al., 2010). Eine andere Arbeitsgruppe zeigte, dass In-
sulin Uber Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs in Kardiomyozyten, welche mechanischem
Stress ausgesetzt wurden, den Anstieg reaktiver Sauerstoffspezies unterdriicken, das mito-
chondriale Membranpotential aufrechterhalten und Apoptose sowie Nekrose reduzieren kann
(Teshima et al., 2010). AuBerdem wurde gezeigt, dass Insulin PI3K-abhangig zur Aktivierung
von Nrf2 (Nuclear respiratory factor 2) fihrt, welches Uber das Antioxidant Response Element
die Transkription antioxidativer Enzyme reguliert (sieche Abb. 3A) (Tan et al., 2011). AKT kann
die Offnung der mPTP also einerseits iiber HK-2- und GSK3B-Phosphorylierung und méglich-
erweise auch Uber direkte Einflussnahme auf Calciumhom@ostase und oxidativen Stress ver-

hindern und dadurch vermutlich zum kardiomyozytaren Uberleben unter Stress beitragen.

1.4.2 Einfluss von AKT auf Wachstum und Kontraktilitat

Stromabwérts der Klasse 1A PI3K reguliert AKT das physiologische Herzwachstum sowie
adaptive Herzhypertrophie (Sussman et al., 2011). Wachstumsfaktoren wie Insulin oder IGF-
1 aktivieren den Klasse 1A PI3K-AKT-Signalweg und stimulieren auf physiologische Belastung
hin die adaptive Herzhypertrophie (Vega et al., 2017). AKT phosphoryliert TSC2 und hebt



Einleitung 11

damit dessen GAP-Effekt (GTPase activating protein) auf die GTPase Rheb auf, welche in
ihrer GTP-gebundenen Form mTORCH1 aktivieren kann (Manning and Toker, 2017). mTORC1
phosphoryliert das 4E-bindende Protein 1 (4E-BP1), was dessen inhibitorischen Effekt auf die
Translation aufhebt und kompensatorische Herzhypertrophie unterstiitzt (Shimizu and Mina-
mino, 2016). Der AKT-mTOR-Signalweg ist verstarkt aktiv bei physiologischer Herzhypertro-
phie infolge von Training und deaktiviert bei pathologischer Herzhypertrophie ausgelést durch
linksventrikuldre Druckbelastung (Kemi et al., 2008). Eine weitere Arbeitsgruppe zeigte, dass
AKT1-defiziente Mause resistent gegen physiologische Hypertrophie infolge von Training sind
und auf Endothelin-1-Stimulation hin eine exazerbierte Form pathologischer Hypertrophie ent-
wickeln. Die Autoren schlussfolgern, dass AKT1 notwendig fir physiologische Hypertrophie ist
und einer pathologischen Hypertrophie entgegenwirken kann (DeBosch et al., 2006). Mause
mit konstitutiv aktivem AKT (E40K-Mutation) zeigten eine myokardiale Hypertrophie und eine
verbesserte systolische Funktion, jedoch eine beeintrachtigte diastolische Funktion unter
Stress in vivo (Latronico et al., 2004). Auf zellularer Ebene wiesen die E40K-Mutanten einen
verstarkten Calcium-Einstrom und interessanterweise auch eine beschleunigte Relaxation auf
(Latronico et al., 2004). In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass AKT nach physiologischer
Aktivierung zum SR translozieren und dort Phospholamban (PLN) an Thr17 phosphorylieren
kann, was zu verbesserter Kontraktilitat fihrt (Catalucci et al., 2009). Die Autoren schlagen ein
Modell vor, wonach die Phosphorylierung von PLN am SR durch AKT zu einer Disinhibition
der SERCA2a (sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2a) fuhrt, wodurch die
Verfligbarkeit von sarkoplasmatischem Calcium erh6ht und eine verbesserte Kontraktilitat er-
zielt wird (Catalucci et al., 2009). In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass gezielte Akti-
vierung des AKT-Signalwegs in zwei unterschiedlichen Herzinsuffizienz-Modellen (infolge von
mechanischem Stress bzw. Doxorubicin-Exposition) zu verbesserter Kontraktilitat fiihrt, und
zwar bereits vor Auftreten einer kompensatorischen Hypertrophie. Dies war assoziiert mit einer
Veranderung des Transkriptoms: zwei Wochen nach AKT-Aktivierung war die Expression von
Zelltod-Genen vermindert und die Expression von Genen im Zusammenhang mit dem Gilu-
cose- und Lipid-Metabolismus gesteigert (Shiojima et al., 2012).

1.4.3 Myokardialer Metabolismus

Das Herz hat einen héheren Energiebedarf als jedes andere Organ, setzt jeden Tag 6 kg ATP
um und pumpt taglich etwa 10 Tonnen Blut durch den Kérper (Neubauer, 2007). Hierzu wan-
delt das Herz chemische Energie in Form von Fettséduren und Glucose in mechanische Ener-
gie um (Neubauer, 2007). Im nichternen Zustand werden 70% der myokardialen ATP-Pro-
duktion durch Fettsaure-Oxidation, 20% durch Kohlenhydrat-Katabolismus und 10% durch
Oxidation von Laktose, Ketonen und Aminosauren erzielt (Noordali et al., 2018). Fettsduren
werden hauptsachlich Uber die beiden membranassoziierten Proteine FABPpm (fatty acid bin-
ding protein) und FAT/CD36 (fatty acid translocase) von Kardiomyozyten aufgenommen,
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kébnnen aber auch mittels passiver Diffusion die Plasmamembran durchqueren (Luiken et al.,
2004). Intrazellular werden die Fettsauren in Acyl-CoA konvertiert (van der Vusse, 2000). An-
schlieBend gelangen die Fettsauren in die Mitochondrien (kurzkettige per passiver Diffusion
und langkettige tGber das Carnitin-Shuttle-System) und werden dort in mehreren Oxidations-
schritten unter Reduktion von NAD* (Nicotinamidadenindinukleotid) und FAD (Flavin-Adenin-
Dinukleotid) zu Acetyl-CoA abgebaut (Noordali et al., 2018). Glucose wird insulinunabhangig
via GLUT1 (Glucosetransporter Typ 1) und insulinabhéangig tGber GLUT4 in die Kardiomyozy-
ten aufgenommen (Kolwicz and Tian, 2011). Im Anschluss wird es durch die Hexokinase zu
Glucose-6-phosphat phosphoryliert (Kolwicz and Tian, 2011) und in der Glykolyse zu Pyruvat
abgebaut, was zuséatzlich zur Produktion von NADH und ATP fihrt (Gupta and Houston, 2017).
Das entstandene Pyruvat kann im Zytosol zu Laktat reduziert werden oder in die Mitochondrien
gelangen, wo es entweder zu Acetyl-CoA oxidiert oder zu Malat bzw. Oxalacetat carboxyliert
wird, was eine wichtige anaplerotische Reaktion ist (Gupta and Houston, 2017). Das Acetyl-
CoA, welches im Glucose- und Fettsdure-Abbau erzeugt wird, gelangt in den Citrat-Zyklus,
der NADH und FADH2 generiert (Schwarz et al., 2014). Die zuvor im Rahmen der Substrato-
xidation von NADH und FADH. aufgenommenen Elektronen werden auf die Proteine der
Atmungskette in der inneren Mitochondrienmembran Ubertragen und durchlaufen mehrere Re-
doxreaktionen, was als Elektronentransportkette bezeichnet wird und letztlich zur Reduktion
von Sauerstoff zu Wasser fiihrt (Schwarz et al., 2014). NADH wird von Complex | (NADH-
Oxidase) der Atmungskette oxidiert und die Elekironen von FADH: gelangen auf der Ebene
des Ubichinon-Pools, der Complex | und Complex Il funktional miteinander verbindet, in die
Atmungskette (Nicholls and Ferguson, 2013, Bioenergetics, p. 57). Der Elektronentransport ist
exergon und an die Translokation von Protonen von der Matrix in den Intermembranraum ge-
koppelt, wodurch ein elektrochemischer Protonengradient entsteht (siehe Abb. 4) (Nicholls and
Ferguson, 2013, Bioenergetics, p. 3—4). Dieser Protonengradient ist die Triebkraft fir den Pro-
tonen-Einstrom zuriick in die Matrix durch Complex V, welcher somit eine revers arbeitende
Protonenpumpe ist und ATP aus ADP und Phosphat synthetisiert (Nicholls and Ferguson,
2013, Bioenergetics, p. 4). Unter anderem durch UCP1 (uncoupling protein 1) wird der Proto-
nengradient dissipiert, was als Proton-Leak bezeichnet wird (siche Abb. 4) (Schwarz et al.,
2013). Dieses Proton-Leak fihrt zu einer geringen Entkopplung von Substratoxidation und
ATP-Synthese, macht in Ratten etwa 25% des Grundumsatzes aus und kdnnte ein Schutzme-
chanismus vor ibermaBiger ROS-Produktion sein (Brand, 2000). Uber 90% der myokardialen
Energieproduktion entfallt auf die mitochondriale oxidative Phosphorylierung (Gupta and
Houston, 2017; Kolwicz et al., 2013).
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Abb. 4: Schematische Darstellung der mitochondrialen oxidativen Phosphorylierung. Protonenwiedereinstrom
geschieht nicht nur durch Complex V, sondern auch (iber das sogenannte Proton-Leak, das durch die Membran
selbst, durch Uncoupling-Proteine (UCPs) und ferner durch diverse mitochondriale Transporter generiert wird.
Das Bildelement IMM wurde entnommen aus Servier Medical Art und modifiziert; lizenziert unter Creative Com-
mons Attribution 3.0 Unported License. http://smart.servier.com

Der Energiebedarf des Herzens variiert in Abhéngigkeit von der Belastung des Herz-Kreis-
laufsystems. Aus diesem Grund muss die Energieproduktion der Mitochondrien nach Bedarf
gesteigert oder gesenkt werden. Calcium ist ein wichtiges Steuerelement der Aktivitat diverser
mitochondrialer Enzymsysteme (Luongo et al., 2015). B-adrenerge Stimulation des Herzens
wirkt durch Erhéhung der kardiomyozytaren Calcium-Freisetzung wéhrend der elektromecha-
nischen Kopplung positiv inotrop. Ein Teil dieses Calciums akkumuliert in den Mitochondrien
und aktiviert dort diverse Dehydrogenasen des Citrat-Zyklus (Luongo et al., 2015). Mitochond-
rien nehmen Calcium unter anderem durch den Kanal MCU (mitochondrial calcium uniporter)
der inneren Mitochondrienmembran auf und das mitochondriale Membranpotential von etwa -
160 mV ist die dafir notwendige Triebkraft (Kirichok et al., 2004). Es wurde gezeigt, dass
Mause mit kardiomyozytarem MCU-KO unter Basalbedingungen unauffallig sind, auf B-adr-
energe Stimulation hin aber eine im Vergleich zur Kontrolle verringerte Aktivitdt mitochondria-
ler Dehydrogenasen und eine erh6hte NAD*/NADH-Ratio sowie eine im Vergleich zur Kon-
trolle verringerte Kontraktilitatssteigerung zeigen (Luongo et al., 2015). Dies weist darauf hin,
dass der MCU eine entscheidende Rolle in der Calcium-vermittelten Anpassung der Energie-

Produktion an den Energiebedarf spielt (Luongo et al., 2015).
1.4.4 AKT und die Mitochondrienfunktion
Es ist bekannt, dass Insulin AKT-abhangig zu einer GLUT4-vermittelten Aufnahme von Glu-

cose in die Zellen fuhrt und zudem die Glykolyse stimuliert (Bertrand et al., 2008), die Rolle
von Insulin und AKT in der mitochondrialen ATP-Gewinnung ist jedoch nicht vollstéandig geklart.
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In der Literatur finden sich insbesondere im Kontext der Auswirkungen von Diabetes mellitus
auf die Herzfunktion zahlreiche interessante Hinweise, die zur Aufklarung der Funktion von
AKT hinsichtlich der zellularen Bioenergetik beitragen kénnen.

Diabetes mellitus ist eine Erkrankung gestorter Insulinsekretion und/oder gestérter Insulinwir-
kung (Taegtmeyer et al., 2002) und es gibt zahlreiche Hinweise, dass Diabetes mellitus mit
einer mitochondrialen Dysfunktion einhergeht. Es wurde gezeigt, dass Typ 2 Diabetiker ohne
koronare Herzkrankheit (KHK) oder echokardiographisch nachweisbarer kardialer Dysfunktion
ein um 35% vermindertes Phosphokreatin/ATP-Verhéltnis aufweisen (Scheuermann-Frees-
tone et al., 2003), was auf Stérungen des Energiemetabolismus hinweist. Mausmodelle fir
Typ 1 und Typ 2 Diabetes weisen einen erhdhten Sauerstoffverbrauch und eine reduzierte
myokardiale Effizienz auf (How et al., 2006). Eine weitere Arbeitsgruppe beobachtete in einem
Mausmodell fir Typ 2 Diabetes eine gestérte oxidative Phosphorylierung und eine Fettsaure-
induzierte mitochondriale Entkopplung der Atmungskette, die auf ein verstarktes UCP-vermit-
teltes Proton-Leak zurlickzufiihren sein kénnte und die mit gesteigertem Sauerstoffverbrauch
sowie reduzierter kardialer Effizienz einherging (Boudina et al., 2007). Anderson und Kollegen
zeigten auBerdem, dass Kardiomyozyten aus atrialem Gewebe von Typ 2 Diabetikern neben
einer reduzierten respiratorischen Kapazitat unter Glutamat- und Fettsaureoxidation zusétzlich
eine erhdhte mitochondriale H-O»-Freisetzung, ein reduziertes Glutathion/Glutathiondisulfid-
Verhéltnis und einen erhdhten Gehalt an ROS-modifizierten Proteinen aufweisen (Anderson
et al., 2009). Insgesamt zeigen sich also sowohl in Diabetes-Patienten als auch an Mausmo-
dellen fir Typ 1 und Typ 2 Diabetes deutliche Hinweise auf eine gestdrte myokardiale Mito-
chondrienfunktion. Der Beitrag des gestérten myokardialen Insulin-Signalwegs zu dieser mi-
tochondrialen Dysfunktion I&sst sich anhand dieser Studien jedoch nur schwierig bestimmen,
da Diabetes mellitus mit vielen systemischen metabolischen Veranderungen einhergeht (Bou-
dina et al., 2009).

Aus diesem Grund untersuchten Boudina und Kollegen die Herzfunktion sowie die myokardi-
ale Bioenergetik von Mausen mit kardiomyozytdrem Knockout des Insulin-Rezeptors (Boudina
et al., 2009). In cardiac insulin receptor KO-Mausen (CIRKO) wurde gezeigt, dass die Herzen
dieser Mause eine geringgradig eingeschrankte Kontraktilitdt aufweisen (Boudina et al., 2009).
CIRKO-Kardiomyozyten zeigten weiterhin eine verringerte respiratorische Kapazitat und ATP-
Produktion sowie bei Respiration unter Fettsdureoxidation Hinweise auf eine Entkopplung der
oxidativen Phosphorylierung (Boudina et al., 2009). Zudem waren in CIRKO-Kardiomyozyten
diverse Enzyme des Citrat-Zyklus und der Fettsdureoxidation verringert exprimiert und die Mi-
tochondrien wiesen eine erhdhte H2O2-Produktion auf. Interessanterweise zeigte sich nach
Behandlung der CIRKO-Kardiomyozyten mit MnTBAP (Mn(lll)tetrakis(4-benzoic acid)porphy-
rin; Mimetikum der Superoxiddismutase) eine Normalisierung der Kopplung der oxidativen
Phosphorylierung sowie der Aktivitat des ROS-sensiblen Enzyms Aconitase (Boudina et al.,
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2009). Mause mit isoliert kardiomyozytar ausgeschaltetem Insulin-Signalweg zeigen also
ebenso wie die diabetischen M&use Hinweise auf eine mitochondriale Dysfunktion, die mit
verminderter respiratorischer Kapazitat, erhdhter ROS-Produktion und Entkopplung der oxida-
tiven Phosphorylierung einhergeht. Dies lasst darauf schlieBen, dass diese Veranderungen in
den diabetischen Mausen zumindest teilweise auf fehlende Insulin-Effekte zurtckzufuhren
sind. AKT ist ein zentraler Effektor stromabwarts des Insulinrezeptors. Inwieweit die aufgrund
des gestodrten Insulin-Signalwegs auftretende mitochondriale Dysfunktion auf eine verminderte
AKT-Aktivitat zurlckzufihren ist, ist fraglich.

Eine weitere Arbeitsgruppe beobachtete, dass in Streptozotozin (STZ)-behandelten Mausen
(absoluter Insulinmangel durch Zerstérung der 3-Zellen) die Aktivitat von Complex V um 36%
reduziert ist und dass Insulinstimulation diese reduzierte Aktivitdt PI3K-abhangig und unter
Translokation von phosphoryliertem AKT in die Mitochondrien ausgleicht (Yang et al., 2009).
Insulin fihrte auch zu einer Complex V-Aktivitétssteigerung in Kontrollherzen. Diese fiel gerin-
ger aus als in den STZ-Herzen und héher als in einem Maus-Modell fir Insulinresistenz (Yang
et al., 2009). Vier Jahre spéter zeigte die gleiche Arbeitsgruppe, dass phosphoryliertes AKT
nach Insulinstimulation sequentiell Gber die duBere Mitochondrienmembran, den Intermembr-
anraum und die innere Mitochondrienmembran in die mitochondriale Matrix transloziert (Yang
et al., 2013). In normalem Myokard translozierte auf Insulinstimulation hin nur AKT1 in die
Mitochondrien. Globale AKT2-KO-Méause zeigten keine beeintrachtigte Complex V-Aktivitat,
wahrend diese bei AKT1-KO-Méausen reduziert war, was durch Insulin-vermittelte kompensa-
torische AKT2-Translokation in die Mitochondrien ausgeglichen werden konnte (Yang et al.,
2013). Transduktion von nicht-diabetischem Rattenmyokard mit konstitutiv aktivem AKT1 mit
Mitochondrien-Lokalisationssequenz (Ad-Mito-AKT1) flihrte zu einer Steigerung der Complex
V-Aktivitat um 24%. Kardiomyozyten mit transduziertem Ad-Mito-AKT zeigten zudem im Ver-
gleich zur Kontrolle erhéhte ATP- und Phosphokreatin-Konzentrationen sowie ein erhéhtes
Phosphokreatin/ATP-Verhaltnis (Yang et al., 2013). Diese Ergebnisse demonstrieren, dass es
eine Stimulation der mitochondrialen Bioenergetik durch AKT geben kénnte. Vorherige Arbei-
ten unseres Instituts haben auBerdem eine AKT-Phosphorylierungsstelle an Complex V der
Atmungskette identifiziert (Lachmann, 2018). Direkte Phosphorylierung von Complex V durch
AKT kénnte ein Mechanismus fir die von Yang und Kollegen beobachtete Complex V-Stimu-
lation durch AKT sein.

Es ist bekannt, dass die verschiedenen AKT-Isoformen teilweise funktionell Gberlappen. Durch
unsere Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass kardiomyozytare AKT1/2-DKOs (iCM-AKT1/2-
DKOs) innerhalb weniger Wochen nach Induktion eine dilatative Kardiomyopathie mit redu-
zierter Ejektionsfraktion entwickeln, wahrend kardiomyozytare AKT-Einzel-KOs lebensfahig
sind und keine reduzierte Herzfunktion aufweisen (Goedecke et al., 2017). An Tag 21 nach
Induktion an iCM-AKT1/2-DKO-Herzen durchgefihrte Transkriptom-Analysen zeigten eine
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verminderte Transkription von Genen, die an Citrat-Zyklus, oxidativer Phosphorylierung sowie
B-Oxidation beteiligt sind und weisen somit darauf hin, dass es im Rahmen der Pathogenese
der Kardiomyopathie zu einer massiven mitochondrialen Dysfunktion kommen kénnte (Goe-
decke et al., 2017).

1.5 Fragestellung

Es gibt viele Hinweise auf eine Beteiligung von AKT an der Regulation der myokardialen Bio-
energetik. So wurde anhand von Einzelkomplexmessungen an mitochondrialen Membranfrag-
menten gezeigt, dass AKT die basale Aktivitat von Complex V beeinflussen kann (Yang et al.,
2013). Ebenfalls beobachteten Yang und Kollegen, dass Insulin unter AKT-Translokation in
die Mitochondrien die Complex V-Aktivitat akut steigert (Yang et al., 2009). Ob AKT die Funk-
tion intakter Mitochondrien beeinflusst, ist bisher unklar. In dieser Arbeit wurde mittels Respi-
rometrie die Funktion intakter myokardialer Mitochondrien aus Wildtyp-Mausen und kardiomy-
ozytaren AKT1- und AKT2-KO-Mausen (iCM-AKT1-KO, iCM-AKT2-KO) unter basalen Bedin-
gungen (-Ins) sowie nach Insulin-Stimulation (+Ins) gemessen, um einerseits die Effekte des
dauerhaften Verlustes von jeweils einer AKT-Isoform und andererseits die Effekte einer akuten

Insulinstimulation auf die Mitochondrienfunktion zu untersuchen.

