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Zusammenfassung 

Der ischämiebedingte Zelluntergang führt zum Funktionsverlust des infarzierten Myokards und zur 
Ausbildung einer Infarktnarbe. Um diese zu stabilisieren und die Kontraktilität der Ventrikel aufrecht 
zu erhalten, kommt es im Rahmen des kardialen remodelings auch zu Anpassungsmechanismen des 
nicht infarzierten (remote) Myokards. Ein Teil der akuten postischämischen Adaptation erfolgt durch 
Modifikation des Makroproteins Titin, welches als molekulare Feder im Sarkomer der 
Herzmuskelzellen fungiert und eine dynamische Regulation der passiven Myokardsteifigkeit vermittelt. 
In der Herzmuskulatur werden zwei verschiedene Titinisoformen exprimiert. Das exprimierte 
Verhältnis der elastischeren N2BA-Isoform zur steiferen N2B-Isoform reguliert die Titin-basierte 
Zellsteifigkeit und unterliegt Veränderungen bei kardialen Erkrankungen. Dynamischer kann die 
passive Steifigkeit durch eine Phosphorylierung der elastischen Titinregionen PEVK und N2B 
beeinflusst werden. Eine Phosphorylierung in der PEVK-Region erhöht die Steifigkeit der 
Kardiomyozyten und führt damit zu einer Spannungszunahme, während eine Phosphorylierung in der 
N2B-Region eine Spannungsabnahme bedingt. Im Mausmodell konnte nachgewiesen werden, dass die 
Titin-vermittelte passive Steifigkeit in den ersten Tagen nach einem Myokardinfarkt zunimmt und dies 
durch Zytokine wie Interleukin-6 vermittelt werden kann. Es wird vermutet, dass diese Zunahme die 
Ventrikelfunktion unterstützt, bis die strukturellen Umbauprozesse innerhalb des Myokards zur 
Ausbildung einer stabilen Infarktnarbe führen. Etwa 10 Tage nach dem Myokardinfarkt nahm die Titin-
vermittelte passive Steifigkeit wieder ab. Ein weiteres Zytokin, das nach einem Myokardinfarkt erhöhte 
Level im Herzen aufweist, ist Transforming Growth Factor beta 1 (TGF-β1). Es wird circa 72 Stunden 
nach der Ischämie sezerniert und wirkt im postischämischen Myokard antiinflammatorisch sowie 
profibrotisch. In der vorliegenden Arbeit wurden der Einfluss von TGF-β1 auf die Expression der 
Titinisoformen sowie mögliche dynamische Modifikationen durch Phosphorylierung in den elastischen 
Titinregionen untersucht und die zugrundeliegende Signalkaskade analysiert. Hierfür wurden 
Zellkulturen embryonaler Rattenkardiomyozyten am siebten Tag nach Präparation für 30 Minuten mit 
TGF-β1 stimuliert und anschließend Proteine der TGF-β-Signalkaskade mittels biochemischer 
Methoden (SDS-PAGE und Westernblot) analysiert. Dabei zeigten sich eine signifikante Aktivierung 
der Serin/Threonin Kinase AKT und der MAP-Kinase ERK 1/2, sowie eine erhöhte Phosphorylierung 
der N2B-Region an Position S4010. Ferner wurden zur Untersuchung des Isoformenverhältnisses 
embryonale Rattenkardiomyozyten ab dem 19. Gestationstag für zwei, vier, sieben und neun Tage mit 
TGF-β1 stimuliert. Hierbei konnte nachgewiesen werden, dass am siebten Tag nach Stimulation 
prozentual höhere Anteile der steiferen N2B-Bande vorlagen als in den Kontrollzellen, wobei dies durch 
eine Aktivierung des PI3K-AKT-Signalwegs vermittelt werden könnte. Zusammengefasst zeigen die 
Ergebnisse, dass TGF-β1 über eine erhöhte Phosphorylierung am Serinrest S4010 in der N2B Region 
kurzfristig zu einer Abnahme der Zellsteifigkeit führen könnte, während langfristige Stimulationen eine 
Zunahme derselben durch Steigerung der N2B-Isoform bewirken könnten. Diese Schlussfolgerung kann 
in zukünftig durchgeführten Kraftmessungen überprüft werden, wodurch auch das Ausmaß auf die 
kardiale Pumpfunktion abgeschätzt werden kann. Die postischämisch erhöhte mechanische Belastung 
des Myokards geht mit einem vermehrten Titinabbau über das Proteasom-Ubiquitin-System (UPS) 
einher. Neben dem Abbau über das UPS existiert für Titin eine weitere Degradationsmöglichkeit über 
das autophagolysosomale System, das nach einem Myokardinfarkt eine erhöhte Aktivierung aufweist. 
Vor dem Hintergrund, dass IL-6 die Autophagie induzieren kann, wurden in dieser Arbeit IL-6-
vermittelte Einflüsse auf den autophagolysosomalen Titinabbau untersucht. Hierfür wurden embryonale 
Rattenkardiomyozyten am siebten Kultivierungstag für 30 Minuten mit IL-6 stimuliert und die 
Autophagiemarker und die Ubiquitinierung des Titins mittels des SDS-PAGE- und Western Blot-
Verfahrens analysiert. Die Ergebnisse zeigten eine vermehrte Autophagieinduktion über die 
Regulatorproteine mTOR und AMPKα. Es zeigte sich jedoch kein Unterschied in der Titin-
Polyubiquitinierung am Lysinrest K63. Bezüglich des Autophagiemarkers LC3-II ergaben sich keine 
Unterschiede zu den Kontrollzellen. Interessanterweise zeigte sich jedoch eine Erhöhung von 
p62/SQSTM-1, das sowohl bei Autophagieinhibition als auch bei einer Proteasomdysfunktion 
akkumuliert. Zusammenfassend weist die vorliegende Arbeit vielfältige Einflüsse der postischämisch 
erhöhten Zytokine TGF-β1 und IL-6 auf die Modifikationen am Titinmolekül nach. Die Ergebnisse 
bieten neue Ansatzpunkte für weiterführende Studien zur Entwicklung pharmakologischer 
Interventionsstrategien zum Erhalt der Ventrikelfunktion und damit zur Verbesserung des klinischen 
Outcomes von Patienten nach einem Myokardinfarkt. 
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Summary 

Ischemic-induced cell death leads to loss of function of the infarcted myocardium and the formation of 
an infarct scar. To stabilise this and maintain ventricular contractility, adaptation mechanisms of the 
non-infarcted (remote) myocardium also occur as part of cardiac remodelling. Part of the acute post-
ischemic adaptation occurs through modification of the macroprotein titin, which acts as a molecular 
spring in the sarcomere of cardiac myocytes and mediates dynamic regulation of passive myocardial 
stiffness. Two different titin isoforms are expressed in cardiac muscle. The expressed ratio of the more 
elastic N2BA isoform to the stiffer N2B isoform regulates titin-based cell stiffness and is subject to 
changes in cardiac disease. More dynamically, passive stiffness and can be influenced by 
phosphorylation of the elastic titin regions PEVK and N2B. Phosphorylation in the PEVK region 
increases cardiomyocyte stiffness, leading to an increase in tension, while phosphorylation in the N2B 
region causes a decrease in tension. In the mouse model, titin-mediated passive stiffness has been shown 
to increase in the first days after myocardial infarction and this may be mediated by cytokines such as 
interleukin-6. This increase is thought to support ventricular function until structural remodelling 
processes within the myocardium lead to the formation of a stable infarct scar. Approximately 10 days 
after myocardial infarction, passive stiffness mediated by titin decreased again. Another cytokine that 
shows increased levels in the heart after myocardial infarction is transforming growth factor beta 1 
(TGF-β1). It is secreted about 72 hours after ischemia and has anti-inflammatory and profibrotic effects 
in the post-ischemic myocardium. In the present study, the influence of TGF-β1 on the expression of 
titin isoforms and possible dynamic modifications by phosphorylation in elastic titin regions were 
investigated and the underlying signalling cascade was analysed. For this purpose, embryonic rat 
cardiomyocyte cell cultures were stimulated with TGF-β1 for 30 minutes on the seventh day after 
preparation and subsequently proteins of the TGF-β signalling cascade were analysed by biochemical 
methods (SDS-PAGE and Western blot). This revealed significant activation of the serine/threonine 
kinase AKT and the MAP kinase ERK 1/2, as well as increased phosphorylation of the N2B region at 
position S4010. Furthermore, to investigate the isoform ratio, embryonic rat cardiomyocytes were 
stimulated with TGF-β1 for two, four, seven and nine days from gestational day 19. Here, it was shown 
that on the seventh day after stimulation, higher percentages of the stiffer N2B band were present than 
in control cells, and this may be mediated by activation of the PI3K-AKT pathway. Taken together, the 
results indicate that TGF-β1 could lead to a decrease in cell stiffness in the short term by increasing 
phosphorylation of the serine residue S4010 in the N2B region, while long-term stimulations could 
cause an increase in the same by increasing the N2B isoform. This conclusion can be verified in future 
strength measurements, which will also allow for estimation of the magnitude on cardiac pump function. 
Increased post-ischemic mechanical stress on the myocardium is accompanied by increased degradation 
of titin through the proteasome ubiquitin system (UPS). In addition to degradation through UPS, there 
is another pathway for degradation of titin through the autophagolysosomal system, which exhibits 
increased activation after myocardial infarction. Given that IL-6 can induce autophagy, in this work IL-
6-mediated influences on autophagolysosomal titin degradation were investigated. To do this, 
embryonic rat cardiomyocytes were stimulated with IL-6 for 30 minutes on the seventh day of 
cultivation and autophagy markers and titin ubiquitination were analysed by SDS-PAGE and Western 
blot methods. The results showed increased autophagy induction through the regulatory proteins mTOR 
and AMPKα. However, there was no difference in titin polyubiquitination in the K63 lysine residue. 
Regarding the autophagy marker LC3-II, there were no differences compared to control cells. 
Interestingly, however, there was an increase in p62/SQSTM-1, which accumulates in response to both 
autophagy inhibition and proteasome dysfunction. In summary, the present work demonstrates multiple 
influences of post-ischemically elevated cytokines TGF-β1 and IL-6 on the modifications in the titin 
molecule. The results provide new starting points for further studies to develop pharmacological 
intervention strategies to preserve ventricular function and thus improve the clinical outcome of patients 
after myocardial infarction. 
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1 Einleitung 

1.1 Der Myokardinfarkt 

1.1.1 Epidemiologie und Ätiologie 

Weltweit stellen Herz-Kreislauf-Erkrankungen seit 20 Jahren die häufigste 
Todesursache dar. Zudem ist die absolute Zahl an Menschen, die an einer Herz-
Kreislauf-Erkrankung versterben, 2019 auf neun Millionen Menschen gestiegen 
(Weltgesundheitsorganisation, 2020). In Deutschland verzeichnet dabei der 
Myokardinfarkt mit 13,3 % die zweithäufigsten Sterbefälle nach der chronisch 
ischämischen Herzkrankheit (Bundesamtstatistik, 2021). 

Den meisten Myokardinfarkten liegt die koronare Herzkrankheit (KHK) und damit eine 
arteriosklerotisch-bedingte Gefäßverengung der Koronararterien zugrunde. Innerhalb 
der Gefäßwände bilden sich dabei entzündliche lipid- und cholesterinhaltige 
Auflagerungen, sogenannte Plaque (Davies et al., 1976). Bei fortschreitender 
Erkrankung kann es entweder durch die Plaque direkt oder durch deren Ruptur mit 
konsekutiver Aktivierung der intravasalen Gerinnung und Thrombusbildung zu einer 
Koronarokklusion kommen (Ross, 1993) (Abb. 1). Der Gefäßverschluss resultiert in der 
Myokardischämie, also der Sauerstoffunterversorgung des Herzmuskels im Bereich 
des jeweiligen Versorgungsgebiets. Wird die Durchblutung nicht unmittelbar 
wiederhergestellt, kommt es zum Myokardinfarkt, der gekennzeichnet ist durch eine 
Zellschädigung verbunden mit anschließendem Zelltod und Pumpversagen des 
Herzens (Thygesen et al., 2018). Das Ausmaß des Infarkts ist abhängig von der Dauer 
der Minderdurchblutung, bereits ab einer Sauerstoffminderversorgung von 20 
Minuten werden anhaltende Zellschäden beobachtet (Takashi und Ashraf, 2000). 

Innerhalb der frühen Phase des Herzinfarkts ist die Mortalitätsrate am größten, 
weshalb eine möglichst schnelle Reperfusion des unterversorgten Gebiets die 
Überlebenswahrscheinlichkeit der Patienten deutlich erhöht (Brodie et al., 1998). 
Dennoch können sowohl die durch Zelltod verursachte Narbenbildung als auch die 
durch die Reperfusion selbst entstandenen Schäden zur Dysfunktionalität des 
Herzmuskels führen, die in Langzeitkomplikationen wie Arrhythmien, lokalen Rupturen 
und Herzinsuffizienz resultieren können (Jenca et al., 2021; Frampton et al., 2023). 
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Die Erhöhung der Überlebenschancen von Patienten und die Vermeidung 
infarktbedingter Komplikationen erfordert ein tieferes Verständnis der 
pathophysiologischen Vorgänge im Herzen während und nach einem Myokardinfarkt, 
um neue Diagnostik- und Therapieansätze entwickeln zu können. 

 

Abb. 1: Ätiologie des Myokardinfarkts 
Exemplarische Darstellung des Myokardinfarkts im Stromgebiet des Ramus interventricularis anterior 
eines humanen Herzens. Atherosklerotische Umbauprozesse führen zu Einlagerungen lipidreicher 
Plaque im Bereich der Tunica intima des Koronargefäßes. Diese können bei Größenprogredienz zu 
einer höhergradigen Limitierung des Blutflusses führen. Ebenso kann eine akute Ruptur einer Plaque 
eine totale Okklusion in weiter distal gelegenen Stromgebieten bedingen. Beide Prozesse resultieren 
in einer Minderperfusion und somit in einer Sauerstoffunterversorgung des Herzmuskelgewebes. 
Created with biorender.com. 
 

1.1.2 Pathophysiologische Vorgänge im Infarktgebiet 
Der ischämiebedingte Zelluntergang nach einem Myokardinfarkt führt zu intensiven 
Prozessen auf molekularer und zellulärer Ebene. Sie dienen als essenzielle 
Reparaturmechanismen, begünstigen jedoch auch das Entstehen einer 
Herzinsuffizienz (Frangogiannis, 2014). Die Prozesse laufen in drei verschiedenen 
Phasen ab (Abb. 2). Initial kommt es zur Inflammationsphase, die hauptsächlich 
gekennzeichnet ist durch eine zytokinvermittelte Invasion von Entzündungszellen in 
das betroffene Gebiet. Anschließend folgt die Reparations- und Proliferationsphase, 
in der eine Fibroblasten-basierte Narbenbildung erfolgt, ehe diese in der 
abschließenden Reifungsphase gefestigt wird (Prabhu und Frangogiannis, 2016). Im 
Folgenden werden die einzelnen Phasen genauer beschrieben. 

  

Ramus interventricularis anterior

Plaque

Tunica intima

Tunica media

Tunica adventitia
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Abb. 2: Chronologie der pathophysiologischen Vorgänge des Myokardinfarkts 
Darstellung der Phasen des pathophysiologischen Umbauprozesses nach einem Myokardinfarkt: 
Inflammations-, Reparations- und Reifungsphase. Abkürzungen: CXCL12 = CXC-Motiv-Chemokin 12, 
CCL2 = CC-Chemokinligand 2, IL = Interleukin, TNF-α = tumor necrosis factor-α, TGF-β1 = 
transforming growth factor-β1, VEGF = vascular endothelial growth factor, PDGF = platelet derived 
growth factor, IFN-ɣ = Interferon-ɣ. Die Abbildung ist an Nah et al. angelehnt (Nah und Rhee, 2009). 
Created with biorender.com. 
 

Die Entzündungsphase 

Innerhalb der ersten drei bis vier Tage nach dem Infarkt kommt es zu einer 
ausgeprägten Inflammation im infarzierten Gebiet. Der Zelltod der Kardiomyozyten 
führt zu einer Ausschüttung von Entzündungsmediatoren in das Blut und in das 
umliegende Gewebe, die dem angeborenen Immunsystem einen Zellschaden 
signalisieren, sogenannte danger-associated molecular patterns (DAMPs) (Ghigo et 
al., 2014). Zusätzlich zu aktiv sezernierten DAMPs werden auch durch die Nekrose 
der Kardiomyozyten intrazelluläre DAMPs wie heat shock proteins (HSP) oder 
Adenosintriphosphat (ATP) freigesetzt (Arslan et al., 2011). Zusammen induzieren sie 
unter anderem die Bildung von Adhäsionsmolekülen für Leukozyten auf den 
Endothelzellen der das Myokard versorgenden Kapillaren und auch die Hypoxie selbst 
führt zu einer erhöhten Membranpermeabilität. Daraufhin kommt es zur Extravasation 
von Leukozyten, insbesondere von neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten, in 
das Infarktgebiet (Kolaczkowska und Kubes, 2013; Yan et al., 2013). Zusätzlich 
aktivieren die DAMPs innerhalb der Immunzellen die Bildung und Freisetzung weiterer 
proinflammatorischer Mediatoren, wie Zytokine (exemplarisch tumor necrosis factor-
α (TNF-α), Interleukin-1β (IL-1β), Interleukin-6 (IL-6)), Chemokine und 
Komplementfaktoren (Newton und Dixit, 2012). Diese wiederum führen zur erneuten 
Rekrutierung von Immunzellen, weshalb die Entzündungsreaktion einen sich selbst 
verstärkenden Prozess darstellt. Durch die eingewanderten Immunzellen sowie durch 
gewebsständige Makrophagen und Mastzellen kommt es über Proteasen, Oxidasen 
und Phagozytose zum Abbau der geschädigten Zellen des infarzierten Gewebes, um 
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damit die Wundheilung zu fördern (Heidt et al., 2014; Prabhu und Frangogiannis, 
2016).  

Die Reparations- und Proliferationsphase 

Im Rahmen des Heilungsprozesses muss zunächst die initiale Entzündungsreaktion 
inhibiert werden. Da die neutrophilen Granulozyten in dem sauren Milieu des 
entzündeten Gewebes nur eine kurze Lebensdauer haben, führt auch ihre Apoptose 
und Nekrose zur Freisetzung von Mediatoren, die antiinflammatorisch wirken. Diese 
umfassen zum Beispiel Lipoxine und Resolvine, die eine weitere Leukozytenmigration 
verhindern oder Phosphatidylserine, die zu einer Phagozytose durch Makrophagen 
führen (Mantovani et al., 2011). Den Makrophagen und Monozyten kommt in der 
Reparationsphase eine wichtige Rolle zu. Zu betonen ist, dass diese Zellen eine 
heterogene Gruppe darstellen, die unterschiedliche Phänotypen mit verschiedenen 
Funktionen besitzen. So wirkt ein Phänotyp in der Inflammationsphase zur 
Beseitigung des Zelldetritus proteolytisch, während gleichzeitig eine andere 
Population an Makrophagen reparierende Funktionen besitzt (Nahrendorf et al., 2007). 
Dieser reparierende Phänotyp sezerniert beispielsweise vascular endothelial growth 
factor (VEGF), was zur Neovaskularisation beiträgt und zukünftig die Nährstoff- und 
Sauerstoffversorgung des Infarktgebiets gewährleistet (Frangogiannis, 2012). Zudem 
kommt es zur Ausschüttung von für die Reparatur bedeutsamen 
antiinflammatorischen und profibrotischen Zytokinen wie Interleukin-10 (IL10) und 
transforming growth factor-β1 (TGF-β1) (Dobaczewski et al., 2011; Frangogiannis et 
al., 2000). Die TGF-β1-Sekretion führt zur Differenzierung von Fibroblasten zu 
Myofibroblasten, die für die Neubildung der extrazellulären Matrix durch eine 
vermehrte Kollagensynthese verantwortlich sind (Dobaczewski et al., 2006). Sie 
produzieren dabei zunächst eine provisorische Matrix aus Fibrin und Fibronektin und 
matrizellulären Proteinen wie Periostin oder Ostepontin, deren Aufgabe die Regulation 
der Reparaturprozesse darstellt (Frangogiannis et al., 2005). Ferner werden kontraktile 
Proteine wie α-smooth muscle actin (α-SMA) synthetisiert, die zusammen mit 
Kollagen zur Bildung der Infarktnarbe und damit der mechanischen Integrität des 
Herzens beitragen (Santiago et al., 2010). 

