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Zusammenfassung

Kardiovaskulare Erkrankungen, insbesondere die koronare Herzkrankheit, zahlen weiterhin zu den
fihrenden Todesursachen weltweit. Der akute Myokardinfarkt stellt dabei aufgrund der damit
verbundenen Morbiditdt und Mortalitdt eine der schwerwiegendsten Manifestationen dar. Ein
detailliertes Verstandnis der mit Ischamie und Reperfusion (I/R) einhergehenden pathophysiologischen
Zusammenhange ist entscheidend, um therapeutische Strategien weiter zu optimieren. Das zentrale
sarkomerische Protein Titin Ubernimmt in Kardiomyozyten zahlreiche strukturelle, mechanische und
regulatorische Aufgaben. Veranderungen und Modifikationen von Titin wahrend eines Myokardinfarkts
kdnnen daher entscheidende Ansatzpunkte fir zukunftige therapeutische Strategien sein.

Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit das Ziel verfolgt, ein funktionsfahiges und vielseitiges in-vitro-
I/R-Modell zu entwickeln, mit dem Titin und potenzielle Modifikationen untersucht werden kénnen. Im
Rahmen des Forschungsprojekts wurde ein zellkulturelles I/R-Modell mit adulten Rattenkardiomyozyten
etabliert. Die zentralen Elemente der Simulation waren eine mit sauerstoffarmem Mischgas gefiillte
Hypoxiekammer sowie spezifisch auf die Stoffwechselsituation angepasste Pufferldésungen. Relevante
Parameter konnten dabei zielgenau eingestellt und nach Bedarf variiert werden. Im Rahmen des
Etablierungsprozesses wurden bereits erste Untersuchungen von Titinmodifikationen und zugehorigen
Prozessen durchgefuhrt. Zu den Untersuchungen zahlte die Analyse von posttranslationalen
Titinphosphorylierungen der PEVK-Region, die Einfluss auf die passive Steifigkeit der Kardiomyozyten
haben. Darluber hinaus wurde die Titinubiquitinierung untersucht, die bei der Proteinqualitatskontrolle
eine Rolle spielt. Vorherige Studien im Mausmodell mit kardialer I/R konnten eine PKCa-vermittelte
Hyperphosphorylierungen der PEVK-Region von Titin an den Stellen S11878 und S12022 beschreiben,
die mit einer Steigerung der passiven Steifigkeit der Kardiomyozyten einherging. Es wird angenommen,
dass diese Veranderungen in der Frilhphase des Infarkts zur Stabilisierung beitragen, bis ausreichend
Narbengewebe gebildet werden konnte. In der vorliegenden Arbeit wurden diese Titinmodifikationen in
unterschiedlichen I/R-Simulationsmodellen mit variierenden Ischamiedauern von 45 Minuten, 120
Minuten und 16 Stunden sowie jeweils anschlieBenden Reperfusionssimulationen untersucht. Die
Hyperphosphorylierung der PEVK-Region mit einhergehender Aktivitatssteigerung von PKCa konnte
dabei nicht reproduziert werden. Dies lasst den Schluss zu, dass Hypoxie und Teilkomponenten der
Ischamie nicht die entscheidenden Reize flur diese Titinmodifikationen sind und eine Beteiligung
weiterer Einflussfaktoren wahrscheinlich ist. Um diese zu identifizieren, sind in Zukunft weitere
Untersuchungen mit dem I/R-Modell notwendig. Die Proteinqualitdtskontrolle spielt in Kardiomyozyten
eine bedeutende Rolle fir die Sicherstellung der Funktionsfahigkeit der Zellen. Auch unter
Stressbedingungen kénnen bestimmte Abbausysteme wie das autophagosomal-lysosomale System
zum Uberleben der Zellen beitragen. Titin stellt aufgrund seiner enormen GroéRe eine Herausforderung
fur die Proteinqualitatskontrolle und den Abbau dar. Die Prozesse des Titinabbaus, insbesondere unter
Infarktbedingungen, sind bisher noch nicht vollstdndig verstanden. Untersuchungen in einem in-vivo-
Mausmodell konnten bereits zeigen, dass es in den ersten Tagen nach einem Infarkt zu einem
gesteigerten Titinabbau, einhergehend mit einer gesteigerten proteasomalen Aktivitdt kam. Um weitere
Erkenntnisse zum I/R-bedingten Titinabbau zu erlangen, erfolgte in dieser Arbeit die Analyse der
Titindegradation im zellkulturellen I/R-Simulationsmodell. Da sich im Verlauf der Etablierung nach 16-
stiindiger Ischamie Veranderungen im Titinabbau andeuteten, erfolgte eine nahere Untersuchung der
Prozesse mittels Western-Blot-Verfahren nach 16 Stunden Ischamie und nachfolgender 4-stiindiger
Reperfusion. Durch ergdnzende Experimente mit dem Autophagieinhibitor Bafilomyocin A1 konnte
gezeigt werden, dass unter ischamischen Bedingungen ein vermehrter Abbau von ubiquitiniertem Titin
Uber das Autophagosom stattfindet. In diesem Zusammenhang konnte nachgewiesen werden, dass die
hypoxische Komponente des ischdmischen Reizes daflr von entscheidender Bedeutung ist. Dem
gegeniber deuteten weitere Versuchsergebnisse darauf hin, dass Autophagie unter Basalbedingungen
eine untergeordnete Rolle beim Abbau von Titin spielt. Die Analyse von autophagieassoziierten
Proteinen nach Simulation von 16 Stunden Ischamie und 4 Stunden Reperfusion wiesen auf eine
gesteigerte Autophagieaktivitat hin. Die Messung der Aktivitatslevel bestimmter Autophagieregulatoren
deutete jedoch insgesamt auf eine differenzierte Autophagieaktivitat im Zeitverlauf der Ischamie hin.
Um diese Abldufe und Mechanismen im Detail nachvollziehen zu kénnen, bedarf es weiterer
Messungen.

Insgesamt konnten mit dem hier etablierten Modell erste Erkenntnisse zu zwei Gruppen von
Titinmodifikationen unter I/R-Simulationsbedingungen gewonnen werden. Wahrend im Organismus
eine Vielzahl an Infarkt-assoziierten Faktoren parallel wirken und sich gegenseitig beeinflussen, gelingt
durch das in-vitro-l/R-Simulationsmodell eine selektive Analyse spezifischer Mechanismen in
ausgewahlten Zellarten. Folglich stellt es eine wertvolle Ergdnzung zu komplexen multifaktoriellen in-
vivo-Modellen dar. Fur die weitere Infarktforschung steht somit ein Modell bereit, welches vor allem in
Kombination mit in-vivo-Experimenten und klinischen Daten relevante Erkenntnisse liefern kann.



Abstract

Cardiovascular diseases, especially coronary heart disease, remain among the leading causes of death
worldwide. One of the most severe manifestations of this disease is the myocardial infarction due to its
associated morbidity and mortality. A detailed understanding of the underlying pathophysiological
mechanisms of ischemia and reperfusion (I/R) is crucial for optimising therapeutic strategies. In
cardiomyocytes the central sarcomeric protein titin has numerous structural, mechanical and regulatory
functions. Alterations and modifications of titin during ischemia and reperfusion may therefore be crucial
starting points for future therapeutic approaches.

For this reason, the aim of this study was to develop a functional and versatile in vitro I/R model to
investigate titin and potential modifications. A main part of the research project was to establish a cell
culture I/R model with adult rat cardiomyocytes. The central components of the simulation were a
hypoxia chamber filled with a low-oxygen gas mixture and buffers adjusted to the specific metabolic
situation. It was possible to set up relevant parameters precisely and modify them as needed. While
establishing the I/R model, first investigations of titin modifications and associated processes have
already been carried out. The analyses included posttranslational titin phosphorylation of the PEVK
region, which influences the passive stiffness of cardiomyocytes. In addition, titin ubiquitination, which
plays a role in protein quality control, was investigated. Previously, PKCa mediated hyerphosphorylation
of the PEVK region at the sites S11878 and S12022, which was associated with an increase in passive
stiffness, has been described in mouse models. It has been assumed that these changes contribute to
ventricular stability in the early phase of infarction until sufficient scar tissue has been formed. In the
current investigation, these titin modifications were examined in different I/R models with varying
durations of ischemia of 45 minutes, 120 minutes and 16 hours, each followed by reperfusion
simulations. The hyperphosphorylation of the PEVK region with increase in PKCa activity could not be
reproduced. This leads to the conclusion that hypoxia and components of ischemia may not be the key
stimuli for these titin modifications and that other factors are likely to be involved. To identify these
factors, further investigations with the I/R model are required. Protein quality control plays an important
role in ensuring the functionality of cardiomyocytes. Moreover, under stressful conditions, certain
degradation systems, such as the autophagy, can contribute to cell survival. Due to its enormous size,
titin is a challenge for protein quality control and degradation. The processes of titin degradation,
particularly under myocardial infarction, are not yet fully understood. Studies in an in vivo mouse model
have already shown that increased titin degradation, accompanied by increased proteasomal activity,
occurs in the remote area of the heart in the first few days after a myocardial infarction. Here, in order
to obtain further insights into I/R-induced titin degradation, it was analysed in cell cultural I/R simulation
models. Since changes in titin degradation were observed during the development of the in vitro I/R
model after 16 hours of ischaemia, the underlying mechanisms were investigated in more detail using
western blot analysis after 16 hours of ischemia followed by 4 hours of reperfusion. Additional
experiments with the autophagy inhibitor bafilomycin A1 showed that under ischaemic conditions there
is an increased degradation of ubiquitinated titin via the autophagosome. In this context, it was
demonstrated that the hypoxic component of the ischaemic stimulus is crucial for the increased
autophagosomal-lysosomal degradation. At the same time, further results indicated that autophagy
plays a minor role in degradation of titin under basal conditions. The analysis of autophagy-associated
proteins after 16 hours of ischemia and after 4 hours of reperfusion may indicate an increase in
autophagy activity. However, assessments of the activity of certain autophagy regulators suggested
differentiated autophagy activity over the ischaemic period. Further measurements are required to
understand these processes and mechanisms in detail.