Es ist bekannt, dass die verschiedenen AKT-Isoformen funktionell Gberlappen, aber auch iso-
formspezifische Effekte aufweisen. In unserem Institut generierte iCM-AKT1/2-DKOs entwi-
ckeln innerhalb von 28 Tagen nach Induktion eine Kardiomyopathie mit Hinweisen auf mito-
chondriale Dysfunktion, wahrend iCM-AKT-Einzel-KOs lebensféhig sind und keine Herzinsuf-
fizienz zeigen. Es stellte sich daher die Frage, inwieweit AKT1 und AKT2 im Kontext myokar-
dialer Bioenergetik funktionell Gberlappen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden deshalb zusétz-
lich respirometrische Messungen an intakten kardiomyozytéaren Mitochondrien aus Wildtyp-
Mausen und iCM-AKT1/2-DKOs durchgeflhrt.
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2 Material und Methoden
2.1 Verwendete Gerate und Chemikalien
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Gerate Hersteller

Eismaschine Ziegra Eismaschinen GmbH
Eisschrank (-20°C) Liebherr ProfiLine

Kihlschrank (+4°C) Liebherr Premium NoFrost
Magnetrihrer IKA Labortechnik RCT basic
Messkammer Strathkelvin Instruments Mito-Cell MT200
Sauerstoff-Elektrode Strathkelvin Instruments Oxygen-Meter
Wasserbad Haake P5 Wasserbad mit Julabo MP circulator
Zentrifuge MegaStar 1.6R VWR

Warmeschrank Heraeus Instruments

Waage Sartorius BP 12158

pH-Meter Knick Digital pH-Meter

Plate-Reader Packard SpectraCount

Stoppuhr Oregon Scientific

Vortexer Heidolph REAX top

Homogenisator Potter Elvehjem Tissue Grinder

milliQ Wasser milliPore

Pipetten Pipetman 10-1000ul Gilson

Mikroliter-Spritzen Hamilton

SDS-PAGE Lautkammer Hoefer Instruments

Rotor Shake-Genie Scientific Industries

Pierce G2 Fast Blotter Thermo Scientific

Odyssey Scanner Licor Biosciences

Respirationspuffer:

Chemikalien Summenfor- Konzentration Hersteller
mel

Kaliumchlorid KClI 110 mM Merck
Dikaliumhydrogenphosphat KaHPO4 5mM Merck
MOPS C7H1sNO4S 10 mM Sigma-Aldrich
EGTA C14H24N2010 2,5 mM Sigma-Aldrich
Tetrasodiumpyrophosphat NasP207 1 mM Sigma-Aldrich
BSA free fatty acid free - 0,1% Roche
pH 7,15 (titriert mit KOH und HCI)

Isolationspuffer:
Chemikalien Summenformel | Konzentration Hersteller
D-Mannitol CeH140s 200 mM Sigma-Aldrich
D-Saccharose C12H22011 50 mM Roth
Kaliumdihydrogenphosphat K2HPO4 5mM Merck
MOPS C7H1sNO4S 5mM Sigma-Aldrich
EGTA C14H24N2010 1mM Sigma-Aldrich
BSA free fatty acid free - 0,1% Roche

pH 7,15 (titriert mit KOH und HCI)
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Substrate:
Bezeich- Chemikalien Summenformel Ali- Endkon- | Hersteller
nung quots zentra-
tion
Complex | Pyruvat CsH3sNaOs 1M 10 mM Sigma-Aldrich
Substrat L-Glutamat CsHsNNaO4 2M 20 mM Sigma-Aldrich
L-Malat C4HeOs 0,4 M 0,8 mM Sigma-Aldrich
Complex Il | Succinat C4HaNa>04 1,25 M 10 mM Sigma-Aldrich
Substrat Rotenon C23H2206 1 mM 0,002 mM | Sigma-Aldrich
Complex IV | TMPD Ci0H16N2:2HCI 100 mM | 1 mM Sigma-Aldrich
Substrat L-Ascorbat CsH7NaOe 1M 10 mM Sigma-Aldrich
B-Oxidation | Palmitoyl-I-carnitin | C23H4sNO4-Cl 4 mM 0,04 mM | Sigma-Aldrich
und Com- Malat C4HeOs 100 mM | 1 mM Sigma-Aldrich
plex |
Entkoppler | CCCP CyHsCIN4 10 mM 0,002 mM | Sigma-Aldrich
ADP ADP C10H14KNgQ10P2:2H20 | 25 mM 0,25 mM | Sigma-Aldrich
ADP C10H14KNgO10P2:2H20 | 200 mM | 2 mM Sigma-Aldrich

Western Blot Analyse

Sammelgel

4x Lammli-Puffer

Trenngel 12,5 %

3,7 ml H20

625 pl 40 % Acrylamid
625 ul 1 M Tris pH 6,8
50 pul 10 % SDS

4,375 ml H20

3,125 ml 40 % Acrylamid
2,5ml1,5M Tris pH 8,8
100 ul 10 % SDS

250 mM Tris-HCI pH 8,8
8 % SDS

35 ml Glycerin/100 ml
0,03 % Bromphenolblau

10 yl Temed 20 pl Temed 100 mM DTT
15 ul 10 % APS 25 ul 10 % APS
Laufpuffer Anodenpuffer Kathodenpuffer
25 mM Tris 300 mM Tris 300 mM Aminocapronséure
200 mM Glycin 200 mM Tricin 30 mM Tris
0,1 % SDS pH 8,8 pH 8,7
TBS TBST
150 mM NaCl 150 mM NaCl
25 mM Tris-HCI 25 mM Tris-HCI
pH 7.4 0,1 % Tween-20
pH 7,4
Antikorper:
Name Spezies | Verdinnung Hersteller Nummer
Akt (pan) (40d4) mouse 1:2000 Cell Signaling #2920
Phospho-Akt (Ser 473) rabbit 1:1000 Cell Signaling #9271
Akt1 (2H10) mouse 1:1000 Cell Signaling #2967
Akt2 (D6G4) rabbit 1:1000 Cell Signaling #3063
GAPDH (14C10) rabbit 1:1000 Cell Signaling #2118
Anti-Mouse IRDye® 680 goat 1:10.000 LI-COR 926-32220
Anti-Rabbit IRDye® 800 goat 1:10.000 LI-COR 926-32211
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Reagenzien/Kits/sonstige Chemikalien:

e Bradford-Reagenz (Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate)
e BCA-Kit (Pierce™ BCA Protein Assay Kit)

e Protease aus Bacillus licheniformis (Sigma Aldrich)

e Natriumsulfit (Sigma Aldrich)

e Insulin (Insuman Rapid, Sanofi)

e Phosphate Buffered Saline (PBS)

e Licor Odyssey Blocking Buffer (TBS)

2.2 Tiere

In dieser Arbeit wurden M&use mit induzierbarem kardiomyozytarem AKT1- und AKT2-Einzel-
Knockout (iICM-AKT1-KO, iCM-AKT2-KO) sowie Mause mit induzierbarem kardiomyozytarem
AKT1/2-Doppel-Knockout (iICM-AKT1/2-DKO) verwendet. Der Knockout wurde mithilfe des
Cre-loxP-Systems herbeigefihrt.

Das Cre-loxP-System ist ein sequenzspezifisches Rekombinationssystems und stammt aus
der Bakteriophage P1. Diese kann mittels der Rekombinase Cre (causes recombination) ge-
zielt an DNA-Sequenzen, welche von sogenannten loxP-Sites (locus of crossing over) flankiert
sind, Rekombination initiieren (Hoess et al., 1982; Sternberg and Hamilton, 1981). Das Cre-
loxP-System wird genutzt, um in Zell-Linien und Tieren loxP-markierte Gene auszuschneiden
und somit zu deletieren (Zhang et al., 1996).

Durch Fusion mit der Hormonbindungsdoméne (HBD) von Steroidrezeptoren kénnen be-
stimmte Proteine auf Ligandenbindung an die HBD hin aktiviert werden (Littlewood et al., 1995).
Die G525R-Mutante der HBD des Ostrogenrezeptors ist Ostrogen-unsensibel, reagiert aber
auf die Bindung von selektiven Ostrogenrezeptormodulatoren wie 4-OH-Tamoxifen (4-Hydro-
xytamoxifen) und kann mit Proteinen fusioniert werden, die daraufhin gezielt durch Gabe von
4-OH-Tamoxifen aktiviert werden kénnen (Littlewood et al., 1995).

Um den Zeitpunkt der Cre-Aktivierung und Zielgen-Deletion zu kontrollieren, kann ein Fusi-
onsprotein aus Cre und dieser mutierten Hormonbindungsdoméane verwendet werden (Zhang
et al., 1996). Die Gabe von 4-Hydroxytamoxifen flihrt in Tieren, die das Fusionsprotein Mer-
CreMer (Mer=mutated estrogen receptor) exprimieren, zur Freisetzung von MerCreMer aus
einem inhibitorischen Komplex aus Hitzeschockproteinen (HSP) und somit zur Cre-Aktivierung
(Zhang et al., 1996). Um einen gewebsspezifischen Knockout zu generieren, kann die Expres-
sion von Cre zudem unter die Kontrolle eines gewebsspezifischen Promotors gestellt werden
(Zhang et al., 1996).
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Sohal und Kollegen generierten durch Kopplung der MerCreMer-cDNA an den kardiomy-
ozytar-spezifischen a-MHC-Promotor transgene Mause mit ausschlieBlich kardiomyozytar ex-
primierter Cre-Rekombinase (Sohal et al., 2001).

In Abbildung 5 ist die Tamoxifen vermittelte KO-Induktion mittels des Cre-loxP-Systems sche-

matisch dargestellt.
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Abb. 5: Schematische Darstellung der AKT-Knockout-Induktion mittels Tamoxifen im Cre-loxP-System. Flir
Details siehe Text. Modifiziert nach Kim et al., 2018. Das Bildelement Spritze wurde aus der Bibliothek von
Servier Medical Art entnommen und modifiziert; lizenziert unter Creative Commons Attribution 3.0 Unported
License. http://smart.servier.com

Die in den Experimenten dieser Arbeit verwendeten M&use hatten den genetischen Hinter-
grund C57BL/6 und wurden durch Kreuzung von a-MHC-MerCreMer-Tieren mit AKT-gefloxten
Mé&ausen generiert (Raupach, 2011). Der Knockout wurde im Alter von drei bis vier Monaten
durch intraperitoneale Injektion von 4-OH-Tamoxifen (20 mg/kg KG/Tag) tber finf Tage indu-
ziert. Die Experimente an den iCM-AKT1/2-Einzel-KOs fanden mit einem Abstand von min-
destens vier Tagen zur letzten 4-OH-Tamoxifen-Injektion statt und die Experimente an den
iCM-AKT1/2-Doppel-KOs fanden 21 Tage nach Beginn der 4-OH-Tamoxifen-Injektionen statt.
Bei den Doppel-KOs war ein konstanter zeitlicher Abstand zwischen KO-Induktion und Mes-
sung wichtig, da sich die Herzfunktion dieser Mause nach KO-Induktion kontinuierlich ver-
schlechtert. Die Einzel-KOs zeigen demgegeniiber nach KO-Induktion einen stabilen Phano-
typ, weswegen bei diesen Mausen auf einen konstanten zeitlichen Abstand zwischen Induktion
und Experiment verzichtet wurde. Die M&use wurden in den Rdumen der Zentralen Einrichtung
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far Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-Uni-
versitat Dusseldorf gehalten. Die Tierversuche wurden durch das Landesamt fur Natur-, Um-
welt- und Verbraucherschutz (LANUV) behordlich genehmigt (Aktenzeichen 84-
02.04.2014.A308).

2.3 Insulinstimulation

Den Mausen wurde vor der Organentnahme und Mitochondrienisolation fur vier Stunden das
Futter entzogen, um eine Stimulation des AKT-Signalwegs durch endogene Insulin-Sekretion
zu minimieren. Die respirometrischen Messungen wurden an jedem Experimenttag an isolier-
ten kardiomyozytéren Mitochondrien aus jeweils zwei Mausen durchgefuhrt. AnschlieBend er-
hielt eine der beiden Mause eine gewichtsadaptierte Insulininjektion (30 IU/kg) i.p. (+Ins
Gruppe) und die andere eine PBS-Injektion (-Ins Gruppe). 15 Minuten nach der Injektion wur-
den die Mause mittels zervikaler Dislokation getétet und die Herzen wurden entnommen. Im

Anschluss daran erfolgte die Mitochondrienisolation.

2.4 Mitochondrienisolation

Das Protokoll zur Mitochondrienisolation dieser Arbeit wurde in modifizierter Form aus Vorar-
beiten (Heinen et al., 2007a, 2007b) entnommen und ist in Abbildung 6 dargestellt. Die Herzen
wurden im Anschluss an die Organentnahme in auf 4°C geklhlten Isolationspuffer gegeben.
Alle weiteren Schritte der Mitochondrienisolation fanden bei 4°C statt. Die Herzen wurden in
Isolationspuffer auf Stiicke von etwa 1 mm?3 zerkleinert und dabei 2-fach mit Isolationspuffer
gewaschen. AnschlieBend wurden die Fragmente mit 6 ul Protease versetzt und fir ca. 30
Sekunden in 1 ml Isolationspuffer homogenisiert. Nach Zugabe von 5 ml Isolationspuffer wur-
den die Fragmente nochmals fir 30 Sekunden homogenisiert. Die Mitochondrienisolation aus
dem Homogenisat erfolgte mittels Differentialzentrifugation. Zunachst wurde das Homogenisat
fiir 10 Minuten bei 3200 G zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 5 ml
Isolationspuffer resuspendiert und anschlieBend fir 10 Minuten bei 500 G zentrifugiert. Der
dabei entstandene Uberstand wurde in einem dritten Schritt fiir 10 Minuten bei 3200 G zentri-
fugiert und das finale Pellet wurde je nach GréBe in 150 bis 250 pul Isolationspuffer resuspen-
diert.
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Abb. 6: Darstellung des Protokolls zur Mitochondrienisolation. Weitere Details werden im Text unter 2.4 beschrieben.
Die Bildelemente Maus, Spritze, Herz, Becherglas, Pipette, Zentrifuge, Reagenzglas und Eppendorf-Gefd3 wurden
aus der Bibliothek von Servier Medical Art entnommen und modifiziert; lizenziert unter Creative Commons Attribution
3.0 Unported License. http://smart.servier.com

2.5 Proteinkonzentrationsbestimmung

Nach der Mitochondrienisolation wurde der Proteingehalt der Mitochondriensuspension mittels
eines Bradford-Assays (siehe 2.5.1) bestimmt. Um die zeitliche Verzdégerung bis zur respiro-
metrischen Messung zu minimieren, wurde durch eine vorab pipettierte BSA-Standardreihe
(bovine serum albumin) eine Standardkurve erstellt, mithilfe derer ausgehend von der gemes-
senen Extinktion die Proteinkonzentration der Mitochondriensuspension berechnet wurde. Da
die Bestimmung der Standardkurve und die Messung der Proteinkonzentration nicht zeitgleich
erfolgten, kdnnten die auf diese Weise ermittelten Proteinkonzentrationen ungenau sein. Aus
diesem Grund wurden im Anschluss an die respirometrischen Messungen zur Kontrolle der
Bradford-Resultate BCA-Assays (siehe 2.5.2) durchgeflihrt. Der gemessene Sauerstoffver-
brauch der isolierten Mitochondrien wurde anhand des Verhaltnisses der Bradford- und BCA-

Resultate normalisiert.

2.5.1 Bradford-Assay

Der Bradford-Assay beruht auf der Bindung des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G-250 an
Proteine, wodurch sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 465 nm auf 595 nm ver-
schiebt (Bradford, 1976). Coomassie Brilliant Blue G-250 wechselt bei steigendem pH-Wert
von einer kationischen Uber eine neutrale zu einer anionischen Form. Die kationische Form

hat ein Absorptionsmaximum bei 470 nm, die neutrale Form bei 650 nm und die anionische



Material und Methoden 23

Form bei 595 nm (Compton and Jones, 1985). Die Bindung an Proteine erfolgt tber ionische
und nicht-ionische Wechselwirkungen, wodurch das Gleichgewicht zur anionischen Form von
Coomassie Brilliant Blue G-250 verschoben wird und sich die Absorptionseigenschaften ent-
sprechend andern (Compton and Jones, 1985). Die Bradford-Methode erlaubt eine reprodu-
zierbare und schnelle Bestimmung der Proteinkonzentration (Bradford, 1976). BSA-Standards
mit aufsteigender Proteinkonzentration erzeugen einen Anstieg der bei 595 nm gemessenen
Extinktion (Bradford, 1976). Dieser Anstieg ist im Bereich zwischen 2 und 10 pg/ml linear (Zor
and Selinger, 1996).

Fir die Bradford-Assays wurde in dieser Arbeit das Bradford-Reagenz Protein Assay Dye Re-
agent Concentrate von Bio-Rad verwendet. Die Extinktion bei 595 nm wurde mit einem Pack-
ard SpectraCount Plate Reader gemessen. Im Anschluss an die Experimente wurden die Mi-
tochondrienproben bei -20°C im Eisschrank gelagert und es wurde zur Kontrolle der Protein-
konzentration jeweils ein BCA-Assay durchgeflhrt.

2.5.2 BCA-Assay

Im Rahmen der Biuret-Reaktion kommt es zu Reduktion von Cu?*-lonen zu Cu'*-lonen durch
Proteine. Bicinchoninsaure bildet einen Komplex mit einwertigem Kupfer, der eine intensiv-
violette Farbung aufweist (Smith et al., 1985). Die Intensitat der Farbung ist in einem breiten
Bereich proportional zur Proteinkonzentration (Smith et al., 1985). Das Absorptionsmaximum
des Bicinchoninsaure-Kupfer-Komplexes liegt bei 562 nm (Smith et al., 1985).

Fur die BCA-Assays wurde in dieser Arbeit das PierceTM BCA Protein Assay Kit verwendet.
Die Extinktion bei 577 nm wurde mit einem Packard SpectraCount Plate Reader gemessen.

2.6 Messung des mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs

Nach Bestimmung der Proteinkonzentration der Mitochondriensuspension mittels Bradford-
Assay wurde der Sauerstoffverbrauch der isolierten Mitochondrien mithilfe einer Clark-Typ-
Sauerstoffelektrode (Oxygen-Meter von Strathkelvin Instruments) und einer Messkammer
(Mito-Cell MT200 von Strathkelvin Instruments) in Abhangigkeit unterschiedlicher Substrate
gemessen. Durch Anschluss der Mito-Cell an ein Wasserbad (Haake P5) Gber einen Zirkulator
(Julabo MP circulator) wurde die Temperatur in der Messkammer wahrend der Experimente
auf 30°C eingestellt und aufrechterhalten. Die Messkammer der Mito-Cell MT200 hat ein Vo-
lumen von 500 pl. Vor jeder Messung wurde die Mitochondriensuspension mit Respirations-
puffer auf ein Volumen von 600 pl mit der Proteinkonzentration 0,1 pug/ul verdiinnt, sodass die
in der Messkammer vorhandene Proteinmenge wéahrend jeder Messung 50 ug betrug. Der
Sauerstoffgehalt in der Kammer wurde kontinuierlich gemessen und der Sauerstoffverbrauch
der Mitochondrien in nmol O2/mg Protein/Minute berechnet. Substrate wurden wéhrend der
Messungen mit Hamilton-Spritzen in die Messkammer injiziert. Im Folgenden wird die
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Funktionsweise der Sauerstoffelektrode erlautert sowie auf die Messparameter und verwen-
deten Substratkombinationen eingegangen.

2.6.1 Funktionsweise der Sauerstoffelektrode

Sauerstoff-Messelektroden vom Clark-Typ werden seit Gber 50 Jahren zur Echtzeitmessung
des Sauerstoffpartialdrucks in Flissigkeiten und Gasen genutzt. Insbesondere in der biome-
dizinischen Forschung finden diese Elektroden Verwendung, um den Sauerstoffverbrauch von
Zellen bzw. isolierten Mitochondrien zu messen (Brand and Nicholls, 2011). Sauerstoff-Mes-
selektroden vom Clark-Typ bestehen aus einer Platin- bzw. Gold-Kathode sowie einer Silber-
Anode, die Uber eine Kaliumchlorid-L6sung miteinander verbunden sind (Ojuka et al., 2016).
Der Kontakt zur Umgebung wird durch eine Sauerstoff-permeable Membran hergestellt (Lanza
and Nair, 2009). An der Oberflache der Platinelektrode kann Sauerstoff unter Aufnahme von
Elektronen, die durch Oxidation von Silberatomen freigesetzt werden, mit Wasser zu Hydroxid-
lonen reagieren (Enderle and Bronzino, 2012). Durch das Anlegen einer Spannung von etwa
0,6 Volt wird die Redoxreaktion zwischen Sauerstoff und Silber katalysiert (Enderle and Bron-
zino, 2012). Unter diesen Bedingungen ist der Stromfluss zwischen Silberanode und Platinka-
thode proportional zum Sauerstoffgehalt der Losung (Clark et al., 1953). Nach Kalibrierung der
Elektrode mit Lésungen mit bekannter Sauerstoffkonzentration kann anhand des gemessenen
Stromflusses der Sauerstoffgehalt in der Umgebung der Elektrode gemessen werden (Lanza
and Nair, 2009). In Anwesenheit einer Oz-konsumierenden biologischen Probe sinkt die Sauer-
stoffkonzentration allmahlich und durch Bildung des Differentials kann der Sauerstoffverbrauch
der Probe berechnet werden (Ojuka et al., 2016). In Abbildung 7 ist die Funktionsweise der
Clark-Typ-Sauerstoffelektrode schematisch dargestellt.
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Abb. 7: Aufbau einer Clark-Elektrode zur Echtzeitmessung des Sauerstoffpartialdrucks. Sauerstoff diffundiert
Uiber eine Membran zur Platinelektrode und wird dort durch Elektronen aus der Silberelektrode reduziert. Diese
Reaktion wird katalysiert durch eine angelegte Spannung von 0,6 Volt. Der Stromfluss wird durch ein Ampere-
meter gemessen und ist proportional zum Sauerstoffgehalt der die Elektrode umgebenden Lésung.

2.6.2 Substratkombinationen

Mitochondriale Respiration erfordert einen kontinuierlichen Fluss von Substraten und deren
Produkten Gber die Mitochondrienmembranen zwischen Zytosol und mitochondrialer Matrix
(Gnaiger, 2014). Zur Messung des mitochondrialen Sauerstoffverbrauches in vitro ist es also
notwendig, die isolierten Mitochondrien mit Substraten zu inkubieren, die von den Mitochond-
rien importiert und oxidiert werden kénnen. Die in dieser Arbeit verwendeten Substratkombi-
nationen sowie deren Import und Oxidation in den Mitochondrien werden im Folgenden erlau-

tert.
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Complex | Substrat: Pyruvat/Glutamat/Malat

Pyruvat wird Uber den mitochondrialen Pyruvat-Carrier (MPC) im Symport mit einem H*-lon
Uber die innere Mitochondrienmembran transportiert (Taylor, 2017). In der Matrix katalysiert
die Pyruvat Dehydrogenase die Reaktion von Pyruvat zu Acetyl-CoA unter Bildung von CO>
und Reduktion von NAD* zu NADH (Patel et al., 2014). Acetyl-CoA gelangt im Anschluss in
den Citrat-Zyklus. Glutamat kann entweder Uber den Aspartat-Glutamat-Carrier (AGC) im An-
tiport gegen Aspartat oder tber den Glutamat-Carrier (GC) im Symport mit einem H*-lon Uber
die innere Mitochondrienmembran transportiert werden (Taylor, 2017). In der mitochondrialen
Matrix wird Glutamat durch Desaminierung oder durch Transaminierung mit Oxalacetat zu a-
Ketoglutarat. Die Desaminierung wird durch die Glutamat-Dehydrogenase katalysiert und lie-
fert NADH sowie NH4*. a-Ketoglutarat wird entweder durch die a-Ketoglutarat-Dehydrogenase
unter NADH-Gewinn zu Succinat oxidiert oder Uiber den Oxoglutarat-Carrier im Austausch ge-
gen Malat aus der mitochondrialen Matrix exportiert (Gnaiger, 2014). Malat kann neben dem
bereits genannten Oxoglutarat-Carrier lber weitere Carrier-Systeme in die mitochondriale
Matrix gelangen: Der Dicarboxylat-Carrier (DIC) transportiert Malat (aber auch Succinat) im
Austausch gegen Phosphat tber die innere Mitochondrienmembran (Fiermonte et al., 1999).
Der Tricarboxylat-Carrier transportiert Malat im Austausch gegen Citrat oder Isocitrat sowie
ein H*-lon (Nicholls and Ferguson, 2013, Bioenergetics, p. 275). In der mitochondrialen Matrix
wird Malat durch die Malat-Dehydrogenase unter NADH-Gewinn zu Oxalacetat umgesetzt
(Gnaiger, 2014). Das durch die Oxidation von Pyruvat, Glutamat und Malat gewonnene NADH
wird durch Complex | (NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase) wieder oxidiert und Gbertragt somit
je NADH 2 Elektronen auf die mitochondriale Elektronentransportkette (Barrientos, 2002). Der
Import von Malat in die mitochondriale Matrix hat zur Folge, dass Succinat im Austausch gegen
Phosphat Uber den Dicarboxylat-Carrier exportiert wird. Auch die Succinat-Precursor a-Keto-
glutarat, Citrat und Isocitrat werden im Austausch gegen Malat exportiert. Zusatzlich bildet sich
in der mitochondrialen Matrix ein Malat-Fumarat-Gleichgewicht aus, wodurch es zur Produkt-
Inhibition der Succinat-Dehydrogenase (Complex Il) kommt. Je héher die eingesetzte Malat-
Konzentration ist, desto geringer ist die Beteiligung von Complex Il an der Respiration unter
dieser Substratkombination (Gnaiger, 2014).
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Abb. 8: Schematische Darstellung des Imports und der Verarbeitung der Substratkombination Pyruvat/Gluta-
mat/Malat. Fiir Details siehe 2.6.2 unter Complex | Substrat. Modifiziert nach Gnaiger, 2014. Transporter:
MPC=mitochondrialer Pyruvat-Carrier; AGC=Aspartat-Glutamat-Carrier;, OGC=0xoglutarat-Carrier; DIC=Dicar-
boxylat-Carrier. Enzyme: PDH=Pyruvat-Dehydrogenase; GDH=Glutamat-Dehydrogenase; MDH=Malat-Dehydro-
genase.