Die Reifungsphase  

Etwa 7-21 Tage nach dem Auftreten des Myokardinfarkts folgt die abschließende 
Ausreifungsphase der Infarktnarbe. Nachdem die oben genannten Prozesse 
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abgeschlossen sind, wird die Sekretion der profibrotischen Zytokine und 
Wachstumsfaktoren gestoppt und es kommt, durch bisher noch unvollständig 
geklärte Signalwege, zur Apoptose der nicht mehr benötigten Reparaturzellen (Prabhu 
und Frangogiannis, 2016). Anschließend wird das Kollagengerüst der gebildeten 
extrazellulären Matrix durch Lysyloxidasen (LOX) weiter quervernetzt, sodass 
schließlich eine zug- und reißfeste, stabilisierende Narbe im Infarktgebiet entsteht 
(Talman und Ruskoaho, 2016).  
 

1.1.3 Pathomechanismen im nicht-ischämischen Myokard 
Das Myokard, welches nicht von der Ischämie betroffen ist, wird auch als remote 
Myokard bezeichnet (Kramer et al., 1993). Es existiert zudem eine Randzone, in der 
Zellen des nicht-ischämischen Gewebes Kontakt zum Ischämiegebiet aufweisen und 
dadurch ebenfalls den Stoffwechselprozessen dieses Gebiets unterliegen (French 
und Kramer, 2007). Auch wenn das remote Myokard morphologisch zunächst nicht 
vom restlichen Myokard zu unterscheiden ist, wird es durch das Ischämiegebiet mit 
beeinflusst. Dies liegt vor allem daran, dass die im ischämischen Gewebe sekretierten 
Stoffwechselmetabolite oder Entzündungsmediatoren ins Blut übergehen, somit auch 
das remote Myokard erreichen und dort ebenfalls Stoffwechselprozesse aktivieren 
(Kalogeris et al., 2016). Ferner kommt es, initial durch die Sauerstoffunterversorgung 
und später auch durch die Narbenbildung, zu einem Verlust der Kontraktilitätsfunktion 
der Kardiomyozyten im ischämischen Gewebe. Dieser Funktionsverlust bedingt eine 
Veränderung der mechanischen Eigenschaften des Herzens, insbesondere des linken 
Ventrikels, die durch Anpassungsmechanismen ausgeglichen werden müssen 
(French und Kramer, 2007). Dieser Prozess wird kardiales remodeling genannt (Cohn 
et al., 2000). Er führt dazu, dass das Herz zunächst eine ausreichende Pumpfunktion 
aufrechterhalten kann. Bleibt das Myokard jedoch den Entzündungsmediatoren für 
längere Zeit ausgesetzt, kommt es zu maladaptiven Vorgängen mit massiver 
Einschränkung der Herzdynamik und konsekutiver Herzinsuffizienz (Lorell und 
Carabello, 2000). Die zentralen pathophysiologischen Prozesse werden im Folgenden 
kurz erläutert. 

Im ischämischen Bereich kommt es unmittelbar nach der Infarzierung durch den 
Untergang der Zellen zu einer direkt eingeschränkten Pumpfunktion. Dies führt zu 
einem Stau des Blutes in den linken Ventrikel und damit zu einer enddiastolischen 
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Volumenbelastung. Durch die vermehrte Nachlast erhöht sich über den Frank-
Starling-Mechanismus die Druck-Volumenarbeit des Herzens, was nur unter 
erhöhtem Sauerstoffverbrauch zu bewältigen ist. Gemäß dem Laplace-Gesetz erhöht 
sich zudem die Wandspannung und damit der Druck im Ventrikel, was zu einer 
zusätzlichen Dehnung der Herzwand führt (Heusch et al., 2014). Der Versuch der 
Aufrechterhaltung der Schlagkraft führt langfristig zu einer Hypertrophie der 
Kardiomyozyten und zu vermehrter reaktiver Fibrosierung des Myokards, wodurch 
das Herz steifer wird (Talman und Ruskoaho, 2016). Diese Prozesse werden zudem 
durch sympathoadrenerge Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems 
(RAAS) gefördert (Patel und Mehta, 2012). Dabei kommt es durch Vasokonstriktion in 
Verbindung mit einer Salz- und Flüssigkeitsretention zu einer Erhöhung der Vor- und 
der Nachlast (Kaye et al., 1995). All diese Veränderungen sind zunächst funktional, 
bleibt die Druck-Volumenbelastung jedoch chronisch bestehen, führt sie zu einer 
Erhöhung der Ventrikelmasse und letztlich zur Ventrikeldilatation (Kramer et al., 1998). 
Es kommt zur Dekompensation der Anpassungsmechanismen mit daraus folgender 
systolischer und diastolischer Dysfunktion und schließlich zur Herzinsuffizienz 
(McMurray et al., 2012). 

Diese Anpassungsmechanismen treten langfristig auf, also Tage bis Wochen nach 
einem Infarktereignis (Tsuda et al., 2003). Auf Zellebene ereignen sich jedoch bereits 
in den ersten Stunden nach der Infarzierung zahlreiche Kompensationsmechanismen. 
Hierbei spielt auch das remodeling auf Sarkomerebene eine Rolle und dabei 
insbesondere das für dessen Elastizität verantwortliche Makroprotein Titin, um das es 
in der folgenden Arbeit geht. Dabei ist Titin in der Lage, unmittelbar postischämisch 
die passive Steifigkeit der Sarkomere und damit des Herzmuskels zu erhöhen (Kötter 
et al., 2016). Dadurch kann adaptiv die linksventrikuläre Auswurfleistung 
aufrechterhalten werden, um auch kurzfristig den Funktionsausfall der von der 
Ischämie betroffenen Kardiomyozyten auszugleichen. 
 

1.2 Zytokinsekretion nach Myokardinfarkt 
Innerhalb der postischämischen Vorgänge kommt es phasenabhängig zur Sekretion 
vielzähliger, unterschiedlicher Zytokine. In dieser Arbeit liegt der Fokus auf den 
Effekten von transforming growth factor-β1 (TGF-β1) und Interleukin-6 (IL-6), die 
daher im Folgenden kurz eingeführt werden sollen.  
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1.2.1 Interleukin-6 
Interleukin-6 (IL-6) ist ein multifunktionales Zytokin, das durch Regulation der 
Genexpression eine bedeutende Rolle in der Zelldifferenzierung sowie im 
Zellüberleben spielt (Rincon, 2012). Es wird in der Inflammationsphase nach 
Myokardinfarkt ausgeschüttet und reguliert durch Aktivierung der angeborenen 
Immunantwort die Entzündungsreaktion und steigert die Produktion von Akut-Phase-
Proteinen in den Hepatozyten (Streetz et al., 2001; Jones, 2005). IL-6 bindet an einen 
Rezeptorkomplex, der eine α-Bindungsdomäne aufweist und an den ein Homodimer 
des signaltransduzierenden Glykoproteins 130 (gp130) assoziiert ist (Kishimoto et al., 
1995). Der membranständige IL-6-Rezeptor wird vor allem auf Zellen des 
angeborenen Immunsystems, insbesondere auf den neutrophilen Granulozyten und 
Monozyten, exprimiert. Auch Kardiomyozyten besitzen einen membranständigen IL-
6-Rezeptor (Miyao et al., 1993). Zusätzlich existiert ein löslicher, zirkulierender IL-6-
Rezeptor, der durch alternatives Spleißen der Rezeptor-mRNA oder durch Proteolyse 
des membrangebundenen Rezeptors entsteht (Lust et al., 1992; Matthews et al., 
2003). Durch das ubiquitäre Vorkommen von gp130 auf nahezu allen Zelloberflächen 
kann der lösliche Rezeptor nach Bindung von IL-6 mit gp130 interagieren und so auch 
weitere Zellarten stimulieren (Rose-John et al., 2006).  

Intrazellulär existieren hauptsächlich drei verschiedene IL6-vermittelte 
Signalkaskaden. Über die Rezeptor-assoziierten Komponenten der Januskinasen 
(JAK) und die signal transducers and activators of transcription (STAT) wird der JAK-
STAT-Signalweg aktiviert. Bindet IL-6 an die α-Bindungsdomäne des 
Rezeptorkomplexes, so folgt eine Rekrutierung und Dimerisierung der assoziierten 
gp130-Moleküle. Hierdurch kommt es zu einer räumlichen Annäherung zweier 
Rezeptor-gekoppelter Januskinasen und deren Aktivierung durch 
Autophosphorylierung (Imada und Leonard, 2000). Die Januskinasen phosphorylieren 
anschließend weitere zytoplasmatisch gelegene Tyrosinreste, wodurch 
Bindungsstellen für STAT-Moleküle frei werden, die durch die Januskinasen ebenfalls 
phosphoryliert werden (Gerhartz et al., 1996; Shuai et al., 1993). Diese dimerisieren, 
translozieren in den Zellkern und beeinflussen die Transkriptionsaktivität der Zelle 
(Yuan et al., 1994). 
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Ein weiterer Signalweg beinhaltet die Phosphorylierung über mitogen activated 
protein kinases (MAPK) und Klasse-III-Phosphatidylinositol-3-Phosphat-Kinasen 
(PI3K). Nach Aktivierung des IL-6-Rezeptors bindet die Tyrosinphosphatase SHP2 
(Src homology region 2 domain-containing phosphatase-2) an phosphorylierte 
Tyrosinreste des gp130-Rezeptors (Stahl et al., 1995). Durch die Januskinase wird 
SHP2 anschließend phosphoryliert und es kommt zur Rekrutierung des Grb2/SOS-
Komplexes (Growth factor receptor-bound protein 2)/(son of seven- less) (Schaper et 
al., 1998). Dieser führt zu einem Austausch von GDP zu GTP im Ras-Protein, welches 
anschließend die Serin-Threonin-Kinase Raf aktiviert. Diese phosphoryliert MAPK-
Kinasen (MAPKK), wie beispielsweise extracellular signal-related kinase-1/2 (ERK1/2), 
die die Aktivität von Transkriptionsfaktoren beeinflussen (Johnson und Lapadat, 
2002). SHP2 und das aktivierte Ras-Protein können aber auch direkt die 
Phosphatidylinositol-3-Phosphat-Kinase aktivieren, wodurch es zur Bindung und 
Aktivierung der Serin-Threonin-Kinase AKT durch Phosphatidylinositol-3,4,5-
Trisphosphat kommt (Rodriguez-Viciana et al., 1994; Zhang et al., 2002). AKT 
phosphoryliert mTOR (mammalian target of rapamycin), wodurch schließlich 
Schlüsselproteine der Genexpression reguliert werden (Dibble und Cantley, 2015). Die 
Beeinflussung von mTOR scheint allerdings kontextabhängig zu sein. Neben einer 
möglichen Aktivierung existiert unter IL-6-Einfluss auch eine AMPK-vermittelte 
mTOR-Inhibierung (White et al., 2013). 
 

1.2.2 Transforming Growth Factor-β 

Auch TGF-β ist ein pleiotropes und ubiquitär vorkommendes Zytokin, von dem in 
Säugetieren drei verschiedene Isoformen (TGF-β1-3) existieren (Schiller et al., 2004). 
Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Experimente wurden unter Stimulation 
mit der TGF-β1-Isoform durchgeführt, das im Folgenden vereinfacht als „TGF-β“ 
bezeichnet wird. Je nach Zellart und Signalweg weist TGF-β stimulierende oder 
inhibierende Effekte auf und reguliert unter anderem die embryonale Entwicklung 
(Thompson et al., 1989), die Immunantwort bei Inflammation (Celada und Maki, 1992) 
und hat Einfluss auf das Wachstum und die Differenzierung einer Zelle (Piek et al., 
1999). 

Zirkulierendes TGF-β liegt zunächst in einer inaktiven Form vor und wird durch 
Proteasen wie Plasmin oder Matrixmetalloproteasen, zusätzlich aber auch durch ein 
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saures Milieu oder reaktive Sauerstoffspezies, aktiviert und kann so an seine 
Rezeptoren binden (Annes et al., 2003). Dabei existieren zwei Serin-Threonin-
Rezeptortypen, die ohne Ligandenbindung als Homodimere in der Zellmembran 
vorliegen. Sobald TGF-β an den Typ-II-Rezeptor bindet, bilden beide Rezeptortypen 
einen Komplex und es kommt zur Transphosphorylierung der zytoplasmatischen 
Domäne des Typ-I-Rezeptors (Derynck und Zhang, 2003). Intrazellulär werden 
verschiedene Signalwege aktiviert, wobei ein Teil der Signalkaskaden über SMAD-
Proteine (small homologue of mothers against decapentaplegic) transduziert wird (Shi 
und Massague, 2003). Daneben existieren SMAD-unabhängige Signalwege, auf die 
sich diese Arbeit fokussiert. Hierbei werden intrazelluläre Signale über den PI3K-AKT-
Signalweg, den Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg oder über c-Jun-N-terminale Kinasen 
(JNK) vermittelt (Derynck und Zhang, 2003; Zhang, 2009). Weitere Signalwege 
existieren über Aktivierung von GTPasen wie Rho A oder des p38 MAPK-Signalwegs  
(Derynck und Zhang, 2003; Yu et al., 2002). 

Bei ischämiebedingten Gewebeschädigungen und deren Reparatur im Rahmen von 
Myokardinfarkten nimmt TGF-β eine besondere Rolle ein. Mehrere Experimente 
belegen die Vermutung, dass TGF-β den Übergang von der Inflammationsphase zur 
Reparations- und Proliferationsphase darstellt (Okada et al., 2005; Ikeuchi et al., 
2004). Hierbei unterdrückt TGF-β die weitere Ausschüttung inflammatorischer 
Zytokine durch Inaktivierung reifer Makrophagen, während es gleichzeitig die 
Myofibroblastendifferenzierung beeinflusst und ihre Aktivität fördert (Kitamura, 1997; 
Desmouliere et al., 1993; Werner et al., 2000). Dadurch wird die Synthese der 
extrazellulären Matrixproteine gesteigert und es kommt zu interstitieller Fibrosierung 
mit Hypertrophie der Kardiomyozyten, was entscheidende Konsequenzen für das 
kardiale remodeling beinhaltet (Rosenkranz et al., 2002). Der Einfluss SMAD-
unabhängiger Signalwege auf das kardiale remodeling sind bisher kaum bekannt 
(Dobaczewski et al., 2011) und werden in dieser Arbeit untersucht. 
 

1.3 Das Sarkomerprotein Titin 

1.3.1 Aufbau eines Sarkomers 

Der Herzmuskel besteht aus quergestreifter Muskulatur. Namensgebend hierfür ist 
das im Polarisationsmikroskop darstellbare, charakteristische 
Lichtbrechungsverhalten der Sarkomere. Das Sarkomer stellt die kleinste funktionelle 
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Organisationseinheit der Muskelfibrillen dar, die zusammen eine Muskelfaser bilden. 
Ein Sarkomer ist hauptsächlich aus drei Proteinfilamenten aufgebaut, dem 
sogenannten „dünnen“ Aktinfilament, dem „dicken“ Myosinfilament, sowie aus dem 
elastischen Titinfilament. Im Sarkomer liegen die Myosin- und Aktinfilamente 
überlappend angeordnet vor und führen durch ein Ineinandergleiten zur Verkürzung 
des Sarkomers und somit zur Kontraktion der Herzmuskelzelle. Dieser Vorgang wird 
als Gleitfilamenttheorie bezeichnet (Huxley und Hanson, 1954). Die biochemische 
Grundlage dieser Theorie stellt der Querbrückenzyklus dar. Hierbei wird, unter dem 
Einfluss von Calcium und Adenosintriphosphat, die chemische Konfiguration der 
Myosinköpfchen verändert, sodass sie an Aktin binden und durch Kippung der 
Köpfchen ein Ineinandergleiten von Aktin und Myosin gegeneinander erfolgt (Huxley 
und Hanson, 1959; Lymn und Taylor, 1971). 

Das Sarkomer ist schematisch aus verschiedenen Abschnitten aufgebaut (Abb. 3). Zu 
den Seiten wird es durch jeweils eine Z-Scheibe begrenzt, an der Aktin- und 
Titinfilamente fixiert sind. Die entgegengesetzt verlaufenden Myosinfilamente sind 
mittig des Sarkomers miteinander verbunden und bilden dort die M-Linie. Im 
Lichtmikroskop erscheint der Bereich, in dem sich die Myosinfilamente befinden, 
dunkel und wird daher als anisotropes Band (A-Band) bezeichnet. Die Bereiche um 
die Z-Scheibe erscheinen mikroskopisch heller und werden als isotropes Band (I-
Band) beschrieben (Agarkova und Perriard, 2005). Die elastischen Titinfilamente sind 
mit dem NH2-Terminus in der Z-Scheibe verankert und durchspannen ein halbes 
Sarkomer bis zur M-Linie, wo sie mit ihrem COOH-Terminus fixiert sind (Fürst et al., 
1988). Im A-Band ist Titin mit den dicken Myosinfilamenten verbunden (Maruyama et 
al., 1985; Wang et al., 1979). Durch diese enge Interaktion zentriert Titin das Myosin 
während des Kontraktions-Relaxationszyklus an seinem Platz im Sarkomer und hat 
überdies durch seine elastischen Eigenschaften einen bedeutenden Einfluss auf die 
Sarkomerlänge und somit auf die aktive Kontraktionsfähigkeit des Muskels (Agarkova 
und Perriard, 2005; Horowits et al., 1989). Als strukturgebendes Protein stellt es damit 
eine wichtige Voraussetzung für den Frank-Starling-Mechanismus dar (Horowits et 
al., 1989; Linke und Krüger, 2010).   
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Abb. 3: Schematischer Aufbau eines Sarkomers 
In der gezeigten Abbildung sind die Banden des Sarkomers mit den dazugehörigen Filamenten (Titin, 
Aktin, Myosin) dargestellt. Seitlich sind Aktin- und Titinfilamente in der Z-Scheibe verankert. Mittig 
laufen die Myosinfilamente zusammen und bilden die M-Linie, an der auch Titin fixiert ist. Durch ein 
Ineinandergleiten der Filamente erfolgt die Verkürzung des Sarkomers. Created with biorender.com. 
 

1.3.2 Titin: Molekularer Aufbau und Funktion 
Titin ist mit einer Größe von bis zu 4,2MDa das größte bisher bekannte monomere 
Protein im menschlichen Organismus (Bang et al., 2001). In Bezug auf kardiale 
Erkrankungen, wie der dilatativen Kardiomyopathie, wird Titin eine große Bedeutung 
zugeschrieben. So können nicht nur Mutationen im Titingen, sondern auch 
maladaptive Isoformenveränderungen und posttranslationale Modifikationen zu 
Störungen der ventrikulären Funktion führen (LeWinter und Granzier, 2014).  