Overall, the established I/R simulation model has yielded initial insights into two different groups of titin
modifications under I/R conditions. While a multitude of I/R-associated factors act simultaneously in the
organism and interact with each other, the in vitro model makes a selective analysis of specific
mechanisms possible. Therefore, it represents a valuable addition to complex multifactorial in vivo
models. For further research on myocardial infarction the established model can provide important
findings, especially when combined with in vivo experiments and clinical data.
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1 Einleitung

1.1 Myokardinfarkt

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Kardiovaskulare Erkrankungen zahlen sowohl weltweit und auch in Deutschland weiterhin zu
den fuhrenden Todesursachen (World Health Organization, 2024, Statistisches Bundesamt,
2025b). Der akute Myokardinfarkt gehoért dabei in Deutschland zu den bedeutsamsten
Manifestationen und ist nach der chronisch ischamischen Herzkrankheit die zweithaufigste
kardiovaskulare Todesursache (Statistisches Bundesamt, 2025a, Statistisches Bundesamt,
2025b). Grundlage des Infarktgeschehens ist in den meisten Fallen die koronare
Herzkrankheit mit Manifestation von Atherosklerose an den KoronargefaRen. Entziindliche
lipidhaltige Plaques, die sich langsam progredient Uber Jahre in den Koronararterien
entwickeln, fuhren dabei zu einer fortschreitenden Lumeneinengung und damit zu einer

verminderten Myokardperfusion distal der Stenose (Ross, 1993).
1.1.2 Pathophysiologie der Ischamiephase

Kommt es zur Ruptur der fibrésen Kappe eines meist instabilen atherosklerotischen Plaques,
kann die Freilegung von thrombogenem Material innerhalb kirzester Zeit zur Bildung eines
Thrombus fuhren, der das Gefald vollstandig verschlielt (Abb. 1). In der Konsequenz kommt
es im Versorgungsgebiet des verschlossenen Gefaldes zu einer ausbleibenden oder stark
reduzierten Durchblutung (Ischamie). Der resultierende Sauerstoffmangel (Hypoxie) fihrt im
betroffenen Gewebe durch eingeschrankte mitochondriale oxidative Phosphorylierung zu
einer reduzierten ATP-Produktion (Chen and Vunjak-Novakovic, 2018). Das Myokard verfiigt
lediglich Uber geringe Speicher von ATP, Kreatinphosphat und Sauerstoff, welche nur fur
einige Sekunden ausreichen (Stanley et al., 2005). Nach Ausschopfung der intrazellularen
ATP-Vorrate kommt es innerhalb kurzer Zeit zur Reduktion der Kontraktionsvorgange im
betroffenen Bereich (Hibernation). Da ein Grolteil des Energieumsatzes im Herzen fir die
Myokardkontraktion bendtigt wird, kann der Energiebedarf der ischamischen Zellen auf diese
Weise reduziert werden (Stanley et al., 2005)

Durch alternative Energiegewinnung mittels anaerober Glykolyse, kann der Abfall des ATPs
zusatzlich verlangsamt werden, sodass dieses erst nach 30-40 Minuten unter 10% des
Normalwertes sinkt. Aus dem dabei entstehenden Pyruvat wird unter den vorherrschenden
Stoffwechselbedingungen vermehrt Laktat gebildet (De Villiers and Riley, 2020). Protonen,
Laktat und weitere Stoffwechselprodukte akkumulieren extrazellular aufgrund der
eingeschrankten Perfusion, sodass eine Gewebsazidose resultiert (Chen and Vunjak-
Novakovic, 2018, Ostadal et al., 2009). Die extrazellulare Laktatakkumulation verhindert im

Weiteren einen Ausstrom von Laktat aus den Kardiomyozyten. Dies wiederum verstarkt die
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intrazellulare Azidose und fihrt zu einer reduzierten Glykolyse (Halestrap et al., 1997, Chen
and Vunjak-Novakovic, 2018). Schlussendlich kann die anaerobe Glykolyse den
Energiebedarf des Herzens nicht langerfristig abdecken, sodass es bei vollstandigem
Gefaldverschluss nach ca. 20 Minuten zu ersten irreversiblen Zellschaden und Nekrose kommt
(Timmers et al., 2012).

Direkt von der Ischamie betroffen sind dabei die Kardiomyozyten im Versorgungsgebiet des
okkludierten Gefalies. Die Infarktzone (Abb. 1) stellt somit das primar geschadigte Areal dar,
in dem die Ischamie zu irreversibler Schadigung der Kardiomyozyten, Entziindungsreaktionen
und im Verlauf zur Narbenbildung flhrt (Timmers et al., 2012, Frangogiannis, 2014). Umgeben
ist dieser Kern von einer vulnerablen Randzone (Abb. 1), in der die Kardiomyozyten wahrend
des Infarkts perfundiert werden, allerdings trotzdem funktionelle Beeintrachtigungen
aufweisen konnen (Jackson et al., 2002). Als Remote-Areal (Abb. 1) wird der Teil des Herzens
bezeichnet, der nicht direkt von der Ischamie betroffen ist und sich auch nicht in direkter
Nachbarschaft zu den ischamischen Zellen befindet. Allerdings kann es auch in diesem
Bereich durch verschiedene Faktoren und Stressoren zu Veranderungen kommen (French
and Kramer, 2007).

Thrombus

rupturierter
artherosklerotischer Plaque

Remote Myokard

Randzone

Infarktkern

Abb. 1: Pathophysiologie des akuten Myokardinfarkts

Die Abbildung zeigt die Vorgange bei einem akuten Myokardinfarkt. Nach teilweise jahrelanger
Entwicklung atherosklerotischer Plaques, kann es innerhalb von Sekunden zur Ruptur dieser Plaques
mit konsekutiver Thrombenbildung kommen. Dies fuhrt zur Unterbrechung des Blutflusses distal des
Verschlusses. Der Bereich des Herzens, der direkt von der Ischamie betroffen ist, wird als Infarktkern
bezeichnet. Umgeben ist dieser von einer vulnerablen Randzone. Das Remote-Areal hat keinen
direkten Kontakt zur Infarktzone, kann allerdings im Verlauf trotzdem Veranderungen aufweisen. Erstellt
mit https://BioRender.com.

Diagnostisch kann der akute Schaden der Kardiomyozyten durch den Anstieg und die
Dynamik kardialer Biomarker, insbesondere des kardialen Troponins, festgestellt werden
(Thygesen et al., 2010). Die Dauer der Ischamie beeinflusst maflgeblich wie viele
Kardiomyozyten einen irreversiblen Schaden erleiden (Reimer et al., 1977). Daher steht
therapeutisch bei Vorliegen eines Myokardinfarkts eine schnelle Reperfusion im Vordergrund
(Byrne et al., 2023, Ibanez et al., 2018).



1.1.3 Pathophysiologie der Reperfusionsphase

Das Ziel der interventionellen oder medikamentosen Reperfusion ist die Wiederherstellung
des koronaren Blutflusses, sodass die Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung der
Kardiomyozyten wieder gewahrleistet ist. Die schnellstmdgliche Reperfusion stellt dabei einen
entscheidenden Faktor fur die InfarktgroRe und das klinische Outcome dar, allerdings kann
die Reperfusion selbst durch unterschiedliche Mechanismen auch zu Schaden am Myokard
fuhren (Hausenloy and Yellon, 2013).

Im Rahmen des letalen myokardialen Reperfusionsschadens, kann es aufgrund der
abrupten metabolischen Verdnderungen nach der Reperfusion, zum Absterben von zum
Zeitpunkt der Ischamie noch vitalen Kardiomyozyten kommen (Piper et al., 1998). Die
Reoxygenierung und beginnende Inflammationsprozesse flihren zur Bildung grof3er Mengen
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) (Yellon and Hausenloy, 2007, Zweier, 1988). Sowohl die
Bildung von ROS als auch die abrupten pH-Veranderungen tragen wesentlich zur Offnung der
mitochondrialen Permeability Transition Pore (PTP) bei, was zum Kollaps des
Membranpotentials und einer Funktionsstérung der Atmungskette fihrt (Yellon and
Hausenloy, 2007, Hausenloy and Yellon, 2003). Zusatzlich schadigen ROS DNA, Proteine und
Membranen und fiihren dadurch unter anderem zu einer Verstarkung der intrazellularen
Calciumuberladung. (Yellon and Hausenloy, 2007, Griffiths and Halestrap, 1995). Diese I6st
unter ansteigender ATP-Produktion weitere Zellschaden durch Hyperkontraktion aus (Ibanez
et al., 2015).

Des Weiteren kann das No-reflow Phanomen auftreten, bei dem es trotz Wiederherstellung
der Durchgangigkeit des epikardialen Koronargefaldes, zu Beeintrachtigungen der
Mikrozirkulation in der Infarktzone kommt (Ito, 2006, Krug et al., 1966). Zum eingeschrankten
Fluss tragen verschiedene Faktoren bei, die durch die Reperfusion verstarkt werden. Dazu
zahlen das Gewebeddem, Endotheldefekte, Entziindungsprozesse, die Kontraktion
benachbarter Kardiomyozyten und Mikrothromboembolie infolge einer perkutanen
Koronarintervention (PCI) (Ito, 2009, Manciet et al., 1994, Reynolds and McDonagh, 1989).
Durch die unvollstandige Perfusion bleibt die Sauerstoffversorgung sowie der Abtransport
toxischer Metabolite in dem betroffenen Gebiet weiter eingeschrankt, sodass der
Gewebeschaden trotz epikardialer Reperfusion weiter fortschreiten kann (Manciet et al.,
1994).