Complex Il Substrat: Succinat/Rotenon

Succinat wird tber den Dicarboxylat-Carrier (DIC) im Austausch gegen Phosphat lber die in-
nere Mitochondrienmembran transportiert (Taylor, 2017). Succinat wird durch Complex Il (Suc-
cinat-Dehydrogenase) auf der Matrix-Seite der inneren Mitochondrienmembran zu Fumarat
oxidiert. Die Elektronen werden via FAD auf Ubichinon Ubertragen (Gnaiger, 2014). Durch den
Complex I-Inhibitor Rotenon kommt es zur Unterbrechung der NADH-Oxidation durch Com-
plex |, sodass Elektronen ausschlieBBlich tber Complex Il in den Ubichinon-Pool gelangen.
Zusatzlich kommt es aufgrund der NADH-Produktion durch die Malat-Dehydrogenase (MDH)
zu einem Redox-Shift hin zu einem hohen NADH/NAD*-Verhaltnis, wodurch NAD*-abhangige
Dehydrogenasen wie die MDH inhibiert werden. Dadurch wird verhindert, dass es zu einer
Akkumulation von Oxalacetat und somit zu einer Inhibition der Succinat-Dehydrogenase
kommt (Gnaiger, 2014).
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Abb. 9: Schematische Darstellung des Imports und der Verarbeitung der Substratkombination Succinat/Rotenon.
Flr Details siehe 2.6.2 unter Complex Il Substrat. Modifiziert nach Gnaiger, 2014. Transporter: DIC=Dicarboxylat-
Carrier. Enzyme: MDH=Malat-Dehydrogenase.

B-Oxidation, CETF und Complex I: Palmitoyl-I-carnitin/Malat

Palmitoyl-I-carnitin wird Uber die Carnitin-Acylcarnitin-Translokase (CACT) in die mitochondri-
ale Matrix transportiert und dort durch die Carnitin-Palmitoyl-Transferase Il (CPT2) in Palmi-
toyl-CoA Uberfihrt (van Eunen et al., 2013). Palmitoyl-CoA wird durch die Acyl-CoA-Dehydro-
genase in seine Enoyl-CoA-Form Uberfiihrt, wobei das Elektron transferierende Flavoprotein
(ETF) reduziert wird. Dieses wird von der ETF-Ubichinon-Oxidoreduktase oxidiert, welche die
Elektronen an den Ubichinon-Pool der inneren Mitochondrienmembran weitergibt (Perevosh-
chikova et al., 2013). Durch H>O Addition entsteht aus Enoyl-CoA Hydroxyacyl-CoA, welches
anschlieBend unter NADH-Gewinnung zu Ketoacyl-CoA reagiert wird. Dieses wird schlieBlich
durch die 3-Ketoacyl-CoA-Thiolase in Acetyl-CoA und ein um 2 C-Atome verkirztes Acyl-CoA
Uberfiihrt (Ojuka et al., 2016). Das gewonnene NADH wird von Complex | oxidiert. Mitochond-
riale Respiration unter Palmitoyl-l-carnitin ist langsam und kann weder durch ADP noch durch
Entkopplung stimuliert werden, was vermutlich auf die Akkumulation von Acetyl-CoA und kon-
sekutive Inhibition der 3-Ketoacyl-CoA-Thiolase zurlickzufiihren ist (Perevoshchikova et al.,
2013). Durch Kombination von Palmitoyl-I-carnitin und Malat kann eine verbesserte mito-
chondriale Respiration erzielt werden (Perevoshchikova et al., 2013). Addition von Malat fihrt
durch die Malat-Dehydrogenase unter NADH-Gewinnung zu Oxalacetat, welches mit Acetyl-
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CoA zu Citrat reagiert und CoA-SH freisetzt, wodurch eine Acetyl-CoA-Akkumulation verhin-
dert wird und ausreichend CoA-SH fiir die 3-Oxidation zur Verfligung steht (Ojuka et al., 2016;
Perevoshchikova et al., 2013). Bei Verwendung der Substratkombination Palmitoyl-l-carni-
tin/Malat werden der Elektronentransportkette also sowohl Giber den ETF-Complex (CETF) als
auch tber Complex | Elektronen zugefihrt.
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Abb. 10: Schematische Darstellung des Imports und der Verarbeitung der Substratkombination Palmitoyl-I-carni-
tin/Malat. Fiir Details siehe 2.6.2 unter B-Oxidation, CETF und Complex I. Modifiziert nach Ojuka et al., 2016. Trans-
porter: CACT=Carnitin-Acylcarnitin-Translokase; TCC=Tricarboxylat-Carrier. Enzyme: CPTII=Carnitin-Palmitoy!-

Transferase II; MDH=Malat-Dehydrogenase.

Complex IV: TMPD/Ascorbat

Die Substratkombination Tetramethyl-p-Phenylendiamin (TMPD)/Ascorbat fihrt Gber Cy-
tochrom c zu einer Complex 1V-abhangigen Respiration (Kayser et al., 2004). TMPD reduziert
Cytochrom c, liefert auf diese Weise Elektronen zu Complex IV und wird seinerseits durch
Ascorbat wieder reduziert (Kayser et al., 2004).
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2.6.3 Gemessene Parameter

Zu Beginn jeder respirometrischen Messung wurden 600 pl Mitochondriensuspension mit ei-
ner Proteinkonzentration von 0,1 pg/ul in die Messkammer gegeben. Nach etwa einer Minute
wurde das jeweilige Substrat in die Messkammer injiziert, wodurch state 2-Respiration erreicht
wird. State 2 wird definiert als Respiration in Anwesenheit von Substraten und in Abwesenheit
von ADP (Nicholls and Ferguson, 2013, Bioenergetics, p. 61). Diese Definition weicht von der
state 2-Definition nach Chance und Williams ab, die die Anwesenheit von ADP und die Abwe-
senheit von exogenen Substraten als state 2 definierten (Chance and Williams, 1955). Die
Respirationsrate der Mitochondrien wird bestimmt durch das thermodynamische Ungleichge-
wicht zwischen den Redoxpotentialdifferenzen entlang der Elektronentransportkette und der
einwarts gerichteten proton motive force (PMF) (Nicholls and Ferguson, 2013, Bioenergetics,
p. 78). In Abwesenheit von ATP-Synthese durch Complex V wird die Respirationsrate der Mi-
tochondrien hauptséchlich durch das Proton-Leak bestimmt, welches den elektrochemischen
Protonengradient (proton motive force) dissipiert (Hafner et al., 1990). In diesem Zustand wird
der Protoneneinstrom Uber das Proton-Leak durch die Protonenextrusion der Elekironentrans-
portkette (ETC) gerade ausgeglichen (Nicholls and Ferguson, 2013, Bioenergetics, p. 78).

Addition von ADP zur Substrat-haltigen Mitochondriensuspension flihrt zu state 3-Respiration
(Heinen et al., 2007a, 2007b; Lanza and Nair, 2009). ADP wird Uber die Adeninnukleotid-
Translokase (ANT) im Austausch gegen ATP in die mitochondriale Matrix importiert. Dadurch
wird das von Complex V hergestellte Gleichgewicht zwischen ADP und ATP zum ADP ver-
schoben, sodass Complex V verstarkt unter Protoneneinstrom ADP phosphoryliert. Dadurch
wird die PMF reduziert, was das Ungleichgewicht zwischen ETC und PMF vergréBert und zu
einer verstarkten Aktivitat der ETC flhrt. Dies hat eine erhéhte Respirationsrate zur Folge
(Nicholls and Ferguson, 2013, Bioenergetics, p. 78). State 3-Respiration ist etwa zu gleichen
Teilen abhangig von der ATP-Umsetzung (Aktivitdt von Complex V, ANT und Phosphat-Car-
rier) und von der Substratoxidation (Aktivitat von Enzymsystemen fiir Substratimport, Substrat-
verarbeitung und Elektronentransportkette) (Brand and Nicholls, 2011).

Sobald sich durch die Aktivitdt von Complex V das Gleichgewicht zwischen ADP und ATP
wiederherstellt, sinkt die Respirationsrate und state 4-Respiration stellt sich ein (Brand and
Nicholls, 2011). Diese wird hauptsachlich vom Proton-Leak kontrolliert (Lanza and Nair, 2009).
Durch Addition des Complex V-Inhibitors Oligomycin kann state 3-Respiration auch gezielt
beendet werden. Den dadurch erreichten Zustand bezeichnet man als state 4.0 (Brand and
Nicholls, 2011). State 4 kann gegenlber state 4qig geringfligig erhéht sein, wenn die Mito-
chondrienpraparation mit ATPasen kontaminiert ist, die wahrend der state 3-Respiration syn-
thetisiertes ATP wieder zu ADP dephosphorylieren (Nicholls and Ferguson, 2013, Bioenerge-
tics, p. 64).
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Sobald eine stabile state 4-Respiration erreicht ist, kann die oxidative Phosphorylierung durch
Addition von Carbonylcyanid-m-chlorphenylhydrazon (CCCP) entkoppelt werden (Heinen et
al., 2007a, 2007b). Dieser Zustand reprasentiert die maximale respiratorische Kapazitat der
Mitochondrien, hangt ausschlieBlich von Substratimport, Substratverarbeitung und Elektro-
nentransportkette ab (Lanza and Nair, 2009) und wird als state 3u bezeichnet.
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Abb. 11 Beispieltrace einer respirometrischen Messung an isolierten Mitochondrien. Nach etwa einer Minute wird
das Substrat zur Mitochondriensuspension hinzugegeben und state 2-Respiration stellt sich ein. Die Zugabe von
ADP eine Minute spéter fiihrt state 3-Respiration herbei. Bei Einstellung eines stabilen state 4 wird mittels CCCP
entkoppelt und der state 3u stellt sich ein. Weitere Details im Text unter 2.6.3.

Durch Bildung des Quotienten der Respirationsraten in state 3 und state 4 wurde fir jede
Messung die respiratory control ratio (RCR) bestimmt. Die RCR reprasentiert die Fahigkeit der
Mitochondrien, auf ADP-Stimulation hin die Respirationsrate zu steigern. Hohe RCR-Werte
bedeuten eine hohe Kapazitat fir Substratoxidation und oxidative Phosphorylierung sowie ein
gering ausgepragtes Proton-Leak (Brand and Nicholls, 2011). Die RCR kann auch als Maf fir
die Qualitat der mitochondrialen Praparation verwendet werden, da beschadigte Mitochond-
rien ein erhéhtes Proton-Leak aufweisen (Nicholls and Ferguson, 2013, Bioenergetics, p. 64).

Anhand des kumulativen Sauerstoffverbrauchs im state 3 und der zugegebenen ADP-Stoff-
menge wurde auBerdem fir jede Messung die P/O-Ratio berechnet. Diese steht flr die Anzahl
phosphorylierter ADP-Molekule pro reduziertem Sauerstoffatom und ist ein Maf fir die mito-
chondriale Effizienz (Layec et al., 2016).
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2.6.4 Messprotokolle

Bei allen verwendeten Protokollen wird die Messkammer mit 500 pl Mitochondriensuspension
einer Proteinkonzentration von 0,1 ug/ul gefillt. AnschlieBend wird die Messung gestartet.

Complex I-Substrat

e Minute 1: Injektion von 11 pl Pyruvat/Glutamat/Malat
e Minute 2: Injektion von 5 pl ADP (25 mM)
e Bei stabilem state 4: Injektion von 5 ul CCCP

Complex Il

e Minute 1: Injektion von 5 pl Succinat/Rotenon
e Minute 2: Injektion von 5 pl ADP (25 mM)
e Bei stabilem state 4: Injektion von 5 ul CCCP

Palmitoyl-I-carnitin

e Minute 1: Injektion von 10 pl Palmitoyl-I-carnitin
e Minute 2: Injektion von 5 pl ADP (25 mM)
e Bei stabilem state 4: Injektion von 5 ul CCCP

Complex IV

e Unmittelbar nach Injektion der Mitochondrien: Injektion von 5 ul ADP (200 mM)
e Minute 1: Injektion von 5 pl TMPD/Ascorbat

2.7 Western Blot Analyse

Die Western Blot Analyse wird in der Molekularbiologie genutzt, um in einem Gemisch von
Proteinen (beispielsweise in einem Zelllysat) ein bestimmtes Protein zu identifizieren (Yang
and Mahmood, 2012). Hierzu werden die Proteine durch Gelelektrophorese nach ihrem Mole-
kulargewicht aufgetrennt und daraufhin mittels elektrophoretischen Transfers auf eine Nitro-
cellulose-Membran geblottet. Die Membran wird anschlieBend zunachst mit einem priméaren
Antikérper (Bindung an das Zielprotein) und dann einem sekundaren Antikdrper (Bindung an
den primaren Antikérper) inkubiert. Der sekundare Antikdrper verfigt Uber eine Signalquelle
(beispielsweise ein Fluoreszenzsignal), anhand derer die Zielprotein-Bande sichtbar gemacht
wird (Yang and Mahmood, 2012). Die Stérke des Signals korreliert mit der aufgetragenen
Menge des Zielproteins und erméglicht einen relativen Vergleich von Proteinmengen, erlaubt
aber keine absolute Bestimmung der Proteinkonzentration und wird als semi-quantitative Me-
thode bezeichnet (Yang and Mahmood, 2012).
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2.7.1 Proteinauftrennung mittels SDS-PAGE

Die Proben der flr diese Arbeit durchgefiihrten Western Blot Analysen wurden durch Homo-
genisation ganzer Herzen gewonnen. Vor Durchfiihrung der Natriumdodecylsulfat-Polyac-
rylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurden die mit LAmmli-Puffer verdiinnten Proben auf
95°C erhitzt. Durch das im Lammli-Puffer enthaltene Dithiothreitol (DTT) sowie durch die hohe
Temperatur werden Disulfid-Bricken sowie Wasserstoffbrickenbindungen innerhalb der Pro-
teine gel6st, was zur Denaturierung der Proteine beitragt.

Das Anion von SDS ist ein starkes Detergens, bindet an nahezu alle Proteine und I6st nicht-
kovalente Bindungen auf. SDS tragt somit zur Denaturierung der Tertiarstruktur bei und bildet
negativ geladene Polypeptid-Detergens-Komplexe, deren Mobilitat im Trenngel nicht langer
von Form und Ladung des Proteins, sondern ausschlieBlich vom Molekulargewicht bestimmt
wird (Garfin, 1990). Die Wanderungsgeschwindigkeit im Trenngel zur Anode hin ist etwa anti-

proportional zum Logarithmus des Molekulargewichts der Proteine (Garfin, 1990).

Die Proben gelangten wahrend der Elektrophorese zunéchst in das Sammelgel und wurden
anschlieBend bei einer konstanten Spannung von 150 Volt im Trenngel nach ihrer GréBe auf-
getrennt. Die SDS-PAGE wurde in HOEFER-Elektrophoresekammern unter Verwendung von
SDS-PAGE Laufpuffer durchgefuhrt.

2.7.2 Proteintransfer mittels Western-Blot

Durch elektrophoretischen Transfer wurden die im Rahmen der SDS-PAGE entstandenen
Banden vom Polyacrylamid-Gel auf eine Nitrocellulose-Membran geblottet. Zum Transfer
wurde der Pierce G2 Fast Blotter von Thermo Scientific genutzt.

2.7.3 Blockierung und Proteindetektion

Die Nitrocellulose-Membran wurde im Anschluss an den elektrophoretischen Transfer fiir eine
Stunde in TBS-verdUnntem (Tris buffered saline) Licor Odyssey Blocking Buffer (1:1 Verdin-
nung) inkubiert, um eine unspezifische Bindung der Antikdrper an die Membran zu verhindern.
Daraufhin wurde die Membran tber Nacht bei 4°C mit dem Priméarantikbrper/den Primaranti-
kérpern (verdinnt in TBST-L6sung (Tris buffered saline + Tween) mit 5 % BSA) inkubiert. Die
Membran wurde anschlieBend mehrfach in TBST gewaschen und fiir eine Stunde bei Raum-
temperatur mit den Sekundarantikérpern (1:10.000 verdinnt in Blocking-Lésung mit 0,1 %
Tween) inkubiert. Nach mehrfachem Waschen wurden die Fluoreszenzsignale der Sekun-
darantikdrper mittels eines Licor Odyssey Scanners (Licor Biosciences, Lincoln, USA) und des
Programms Odyssey 2.1 und 3.0 gemessen. Der Scanner misst bei 700 nm und 800 nm und
kann somit die Fluoreszenzsignale von zwei auf diesen Wellenlangen emittierenden Farbstof-

fen, die wiederum an jeweils einen Sekundéarantikdrper gekoppelt sind, erfassen. Das bei 700
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nm gemessene Signal wird in rot und das bei 800 nm gemessene Signal wird in griin darge-
stellt.

2.8 Uberpriifung der Knockout-Effizienz

Mittels Western Blot wurde Uberprift, ob der kardiomyozytare AKT-Knockout durch Injektion
von 4-OH-Tamoxifen suffizient induziert wird. Hierzu wurden die Herzen von jeweils drei Wild-
typ-Mausen, drei iCM-AKT1-KO-Mausen sowie drei iCM-AKT2-KO-Méausen nach funftagiger
Injektion mit 4-OH-Tamoxifen entnommen und homogenisiert. Nach Bestimmung der Protein-
konzentration mittels BCA-Assay wurden die Proben mit Lammli-Puffer verdinnt, mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran geblottet. Diese wurde nach der Blo-
ckierung mit primaren Antikérpern gegen AKT1 und AKT2 sowie gegen GAPDH (Glycerinal-
dehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) versetzt und Gber Nacht inkubiert. AnschlieBend wurden
die Membranen mehrfach in TBST gewaschen und flr eine Stunde mit den 1:10.000 in Blo-
cking-Lésung mit 0,1% Tween verdinnten Sekundéarantikérpern Anti-Mouse IRDye® 680 und
Anti-Rabbit IRDye® 800 inkubiert. Nach mehrfachem Waschen wurden die Fluoreszenzsig-
nale der Sekundarantikérper im Licor Odyssey Scanner gemessen. Es wurde das Verhéltnis
der Signale von AKT1 bzw. AKT2 zum Housekeeper GAPDH berechnet. Fir den Wildtyp
wurde die AKT/GAPDH-Ratio als Referenz auf 1 festgelegt und die Abweichung der Einzel-
KOs von den Wildtypen kalkuliert (sieche 3.1 und Abb. 12). Das Experiment zur Uberpriifung
der Knockout-Effizienz sowie dessen Auswertung wurde von Frau Dominika Miklos durchge-
fhrt.

2.9 Uberpriifung der Insulin-Stimulation

Es wurde untersucht, ob das von uns verwendete Insulin-Stimulationsprotokoll zu einer AKT-
Aktivierung in vivo fahrt. Vier Wildtyp-Mausen wurde fir vier Stunden das Futter entzogen, um
eine Stimulation des AKT-Signalwegs durch endogene Insulin-Sekretion zu minimieren. An-
schlieBend erhielten zwei der Mause eine gewichtsadaptierte Insulin-Injektion i.p. und die zwei
anderen M&use eine PBS-Injektion i.p. 15 Minuten nach den Injektionen wurden die Mause
mittels zervikaler Dislokation get6tet und die Herzen entnommen. Nach Aufarbeitung der Her-
zen fur eine Western Blot Analyse wurden die Proben mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
anschlieBend geblottet. Die Membran wurde mit Primarantikérpern gegen Gesamt-AKT (Akt
(pan) (40d4)) und phosphoryliertes AKT (Phospho-Akt (Ser 473)) versetzt und tGber Nacht in-
kubiert. Nach mehrfachem Waschen mit TBST wurden die Membranen fir eine Stunde mit
den 1:10.000 in Blocking-Lésung mit 0,1 % Tween verdinnten Sekundéarantikdérpern Anti-
Mouse IRDye® 680 und Anti-Rabbit IRDye® 800 inkubiert. Daraufhin wurden die Membranen
mehrfach gewaschen und die Fluoreszenzsignale der Sekundéarantikdrper im Licor Odyssey
Scanner gemessen. Fir alle Proben wurde das Verhaltnis zwischen dem Gesamt-AKT-Signal
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(panAKT) und dem Signal des phosphorylierten AKT (phosphoAKT) berechnet und die phos-
phoAKT/panAKT-Ratio der PBS-Tiere wurde als Referenz auf 1 festgelegt (siehe 3.3 und Abb.
16).

2.10 Statistische Auswertung

Die Rohdaten der respirometrischen Untersuchungen wurden nach den Experimenten in ein
Excel-Dokument Ubertragen. In Excel wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen be-
rechnet und die gezeigten Diagramme sowie Tabellen erstellt. Fir die statistische Auswertung
der Daten wurde das Programm Sigma-Plot 13.0 (Systat Software, USA) verwendet. Fir die
Vergleiche zwischen den +Ins und -Ins Gruppen sowie zwischen Wildtypen und iCM-AKT1/2-
DKOs wurde der ungepaarte t-Test verwendet. Fir die Vergleiche zwischen den -Ins Gruppen
der Wildtypen, iCM-AKT1-KOs und iCM-AKT2-KOs wurden One-Way-ANOVAs gefolgt vom
Student-Newman-Keuls-Test (SNK) als Post-Hoc-Test durchgefihrt. Die Signifikanzgrenze
wurde bei p<0,05 angesetzt.
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3 Ergebnis

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von AKT auf die Funktion myokardialer Mitochond-
rien zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurde die Respiration isolierter kardialer Mitochondrien
aus Wildtyp-Mausen mit der Respiration kardialer Mitochondrien aus Mausen mit kardiomy-
ozytarem AKT-KO verglichen. Alle Mause erhielten im Vorfeld der Experimente an fiinf aufei-
nanderfolgenden Tagen 4-OH-Tamoxifen.