Das Titinmolekül besteht aus einer variablen Anzahl an immunglobulinähnlichen 
Domänen (Ig-Domänen), Fibronectin-Typ-III-Domänen und bestimmten unique 
sequences (us) (Improta et al., 1996). An diesen Stellen können bestimmte 
regulatorische Modifikationen stattfinden, sodass sich Titin in seiner Beschaffenheit 
verändern und damit die myokardiale Elastizität beeinflussen kann (Makarenko et al., 
2004; Prado et al., 2005). 

Titin wird durch ein einziges Gen (TTN) codiert, welches 363 Exons umfasst. Durch 
alternatives Spleißen, insbesondere in der I-Banden-Region, entstehen in 
Kardiomyozyten zwei dominierende Titinisoformen (Abb. 4). Die N2B-Isoform 
(3,0MDa) ist kürzer und von ihren physikalischen Eigenschaften her steifer als die 
längere und elastischere N2BA-Isoform (3,3MDa) (Bang et al., 2001; Freiburg et al., 
2000). Eine besondere Bedeutung kommt der Unterscheidung im Aufbau im Bereich 
der I-Banden zu: dort besteht die N2B-Isoform aus einer proximalen und distalen Ig-
Domäne, einer herzspezifischen N2B-Domäne mit einer unique sequence (N2Bus) 
und einer PEVK-Region. Namensgebend für die PEVK-Region ist das vermehrte 

I-Band I-BandA-Band

Titinfilament Aktinfilament Myosinfilament

Z-Scheibe Z-ScheibeM-Linie
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Vorkommen von Prolin (P), Glutamat (E), Valin (V) und Lysin (K) in diesem Bereich 
(Labeit und Kolmerer, 1995). Die N2BA-Isoform besitzt zusätzlich noch eine N2A-
Domäne, eine weitere mediale Ig-Domäne sowie eine verlängerte PEVK-Region im 
Vergleich zur N2B-Isoform. Dadurch kommt die oben erwähnte Unterscheidung in der 
Länge und damit der Elastizität der Isoformen zustande (Bang et al., 2001; Greaser et 
al., 2002; Linke et al., 1996).  

Titin beeinflusst durch seine elastische Variabilität im I-Banden-Bereich maßgeblich 
die passive Steifigkeit der Kardiomyozyten. Seine Funktion im Sarkomer wird daher 
auch als „molekulare Feder“ bezeichnet (Linke et al., 1996; Linke et al., 1999). Bei 
mechanischer Dehnung des Herzmuskels während der Diastole wird der I-Banden-
Teil gedehnt. Dabei werden zunächst die als „random coil“ vorliegenden short linkers 
der Ig-Domänen entfaltet, während bei fortschreitender Dehnung auch die PEVK- 
sowie die N2B-Region elastisch gestreckt werden (Linke et al., 1996; Linke et al., 
1999; Trombitas et al., 1998). Diese Regionen haben eine Tendenz zur Rückfaltung 
und verleihen Titin damit Eigenschaften, die einer physikalischen Federfunktion 
ähnlich sind. Hierdurch entstehen die elastischen Rückstellkräfte, die direkt die 
myokardiale passive Steifigkeit beeinflussen. Bis zu einer Dehnung des Sarkomers 
auf physiologische Längen von circa 2,2µm wird die passive Steifigkeit der Myozyten 
vornehmlich durch Titin vermittelt, ab einer Sarkomerextension über 2,4µm hinaus 
hängt die passive Steifigkeit hauptsächlich von extrazellulären Strukturen wie 
Kollagen ab (Granzier und Irving, 1995; LeWinter et al., 2007; Linke et al., 1994).  
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Abb. 4: Schematischer Aufbau der kardialen Titinisoformen N2B und N2BA im Sarkomer 
In der gezeigten Abbildung sind die Titinisoformen N2B und N2BA im Bereich der I-Bande des 
Sarkomers dargestellt. Die N2B-Isoform besteht aus Ig-Domänen, einer N2B-Domäne mit einer unique 
sequence (N2Bus) und einer PEVK-Region. Die N2BA-Isoform ist länger und besitzt eine zusätzliche 
Ig-Domäne, eine verlängerte PEVK-Region und eine N2A-Region. Die unterschiedlichen Längen der 
Isoformen bestimmen die physikalischen Eigenschaften. Abkürzungen: PEVK = vermehrtes 
Vorkommen der Aminosäuren Prolin (P), Glutamat (E), Valin (V) und Lysin (K); IG = 
Immunglobulindömäne; us = unique sequence. Die Abbildung ist an Linke et al. angelehnt (Linke und 
Hamdani, 2014). Created with biorender.com. 
 

1.3.3 Modulation der Titin-vermittelten passiven Steifigkeit 

Die Titin-vermittelte passive Steifigkeit des Muskels kann über verschiedene 
Mechanismen dynamisch reguliert werden. 

1.3.3.1 Das Verhältnis der kardialen Titinisoformen 
Aufgrund der unterschiedlichen Elastizität der koexprimierten Isoformen hat deren 
relativer Anteil an der gesamten Titinkomposition einen starken Einfluss auf die 
myokardiale passive Steifigkeit. Während der perinatalen Entwicklung des Herzens 
ändert sich die Titin-Isoformenkomposition von einer elastischeren hin zu einer 
steiferen Titinzusammensetzung. So lässt sich pränatal eine lange und sehr dehnbare 
fetale N2BA Isoform nachweisen (3,7MDa), die im Verlauf der ersten Lebenstage 
durch eine kürzere und damit steifere N2BA Variante (circa 3,2MDa), sowie eine N2B 
Isoform (3MDa) ersetzt wird (Opitz et al., 2004; Lahmers et al., 2004; Warren et al., 
2004). Zwischen verschiedenen Spezies existiert ebenfalls ein Unterschied im 
Isoformenverhältnis. Adulte Ratten haben einen N2BA-Anteil von 5-20%, während 
gesunde, ausgewachsene Menschen einen deutlich größeren N2BA-Anteil von 40% 
aufweisen (Cazorla et al., 2000; Neagoe et al., 2003; Kötter et al., 2013). Durch den 
erhöhten Anteil der elastischeren N2BA-Isoform besitzen Menschen somit im 

N2B-Isoform

N2BA-Isoform
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Vergleich zu Nagetieren eine geringere passive Steifigkeit der Kardiomyozyten (Linke 
und Hamdani, 2014). Auch innerhalb eines Herzens liegen verschiedene 
Isoformenverhältnisse vor. Der rechte Ventrikel exprimiert einen höheren N2BA-Anteil 
als der linke und insgesamt gesehen nimmt der N2BA-Anteil von der Herzbasis nach 
apikal ab (Neagoe et al., 2003). 

Im Rahmen von adaptiven Vorgängen bei Herzerkrankungen, wie der ischämischen 
Kardiomyopathie (Neagoe et al., 2002) und der dilatativen Kardiomyopathie 
(Makarenko et al., 2004), zeigten sich im Endstadium mit reduzierter Ejektionsfraktion 
(HFrEF) erhöhte N2BA-Anteile, was sich  in einer reduzierten passiven Steifigkeit 
widerspiegelte (Linke und Hamdani, 2014). Diese Beobachtung ergab sich auch bei 
der chronisch-ischämischen Kardiomyopathie. Es wird vermutet, dass dies eine 
Anpassung an die fibrotische Versteifung des hypertrophierten und geschädigten 
Herzens darstellt.  (Neagoe et al., 2002). Bei Erkrankungen mit erhaltener 
Ejektionsfraktion (HFpEF) zeigten sich im Gegensatz dazu erniedrigte N2BA:N2B-
Verhältnisse (van Heerebeek et al., 2006), resultierend in einer erhöhten myokardialen 
passiven Steifigkeit (Linke und Hamdani, 2014). Auch bei der hypertensiven dilatativen 
Kardiomyopathie mit kompensierter Hypertrophie ließ sich dieser Umstand 
nachweisen (Hamdani et al., 2013; Shapiro et al., 2007). Bei fortschreitender 
Erkrankung und damit weiterer Dekompensation der Herzinsuffizienz nahm der N2BA-
Anteil jedoch zu (Borbely et al., 2009). Zusammenfassend lässt sich vermuten, dass 
die jeweilige Ausprägung des Titin-Isoformenverhältnisses die Art des kardialen 
remodeling beeinflusst und vom Stadium der Kompensation sowie der Art der 
Erkrankung an sich abhängt (Loescher et al., 2022; Linke und Hamdani, 2014). 

Bestandteil aktueller Forschung ist die Aufschlüsselung der intrazellulären 
Signalkaskaden sowie der Moleküle, die den Isoformen-Switch beeinflussen. In 
fetalen Rattenkardiomyocyten (RCM) führen Triiodthyronin (T3) und Insulin zu einem 
beschleunigten Isoformen-Switch von der fetalen N2BA- hin zur steiferen N2B-
Isoform (Krüger et al., 2008). Dabei phosphorylieren die Hormone die mammalian 
target of rapamycin (mTOR)-Kinase über Aktivierung des Phosphatidylinositol-3-
Kinase (PI3K)-AKT-Signalwegs und steigern damit die Proteinsynthese (Krüger et al., 
2010; Krüger et al., 2008). Die jeweilige Expression der Isoformen selbst ist unter 
anderem abhängig vom Spleißfaktor RNA-binding motif protein-20 (RBM20) (Guo et 
al., 2012; Li et al., 2013). Ratten, die einer Misssense-Mutation im RBM20-Gen 
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unterlagen, exprimierten keine N2B-Isform mehr, dafür jedoch eine außergewöhnlich 
große N2BA-Variante (Guo et al., 2012). Es ist anzunehmen, dass RBM20 die 
Voraussetzung zur Ausbildung der N2B-Isoformen darstellt (Linke und Bucker, 2012; 
Methawasin et al., 2016). Die Expression von RBM20 wird unter anderem durch 
Insulin und T3 gesteigert, weshalb zu vermuten ist, dass die Aktivierung ebenfalls über 
die PI3K-AKT/mTOR-Signalkaskade vermittelt wird (Zhu et al., 2015; Zhu et al., 2017). 
Ferner wird vermutet, dass AKT auch weitere Spleißregulatoren und 
Zellkernpromotoren aktivieren kann, die das Spleißen der Titin-mRNA kontrollieren 
(Krüger et al., 2010; Blaustein et al., 2005). 

1.3.3.2 Posttranslationale Modifikation von Titin 
Eine dynamische Regulation der Titin-vermittelten Sarkomersteifigkeit erfolgt über 
posttranslationale Modifikation.  

Am besten untersucht ist bislang die Phosphorylierung von Titin an Serin-und 
Threoninresten insbesondere im I-Banden-Bereich, was kurzfristig dynamische 
Veränderungen der myokardialen passiven Steifigkeit bedingt (Koser et al., 2019). 
Durch Massenspektrometrie sind derzeit über 300 Phosphorylierungsstellen 
identifiziert worden (Hornbeck et al., 2015), die durch verschiedene Proteinkinasen 
angesprochen werden. Besonders gut untersucht sind die Phosphorylierungsstellen 
in der PEVK- und N2B-Region. Dabei haben Phosphorylierungen in diesem Bereich 
gegensätzliche Auswirkungen: in Kraftmessungen an isolierten Kardiomyozyten 
führte eine Phosphorylierung der N2Bus zu einer verminderten passiven Steifigkeit 
(Krüger et al., 2009), wohingegen eine Phosphorylierung in der PEVK-Region zu einer 
erhöhten passiven Steifigkeit führt (Anderson et al., 2010; Hidalgo et al., 2009). Es 
wird vermutet, dass dieser Umstand durch eine Veränderung der Nettoladung der 
jeweiligen Region verursacht wird. Dabei führt eine Addition von negativ geladenen 
Phosphatgruppen zur bereits negativ geladenen N2Bus zu einer negativen 
Nettoladung des Bereichs, wodurch es zu elektrostatischen Abstoßungskräften 
zwischen den Aminosäuren kommt und das Titin dehnbarer wird. Umgekehrt führt bei 
der positiv geladenen PEVK-Region ein Hinzufügen von negativ geladenen 
Phosphatgruppen zu elektrostatischen Anziehungskräften zwischen den 
Aminosäuren, was in einer verminderten Dehnbarkeit der Region resultiert (Koser et 
al., 2019).  
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Die Phosphorylierung an Serinresten wird durch verschiedene Proteinkinasen 
vermittelt (Abb. 5). In der N2Bus wird S4185 durch die cAMP-abhängige Proteinkinase 
(PKA) und durch die cGMP-abhängige Proteinkinase (PKG) (Kötter et al., 2013; Krüger 
et al., 2009; Krüger und Linke, 2006), S4010 durch die PKA (Kötter et al., 2013; Krüger 
und Linke, 2006) und extracellular signal-related kinase 2 (ERK2) (Raskin et al., 2012; 
Perkin et al., 2015), und S4099 durch PKG phosphoryliert (Kötter et al., 2013; Krüger 
et al., 2009). In der PEVK-Region werden die Serinreste S12022 und S11878 durch 
die Proteinkinase C alpha (PKCα) phosphoryliert (Hidalgo et al., 2009). Zusätzlich kann 
die Calcium-Calmodulin-abhängige Proteinkinase II (CaMKII) Phosphorylierungen an 
S12022 bedingen (Hidalgo et al., 2013).  

 

Abb. 5: Phosphorylierungsmöglichkeiten von Titin im Bereich der N2Bus- und PEVK-Region 
Darstellung verschiedener Kinasen, die Titin phosphorylieren können. In der N2Bus-Region kann eine 
Phosphorylierung durch eine cAMP-abhängige Proteinkinase (PKA), eine cGMP-abhängige 
Proteinkinase (PKG), die extracellular signal-related kinase 2 (ERK2) oder eine Calcium-Calmodulin-
abhängige Proteinkinase II (CaMKII) erfolgen. In der PEVK-Region kann eine Phosphorylierung durch 
eine Calcium-Calmodulin-abhängige Proteinkinase II (CaMKII) oder die Proteinkinase C α (PKC α) 
erfolgen. S4010, S12022, S11878 stellen die jeweiligen Serinreste der Phosphorylierungsstelle dar. 
Created with biorender.com. 
 

1.3.4 Titin-vermittelte passive Steifigkeit nach Mykoardinfarkt 

Im Rahmen des Myokardinfarkts laufen zahlreiche kurz- und langfristige 
Anpassungsmechanismen im Herzen zur Erhaltung der Ejektionsfraktion ab. Dabei 
spielt die Titin-vermittelte passive Steifigkeit eine entscheidende Rolle, da über 
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Beeinflussung der Titinphosphorylierung die Kontraktilität unmittelbar im Rahmen des 
Akutschadens erhöht werden kann (Kötter et al., 2016), während Veränderungen im 
Isoformenverhältnis auch langfristige Adaptationen widerspiegeln könnten. 
Vorarbeiten aus unserer Arbeitsgruppe konnten bereits zeigen, dass eine Erhöhung 
der passiven Steifigkeit der Sarkomere durch erhöhte Phosphorylierung in der PEVK-
Region und verminderte Phosphorylierung in der N2Bus über das Zytokin Interleukin-
6 vermittelt werden kann, welches in der akuten Phase nach Myokardinfarkt vermehrt 
exprimiert ist (Kötter et al., 2016). Aufgrund der postischämisch vermehrten Sekretion 
weiterer Zytokine lässt sich vermuten, dass auch diese die durch Titin vermittelte 
passive Steifigkeit beeinflussen könnten. Welche Zytokine dabei eine Rolle spielen, 
sowie über welche Signalwege und auf welche Art sie Titin beeinflussen, ist 
Bestandteil aktueller Forschung. Es existieren bereits in vitro Untersuchungen an 
isolierten Rattenkardiomyozyten, die zeigten, dass TGF-β1 das ventrikuläre 
remodeling durch Zellhypertrophie über eine Induktion der Synthese kontraktiler 
Proteine beeinflusst (Parker et al., 1990). Zudem führte eine Überexpression von TGF-
β1 in transgenen Mäusen zu vermehrter kardialer Hypertrophie durch hypertrophes 
Zellwachstum und Zunahme der Fibrose (Rosenkranz et al., 2002). Ob und besonders 
auch über welche Signalwege TGF-β1 einen Einfluss auf die Titin-vermittelte passive 
Steifigkeit hat, wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht. Abbildung 6 zeigt die in 
dieser Arbeit untersuchten TGF-β1-vermittelten Signalwege, durch die ein Einfluss auf 
die Titin-vermittelte passive Steifigkeit über Modifikation der Phosphorylierung und 
der Titinisoformen möglich sein könnte.  
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Abb. 6: Intrazelluläre TGF-β-Signalkaskaden und der mögliche Einfluss auf Titin 
In der gezeigten Abbildung sind unterschiedliche Möglichkeiten der intrazellulären SMAD-
unabhängigen Signaltransduktion von transforming growth factor-β (TGF-β) dargestellt. TGF-β bindet 
extrazellulär an einen Typ-II-Rezeptor, der anschließend mit einem weiteren Rezeptor dimerisiert. Es 
können unterschiedliche intrazelluläre Signalwege aktiviert werden: Der Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg 
könnte über eine finale Phosphorylierung im Bereich der N2Bus-Region einen Einfluss auf die 
Titinfunktion haben. Ebenso könnte der PI3K/AKT-Signalweg den N2B-Isoformen-Switch beeinflussen. 
Die Signalkaskaden der C-Jun-N-terminale Kinasen (JNK), GTPasen wie Rho, oder der p38 MAPK 
wurden in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht und sind daher ausgegraut. Abkürzungen: Ras = 
Ratte-Sarkom-Protein, Raf = Ratte-Fibrosarkom-Protein, MEK1/2 = MAPK/ERK Kinase 1/2, MAPK = 
mitogen activated protein kinases, ERK = extracellular signal-related kinase, PI3K = 
Phosphatidylinositol-3-Phosphat-Kinase, AKT = Proteinkinase B, PEVK = vermehrtes Vorkommen der 
Aminosäuren Prolin (P), Glutamat (E), Valin (V) und Lysin (K). Die Abbildung ist an Hata et al. angelehnt 
(Hata und Chen, 2016). Created with biorender.com. 
 

1.4 Die Protein-Qualitäts-Kontrolle nach Myokardinfarkt 

1.4.1 Protein-Qualitäts-Kontrolle durch Autophagie 
Die Aufrechterhaltung der Zellhomöstase ist ein komplexes und dynamisches 
Geschehen. Die Selbstregulation der Proteinsynthese und -degradation zur Integrität 
der Zellstruktur und -funktion unterliegt dabei unterschiedlichen Mechanismen. Zur 
Protein-Qualitäts-Kontrolle (PQC) existiert, neben dem nicht-lysosomalen Abbau von 
fehlgefalteten oder dysfunktionalen Proteinen über das Ubiquitin-Proteasom-System 
(Livneh et al., 2016), der Abbauweg über die Autophagie. Hierbei führen lysosomale 

?
?

?
?
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Prozesse zur Eliminierung von geschädigten oder gealterten Zellorganellen (Hale et 
al., 2013; Shaid et al., 2013). Auch Titin als Makroprotein unterliegt der Autophagie 
(Lange et al., 2005), die genaue Regulation des Titinabbaus ist jedoch noch ungeklärt 
(Kötter und Krüger, 2022). 

Es existieren 3 Arten der Autophagie: die Mikro- und Makroautophagie sowie die 
Chaperon-vermittelte Autophagie. Da Titin mit seiner Größe von bis zu 4,2MDa zu den 
Makroproteinen zählt, wird dieses über die Makroautophagie, im Folgenden 
„Autophagie“ genannt, abgebaut (Bonaldo und Sandri, 2013).  