1.1.4 Pathophysiologie der Inflammationsreaktion

Der Korper reagiert auf die massive Schadigung des Myokards im Rahmen eines
Myokardinfarkts, mit einem mehrschrittigen Prozess, bestehend aus einer anfanglichen
sterilen Inflammationsreaktion, in der geschadigte und abgestorbene Zellen entfernt werden
Darauf folgen die Reparations- und Reifungsphase, in denen die Inflammationsreaktion

beendet wird und es zur Ausbildung und Reifung einer Narbe im Infarktbereich kommt (Ong
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et al, 2018). Dies ist aufgrund der eingeschrankten regenerativen Kapazitat der
Kardiomyozyten zur Aufrechterhaltung der Herzwandstrukturen unter dauerhafter
mechanischen Beanspruchung essenziell (Prabhu and Frangogiannis, 2016, Ong et al., 2018).
Die Inflammationsphase wird durch die absterbenden und geschadigten Zellen im
Infarktbereich initiiert. Diese Zellen setzen Gefahrensignale, sogenannte Damage associated
molecular pattern (DAMP) Molekdile frei, welche im Folgenden das angeborene Immunsystem
aktivieren kénnen. Dafilr binden sie an spezielle Rezeptoren, die pattern recognition receptors
(PRR) von Immunzellen, Fibroblasten oder benachbarten Kardiomyozyten. Dadurch kommt
es im weiteren Verlauf Uber intrazellulare Signalkaskaden zur NFk-b Aktivierung (Anzai et al.,
2022, Ghigo et al., 2014, Shinde and Frangogiannis, 2014). Die Aktivierung und nukleare
Translokation von NFk-b fuhrt zur Transkription und Freisetzung von proinflammatorischen
Zytokinen (z.B. IL-1, TNF-q, IL-6, IL-18), Chemokinen und endothelialen Adhasionsmolekdlen,
welche im weiteren Verlauf zur Rekrutierung und Einwanderung von Immunzellen in die
Infarktzone fihren (Prabhu and Frangogiannis, 2016, Anzai et al., 2022). Auch die
einwandernden Immunzellen produzieren in der Inflammationsphase proinflammatorische
Zytokine, sodass es zur Amplifikation der inflammatorischen Reaktion und einer ausgedehnten
Immunantwort kommt (Timmers et al., 2012). Zu den ersten Immunzellen, welche aus dem
Knochenmark mobilisiert werden und die durch chemotaktische Signale in das verletze
Myokard gelangen, gehoren die neutrophilen Granulozyten. Im Myokard phagozytieren sie
zellularen Debris, setzen proteolytische Enzyme frei und erzeugen chemotaktische Signale,
welche zur Rekrutierung von Monozyten in den Infarktbereich fihren (Ong et al., 2018, Prabhu
and Frangogiannis, 2016). Dabei dominieren in der Inflammationsphase die
proinflammatorischen Ly-6C"9"-Monozyten, welche zu M1-Makrophagen differenzieren
kénnen und als diese in der Infarktzone Zelldebris entfernen (Nahrendorf et al., 2007, Ong et
al., 2018).

Vier bis sieben Tage nach dem akuten Myokardinfarkt beginnt die antiinflammatorische
proliferative Phase, im Rahmen derer es zur Sekretion von antiinflammatorischen,
profibrotischen Zytokinen (z.B. IL-10, TGF-B) und proangiogenetischen Faktoren (z.B. VEGF)
kommt (Ong et al., 2018, Prabhu and Frangogiannis, 2016). Diese werden unter anderem von
antiinflammatorischen Monozyten vom Phanotyp Ly-6C°" und M2-Makrophagen
ausgeschluttet (Nahrendorf et al., 2007, Prabhu and Frangogiannis, 2016). Wahrend der
proliferativen Phase kommt es zur Transdifferenzierung kardialer Fibroblasten zu
Myofibroblasten, die entscheidend an der Formation einer robusten und flexiblen Narbe
beteiligt sind (Shinde and Frangogiannis, 2014, Turner and Porter, 2013).

Im weiteren Verlauf nimmt in der Maturationsphase die Dichte an Myofibroblasten wieder ab.
AbschlieBend kommt es zur Reifung der Narbe mit Quervernetzung der Kollagenfasern,
sodass am Ende eine ausgereifte Narbe besteht (Shinde and Frangogiannis, 2014, Anzai et
al., 2022, Prabhu and Frangogiannis, 2016).



1.1.5 Modelle zur Simulation eines Myokardinfarkts

Zur Erforschung der pathophysiologischen Prozesse im Rahmen eines Myokardinfarkts
existieren verschiedene experimentelle Ansatze, die sich in ihren Charakteristika
unterscheiden und je nach Zielsetzung unterschiedlich geeignet sind. Im Folgenden werden
Ubergeordnete Modelle zur Infarkt- beziehungsweise I/R-Simulation in ihren Grundziigen

dargestellt.
1.1.5.1 In-vitro-I/R-Simulation

Bei der in-vitro-Simulation von Ischamie und Reperfusion werden isolierte Zellen — haufig
isolierte adulte Kardiomyozyten — unter Bedingungen kultiviert, die einem Myokardinfarkt
nachempfunden sind (Lindsey et al., 2018). Hierflir stehen verschiedene Methoden zur
Verfligung, mit deren Hilfe die spezifischen Stoffwechselsituationen simuliert werden kdénnen.
Eine Madglichkeit besteht darin, die Kardiomyozyten nach Zentrifugation in einer minimalen
Menge Nahrmedium unter einer Mineralélschicht zu kultivieren. Diese Olschicht verhindert
die Sauerstoffdiffusion und flihrt somit zu hypoxischen Bedingungen (Armstrong et al., 1995,
Chen and Vunjak-Novakovic, 2018). Bei einer weiteren Methode werden zur Erzeugung einer
Hypoxie Zyanide verwendet, welche an den mitochondrialen Komplex IV der Atmungskette
binden und so die Zellatmung blockieren (Chen and Vunjak-Novakovic, 2018, Cavalheiro et
al., 2010). Allerdings ist bei dieser Methode die realitatsnahe Simulation einer Reperfusion nur
eingeschrankt umsetzbar (Diaz and Wilson, 2006). Ein weiteres weit verbreitetes
zellkulturelles Modell basiert auf der Modifikation der Umgebungsluft mithilfe einer
Hypoxiekammer. Dabei wird ein sauerstoffarmes Mischgas in eine Kammer geleitet, in der
die Zellen kultiviert werden. Dieser Versuchsaufbau kann in unterschiedlichen Variablen
gezielt verandert werden. Zu den haufig verwendeten Komponenten zahlen die Hypoxie sowie
die Nahrstoffdeprivation durch ein glukose- und serumfreies Medium. Zusatzlich kénnen
weitere Modifikationen vorgenommen werden — zum Beispiel eine Hyperkalidmie, eine
Azidose oder die Zugabe von Laktat zur Simulation der Akkumulation anaerober Metabolite
bei gestorter Perfusion (Lindsey et al., 2018, Chen and Vunjak-Novakovic, 2018, Diaz and
Wilson, 2006). Die Reperfusion wird simuliert, indem das nahrstoffarme Ischamiemedium
durch ein nahrstoffhaltiges Kulturmedium ersetzt wird und eine Kultivierung auf3erhalb der
Hypoxiekammer unter Normoxie erfolgt. Durch den Mediumwechsel werden gleichzeitig zuvor
angefallene Metabolite entfernt, ahnlich wie dies auch bei der Wiederherstellung des
Blutflusses nach einem Myokardinfarkts geschieht. (Chen and Vunjak-Novakovic, 2018).
Insgesamt kann mit einer zellkulturellen I/R-Simulation die prazise Kontrolle der zelluldren und
extrazellularen Bedingungen erreicht werden. Dabei ist eine gezielte Untersuchung der Effekte
auf eine spezifische Zellart moglich, da der Einfluss anderer Zellpopulationen und
zirkulierender Faktoren in diesem Setting weitgehend ausgeschlossen ist (Lindsey et al.,
2018).



1.1.5.2 Ex-vivo-l/R-Simulation

Bei ex-vivo-I/R-Modellen mit isolierten perfundierten Herzen nach Langendorff erfolgt die
Infarktsimulation an einem schlagenden Herzen, welches sich nicht mehr im Organismus
befindet. Dafir wird das gesamte Herz aus dem Versuchstier enthommen und an eine
spezielle Vorrichtung angeschlossen, ber die es mit einer Pufferldsung retrograd Uber die
kanulierte Aorta perfundiert wird. Dadurch bleibt das Herz funktionell aktiv und kontrahiert
aullerhalb des Korpers weiter (Bell et al., 2011). Eine globale Ischamie kann simuliert werden,
indem der Perfusionsfluss vollstandig unterbrochen wird. Alternativ ist auch die Simulation
einer regionalen Ischamie moglich, indem gezielt einzelne Koronargefalle — etwa durch
Ligaturen — temporar verschlossen werden. Nach einer definierten Ischamieperiode kann die
Reperfusion, durch Wiederherstellung des Gesamtflusses oder Offnen zuvor abgebundener
Gefale, simuliert werden. In diesem Modell kann das funktionsfahige Herz ohne systemische

Einflisse des restlichen Organismus untersucht werden (Bell et al., 2011, Lindsey et al., 2018).
1.1.5.3 In-vivo-Infarktsimulation

Bei in-vivo-Modellen wird ein Myokardinfarkt am lebenden Versuchstier simuliert. Dabei erfolgt
nach linksseitiger Thorakotomie der Verschluss der linken Vorderwandarterie (Kolk et al.,
2009). Dieser kann entweder permanent und ohne Reperfusion oder transient mit
anschlieliender Reperfusion erfolgen (De Villiers and Riley, 2020, Lindsey et al., 2018). Dieses
Verfahren wird seit Gber 60 Jahren in Kleintiermodellen eingesetzt (Johns and Olson, 1954).
Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Modellen, erlaubt dieses Vorgehen die
Untersuchung systemischer Effekte myokardialer Ischamie und Reperfusion im lebenden

Organismus (De Villiers and Riley, 2020).