3.1 KO-Effizienz

Um zu Uberprifen, ob die Gabe von 4-OH-Tamoxifen zur effizienten Induktion des kardiomy-
ozytaren AKT-KOs fuhrt, wurden nach finftagiger Gabe von 4-OH-Tamoxifen die Herzen von
jeweils drei Mausen der Genotypen WT, iCM-AKT1-KO und iCM-AKT2-KO entnommen, ho-
mogenisiert und mittels Western Blot unter Verwendung von Antikérpern gegen AKT1, AKT2
und GAPDH als Housekeeper analysiert.
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Abb. 12: Darstellung der Western Blot Analyse zur Knockout-Effizienz. Herzen von Wildtyp-Méusen (WT),
iICM-AKT1-KOs (dAKT1) und iCM-AKT2-KOs (dAKTZ2) wurden homogenisiert und mittels Western Blot analy-
siert. Die AKT1/GAPDH-Ratio bei den AKT1-KOs und die AKT2/GAPDH-Ratio bei den AKT2-KOs sind im
Vergleich zum Wildtyp signifikant reduziert. WT n=3; dAKT1 n=3; dAKT2 n=3. * p<0,05. Western Blot und
Auswertung wurden von Frau Dominika Miklos durchgeftihrt.
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Wie in Abbildung 12 ersichtlich, nahm die kardiale AKT1-Expression in Relation zum Hous-
ekeeper GAPDH in den iCM-AKT1-KOs nach flnftagiger Gabe von 4-OH-Tamoxifen im Ver-
gleich zum Wildtyp um etwa 70 % ab (p=0,004), wohingegen die AKT2-Expression unveran-
dert blieb. Die iCM-AKT2-KOs zeigten nach Induktion eine im Vergleich zum Wildtyp um etwa
80 % verminderte AKT2-Expression in Relation zu GAPDH (p=0,011), wahrend die AKT1-
Expression unverandert blieb. Zudem zeigte sich keine signifikante kompensatorisch ver-
starkte Expression der jeweils anderen Isoform. Die in Abbildung 12 erkennbare verbliebene
Expression von AKT1 in den iCM-AKT1-KOs und von AKT2 in den iCM-AKT2 KOs lasst sich
darauf zurtickfihren, dass die Western-Blots an Proben durchgefiihrt wurden, die anhand ei-
ner Homogenisierung ganzer Herzen gewonnen wurden. Somit wurden neben Kardiomyozy-
ten auch weitere im Herz vorhandene Zelltypen wie Endothelzellen und Fibroblasten homoge-
nisiert, in welchen die Expression beider AKT-Isoformen auch nach Induktion des kardiomy-
ozytaren Knockouts unbeeintréachtigt bleibt. Beide kardiomyozytaren AKT-Einzel-KOs werden

also durch flnftagige Gabe von 4-OH-Tamoxifen effizient induziert.

3.2 Mitochondriale Respiration der Einzel-KOs

Wie in der Einleitung beschrieben, gibt es Hinweise darauf, dass AKT sowie der Insulin-Sig-
nalweg eine Schlisselrolle in der Steuerung der mitochondrialen Funktion in Kardiomyozyten
einnehmen. In dieser Arbeit sollten daher die Auswirkungen des Verlustes einer kardiomy-
ozytar exprimierten Isoform von AKT auf die Respiration intakter Mitochondrien unter basalen
Bedingungen sowie nach Insulin-Stimulation untersucht werden. Zu diesem Zweck erhielt eine
Gruppe der Tiere 15 Minuten vor der Organentnahme Insulin (+Ins) und die andere PBS (-Ins).
Zunachst wurde die mitochondriale Respiration der Wildtypen und Einzel-KOs unter basalen

Bedingungen (-Ins) verglichen.
Complex I-Substrat:

Unter Complex |-Substrat zeigten die -Ins Gruppen der Einzel-KOs und der Wildtypen keine
signifikanten Veranderungen der Mittelwerte in der state 3- und state 3u-Respiration. Wahrend
die iCM-AKT2-KOs im state 3 und state 3u eine um 6,4 % geringere Respirationsrate aufwie-
sen als die Wildtypen, lag die Respirationsrate der iCM-AKT1-KOs ann&hernd auf gleicher
Hohe wie die der Wildtypen. In der state 4-Respiration zeigte sich ebenfalls kein signifikanter
Unterschied zwischen den Einzel-KOs und den Wildtypen, die Mittelwerte der iCM-AKT1-KOs
lagen allerdings mit 16 % und die Mittelwerte der iCM-AKT2-KOs mit 6,7 % Uber denen der
Wildtypen (siehe Abb. 13).

Die RCR (Respiratory Control Ratio=state 3/state 4) war dagegen bei beiden Einzel-KOs ge-
gentber den Wildtypen signifikant reduziert (um 19,4 % bei den iCM-AKT1-KOs und um
14,7 % bei den iCM-AKT-2-KOs) (siehe Abb. 13).
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Bei der P/O-Ratio zeigten die Einzel-KOs eine Tendenz zu einer Abnahme gegenlber den
Wildtypen, diese Abweichungen waren allerdings nicht signifikant (siehe Abb. 13).
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Abb. 13: Graphische Darstellung der unter Complex I-Substrat und basalen Bedingungen (-Ins) an isolierten
kardiomyozytéren Mitochondrien aus WT-Méusen (WT), iCM-AKT1-KOs (dAKT1) und iCM-AKT2-KOs (dAKT2)
gemessenen respirometrischen Parameter. Der Sauerstoffverbrauch wird in der Einheit nmol Ozmg Pro-
tein/min angegeben. Die Ergebnisse sind zusétzlich in Tabelle 1 dargestellt. Die p-Werte beziehen sich auf den
Vergleich der drei -Ins Gruppen. WT n=11; dAKT1 n=7; dAKT2 n=7. * p=0,018 ** p=0,034

Complex lI-Substrat:

Unter Complex II-Substrat zeigten sich bei keinem der gemessenen Parameter signifikante
Unterschiede zwischen den Einzel-KOs und den Wildtypen.
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In der state 3- und state 3u-Respiration zeigten die iCM-AKT2-KOs eine Tendenz zu einem
reduzierten Sauerstoffverbrauch gegentber den Wildtypen, wahrend die Respirationsrate der
iCM-AKT1-KOs annahernd auf gleicher Hohe mit den Wildtypen lag. In der state 4-Respiration
zeigten die iCM-AKT1-KOs einen durchschnittlich héheren Sauerstoffverbrauch als die Wild-
typen (siehe Abb. 14).

Bei der RCR und der P/O-Ratio zeigten beide Einzel-KOs einen schwachen Trend zu einer
Abnahme gegenuber den Wildtypen (siehe Abb. 14).
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Abb. 14: Graphische Darstellung der unter Complex II-Substrat und basalen Bedingungen (-Ins) an isolierten
kardiomyozytdren Mitochondrien aus WT-Méausen (WT), iCM-AKT1-KOs (dAKT1) und iCM-AKT2-KOs (dAKT2)
gemessenen respirometrischen Parameter. Der Sauerstoffverbrauch wird in der Einheit nmol O2/mg Pro-
tein/min angegeben. Die Ergebnisse sind zusétzlich in Tabelle 1 dargestellt. Die p-Werte beziehen sich auf den
Vergleich der drei -Ins Gruppen. WT n=11; dAKT1 n=7; dAKT2 n=7.
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Complex IV-Substrat:

Unter Complex IV-Substrat zeigten die Einzel-KOs gegentiber den Wildtypen eine Tendenz zu
einem verringerten Sauerstoffverbrauch im state 3. Die iCM-AKT1-KOs lagen um 5,2 % unter
den Wildtypen. Deutlicher war die Abweichung bei den iCM-AKT2-KOs, die einen um 16,1 %
geringeren Sauerstoffverbrauch als die Wildtypen aufwiesen. Diese Unterschiede waren nicht
signifikant (siehe Abb. 15).

state 3 p=0,141
-16,1%

1400 +

oo 4| 1

€ 1000 + T

n

800 T+

600 +

400 T

Oxygen Consumption
(nmol/mg/m

200 T

0

WT dAKT1 dAKT2

Abb. 15: Graphische Darstellung der state 3 Respiration unter Complex IV-Substrat und basalen Bedingungen
(-Ins), gemessen an isolierten kardiomyozytdren Mitochondrien aus WT-Médusen (WT), iCM-AKT1-KOs
(dAKT1) und iCM-AKT2-KOs (dAKTZ2). Der Sauerstoffverbrauch wird in der Einheit nmol Oz/mg Protein/min
angegeben. Die Ergebnisse sind zusétzlich in Tabelle 1 dargestellt. Der p-Wert bezieht sich auf den Vergleich
der drei -Ins Gruppen. WT n=11; dAKT1 n=7; dAKTZ2 n=7.

Fazit:

In der Gesamtbetrachtung der Messergebnisse der -Ins Gruppen zeigten sich nur
geringgradige Unterschiede zwischen den Wildtypen und den Einzel-KOs, die mit Ausnahme

der Unterschiede in der RCR nicht signifikant waren.

Unter Complex I-Substrat war die RCR der Einzel-KOs gegeniiber den Wildtypen signifikant
reduziert. Unter Complex |I-Substrat zeigte sich dagegen nur ein schwacher Trend zu einer
verringerten RCR bei den Einzel-KOs. Urséachlich fur die Abweichungen in der RCR waren
eine Tendenz der iCM-AKT2-KOs zu einer verringerten Respiration im state 3 und eine
Tendenz insbesondere der iCM AKT1-KOs zu einer gesteigerten Respiration im state 4. Auch

im state 3u zeigten die iCM-AKT2-KOs eine tendenziell verminderte Respirationsrate.

Beide Einzel-KOs zeigten eine schwache Tendenz zu einer gegeniber den Wildtypen

verminderten P/O-Ratio.
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Complex | state 3 Stabw Statistik Complex Il state 3 Stabw Statistik
WT 392 58 WT 479 78
dAKT1 378 53 p=0,56 dAKT1 493 85 p=0,295
dAKT2 367 22 dAKT2 435 39
Complex | state 4 Stabw Statistik Complex Il state 4 Stabw Statistik
WT 75 21 WT 145 32
dAKT1 87 14 p=0,326 dAKT1 162 33 p=0,324
dAKT2 80 8 dAKT2 140 13
Complex | RCR Stabw Statistik Complex |l RCR Stabw Statistik
WT 5,45 0,95 WT 3,35 0,41
dAKT1 4,39 0,46 p=0,014* dAKT1 3,08 0,35 p=0,254
dAKT2 4,65 0,51 dAKT2 3,11 0,33
Complex | P/O Stabw Statistik Complex |l P/O Stabw Statistik
WT 2,92 0,33 WT 1,77 0,19
dAKT1 2,61 0,35 p=0,112 dAKT1 1,65 0,22 p=0,28
dAKT2 2,74 0,19 dAKT2 1,66 0,09
Complex | state 3u Stabw Statistik Complex Il state 3u Stabw Statistik
WT 362 51 WT 426 76
dAKT1 350 28 p=0,472 dAKT1 427 61 p=0,357
dAKT2 338 27 dAKT2 385 29
WT 1134 203
dAKT1 1075 207 p=0,141
dAKT2 951 103

41

Tabelle 1: Ubersicht (iber die Ergebnisse der respirometrischen Messungen an isolierten kardiomyozytéren
Mitochondrien aus Wildtyp-Médusen (WT), iCM-AKT1-KO-Médusen (dAKT1) sowie iCM-AKT2-KO-Mé&usen
(dAKT2). Gemessen wurde unter Basalbedingungen (-Ins). Complex I, Il und 1V stehen fiir die verwendeten
Substrate, deren Elektronen (ber die entsprechenden Atmungskettenkomplexe der Elektronentransportkette
zugefihrt werden. Angegeben werden Mittelwerte, Standardabweichung (=Stabw) sowie der statistische Sig-
nifikanzwert. WT n=11; dAKT1 n=7; dAKT2 n=7. * WT vs. dAKT1 p=0,018; WT vs. dAKT2 p=0,034
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3.3 Mitochondriale Respiration nach Insulin-Stimulation

Wie in der Einleitung beschrieben, gibt es Hinweise darauf, dass Insulin tiber den AKT-Signal-
weg Einfluss auf die mitochondriale Funktion austbt. In dieser Arbeit sollte daher die mito-
chondriale Respiration nach Insulin-Gabe gemessen werden. Um zu Uberprifen, ob das von
uns verwendete Insulin-Stimulations-Protokoll zu einer Phosphorylierung und Aktivierung von
AKT fuhrt, wurde jeweils zwei M&usen eine gewichtsadaptierte Dosis Insulin (+Ins) bzw. PBS
(-Ins) verabreicht. Nach 15 Minuten wurden die Herzen der Mause enthommen und mittels
Western Blot unter Verwendung von Antikérpern gegen Gesamt-AKT und phosphoryliertes
AKT analysiert. AnschlieBend wurde fir jede Probe das Verhaltnis der Signale von phospho-
ryliertem AKT (phosphoAKT) zu Gesamt-AKT (panAKT) berechnet. Wie in Abb. 16 dargestellt,
war das phosphoAKT/panAKT-Verhaltnis der Proben aus den +Ins Tieren im Vergleich zu den
-Ins Tieren etwa dreifach erhdht. Bei Verwendung unseres Insulin-Stimulationsprotokolls

scheint also eine Aktivierung des AKT-Signalwegs stattzufinden.
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Abb. 16: Darstellung der Western Blot Analyse zur Insulinstimulation des AKT-Pathways. Jeweils zwei
Méuse erhielten entsprechend unseres Protokolls eine Insulin- oder eine PBS-Injektion. Nach 15 Minuten
wurden die Herzen entnommen, homogenisiert und mittels Western Blot analysiert. Die phosphoAKT/pan-
AKT-Ratio war bei den Insulin-stimulierten Mdusen etwa dreifach erhéht. Es findet also eine Stimulation des
AKT-Signalwegs durch unser Insulinstimulations-Protokoll statt. PBS n=2; Insulin n=2.

Im n&chsten Schritt sollte untersucht werden, ob eine Stimulation durch Insulin einen Einfluss
auf die Respiration isolierter Mitochondrien in den Wildtypen und den AKT-Einzel-KOs hat. Zu
diesem Zweck wurde die mitochondriale Respiration der +Ins Gruppen und der -Ins Gruppen

verglichen.
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Complex I-Substrat:

Unter Complex I-Substrat zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den -Ins

Gruppen und den korrespondierenden +Ins Gruppen.

In der state 3-Respiration zeigten sowohl die Wildtypen als auch die Einzel-KOs eine tenden-
ziell gesteigerte Respiration. Dieser Unterschied war bei den iCM-AKT1-KOs mit 14,8 % am
deutlichsten ausgepragt (siehe Abb. 17). Im state 4 zeigten sich bei den Einzel-KOs kaum
Veranderungen zwischen den -Ins und +Ins Gruppen, wohingegen die state 4-Respiration bei
den Wildtypen unter Insulinstimulation durchschnittlich um 9,3 % héher ausfiel.

Die RCR zeigte bei den Einzel-KOs einen starken Trend zu einer Steigerung unter Insulinsti-
mulation, welche bei den iCM-AKT1-KOs mit 18,2 % am deutlichsten ausfiel (siehe Abb. 17).

In der state 3u-Respiration zeigten sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede, daftir aber
zumindest im Falle der Einzel-KOs ein schwacher Trend zu einem erhéhten Sauerstoffver-

brauch unter Insulinstimulation (siehe Abb. 17).

In der state 4-Respiration zeigten die Einzel-KOs sowohl basal als auch unter Insulinstimula-

tion ahnliche Respirationsraten (siehe Tabelle 2).

Die P/O-Ratio lag sowohl bei den Wildtypen als auch bei den Einzel-KOs in den -Ins Gruppen

etwa auf gleicher H6he wie in den +Ins Gruppen (siehe Tabelle 2).
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Abb. 17: Graphische Darstellung respirometrischen Parameter state 3, state 3u und RCR unter Complex I-
Substrat und basalen Bedingungen (-Ins) sowie Insulinstimulation (+Ins), gemessen an isolierten kardiomy-
ozytadren Mitochondrien aus Wildtyp-Mé&usen (WT), iCM-AKT1-KOs (dAKT1) und iCM-AKT2-KOs (dAKTZ2). Der
Sauerstoffverbrauch wird in der Einheit nmol Oz/mg Protein/min angegeben. Die Ergebnisse sind zusétzlich in
Tabelle 2 dargestellt. WT -Ins n=11, WT +Ins n=10; dAKT1 -Ins n=7, dAKT1 +Ins n=6; dAKTZ2 -Ins n=7, dAKT2
+Ins n=7.
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Complex lI-Substrat:

Unter Complex Il-Substrat zeigten sich mit einer Ausnahme keine signifikanten Unterschiede
zwischen den -Ins Gruppen und den korrespondierenden +Ins Gruppen.

In der state 3-Respiration lie3 sich sowohl bei den Wildtypen als auch bei den Einzel-KOs eine
schwache Tendenz zu einem gesteigerten Sauerstoffverbrauch unter Insulinstimulation be-
obachten (siehe Abb. 18). In der state 4-Respiration zeigten sich bei den Wildtypen und den
Einzel-KOs keine signifikanten Unterschiede im Sauerstoffverbrauch zwischen den -Ins und

den +Ins Gruppen (siehe Tabelle 2).

Die RCR zeigte nur im Falle der iCM-AKT 1-KOs unter Complex II-Substrat einen tendenziellen

Anstieg unter Insulinstimulation (siehe Abb. 18).

In der state 3u-Respiration zeigte die +Ins Gruppe der iCM-AKT2-KOs eine um 8,1 % gestei-
gerte Respiration gegenlber der entsprechenden -Ins Gruppe. Dieser Unterschied war zu
p=0,0312 signifikant (siehe Abb. 18).

Die P/O-Ratio lag sowohl bei den Wildtypen als auch bei den Einzel-KOs in den -Ins Gruppen
etwa auf gleicher H6he wie in den +Ins Gruppen (siehe Tabelle 2).
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Abb. 18: Graphische Darstellung respirometrischen Parameter state 3, state 3u und RCR unter Complex II-
Substrat und basalen Bedingungen (-Ins) sowie Insulinstimulation (+Ins), gemessen an isolierten kardiomy-
ozytadren Mitochondrien aus Wildtyp-Mé&usen (WT), iCM-AKT1-KOs (dAKT1) und iCM-AKT2-KOs (dAKTZ2). Der
Sauerstoffverbrauch wird in der Einheit nmol Oz/mg Protein/min angegeben. Die Ergebnisse sind zusétzlich in
Tabelle 2 dargestellt. WT -Ins n=11, WT +Ins n=10; dAKT1 -Ins n=7, dAKT1 +Ins n=6; dAKTZ2 -Ins n=7, dAKT2

+Ins n=7.
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Complex IV-Substrat:

Unter Complex IV-Substrat zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den -Ins
Gruppen und den korrespondierenden +Ins Gruppen. Dennoch lie3 sich unter Complex IV-
Substrat wie auch unter Complex I- und II-Substrat eine schwache Tendenz zu einer gestei-
gerten Respiration unter Insulinstimulation beobachten (siehe Abb. 19).

state 3 state 3 (099 state 3
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Abb. 19: Graphische Darstellung der state 3-Respiration unter Complex IV-Substrat und basalen Bedingungen
(-Ins) sowie Insulinstimulation (+Ins), gemessen an isolierten kardiomyozytdren Mitochondrien aus Wildtyp-
Méusen (WT), iCM-AKT1-KOs (dAKT1) und iCM-AKT2-KOs (dAKTZ2). Der Sauerstoffverbrauch wird in der Ein-
heit nmol O2/mg Protein/min angegeben. Die Ergebnisse sind zusétzlich in Tabelle 2 dargestellt. WT -Ins n=11,
WT +Ins n=10; dAKT1 -Ins n=7, dAKT1 +Ins n=6; dAKT2 -Ins n=7, dAKT2 +Ins n=7.

Fazit:

In der Gesamtbetrachtung der Daten zeigte sich eine Tendenz zu einem erhéhten Sauerstoff-
verbrauch der +Ins Gruppen gegenlber den -Ins Gruppen unter Kopplung von ATP-Umsatz
und Substratoxidation (state 3), sowie unter Entkopplung mittels eines Protonophors (state 3u).
Diese Unterschiede waren im Falle der iCM-AKT2-KOs unter Complex Il-Substrat flir den Pa-

rameter state 3u signifikant.

Es zeigte sich zudem ein Trend zu einer RCR-Erhéhung der +Ins Gruppen der Einzel-KOs im
Vergleich zu den jeweiligen -Ins Gruppen. Der RCR-Anstieg fiel fir die iCM-AKT1-KOs am
deutlichsten aus und lag unter Complex I-Substrat nah an der Signifikanzgrenze.
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Complex | state 3 Stabw  Statistik Complex Il state 3 Stabw  Statistik
WT -Ins 392 58 WT -Ins 479 78

WT +Ins 419 103 P=0472 T sins 524 109 p=0,286
dAKT1 -Ins 378 53 0432 GAKT1-Ins 493 85 20,480
dAKT1 +Ins 434 70 dAKT1 +Ins 536 127

dAKT2 -Ins 367 22 dAKT2-Ins 435 39

dAKT2 +Ins 392 41 p=0,169 dAKT2 +Ins 462 29 p=0,159
Complex | state 4 Stabw  Statistik Complex Il state 4 Stabw  Statistik
WT -Ins 75 21 WT -Ins 145 32

WT +Ins 82 27 p=0.484 T sins 153 29 p=0538
dAKT1 -Ins 87 14 dAKT1 -Ins 162 33

dAKT1 +Ins 84 11 PO.726  AKT14ins 160 26 p=0.895
dAKT2 -Ins 80 8 dAKT2-Ins 140 13

dAKT2 +Ins 79 15 P=0909  4aKT2 4ins 144 15 p=0632
Complex | RCR Stabw  Statistik ComplexIll RCR Stabw  Statistik
WT -Ins 5,45 0,95 B WT -Ins 3,35 0,41 -

WT +Ins 5,28 079 P06 wrns 3,42 0g7 0642
dAKT1 -Ins 4,39 0,46 B dAKT1 -Ins 3,08 0,35 i
dAKT1 +Ins 5,19 084 P00 akTi4ns 334 0g7  P0212
dAKT2-Ins 4,65 0,51 ~ dAKT2 -ins 3,11 0,33 ~
dAKT2 +Ins 5,14 0,91 P=0.241  JAKT2 4ins 323 026  P0469
Complex | P/O Stabw  Statistik Complex Il P/O Stabw  Statistik
WT -Ins 292 033 B WT -Ins 1,77 0.19 B

WT +Ins 2,95 032 P 0876 W .ns 1,83 020 PO
dAKT1 -Ins 2,61 035 ~ dAKT1 -Ins 1,65 0,22 ~
dAKT1 +ns 2,70 032 P02 iakTi4ns 168 o1e P06
dAKT2 -Ins 274 0,19 B dAKT2 -Ins 1,66 0,09 -
dAKT2 +Ins 2,69 034  PO7%2 iaKkT24ins 171 014  P0453
Complex| state3u Stabw  Statistik Complex Il state3u  Stabw  Statistik
WT -Ins 362 51 WT -Ins 426 76

WT +Ins 372 63 P=0678 T sins 452 102 p=0508
dAKT1 -Ins 350 28 dAKT1 -Ins 427 61

dAKT1 +ins 372 29 p=0206  AKT14ins 451 107 p=0627
dAKT2 -Ins 338 27 dAKT2-Ins 385 29

dAKT2 +Ins 369 47 P=0154  JAKT2 4ins 416 17 p=0,0312
WT -Ins 1134 203

WT +Ins 1227 ooy P03

dAKT1-Ins 1075 207

dAKT1 +lns 1192 389 p=0.503

dAKT2 -Ins 951 103 0231

dAKT2 +Ins 1025 116 p=5

48

Tabelle 2: Respirometrische Parameter isolierter kardiomyozytdrer Mitochondrien aus Wildtyp-Méausen (WT),
iICM-AKT1-KO-Mé&usen (dAKT1) sowie iCM-AKT2-KO-Méusen (dAKT2). In dieser Tabelle sind zusétzlich zu
den Messergebnissen, die unter Basalbedingungen erhoben wurden (-Ins; siehe Tabelle 1) auch die Messer-
gebnisse unter Insulinstimulation (+Ins) enthalten. Complex I, Il und 1V stehen fiir die verwendeten Substrate,
deren Elektronen (ber die entsprechenden Atmungskettenkomplexe der Elektronentransportkette zugefihrt
werden. Angegeben werden Mittelwerte, Standardabweichung (Stabw) sowie der statistische Signifikanzwert.