Zunächst werden die abzubauenden Titinmoleküle durch Polyubiquitinierung 
markiert. Dabei aktivieren Enzyme der Familie der E1-Ligasen ATP-abhängig ein 
Ubiquitinmolekül, damit dieses auf E2-Enzyme übertragen werden kann. 
Anschließend erfolgt die eigentliche Übertragung des Ubiquitins auf bestimmte 
Lysinreste der abzubauenden Titinmoleküle durch E3-Ligasen (Wang et al., 2011). Die 
Ubiquitinmoleküle sind untereinander über verschiedene Lysinreste miteinander 
verbunden (Swatek und Komander, 2016). Findet eine Verknüpfung über den 
Lysinrest K48 statt, erfolgt ein Proteinabbau über das Ubiquitin-Proteasom-System 
statt (Thrower et al., 2000). Kommt es zu einer Polyubiquitinierung über K63, so wird 
Titin über den Prozess der Autophagie degradiert (Barriere et al., 2007; Müller et al., 
2021). Dabei wird, wie in Abbildung 7 dargestellt, ausgehend vom endoplasmatischen 
Retikulum zunächst eine sichelförmige Phagophore gebildet, die aus einer 
Lipiddoppelmembran besteht. Durch Elongation der Membran zu beiden Seiten hin 
wird das abzubauende Molekül umschlossen, wodurch eine vollständige Vakuole, das 
Autophagosom, entsteht (Shaid et al., 2013). Anschließend erfolgt die Fusion mit 
einem Lysosom zum Autolysosom, wodurch eine Degradation der Zielmoleküle 
mittels Proteasen ermöglicht wird (Levine und Kroemer, 2008; Gatica et al., 2015; 
Shibutani und Yoshimori, 2014). 

In Säugetieren sind über 35 autophagy-related genes (ATG) bekannt (Ravikumar et al., 
2010; Sciarretta et al., 2018), die für autophagy-related proteins (Atg) kodieren. Sie 
führen zur Ausbildung des Autophagosoms und steuern den komplexen Ablauf der 
Autophagie (Feng et al., 2014; Suzuki und Ohsumi, 2007). Hypoxie und Inflammation, 
wie sie beispielweise nach einem Myokardinfarkt auftreten, induzieren die Autophagie 
(Sciarretta et al., 2018; Dupont und Codogno, 2016). Auch Phasen von 
unzureichendem Nährstoffangebot fördern den Abbau von Proteinen in der Zelle, um 
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diese zu recyclen und für essentielle Zellvorgänge zur Verfügung zu stellen (Shibutani 
und Yoshimori, 2014). Diese Steuerung des Autophagieprozesses erfolgt über die 
Proteinkinasen activated protein kinase (AMPK) und mTOR (mammalian target of 
rapamycin). Sie können die zentrale Autophagie-induzierende uncoordinated-51 like 
kinase (ULK1) an unterschiedlichen Stellen phosphorylieren, was bei einer 
Phosphorylierung durch AMPK zu einer Autophagieinduktion und bei mTOR zu einer 
Autophagieinhibition führt (Kim et al., 2011b). ULK1 ist ein Bestandteil eines 
Proteinkomplexes, bestehend aus den Proteinen Atg13, Atg101 und FIP200 (focal-
adhesion kinase family interacting protein of 200kDa) (Mizushima, 2010). Bei 
vorhandener Nährstoffdeprivation führt AMPK zu einer ULK1-Phosphorylierung an 
den Serinresten S317, S777 und S555 und aktiviert den Abbau von Zellproteinen 
(Egan et al., 2011; Kim et al., 2011b). Im Gegenzug führt ein hohes Nährstoffangebot 
zu einer Autophagieinhibition, indem mTOR ULK1 an S757 phosphoryliert, was zu 
einer Störung der Interaktion von AMPK mit dem ULK1-Komplex führt (Egan et al., 
2011; Chan, 2012). mTOR kann das aktuelle Nährstoffangebot der Zelle registrieren, 
seine Aktivität korreliert mit steigender Nährstoffverfügbarkeit und fungiert somit als 
Regulator des Zellwachstums (Hale et al., 2013; Egan et al., 2011).  

Nach Aktivierung der Autophagie phosphoryliert ULK1 einen weiteren 
Proteinkomplex, den III-PI3K-Komplex. Dieser besteht aus Beclin-1 sowie der Klasse-
III-Phosphatidylinositol-3-Phosphat-Kinase (PI3K). Letztere phosphoryliert 
Phosphatidylinositol zu Phosphatidylinositol-3-Phosphat (PI3P), welches einen 
Membranbestandteil des Autophagosoms darstellt (Shibutani und Yoshimori, 2014; 
Feng et al., 2014). Der aktivierte PI3K-Komplex ist zudem auch dafür verantwortlich, 
weitere Membranlipide und -proteine zu rekrutieren (Shibutani und Yoshimori, 2014; 
Hale et al., 2013). Über diese Proteine, wie dem  microtubule-associated protein 
1A/1B-light chain 3 (LC3) und dem Ubiquitin-bindenden Protein p62/Sequestosom-1 

(p62/SQSTM1), werden die abzubauenden Substrate in der Phagophoren- 
beziehungsweise der Autophagosomenmembran fixiert (Shaid et al., 2013). Zur 
Bildung von LC3-II, der aktiven Form des LC3, wird zunächst proLC3 durch Atg4b 
proteolytisch gespalten. Hierbei entsteht das im Zytosol vorkommende LC3-I (Hale et 
al., 2013). Durch Konjugation mit Phosphatidylethanolamin mittels Atg7 und Atg3 
entsteht schließlich die lipidierte Form LC3-II, welche in die Doppelmembran der 
Phagophore eingebaut wird und auch die letztliche Größe des Autophagosoms 
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bestimmt (Tanida et al., 2008; Runwal et al., 2019; Xie et al., 2008). Während der 
Phagophorenbildung werden die abzubauenden Substrate über ein Bindeprotein an 
LC3-II geknüpft. Dieses Bindeglied stellt p62/SQSTM dar, das als Autophagie-Rezeptor 

K63-ubiquitinierte Substrate registriert und an seiner Ubiquitin-Domäne binden kann. 
p62/SQSTM1 besitzt zudem eine weitere Bindungsstelle für LC3-II, es verankert somit als 

Adapterprotein die abzubauenden Substrate mit der Lipiddoppelmembran (Chen et al., 

2014). Zudem besteht über p62/SQSTM1 ein Zusammenhang mit dem UPS 
(Korolchuk et al., 2009a). Während der Verschmelzung der Membranen des Lysosoms 
mit dem Autophagosom werden das an der inneren Membran gebundene LC3-II und 
p62/SQSTM1 und das Substrat lysosomal abgebaut (Bjorkoy et al., 2009). Das LC3-
II, welches sich in der äußeren Membran befindet,  löst sich während der Fusion und 
kann in einem Recycling-Prozess erneut zur Verfügung gestellt werden (Hale et al., 
2013). Somit spiegeln sich aktivierte Autophagieprozesse in erhöhten LC3-II-Leveln 
wider, die sich in biochemischen Analysen quantifizieren lassen (Tanida et al., 2008). 
Als biologischer Marker für eine Autophagieinhibition eignet sich p62/SQSTM1, da es 
bei einem Ausbleiben der Autophagosomenbildung zu einer p62/SQSTM1-
Akkumulation in der Zelle kommt, die detektierbar ist (Bjorkoy et al., 2009; Hale et al., 
2013).  
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Abb. 7: Einfluss von mTOR und AMPK auf den Autophagieprozess 
In der gezeigten Abbildung ist die Bildung eines Autolysosoms sowie eine vorgeschaltete 
Signalkaskade dargestellt. Die zentrale Autophagie-induzierende Kinase uncoordinated-51 like kinase 
(ULK1) kann durch mammalian target of rapamycin (mTOR) und activated protein kinase (AMPK) an 
unterschiedlichen Stellen phosphoryliert und somit reguliert werden: mTOR wirkt durch seine 
Phosphorylierung inhibitorisch, AMPK stimulierend. ULK1 ist Bestandteil eines Proteinkomplexes, der 
wiederum den Proteinkomplex III-PI3K (Klasse-III-Phosphatidylinositol-3-Phosphat-Kinase) 
phosphorylieren und somit aktivieren kann. Der aktivierte PI3K-Komplex rekrutiert die Membranlipide 
microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3 LC3-II und p62/Sequestosom-1 (p62/SQSTM1), 
die abzubauende Substrate in der Phagophorenmembran fixieren. Über die Zwischenschritte der 
Autophagosom- und Autolysosombildung werden schlussendlich LC3-II, p62/SQSTM1 und das 
gebundene Substrat lysosomal abgebaut. Abkürzungen: Atg = autophagy-related proteins, FIP200 = 
focal-adhesion kinase family interacting protein of 200kDa. Die Abbildung ist an Mizushima et al. und 
Hansen et al. angelehnt (Mizushima, 2007; Hansen et al., 2018). Created with biorender.com. 
 

1.4.2 Der Zusammenhang von Titin mit der Protein-Qualitäts-Kontrolle 
Die Entwicklung und Erhaltung der sarkomerischen Funktion der Muskelzelle durch 
Neusynthese von Sarkomerproteinen und Degradation gealterter oder fehlgefalteter 
Moleküle stellt eine besondere Herausforderung dar. Besondere Beachtung findet 
dabei der Umsatz von Titin, da es nicht nur eine enorme Größe aufweist, sondern 
dessen Synthese- und Degradationsprozesse auch während der anhaltenden 
Kontraktionsphasen des Myokards ablaufen müssen (Kötter und Krüger, 2022). Bei 
dessen Einbau ins Sarkomer wird angenommen, dass die Zelle auf ein im Zytosol 
befindliches Reservoir an präsynthetisierten Titinmolekülen zurückgreift (Rudolph et 
al., 2019). Innerhalb von 14 Stunden ist somit ein Austausch von Titin möglich (da 
Silva Lopes et al., 2011), der genaue Vorgang des Einbaus in das Sarkomer unterliegt 
weiterer Forschung.  
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Innerhalb der Titindegradation existieren verschiedene Wege, um Titin dem UPS oder 
der Autophagie zuzuführen. Titin wird dabei zum Teil über bestimmte Proteasen und 
Ligasen vorverdaut, wodurch Bindungsstellen für Enzyme des Autophagie- oder 
Proteasomenkomplexes verfügbar werden (Loescher et al., 2022). Diese Proteasen 
sind Calpaine und Matrixmetalloproteinasen (MMP2), die beispielsweise im I-Band-
Bereich proximale Ig-Domäne fragmentieren (Coulis et al., 2008; Ali et al., 2010) oder 
die Ubiquitinligase Mdm2 (mouse-double-minute 2 homolog), die exemplarisch im Z-
Scheiben-Bereich mit dem titin capping protein Telethonin interagieren kann (Tian et 
al., 2006). In diesem Bereich sind Proteasomen lokalisiert (Rudolph et al., 2019), 
sodass bei der Degradation der I-Band Domänen eher von einem proteasomalen 
Abbau ausgegangen wird (Müller et al., 2021). Die E3-Ligasen muscle RING-finger 
protein-1/2 (MuRF-1/2) binden Titin im A-Band-Bereich (Witt et al., 2005) und 
insbesondere MuRF-1 assoziiert auch mit der Titinkinase (Bogomolovas et al., 2021; 
Bogomolovas et al., 2014; Müller et al., 2021). Eine Ubiquitinierung in diesen 
Bereichen führt zu einer vermehrten Rekrutierung der Autophagie-assoziierten 
Proteine des p62/SQSTM1-Komplexes (Bogomolovas et al., 2021; Lange et al., 2005), 
weshalb ein Abbau des A-Band-Titins eher über Autophagosomen angenommen wird 
(Müller et al., 2021). Folglich wird davon ausgegangen, dass die Degradation über die 
jeweiligen Systeme domänenabhängig erscheint. Hierbei ist jedoch zu erwähnen, 
dass intersystemische Querverbindungen  existieren, da beispielsweise p62/SQSTM1 
Titin auch dem proteasomalen Abbau zuführen kann (Seibenhener et al., 2007). 
 

1.4.3 Titindegradation beim Myokardinfarkt und der mögliche Einfluss von 

Interleukin-6 
Im Rahmen zahlreicher Erkrankungen des Herzens treten Veränderungen der 
Proteindegradation auf. Bezogen auf die Autophagosomen- und 
Proteasomenaktivität wurden Dysregulationen sowohl beim Myokardinfarkt und der 
Herzinsuffizienz als auch beim Diabetes mellitus beobachtet (Gustafsson und 
Gottlieb, 2008; Portbury et al., 2011; Schlossarek und Carrier, 2011; Xu et al., 2013). 
Im Rahmen von Autophagieprozessen nach Myokardinfarkten wird vermutet, dass 
eine erhöhte Autophagieaktivität die Kardiomyozyten vor einer ischämiebedingten 
Schädigung bewahrt, indem sie die zelluläre Homöostase aufrechterhält (Sciarretta et 
al., 2012; Wang et al., 2018; Dong et al., 2018). Dabei ist Titin postischämisch eines 
der ersten Proteine, die der Degradation unterliegen (Ali et al., 2010). Im Langendorff 
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I/R-Modell (Ischämie-Reperfusionsmodell) der Maus konnte gezeigt werden, dass 
drei Tage nach der Ligatur des Ramus interventricularis anterior eine erhöhte 
Ubiquitinierung und ein vermehrter Titinabbau über das UPS stattfand (Kötter et al., 
2016). Zeitgleich konnte beobachtet werden, dass es nach I/R zu einer erhöhten Titin-
vermittelten Versteifung des nicht-ischämischen Myokards kommt, wobei vermutet 
wird, dass dadurch die Mehrarbeit der überlebenden Kardiomyozyten gewährleistet 
und der Ventrikel sowie die Infarktnarbe stabilisiert wird (Funk et al., 2022; Kötter et 
al., 2016). Es wird angenommen, dass die hohe mechanische Belastung die 
wahrscheinlichste Ursache für eine erhöhte Ab- und Umbaurate von Muskelproteinen 
wie Titin in den ersten Tagen nach Myokardinfarkt darstellt (Kötter et al., 2016). 
Innerhalb dieser ersten drei postischämischen Tage führt die Inflammationsphase zur 
Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine, wozu auch Interleukin-6 gehört 
(Gwechenberger et al., 1999). Auch für Interleukin-6 ist ein Einfluss auf die 
Proteindegradation durch Aktivierung der Autophagie in Tumorzellen bekannt 
(Katheder et al., 2017). In der vorliegenden Arbeit wird untersucht, ob Interleukin-6 
auch einen Einfluss auf die Titindegradation in Kardiomyozyten über das 
autophagosomale System hat (Abb. 8).  
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Abb. 8: Intrazelluläre IL-6-Signalkaskade und der mögliche Einfluss auf die autophagolysosmale 
Titindegradation 
In der gezeigten Abbildung ist eine intrazelluläre Signaltransduktion von Interleukin-6 (IL-6) sowie die 
möglichen Zusammenhänge mit der Titinmodifikation dargestellt. Bindet IL-6 an die α-
Bindungsdomäne des Rezeptors, folgt eine Dimerisierung zweier Glykoproteine 130 (gp130). Durch 
anschließende Autophosphorylierung Rezeptor-gekoppelter Januskinasen (JAK) können Tyrosinreste 
des Rezeptors und nun gebundene signal transducers and activators of transcription 3 (STAT3)-
Moleküle phosphoryliert werden. Nach Dimerisierung zweier STAT3-Moleküle kann eine Translokation 
in den Zellkern erfolgen (A). Im Zusammenhang mit Titinmodifikationen ist eine erhöhte 
Titinphosphorylierung in der PEVK-Region über die Proteinkinase Cα (PKCα) bekannt (B) (Kötter et al., 
2016). In der vorliegenden Arbeit wird ein möglicher IL-6-Einfluss auf den Titinabbau über die 
Autophagie untersucht (C). Abkürzungen: AMPK = activated protein kinase, mTOR = mammalian target 
of rapamycin, ULK1 = uncoordinated-51 like kinase, Atg = autophagy-related proteins, FIP200 = focal-
adhesion kinase family interacting protein of 200kDa, PEVK = vermehrtes Vorkommen der Aminosäuren 
Prolin (P), Glutamat (E), Valin (V) und Lysin (K). Die Abbildung ist an Abbas et al angelehnt (Abbas et 
al., 2015). Created with biorender.com.  
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2 Zielsetzung 
Ein tieferes Verständnis der pathophysiologischen Adaptationsvorgänge im Rahmen 
des kardialen remodeling nach Myokardinfarkt ist von größer Bedeutung, um 
zukünftig gezielte pharmakologische Interventionen einzuleiten und das Outcome der 
Infarktpatienten zu verbessern. Ein mögliches Zielmolekül solcher pharmakologischen 
Interventionen ist das Sarkomerprotein Titin, da es eine gezielte und dynamische 
Beeinflussung der kardialen Steifigkeit und damit eine Regulation der Pumpfunktion 
des Herzens ermöglichen könnte. Die Erforschung der Einflussfaktoren auf die 
Titinmodifikation sind daher für das Verständnis der pathophysiologischen Prozesse 
am postischämischen Herzen essenziell und stellen die Grundlage für mögliche 
Therapieentwicklungen dar.  

In der vorliegenden Arbeit soll der Einfluss der postischämisch erhöhten Zytokine 
TGF-β1 und IL-6 auf die Titinphosphorylierung untersucht werden. Zudem sollen 
mögliche zugrundeliegende Signalwege analysiert und die Auswirkung der 
Zytokineffekte auf die Titin-abhängige passive Myokardsteifigkeit abgeschätzt 
werden. Im Zellkulturmodell embryonaler Rattenkardiomyozyten soll unter 
Kurzstimulation mit TGF-β1 die Phosphorylierung der elastischen Titinregionen 
untersucht werden. Zur Beurteilung des Titin-Isoformen-Switches soll eine 
längerfristige Stimulation mit TGF-β1 erfolgen. Ferner sollen in einem weiteren 
Teilprojekt embryonale Rattenkardiomyozyten mit IL-6 stimuliert und Einflüsse auf die 
Titindegradation über das autophagolysosomale System untersucht werden.  

Die Analyse TGF-β1- und IL-6-vermittelter Effekte erfolgt mittels SDS-PAGE und 
Western-Blot-Analysen und umfasst die Auswertung der Titinphosphorylierung und 
der daran beteiligten Kinasen, sowie die Beurteilung der Isoformenverhältnisse zu 
verschiedenen Zeitpunkten. Des Weiteren soll über die Analyse von 
Autophagiemarkern und der Polyubiquitinierung von Titin die Autophagieaktivität 
untersucht werden. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Chemikalien 

Die in Tabelle 1 genannten Chemikalien wurden zur Durchführung der Experimente 
verwendet. 

Chemikalie Hersteller 

Acrylamid/Bisacrylamid Roth 

Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 Biorad 

Agarose LE Biozym 

Aminocapronsäure Sigma 

Ammoniumpersulfat (APS) Appli Chem 

Bovine Serum Albumine (BSA) Capricon 

Dithiothreitol (DTT) Appli Chem 

ECL (Western Blotting detection 

reagent) 

Cyanagen 

Essigsäure Roth 

Ethanol absolut VWR 

Ethanol vergällt VWR 

Glucose Merck 

Glycerol Sigma 

Glycin Roth 

Guanidinhydrochlorid Appli Chem 

Interleukin-6 Gibco 

Imperial protein stain Thermo Scientific 

Isofluran Pirimal Healthcare 

Isopropanol Merck 

Kaliumchlorid Sigma 

Kollagenase Typ II Biochrom 

Beta-Mercaptoethanol Sigma 

Metforminhydrochlorid Sigma 

Methanol Sigma 
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Mitomycin C Sigma 

Natriumchlorid Roth 

Natriumdihydrogenphosphat Merck 

Natriumdodecylphosphat (SDS) Appli Chem 

Natriumhydrogencarbonat Merck 

Nonident P40 Sigma 

Penicillin/Streptomycin Biochrom 

Phenolrot Sigma 

Rapamycin Sigma 

Salzsäure 32 % VWR 

Serva Blue Serva Electrophoresis GmbH 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Appli Chem 

Thiourea Appli Chem 

Transforming Growth Factor beta-1 

(TGF-β1) 

Sigma 

Tricine Sigma 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

(Tris) 

Roth 

Trypsin Biochrom 

Tween 20 Sigma 

Urea Appli Chem 
Tabelle 1: Verwendete Chemikalien mit Angabe des Herstellers 
 

3.1.2 Lösungen und Puffer 

Zur Durchführung der Versuche wurden die in Tabelle 2 genannten Lösungen und 
Puffer verwendet. 