1.2 Das Sarkomer

Das Zytoskelett der quergestreiften Muskulatur besteht aus spezialisierten, geordneten
Strukturen — den Sarkomeren (Kriger and Linke, 2011). Diese stellen die kleinste kontraktile
Einheit der quergestreiften Muskulatur dar. Dabei bilden viele hintereinander geschaltete
Sarkomere eine Myofibrille, die in ihrer Gesamtheit das kontraktile Gerlst der Zelle bilden
(Abb. 2).

Die charakteristischen lichtmikroskopischen hellen und dunklen Banden lassen sich durch die
strukturierte Anordnung der sarkomerischen Proteine erklaren. Im Zentrum des Sarkomers
befindet sich die anisotrope dunkle A-Bande mit den Myosinfilamenten, die in der M-Linie
verankert sind (Tskhovrebova and Trinick, 2004). In den Z-Scheiben sind die Aktinfilamente
verankert — diese reichen bis zwischen die Myosinfilamente. Die |-Bande reprasentiert den
Bereich des Sarkomers, in dem ausschlieBlich Aktinfilamente, aber keine Myosinfilamente
vorliegen (Abb. 2). Durch diese Anordnung ist eine calciuminduzierte ATP-abhangige
zyklische Wechselwirkung zwischen den Aktinfilamenten und den Myosinkdpfchen maoglich.
Dieser Prozess wird als Querbrickenzyklus bezeichnet und flihrt gemal der
Gleitfilamenttheorie zum Ineinandergleiten der Filamente und damit zur Verkirzung des

Sarkomers. Auf Ebene des gesamten Muskels, kommt es dadurch zur Kontraktion.

quergestreifter Muskel

Myofibrille

|-Bande A-Bande |-Bande

Z-Scheibe M-Linie

Diinnes Dickes Filament Titin
Filament (Aktin) (Myosin)
| |
H-Zone

| | 1 |

|-Bande A-Bande |I-Bande
| ]

Sarkomer

Abb. 2: Aufbau eines Sarkomers

Dargestellt ist der Aufbau des Sarkomers, der kleinsten kontraktilen Einheit in der quergestreiften
Muskulatur, durch den das charakteristische lichtmikroskopische Bandenmuster entsteht. Viele
hintereinander geschaltete Sarkomere bilden eine Myofibrille. Erstellt mit https://BioRender.com.
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1.3 Titin

Neben Aktin und Myosin, ist auch Titin ein wesentlicher Bestandteil der Sarkomere mit
zahlreichen Funktionen (Kruger and Linke, 2011, Linke and Hamdani, 2014). In den folgenden
Abschnitten wird naher auf den Aufbau, die Funktionen und die Besonderheiten dieses

Proteins eingegangen.
1.3.1 Aufbau

Titin ist das grofite monomere Protein im menschlichen Kérper (Linke, 2008), welches
zwischen M-Band und Z-Linie gespannt, eine Lange von 1 um tberbricken kann (First et al.,
1988, Maruyama, 1994). Je nach Isoform weist Titin dabei ein Molekulargewicht von 3-
3,7 MDa auf (Krliger and Linke, 2011, Freiburg et al., 2000). Fur die Expression des kardialen
Proteins existiert nur ein Gen mit insgesamt 363 Exons, welche flr 38.138 Aminosauren
kodieren (Bang et al., 2001). Dieses Gen befindet sich bei Sdugetieren auf dem langen Arm
des Chromosoms 2 (Labeit et al., 1990). Durch alternatives SpleiRen kdnnen aus diesem Gen
verschiedene muskelspezifische Isoformen mit unterschiedlichen Eigenschaften entstehen
(Krtiger and Koétter, 2013).

In der Grundstruktur kann Titin in vier Bereiche mit unterschiedlichen Funktionen unterteilt
werden: Die Z-Scheibe, die |-Band-Region, die A-Band-Region und die M-Band-Region
(Abb. 3).

| Z-Scheibe Halbe |-Bande I Halbe A-Bande M-Band
| | 1

| elastisches I-Band Segment |

Myosin
M-ﬁ‘. ...... =SS a0 wee wRe wn]l AE Rt
5e s essess] S a was]l as ans sss_ s PRSP b aR et

| | I Il | | | | 1 |
I 1 f ] 1 I 1 T 1T 1 H
Z-Repeats N2-B Ig-Region 6x 11x Kinase
Super-Repeats Doméne

N2B-Isoform

=8= |g-like Doméane
=== [nique sequence
= = FN3-like Doméane

Abb. 3: Schematischer Aufbau der N2BA-Isoform und der N2B-Isoform von Titin

(angelehnt an (Kriiger and Linke, 2011) und (Koétter et al., 2014))

Titin erstreckt sich als sarkomerisches Protein vom M-Band bis zur Z-Scheibe und interagiert dabei mit
vielen weiteren Proteinen. Die verschiedenen Regionen von Titin weisen dabei sowohl in ihrem Aufbau
als auch in ihrer Funktion Unterschiede auf. Durch alternatives Spleifen entstehen zudem verschiedene
Isoformen, die sich unter anderem in der Zusammensetzung der [|-Band-Region voneinander
unterscheiden. Hier ist der Aufbau der herzspezifischen Isoformen N2BA und N2B dargestellt, welche
in ihren elastischen Eigenschaften variieren. Erstellt mit https://BioRender.com.



N-Terminal ist Titin in die Z-Scheibe des Sarkomers verankert (Labeit and Kolmerer, 1995)
(Abb. 3). In diesem Bereich setzt sich Titin aus 9 Ilg-Domanen und unique sequences (Linke,
2008) sowie einer variierenden Menge Z-Repeats zusammen (Labeit and Kolmerer, 1995,
Gautel et al., 1996). Titin interagiert im Bereich der Z-Scheibe mit zahlreiche Proteine (Witt et
al., 2006, Labeit et al., 2006, Linke, 2008). darunter auch mit Aktin, wodurch es an dieser Stelle
nicht dehnbar ist (Linke et al., 1997, Trombitas and Granzier, 1997).

Ungefahr 100 nm vom Zentrum der Z-Scheibe entfernt, schlief3t sich die elastische I-Band-
Region von Titin an (Abb. 3), welche als molekulare Feder wirkt (Krtiger and Linke, 2011). Vor
allem in diesem Bereich kommt es durch alternatives Spleilken zu isoformenspezifischen
Unterschieden. Im adulten Herzen werden dabei vorrangig die N2B-Isoform und die N2BA-
Isoform in einem speziesspezifisch variierenden Verhaltnis exprimiert (Freiburg et al., 2000)
In der Nahe der Z-Scheibe und angrenzend an den A-Band-Anteil, enthalt die 1-Band-Region
beider Isoformen Tandem-lg-Domanen (Labeit and Kolmerer, 1995). Auf die Ilg-Domanen im
Bereich der Z-Scheibe, folgt bei beiden Isoformen das N2B-Segment, welches einen 572
Aminosauren langen, elastischen Abschnitt namens N2B unique sequence (N2Bus) enthalt
(Linke, 2008, Linke et al., 1999, Leake et al., 2006, Li et al., 2002). In der N2BA-Isoform
befindet sich im Anschluss an eine mittlere Ig-Doméane, das N2A-Segment (Linke and
Grutzner, 2008). In beiden Isoformen folgt ein elastischer Sequenzabschnitt variierender
Lange, welcher zu 70% aus den Aminosauren Prolin (P), Glutamat (E), Valin (V) und Lysin (K)
besteht und aus diesem Grund als PEVK-Domane bezeichnet wird (Labeit and Kolmerer,
1995). Innerhalb der I-Band-Region befinden sich damit insgesamt drei seriell angeordnete
elastische Elemente — dies sind die poly-Ig-Regionen, die PEVK-Domane und die N2Bus
(Linke et al., 1999).

Die A-Band-Region (Abb. 3) von Titin wird sowohl im Herzen als auch im Skelett konstitutiv
exprimiert (Kriiger and Linke, 2011, Tskhovrebova and Trinick, 2010). Mehr als die Halfte des
gesamten Titinmolekdls ist in diesem Bereich Uber die Fibronektin-Typ-Ill-Doméanen fest an
Myosin gebunden und daher nicht beweglich (Tskhovrebova and Trinick, 2004, Labeit et al.,
1997). Titin besteht in der A-Band-Region vor allem aus Ig-Domanen und FN3-Domanen,
welche sich in einem speziellen Muster wiederholen. Der sieben Domanen lange super repeat
wiederholt sich dabei sechs Mal und der elf Domanen lange super repeat elf Mal
(Tskhovrebova and Trinick, 2004, Labeit and Kolmerer, 1995, Tskhovrebova et al., 2010).
Nach der Molecular-Ruler-Theorie wird vermutet, dass die A-Band-Region von Titin aufgrund
des speziellen Aufbaus wichtige Funktionen bei der Assemblierung der Myosinfilamente
ubernimmt (Labeit et al., 1992, Kruger and Linke, 2011).

In der Nahe des M-Bandes befindet sich die konstitutiv exprimierte autoinhibierte Titin-Kinase-
Domane (TK) (Kruger and Linke, 2011). Diese kann durch Dehnung aktiviert werden, sodass

sie im Sarkomer die Aufgabe eines Mechanosensors tbernimmt (Puchner et al., 2008). Der



C-terminale Bereich von Titin befindet sich im M-Band und setzt sich aus einer Reihe von Ig-

Domanen und unique sequences zusammen (Bang et al., 2001, Obermann et al., 1996).
1.3.2 Funktionen

Titin Obernimmt in Muskelzellen viele verschiedene Aufgaben. So fungiert es in den
Sarkomeren der quergestreiften Skelettmuskulatur als Gerustprotein, welches die strukturelle
Integritat aufrechterhalt (Tskhovrebova and Trinick, 2004). Titin sichert zudem die zentrale
Position der Myosinfilamente im Sarkomer, indem es eine elastische Verbindung zwischen
diesen und der Z-Scheibe herstellt (Tskhovrebova and Trinick, 2004, Linke, 2018, Granzier
and Labeit, 2004).