WT -Ins n=11, WT +Ins n=10; dAKTT1 -Ins n=7, dAKT1 +Ins n=6; dAKT2 -Ins n=7, dAKT2 +Ins n=7.
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3.4 Doppel-KOs

Wie in der Einleitung beschrieben, besteht flr die drei bisher identifizierten Isoformen von AKT
ein hoher Grad an Sequenzhomologie und funktionaler Uberlappung (Yudushkin, 2019). Da in
Kardiomyozyten hauptséachlich die Isoformen AKT1 und AKT2 exprimiert werden (Reinartz et
al., 2014), stellte sich uns die Frage, ob AKT1 und AKT2 im Kontext der mitochondrialen Bio-
energetik funktional Gberlappen, der Verlust einer der beiden Isoformen also durch die jeweils
verbleibende Isoform kompensiert wird.

Um zu untersuchen, ob es unter basalen Bedingungen eine kompensatorische Funktionsiber-
lappung zwischen AKT1 und AKT2 auf der Ebene der mitochondrialen Bioenergetik gibt, wur-
den respirometrische Messungen an iCM-AKT1/2-DKOs an Tag 21 nach Induktion durchge-
fihrt. Um zusatzlich mégliche Veranderungen im mitochondrialen Fettsduremetabolismus der
iICM-AKT1/2-DKOs zu untersuchen, wurde in dieser Messreihe mit Palmitoyl-I-carnitin/Malat
ein weiteres Substrat eingefiihrt, welches nach Transport in die Mitochondrien Uber das Car-
nitin-Carrier-System die 3-Oxidation durchlauft (siehe 2.6.2).

Complex I-Substrat:

Unter Complex I-Substrat zeigten die iCM-AKT1/2-DKOs im state 3 sowie im state 4 einen
ahnlich hohen Sauerstoffverbrauch wie die Wildtypen (siehe Abb. 20). Dementsprechend
zeigte sich auch in der RCR kein Unterschied zwischen den Wildtypen und den iCM-AKT1/2-
DKOs. Somit konnte der signifikante Unterschied in der RCR, der zwischen Einzel-KOs und
Wildtypen beobachtet wurde (siehe 3.2, Abb. 13), fur die iCM-AKT1/2-DKOs nicht nachgewie-

sen werden.

Im state 3u zeigten die iICM-AKT1/2-DKOs einen deutlichen Trend zu einem verringerten Sau-
erstoffverbrauch. Dieser lag bei den Doppel-KOs um 10,1 % niedriger als bei den Wildtypen
(p=0,0847) (siehe Abb. 20).

Die mittlere P/O-Ratio der iCM-AKT1/2-DKOs lag um 9,6 % niedriger als die der Wildtypen.
Dieser Unterschied war signifikant (siehe Abb. 20).
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Abb. 20: Graphische Darstellung der unter Complex |-Substrat an isolierten kardiomyozytdren Mitochondrien
aus WT-Méusen (WT) und iCM-AKT1/2-DKOs (KO) gemessenen respirometrischen Parameter. Der Sauer-
stoffverbrauch wird in der Einheit nmol O2/mg Protein/min angegeben. Die Ergebnisse sind zusétzlich in Tabelle
3 dargestellt. Die p-Werte beziehen sich auf den Vergleich zwischen WT und KO. WT n=11; KO n=11.
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Complex lI-Substrat:

Im state 3 zeigten die iCM-AKT1/2-DKOs einen nicht-signifikanten Trend zu einem um 7,5 %
niedrigeren Sauerstoffverbrauch als die Wildtypen (siehe Abb. 21). Im state 4 verbrauchten
die iCM-AKT1/2-DKOs im Durchschnitt 7,1 % mehr Sauerstoff als die Wildtypen. Auch dieser
Unterschied war nicht signifikant (siehe Abb. 21). Aus der tendenziell erniedrigten state 3- und
erhdhten state 4-Respiration der iCM-AKT1/2-DKOs ergab sich eine im Vergleich zu den Wild-
typen signifikant erniedrigte RCR der iCM-AKT1/2-DKOs (siehe Abb. 21).

Die unter Complex I-Substrat beobachtete Tendenz zu einem erniedrigten Sauerstoffver-
brauch der Doppel-KOs im state 3u trat unter Complex II-Substrat ebenfalls auf. Die Doppel-
KOs zeigten im state 3u einen um 12,1 % niedrigeren Sauerstoffverbrauch als die Wildtypen.
Dieser Unterschied war signifikant (siehe Abb. 21).

Ebenso wie unter Complex I-Substrat war die P/O-Ratio bei den iCM-AKT1/2-DKOs gegen-
Uber dem WT signifikant reduziert. Die P/O-Ratio der iCM-AKT1/2-DKOs lag im Durchschnitt
um 9,7 % niedriger als die P/O-Ratio der Wildtypen (siehe Abb. 21).
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Abb. 21: Graphische Darstellung der unter Complex Il-Substrat an isolierten kardiomyozytédren Mitochondrien
aus WT-Mé&usen (WT) und iCM-AKT1/2-DKOs (KO) gemessenen respirometrischen Parameter. Der Sauer-
stoffverbrauch wird in der Einheit nmol O2/mg Protein/min angegeben. Die Ergebnisse sind zusétzlich in Tabelle
3 dargestelit. Die p-Werte beziehen sich auf den Vergleich zwischen WT und KO. WT n=11; KO n=11.
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Palmitoyl-I-carnitin + Malat (PCM):

Im state 3 zeigten die iICM-AKT1/2-DKOs einen um 15,9 % niedrigeren Sauerstoffverbrauch
als die Wildtypen. Dieser Unterschied war signifikant (siehe Abb. 22). Im state 4 war der mitt-
lere Sauerstoffverbrauch der iCM-AKT1/2-DKOs gegenuber den Wildtypen um 8,3 % erhdht,
dieser Unterschied war allerdings nicht signifikant (p=0,376). Die Unterschiede zwischen iCM-
AKT1/2-DKOs und Wildtypen in der state 3- und state 4-Respiration flihrten zu einem signifi-
kanten Unterschied in der RCR: die Doppel-KOs erreichten im Mittel eine um 21,7 % niedrigere
RCR als die Wildtypen (siehe Abb. 22).

Nach Entkopplung mittels eines Protonophors (state 3u) lag der Sauerstoffverbrauch der iCM-
AKT1/2-DKOs um 22,9 % unter dem Sauerstoffverbrauch der Wildtypen. Dieser Unterschied
war signifikant (siehe Abb. 22).

Die P/O-Ratio der Doppel-KOs war unter Palmitoyl-l-carnitin/Malat ebenso wie unter Complex
I- und Complex II-Substrat signifikant niedriger als bei den Wildtypen. Im Mittel lag die P/O-
Ratio der iCM-AKT1/2-DKOs um 12,5 % unter der P/O-Ratio der Wildtypen (siehe Abb. 22).
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Abb. 22: Graphische Darstellung der unter Palmitoyl-I-carnitin/Malat an isolierten kardiomyozytéren Mitochond-
rien aus WT-Mé&usen (WT) und iCM-AKT1/2-DKOs (KO) gemessenen respirometrischen Parameter. Der Sau-
erstoffverbrauch wird in der Einheit nmol O2/mg Protein/min angegeben. Die Ergebnisse sind zusétzlich in Ta-
belle 3 dargestellt. Die p-Werte beziehen sich auf den Vergleich zwischen WT und KO. WT n=11; KO n=10.
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Complex IV-Substrat:

Unter Complex IV-Substrat zeigten die iCM-AKT1/2-DKOs im state 3 einen Trend zu einem
geringeren Sauerstoffverbrauch. Dieser lag bei den Doppel-KOs um 10,6 % niedriger als bei
den Wildtypen. Dieser Unterschied war nicht signifikant (p=0,0616).
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Abb. 23: Graphische Darstellung der unter Complex IV-Substrat an isolierten kardiomyozytdren Mitochondrien
aus WT-Mé&usen (WT) und iCM-AKT1/2-DKOs (KO) gemessenen respirometrischen Parameter. Der Sauer-
stoffverbrauch wird in der Einheit nmol Oz/mg Protein/min angegeben. Die Ergebnisse sind zusétzlich in Tabelle
3 dargestellt. Die p-Werte beziehen sich auf den Vergleich zwischen WT und KO. WT n=11; KO n=10.

Fazit:

In der Gesamtbetrachtung der respirometrischen Daten der iCM-AKT1/2-DKOs zeigten sich
im Vergleich zu den Wildtypen deutlichere Unterschiede als bei den Einzel-KOs.

Uber alle eingesetzten Substrate hinweg lieB sich ein starker Trend zu einer verminderten
state 3u-Respiration beobachten. Dieser Trend war unter Palmitoyl-I-carnitin/Malat am

starksten ausgepragt.

Die state 3-Respiration der Doppel-KOs zeigte sich unter Complex II- und Complex IV-Substrat
tendenziell vermindert, diese Unterschiede waren allerdings nicht signifikant. Lediglich unter
Palmitoyl-I-carnitin/Malat zeigten die iCM-AKT1/2-DKOs auch in der state 3-Respiration einen

signifikant verminderten Sauerstoffverbrauch.

Zusatzlich war die P/O-Ratio unter allen eingesetzten Substraten bei den iCM-AKT1/2-DKOs
gegenuber den Wildtypen signifikant erniedrigt.
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Complex | state 3 Stabw Statistik  Complex Il state 3 Stabw Statistik
wT 325 83 p=0.767 wT 479 48 p=0.145
KO 316 56 KO 443 60

Complex | state 4 Stabw Statistik  Complex Il state 4 Stabw Statistik
wT 87 14 p=0.807 wT 154 13 p=0.162
KO 89 21 KO 165 22

Complex | RCR Stabw Statistik  Complex I RCR Stabw Statistik
wT 3,69 0,50 p=0,742 wT 3,12 0,18 p=0,0000656
KO 3,61 0,55 KO 2,70 0,21

Complex | P/O Stabw Statistik  Complex Il P/O Stabw Statistik
WT 2,40 0,16 =0,00624 WT 1,55 0,10 =0,00235
KO 2,17 0,19 KO 1,40 0,12

Complex | state 3u Stabw Statistik _Complex Il state 3u Stabw Statistik
WT 357 31 p=0,0847 WT 422 41 =0.0226
KO 321 58 KO 371 54

WT 283 39 =0,00816 WT 1239 148 p=0,0616
KO 238 30 KO 1108 155

wT 84 12 p=0.376

KO 91 21

wT 3,45 0,74 =0,0188

KO 2,70 0,56

WT 2,00 0,22 =0,0163

KO 1,75 0,21

WT 315 40 9=0,00299

KO 243 56

Tabelle 3: Ubersicht iiber die Ergebnisse der respirometrischen Messungen an isolierten kardiomyozytérer Mi-
tochondrien aus Wildtyp-Médusen (WT) und iCM-AKT1/2-DKO-Mé&usen (KO). Complex |, Il und 1V stehen fiir
die verwendeten Substrate, deren Elektronen (ber die entsprechenden Atmungskettenkomplexe der Elektro-
nentransportkette zugefiihrt werden. Angegeben werden Mittelwerte, Standardabweichung (Stabw) sowie der
statistische Signifikanzwert. Complex I-Substrat: KO n=11, WT n=11; Complex II-Substrat: KO n=11, WT n=11;
PCM: KO n=10, WT n=11; Complex IV-Substrat: KO n=10, WT n=11.
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4 Diskussion

Das Herz hat einen héheren Energiebedarf als jedes andere Organ und tber 90 % der myo-
kardialen Energieproduktion erfolgt durch die mitochondriale oxidative Phosphorylierung
(Gupta and Houston, 2017). Wie in der Einleitung ausfihrlich beschrieben wurde, tragt AKT
wesentlich zum Uberleben von Kardiomyozyten unter Stress (z.B. mechanische Belastung so-
wie Ischamie/Reperfusion) bei, indem AKT mit Bcl-2-Proteinen interagiert (Abeyrathna and Su,
2015; Miyamoto et al., 2008), die Transkription diverser pro- und anti-apoptotischer Gene re-
guliert (Abeyrathna and Su, 2015; Parcellier et al., 2008; Yao et al., 2014) und der Offnung der
mPTP infolge von Ca?- und ROS-Akkumulation entgegenwirkt (Miyamoto et al., 2008; Yao et
al., 2014). AuBerdem ist AKT Uber den AKT-mTORC1-4E-BP1-Signalweg an der der kompen-
satorischen Herzhypertrophie beteiligt (Shimizu and Minamino, 2016; Sussman et al., 2011;
Vega et al., 2017) und kann die myokardiale Kontraktilitdt auch unabh&angig von kompensato-
rischer Hypertrophie steigern (Catalucci et al., 2009; Shiojima et al., 2012).

Zellulares Uberleben, die Anpassung an mechanischen Stress durch kompensatorische Hy-
pertrophie und die Steigerung der Kontraktilitat sind energieintensive Prozesse und die Rolle
von AKT in der Steuerung dieser Vorgénge lasst die Uberlegung, dass AKT auch an der Steu-
erung der zellularen Bioenergetik beteiligt sein kdnnte, plausibel erscheinen. So wurde gezeigt,
dass Insulinstimulation PI3K-abhangig zu einer Translokation von phosphoryliertem AKT in die
Mitochondrien sowie zu einer gesteigerten Complex V-Aktivitat fihrt (Yang et al., 2009). In
einer weiteren Studie beobachteten Yang und Kollegen, dass die basale Complex V-Aktivitat
in globalen AKT1-KOs vermindert ist, und dass konstitutiv aktives AKT1 mit einer mitochond-
rialen Lokalisationssequenz (Ad-mito-AKT1) die Complex V-Aktivitat und auBerdem den Phos-
phokreatin-Gehalt sowie das Phosphokreatin/ATP-Verhéltnis in Kardiomyozyten steigert
(Yang et al., 2013).

Unter physiologischen Bedingungen werden im Myokard hauptsachlich die Isoformen AKT1
und AKT2 exprimiert (Reinartz et al., 2014). In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob AKT1
sowie AKT2 einen Einfluss auf die Funktion intakter kardiomyozytarer Mitochondrien haben.
Zu diesem Zweck wurde die Respiration isolierter kardialer Mitochondrien aus Mausen mit
kardiomyozytarem AKT1-KO (iCM-AKT1-KO) sowie AKT2-KO (iCM-AKT2-KO) im Vergleich
zu einer kardialen Mitochondrienpréaparation aus Kontrollmausen (Wildtyp) gemessen. Um zu
Uberprifen, ob Insulinstimulation die mitochondriale Respiration beeinflusst, wurden die Ein-
zel-KOs und die Wildtypen jeweils in zwei Gruppen eingeteilt, von denen eine vor der Organ-

entnahme eine Insulin-Injektion erhielt.

Da es zahlreiche Nachweise fiir eine funktionale Uberlappung der AKT-Isoformen gibt (Yu-
dushkin, 2019), stellte sich zudem die Frage, inwieweit AKT1 und AKT2 im Kontext der mito-

chondrialen Bioenergetik den Verlust der jeweils anderen Isoform kompensieren kénnen. Um
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die Auswirkungen des Verlustes von AKT1 und AKT2 auf die Mitochondrienfunktion zu unter-
suchen, wurde die Respiration isolierter kardialer Mitochondrien aus M&usen mit kardiomy-
ozytarem AKT1/2-Doppel-KO (iCM-AKT1/2-DKO) gemessen und mit einer kardialen Mito-
chondrienpraparation aus Kontrollm&usen (Wildtyp) verglichen.

Im Folgenden werden die wichtigsten in dieser Arbeit erlangten Erkenntnisse stichpunktartig
zusammengefasst. AnschlieBend werden die Ergebnisse dieser Arbeit im Detail diskutiert.

1. AKT beeinflusst die respiratorische Kapazitéat kardialer Mitochondrien.

2. AKT beeinflusst die Effizienz der oxidativen Phosphorylierung kardialer Mitochondrien.
Insulinstimulation flhrt tendenziell zu einer gesteigerten mitochondrialen Respiration
bei gleichbleibender Effizienz der oxidativen Phosphorylierung.

4.1 Mitochondriale Respiration der Einzel- und Doppel-KOs

Zur Untersuchung des Effektes von AKT auf die Respiration intakter Mitochondrien wurden
respirometrische Messungen unter Verwendung verschiedener Substrate an isolierten Mito-
chondrien aus iCM-AKT1-KOs, iCM-AKT2-KOs und iCM-AKT1/2-DKOs durchgefihrt. Im Fol-
genden werden die Effekte des Verlustes von einer AKT-Isoform sowie von beiden AKT-Isof-
ormen auf die basale (nicht Insulin-stimulierte) mitochondriale Respiration diskutiert.

4.1.1 Respiratorische Kapazitat

Die iCM-AKT1/2-DKOs wiesen unter Complex |I-Substrat sowie unter Palmitoyl-l-carnitin/Ma-
lat eine signifikant geringere state 3u-Respiration auf als die Wildtypen. Unter Complex I-Sub-
strat zeigten die iCM-AKT1/2-DKOs einen nicht-signifikanten Trend zu einer niedrigeren state
3u-Respiration gegenliber den Wildtypen. Bei den Einzel-KOs ergab sich ein gemischtes Bild.
Die iCM-AKT1-KOs lagen im state 3u auf Héhe der Wildtypen, wahrend die iCM-AKT2-KOs
unter Complex |I-Substrat eine nicht-signifikante Tendenz zu einem verringerten Sauerstoff-
verbrauch zeigten. Die relative Abnahme der iCM-AKT2-KOs im state 3u war hinsichtlich ihrer
GréBenordnung mit der Abnahme bei den iCM-AKT1/2-DKOs vergleichbar.

Die state 3u-Respiration wird durch die Gabe eines Protonophors wie Carbonylcyanid-m-chlor-
phenylhydrazon (CCCP) herbeigefihrt, welcher die innere Mitochondrienmembran durchlas-
sig fir Protonen macht. Dadurch werden die ADP-Phosphorylierung an Complex V sowie der
Elektronentransport zwischen den Reduktionsdquivalenten und Sauerstoff voneinander ent-
koppelt (Heinen et al., 2007a, 2007b), sodass der gemessene Sauerstoffverbrauch aus-
schlieBlich Ausdruck der Kapazitat der mitochondrialen Enzymsysteme fir Substratoxidation
(Substratimport, Substratverarbeitung sowie Elektronentransport) ist (Lanza and Nair, 2009).
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Die signifikant verminderte state 3u-Respiration der Mitochondrien aus den iCM-AKT1/2-DKOs
lasst also darauf schlieBen, dass die Kapazitat zur mitochondrialen Substratoxidation bei den
Doppel-KOs reduziert ist.

Im state 3 zeigten die iCM-AKT1/2-DKOs nur unter Palmitoyl-I-carnitin/Malat eine signifikante
Abnahme der Respiration. Unter Complex Il-Substrat und Complex IV-Substrat wiesen die
Doppel-KOs einen nicht-signifikanten Trend zu einer verringerten Respiration auf. Die iCM-
AKT1-KOs lagen im state 3 etwa auf Héhe der Wildtypen, wahrend die iCM-AKT2-KOs unter
Complex Il- und Complex IV-Substrat einen nicht-signifikanten Trend zu einer verringerten
state 3-Respiration aufwiesen. Der relative Unterschied zwischen den iCM-AKT2-KOs und den
Wildtypen im state 3 war wiederum hinsichtlich der GréBenordnung vergleichbar mit dem re-
lativen Unterschied zwischen den Doppel-KOs und den Wildtypen.

Die state 3-Respiration wird durch Gabe einer definierten Menge ADP herbeigefiihrt, welches
an Complex V unter Protoneneinstrom zu ATP phosphoryliert wird. Die ADP-Phosphorylierung
sowie die Substratoxidation sind im state 3 gekoppelt. Daraus folgt, dass Veranderungen in
der state 3-Respiration sowohl durch Verdnderungen der ATP-Umsetzung (Aktivitdten von
Complex V, der Adeninnukleotid-Translokase und des Phosphat-Carriers) als auch der Sub-
stratoxidation (Aktivitat der Enzymsysteme flr Substratimport, Substratverarbeitung und Elekt-
ronentransport) verursacht werden kénnen (Brand and Nicholls, 2011). Die signifikanten Ver-
anderungen der iCM-AKT1/2-DKOs im state 3u weisen auf eine reduzierte Kapazitat zur Sub-
stratoxidation hin. Die vergleichsweise moderaten Veréanderungen der Doppel-KOs im state 3
lieBen sich durch die Annahme erklaren, dass die ATP-Umsetzung normalerweise der limitie-
rende Faktor der state 3-Respiration ist. Eine Abnahme der Substratoxidationskapazitat wirde
sich unter dieser Annahme erst auf die state 3-Respiration auswirken, wenn sie selbst zum
limitierenden Faktor der state 3-Respiration wiirde. Diese Uberlegung ist im Einklang mit der
Beobachtung, dass der state 3 bei den Doppel-KOs lediglich unter dem Substrat Palmitoyl-I-
carnitin/Malat, unter welchem auch die gré3te state 3u-Abnahme gemessen wurde, signifikant
reduziert war. Interessant ist zudem die deutliche Tendenz zu einer Abnahme der state 3-
Respiration unter Complex IV-Substrat, welche bei den iCM-AKT2-KOs und den iCM-AKT1/2-
DKOs beobachtet wurde. Wie in der Einleitung beschrieben, handelt es sich bei Complex V-
Substrat um TMPD/Ascorbat. TMPD Ubertragt Elektronen direkt auf Cytochrom ¢ und wird
durch Ascorbat wiederum reduziert (Kayser et al., 2004). Einer Abnahme der Respiration unter
Complex IV-Substrat kann in diesem experimentellen Setting ein verringerter Cytochrom c-
Gehalt der Mitochondrien, eine verminderte Complex IV-Aktivitdt oder eine reduzierte ATP-
Umsetzung zugrunde liegen. Da unter Complex IV-Substrat keine state 3u-Respiration gemes-
sen wurde, ist eine Interpretation im Hinblick auf die Ursache der Veranderung erschwert.