Lösung/Puffer Zusammensetzung 

4x SDS Sammelgelpuffer (pH 6,8) 0,5M Tris/HCl 
0,4 % (w/v) Natriumdodecylphosphat 
(SDS) 

4x SDS Trenngelpuffer (pH 8,8)  

10x SDS-Laufpuffer 250mM Tris 
2M Glycin 
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1 % (w/v) Natriumdodecylphosphat 
(SDS) 

10x TBST (pH 7,4) 0,2M Tris/HCl 
1,5M NaCl 
1 % Tween 20 

Anodenpuffer (pH 8,7) 300 mM Tris/HCl 
100 mM Tricine 

Blockierungslösung 2 % BSA in 1x TBST 

Kathodenpuffer (pH 8,7) 300 mM Aminocapronsäure 
30 mM Tris/HCl 

Phosphate buffered saline (PBS) 150 mM Natriumchlorid 
2,5 mM Kaliumchlorid 
1,5 mM Kaliumhydrogenphosphat 
3 mM Natirumhydrogenphosphat 

PVDF destain 10 % (v/v) Essigsäure 
40 % (v/v) Ethanol 

PVDF stain 0,075 % Serva Blue in Methanol 

SDS-Probenpuffer (pH 6,8) 8 M Urea 
2 M Thiourea 
3 % (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS) 
0,035 % (w/v) Serva Blue 
10 % (v/v) Glycerol 
0,05 M Tris/HCl 

Stripping Buffer 6 M Guanidinhydrochlorid 
20 mM Tris 
0,2 % Nonident P40 
0,1 M beta-Mercaptoethanol 

Verdaupuffer (pH 7,35-7,45) 137 mM NaCl 
10 mM D-Glucose 
2,7 mM Kaliumchlorid 
406 µM Natriumdihydrogenphosphat 
12 mM Natriumhydrogencarbonat 
190 U/ml Kollagenase Typ II 
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1512 USP-U/ml Trypsin 
Phenolrot 

Tabelle 2: Verwendete Lösungen und Puffer 
 

3.1.3 Kulturmedien für embryonale Rattenkardiomyozyten 

Zur Kultivierung embryonaler Rattenkardiomyozyten wurden die in Tabelle 3 
aufgeführten Medien verwendet. 

Medium Zusammensetzung 

Kulturmedium 1 % FBS DMEM 500 ml Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium 
(DMEM; Biochrom)  
1 % (v/v) Fötales Kälberserum 
(Biochrom) 
1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin 
(Biochrom 
1 % (v/v) Non-Essential Amino Acids 
(Biochrom) 
0,1 % (v/v) beta-Mercaptoethanol 
(Sigma) 

Kulturmedium 20 % FBS DMEM 500 ml Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium 
(DMEM; Biochrom)  
20 % (v/v) Fötales Kälberserum 
(Biochrom) 
1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin 
(Biochrom 
1 % (v/v) Non-Essential Amino Acids 
(Biochrom) 
0,1 % (v/v) beta-Mercaptoethanol 
(Sigma) 

Tabelle 3: Zusammensetzung der Kulturmedien 
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3.1.4 Geräte und Laborbedarf 

Tabelle 4 zeigt die zur Durchführung der Experimente verwendeten Laborgeräte und 
Materialien. 

Laborgerät Typ Hersteller 

Bildschirm V243 HP 
Blottingapparatur Trans Blot Turbo Biorad 
Brutschrank V234 Thermo Scientific 
Computer Elite Desk 800 G2 TWR HP 
ECL Imager Fusion FX Vilber and Lourmat 
Feinwaage AE163 Mettler 
Gefrierschrank -20 °C Typ 311104 Liebherr 
Gefrierschrank -80 °C UXF40086V Thermo Scientific 
Gelektrophorese-
Kammer 

Mini-Twin Biometra 

Gelektrophorese-
Kammer 

Mini-PROTEAN Biorad 

Inverses Lichtmikroskop AE 2000 Motic 
Kombischüttler SM-30 Bühler 
Kühlschrank KT1730 Liebherr 
Magnetrührer Professional Series VWR 
Magnetrührer RCT basic IKA 
Mikrowelle Micromat 135 AEG 
Mikrozentrifuge Mini Star Silverline VWR 
Netzteil Power Pack P25 Biometra 
pH-Meter MP 220 Mettler Toledo 
Rollmischer RM5-30V CAT 
Sicherheitswerkbank SAFE 2020 Thermo Scientific 
Thermomixer Compact 5350 Eppendorf 
Tischzentrifuge Mini Star VWR 
Waage Kern 572 Kern 
Wasseraufbereitung Milli Q Millipore 
Wasserbad PF-5500 Grant 
Wasserbad 3042 Köttermann 
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Vortexer 444-1372 VWR 
Zentrifuge Rotofix 32A Hettich Zentrifugen 

Tabelle 4: Verwendete Laborgeräte mit Typen- und Herstellerangabe 
 

3.1.5 Antikörper 

Tabelle 5 zeigt die Auflistung der verwendeten primären Antikörper. 

Name Verdünnung Ursprung Hersteller  

ɑ-Aktinin 1:5000 Maus Sigma Aldrich 
AKT (phospho Ser473) 1:2000 Kaninchen Cell Signaling 

AKT 1:2000 Kaninchen Cell Signaling 

AMPKɑ (phospho Thr172) 1:1000 Kaninchen Cell Signaling 

AMPKɑ 1:2000 Kaninchen Abcam 

K63 Polyubiquitin 1:1000 Kaninchen Cell Signaling 

LC3B 1:1000 Kaninchen Cell Signaling 

mTOR (phospho Ser2448) 1:2000 Kaninchen Cell Signaling 

mTOR 1:2000 Kaninchen Cell Signaling 

p44/42 MAPK (ERK1/2) 

(phospho T202/Y204)  

1:5000 Kaninchen Cell Signaling  

p44/42 MAPK (ERK1/2) 1:2000 Kaninchen Cell Signaling 

PKCɑ (phosphoT497) 1:10000 Kaninchen Abcam 

PKCα (Y124)  1:10000 Kaninchen Abcam 

SQSTM1/p62 1:1000 Kaninchen Cell Signaling 

STAT3 (phospho Y705) 1:5000 Kaninchen Cell Signaling 

STAT3 1:1000 Maus Cell Signaling 

    

PEVK total 1:50000 Kaninchen Eurogentec 

Phospho-N2B-us S4010 1:2000 Kaninchen Eurogentec 

Phospho-PEVK S11878 1:1000 Kaninchen Eurogentec 

Phospho-PEVK S12022 1:2000 Kaninchen Eurogentec 
Tabelle 5: Primäre Antikörper mit Angabe der Verdünnungs-, Ursprungs- und Herstellerangabe 
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Tabelle 6 zeigt die Auflistung der verwendeten sekundären Antikörper. 

Name Verdünnung Ursprung Hersteller 

Anti-mouse IgG, 

horseradish-

peroxidase-

linked 

1:10000 Pferd Cell Signaling 

Anti-rabbit IgG, 

horseradish-

peroxidase-

linked 

1:10000 Ziege Cell Signaling 

Tabelle 6: Sekundäre Antikörper mit Angabe der Verdünnungs-, Ursprungs- und 
Herstellerangabe 
 

3.2 Methoden 

3.2.1 Zellkultur 

3.2.1.1 Isolierung embryonaler Rattenkardiomyozyten 
Zur Durchführung der zellbasierten Experimente wurden Embryonen trächtiger 
Wistar-Rattenweibchen an Gestationstag E18 eingesetzt. Zur Narkotisierung erhielten 
die adulten Ratten inhalativ Isofluran, die Tötung erfolgte mittels zervikaler Dislokation 
(Dekapitation). Durch einen Unterbauchlängsschnitt wurden die Embryonen 
entnommen und in einer mit PBS gefüllten Petrischale umgehend mit einem Skalpell 
dekapitiert. Die Tötung der Ratten zur Organentnahme wurden in Übereinstimmung 
mit dem Tierschutzausschuss der zuständigen Landesbehörde (Landesamt für Natur, 
Umwelt- und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen) durchgeführt. Die Tötung zur 
Organentnahme wurde ordnungsgemäß angezeigt beziehungsweise genehmigt 
(Anzeigenummer: O29/11, LANUV Aktenzeichen 84-02.04.2017.A145). Die 
Tiertötungen wurden durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe mit der erforderlichen 
Sachkenntnis (gemäß §11 TierSCHG) durchgeführt. 

Es erfolgte die Präparation der embryonalen Herzen und deren Lagerung in einem mit 
PBS gefüllten Mikroreaktionsgefäß auf Eis. Anschließend wurden die Herzen mit 
einem Skalpell mechanisch zerkleinert und in Gefäße mit einem mit Trypsin und 
Kollagenase versetzten Verdaupuffer überführt. Diese wurde daraufhin bei 37°C und 
5% CO₂ im Wärmeschrank inkubiert. Zur besseren Dissoziation der Gewebestücke 
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wurde der Inhalt der Gefäße alle 15 Minuten resuspendiert. Nach einer Stunde erfolgte 
die Zugabe von 1ml Kulturmedium aus DMEM und 20% FBS mit anschließender 
Filtration des Zellgemischs durch ein 70µm Sieb. Das Filtrat wurde bei 1000rpm für 
fünf Minuten zentrifugiert und der daraufhin entstandene Überstand verworfen.  

3.2.1.2 Zellkultivierung 
Zur Kultivierung der embryonalen Rattenkardiomyozyten (ERC) wurden mit Gelatine 
beschichtete 6-Well-Platten verwendet. Dem durch Filtration entstandenen Zellpellet 
wurde anhand seines Volumens 20 % FBS-haltiges Kulturmedium zugegeben, um 
eine etwaige Konzentration von 10⁵ Zellen/ml Medium zu erreichen. Das Zellgemisch 
konnte daraufhin auf den Wells gleichmäßig verteilt werden und für 24 Stunden bei 
37°C und 5% CO₂ im Wärmeschrank inkubiert werden. Die Überprüfung der Vitalität 
der ERC erfolgte am Lichtmikroskop durch Beurteilung der Kontraktilität. 

Nach 24 Stunden Inkubationszeit (Tag 1) erfolgte eine Behandlung zur Unterdrückung 
des Fibroblastenwachstum. Hierfür wurden die Zellen eine Stunde lang mit Mitomycin 
C (10 µl/ml 20% FBS-haltigem Kulturmedium) behandelt, welches daraufhin mittels 
warmem PBS ausgewaschen wurde. Anschließend folgte ein Wechsel des 
Kulturmediums auf 1 % FBS-haltiges DMEM, um mögliche hormonelle Auswirkungen 
auf das Zellverhalten zu reduzieren. Das Nährmedium wurde an den folgenden Tagen 
täglich gewechselt. 

3.2.1.3 Zellstimulation 
Die Stimulation der Zellen mit IL-6 oder TGF-β1 erfolgte je nach Versuchsansatz an 
verschiedenen Tagen (Abb. 9). Zur Untersuchung der Autophagie unter IL-6 Einfluss 
(Versuchsansatz 1) wurde die Hälfte der Zellen an Tag 7 nach Präparation für 30 
Minuten mit 10 ng/ml IL-6 stimuliert. Anschließend wurden sowohl Kontroll- als auch 
stimulierte Zellen mit SDS-Probenpuffer geerntet. 

Zur Überprüfung der Titinphosphorylierung nach TGF-β1 Stimulation (Versuchsansatz 
2) wurde ähnlich vorgegangen. So wurde ebenfalls an Tag 7 nach Präparation die 
Hälfte der Zellen für 30 Minuten mit 10 ng/ml TGF-β1 stimuliert und daraufhin Kontroll- 
und TGF-β1-stimulierte Zellen mit SDS- Probenpuffer geerntet. 

Zur Messung der Titinisoformenzusammensetzung wurde ein Teil der 6 Well Platten 
unmittelbar nach der Mitomycinbehandlung mit TGF-β1 in einer Konzentration von 10 
ng/ml 1 % FBS-haltiges DMEM stimuliert. Dieses Stimulationsmedium wurde jeden 



 

 35 

Tag gewechselt, sodass sichergestellt werden konnte, dass die Zellen jeden Tag mit 
TGF-β1 stimuliert wurden. Schließlich wurden die Zellen an Tag 2, 4, 7, und 9 mit 
SDS-Probenpuffer geerntet. 

 

Abb. 9: Schematischer Versuchsaufbau 
Visualisierung der TGF-β1-Stimulation embryonaler Rattenkardiomyozyten (ERC) in Zellkultur. Zur 
Untersuchung des Einflusses auf die Titinphosphorylierung wurden ERC an Kultivierungstag 7 (D7) mit 
TGF-β1 stimuliert. Zur Analyse der Titinisoformenverhältnisse wurden die ERC an Tag 1 (D1) nach 
Präparation mit TGF-β1 stimuliert und an Tag 2 (D2), Tag 4 (D4), Tag 7 (D7) und Tag 9 (D9) geerntet. 
Die geernteten Proben wurden anschließend für biochemische Analysen verwendet. Created with 
smart.servier.com. 
 

3.2.2 Biochemische Methoden zum Proteinnachweis 

3.2.2.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) 
Zur Auftrennung der Proteine nach ihrer Molekülmasse wurde die 
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese verwendet.  

Aufgrund der hohen Molekülmasse des Titins mit 3-4 MDa wurden spezielle Agarose-
stabilsierte Polyacrylamidgele (Titingele) mit 2,1 % Acrylamidanteil verwendet. Hierzu 
wurden zunächst die in Tabelle 7 beschriebenenden Chemikalien im Wasserbad bei 
48 °C erwärmt und anschließend mit Ammoniumperoxidsulfat (APS) und in der 
Mikrowelle aufgekochter Agarose versetzt. Nach Vermengung mittels schneller Auf- 
und Abpipettierung wurde das Gemisch zur Auspolymerisation zwischen zwei 
Glasplatten gegeben.  

Zur Analyse der Proteine im Größenbereich bis 260 kDa wurden 7,5 %- und 12,5 % - 
Polyacrylamidgele (Standardgele) angefertigt. Hierzu wurden zunächst Trenngele 
nach Zusammensetzung in Tabelle 8 auspolymerisiert. Durch Zugabe von 
Isopropanol fand dieser Prozess unter Sauerstoffabschluss statt. Anschließend 
wurden die Trenngele mit einem Sammelgel übergossen. 

Zur Auftragung der Proben wurden die sich im Probenpuffer befindlichen Zellen im 
Wasserbad bei 98°C für drei Minuten erhitzt, um die Proteine in ihre Sekundär- und 
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Tertiärstruktur aufzuspalten. Entsprechend der entstandenen Viskosität wurden 12 – 
20µl der Probe auf die Gele aufgetragen und diese in Elektrophoresekammern der 
Geräte Mini-Twin (Biometra) und Mini-PROTEAN (Biorad) mit 1x-Laufpuffer gesteckt. 
Zum Einlaufen der Proben wurde zunächst eine Spannung von 20mA für Standard- 
und 2,5mA für Titingele angelegt und diese im Verlauf auf jeweils 30mA und 2,3mA 
erhöht. Nach circa 40 Minuten war die Proteinauftrennung in den Standardgelen und 
nach fünf Stunden in den Titingelen beendet. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Lösung Trenngel 

7,5% 

Trenngel 

12,5% 

Sammelgel 

30 % Akrylamidlösung  3,75 ml 6,25 ml 0,667 ml 

H2Obidest  7,5 ml 5 ml 3,025 ml 

4x-SDS-Trenngelpuffer 3,75 ml 3,75 ml - 

4x-SDS-Sammelgelpuffer - - 1,25 ml 

TEMED 7,5 μl 7,5 μl 15 μl 

APS 75 μl 75 μl 50 μl 

Gesamtvolumen 15 ml 15 ml 5 ml 
Tabelle 8: Pipettierschema für je 2 SDS – Standardgele 
 

Lösung Tititngel 2,1% 

30 % Akrylamidlösung  1,4 ml 

H2Obidest  6,67 ml 

4x-SDS-Trenngelpuffer 5 ml 

SDS 20% 100 μl 

TEMED 11,5 μl 

APS 150 μl 

Agarose 1,5 % 6,67ml 

Gesamtvolumen 20 ml 

Tabelle 7: Pipettierschema für 2 Titingele 
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3.2.2.2 Färbung mit Imperial Protein Stain 
Zur Detektierung der Titinisoformenkomposition wurden die fertigen Titingele für 60 
Minuten in einer Coomassie-basierten Proteinfärbelösung (Imperial Protein Stain) auf 
dem Schüttler gefärbt. Mittels deionisiertem Wasser erfolgte über weitere 60 Minuten 
eine Entfärbung der Gele. Diese wurden anschließend durch den Fusion FX Imager 
(Vilbert & Lourmat) digital dargestellt, sodass sich die Isoformenbanden anhand der 
Pixeldichte mit der Software Image J quantitativ bestimmen ließen. Aus der Addition 
der Isoformen N2BA und N2B ergab sich das Gesamt-Titin. Die Isoformenanteile 
wurden jeweils in Prozent des Gesamt-Titins angegeben. Die Degradationsbande T2 
wurde als proteolytisches Titinfragment nicht eingerechnet. 

3.2.2.3 Analyse mittels Western Blot 
Zur weiteren Analyse wurden die in den Gelen aufgetrennten Proteine mittels Semi-
Dry Western Blotting auf eine PVDF-Membran transferiert. Hierzu wurden für die 
Standardgele je vier, für die Titingele je fünf Whatmann-Papiere in Anoden- und 
Kathodenpuffer getränkt und eine PVDF-Membran durch Schwenken in Methanol 
aktiviert. Diese wurde auf die in Anodenpuffer getränkten Whatmann-Papiere gelegt 
und von oben mit dem Polyakrylamidgel bedeckt. Schließlich wurden die in 
Kathodenpuffer getränkten Whatmann-Papiere auf das Gel gelegt und der Stapel in 
die Kassette eines Turbo Transfer Blottingsystems platziert. Für den Blottingvorgang 
wurde eine Stromstärke von 1,5A pro cm2 Gel angelegt und der Prozess nach 12 
Minuten (Standargele) beziehungsweise 20 Minuten (Titingele) beendet. Zur 
Überprüfung des Proteintransfers wurde die Membran anschließend zunächst für 30 
Sekunden in PVDF-stain gefärbt und daraufhin für zwei Minuten in PVDF-destain 
entfärbt. Mittels 1xTBST erfolgte eine mehrfache Auswaschung der in PVDF-destain 
enthaltenen Essigsäure.  