AulBerdem wirkt Titin als molecular blueprint fur die Assemblierung sarkomerischer
Strukturen. In diesem Zusammenhang tragt es zur exakten Anordnung und zur korrekten
Lange der Myosinfilamente bei (Whiting et al., 1989). Daruber hinaus wird auch ein Einfluss
auf die Assemblierung der Aktinfilamente vermutet (Wang and Wright, 1988).

Titin ist zudem ein Knotenpunkt unterschiedlicher Signalwege (Kriiger and Linke, 2011).
Es tragt beispielsweise Uber mehrere Mechanismen zum Hypertrophie-Signaling bei (van der
Pijl et al., 2018, Kriger and Kotter, 2016). AuRerdem wird Titin eine wichtige Rolle in den
Signalprozessen der sarkomerischen Proteinqualitatskontrolle zugeschrieben (Kotter et al.,
2014). Des Weiteren kann Titin als Mechanosensor fungieren, der unterschiedliche
biomechanische Signale erfassen kann (Miller et al., 2004, Lange et al., 2005).

Eine ebenfalls bedeutende Funktion von Titin ist die als molekulare Feder. Titin ist
malgeblich an den passiven Ruckstellkraften und der passiven Steifheit der Muskulatur
beteiligt (Kotter et al., 2014). Entscheidend daflr sind die seriell angeordneten elastischen
Elemente in der I-Band-Region, welche sich durch Zug reversibel dehnen (Linke et al., 1996,
Li et al., 2002, Koser et al., 2019). Gemeinsam mit Kollagen wirkt Titin durch die passiven
Ruckstellkrafte der sarkomerischen Dehnung entgegen und bestimmt damit die maximale
physiologische Sarkomerlange (Granzier and Labeit, 2004). Im Herzen nimmt Titin so
entscheidenden Einfluss auf die Flllung der Ventrikel in der Diastole (Kriiger and Kétter,
2013). Nach der diastolischen Dehnung unterstitzt Titin in der Systole durch die elastischen
Ruckstellkrafte die aktive Muskelkontraktion (Opitz et al., 2003). Zudem beeinflusst Titin die
langenabhangige Calciumsensitivierung und spielt damit eine Rolle im Frank-Starling-
Mechanismus (Fukuda and Granzier, 2005, Linke, 2018).

1.3.3 Modulation der passiven Steifigkeit

In der Rolle als molekulare Feder ist Titin keineswegs starr und unveranderlich. Durch
unterschiedliche kurzfristige und mittel- bis langfristige Mechanismen, passt es sich den
Gegebenheiten und Bedingungen an. Diese Modulationsmechanismen der passiven

Steifigkeit werden im Folgenden naher erlautert.
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1.3.3.1 Isoformen

Die verschiedenen Titinisoformen unterscheiden sich maR3geblich in der I-Band-Region und
differieren daher vor allem in ihrer passiven Steifigkeit und ihren elastischen Eigenschaften
(Freiburg et al., 2000). Im Herzen werden die Isoformen N2B und N2BA in einem
speziesspezifischen Verhaltnis koexprimiert (Cazorla et al., 2000, Freiburg et al., 2000). Diese
Koexpression ist bis auf die Ebene einzelner Halbsarkomere vorzufinden, da beide Isoformen
hier nebeneinander vorhanden sind (Granzier and Labeit, 2004). Die N2B-lsoform ist
insgesamt kirzer und steifer, wahrend die N2BA-Isoform I&nger und dehnbarer ist (Cazorla et
al., 2000, Freiburg et al., 2000). Das Isoformenverhaltnis im gesunden menschlichen Herzen
betragt ungefahr 70% N2B zu 30% N2BA (Neagoe et al., 2002). Kleinere Saugetiere, wie
Ratten, exprimieren im Herzen fast ausschlie3lich die N2B-Isoform (Freiburg et al., 2000). In
dieser Arbeit wurde mit adulten Rattenkardiomyozyten aus Ventrikeln gearbeitet, sodass die
N2B-Isoform dominierte.

Uber Zeitraume von Tagen bis Wochen kann es im Rahmen unterschiedlicher physiologischer
und pathologischer Vorgange zu Veranderungen des Isoformenverhaltnis und somit der
passiven Steifigkeit des Herzens kommen (Linke and Hamdani, 2014). Zu den physiologischen
Prozessen dieser Art gehort im Herzen der perinatale Isoformenswitch von fetalen, langeren
und dehnbareren Isoformen hin zu den adulten, kirzeren und steiferen Isoformen (Granzier
and Labeit, 2004, Opitz et al.,, 2004). Auch im Laufe verschiedener kardiovaskularer
Erkrankungen kann sich das Isoformenverhaltnis verandern (Neagoe et al., 2002, Makarenko
et al., 2004).

1.3.3.2 Posttranslationale Modifikationen der |-Band-Region

Neben der Zusammensetzung und dem Verhaltnis verschiedener Isoformen gibt es weitere
kurzfristigere Mechanismen, welche Einfluss auf die elastischen Eigenschaften von Titin
nehmen koénnen. Dabei spielen Phosphorylierungen im Bereich der N2Bus und PEVK-
Domane im I-Band eine entscheidende Rolle.
Sowohl fur den konstitutiv exprimierten Anteil der PEVK-Region als auch fur die N2Bus sind
mehrere Stellen bekannt, die durch unterschiedliche Kinasen phosphoryliert werden kénnen
(Abb. 4) (Hamdani et al., 2017). Dabei fihren die Phosphorylierungen der beiden elastischen
Federelemente zu gegensatzlichen Einflissen auf die mechanischen Eigenschaften des
Titinfilaments. Die Phosphorylierung der N2Bus tragt zur reduzierten passiven Steifigkeit von
Titin bei, wohingegen die Phosphorylierung im Bereich der PEVK-Domane eine erhohte
passive Steifigkeit zur Folge hat (Hudson et al., 2010, Hidalgo and Granzier, 2013). Nach
aktuellen Theorien hangt der Effekt der Phosphorylierung von der Gesamtladung der
Aminosauresequenz des zu phosphorylierenden Bereichs ab. Die N2Bus hat durch viele
negativ geladene, saure Aminosauren einen niedrigen isoelektrischen Punkt. Werden in
diesen Bereich negativ geladene Phosphatgruppen hinzugefigt, flihren elektrostatische
11



AbstoBungskrafte zu einer Auflockerung des Moleklls und damit zu einer erhdhten
Dehnbarkeit. Die PEVK-Region beinhaltet viele basische Aminosauren und hat somit eine
positive Gesamtladung mit héherem Isoelektrischen Punkt. Werden hier negativ geladene
Phosphatgruppen eingefligt, kommt es durch elektrostatische Anziehung zur Verdichtung in
dem Abschnitt des Molekils und damit zu einer erhdhten passiven Steifigkeit (Kotter et al.,
2013). In Abhangigkeit von der Kinase und dem Ort der Phosphorylierung, kann dieser
schnelle Anpassungsmechanismus die mechanischen Eigenschaften je nach Erfordernissen
also in beide Richtungen beeinflussen. Dies flihrt zu der Annahme, dass diese
posttranslationalen Titinmodifikationen eine Feinjustierung der passiven Steifigkeit
ermdglichen (Kétter et al., 2013).

Die PEVK-Region wird durch zwei Kinasen phosphoryliert — erstens durch die Proteinkinase
Ca (PKCa) und zweitens durch die Calcium/Calmodulin-abhéngige Proteinkinase [I
(CAMKIIB) (Abb. 4) (Hamdani et al., 2017). Die PKCa ist eine herzspezifische Isoform, welche
Titin an den hochgradig konservierten und konstitutiv exprimierten Serinresten S12022 und
S11878 phosphorylieren kann (Hidalgo et al., 2009). PKCa ist Teil der Inositol-Phospholipid-
Signalkaskade und kann nach Aktivierung, beispielsweise durch a1-adrenerge Stimulation
oder Insulin (Hidalgo and Granzier, 2013, Hopf et al., 2018), Serin- und Threoninreste
bestimmter Proteine phosphorylieren (Murphy and Frishman, 2005, Maltsev et al., 2021). Der
PKCa-Signalweg ist der erste und bisher einzig bekannte, welcher durch Phosphorylierung zu
einer Steigerung der passiven Steifigkeit von Titin fihrt (Hidalgo et al., 2009, Hudson et al.,
2010, Hamdani et al., 2017, Anderson et al., 2010). Bei der CAMKIIS handelt es sich ebenfalls
um eine herzspezifische Isoform, die durch Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration
aktiviert wird (Couchonnal and Anderson, 2008). Diese Serin/Threonin-Kinase kann ebenfalls
S12022 und S11878 phosphorylieren und bevorzugt dabei die Stelle S12022 (Hamdani et al.,
2013, Hidalgo et al., 2013) (Abb. 4). Zudem phosphoryliert die CAMKII® auch Stellen der
N2Bus (S3750, S4209, S4062) (Hidalgo et al., 2013, Hamdani et al., 2013). Insgesamt kommt
es durch die Titinmodifikationen dieser Kinase zu einer reduzierten passiven Steifigkeit, da die
Effekte in der N2Bus-Region Uberwiegen (Perkin et al., 2015, Hamdani et al., 2013). Neben
der CAMKII® wird N2Bus, wie Abb.4 zeigt, durch die Proteinkinase A (PKA), die Proteinkinase
G (PKG) und die extracellular-signal regulated Kinase 2 (ERK2) phosphoryliert (Linke and
Hamdani, 2014). Die PKA kann durch (-adrenerge Stimulation cAMP-vermittelt aktiviert
werden (Yamasaki et al., 2002, Kruger and Linke, 2006). Die Phosphorylierung durch PKA
reduziert ebenfalls die passive Steifigkeit (Yamasaki et al., 2002, Kriiger and Linke, 2006,
Fukuda et al., 2005). ERK2 ist eine Effektor-Kinase des MAPK-Wegs, welche Stellen der
N2Bus phosphorylieren kann. Allerdings zeigte sich dadurch bisher nur ein geringer Effekt auf
die passive Steifigkeit (Perkin et al., 2015, Raskin et al., 2012, Hidalgo and Granzier, 2013).
Die cGMP-abhangige PKG kann durch Stickstoffmonoxid (NO) und natriuretische Peptide
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aktiviert werden und durch Phosphorylierung der N2Bus zu einer reduzierten passiven
Steifigkeit beitragen (Kriuger et al., 2009, Koétter et al., 2013).