Insgesamt zeigten die iCM-AKT1/2-DKOs eine verminderte respiratorische Kapazitat gegen-
Uber den Wildtypen. Dieser Unterschied war unter Palmitoyl-I-carnitin/Malat am deutlichsten
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ausgepragt, was auf eine besondere Beeintrachtigung des Fettsdure-Metabolismus schlieBen
lasst.

Die iCM-AKT1-KOs wiesen hinsichtlich der respiratorischen Kapazitat keine Unterschiede ge-
geniber den Wildtypen auf, wohingegen die iCM-AKT2-KOs Tendenzen zu einer Abnahme
der respiratorischen Kapazitat zeigten, die in ihrer GréBenordnung nur etwas geringer ausge-
pragt waren als die Veranderungen der Doppel-KOs. Diese Beobachtungen sprechen tenden-
ziell gegen eine funktionale Uberlappung von AKT1 und AKT2 beziiglich der mitochondrialen
respiratorischen Kapazitat unter Complex |-, Complex II- und Complex IV-Substrat. Fir zu-
kinftige Studien wére eine Messung der respiratorischen Kapazitat kardialer Mitochondrien
aus iCM-AKT1/2-Einzel-KOs unter Palmitoyl-I-carnitin/Malat von Interesse, da die iCM-
AKT1/2-DKOs unter diesem Substrat eine deutlich drastischere Abnahme der respiratorischen
Kapazitat zeigten als unter den anderen Substraten.

Experimente im Institut fir Herz- und Kreislaufphysiologie an der Heinrich-Heine-Universitat
Disseldorf haben ergeben, dass die in dieser Arbeit verwendeten Mause mit iCM-AKT1/2-
DKO ein verandertes myokardiales Transkriptom aufweisen. Die Expression von Genen, die
fur Proteine des Fettsdure-Metabolismus und des Citrat-Zyklus sowie fir Untereinheiten der
mitochondrialen Atmungskettenkomplexe codieren, war an Tag 21 nach KO-Induktion signifi-
kant reduziert (Goedecke et al., 2017; Goedecke et al., unveréffentlichte Daten). Zugleich ent-
wickeln die iCM-AKT1/2-DKOs innerhalb von 28 Tagen nach Induktion eine Kardiomyopathie
mit reduzierter Ejektionsfraktion, wahrend die iCM-AKT1/2-Einzel-KOs eine normale Herzfunk-
tion aufweisen und phanotypisch stabil sind (Goedecke et al., 2017). Im Rahmen der hier vor-
liegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die respiratorische Kapazitat von Mitochondrien aus
iICM-AKT1/2-DKOs insbesondere unter Palmitoyl-I-carnitin/Malat vermindert ist, was auf eine
mitochondriale Dysfunktion und einen gestérten Fettsdure-Metabolismus schlieBen lasst. Die
mitochondriale oxidative Phosphorylierung ist fir mehr als 90 % der myokardialen Energiepro-
duktion verantwortlich (Gupta and Houston, 2017) und die Oxidation von Fettsduren ist an-
teilsmanBig die wichtigste Energiequelle fir das Myokard (Lopaschuk et al., 2021). Die Ergeb-
nisse dieser Arbeit legen also nahe, dass es durch den Verlust von AKT1 und AKT2 im Myo-
kard zu einem Energiemangel kommen kdnnte. Ein kardiales Energie-Defizit gilt als wichtiger
Faktor im Rahmen der Entstehung und Progression von Herzinsuffizienz (Lopaschuk et al.,
2021). Eine gestorte mitochondriale Funktion kénnte also eine der Ursachen fur die schwere
Herzinsuffizienz der iCM-AKT1/2-DKOs sein.

Wie genau AKT die mitochondriale Funktion beeinflussen kénnte, ist noch nicht ausreichend
geklart. Grundsétzlich kann AKT zelluldre Funktionen Uber eine Steuerung der Transkription
und der Translation sowie Uber posttranslationale Modifikation beeinflussen (Manning and To-
ker, 2017) und in der Literatur finden sich zahlreiche Hinweise auf eine Regulation der zellula-
ren Bioenergetik durch AKT.
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Es wurde gezeigt, dass die Transkriptionsfaktoren FoxK1 und FoxK2 AKT-abhangig vom Zy-
toplasma in den Nucleus translozieren (Sakaguchi et al., 2019). Ein Doppel-Knockdown von
FoxK1 und FoxK2 flihrte in dieser Studie zu einer verminderten Expression von Genen, die
mit dem Lipid-Metabolismus in Zusammenhang stehen und die Doppel-Knockdown-Zellen
zeigten nach Entkopplung mittels eines Protonophors eine um 73 % verminderte respiratori-
sche Kapazitat unter Fettsaure-Oxidation. Die respiratorische Kapazitat unter Pyruvat-Glucose
war ebenfalls um 21 % reduziert. Re-Expression von FoxK1 und FoxK2 steigerte wiederum
die zellulare Respiration (Sakaguchi et al., 2019). Da diese Experimente an Leberzellen durch-
gefiihrt wurden, ist die Ubertragbarkeit auf Kardiomyozyten fraglich. Dennoch wurde durch die
Ergebnisse dieser Arbeitsgruppe demonstriert, dass AKT Uber Transkriptionsfaktoren wie
FoxK1 und FoxK2 Einfluss auf die mitochondriale Bioenergetik nehmen kdnnte. Die von Sak-
aguchi und Kollegen gezeigte drastische Verminderung der Kapazitat zur Fettsqureoxidation
in den FoxK1/2-Doppel-Knockdowns ist angesichts der von uns gemessenen eingeschrankten
mitochondrialen Fettsdureoxidation in den iCM-AKT1/2-DKOs eine interessante Beobachtung.
Ein Ansatz fur zukinftige Experimente ware die Untersuchung der Auswirkungen eines FoxK-
Knockdowns auf die Genexpression und die mitochondriale Funktion in Kardiomyozyten sowie
die Untersuchung der FoxK-Aktivitat und -Lokalisation in iCM-AKT1/2-DKOs.

Ein weiterer Mechanismus, tGber welchen AKT die mitochondriale Bioenergetik steuern kénnte,
ist der AKT-mTOR-Signalweg. AKT phosphoryliert TSC2, wodurch der GTPase-aktivierende
Effekt von TSC2 auf Rheb aufgehoben wird. In seiner GTP-gebundenen Form kann Rheb
mTORCT1 aktivieren (Manning and Toker, 2017). Ein zentrales Target von mTORC1 ist 4E-
BP1, welches einen inhibitorischen Komplex mit elF4E bildet. Die Phosphorylierung von 4E-
BP1 durch mTORCH1 fihrt zur Aufthebung dieses inhibitorischen Komplexes und ermdéglicht die
Initiation der Translation (Morita et al., 2013). An MEF-Zellen mit PTEN-Knockout und dem-
entsprechend gesteigerter AKT-Phosphorylierung wurde beobachtet, dass diese eine erhdhte
Expression der Atmungskettenkomplexe | bis V auf der Proteinebene sowie eine erhéhte ATP-
Synthese-Rate zeigen. Der Anteil von phosphoryliertem 4E-BP1 war in den PTEN-KO-Zellen
deutlich erh6ht und die Zugabe eines PI3K- oder AKT-Inhibitors fihrte zu einer Abnahme der
4E-BP1-Phosphorylierung sowie zu einer verminderten Expression der Atmungskettenkom-
plexe I, lll und IV (Goo et al., 2012). An Wildtyp-MEF-Zellen wurde zudem gezeigt, dass die
Inkubation mit einem AKT-Inhibitor die Expression der Atmungskettenkomplexe |-V senkt und
dass ein Knockdown von 4E-BP1 in Anwesenheit und auch in Abwesenheit eines AKT-Inhi-
bitors die Expression der Atmungskettenkomplexe | bis V steigert. Die Autoren schlagen ein
Modell vor, wonach AKT tber mTORC1 die 4E-BP1-vermittelte Inhibition der Translation auf-
hebt und dadurch die zellulare Kapazitat zur oxidativen Phosphorylierung steigert (Goo et al.,
2012). Eine weitere Arbeitsgruppe zeigte anhand von MCF7-Zellen, dass eine
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pharmakologische mTOR-Inhibition die Translation von mehreren Untereinheiten der NADH-
Dehydrogenase (Complex ) und der ATP-Synthase (Complex V) sowie die Translation des-
mitochondrialen Transkriptionsfaktors TFAM vermindert (Morita et al., 2013). Unter mTOR-
Inhibition war zudem die zelluldre Respiration, der Gehalt an mitochondrialer DNA sowie der
zellulare ATP-Gehalt reduziert (Morita et al., 2013). Ein Knockdown der mTORC1-Kompo-
nente Raptor flihrte zu ahnlichen Resultaten, ein Knockdown des mTORC2-Bestandteils Ric-
tor jedoch nicht, woraus die Autoren folgern, dass die beobachteten Effekte durch Inhibition
von mTORC1 vermittelt werden (Morita et al., 2013). In der gleichen Studie wurde gezeigt,
dass ein TSC2-Knockout in MEF-Zellen zu einer gesteigerten Translation von TFAM sowie
der &-Untereinheit der ATP-Synthase fuhrt und die zelluldre Respiration und den Gehalt an
ATP und mitochondrialer DNA erhéht (Morita et al., 2013). TFAM ist ein wichtiger Transkripti-
onsfaktor, der die Transkription und die Replikation der mitochondrialen DNA steuert (Ngo et
al., 2014). Ein Verlust von TFAM flUhrt zu einer letalen mitochondrialen Dysfunktion infolge
einer Depletion der mitochondrialen DNA (Piantadosi and Suliman, 2006). Die Ergebnisse von
Morita und Kollegen deuten darauf hin, dass mTORC1 tGber TFAM die mitochondriale Bioge-
nese und damit auch die zellulare Kapazitat zur oxidativen Phosphorylierung stimulieren
kénnte (Morita et al., 2013). Auch hier ist die Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf Kardiomy-
ozyten fraglich. Angesichts der Tatsache, dass AKT lber den mTORC1-4E-BP1-Signalweg
an der Entwicklung der kompensatorischen Hypertrophie des Myokards auf erhéhte mechani-
sche Belastung hin beteiligt ist (Shimizu and Minamino, 2016; Sussman et al., 2011; Vega et
al., 2017) und mRNA-Translation mit sehr hohen energetischen Kosten verbunden ist (Morita
et al., 2013), wéare eine Stimulation der myokardialen Kapazitat zur oxidativen Phosphorylie-
rung Uber den gleichen Signalweg zumindest plausibel. Ein interessanter Ansatz flr zukunftige
Experimente ware die Untersuchung, inwieweit die Inhibition bzw. Aktivierung von mTORC1
in Kardiomyozyten die mitochondriale Biogenese und die Expression von Proteinen, die an
der oxidativen Phosphorylierung beteiligt sind, beeinflusst. In darauffolgenden Experimenten
kénnten die Auswirkungen des von uns verwendeten kardiomyozytaren AKT-Knockouts auf
den mTORC1-Signalweg untersucht werden.

In einer weiteren an Kardiomyozyten durchgefiihrten Studie wurde demonstriert, dass Hypoxie
zu einer verminderten Complex |V-Aktivitat und einem reduzierten ATP/ADP-Verhéltnis flhrt
(Song et al., 2018). PI3K-Inhibition aggravierte die Hypoxie-induzierte mitochondriale Dysfunk-
tion, wahrend IGF1-Gabe die Translokation von phosphoryliertem AKT in die Mitochondrien,
die Complex IV-Aktivitdt und das ATP/ADP-Verhéltnis unter Hypoxie steigerte. Die Autoren
schlussfolgern, dass mitochondriales phosphoryliertes AKT Complex IV aktiviert (Song et al.,
2018). Es ist allerdings unklar, durch welchen Mechanismus AKT in diesem Experiment die
Complex IV-Aktivitat steigern kénnte und ob Hypoxie dabei ein notwendiger Faktor ist. Den-
noch kdnnte ein stimulatorischer Effekt durch AKT auf Complex IV die von uns beobachtete
starke Tendenz zu einer Abnahme der state 3-Respiration der iCM-AKT2-KOs und der



Diskussion 63

iICM-AKT1/2-DKOs unter Complex IV-Substrat erklaren. Ein interessanter Ansatz flr zukinf-
tige Experimente wéare die Untersuchung der Complex IV-Aktivitat und -Expression in Kardio-
myozyten mit iCM-AKT-KO.

Es gibt Hinweise darauf, dass AKT auch Uber posttranslationale Modifikation Einfluss auf die
mitochondriale Bioenergetik nehmen kénnte. Mehrere Arbeitsgruppen haben bereits beobach-
tet, dass aktiviertes AKT in die Mitochondrien translozieren kann (Bijur and Jope, 2003; Santi
et al., 2010). In Mause-Myokard kommt es auf Insulin-Stimulation hin zu einer sequentiellen
Translokation von phosphoryliertem AKT1 (ber die auBere Mitochondrienmembran, den Inter-
membranraum und die innere Mitochondrienmembran in die mitochondriale Matrix, was mit
einer erhéhten Complex V-Aktivitét einhergeht (Yang et al., 2013, 2009). Die gleiche Arbeits-
gruppe beobachtete, dass AKT1-KO-Mause im Gegensatz zu AKT2-KO-Mausen basal eine
reduzierte kardiale Complex V-Aktivitat aufweisen und dass Transduktion von mitochondria-
lem konstitutiv aktiven AKT1 (Ad-mito-AKT1) die Complex V-Aktivitat sowie das Phosphokre-
atin/ATP-Verhéltnis in Rattenmyokard steigert (Yang et al., 2013). Im Institut fir Herz- und
Kreislaufphysiologie wurde gezeigt, dass AKT1 mit Complex V interagiert (Blasberg, 2015)
und diesen wahrscheinlich auch an dessen a-Untereinheit phosphoryliert (Lachmann, 2018).
In Zusammenschau mit den Ergebnissen von Yang und Kollegen liegt der Schluss nahe, dass
AKT1 nach Import in die Mitochondrien die Aktivitdt von Complex V auf posttranslationaler
Ebene durch Phosphorylierung stimuliert, was sich auf das Phosphokreatin/ATP-Verhaltnis
auswirkt und somit die myokardiale Bioenergetik beeinflusst. Ein stimulatorischer AKT-Effekt
auf Complex V wirde sich im experimentellen Setting dieser Arbeit am ehesten an einer ver-
anderten state 3-Respiration zeigen, da diese sowohl von der Kapazitat fir Substratoxidation
als auch von der ATP-Umsetzung abhangt. Voraussetzung flr eine veranderte state 3-Respi-
ration durch eine erhéhte Complex V-Aktivitat ist allerdings, dass die Complex V-Aktivitat der

limitierende Faktor der state 3-Respiration ist.

In dieser Arbeit lagen die iCM-AKT1-KOs in der state 3-Respiration unter allen Substraten
etwa auf Hohe der Wildtypen. Dies spricht daftr, dass die von Yang und Kollegen an globalen
AKT1-KOs beobachtete Reduktion der Complex V-Aktivitat entweder in intakten Mitochond-
rien unter Kopplung von Substratoxidation und ATP-Umsetzung funktional nicht relevant ist,
oder auf Effekte des globalen AKT1-KOs zurtickzufiihren ist und in einem kardiomyozytar spe-
zifischen AKT1-KO nicht vorliegt. Bei den iCM-AKT2-KOs wurden in dieser Arbeit unter Com-
plex Il- und Complex IV-Substrat nicht-signifikante Tendenzen zu einer verminderten Respira-
tion im state 3 und state 3u gemessen. Die Veranderungen im state 3 kénnten theoretisch auf
einer verminderten Complex V-Stimulation durch AKT beruhen. Dagegen spricht allerdings,
dass die basale Complex V-Aktivitat bei globalen AKT1-KOs, aber nicht bei globalen AKT2-
KOs vermindert ist (Yang et al., 2013). AuBerdem resultiert eine verminderte state 3u-Respi-
ration aus einer reduzierten Kapazitat zur Substratoxidation, wodurch ebenfalls
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Veranderungen im state 3 verursacht werden kdénnen. Die Doppel-KOs zeigten unter allen
Substraten eine verminderte state 3u-Respiration, wahrend die state 3-Respiration nur unter
Palmitoyl-I-carnitin/Malat signifikant vermindert war. Dies spricht dafiir, dass sich der Verlust
beider AKT-Isoformen mehr auf die Substratoxidation als auf die ATP-Umsetzung auswirkt.
Somit ist es unwahrscheinlich, dass die mitochondriale Dysfunktion der iCM-AKT1/2-DKOs auf
eine reduzierte Stimulation von Complex V durch AKT zurtckzufuhren ist.

4.1.2 Effizienz der oxidativen Phosphorylierung

Die P/O-Ratio ist ein MaR fir die Effizienz der oxidativen Phosphorylierung und steht fir die
Anzahl phosphorylierter ADP-Moleklle pro an Complex IV reduziertem Sauerstoff-Atom
(Layec et al., 2016). Bevor die in dieser Arbeit gemessenen P/O-Ratios der iCM-AKT1/2-Ein-
zel- und Doppel-KOs diskutiert werden, soll im Folgenden der biochemische Hintergrund die-

ses Parameters beleuchtet werden.

Die mitochondriale Substratoxidation, welche sich aus Substrat-Import, Substrat-Verarbeitung
sowie der durch Reduktionsdquivalente vermittelten Ubertragung von Elektronen iber die
Elektronentransportkette auf Sauerstoff zusammensetzt, ist Uber die Atmungskettenkomplexe
[, Il und IV an die Translokation von Protonen von der Matrix in den Intermembranraum ge-
koppelt (Brand and Nicholls, 2011). Dadurch wird ein Protonengradient Ap zwischen dem In-
termembranraum und der mitochondrialen Matrix erzeugt, der sich aus einem elektrischen
Gradienten Ay und einem chemischen Gradienten ApH zusammensetzt (Nicholls and Fer-
guson, 2013, Bioenergetics, p.4), wobei in Mitochondrien die elektrische Komponente den
gréBten Teil von Ap ausmacht (Nicholls and Ferguson, 2013, Bioenergetics, p.5). In Abwesen-
heit eines Protonenstroms vom Intermembranraum in die mitochondriale Matrix wirde sich ein
thermodynamisches Gleichgewicht zwischen den Prozessen der Substratoxidation und dem
Protonengradienten Ap einstellen, sodass in Analogie zu einem offenen Stromkreis kein wei-
terer Protonenstrom von der Matrix zum Intermembranraum und somit auch kein Netto-Eleki-
ronen-Transport zwischen den Substraten und Sauerstoff mehr stattfande (Nicholls and Fer-
guson, 2013, Bioenergetics, p.54f). In einem solchen Zustand wirde der mitochondriale Sau-
erstoffverbrauch auf null sinken (Nicholls and Ferguson, 2013, Bioenergetics, p.54). Findet
mitochondriale Respiration statt, muss es also Prozesse geben, die effektiv zu einem Wieder-
einstrom von Protonen in die mitochondriale Matrix fihren. Bei diesen Prozessen unterschei-
det man zwischen der ATP-Synthese und dem Proton-Leak (Brand and Nicholls, 2011). Com-
plex V ist eine ATP-hydrolysierende Protonenpumpe, die in Abh&ngigkeit vom Protonengradi-
enten und dem Verhéltnis der Konzentrationen von ADP und Phosphat zu ATP entweder ATP
synthetisiert oder hydrolysiert. Je starker der Protonengradient ist, desto mehr wird dieses
Verhaltnis zum ATP hin verschoben (Nicholls and Ferguson, 2013, Bioenergetics, p.33ff,

p.197). Insgesamt ist an der inneren Mitochondrienmembran also die Substratoxidation Uber
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den Protonengradienten an die Phosphorylierung von ADP gekoppelt. Diese Kopplung zwi-
schen Oxidation und Phosphorylierung wird als oxidative Phosphorylierung bezeichnet.

Complex V besteht aus einer Fi-Doméne auf der Matrix-Seite und einer membransténdigen
Fo-Domaéne. Die Fi-Doméne besteht aus drei a- und drei 3-Untereinheiten, die einen Ring bil-
den, in dessen Zentrum die Untereinheit y sitzt, welche iber & und € mit der Fo-Doméane ver-
bunden ist (Jonckheere et al., 2012). Die Fo-Doméane besteht aus einem c-Ring sowie den
Untereinheiten a, b, d, F6, OSCP und e, f, g und A6L (Jonckheere et al., 2012). Funktional
bilden die a- und B-Untereinheiten mit a, b, d, F6 und OSCP den Stator und der c-Ring sowie
Y, 0 und € den Rotor (Jonckheere et al., 2012). Protoneneinstrom durch die Fo-Domane ver-
setzt den Rotor in Bewegung. Jede Rotation der y-Untereinheit um 120° gegentiber dem af3-
Ring fuhrt zu einer Konformationsanderung der Nukleotid-Bindungsstelle jeder B-Untereinheit
des Rings. Wahrend der ATP-Synthese bewirkt eine Rotation um 360°, dass alle drei Nukleo-
tid-Bindungsstellen sukzessive die drei Konformationen Be (leer), Bor (ADP) und Bre (ATP)
durchlaufen, sodass insgesamt drei ATP synthetisiert werden (Nakamoto et al., 2008). Jede
Untereinheit des c-Rings besitzt einen Glutamat-Rest, der wahrend des Protonentransports
erst protoniert und dann wieder deprotoniert wird, was die Rotation des Rotors ausldst (Watt
et al., 2010). Daraus folgt, dass die Anzahl an Protonen, die einstrémen missen, um eine volle
Drehung des Rotors herbeizufiihren, der Anzahl der Untereinheiten des c-Rings entspricht.
Watt und Kollegen zeigten, dass Rinder einen c-Ring aus 8 Untereinheiten besitzen, was wahr-
scheinlich auf die meisten Saugetiere Ubertragbar ist (Watt et al., 2010). Fur die folgende the-
oretische Kalkulation der P/O-Ratio wird daher von einem c-Ring aus 8 Untereinheiten ausge-

gangen.