3.2.2.4 Immundetektion 
Zur Vermeidung einer Antikörperbindung mit unspezifischen Stellen der PVDF-
Membran wurde diese für eine Stunde in zweiprozentigem bovinem Serumalbumin 
(2% BSA) eingelegt. Über Nacht erfolgte anschließend die Inkubation mit den 
primären Antikörpern aus Tabelle 5 verdünnt in 2 % BSA in 1x TBST auf einem 
Taumelrollmischer bei 4°C. Es erfolgten drei zehnminütige Waschungen in 1x TBST. 
Zur Bindung an die Fc-Region des primären Antikörpers wurden entsprechende 
Meerrettich-Peroxidase-gekoppelte sekundäre Antikörper verwendet. Diese wurden 
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für zwei Stunden in der Konzentration aus Tabelle 6 in 2% BSA in 1x TBST bei 
Raumtemperatur auf die Blotmembran gegeben und anschließend dreimal in 1x TBST 
ausgewaschen. 

Die Analyse der mit Antikörpern beladenen Proteine erfolgte mittels 
Chemilumineszenz. Hierfür wurde eine 1:1 verstärkte Chemolumineszenz-
Reagenzien-Lösung (ECL) verwendet, die bei Kontakt mit der Meerrettich-Peroxidase 
ein detektierbares Lichtsignal entsprechend des Phosphorylierungstatus des Proteins 
bildet. Diese Reaktion wurde mithilfe des Fusion FX Imager (Vilbert und Lourmat) 
gemessen. 

Um die mit den angewendeten Phosphorylierungsantikörpern (phospho-Antikörper) 
beladenen Proteine unterschiedlicher Proben vergleichen zu können, wurden total-
Antikörper zur Beladungskontrolle verwendet. Zur Ablösung der phospho-Antikörper 
wurde mit β-Mercaptoethanol versetzter Stripping Puffer verwendet. Die 
Blotmembranen wurden darin für eine Stunde inkubiert, mittels 1x TBST gewaschen 
und anschließend erneut mit 2% BSA blockiert. Anschließend erfolgte die Inkubation 
mit dem pan-Antikörper, beziehungsweise bei Titin mit dem PEVK-total 
Titinantikörper, und die Digitalisierung mittels Fusion FX Imager. 
 

3.2.3 Densitometrische Analyse und statistische Darstellung 

Zur Messung der Pixeldichte der Banden wurde das Programm „Image J“ (National 
Institutes of Health) verwendet. Die Stärke des detektierten Lichtsignals und damit die 
Pixeldichte entsprach proportional der Menge an Protein, sodass das Signal der 
phospho-Anitkörper in Relation zum Gesamtprotein (total-Antikörper) gesetzt werden 
konnte.  Der Phosphorylierungsgrad wurde somit als relativer Anteil des 
Gesamtproteins numerisch dargestellt. Für den Vergleich verschiedener Proben 
untereinander wurden die relativen Anteile durch Division der Mittelwerte der 
Kontrollproben eines Blots zueinander normiert. Zur Normierung des 
Phosphorylierungsstatus von p62/SQSTM1 wurde dieser als relativer Anteil des 
Aktinins der jeweiligen Probe angegeben, bei LC3-II wurde dessen Verhältnis zu LC3-
I bestimmt. In den unten aufgeführten Diagrammen sind die Mittelwerte der relativen 
Anteile sowie der Standardfehler (SEM) dargestellt. 

Zur Erhöhung der statistischen Signifikanz wurden Proben aus mindestens 3 
unabhängigen Zellkulturen verwendet (n≥3). Die statistische Auswertung erfolgte 
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mittels eines one-way ANOVA oder eines student’s t-test über die Software GraphPad 
Prism 10.1.0. Als Signifikanzniveau wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % 
(P=0,05) angenommen. 

3.2.4 Software 

Zur Ausarbeitung dieser Dissertation wurde folgende Software verwendet: Adobe 
Photoshop CS6, EndNote 20, GraphPad Prism 10.1.0., Image J, Microsoft Excel 
2016, Microsoft Power Point 2016, Microsoft Word 2016. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Auswirkungen von TGF-β1 auf den Titinisoformen-Switch 

4.1.1 TGF-β1 beschleunigt den Titinisoformen-Switch in kultivierten ERC 

Um die Titinisoformenkomposition unter Einfluss von TGF-β1 zu untersuchen, wurden 
embryonale Rattenkardiomyozyten (ERC) ab Kultivierungstag D1 mit TGF-β1 
stimuliert und anschließend zusammen mit Kontrollzellen (CTRL) zu verschiedenen 
Zeitpunkten geerntet (Kultivierungstag D2, D4, D7 und D9). Nach Auftrennung des 
geernteten Zelllysats mittels 2,1% SDS-PAGE erfolgte die densitometrische 
Auswertung der Coomassie-gefärbten Proteinbanden. 

Abbildung 10 zeigt das Verhältnis der Titinisoformen der gewählten Kultivierungstage 
aus drei individuellen Versuchs-/Kulturansätzen (n=3). Dargestellt ist der prozentuale 
Anteil der Titinisoformen N2B am Gesamt-Titin. Eine für Titin charakteristische 
Degradationsbande ist als T2 bezeichnet. 

Mit zunehmender Kultivierungsdauer zeigte sich in den ERC ein im Mittel ansteigender 
prozentualer N2B-Isoformenanteil. Dies zeigte sich ebenfalls nach Stimulation mit 
TGF-β1. Innerhalb der Kultivierungstage D2 und D4 ließ sich kein statistisch 
signifikanter Unterschied der N2B-Anteile zwischen TGF-β1-stimulierten Zellen und 
unbehandelten Kontrollzellen darstellen (D2 CTRL 21,07±0,89% vs. TGF-β1 
21,8±1,42%; D4 CTRL 39,48±1,06 vs. TGF-β1 41,25±0,96%). Ab dem siebten 
Kultivierungstag (D7) wiesen TGF-β1-stimulierte Zellen einen im Mittel signifikant 
höheren N2B-Anteil im Vergleich zu Kontrollzellen auf. Der relative Anteil der N2B-
Isoform in Kontrollzellen betrug 46,25±1,43% gegenüber einem N2B-Anteil von 
60,15±2,14% in den mit TGF-β1-stimulierten Zellen (P=<0,0001). Auch an 
Kultivierungstag D9 war der relative N2B-Anteil am Gesamttitin in TGF-β1-stimulierten 
Zellen mit 66,73±1,3% signifkant höher als in den Kontrollzellen mit 53,52±1,8% 
(P=<0,0001). 

Aus diesen Ergebnissen lässt sich schließen, dass eine Stimulation mit TGF-β1 den 
Titinisoformen-Switch ab Kultivierungstag D7 signifikant beschleunigt und somit den 
Anteil der steiferen N2B-Isoform erhöht. 
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Abb. 10: Einfluss von TGF-β1 auf die Titinisoformenkomposition in ERC nach Stimulation ab D1 
Zusammenfassung der densitometrischen Auswertung der Coomassie-gefärbten 2,1% SDS-PAGE 
Gele von kultivierten ERC unter Kontrollbedingen (CTRL) und unter Anwesenheit von 10µg TGF-β1 
nach 2, 4, 7 und 9 Kultivierungstagen (D2, D4, D7, D9). Die Säulendiagramme repräsentieren den 
relativen Anteil der N2B-Isoform am Gesamt-Titin. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte ± SEM 
angegeben (n=8-9). Statistisch signifikante Unterschiede sind mit Asterisken gekennzeichnet (p<0,05) 
in one-way ANOVA). Unterhalb der Säulendiagramme sind repräsentative Titingele mit den Isoformen 
N2BA und N2B dargestellt. Die Degradationsbande T2 stellt ein proteolytisches Titinfragment dar. 
 

4.1.2 PI3K-AKT-Signalweg als mögliche Signalkaskade innerhalb des 

Isoformen-Switches 
Um die Signalkaskade, über die der Isoformen-Switch ab dem 7. Kultivierungstag 
durch TGF-β1 beschleunigt wird, näher zu charakterisieren, wurde zunächst der 
Einfluss von TGF-β1 auf den PI3K-AKT/mTOR-Signalweg untersucht. Dieser 
Signalweg wurde bereits mit Veränderungen der Titinisoformenexpression in 
Verbindung gebracht: Krüger et al. konnten 2008 zeigen, dass das 
Schilddrüsenhormon Trijodthyronin (T3) über diesen Signalweg zu einem 
beschleunigten Isoformen-Switch in Kardiomyozyten führte (Krüger et al., 2008). 
Ebenso reguliert Insulin über diese Kaskade die Isoformenkomposition (Krüger et al., 
2010).  

Um eine akute Aktivierung des AKT-Signalwegs zu untersuchen, wurden ERC 
zunächst bis zum 7. Lebenstag kultiviert und an D7 für 30 Minuten mit 10µg TGF-β1 
stimuliert. Die Kinaseaktivität wurde über den Phosphorylierungsstatus 
aktivitätsregulierender Serin/Threoninreste des Enzyms mittels phospho-spezifischer 
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Antikörper im Western-Blot-Verfahren ermittelt. Hierbei ergab sich durch die TGF-β1-
Behandlung eine gegenüber nicht-stimulierten Kontrollzellen 1,76±0,19-fach erhöhte 
relative Phosphorylierung der Proteinkinase B (AKT) am Serinrest 473 (Abb. 11 A). Für 
die Kinase mTOR ergaben die Western-Blot-Analysen keine statistisch signifikante 
Veränderung der relativen Phosphorylierung des aktivitätsregulierenden S2448 
Restes durch TGF-β1-Stimulation (Abb. 11 B). 

 

Abb. 11: Veränderung der Kinaseaktivität von AKT und mTOR unter TGF-β1-Stimulation in ERC 
Western-Blot-Analyse von kultivierten ERC unter Kontrollbedingen (CTRL) und nach 30-minütiger 
Stimulation mit 10µg TGF-β am 7. Kultivierungstag. Dargestellt ist die relative Phosphorylierung der 
Kinasen (A) AKT (60 kDa) und (B) mTOR (289 kDa). Die Daten wurden auf die Kontrollzellen normiert. 
Die Ergebnisse sind als Mittelwerte ± SEM angegeben (n=10-11). Asterisken kennzeichnen statistisch 
signifikante Unterschiede (p<0,05 in student’s-t-test). Unterhalb der Säulendiagramme sind 
repräsentative Western-Blots dargestellt.  
 

4.2 Akute Veränderungen in elastischen Titindomänen unter TGF-

β1-Einfluss 

4.2.1 TGF-β1 führt akut zu einer Abnahme der passiven Zellsteifigkeit 
Zur Untersuchung der Auswirkungen von TGF-β1 auf die passive Steifigkeit von Titin 
wurden ERC am 7. Kultivierungstag mit 10µg TGF-β1 stimuliert. Nach 30 Minuten 
wurden die Kontroll- und stimulierten Zellen geerntet. Anschließend erfolgte mit Hilfe 
von phospho-spezifischen Antikörpern und anschließendem Western-Blot die 
Analyse der relativen Phosphorylierung in den elastischen Titindomänen PEVK und 
N2Bus. 

Die Auswertung für den Serinrest S4010 in der N2Bus-Region ergab nach TGF-β1-
Stimulation eine signifikante Zunahme (P=0,0426) der relativen Phosphorylierung auf 
1,48±0,2 gegenüber Kontrollzellen (Abb. 12 A).  

A B
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Die relative Phosphorylierung in der PEVK-Region an den Serinresten S12022 und 
S11878 zeigte unter TGF-β1-Einfluss mit jeweils 1,07±0,04 und 1,04±0,1 keine 
signifikanten Unterschiede zu den Kontrollzellen (Abb 12 B und C). 

Eine vermehrte Phosphorylierung der N2Bus-Region korreliert mit einer akut 
verminderten passiven Steifigkeit in Kardiomyozyten, während diese durch erhöhte 
Phosphorylierung der PEVK-Region verstärkt wird (Kötter et al., 2013), Anhand der 
Ergebnisse kann davon ausgegangen werden kann, dass TGF-β1 akut zu einer 
Abnahme der passiven Zellsteifigkeit führt. 

 

Abb. 12: Modifikationen an elastischen Titindomänen durch TGF-β1-Stimulation 
ERC unter Kontrollbedingungen (CTRL) und nach 30-minütiger Stimulierung mit 10µg TGF-β1 am 7. 
Kultivierungstag und anschließender Western-Blot-Analyse. Dargestellt ist die relative 
Titinphosphorylierung (A) in der N2Bus-Domäne am Serinrest S4010, sowie in der PEVK-Domäne an 
den Serinresten (B) S11878 und (C) 12022. Die Balkendiagramme geben jeweils die Mittelwerte ± SEM 
an (n=9-11). Statistisch signifikante Unterschiede sind mit Asterisken gekennzeichnet (p<0,05 in 
student’s-t-test). Unterhalb der Balkendiagramme sind jeweils repräsentative Blots mit den zwei 
Titinbanden N2BA und N2B gezeigt. 
 

4.2.2 Untersuchung der Kinaseaktivitäten nach TGF-β1-Stimulation 

Im Folgenden wurde die Aktivität zweier Kinasen entsprechend der Methodik aus 
4.2.2 untersucht, welche die akuten Veränderungen in den elastischen Titindomänen 
bedingen können.  

Es ist bekannt, dass die extracellular signal-related kinase 1/2 (ERK1/2) über eine 
vermehrte Phosphorylierung den Serinrest S4010 der N2Bus-Region des Titins 
posttranslational modifizieren kann (Perkin et al., 2015; Raskin et al., 2012). ERK1/2 
stellt außerdem eine über TGF-β1 aktivierte Kinase innerhalb des SMAD-
unabhängigen Ras/Raf/MEK/ERK-Signalwegs dar. Auch in den mit TGF-β1 
stimulierten ERC ergab sich gemessen am Phosphorylierungsstatus der 
aktivitätsregulierenden Aminosäuren T202/Y204 eine signifikante Aktivierung der 
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ERK1/2 mit 1,37±0,07% (P=0,0009) gegenüber Kontrollzellen (Abb. 13 A). 
Entsprechend der Ergebnisse aus 4.1.2 lässt sich somit schließen, dass TGF-β1 über 
die Aktivierung von ERK1/2 eine vermehrte Phosphorylierung der N2Bus-Region an 
S4010 bewirkt und somit die passive Titinsteifigkeit akut herabsetzen kann. 

Bei der Phosphorylierung der Serinreste S11878 und S12022 in der PEVK-Region 
spielt die Proteinkinase Cα (PKCα) eine entscheidende Rolle (Hidalgo et al., 2009). In 
der vorliegenden Arbeit ließ sich jedoch mit 1,09±0,09% keine Aktivierung der PKCα 
durch TGF-β1 feststellen (Abb. 13 B). 

 

Abb. 13: Relative Phosphorylierung von ERK1/2 und PKCα unter TGF-β1-Stimulation in ERC 
Western-Blot-Analyse von kultivierten ERC unter Kontrollbedingen (CTRL) und nach 30-minütiger 
Stimulation mit 10µg TGF-β1 am 7. Kultivierungstag. Die jeweilige Kinaseaktivität ist über die relative 
Phosphorylierung der Kinasen (A) ERK1/2 und (B) PKCα dargestellt. Die Daten wurden auf die 
Kontrollzellen normiert. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte ± SEM angegeben (n=11). Statistisch 
signifikante Unterschiede sind durch Asterisken gekennzeichnet (p<0,05 in student’s-t-test). Unterhalb 
der Abbildungen sind repräsentative Western-Blots dargestellt. 

 

4.3 Interleukin-6 und die autophagosomale Titindegradation 
In einem weiteren Teilprojekt wurde der Einfluss des postischämisch erhöhten 
Zytokins Interlukin-6 (IL-6) auf die Titindegradation über das autophagolysosomale 
System untersucht. Hierfür wurden ERC am 7. Kultivierungstag isoliert und über 30 
Minuten mit 10µg IL-6 stimuliert. Die Aktivierung der IL-6 vermittelten 
Signaltransduktion in ERC konnte im Western-Blot jeweils über eine erhöhte STAT-3 
Phosphorylierung bestätigt werden (3,35±0,53) (Abb. 14). 
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Abb. 14: Bestätigung der IL-6 Signaltransduktion durch erhöhte STAT-3 Phosphorylierung 
Western-Blot-Analyse von STAT-3 in kultivierten ERC unter Kontrollbedingen (CTRL) und nach 30-
minütiger Stimulation mit 10µg IL-6 am 7. Kultivierungstag. Die Daten wurden auf die Kontrollzellen 
normiert. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte ± SEM angegeben (n=11-14). Statistische Signifikanzen 
wurden durch den student’s-t-test (p<0,05) ermittelt und sind durch Asterisken gekennzeichnet. 
Unterhalb der Abbildung ist ein repräsentativer Western-Blot dargestellt. 
 

4.3.1 Interleukin-6 bewirkt keine vermehrte K63-Polyubiquitinierung an Titin  
Im Rahmen der Proteindegradation stellt die Polyubiquitinierung am Lysinrest 63 ein 
Signal zum Abbau über das Autophagosom dar (Tan et al., 2008). In Tumorzellen 
konnte gezeigt werden, dass IL-6 als Aktivator der Autophagie gilt (Katheder et al., 
2017). Es ist bekannt, dass auch Teile des Sarkomerproteins Titin über Autophagie 
abgebaut werden (Müller et al., 2021). Im Folgenden wurde untersucht, ob IL-6 
ebenfalls einen Einfluss auf die autophagosomale Titindegradation hat. Mittels 
phospho-spezifischer Antikörper wurde die relative K63-Ubiquitinierung analysiert. 
Dargestellt ist der Anteil von K63-polyubiquitiniertem Titin am Gesamttitin.   

In den IL-6 stimulierten Zellen konnte mit 0,95±0,07 relativer K63-Polyubiquitinierung 
jedoch kein Unterschied zu den nicht stimulierten Kontrollzellen beobachtet werden 
(Abb.15). 
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Abb. 15: Relative K63-Polyubiquitinierung von Titin nach 30-minütiger IL-6 Stimulation 
Western-Blot-Analyse von kultivierten ERC unter Kontrollbedingen (CTRL) und nach 30-minütiger 
Stimulation mit 10µg IL-6 am 7. Kultivierungstag. Darstellung der relativen K63-Polyubiquitinierung von 
Titin am Gesamttitin (PEVK). Die Daten wurden auf die Kontrollzellen normiert. Die Ergebnisse sind als 
Mittelwerte ± SEM angegeben (n=13). Statistische Signifikanzen wurden durch den student’s-t-test 
(p<0,05) ermittelt und sind durch Asterisken gekennzeichnet. Unterhalb der Abbildungen ist das Bild 
eines repräsentativen Western-Blots dargestellt. 
 

4.3.2 Analyse der Effekte von Interleukin-6 auf den Autophagieprozess 

Im Folgenden wurden die möglichen Einflüsse von Interleukin-6 auf die Kinasen und 
Markerproteine des Autophagieprozesses ermittelt. In Abhängigkeit des 
Nährstoffangebots der Zelle kommt es entweder zu einer Induktion oder Inhibition der 
Proteindegradation. Die Kinase AMP (AMPKα) gilt dabei als Aktivator der Autophagie, 
während das Protein mammalian target of rapamycin (mTOR) diese hemmt (Kim et al., 
2011b). Die Autophagiemarker microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3-II) 
und p62/Sequestosom-1 (p62/SQSTM1) fungieren als Bindeglieder der 
abzubauenden Proteine an die Autophagosomenmembran (Chen et al., 2014). Über 
LC3-II ist eine Quantifizierung der Autophagie möglich, die abhängig ist vom Zeitpunkt 
der Autophagosomenbildung (Klionsky et al., 2021). Für p62/SQSTM1 ist zudem ein 
Zusammenhang mit dem proteasomalen Abbau bekannt (Korolchuk et al., 2009b). 

Die Aktivität der Kinasen nach 30-minütiger IL6-Stimulation sowie die Proteinlevel der 
Autophagiemarker wurden mittels Western-Blot-Analyse ermittelt. Die Ergebnisse 
sind in Abbildung 16 dargestellt.  