Natriuretische Peptide

Katecholamine (ANP BNP, CNP) ATII Insulin
ET-1
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Abb. 4: Signalwege zur posttranslationalen Titinphosphorylierung in der I|-Band-Region
(angelehnt an (Kriiger, 2015), (Kriiger and Linke, 2011) und (Kotter et al., 2014))

Dargestellt sind die Signalwege, welche Titin posttranslational durch Phosphorylierungen modifizieren
und damit Einfluss auf die passive Steifigkeit nehmen. Dabei unterscheiden sich die
Phosphorylierungsstellen und die Auswirkungen auf die passive Steifigkeit je nach Signalweg bzw.
Kinase. Eine Phosphorylierung in der N2Bus ist durch PKA, PKG, ERK 2 und CAMKII& mdglich,
wahrend die PEVK-Region durch CAMKII5 und durch PKCa phosphoryliert werden kann. Wichtige
Phosphorylierungsstellen in der PEVK-Region, welche auch im Rahmen dieser Arbeit untersucht
wurden, sind: S11878 und S12022. Erstellt mit https://BioRender.com.

Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass sich das Phosphorylierungsmuster von Titin
auch wahrend eines Myokardinfarkts in bestimmten Bereichen des Herzens verandert. Dabei
zeigte sich unter anderem eine gesteigerte Phosphorylierung der PEVK-Region an den Stellen
S12022 und S11878 und eine damit einhergehende Steigerung der passiven Steifigkeit. Es
wird vermutet, dass dieser Mechanismus in der Frihphase nach einem Infarkt zur
Aufrechterhaltung der Ventrikelintegritat bis zur Ausbildung einer Narbe beitragt (Kotter et al.,

2016).
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1.4 Proteinqualitatskontrolle

Fir die kardiale Funktion ist die Aufrechterhaltung der sarkomerischen Strukturen durch
kontinuierliche Proteinqualitadtskontrolle (PQC) mit Degradation und Synthese von Proteinen
essenziell (Martin and Kirk, 2020). Diese eng aufeinander abgestimmten Aufbau- und
Abbauvorgange finden wahrend der kontinuierlichen Kontraktion des Herzens statt und
ermdglichen unter anderem eine Anpassung an Stressoren, sowie die Sicherstellung der
Funktionsfahigkeit des kontraktilen Systems (Willis et al., 2009). Wesentliche Bestandteile des
Netzwerks zur Proteinqualitdtskontrolle sind das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS), das
Autophagosomen/Lysosomen-System und verschiedene Proteasen, wie die

Matrixmetalloprotease 2 und Calpaine (Kétter and Kriger, 2022, Pohl and Dikic, 2019).
1.4.1 Ubiquitinierung von Proteinen

Als ersten Schritt der Proteindegradation werden abzubauende Proteine oder Komplexe durch
Polyubiquitin-Ketten fur den Abbau markiert. Ubiquitin ist ein konserviertes Protein, welches
aus 76 Aminosauren besteht (Kotter and Kruger, 2022, Rogov et al., 2014). Im Rahmen einer
mehrschrittigen ATP-abhangigen enzymatischen Reaktion kann Ubiquitin auf das Zielsubstrat
Ubertragen werden (Abb. 5) (Pohl and Dikic, 2019). An diesem Prozess sind drei
Enzymgruppen beteiligt: das Ubiquitin-aktivierende Enzym (E1), das Ubiquitin-konjugierende
Enzym (E2) und eine Ubiquitin-Ligase (E3) (Wang et al., 2011, Hershko et al., 1983).

Zu Beginn der Reaktionskaskade aktiviert E1 unter ATP-Verbrauch Ubiquitin. Aktuell sind fur
den Menschen zwei Ubiquitin-aktivierende Enzyme bekannt (Pohl and Dikic, 2019). Im
Rahmen der Aktivierung wird der C-Terminus von Ubiquitin Uber eine Thioester-Verbindung
an E1 gebunden (Abb. 5). Im weiteren Verlauf wird das aktivierte Ubiquitin dann auf E2
ubertragen (Berndsen and Wolberger, 2014). Dieses unterstitzt den Transport von Ubiquitin
zum Substrat (Nandi et al., 2006). Aktuell sind mehr als 50 verschiedene Ubiquitin-
konjugierende Enzyme bekannt (Pohl and Dikic, 2019). Die E3-Ligase bindet selektiv ein
bestimmtes Substrat sowie das mit Ubiquitin beladene konjugierende Enzym und katalysiert
die Ubertragung von Ubiquitin auf das Zielprotein (Abb. 5). Dabei kann Ubiquitin an einen
Lysinrest oder an den N-Terminus des Substrates binden. Aktuell sind mehrere hundert
verschiedene substratspezifische E3-Ligasen bekannt, die anhand ihrer strukturellen
Eigenschaften und ihres Reaktionsmechanismus in drei Klassen eingeteilt werden kénnen:
Die RING-Familie (Really Interesting New Gene), die HECT-Familie (Homologous to E6AP C-
Terminus) und die RBR-Familie (RING-between-RING) (Berndsen and Wolberger, 2014, Li et
al., 2008).

Eine Polyubiquitinierung entsteht, wenn dieser Prozess mehrfach wiederholt wird, wobei
entweder weitere Ubiquitinmolekile an ein bereits gebundenes Ubiquitin angefugt werden
oder direkt eine Polyubiquitinkette an das Substrat gekoppelt wird (Wang et al., 2011). Dabei

kann die Bindung an jeden der sieben Lysin-Reste von Ubiquitin erfolgen, sodass variierende
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Polyubiquitinketten entstehen (Berndsen and Wolberger, 2014). Aus den daraus
resultierenden variierenden Polyubiquitinketten, ergeben sich unterschiedliche Effekte auf das
gebundene Substrat. So erfolgt ein proteasomaler Abbau voranging von Proteinen, welche mit
einer K48-verbundenen Polyubiquitinkette markiert sind (Wang et al., 2011). Der Abbau Uber
das autophagosomal-lysosomale System wird vor allem bei Substraten eingeleitet, welche mit
K63-verbundenen Polyubiquitinketten markiert sind (Tan et al., 2008, Ji and Kwon, 2017).

Die Ubiquitinierung von Substraten kann durch deubiquitinierende Enzyme (DUBs) wieder

riickgangig gemacht werden (Trulsson et al., 2022, Rogov et al., 2014).

E1 #’ Substrat

E1 | E1-Enzym

E2-Enzym
[E E3-Ligase

Ubigquitin Substrat

Abb. 5: Ubiquitinierung von Proteinen (angelehnt an (Koétter and Kriiger, 2022))

Proteine kénnen durch Ubiquitinierung fur den proteasomalen oder autophagosomal-lysosomalen
Abbau markiert werden. Dafiir wird unter ATP-Verbrauch Ubiquitin an E1 gebunden. Daraufhin wird
Ubiquitin auf E2 Gbertragen, welches den Transport zum Substrat unterstitzt. Eine E3-Ligase Ubertragt
Ubiquitin von E2 auf ein spezifisches Substrat. Dieser Prozess kann mehrfach wiederholt werden,
sodass eine Polyubiquitinkette resultiert. Der weitere Substratabbau hangt davon ab, tiber welche Lysin-
Reste die Polyubiquitinketten verbunden sind. Erstellt mit https://BioRender.com.
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1.4.2 Ubiquitin-Proteasom-System

Das 26S-Proteasom ist ein groflder Proteinkomplex, welcher in eukaryotischen Zellen fir die
Proteindegradation zustandig ist. Im Rahmen der Proteinqualitatskontrolle baut das
Proteasom beschéadigte und fehlgefaltete Proteine ab und stellt die entstandenen
Abbauprodukte fur weitere Syntheseprozesse zur Verfugung (Bard et al., 2018, Nandi et al.,
2006). Das 26S-Proteasom ist 2,5 MDa grol3 und besteht aus einer zylindrischen 20S-
Untereinheit, in der die Proteolyse ablauft, sowie bis zu zwei regulatorischen 19S-
Untereinheiten, welche polyubiquitinierte Proteine binden und in die katalytische 20S-Kammer
leiten kdnnen (Abb. 6) (Grice and Nathan, 2016). Fir den proteasomalen Abbau ist in den
meisten Fallen eine Polyubiquitinmarkierung erforderlich, die aus mindestens vier Gber Lysin-
48 verknUpften Ubiquitinmolekilen besteht (Willis and Patterson, 2006).
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Abb. 6: Substratabbau iiber das 26S-Proteasom (angelehnt an (Kétter and Kriiger, 2022))
Abgebildet ist der Substratabbau eines K48-polyubiquitinierten Proteins durch das 26S-Proteasom.
Dazu bindet das ubiquitinmarkierte Substrat an den Deckel der 19S-Kappe und wird an der Basis der
19S-Einheit entfaltet. Daraufhin kann der Abbau in einzelne Aminosauren und Oligopeptide im 20S-
Kernkomplex durch verschiedene proteolytisch aktive Einheiten erfolgen. Erstellt mit
https://BioRender.com.