Flr eine Synthese von drei ATP ist ein Einstrom von 8 Protonen durch die Fo-Doméane not-
wendig. Der Import eines Phosphats Uber den Phosphat-Carrier sowie der Export von ATP
Uber die Adeninnukleotid-Translokase (ANT) fihrt zuséatzlich zum Netto-Import von einem Pro-
ton. Somit ergibt sich eine H*/ATP-Ratio von 11H*/3ATP=3,67 (Nicholls and Ferguson, 2013,
Bioenergetics, p.272). Pro Elektronenpaar, das ausgehend von NADH uber Complex | zu Sau-
erstoff geleitet wird, werden geman aktueller Konvention 10 H*-lonen (H*/O-Ratio=10) von der
Matrix in den Intermembranraum gepumpt. Pro Elektronenpaar, das auf anderem Weg zu
Ubichinon gelangt, werden 6 H*-lonen (H*/O-Ratio=6) aus der Matrix exportiert (Brand and
Nicholls, 2011). Daraus ergibt sich eine theoretische P/O-Ratio (H*/O-Ratio geteilt durch
H*/ATP-Ratio) von 10/3,67=2,73 fir Complex |-Substrat und eine theoretische P/O-Ratio von
6/3,67=1,63 fir Complex II-Substrat. Da das zur Herbeiflihrung von state 3-Respiration hinzu-
gegebene ADP nahezu vollstandig zu ATP phosphoryliert wird, kann die P/O-Ratio praktisch
als Verhéltnis der zugegebenen Stoffmenge an ADP zum kumulativen Sauerstoffverbrauch im
state 3 berechnet werden (Nicholls and Ferguson, 2013, Bioenergetics, p.65).
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Die iCM-AKT1/2-DKOs zeigten unter Complex |-Substrat, Complex II-Substrat sowie unter
Palmitoyl-I-carnitin/Malat eine signifikante Abnahme der P/O-Ratio, was auf eine verminderte
Effizienz der oxidativen Phosphorylierung hinweist. Bei den iCM-AKT1/2-Einzel-KOs zeigte
sich eine nicht-signifikante Tendenz zu einer verminderten P/O-Ratio, die hinsichtlich der re-
lativen Abweichung von den Wildtypen etwas geringer ausgepragt war als bei den Doppel-
KOs.

Eine Abnahme der P/O-Ratio unter Oxidation desselben Substrats kann theoretisch aus einer
Abnahme der H*/O-Ratio, einer Zunahme der H*/ATP-Ratio oder einer verminderten Kopplung
zwischen Substratoxidation und ATP-Umsetzung resultieren. Da weithin Einigkeit dartber
herrscht, dass das stéchiometrische Verhaltnis zwischen Elektronentransport bzw. ADP-Phos-
phorylierung einerseits und Protonen-Translokation andererseits als konstant angenommen
werden kann (Brand et al., 1994; Divakaruni and Brand, 2011; Nicholls and Ferguson, 2013,
Bioenergetics, p.4), ist die in dieser Arbeit beobachtete Abnahme der P/O-Ratio bei den iCM-
AKT-KOs ein Hinweis auf verminderte Kopplung zwischen Substratoxidation und ATP-Umset-

zung.

Eine verminderte Kopplung der oxidativen Phosphorylierung bedeutet, dass ein gréBerer An-
teil der Respiration auf einen Einstrom von Protonen zurlickzuflihren ist, der nicht an die Syn-
these von ATP gekoppelt und somit nicht Complex V-vermittelt ist (Brand and Nicholls, 2011).
Neben Complex V gibt es eine Reihe weiterer Prozesse, die zu einem Protoneneinstrom fih-
ren. Dazu zéhlen der Austausch von ATP und ADP, der Phosphat-Import, die Aktivitat der
Transhydrogenase, einiger mitochondrialer Substrat-Transporter und des im braunen Fettge-
webe exprimierten uncoupling protein 1 (UCP1), welches Uber einen vermehrten Protonen-
einstrom die chemischen Reaktionen der Substratoxidation beschleunigt, wodurch Warme er-
zeugt wird (Divakaruni and Brand, 2011; Nicholls, 2021). Auch nach Berlicksichtigung dieser
Prozesse sowie Inhibition der UCP-Aktivitat bleibt ein endogenes Proton-Leak bestehen
(Nicholls, 2021). Dieses lasst sich nur zu einem geringen Teil auf die Lipidzusammensetzung
der inneren Mitochondrienmembran zurtckfihren und wird wahrscheinlich durch Proteine die-
ser Membran vermittelt (Nicholls, 2021). Das endogene Proton-Leak verhélt sich nicht-ohmsch
zum Protonengradienten Ap und steigt bei Zunahme von Ap Uberproportional stark an (siehe
Abb. 24) (Divakaruni and Brand, 2011). Durch diese Kinetik ist der Beitrag des Proton-Leaks
zur gesamten Respiration in Situationen eines hohen ATP-Umsatzes (state 3-dhnliche Bedin-
gungen) minimal und in Situationen eines geringen ATP-Umsatzes (state 4-ahnliche Bedin-
gungen) maximal (Nicholls, 2021). Ein Durchbruch in der Erforschung des Ursprungs des Pro-
ton-Leaks wurde erzielt, als es Bertholet und Kollegen gelang, mittels Patch-Clamp lonen-
Strdme an Mitoplasten in Anwesenheit eines variablen Membranpotentials direkt zu messen.
Diese Arbeitsgruppe identifizierte die Adeninnukleotid-Translokase (ANT) als wichtigsten Pro-
tonen-Transporter in Geweben wie dem Myokard, wo kein UCP1 exprimiert wird.
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In den Experimenten dieser Arbeitsgruppe schien der Protonenstrom via ANT mit dem Nukle-
otid-Transport zu konkurrieren, was gut mit der soeben beschriebenen Kinetik des endogenen
Proton-Leaks vereinbar ist (Bertholet et al., 2019).

Die Tatsache, dass in dieser Arbeit keine signifikant erhéhte state 4-Respiration bei den iCM-
AKT-KOs gemessen wurde, steht scheinbar im Widerspruch zu den verringerten P/O-Ratios.
Hier muss allerdings beriicksichtigt werden, dass die Messung der state 4-Respiration ohne
gleichzeitige Messung des mitochondrialen Membranpotentials keinen eindeutigen Schluss
auf die Protonenleitfahigkeit der inneren Mitochondrienmembran zulasst (Bouillaud et al.,
2016; Divakaruni and Brand, 2011). Zur Verdeutlichung ist in Abbildung 24 die Kinetik des
Proton-Leaks in Abhangigkeit vom Membranpotential Ay dargestellt. Eine erhdhte state 4-
Respiration kann durch Stimulation der Substratoxidation (Ay steigt) oder Entkopplung (Ay
sinkt) begriindet sein (Bouillaud et al., 2016). Eine erniedrigte state 4-Respiration kann umge-
kehrt aus Inhibition der Substratoxidation (Aw sinkt) oder einer niedrigeren Protonenleitfahig-
keit der Membran (Ay steigt) resultieren (Bouillaud et al., 2016). Eine konstante state 4-Re-
spiration kann mit einer erh6hten Protonenleitféahigkeit vereinbar sein, wenn gleichzeitig eine
eingeschrankte Kapazitat zur Substratoxidation vorliegt (sieche Abb. 24B). Wie bereits be-
schrieben wurde, weisen die kardialen Mitochondrien der iCM-AKT1/2-DKOs eine reduzierte
Substratoxidationskapazitat auf. Eine gleichzeitige Messung der state 4-Respiration und des
mitochondrialen Membranpotentials ist daher ein interessanter Ansatz flr zukUnftige Experi-
mente und kdénnte den aufgrund der reduzierten P/O-Ratios bestehenden Verdacht auf eine
verringerte Kopplung der oxidativen Phosphorylierung der iCM-AKT1/2-DKOs untermauern.

Intervention
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Abb. 24: Kinetik des Proton-Leaks. Gemessen wird der Sauerstoffverbrauch isolierter Mitochondrien
unter state 4-Bedingungen. Ausgehend von der nicht-inhibierten state 4-Respiration (blau- bzw.
orange-gefarbter Punkt) wird durch Titration eines Inhibitors der ETC die Proton-Leak-Respiration
fir verschiedene Werte von Ay gemessen. Blau=Kontrollgruppe, Orange=Interventionsgruppe. A)
Die Intervention erhéht die Protonenleitidhigkeit. Die Respiration steigt und Ay sinkt. B) Die Inter-
vention erhéht die Protonenleitfdhigkeit und hemmt die Substratoxidation. Die Respiration bleibt
gleich und Ay sinkt. C) Die Intervention inhibiert die Substratoxidation und hat keinen Einfluss auf
die Protonenleitfdhigkeit. Modifiziert nach Divakaruni und Brand, 2011.

Die Proton-Leak-assoziierte Respiration macht schatzungsweise 20 bis 38% des Grundum-
satzes bei Ratten aus (Brand et al., 1994; Stuart et al., 1999), was darauf hinweist, dass das
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Proton-Leak eine wichtige physiologische Funktion erfllt. Neben der Thermogenese durch
Beschleunigung der chemischen Reaktionen der Substratoxidation dient das Proton-Leak der
Regulation der mitochondrialen Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) (Divakaruni and
Brand, 2011; Nicholls, 2021; Nicholls and Ferguson, 2013, Bioenergetics, p.296). Mitochond-
rien sind eine Hauptquelle von reaktiven Sauerstoffspezies wie Superoxid (Murphy, 2009).
Diese entstehen, wenn Elektronen ausgehend von Dehydrogenase-Enzymen sowie den Com-
plexen | und Il der Atmungskette verfriht auf Sauerstoff Gbertragen werden, was als Elektron-
Leaking bezeichnet wird (Brand, 2016). Die Produktionsrate reaktiver Sauerstoffspezies in den
Mitochondrien hangt ab vom Redox-Zustand derjenigen Bestandteile der Substratoxidation,
welche anféllig fir das Elektron-Leaking sind (Brand, 2016). Strémen weniger Protonen zurlick
in die Matrix, weil der ATP-Umsatz sinkt, so wird der Protonengradient Ap starker und die
Atmungskette sowie die stromaufwérts gelegenen Dehydrogenasen werden vermehrt redu-
ziert, was die ROS-Produktion begunstigt (Bouillaud et al., 2016). Eine partielle Entkopplung
Uber das Proton-Leak halt dagegen die Respiration (und damit die Re-Oxidation aller Bestand-
teile der Substratoxidation) auch bei geringem ATP-Umsatz aufrecht und vermindert dadurch
die ROS-Produktion (Bouillaud et al., 2016). Durch die nicht-ohmsche Kinetik des Proton-
Leaks ergibt sich ein Mechanismus, der bei niedrigem ATP-Umsatz und hohem Ap vor oxida-
tivem Stress schitzt und bei hohem ATP-Umsatz und niedrigem Ap weniger aktiv ist, wodurch
die Effizienz der oxidativen Phosphorylierung normalerweise nur gering beeintrachtigt wird
(Nicholls, 2021; Nicholls and Ferguson, 2013, Bioenergetics, p.296). Unter starkem oxidativem
Stress kann das Proton-Leak jedoch stimuliert werden. Es wurde beobachtet, dass ein Anstieg
von Superoxid das Proton-Leak in verschiedenen Geweben stimuliert (Echtay et al., 2002).
Lipidperoxidationsprodukte wie 4-Hydroxy-2-nonenal kénnen im Myokard ANT-vermittelt die
Protonenleitfahigkeit der Membran deutlich steigern (Bertholet et al., 2019; Echtay, 2003). Die
Beobachtungen dieser Arbeitsgruppen deuten darauf hin, dass oxidativer Stress zu einer ver-
mehrten Entkopplung und somit zu einer Abnahme der Effizienz der oxidativen Phosphorylie-

rung fihren kdnnte.

In der Literatur gibt es einige Hinweise darauf, dass eine Stérung des Insulin-AKT-Signalwegs
zu einer verringerten Effizienz der oxidativen Phosphorylierung und zu oxidativem Stress fuhrt.
Herzen aus Mausmodellen flr Diabetes mellitus Typ 1 und Typ 2 weisen einen erhéhten Sau-
erstoffverbrauch auf (How et al., 2006; Mazumder et al., 2004), was die Autoren teils auf die
in diabetischen Herzen starker ausgepragte Fettsdureoxidation (die P/O-Ratio von Fettsauren
ist etwas niedriger als die von Glucose), aber auch auf die Mdglichkeit einer Entkopplung durch
freie Fettsduren aus dem Blut oder aus intrazellularen Speichern (Mazumder et al., 2004) zu-
rickflhren. Tatsachlich wurde gezeigt, dass erhéhte Fettsdure-Spiegel im Blut zu einem er-
héhten kardialen Sauerstoffverbrauch fihren (Mjgs, 1971) und dass bei Typ 2 Diabetikern das
Phosphokreatin/ATP-Verhaltnis im Myokard invers mit der Fettsédure-Konzentration im Blut
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korreliert (Scheuermann-Freestone et al., 2003). Boudina und Kollegen beobachteten, dass
kardiale Mitochondrien aus einem Mausmodell fir Diabetes mellitus Typ 2 eine erhdéhte ROS-
Produktion sowie erhdhte Konzentrationen an Lipidperoxidationsprodukten aufweisen und
dass die Protonenleitféhigkeit kardialer Mitochondrien dieser Mause unterhalb eines Memb-
ranpotentials von 150mV gegentber der Kontrolle deutlich erhéht ist. Permeabilisierte Kardio-
myozyten der diabetischen Mause zeigten unter Palmitoyl-I-carnitin/Malat eine erhdhte state
4-Respiration, eine verringerte P/O-Ratio und eine verminderte ATP-Syntheserate (Boudina et
al., 2007). Um zwischen systemischen Effekten des diabetischen Phanotyps und den isolierten
Auswirkungen eines gestorten kardialen Insulin-Signalwegs differenzieren zu kénnen, unter-
suchte die gleiche Arbeitsgruppe daraufhin Mause mit perinatalem kardiomyozytarem Insulin-
Rezeptor-Knockout (CIRKO) (Boudina et al., 2009). In Langendorff-Experimenten unter Glu-
cose-Perfusion zeigten die CIRKO-Herzen eine verringerte kardiale Effizienz bei gleichem
Sauerstoffverbrauch. Permeabilisierte Fasern aus den CIRKO-Herzen zeigten unter Palmitoyl-
I-carnitin/Malat eine verminderte respiratorische Kapazitat sowie eine geringere ATP-Syn-
these-Rate und P/O-Ratio. Isolierte Mitochondrien aus CIRKO-Herzen wiesen unter Palmitoyl-
I-carnitin/Malat eine um 30% erhdhte Respiration in Anwesenheit von Oligomycin (state 4oiigo)
und eine Abnahme der ATP-Syntheserate und der P/O-Ratio auf (Boudina et al., 2009). Au-
Berdem zeigten die CIRKO-Mause Hinweise auf oxidativen Stress. Die mitochondriale H20,-
Produktion in CIRKO-Herzen war erhéht und die ROS-sensitive Aconitase-Aktivitat deutlich
vermindert. Durch Behandlung der Mause mit MnTBAP (Stimulator der Superoxiddismutase)
konnte sowohl die Aconitase-Aktivitat als auch die erhdhte state 4ig0-Respiration normalisiert
werden (Boudina et al., 2009). Diese Daten legen nahe, dass eine Stérung des Insulin-Signal-
wegs zu einem Zustand reduzierter myokardialer bioenergetischer Effizienz und oxidativem
Stress fuhrt. Die reduzierte bioenergetische Effizienz kdnnte durch ein verstérktes Proton-Leak
Uber die innere Mitochondrienmembran vermittelt werden. Aus diesen Publikationen geht al-
lerdings nicht hervor, inwieweit eine verminderte AKT-Aktivitdt an diesem Zustand beteiligt
sein kdnnte. Eine andere Arbeitsgruppe beobachtete, dass in globalen AKT1-KOs die myokar-
diale P/O-Ratio im Vergleich zum Wildtyp reduziert ist (Yang et al., 2013). Deng und Kollegen
beobachteten an Kardiomyozyten mit transduziertem konstitutiv aktivem mitochondrialem
AKT1 (Ad-mito-AKT1) eine reduzierte basale Respiration sowie eine erhéhte ATP-Produktion.
Transduktion von dominant negativem mitochondrialem AKT (mdnAKT) hatte einen inversen
Effekt und erh6éhte den basalen Sauerstoffverbrauch und senkte die ATP-Produktion (Deng et
al., 2014). Zuséatzlich wurde beobachtet, dass Transduktion von mdnAKT unter basalen Be-
dingungen die ROS-Produktion erhéht und zur Depolarisation der IMM fihrt. Unter Ischa-
mie/Reperfusion verstarkte mdnAKT die ROS-Produktion, die Depolarisation des mitochond-
rialen Membranpotentials und die Apoptose-Rate, wahrend Ad-mito-AKT1 diese Effekte ge-
genuber der Kontrolle deutlich verringerte (Deng et al., 2014). In einer weiteren Studie wurde
beobachtet, dass IGF1 in hypoxischen Kardiomyozyten zu vermehrter mitochondrialer
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Translokation von phosphoryliertem AKT fuhrt und der Hypoxie-induzierten ROS-Produktion
und Depolarisation des mitochondrialen Membranpotentials entgegenwirkt (Song et al., 2018).

Die Ergebnisse dieser Arbeitsgruppen legen nahe, dass eine verminderte Aktivitat des Insulin-
AKT-Signalwegs zu oxidativem Stress und einer reduzierten Effizienz der oxidativen Phospho-

rylierung fihren kdnnte.

In Zusammenschau mit den Beobachtungen verschiedener Arbeitsgruppen, wonach oxidati-
ver Stress Entkopplung herbeifiihrt (Bertholet et al., 2019; Echtay, 2003; Echtay et al., 2002),
stellt sich die Frage, ob der Insulin-AKT-Signalweg in die zellularen und mitochondrialen
Schutzmechanismen gegen oxidativen Stress involviert ist. Es wurde gezeigt, dass Insulin die
myokardiale Peroxynitrit-Produktion reduziert, zu einem Anstieg der Aktivitédt der Superoxid-
dismutase fiihrt und die gp91°">*-Expression (Bestandteil der NADPH-Oxidase) vermindert.
Dieser kardioprotektive und antioxidative Effekt von Insulin wurde durch den PI3K-Inhibitor
Wortmannin gehemmt (Ji et al., 2010) und kénnte somit AKT-abhangig sein. Eine andere Ar-
beitsgruppe zeigte, dass Insulin Gber Aktivierung des PISK/AKT-Signalwegs in Kardiomyozy-
ten, welche mechanischem Stress ausgesetzt wurden, den Anstieg reaktiver Sauerstoffspe-
zies unterdrlicken, das mitochondriale Membranpotential aufrechterhalten und Apoptose so-
wie Nekrose reduzieren kann (Teshima et al., 2010). AuBerdem wurde gezeigt, dass Insulin
PI3K-abhéngig zur Aktivierung von Nrf2 fihrt, welches Uber das Antioxidant Response Ele-
ment (ARE/EpRE) die Transkription antioxidativer Enzyme reguliert (Tan et al., 2011). Eine
andere Mdglichkeit, durch die der Wegfall von AKT zu oxidativem Stress flhren kénnte, ist
eine veranderte Expression von Komponenten der Substratoxidation (siehe 4.1.1): Falls sich
durch den Wegfall der AKT-Aktivitat in den iCM-AKT-KOs das stdéchiometrische Verhaltnis
zwischen einzelnen Komponenten der Substratoxidation verandert, kann dadurch auch der
Redox-Zustand einzelner Komponenten beeinflusst werden, was wiederum zu einer verander-
ten ROS-Produktion flihren kann (Brand, 2016). Ein interessanter Ansatz fir zukiinftige Expe-
rimente ware eine Messung der Superoxid- und H202-Produktion an kardialen Mitochondrien
aus iCM-AKT-KOs.

Insgesamt weisen die in dieser Arbeit gemessenen verminderten P/O-Ratios der iCM-AKT1/2-
DKOs auf eine Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung hin, was sich bei gleicher Respi-
ration negativ auf die ATP-Syntheserate auswirkt. Da bei den iCM-AKT1/2-DKOs wie unter
4.1.1 beschrieben zudem die respiratorische Kapazitat deutlich vermindert ist, liegt der
Schluss nahe, dass die kardialen Mitochondrien der Doppel-KOs in ihrer ATP-Synthesekapa-
zitat massiv limitiert sind. Da Energie-Mangel ein entscheidender Faktor in der Genese und
Progression von Herzinsuffizienz ist (Lopaschuk et al., 2021), kdnnte die mitochondriale Dys-
funktion der iCM-AKT1/2-DKOs der Kardiomyopathie, die diese Mause innerhalb von drei Wo-
chen nach KO-Induktion entwickeln, zugrunde liegen.
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4.1.3 Mitochondriale Respiration nach Insulinstimulation

Insulin ist ein bedeutender Regulator diverser Prozesse im Myokard und stimuliert die Glu-
cose-Aufnahme via GLUT4 sowie die Glykolyse und bewirkt einen Substrate-Switch im Myo-
kard von Fettsdureoxidation zu Glucoseoxidation (Bertrand et al., 2008), wodurch die respira-
torische Effizienz (ATP-Produktion im Verhéltnis zum Sauerstoffverbrauch) steigt (Karwi et al.,
2018). Zahlreiche Studien weisen auf eine Bedeutung des Insulin-Signalwegs flr die myokar-
diale Bioenergetik hin. So fuhrt der perinatale Verlust des kardiomyozytaren Insulin-Rezeptors
in CIRKO-M&usen zu einer verringerten Expression vieler in die Substratoxidation involvierter
mitochondrialer Proteine, was mit einer reduzierten Kapazitat der oxidativen Phosphorylierung
einhergeht (Boudina et al., 2009). Die Arbeitsgruppe von Yang und Kollegen zeigte, dass auf
Insulinstimulation hin phosphoryliertes AKT innerhalb weniger Minuten in die Mitochondrien
transloziert, was mit einer deutlich erhéhten Complex V-Aktivitat einhergeht (Yang et al., 2009).
Vorherige Arbeiten in unserem Institut haben zudem ergeben, dass AKT mit Complex V inter-
agiert (Blasberg, 2015) und diesen phosphorylieren kann (Lachmann, 2018). Diese Ergeb-
nisse werfen die Frage auf, ob Insulin die Funktion intakter Mitochondrien akut stimuliert. In
dieser Arbeit wurde daher der akute Effekt von Insulin auf isolierte kardiale Mitochondrien aus
Wildtyp-Mausen sowie iCM-AKT1-KOs und iCM-AKT2-KOs untersucht. Die Mause der drei
Genotypen wurden jeweils in eine +Ins Gruppe und eine -Ins Gruppe eingeteilt.