Für mTOR ergab sich nach IL6 Stimulation mit 0,72±0,06 eine signifikant geringere 
relative Phosphorylierung im Vergleich zu den Kontrollzellen (P=0,0258), sodass 
anzunehmen ist, dass IL6-Stimulation die mTOR vermittelte Hemmung der 
Autophagie teilweise aufhebt (Abb. 16 A). Die aktivierende Phosphorylierung der 
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AMP-Kinase unterschied sich aufgrund starker Abweichungen zwischen den 
Präparationen mit 1,43±0,3 zwar nicht statistisch signifikant von den Kontrollzellen, 
zeigte sich aber tendenziell erhöht und somit aktiver (P=0,2186) (Abb. 16 B).  

Im Rahmen der Analyse der Autophagiemarker ließ sich kein Effekt auf den LC3-
II/LC3-I-Quotienten detektieren (Abb. 16 C). Der p62/SQSTM1-Proteingehalt stieg 
nach Il6-Stimulation signifikant auf das 1,38±016-fache an (P=0,0428) (Abb. 16 D). 

 

Abb. 16: Analyse der Kinaseaktivitäten und der Autophagiemarker nach 30-minütiger IL-6 
Stimulation 
Western-Blot-Analyse von kultivierten ERC unter Kontrollbedingen (CTRL) und nach 30-minütiger 
Stimulation mit 10µg IL-6 am 7. Kultivierungstag. (A) Relative Phosphorylierung von mTOR (n=11-12) 
(B) Relative Phosphorylierung von AMPKα (n=7) (C) Relative Proteinlevel von LC3-II im Verhältnis zu 
LC3-I (n=11-1-2) (D) Relativer Proteinanteil von p62/SQSTM1 im Verhältnis zur Beladungskontrolle 
Actinin (13-14). Die Daten wurden auf die Kontrollzellen normiert. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte 
± SEM angegeben. Statistische Signifikanzen wurden durch den student’s-t-test (p<0,05) ermittelt und 
sind durch Asterisken gekennzeichnet. Unterhalb der Abbildungen ist das Bild eines repräsentativen 
Western-Blots dargestellt. 
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5 Diskussion 
Die ischämiebedingten Vorgänge beim Myokardinfarkt führen zu multiplen 
Anpassungsmechanismen und strukturellen Umbauprozessen des Herzens und 
beeinflussen dadurch maßgeblich dessen Funktion. Dabei spielt die Modulation der 
Titin-abhängigen passiven Myozytensteifigkeit, auch in Hinblick auf die Entwicklung 
einer Herzinsuffizienz, eine entscheidende Rolle (Kötter et al., 2016). In der 
vorliegenden Arbeit wurde mittels Zellkulturmodellen der Einfluss der postischämisch 
erhöhten Zytokine TGF-β1 und Interleukin-6 auf die titinbasierte passive Steifigkeit 
und die Titindegradation untersucht. Zudem unterliegt Titin postischämisch einer 
deutlich erhöhten Degradation (Kötter et al., 2016; Hein et al., 1994). In dieser Arbeit 
wurden in diesem Zusammenhang Auswirkungen des postischämisch erhöhten 
Zytokins Interleukin-6 auf die Protein-Qualitäts-Kontrolle des Titins analysiert. 
 

5.1 TGF-β1 moduliert die Titin-basierte passive Steifigkeit 

5.1.1 Kurzfristige TGF-β1-Stimulation beeinflusst die posttranslationale 

Titinmodifikation 

5.1.1.1 Titinphosphorylierung unter ischämischen Bedingungen 
Als ein nach Myokardinfarkt stark hochreguliertes Zytokin hat TGF-β1 multiple 
Einflüsse auf die postischämischen Anpassungsmechanismen des Herzens 
(Dobaczewski et al., 2011). Es ist bekannt, dass sich in der frühen Phase nach 
Herzinfarkt insbesondere auch die Titin-abhängige passive Steifigkeit verändert und 
damit das ventrikuläre remodeling der Kardiomyozyten moduliert wird (Kötter et al., 
2016). Das innerhalb eines Halbsarkomers verankerte Titin besitzt hierfür mit der 
PEVK- und N2Bus-Region in der I-Band-Region des Proteins zwei modulierbare 
Bereiche zur kurzfristigen Anpassung der passiven Myozytensteifigkeit (Koser et al., 
2019). Dabei führt eine vermehrte Phosphorylierung der PEVK-Region an den Stellen 
S11878 und S12022 zu einer erhöhten passiven Steifigkeit der Kardiomyozyten 
(Hidalgo et al., 2009), während eine erhöhte Phosphorylierung der N2Bus-Region an 
der Stelle S4010 diese vermindert (Krüger et al., 2009). Verschiedene Studien konnten 
sowohl in vitro als auch in vivo im Tiermodell eine insgesamt erhöhte postischämische 
passive Steifigkeit der Kardiomyozyten nachweisen (Hidalgo et al., 2013; Kötter et al., 
2016). So konnten Kötter et. al sowohl in Mäuseherzen nach Ischämie/Reperfusion 
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als auch in Mäuseherzen nach dreitägiger Ligatur des Ramus interventricularis anterior 
eine signifikante Hyperphosphorylierung der PEVK-Region mit Hypophosphorylierung 
der N2Bus-Region nachweisen. Die erhöhte PEVK-Phosphorylierung war auch nach 
zehn Tagen weiterhin erhöht, wenn auch weniger stark ausgeprägt (Kötter et al., 
2016). Es wurde zudem gezeigt, dass diese PKC-α-abhängig durch postischämisch 
erhöhte Interleukin-6-Level moduliert werden kann. Vor dem Hintergrund dieser 
Vorarbeiten wurde in der hier vorliegenden Arbeit untersucht, ob der 
Phosphorylierungsstatus dieser Regionen auch unter TGF-β1-Stimulation moduliert 
wird und welche Signalwege dafür relevant sind. 

5.1.1.2 Kurzfristige Stimulation mit TGF-β1 führt zu einer erhöhten ERK-abhängigen 
N2Bus-Phosphorylierung 

In den durchgeführten Untersuchungen der ERC zeigte sich nach 30-minütiger TGF-
β1-Stimulation eine deutliche Aktivierung der extracellular signal-related kinase 1/2 
(ERK1/2). Zudem ergab sich eine erhöhte relative S4010-Phosphorylierung in der 
N2Bus-Region. Es ist bekannt, dass ERK1/2 Titin in der N2Bus-Region an dieser 
Stelle phosphorylieren kann (Perkin et al., 2015; Raskin et al., 2012).  Für TGF-β1 
existiert über die Aktivierung des SMAD-unabhängigen Ras/Raf/MEK/ERK-
Signalwegs eine Möglichkeit zur Aktivierung von ERK1/2 (Derynck und Zhang, 2003). 
Eine vermehrte ERK1/2-abhängige Phosphorylierung im N2Bus-Bereich korreliert 
wiederum mit einer verminderten Titin-abhängigen passiven Steifigkeit (Kötter et al., 
2013). Innerhalb der PEVK-Region zeigten sich an den Serinresten S11878 und 
S12022 keine signifikanten Unterschiede im Phosphorylierungsstatus gegenüber 
Kontrollzellen. Entsprechend ergab sich unter TGF-β1-Stimulation auch keine 
vermehrte Phosphorylierung der PKCα, die eine Phosphorylierung dieser Serinreste 
vornehmen kann (Hidalgo et al., 2009). In Zusammenschau der 
Untersuchungsergebnisse ist somit davon auszugehen, dass TGF-β1 über 
Aktivierung des Ras/Raf/MEK/ERK-Signalwegs akut zu einer Abnahme der passiven 
Titinsteifigkeit führt. 

Unmittelbar nach der Myokardischämie zeigen sich stark erhöhte 
Plasmakonzentrationen der proinflammatorischen Zytokine Interleukin-1β, 
Interleukin-6 und TNF-α (Newton und Dixit, 2012). TGF-β1 wird jedoch erst verzögert 
ausgeschüttet, es wird auch als „master switch“-Zytokin bezeichnet, da es über 
Inhibierung der proinflammatorischen Zytokine den Übergang der Inflammations- in 
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die Proliferationsphase darstellt (Dobaczewski et al., 2011). TGF-β1 unterdrückt auch 
die weitere Ausschüttung des proinflammatorisch wirksamen Interleukin-6 und kann 
somit als dessen antiinflammatorischer Gegenspieler betrachtet werden. Diese 
Tatsache könnte den im Vergleich zur Interleukin-6-Stimulation gegenteiligen Effekt 
auf die passive Steifigkeit erklären. Zukünftig durchgeführte Kraftmessungen unter 
TGF-β1-Stimulation werden zeigen, inwiefern TGF-β1 die Nettosteifigkeit des Titins 
akut modulieren kann. Zudem müssen weitere TGF-β1-vermittelte Signalwege 
untersucht werden, die möglicherweise zu Phosphorylierungen an anderen 
Serinresten der I-Band-Region führen. Neben der Regulation über den 
Phosphorylierungsstatus in der I-Banden-Region existieren zudem weitere 
kurzfristige Titinmodifikationen. So zeigt Titin im ischämischen Areal unter oxidativem 
Stress beim Myokardinfarkt ein Ungleichgewicht von Oxidations- und 
Reduktionsprozessen, wie beispielsweise eine vermehrte Bildung von Disulfidbrücken 
in der N2B-Region, was wiederum die Titin-abhängige passive Steifigkeit erhöht 
(Loescher et al., 2020; Grützner et al., 2009). Es ist bekannt, dass TGF-β1 die Bildung 
reaktiver Sauerstoffbindungen durch Induktion der Expression von Enzymen wie der 
NADPH-Oxidase 4 (NOX4) erhöht (Cucoranu et al., 2005). Zusätzlich zu den oben 
genannten Signalwegen könnte TGF-β1 so auch über die Beeinflussung von 
Redoxreaktionen Veränderungen von Titineigenschaften vornehmen und die passive 
myokardiale Nettosteifigkeit verändern. 
 

5.1.2 Der Titinisoformen-Switch wird durch TGF-β1 beschleunigt 

5.1.2.1 TGF-β1 erhöht den relativen Anteil der N2B-Isoform 
In Kardiomyozyten dominieren zwei verschiedene Titinisoformen, die elastischere 
N2BA- und die steifere N2B-Isoform (Bang et al., 2001; Freiburg et al., 2000). Je nach 
Organismus unterscheiden sich die jeweiligen Isoformenanteile. So besitzen 
ausgewachsene Ratten einen N2BA-Anteil von 5-20%, während dieser im humanen 
Herzgewebe mit 40 % deutlich höher liegt (Cazorla et al., 2000; Kötter et al., 2013). 
Die Isoformenzusammensetzung verändert sich zudem während der 
Embryonalentwicklung und unter dem Einfluss von kardialen Erkrankungen wie 
exemplarisch der ischämischen Kardiomyopathie (Opitz et al., 2004; Neagoe et al., 
2002). Die Isoformenkomposition bestimmt die myokardiale Steifigkeit 
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beziehungsweise Elastizität und hat somit einen direkten Einfluss auf die Herzfunktion 
(Linke und Hamdani, 2014).  

In der vorliegenden Arbeit konnte unter mehrtägiger TGF-β1-Stimulation von ERC ein 
beschleunigter Isoformen-Switch beobachtet werden. Der Anteil der steiferen N2B-
Isoform stieg dabei in den TGF-β1-behandelten Zellen ab dem 7. Kultivierungstag 
signifikant an. Basierend auf dieser Beobachtung lässt sich vermuten, dass TGF-β1 
langfristig über die Anpassung des Isoformenverhältnisses eine erhöhte passive 
Titinsteifigkeit bewirkt. Dies ist besonders vor dem gegenteiligen Effekt der erhöhten 
N2Bus-Phosphorylierung bei kurzfristigen TGF-β1-Stimulationen interessant. Ein 
Grund hierfür könnten die bereits wissenschaftlich belegten pleiotropen Effekte von 
TGF-β1 sein, da das Zytokin multiple Zellsignalwege aktivieren kann, die 
kontextabhängig, je nach Zellart und Zellmilieu, aktivierende oder inhibierende Effekte 
auslösen (Thompson et al., 1989). In der Proliferations- und Reparaturphase, 
beginnend ungefähr 72 Stunden nach Myokardinfarkt, fördert TGF-β1 die Neubildung 
der extrazellulären Matrix durch Stimulation der Kollagensynthese, wobei zunächst 
eine provisorische Matrix gebildet wird, die aus Fibronektin und Fibrin sowie 
matrizellulären Proteinen wie Periostin und Osteopontin besteht  (Frangogiannis et al., 
2005). Innerhalb dieser Phase sind die Myokardnarbe und das Gewebe der 
Infarktzone noch sehr fragil (Richardson et al., 2015). Vor diesem Hintergrund könnte 
ein erhöhter Anteil der N2B-Isoform eine zusätzliche Stabilisierung des Myokards 
bewirken, um die mechanische Integrität des Herzens aufrechtzuerhalten.  

5.1.2.2 Aktivierung des PI3K-AKT-Signalwegs  
Für TGF-β1 existieren intrazellulär verschiedene Signalwege, die sich hauptsächlich 
in SMAD-abhängige und SMAD-unabhängige Signalwege, wie den PI3K-AKT-
Signalweg, unterteilen lassen (Shi und Massague, 2003; Derynck und Zhang, 2003). 
Da Krüger et al. 2008 und 2010 zeigen konnten, dass die Beschleunigung des 
Titinisoformen-Switches in ERC durch Insulin und Triiodthyronin über den PI3K-AKT-
Signalweg vermittelt wird, wurde für diese Arbeit die Hypothese untersucht, ob auch 
TGF-β1 die Isoformenzusammensetzung über diesen Signalweg beeinflusst. In der 
Untersuchung von ERC unter 30-minütiger TGF-β1-Stimulation konnte eine 
signifikante Aktivierung von AKT beobachtet werden, sodass in der Tat zu 
schlussfolgern ist, dass TGF-β1 den Isoformen-Switch über den PI3K-AKT-Signalweg 
beschleunigt. Im Gegensatz zu Krüger et al., die in ihrer Arbeit auch eine AKT-
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vermittelte Aktivierung des Spleißfaktors mammalian target of rapamycin (mTOR) 
feststellen konnten, zeigte sich in der aktuellen Arbeit unter TGF-β1-Stimulation keine 
vermehrte Phosphorylierung von mTOR. Es wird postuliert, dass AKT auch weitere 
alternative Spleißregulatoren und Zellkernpromotoren aktiviert, die das Spleißen der 
Titin-mRNA kontrollieren (Krüger et al., 2010; Blaustein et al., 2005). Hierbei könnte 
auch das Protein RNA-binding motif 20 (RBM20) eine Rolle spielen, da es als 
bekannter Spleißfaktor der Titinisoformen gilt und festgestellt werden konnte, dass 
das RBM20-Gen eines der Zielgene des TGF-β1-Signalwegs darstellt (Banerjee et al., 
2015). 
 

5.1.3 Die Titin-abhängige passive Steifigkeit und die kardiale Pumpfunktion 
Insgesamt lässt sich durch die erhöhte Phosphorylierung der N2Bus-Region 
vermuten, dass unter kurzfristiger TGF-β1-Stimulation die Titin-abhängige passive 
Steifigkeit gesenkt werden könnte, während langfristige Stimulationen über den 
Isoformen-Switch diese erhöhen könnten. Es stellt sich die Frage, inwiefern dadurch 
die Pumpfunktion des Herzens beeinflusst wird und ob die TGF-β1-vermittelte 
Wirkung auch in Hinblick auf pharmakologische Interventionen wünschenswert ist. 
Insgesamt zeigt die Studienlage, dass die Gesamtsteifigkeit des Herzens nach einem 
Myokardinfarkt zunimmt, um die erhöhten endsystolischen Füllvolumina, die sich 
durch die eingeschränkte linksventrikuläre Funktion aufgrund des Untergangs von 
Kardiomyozyten ergeben, weiterhin adäquat auszuwerfen (Sutton und Sharpe, 2000; 
Talman und Ruskoaho, 2016). Über die Erhöhung der passiven Titinsteifigkeit kann 
Titin nicht nur das remote Myokard vor Überdehnung schützen, sondern unterstützt 
die Pumpfunktion auch durch seine Funktion als Initiator der längenabhängigen 
Sarkomeraktivierung und sorgt damit für die strukturelle Sarkomerintegrität (Kötter et 
al., 2016; Cazorla et al., 2000). Kötter et. al zeigten, dass die Titin-vermittelte passive 
Steifigkeit über Hyperphosphorylierung der PEVK- sowie Hypophosphorylierung der 
N2Bus-Region nach I/R und auch drei Tage nach Ligatur des Ramus interventricularis 
anterior ansteigt, während sie nach 10 Tagen wieder abnimmt (Kötter et al., 2016). Da 
nach der Proliferations- und Reparaturphase einige Tage bis Wochen nach dem 
Myokardinfarkt die kollagenbasierte Narbe gebildet ist, kann vermutet werden, dass 
die titinvermittelte passive Steifigkeit zu späteren Zeitpunkten nicht mehr benötigt 
wird. Vor diesem Hintergrund wäre die TGF-β1-vermittelte erhöhte Phosphorylierung 
der N2Bus-Region eher von Nachteil für die Titin-basierte Aufrechterhaltung der 
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linksventrikulären Funktion. Die Beschleunigung des Isoformen-Switches könnte 
allerdings vorteilhaft sein und die Infarktnarbe stabilisieren. Anhaltend hohe TGF-β1-
Level führen jedoch auch zu Herzhypertrophie und Fibrosierung und schränken damit 
langfristig die Pumpfunktion des Herzens ein, was letztlich in einer Herzinsuffizienz 
mündet (Rosenkranz et al., 2002; Roger, 2013). Ein über Wochen und Monate nach 
einem Myokardinfarkt anhaltend erhöhter Anteil der steiferen N2B-Isoform würde zu 
diesem Problem beitragen, weshalb das Isoformenverhältnis auch unter 
mehrwöchigen TGF-β1-Stimulationen untersucht werden sollte. Hieraus könnten 
auch Erkenntnisse für mögliche pharmakologische Interventionen gewonnen werden, 
wie etwa einer zeitlich begrenzten Blockade von TGF-β1, um die verschiedenen 
mechanischen Anforderungen der postischämischen Phasen einzubeziehen.  
 