Die ca. 700 kDa grof3e 20S-Untereinheit setzt sich aus vier axial angeordneten heptameren
Ringen zusammen, die einen zentralem Tunnel bilden (Abb. 6). Zwei 3-Ringe bilden dabei die
katalytische Kammer, in welcher der Substratabbau stattfindet (Orlowski and Wilk, 2000, Wang
et al., 2011). Die a-Ringe stellen durch eine verschlieBbare Pore eine Barriere zwischen dem
Zytosol und dem proteolytischen Zentrum her. (Nandi et al., 2006, Bard et al., 2018, Wang et
al., 2011). Die 19S-Untereinheiten bestehen aus einer Basis und einem Deckel (Abb. 6). Der

Deckel beinhaltet Ubiquitinrezeptoren zur Bindung von Polyubiquitinketten und
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Deubiquitinasen zur Entfernung der Ubiquitinierung vor Aufnahme des Proteins (Nandi et al.,
2006, Bard et al.,, 2018). Die Basis besteht aus 6 RTP-Proteinen, welche Energie fur die
Entfaltung der abzubauenden Proteine bereitstellen, damit die Passage durch die schmale
Offnung des o-Ringes méglich ist (Bard et al., 2018, Orlowski and Wilk, 2000).

Die Rolle des Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS) wahrend eines Myokardinfarkts ist noch
nicht abschlielfend geklart. Eine Beteiligung des Proteasoms an der Aktivierung der
infarktassoziierten Inflammationsreaktion durch Abspaltung des NFkb-Inhibitors IkB wird
beschrieben (Wang and Hill, 2015, Pye et al., 2003, Stansfield et al., 2007). Allerdings scheint
das Proteasom durch erhdhten oxidativen Stress und daraus resultierenden oxidativen
Modifikationen in seiner Funktion eingeschrankt zu werden (Bulteau et al., 2001, Powell et al.,
2005, Tian et al.,, 2012). Zudem ist die Datenlage zum Effekt einer externen
Proteasominhibition wahrend eines Infarkts uneindeutig. In einigen tierexperimentellen
Studien zeigte sich durch proteasomale Inhibition ein kardioprotektiver Effekt (Wang and Hill,
2015, Pye et al., 2003, Stansfield et al., 2007). Im Gegensatz dazu kam es in einem anderen
I/R-Modell unter Proteasominhibition zu einer gesteigerten Apoptose der Kardiomyozyten und

einem groReren I/R-bedingten Schaden (Tian et al., 2012).
1.4.3 Autophagosomal-lysosomales System

Als Autophagie wird ein kataboler Prozess bezeichnet, bei dem intrazellulare Bestandteile zum
Lysosom transportiert und dort abgebaut werden. Insgesamt handelt es sich bei der
Autophagie um einen Uber verschiedene Spezies konservierten Prozess (Ravikumar et al.,
2010, Pankiv et al., 2007). Dabei kénnen drei Arten der Autophagie unterschieden werden:
Mikroautophagie, Chaperon-vermittelte Autophagie und Makroautophagie (Rogov et al., 2014,
Gatica et al.,, 2015, Ravikumar et al., 2010). In dieser Arbeit soll ausschliellich die
Makroautophagie naher betrachtet und thematisiert werden, sodass im Folgenden mit
Autophagie die Makroautophagie gemeint ist.

Der Ablauf der Makroautophagie kann in mehrere Stadien unterteilt werden, an denen jeweils
verschiedene Proteine und Komplexe beteiligt sind (Abb. 7). Bisher sind Gber 30 mitwirkende
Atg-Gene bzw. Proteine bekannt (Sciarretta et al., 2018, Gatica et al., 2015). In einem ersten
Schritt werden die Substrate von einer Doppellipidmembran, der sogenannten Phagophore
umgeben (Abb.7). Fur die Initiation der Formation einer Phagophore ist ein
makromolekularer Komplex von Bedeutung. Der ULK1/2ATG13-FIP200-Komplex — bestehend
aus ULK1 oder ULK2, Atg13, Atg101 und FIP200 — kann die Formation der Isolationsmembran
induzieren (Ravikumar et al., 2010, Johansen and Lamark, 2011, Rogov et al., 2014, Jung et
al., 2009). Daneben ist fur die Initiation der Klasse-Ill-Phosphatidylinositol-3-Kinase-Komplex
notwendig, der sich aus Beclin 1, Atg14L und den Phosphatidylinositol-3-Kinase-
Untereinheiten Vps34 and Vps15 zusammensetzt. Dieser Komplex fuhrt zur Bildung von

Phosphatidylinositol-3-phosphat (PI3P), welches fur die Rekrutierung weiterer Atg-Proteine
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notwendig ist (Ravikumar et al., 2010, Rogov et al., 2014, Johansen and Lamark, 2011). Im
Verlauf kommt es zur Expansion und Reifung der Isolationsmembran. Dabei spielt auch ein
Komplex aus Atg12, Atg5 und Atg16L eine Rolle (Gatica et al., 2015, Ravikumar et al., 2010).
Dieser Komplex ist unter anderem an der Konjugation von Phosphatidylethanolamin an LC3-I
beteiligt, wodurch LC3-Il entsteht. Dieses wird an die innere und aullere Membran der
Phagophore gebunden und schlief3t die Reifung ab (Kabeya et al., 2000, Sciarretta et al., 2018,
Levine and Kroemer, 2008) (Abb. 7). Sobald die Enden der Isolationsmembran fusionieren
und die abzubauenden Substrate vollstandig umschlossen sind, wird das Doppelmembran-
Vesikel als Autophagosom bezeichnet (Ravikumar et al., 2010). Dieses wird mithilfe des
Dynein-Motor-Komplex entlang der Mikrotubuli zu Lysosomen transportiert (Kimura et al.,
2008), sodass eine Fusion mit diesen unter Beteiligung von Atg 14 und SNARE-Proteinen
erfolgen kann (Diao et al., 2015). Sobald ein Lysosom mit dem Autophagosom fusioniert ist,
werden die Inhalte des Autolysosoms einschlief3lich der inneren Membran durch lysosomale
Hydrolasen degradiert (Abb. 7). Die dabei entstehenden Aminosduren werden fir die
Wiederverwertung ins Zytoplasma transportiert (Gatica et al., 2015, Mizushima et al., 2008).
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Abb. 7: Degradation zelluldarer Bestandteile durch Autophagie

(angelehnt an (Kétter and Kriiger, 2022))

Schematische Darstellung der Substratdegradation durch Makroautophagie. Unter Beteiligung
mehrerer Proteine und Komplexe kommt es zur Ausbildung einer Phagophore. Nachdem diese die
abzubauenden Substrate vollstandig umschlossen hat, wird das Doppelmembran-Vesikel als
Autophagosom bezeichnet. Im Anschluss erfolgt durch Fusion mit einem Lysosom die Bildung des
Autolysosoms. Der Inhalt des Autolysosoms wird daraufhin durch lysosomale Hydrolasen degradiert
und dabei entstehende Aminosauren werden ins Zytoplasma transportiert. Erstellt mit
https://BioRender.com.
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Im Unterschied zum Proteasom kénnen Uber das autophagosomal-lyososomale System auch
groliere Proteine, Aggregate und ganze Zellorganellen abgebaut werden, da sich das
Autophagosom der GrofRe der Substrate anpassen kann. Unter Basalbedingungen ist die
Autophagie durch den Abbau defekter Proteine, Aggregate und Organellen, ein wichtiger
Bestandteil der Proteinqualitatskontrolle (Rogov et al., 2014, Levine and Kroemer, 2008).
So tragt Autophagie vor allem auch in den differenzierten, postmitotischen Kardiomyozyten
durch den kontinuierlichen Turnover zur Homdostase und somit zur Sicherstellung der
Funktionalitat der Zellen bei (Nakai et al., 2007, Levine and Kroemer, 2008). Im Rahmen der
PQC wird eine Selektivitat der Autophagie durch Markierung der abzubauenden Substrate mit
Polyubiquitinketten gewahrleistet (Johansen and Lamark, 2011). An diese kdnnen
verschiedene Adapterproteine wie NBR1 und p62/SQSTM1 (im Folgenden als p62
bezeichnet) Uber die Ubiquitin-assoziierte Doméane binden (Waters et al., 2009, Pankiv et al.,
2007). Gleichzeitig binden die Adapterproteine mit dem LIR-Motiv an LC3-Il, welches sich in
der Membran der Phagophore befindet (Pankiv et al., 2007, Rogov et al., 2014). Mit dieser
Interaktion wird die Phagophore zu dem polyubiquitinierten Aggregat rekrutiert (Johansen and
Lamark, 2011). Im weiteren Verlauf erfolgt dann die Degradation der markierten
Zellbestandteile und der Adapterproteine (Pankiv et al., 2007).

Auch bei Nahrstoffmangel und in Stresssituationen spielt Autophagie als
Uberlebensmechanismus eine wichtige Rolle. So kénnen durch Degradation zelluldrer
Bestandteile Bausteine fur die ATP-Synthese und fir die de-novo Synthese relevanter
Proteine zur Adaptation an die Stresssituation bereitgestellt werden (Sciarretta et al., 2018,
Rogov et al., 2014, Levine and Kroemer, 2008). Autophagie kann durch unterschiedliche
Stressoren verstarkt aktiviert werden, zum Beispiel durch oxidativen, genotoxischen oder
metabolischen Stress — darunter Nahrstoffmangel, Mangel an Wachstumsfaktoren und
Hypoxie (Sciarretta et al., 2018, Levine and Kroemer, 2008). Eine zentrale Rolle spielt dabei
die Autophagie-aktivierende-Kinase ULK1, die durch mTORC1 (mammalian target of
rapamycin Complex 1) und durch AMPK (6-AMP-activated protein kinase) in ihrer Aktivitat
beeinflusst werden kann (Abb. 7) (Kim et al., 2011, Klionsky et al., 2021). Die Serin/Threonin-
Kinase mTOR st Teil des Multiproteinkomplexes mTORC1 (Kim et al., 2002, Sciarretta et al.,
2014, Shi et al., 2019), einem Regulator verschiedener zelluldrer Prozesse und auch einem
der wichtigsten Inhibitoren der Autophagie (Sciarretta et al., 2018, Levine and Kroemer, 2008).
Bei ausreichendem Nahrstoffangebot inhibiert dieser Komplex Autophagie (Levine and
Kroemer, 2008). Dafur bindet und phosphoryliert mMTORC1 ULK1 am Serinrest Ser757 und
hemmt damit dessen Kinaseaktivitat, sodass die Initiation der Phagophorenbildung ausbleibt
(Kim et al., 2011, Hosokawa et al., 2009, Jung et al., 2009).