Unter allen verwendeten Substraten ergab sich in den +Ins Gruppen ein Trend zu einem ho-
heren Sauerstoffverbrauch im state 3 und im state 3u gegeniber den korrespondierenden -
Ins Gruppen. Dieser Trend war bei den iCM-AKT1-KOs unter Complex I-Substrat im state 3
am starksten ausgepragt. Bei den iCM-AKT2-KOs lag die state 3u-Respiration in der +Ins
Gruppe unter Complex Il-Substrat aufgrund niedriger Standardabweichungen signifikant Gber
der -Ins Gruppe. Aufgrund des Anstiegs der state 3-Respiration stieg insbesondere unter Com-
plex |I-Substrat die RCR der Einzel-KOs an, wohingegen die RCR der Wildtypen aufgrund einer
nicht-signifikanten Zunahme der state 4-Respiration nahezu konstant blieb. In der state 4-Re-
spiration sowie in der P/O-Ratio zeigten sich keine Veranderungen in den +Ins Gruppen. Eine
Steigerung der state 3u-Respiration resultiert aus einer erhéhten Kapazitat der Enzymsysteme
fr Substratoxidation (Transporter, Dehydrogenasen und ETC-Proteine), wahrend eine gestei-
gerte state 3-Respiration auch aus einer beschleunigten ATP-Umsetzung (ANT, Phosphat-
Carrier, Complex V) resultieren kann (Brand and Nicholls, 2011). Die beobachtete Tendenz zu
einer erhdéhten Respiration der +Ins Gruppen im state 3 und state 3u weist also darauf hin,
dass eine akute Insulinstimulation die mitochondriale Substratoxidation (Verédnderungen im
state 3u) und vielleicht auch die ATP-Umsetzung beschleunigen kénnte.

Wie eingangs beschrieben fuhrt Insulinstimulation innerhalb weniger Minuten zu einer Translo-

kation von phosphoryliertem AKT in die Mitochondrien und steigert die Complex V-Aktivitat
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(Yang et al., 2009). Beide Effekte werden durch PI3K-Inhibition aufgehoben, sodass die Com-
plex V-Stimulation wahrscheinlich AKT-vermittelt stattfindet (Yang et al., 2009). Ein globaler
AKT1-Knockout fuhrt zu einer basal verminderten Complex V-Aktivitat, welche durch akute
Insulinstimulation unter kompensatorischer mitochondrialer Translokation von AKT2 normali-
siert wird (Yang et al., 2013). Konstitutiv aktives AKT1 mit mitochondrialer Lokalisationsse-
quenz (Ad-mito-AKT1) fihrt in Rattenmyokard zu einer gesteigerten Complex V-Aktivitat und
erhdht den ATP-Gehalt, den Phosphokreatin-Gehalt sowie das Phosphokreatin/ATP-Verhalt-
nis in Kardiomyozyten (Yang et al., 2013). Diese Ergebnisse untermauern die These, dass
AKT die Aktivitdt von Complex V regulieren kann. Die Erhéhung des Phosphokreatin- und
ATP-Gehalts durch Ad-mito-AKT1 muss allerdings nicht zwangslaufig auf eine akute Stimula-
tion von Complex V zurlckzuflihren sein, da diesen Messungen eine mehrtagige konstitutive
mitochondriale AKT-Aktivitat vorausging (Yang et al., 2013). Es wurde gezeigt, dass Ad-mito-
AKT1 wahrscheinlich keinen Einfluss auf die Aktivitat von AKT im Nucleus und im Zytosol hat
(Su et al., 2012). Dennoch kénnte eine mehrtagige konstitutive Aktivitat von AKT zu zahlrei-
chen Effekten fihren, die Uber eine akute Insulinstimulation hinausgehen. Interessanter fir die
Beurteilung der physiologischen Relevanz der AKT-vermittelten Complex V-Stimulation und
etwaiger weiterer akuter AKT-Effekte wéare daher die Messung des ATP- und Phosphokreatin-
Gehalts im Myokard vor und nach Insulinstimulation.

Vorarbeiten im Institut fir Herz- und Kreislaufphysiologie haben gezeigt, dass AKT mit Com-
plex V interagiert (Blasberg, 2015) und diesen auch an der a-Untereinheit phosphorylieren
kann (Lachmann, 2018). Anhand von Immunprazipitation mitochondrialer Proteine aus Leber-
zellen mit einem phospho-AKT-Substrat-Antikérper (dieser bindet an Proteine, die die AKT-
Konsensus-Sequenz enthalten und an dieser phosphoryliert sind), Auftrennung mittels Flis-
sigchromatographie und anschlieBender Analyse der Banden durch Massenspektrometrie
wurden in einer weiteren Studie ebenfalls die Complex V-Untereinheiten a und 8 als mdgliche
Substrate von AKT identifiziert (Li et al., 2013). Eine Immunprazipitation mitochondrialer Pro-
teine mit einem phospho-AKT-Substrat-Antikérper oder einem panAKT-Antikérper und an-
schlieBende Western Blot-Analyse unter Verwendung von AntikGrpern gegen verschiedene
Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe zeigte zudem eine Assoziation von AKT und der
a-Untereinheit von Complex V (Li et al., 2013).

Eine Stimulation der Aktivitat von Complex V durch AKT kénnte, sofern die ATP-Synthese der
limitierende Schritt der ATP-Umsetzung und die ATP-Umsetzung wiederum der limitierende
Schritt der state 3-Respiration ist, die im Rahmen dieser Arbeit beobachtete Tendenz zu einer
Steigerung der state 3-Respiration in den +Ins Gruppen erklaren. Allerdings ergaben sich hier-
bei einige Auffalligkeiten: Globale AKT1-KOs zeigten eine verminderte Complex V-Aktivitat,
die durch Insulin-vermittelte kompensatorische AKT2-Translokation in die Mitochondrien aus-

geglichen werden konnte, wahrend globale AKT2-KOs nur eine nicht-signifikante Tendenz zu
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einer verminderten Complex V-Aktivitat aufwiesen (Yang et al., 2013). In dieser Arbeit zeigten

dagegen nur die iCM-AKT2-KOs einen Trend zu einer verminderten basalen state 3-Respira-
tion unter Complex Il- und Complex IV-Substrat, wahrend die iCM-AKT1-KOs basal im state 3
auf H6he der Wildtypen lagen. Wie bereits unter 4.1.1 diskutiert, kdnnte es sein, dass die von
Yang und Kollegen gemessene Verminderung der Complex V-Aktivitét entweder auf Effekten
des globalen AKT1-KOs beruht oder in intakten Mitochondrien keine Auswirkungen auf die
Respiration hat. Eine andere Mdglichkeit ware, dass die von Yang und Kollegen beobachtete
verminderte Complex V-Aktivitat in globalen AKT1-KOs auf einen anderen Mechanismus zu-
rickzufUhren ist als die akute Complex V-Stimulation Gber den Insulin-AKT-Signalweg. Da die
+Ins Gruppen in dieser Arbeit auch eine Tendenz zu einem Anstieg im state 3u zeigten, was
nicht durch eine Stimulation der ATP-Umsetzung erklart werden kann, ist es wahrscheinlich,
dass AKT neben Complex V noch weitere mitochondriale Proteine reguliert.

Ein mitochondriales Protein, das wahrscheinlich Gber den Insulin-AKT-Signalweg gesteuert
wird, ist der Pyruvat-Dehydrogenase-Complex (PDC). Im Rahmen des glykolytischen Abbaus
von Glucose entsteht Pyruvat, welches Uber den mitochondrialen Pyruvat-Carrier (MPC) in die
mitochondriale Matrix transportiert wird (Karwi et al., 2018). Der PDC besteht aus den Kom-
ponenten E1 (Pyruvat-Dehydrogenase), E2 (Dihydroliponamid-Acetyltransferase) sowie E3
(Dihydroliponamid-Dehydrogenase) und katalysiert unter Gewinnung von NADH die Umset-
zung von Pyruvat zu CO- und Acetyl-CoA (Patel et al., 2014). Der PDC ist das geschwindig-
keitsbestimmende Enzym der Glucoseoxidation (Karwi et al., 2020). Eine Phosphorylierung
an der E1a-Untereinheit durch PDKs (Pyruvat Dehydrogenase Kinase) hemmt den PDC und
eine Dephosphorylierung jener Untereinheit durch PDPs (Pyruvat Dehydrogenase Phospha-
tase) aktiviert den PDC (Giriffin et al., 2016). Bei gleichzeitiger Verflgbarkeit von Fettsduren
und Glucose sowie in Abwesenheit von Insulin praferiert das Myokard Fettsduren als anteils-
maBig wichtigstes Substrat (Randle et al., 1963). Die Fettsdureoxidation liefert Acetyl-CoA,
NADH und Citrat. Ein erhdhtes Verhaltnis von Acetyl-CoA zu CoA und von NADH zu NAD+*
fihrt zu einer erhdhten PDK-Aktivitdt und somit zur Inhibition des PDC, wéhrend Citrat das
Schlisselenzym der Glykolyse (PFK1) inhibiert (Griffin et al., 2016). Unter Insulinstimulation
kommt es jedoch zu einem Substrate-Switch im Myokard: Insulin aktiviert PI3K-abhangig die
PFK2, die Uber ihr Produkt Fructose-2,6-bisphosphat die PFK1 aktiviert, wodurch die Glyko-
lyse stimuliert wird (Bertrand et al., 2008). Uber eine AMPK-Inhibition und somit eine Disinhi-
bition der Acetyl-CoA Carboxylase (ACC) erhéht Insulin den Gehalt an Malonyl-CoA, was die
Fettsaure-Aufnahme in die Mitochondrien inhibiert (Lopaschuk et al., 2021). Zudem fihrt Insu-
lin zu einer Translokation von phosphoryliertem AKT in die Mitochondrien, was mit einer sig-
nifikanten Abnahme der PDH-E1a-Phosphorylierung, einer starken Abnahme der Fettsau-
reoxidation und einer Zunahme der Glucoseoxidation einhergeht (Karwi et al., 2020). Gezielte
AKT-Inhibition neutralisiert diese Effekte, was fiir eine Regulation der PDC-Aktivitat durch den
Insulin-AKT-Signalweg spricht (Karwi et al., 2020). In einer weiteren Studie wurde gezeigt,



Diskussion 74

dass Insulinstimulation in Kardiomyozyten zu einer Assoziation von AKT1 und dem PDC sowie
zu einer erhdhten PDC-Aktivitat fuhrt (Deng et al., 2014).

Die physiologische Relevanz dieses Signalwegs wird durch einige interessante Ergebnisse
verdeutlicht. Der Switch von Fettsaureoxidation zu Glucoseoxidation flhrt zu einer erhéhten
respiratorischen Effizienz (Karwi et al., 2018), was unter erhdhter Herzbelastung relevant sein
koénnte. So flhrt B-adrenerge Stimulation tGber einen PKA-vermittelten [Ca?*] - Anstieg zu einer
Aktivierung der PDP1, welche den PDC aktiviert (Griffin et al., 2016). Insulinresistenz spielt
zudem eine zentrale Rolle in der Entstehung und Progression von Herzinsuffizienz: Eine ver-
minderte Glucoseoxidation kénnte unter anderem durch verringerte respiratorische Effizienz
und ATP-Produktion zu der fir Herzinsuffizienz typischen myokardialen Energie-Depletion fiih-
ren (Lopaschuk et al., 2021). Interessanterweise flihrt eine pharmakologische Stimulation der
Glucoseoxidation mit dem PDK-Inhibitor Dichloroacetat sowohl in Tier-Modellen als auch an
Herzinsuffizienz-Patienten zu einer Verbesserung der kardialen Effizienz und der Kontrakiilitat
(Lopaschuk et al., 2021).

Eine Stimulation der PDC-AKktivitat Gber den Insulin-AKT-Signalweg kdnnte die von uns beo-
bachtete Tendenz zu einer gesteigerten Respiration der +Ins Gruppen im state 3 und state 3u
unter Complex I-Substrat (Pyruvat, Glutamat, Malat) erklaren und spréche in Anbetracht der
Tatsache, dass diese Tendenz sowohl bei den iCM-AKT1-KOs als auch bei den iCM-AKT2-
KOs gemessen wurde, eher gegen eine isoformspezifische Regulation des PDC durch AKT.
In zukUnftigen Experimenten kénnte die Respiration unter Pyruvat als alleinigem Substrat mit
und ohne Insulinstimulation gemessen werden, um einen etwaigen Insulin-AKT-PDC-Effekt

auf intakte Mitochondrien starker hervorzuheben.

In einer weiteren und bereits unter 4.1.1 diskutierten Studie wurde gezeigt, dass Kardiomyozy-
ten unter Hypoxie eine verringerte Complex IV-Aktivitat, ein vermindertes ATP/ADP-Verhaltnis
und eine Depolarisation des mitochondrialen Membranpotentials zeigen (Song et al., 2018).
IGF1-Inkubation vor der Hypoxie wirkte diesen Effekten entgegen und Inkubation mit einem
PI3K-Inhibitor vor der Hypoxie aggravierte diese Effekte (Song et al., 2018), woraus die Auto-
ren folgern, dass AKT Complex IV aktivieren kénnte. Ob es sich hierbei jedoch um akute Ef-
fekte handelt, ist unklar, da die Inkubation mit IGF1 bzw. dem PI3K-Inhibitor eine Stunde vor
der Hypoxie begann und die Autoren nicht angeben, wie lange die Kardiomyozyten den hypo-
xischen Bedingungen ausgesetzt wurden. Ein akuter stimulatorischer Effekt des Insulin-AKT-
Signalwegs auf Complex |V kdnnte zu den in dieser Arbeit beobachteten Trends zu einer er-
héhten Respiration der +Ins Gruppen im state 3 und state 3u unter allen Substraten beitragen,
da Complex IV stromabwaérts aller eingesetzten Substrate arbeitet. Anhand von Einzelkom-
plex-Messungen kdnnte in zukinftigen Experimenten untersucht werden, ob kurzzeitige Insu-

linstimulation die Complex IV-Aktivitat in kardialen Mitochondrien steigern kann.
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4.2 Mogliche pathologische Effekte durch das Cre-loxP-System

In dieser Arbeit wurden iCM-AKT1/2-Einzel- und Doppel-KO-Mause verwendet. Der Knockout
wurde mittels des Cre-loxP-Systems generiert und durch Tamoxifen induziert. Die Rekombi-
nase Cre wurde erstmals in der Bakteriophage P1 entdeckt und fiihrt an loxP-flankierten DNA-
Sequenzen zu Rekombination (Hoess et al., 1982; Sternberg and Hamilton, 1981). Das Cre-
loxP-System wird zur gezielten Deletion von Genen in Zellen sowie Tieren genutzt (Zhang et
al., 1996). Die Cre-Expression kann unter die Kontrolle des a-MHC-Promotors gestellt werden
und erlaubt somit Kardiomyozyten-spezifisches Gen-Editing (Sohal et al., 2001). Eine zeitliche
Kontrolle der KO-Induktion kann zusétzlich durch Fusion von Cre mit der G525R-Mutante der
Hormonbindungsdomane des Ostrogenrezeptors (Mer=Mutated estrogen receptor) erzielt
werden. Als MerCreMer-Fusionsprotein verbleibt Cre gebunden an HSP-90 inaktiv im Zyto-
plasma, bis es durch die Gabe eines selektiven Ostrogen-Rezeptor-Modulators wie Tamoxifen
aktiviert wird (Asp et al., 2013). Um anhand des Cre-loxP-Systems die Auswirkung eines ge-
zielten Knockouts auf die mitochondriale Funktion zu untersuchen, sollten weder die Tamoxi-
fen-Behandlung noch die Cre-Aktivierung selbst zu einer beeintrachtigten Herzfunktion flihren.
Es gibt Hinweise darauf, dass konstitutiv aktives Cre Expressionslevel-abhangig zu einer dila-
tativen Kardiomyopathie fiihrt (Buerger et al., 2006). Auch gibt es Hinweise auf eine Beein-
trachtigung der Herzfunktion durch Tamoxifen (Asp et al., 2013). Wie gravierend die Auswir-
kungen der Aktivierung des Cre-loxP-Systems auf die Herzfunktion sind, wird im Folgenden
diskutiert.

Sohal und Kollegen generierten durch Kopplung der MerCreMer-cDNA an den kardiomy-
ozytar-spezifischen a-MHC-Promotor transgene Mause mit ausschlieBlich kardiomyozytar ex-
primierter Cre-Rekombinase. Behandlung der Mause mit Tamoxifen (20 mg/kg taglich i.p.)
Uber finf Tage fuhrte zur Aktivierung Cre-vermittelter Rekombination (Sohal et al., 2001). In
dieser Studie konnte kein pathologischer Effekt auf die kardiale Funktion durch die Tamoxifen-
induzierte Aktivierung von MerCreMer nachgewiesen werden (Sohal et al., 2001). Eine weitere
Arbeitsgruppe zeigte jedoch, dass Aktivierung von MerCreMer durch Tamoxifen-Behandlung
(40 mg/kg taglich, i.p.) Uber finf Tage zu einer transienten systolischen Dysfunktion sowie
Depletion des mitochondrialen ATP-Gehalts fihrt. Die systolische Dysfunktion normalisierte
sich unter Entstehung einer linksventrikuldren Hypertrophie. MerCreMer-negative M&use zeig-
ten nach identischer Tamoxifen-Behandlung keine systolische Dysfunktion (Hall et al., 2011).
Koitabashi und Kollegen beobachteten an a-MHC-MerCreMer-Mausen nach Tamoxifen-Be-
handlung Uber flinf Tage (80 mg/kg taglich i.p.) eine schwere Kardiomyopathie und eine Mor-
talitat von 60 %. Bei Verabreichung der gleichen Dosis oral Uber sieben Tage kam es in ge-
floxten und nicht-gefloxten a-MHC-MerCreMer-M&usen zu einer transienten dilatativen Kardi-
omyopathie, von der MerCreMer-negative Mause bei gleicher Tamoxifen-Behandlung nicht
betroffen waren (Koitabashi et al., 2009). Behandlung mit dem selektiven
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Ostrogen-Rezeptor-Modulator Raloxifen (160 mg/kg taglich p.o.) fir 21 Tage fiihrte in a-MHC-
MerCreMer-Mausen zu effizienter Rekombination ohne Auftreten einer transienten Kardiomy-
opathie, was darauf schlieBen lasst, dass die Aktivierung von MerCreMer nicht allein fir den
unter Tamoxifen beobachteten Phanotyp verantwortlich sein kann. Die Autoren beobachteten
zudem, dass Tamoxifen-Behandlung in Anwesenheit von MerCreMer zu 4-fach erhdhten
Tamoxifen-Konzentrationen im Nucleus flhrt, was erklaren kénnte, warum eine Tamoxifen-
Behandlung MerCreMer-negativer Mause keine Kardiomyopathie zur Folge hatte (Koitabashi
et al., 2009).

Die Ergebnisse von Koitabashi zeigen, dass aktives MerCreMer nicht allein verantwortlich fir
den beobachteten kardialen Phénotyp sein kann, da dieser unter Raloxifen-induzierter Aktivie-
rung von MerCreMer nicht auftrat (Koitabashi et al., 2009). Inwieweit Tamoxifen unabhangig
von MerCreMer die Herzfunktion beeintrachtigen kdnnte, wurde von einer weiteren Arbeits-
gruppe untersucht. Tamoxifen reduzierte akut die Kontraktilitét, verlangsamte die Relaxation
und senkte die Amplitude des Calcium-Anstiegs in Kardiomyozyten aus Ratten (Asp et al.,
2013). 4-OH-Tamoxifen hatte bei gleicher Konzentration ahnliche Auswirkungen auf Kontrak-
tilitdt, Relaxationszeit und Calcium-Amplitude wie Tamoxifen, obwohl 4-OH-Tamoxifen eine
deutliche hdhere Affinitat zum Ostrogen-Rezeptor (ER) aufweist als Tamoxifen (Asp et al.,
2013). Dies deutet darauf hin, dass der akute Effekt von Tamoxifen und 4-OH-Tamoxifen auf
die Kardiomyozyten nicht ER-vermittelt ist (Asp et al., 2013). In dieser Studie wurde nur der
akute Effekt der Behandlung mit SERMs auf die Funktion von Kardiomyozyten untersucht und
es erfolgte keine Untersuchung der transkriptorischen Effekte von Tamoxifen und 4-OH-
Tamoxifen auf die Expression kardialer Proteine. Dennoch werfen die Ergebnisse von Asp und
Kollegen die Frage auf, ob die unerwinschten Nebenwirkungen der MerCreMer-Aktivierung
vermieden werden kdnnten, wenn anstelle von Tamoxifen eine reduzierte Dosis des potente-
ren 4-OH-Tamoxifens zur Knockout-Induktion verwendet wiirde. Im Institut fir Herz- und Kreis-
laufphysiologie wurde die Auswirkung der MerCreMer-Aktivierung durch 4-OH-Tamoxifen auf
die Herzfunktion Uberprift (Heinen et al., 2021). a-MHC-MerCreMer-M&ause erhielten taglich
intraperitoneal 20 mg/kg 4-OH-Tamoxifen flr finf bzw. zehn Tage. Beide Protokolle flihrten zu
einer effizienten Cre-vermittelten Rekombination. Vor und nach der 4-OH-Tamoxifen-Behand-
lung wurden die Mause Uber einen Zeitraum von sechs Wochen echokardiographisch unter-
sucht. In keiner der beiden Gruppen wurde eine transiente oder permanente kardiale Dysfunk-
tion beobachtet. MRT-Untersuchungen Uber einen Zeitraum von 19 Tagen ab Beginn der Be-
handlung mit 4-OH-Tamoxifen zeigten keine Verschlechterung der Parameter EF (Ejektions-
fraktion), EDV (Enddiastolisches Volumen) und CO (Cardiac Output). 3'P-Magnetresonanz-
spektroskopie zeigte zudem keine Verdnderung des kardialen Phosphokreatin/ATP-Verhalt-
nisses wahrend und nach der 4-OH-Tamoxifen-Behandlung (Heinen et al., 2021).
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Insgesamt scheint das in dieser Arbeit verwendete Protokoll zur Knockout-Induktion mittels
durch 4-OH-Tamoxifen (20 mg/kg taglich fur finf Tage, i.p.) aktivierter Cre-Rekombinase we-
der zu gravierenden Veranderungen der Herzfunktion noch der myokardialen Bioenergetik zu
flhren, sodass die gemessenen Veranderungen in den iCM-AKT1/2-Einzel- und Doppel-KO-
Mausen wahrscheinlich auf das fehlende AKT und nicht auf unspezifische Effekte des 4-OH-

Tamoxifen-MerCreMer-Systems zurtickzuflihren sind.
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4.3 Schlussfolgerung

Der Verlust beider kardiomyozytarer AKT-lIsoformen flhrt zu einer reduzierten respiratorischen
Kapazitat der Mitochondrien und auBBerdem zu einer verringerten Effizienz der oxidativen
Phosphorylierung. Der Verlust von jeweils einer der beiden kardiomyozytaren AKT-Isoformen
fuhrt im Falle von AKT2 zu einer tendenziell verringerten respiratorischen Kapazitat, im Falle
von AKT1 jedoch nicht. Beide Einzel-KOs zeigen einen Trend zu einer verringerten Effizienz
der oxidativen Phosphorylierung. Insulinstimulation fihrt tendenziell zu einer gesteigerten re-
spiratorischen Kapazitat der Mitochondrien aus beiden Einzel-KOs und den Wildtypen. Insge-
samt zeigen die in dieser Arbeit erhobenen Daten, dass die Proteinkinase AKT eine Rolle in
der Regulation der myokardialen Bioenergetik spielt, die héchstwahrscheinlich weit Uber eine

posttranslationale Regulation von Complex V hinausgeht.
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