5.1.4 Pharmakologische Perspektiven im Kontext der Titin-abhängigen 

passiven Steifigkeit 
Zwar ist TGF-β1 physiologisch ein essenzielles Zytokin für die Entwicklung und 
Funktion von Kardiomyozyten und -fibroblasten, jedoch führen die pathologisch 
erhöhten TGF-β1-Level nach einem Myokardinfarkt im Zuge von vermehrtem 
Gewebeschaden und erhöhter Fibrosierung zu einer Beeinträchtigung der 
Herzfunktion (Vilahur et al., 2011; Rainer et al., 2014; Liang et al., 2018). Die 
Untersuchung der Auswirkungen von postischämisch hochregulierten Zytokinen wie 
TGF-β1 auf die Herzfunktion sind Bestandteil aktueller Forschung und bieten 
vielversprechende Ansatzpunkte für pharmakologische Interventionen. So konnten 
Tan et al. mittels eines löslichen TGF-β-Rezeptors in einem Myokardinfarktmodell bei 
der Ratte eine signifikante Reduktion der Fibrosierung, Hypertrophie und systolischen 
Dysfunktion zeigen (Tan et al., 2010). Bemerkenswert ist jedoch, dass die 
Auswirkungen einer TGF-β-Inhibition in einem zeitlichen Zusammenhang stehen. So 
führte eine Inhibition innerhalb der ersten 24 Stunden nach einem Myokardinfarkt zu 
einer Verschlechterung der linksventrikulären Herzfunktion und zu einer erhöhten 
Mortalität, während eine spätere Blockade die Herzleistung verbesserte und die 
Hypertrophie durch verminderte Kollagenablagerung reduzierte (Ikeuchi et al., 2004). 
Es wird vermutet, dass die initiale antiinflammatorische Wirkung von TGF-β1 
kardioprotektiv ist, während die profibrotische Eigenschaft die kardiale Dysfunktion 
fördert, was die Pleiotropie des Zytokins unterstreicht (Flores-Vergara et al., 2021). 
Auch Okada et al. konnten eine Verbesserung der linksventrikulären Funktion 
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feststellen, wenn der lösliche TGF-β-Rezeptor erst drei Tage nach anhaltender Ligatur 
des Ramus interventricularis anterior durchgeführt wurde (Okada et al., 2005). Auf 
Grundlage dieser Erkenntnisse sollte eine pharmakologische Intervention mit 
löslichen TGF-β-Rezeptoren zeitabhängig erfolgen, was sich auch in den Ergebnissen 
dieser Arbeit widerspiegelt. Durch die hier nachgewiesenen Signalwege könnte unter 
Beachtung der pleiotropen Wirkungen des Zytokins auch eine gezieltere Modulation 
von Proteinen innerhalb der TGF-β1-Signalkaskade - wie ERK1/2 oder AKT - eine 
Möglichkeit zur pharmakologischen Intervention darstellen. Hierfür sind weitere 
Studien notwendig, um das maladaptive postischämische remodeling zu beeinflussen 
und die kardiale Funktion zu verbessern. 
 

5.2 Der Interleukin-6-vermittelte Einfluss auf die Titindegradation 

5.2.1 Die Protein-Qualitäts-Kontrolle nach Myokardinfarkt 
Der hypoxieinduzierte Zelluntergang im ischämischen Areal und der daraus 
resultierende, erhöhte mechanische Stress auf die Kardiomyozyten im nicht-
ischämischen (remote) Myokard führen zu einer Aktivierung der Protein-Qualitäts-
Kontrollsysteme wie der Autophagie und des Ubiquitin-Proteasom-Systems, um die 
zelluläre Homöostase und damit die kardiale Pumpfunktion aufrechtzuerhalten 
(Sciarretta et al., 2018; Dong et al., 2018). Vorarbeiten der Arbeitsgruppe haben 
gezeigt, dass Ischämie/Reperfusion (I/R) zu einer Titin-vermittelten Versteifung der 
Myofilamente im nicht-ischämischen Areals führt, wobei vermutet wird, dass dadurch 
die Mehrarbeit des überlebenden Myokards ermöglicht und der Ventrikel stabilisiert 
wird (Kötter et al., 2016; Funk et al., 2022). Aufgrund dieser postischämischen 
Umbauprozesse werden die oben genannten Degradationsmechanismen aktiviert, 
wobei Titin eines der ersten Proteine darstellt, die dem Abbau unterliegen, da es 
insbesondere aufgrund seiner enormen Größe anfällig für die Degradation ist (Hein et 
al., 1994). Kötter et. al konnten darlegen, dass die proteasomale Gesamtaktivität im 
remote Myokard innerhalb der frühen postischämischen Phase zunahm und auch 
einen erhöhten Titinabbau über das Ubiquitin-Proteasom-System umfasste (Kötter et 
al., 2016). Hierbei zeigte sich ein Anstieg der für den proteasomalen Abbau typischen 
K48-Titinubiquitinierung und auch der Proteasomaktivität im remote Myokard, 
insbesondere innerhalb der ersten drei Tage nach Myokardinfarkt, während diese 
nach zehn Tagen wieder abnahm. Kötter et. al stellten jedoch auch eine Akkumulation 
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von K48-ubiquitiniertem Titin fest, was darauf hindeutet, dass die erhöhte 
Proteasomaktivität für die Anzahl an abzubauenden Titinmolekülen nicht ausreichend 
oder auch qualitativ dysfunktional war (Kötter et al., 2016). Interleukin-6 wird als 
proinflammatorisches Zytokin innerhalb der ersten 72 Stunden nach Myokardinfarkt 
verstärkt freigesetzt und könnte an der Aktivierung der Proteinqualitätskontrolle 
beteiligt sein. Eine Autophagieinduktion durch Interleukin-6 wurde bereits in 
Tumorzellen sowie in den insulinproduzierenden Betazellen des Pankreas 
nachgewiesen (Gwechenberger et al., 1999; Katheder et al., 2017; Linnemann et al., 
2017). Vor diesem Hintergrundwurde in der vorliegenden Arbeit im Zellkulturmodell 
embryonaler Rattenkardiomyozyten (ERC) der Einfluss des Zytokins IL-6 auf die 
Titindegradation über das autophagolysosomale System untersucht. IL-6 kommt 
auch eine bedeutende Rolle im frühen kardialen remodeling zu, da es nachgewiesen 
zu einer Erhöhung der passiven Titinsteifigkeit über Phosphorylierung der PEVK-
Region führt (Kötter et al., 2016). Die vorliegende Arbeit soll dazu beitragen, die 
Interleukin-6-abhängigen Mechanismen der Titindegradation im Arbeitsmyokard zu 
verstehen und mögliche Einflüsse des Titinabbaus auf die postischämische kardiale 
Funktion abzuschätzen. 
 

5.2.2  Effekte von Interleukin-6 auf die Autophagiemarker 

Zur Untersuchung des Einflusses von Interleukin-6 auf die Autophagieaktivität wurden 
der Phosphorylierungsstatus von mTOR und AMPK, sowie die Proteinlevel von 
p62/SQSTM1 und LC3-II nach 30-minütiger IL-6 Stimulation in ERC am 7. 
Kultivierungstag analysiert. Die signifikante STAT3-Erhöhung bestätigte die 
erfolgreiche Induktion der IL-6-vermittelten intrazellulären Signaltransduktion. Für 
mTOR ergab sich eine signifikant verminderte Phosphorylierung, während die AMPK 
zwar nicht signifikant, aber tendenziell vermehrt phosphoryliert wurde. Beide Proteine 
können die zentrale Autophagie-induzierende uncoordinated-51 like kinase (ULK1) an 
unterschiedlichen Stellen phosphorylieren und gelten damit als Regulatorproteine der 
Autophagie. Dabei führt eine vermehrte AMPK-Phosphorylierung zu einer 
Autophagieinduktion und eine erhöhte mTOR-Phosphorylierung zu einer 
Autophagieinhibition (Kim et al., 2011b). Die durch die IL-6 Behandlung verminderte 
mTOR-vermittelte Autophagieinhibition sowie die tendenziell erhöhte AMPK-
vermittelte Autophagieaktivierung deuten auf eine Induktion der Autophagie unter IL-
6-Einfluss hin. Dies deckt sich mit einer Studie von Linnemann et. al, die in 
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pankreatischen Betazellen in Zellkultur und in vivo eine Autophagieinduktion durch 
IL6-vermittelte AMPK-Aktivierung und mTOR-Inhibierung beschreiben (Linnemann et 
al., 2017). In Skelettmuskelzellen konnte unter Tumor-induzierter Kachexie ebenfalls 
eine mTOR-Inhibierung durch IL-6-vermittelte AMPK-Aktivierung gezeigt werden 
(White et al., 2013). Für Kardiomyozyten ist bekannt, dass die postischämische 
Inflammationsphase, bei der IL-6 als proinflammatorisches Zytokin eine maßgebliche 
Rolle spielt, zu einer Aktivierung von AMPK führt und eine Rolle in der Protektion des 
Herzens vor Ischämie- und Reperfusionsschäden sowie Zelltod spielt (Kim et al., 
2011a; Qi und Young, 2015; Matsui et al., 2007). Bei der Analyse der p62/SQSTM1-
Level zeigte sich jedoch eine signifikante Akkumulation in den IL-6-stimulierten Zellen, 
was zunächst in Widerspruch zu der vermuteten Autophagieinduktion steht, da 
p62/SQSTM1 akkumuliert, wenn es nicht als Adapterprotein in das Autophagosom 
eingebaut wird (Bjorkoy et al., 2009; Hale et al., 2013). Über p62/SQSTM1 existiert 
jedoch auch eine intersystemische Querverbindung zum Ubiquitin-Proteasom-
System und kann Substrate, inklusive Titin, auch dem proteasomalen Abbau zuführen 
(Seibenhener et al., 2007; Thrower et al., 2000). In mehreren Studien konnte gezeigt 
werden, dass eine Myokardischämie aufgrund einer Überladung des Proteasoms mit 
zu degradierenden Zellbestandteilen und durch Oxidationsprozesse am Proteasom 
selbst zu einer Dysregulation desjenigen führt und durch den Funktionsverlust mehr 
ubiquitinierte Proteine in der Zelle akkumulieren (Powell et al., 2005; Bulteau et al., 
2001). Zudem konnte beobachtet werden, dass die Autophagieaktivität zunimmt, 
wenn es zu einem Funktionsverlust des Proteasoms kommt, was auch einhergeht mit 
der beobachteten gesteigerten Autophagieaktivität nach einem Myokardinfarkt 
(Matsui et al., 2007; Gustafsson und Gottlieb, 2008; Zheng et al., 2011). Es wird somit 
postuliert, dass Zellen über diesen Mechanismus versuchen, den Funktionsverlust 
des Proteasoms auszugleichen (Zheng et al., 2011). Diese Tatsache könnte eine 
Erklärung für die erhöhten p62/SQSTM1-Level darstellen, da unsere Arbeitsgruppe 
zeigen konnte, dass der p62/SQSTM1-Proteingehalt nach Inhibition des Proteasoms 
deutlich anstieg (Müller et al., 2021). Zukünftige Projekte werden zeigen, ob IL-6 in 
Kardiomyozyten auch direkt die proteasomale Aktivität beeinflusst. Zusätzlich sollten 
weitere Autophagiemarker wie Beclin-1 untersucht werden, das als Bestandteil des 
III-PI3K-Komplexes bei Autophagieinduktion auch direkt durch die AMPK 
phosphoryliert werden und die Autophagie verstärken kann (Zhang et al., 2016; Chan, 
2012). Bezüglich der LC3-II-Proteinlevel zeigte sich kein Unterschied zwischen den 
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Kontroll- und den stimulierten Zellen. In Betazellen des Pankreas zeigten sich neben 
der IL6-abhängigen Autophagieinduktion auch erhöhte LC3-II-Level, jedoch erst nach 
Stimulation über eine Stunde (Linnemann et al., 2017). Dies könnte eine Erklärung 
darstellen, weshalb die Messung in dieser Arbeit nach 30-minütiger Stimulation noch 
keine Unterschiede zeigte. Zudem wurden die LC3-II-Proteinleveln in der 
vorliegenden Arbeit über das Western Blot-Verfahren bestimmt. Die Interpretation der 
gemessenen Proteinlevel ist bei dieser Methode jedoch zweideutig. Einige Studien 
vermuten, dass bei aktivierter Autophagie aufgrund des höheren Bedarfs an 
Autophagosomen mehr LC3-II gebildet wird, während ebenfalls angenommen werden 
kann, dass es bei vermehrt aktiver Autophagie auch zu einer erhöhten Degradation 
des an der inneren Autophagosmenmembran lokalisierten LC3-II kommt (Tanida et 
al., 2008; Shibutani und Yoshimori, 2014). Um die LC3-II-Level diesbezüglich 
differenzierter zu betrachten, sollte in weiterführenden Studien zusätzlich zu der hier 
verwendeten Methode ein flux assay mit einem Autophagieinhibitor wie Chloroquin 
durchgeführt werden, um eine Schlussfolgerung bezüglich eines IL-6-Effekts treffen 
zu können (Klionsky et al., 2021). 

Zusammengefasst lässt sich unter IL-6-Stimulation in ERC eine tendenzielle Induktion 
der Autophagie feststellen, was sich am Phosphorylierungsstatus der 
Regulatorproteine widerspiegelt und auch einhergeht mit der in der Literatur 
beschriebenen generell erhöhten Autophagieaktivität nach einem Myokardinfarkt 
(Matsui et al., 2007; Sciarretta et al., 2012). Vor dem Hintergrund, dass viele Studien 
gezeigt haben, dass eine experimentelle Autophagieinduktion im Kontext der 
Myokardischämie einen protektiven Einfluss auf das Herz hat und zusätzlich auch die 
Infarktgröße reduzieren kann, wäre die hier gezeigte Tendenz der 
Autophagieinduktion unter IL-6-Stimulation wünschenswert (Mizushima und 
Komatsu, 2011; Choi et al., 2013; Kroemer und Piacentini, 2015; Mo et al., 2016). Der 
unter IL-6-Stimulation erhöhte p62/SQSTM1-Proteingehalt sowie die unveränderten 
LC3-II-Level können unter den oben genannten Bedingungen erklärbar sein, erfordern 
jedoch eine Erweiterung der angewendeten Methodik und die Untersuchung weiterer 
Autophagiemarker.  

5.2.3 Interleukin-6 beeinflusst nicht die K63-abhängige Titinubiquitinierung 

Eine Polyubiquitinierung am Lysinrest K63 stellt ein Signal für einen Abbau des 
Titinmoleküls über das autophagosomale System dar (Barriere et al., 2007). Dabei 
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bedingt eine Autophagieinhibition eine Akkumulation von K63-ubiquitinierten 
Molekülen, während es durch eine Autophagieinduktion zu einem vermehrten Abbau 
der K63-ubiquitinierten Titinmoleküle kommt (Salcan et al., 2020). Nach 30-minütiger 
Stimulation der ERC mit IL-6 zeigten sich in der vorliegenden Arbeit dagegen keine 
Unterschiede in der K63-Ubiquitinierung zwischen Kontroll- und stimulierten Zellen. 
Kötter et. al konnten im Tiermodell bereits beobachten, dass es unter dreitägiger 
permanenter Ligatur des Ramus interventricularis anterior zu einem starken Anstieg 
von polyubiquitiniertem Titin kam (Kötter et al., 2016). Angesichts der in der Literatur 
beschriebenen IL-6-vermittelten Aktivierung der Autophagie und der oben erwähnten 
Ergebnisse der Autophagiemarker wäre eine Reduktion der K63-ubiquitinierten 
Titinmoleküle erwartet worden, da diese einem verstärkten Abbau über das 
Autophagie-System unterliegen sollten. Ein Grund für das Ausbleiben der erwarteten 
K63-Ubiquitinierung könnte ein zu kurzer Beobachtungszeitraum sein. Da die IL6-
Applikation in dieser Arbeit lediglich über 30 Minuten erfolgte, für das Zytokin aber 
auch erhöhte Plasmalevel bis zu 72 Stunden nach einem Myokardinfarkt beschrieben 
sind, könnte in zukünftigen Studien die K63-abhängige Polyubiquitinierung unter einer 
längerfristigen IL-6-Stimulation analysiert werden (Müller et al., 2014).  
 

5.3 Schlussfolgerung und Ausblick 
 

Die Entwicklung pharmakologischer Interventionen zur Verbesserung des Outcomes 
von Myokardinfarktpatienten erfordert ein tieferes Verständnis der 
pathophysiologischen adaptiven Reaktionen des Myokards, die zur Aufrechterhaltung 
der Funktion des Ventrikels auftreten. Hierzu liefert die vorliegende Arbeit mithilfe der 
gewonnenen Erkenntnisse über die Einflüsse der postischämisch hochregulierten 
Zytokine TGF-β1 und IL-6 auf verschiedene Titinmodifikationen erste Anhaltspunkte. 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass TGF-β1 die N2Bus-Region 
durch Aktivierung des Ras/Raf/MEK/ERK-Signalwegs vermehrt phosphorylieren 
kann, was mit einer Verminderung der titinabhängigen passiven Steifigkeit assoziiert 
ist (Krüger et al., 2009). Ferner ergaben langfristige TGF-β1-Stimulationen über eine 
Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs eine Beschleunigung des Isoformen-Switches 
ab dem 7. Kultivierungstag, wodurch die passive Steifigkeit langfristig erhöht wäre 
(Krüger et al., 2008). Diese Signalwege könnten Ziele für pharmakologische 
Interventionen darstellen. In zukünftig durchgeführten Experimenten sollten aktive 
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Kraftmessungen an isolierten Kardiomyozyten unter TGF-β1-Stimulation erfolgen. So 
könnte untersucht werden, ob sich die in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse der 
TGF-β1-vermittelten Titinmodifikationen auch physikalisch in einer Veränderung der 
myokardialen Kraftantwort widerspiegeln. Hierbei könnten auch pharmakologische 
Modulationen an ERK1/2 oder AKT erfolgen und Auswirkungen auf die passive 
Steifigkeit ermittelt werden. Zusätzlich durchgeführte TGF-β1-Stimulationen und 
Kraftmessungen von Kardiomyozyten im Zellverbund, wie beispielsweise des 
gesamten Herzens im Klein- oder Großtiermodell, könnten zudem eine bessere 
Translation der Erkenntnisse auf das menschliche Herz erlauben.  

Die Ergebnisse des IL-6 Einflusses auf die Titindegradation über das 
autophagolysosomale System in ERC ergaben eine Induktion der Autophagie über 
eine tendenziell vermehrte Aktivierung der autophagieinduzierenden AMP-Kinase 
sowie über eine verminderte Aktivität des autophagiehemmenden mTOR-Proteins. IL-
6 wird als proinflammatorisches Zytokin in der postischämischen Inflammationsphase 
freigesetzt, wirkt autophagieinduzierend und ist in der Lage, die titinabhängige 
passive Steifigkeit zu erhöhen (Gwechenberger et al., 1999; Linnemann et al., 2017; 
Katheder et al., 2017; Kötter et al., 2016). Diese Induktion spiegelte sich jedoch nicht 
direkt in den Autophagiemarkern wider. Die Proteinlevel von LC3-II blieben 
unverändert, was jedoch über eine Erweiterung der Methodik erneut überprüft werden 
sollte. Der erhöhte p62/SQSTM-1-Proteingehalt deutete zunächst auf eine 
Autophagieinhibition hin, könnte aber auch durch eine gehemmte Proteasomaktivität 
erklärbar sein, die nach einem Myokardinfarkt dysfunktional ist (Powell et al., 2005; 
Bulteau et al., 2001; Müller et al., 2021). Zur Überprüfung dieser Hypothese kann in 
einem Anschlussprojekt die Proteasomaktivität in ERC unter IL-6-Stimulation mittels 
eines Proteasom Assays über die Trypsin-like-, Chymotrypsin-like- und Caspase-like- 
Aktivitäten gemessen werden. Insgesamt spiegelte sich die nach 30-minütiger IL6-
Stimulation tendenzielle Autophagieinduktion nicht in einer erhöhten K63-abhängigen 
Polyubiquitinierung am Titinmolekül wider. Da IL-6 jedoch bis zu 72 Stunden nach 
einem Myokardinfarkt hochreguliert ist, sollten die in der vorliegenden Arbeit 
durchgeführten Experimente unter längerfristigen IL-6-Stimulationen wiederholt 
werden.  

Zusammengefasst zeigen die Experimente dieser Arbeit, dass TGF-β1 über den 
Ras/Raf/MEK/ERK- und den PI3K-AKT-Signalweg Titinmodifikationen in der N2Bus-
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Region vornehmen und den Isoformen-Switch beschleunigen kann. Bezüglich der 
Autophagie zeigte sich eine tendenzielle IL-6-vermittelte Autophagieinduktion ohne 
Einfluss auf die K63-abhängige Polyubiquitinierung. Diese Ergebnisse bieten 
Grundlagen für weitere Experimente und tragen zum Verständnis der Rolle von Titin 
beim ventrikulären remodeling in der Akutphase nach einem Myokardinfarkt und 
seinem Einfluss auf die Herzfunktion bei. 
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