Unter Hungerbedingungen und in Abhangigkeit vom zellularen Energiestatus — bei
ansteigendem AMP und abfallenden ATP — kann AMPK aktiviert werden und im Folgenden
Autophagie stimulieren (Sciarretta et al., 2018, Kim et al., 2011, Kahn et al., 2005). Dazu
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inhibiert AMPK mTORC1 und phosphoryliert zusatzlich ULK1 an den Stellen Ser317 und
Ser777, die zu dessen Aktivierung fihren (Kim et al., 2011).

Auch im Rahmen eines Myokardinfarkts kann Autophagie sowohl wahrend der
Ischamiephase (Decker and Wildenthal, 1980, Matsui et al., 2007, Kanamori et al., 2011), als
auch nach Reperfusion (Matsui et al., 2007, Sciarretta et al., 2018) verstarkt aktiviert werden.
In  der Ischamiephase des Infarkts mit Nahrstoffmangelsituation erfolgt die
Autophagieaktivierung vorrangig Uber eine verstarkte Aktivitit von AMPK und damit
einhergehender Inhibition von mMTORC1 (Matsui et al., 2007, Sciarretta et al., 2011). Wahrend
der Reperfusion verandert sich die metabolische Situation mit plétzlich ansteigendem Angebot
an Nahrstoffen und Sauerstoff sowie der Bildung von ROS. Autophagie wird auch in dieser
Phase sogar noch starker als in der Ischamiephase aktiviert (Matsui et al., 2007, Sciarretta et
al., 2018). Aufgrund des hohen Nahrstoffangebots spielt AMPK bei der Aktivierung eher eine
untergeordnete Rolle. Es wird stattdessen eine Beteiligung von Beclin-1 an der
Autophagieaktivierung, bedingt durch erhdhten oxidativen Stress, vermutet (Matsui et al.,
2007, Hariharan et al., 2011, Sciarretta et al., 2011). Die Auswirkungen von Autophagie auf
die Kardiomyozyten wahrend eines Myokardinfakts sind komplex und kontextabhangig (Wang
and Hill, 2015, Xu et al., 2015, Sciarretta et al., 2011). Es wird davon ausgegangen, dass
Autophagie durch Bereitstellung von Energiesubstraten und den Abbau von geschadigten
Mitochondrien als Uberlebensmechanismus in der ischdmischen Phase kardioprotektiv wirkt
(Wang and Hill, 2015, Sciarretta et al., 2018, Kanamori et al., 2011, Popov et al., 2023). So
konnte unter Autophagieinhibition mittels Bafilomycin A; nach permanenter Ligatur der A.
interventricularis anterior (LAD) eine vergrofierte Infarktausdehnung festgestellt werden
(Kanamori et al., 2011). Gleichzeitig konnte in verschiedenen Modellen ein kardioprotektiver
Effekt und eine reduzierte InfarktgrofRe durch gesteigerte AMPK-vermittelte Autophagie in der
Ischamiephase nachgewiesen werden (Mo et al., 2016, Kanamori et al., 2011). Wahrend der
Reperfusion wird eher ein negativer Effekt der Autophagie angenommen. So zeigte sich in
Mausen mit heterozygoter Beclin-1-Deletion eine geringere Autophagieaktivitat und damit
einhergehend eine signifikant geringere InfarktgroRe, die auf einen nachteiligen Effekt der
Beclin-1-vermittelten Autophagie hindeutet (Matsui et al., 2007). In diesem Zusammenhang
wird vermutet, dass es durch die Beclin-1-vermittelte starke Autophagieaktivierung wahrend
der Reperfusion vermehrt zu einer speziellen Form des Zelltodes namens Autosis kommt (Shi
et al., 2019, Kétter and Kriger, 2022, Liu et al., 2013).
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1.4.4 Proteinqualitatskontrolle von Titin

Da Titin hohem mechanischem Stress ausgesetzt ist, spielt die Proteinqualitatskontrolle eine
wichtige Rolle fiir die Sicherstellung der Muskel-Funktionalitat. Dabei ist der Turnover von Titin
durch mehrere Faktoren eine Herausforderung fir die Zelle. Zum einen erschwert die GroRke
und die Einbettung ins Sarkomer dessen Degradation und nachfolgenden Einbau, zum
anderen stellt auch die kontinuierliche Kontraktion und Relaxation eine Herausforderung fur
diese Prozesse dar (Kotter and Kriger, 2022). Nichtsdestotrotz liegt die Halbwertszeit eines
Titinmolekuls unter Baseline-Bedingungen bei ca. 70 Stunden, sodass von einem
kontinuierlichen und dynamischen Auf- und Abbau ausgegangen werden muss (Isaacs et al.,
1989, da Silva Lopes et al., 2011). Dabei finden in adulten Kardiomyozyten bestimmte
Prozesse des Auf- und Abbaus in gewissen Kompartimenten vermehrt statt. So konnte gezeigt
werden, dass die Translation von Titin-mRNA vorrangig im Bereich der Z-Scheibe und des I-
Bandes stattfindet (Rudolph et al., 2019). Anders als bislang angenommen konnten Rudolph
et al. (2019) zudem zeigen, dass der Einbau von Titin dabei nicht graduell, sondern als
Gesamtes und zeitgleich im Bereich der Z-Scheibe und der M-Linie stattfindet (Rudolph et al.,
2019). Neben der de-novo Synthese von Titin existiert mit einem Pool aus freiem, nicht
sarkomerisch gebundenem Titin eine weitere Titinquelle fir den dynamischen Einbau ins
Sarkomer. Dieser Pool von freiem Titin macht ca. 15% der Gesamtmenge von Titin in der Zelle
aus (Rudolph et al., 2019). Insgesamt sind die genauen Ablaufe der Titinintegration ins
Sarkomer noch Gegenstand der Forschung und auch in Bezug auf den Titinabbau gibt es noch
viele offene Fragen. Dabei wird aktuell von einer Beteiligung mehrerer Systeme an der
Degradation von Titin ausgegangen (Kotter and Kruger, 2022, Linke and Hamdani, 2014). So
wird vermutet, dass verschiedene Proteasen am Titinabbau beteiligt sind und durch
proteolytische Spaltung eine Art Vorverdau tbernehmen kénnen (Portbury et al., 2011, Kotter
and Krlger, 2022). Eine Beteiligung am proteolytischen Abbau von Titin konnte im Herzen fir
die calciumabhangige Cysteinprotease Calpain-1 gezeigt werden (Barta et al., 2005, Raynaud
et al., 2005, Coulis et al., 2008). Des Weiteren kann auch die Matrixmetalloproteinase 2
(MMP2) zur proteolytischen Spaltung von Titin beitragen. Vor allem nach akuter myokardialer
Ischamie und Reperfusion zeigte sich eine Akkumulation von MMP2 im Bereich der Z-Scheibe
und ein MMP2-bedingter proteolytischer Abbau von Titin (Ali et al., 2010). In Bezug auf den
weiteren Titinabbau wird aktuell eine Beteiligung sowohl des Proteasoms als auch der
Autophagie vermutet (Kotter and Kriger, 2022). Wie bereits in Kapitel 1.4.1 beschrieben,
spielt flr beide Systeme die vorherige Markierung durch Ubiquitin eine Rolle (Tan et al., 2008,
Wang et al, 2011). Durch den experimentellen Nachweis einer verstarkten K48-
Titinbiquitinierung nach Inhibiton des Proteasoms sowie einer verstarkten KG63-
Titinubiquitinierung nach Inhibition der Autophagie, konnte die Hypothese bestatigt werden,
dass beide Systeme an der Degradation von Titin beteiligt sind (Kétter et al., 2016, Miller et

al., 2021). Zurzeit wird davon ausgegangen, dass der Abbau von Titin in bestimmten
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Bereichen praferentiell von einem der beiden Systeme durchgefihrt wird (Kotter and Kriger,
2022). Ein bevorzugter autophagosomaler Abbau wird im Bereich der Titin-Kinase vermutet,
da dort eine Ubiquitinierung durch die E3-Ligase MuRF-1 zu einer Rekrutierung der
Autophagie-assoziierten Adapterproteine p62 und NBR1 beitragt (Bogomolovas et al., 2021,
Lange et al., 2005). Im Bereich der Z-Scheibe konnte in adulten Muskelzellen eine
Anreicherung von Proteasomen nachgewiesen werden (Rudolph et al., 2019). In Bezug auf
die Abbauprozesse wahrend eines Myokardinfarkts, lieken sich mit einer verstarkten K48-
Polyubiquitinierung im Remote-Areal Hinweise auf eine Beteiligung des Proteasoms am
Titinabbau in diesem Infarktbereich feststellen (Kotter et al., 2016). Die genauen Ablaufe der
Titindegradation nach einem Myokardinfarkt bzw. nach I/R sind allerdings noch Gegenstand

der Forschung (Koétter and Kriger, 2022).
1.5 Ziele der Arbeit

Der akute Myokardinfarkt und die haufig folgende Herzinsuffizienz sind weltweit weiterhin mit
einer hohen Mortalitat und Morbiditat verbunden (Ong et al., 2018). Das genaue Verstandnis
der pathophysiologischen Ablaufe unter Ischamie und Reperfusion ist daher essenziell fir die
weitere Optimierung der therapeutischen Optionen.

Als zentraler Bestandteil der Sarkomere Ubernimmt Titin in der Herzmuskulatur vielfaltige
Aufgaben. Die Analyse der Modifikationen und Anpassungen von Titin an Ischamie und
Reperfusion sind daher von entscheidender Bedeutung, um das komplexe Bild des
Myokardinfarkts in seiner Gesamtheit zu verstehen. Aus diesem Grund war ein primares Ziel
dieser Arbeit die Etablierung eines I/R-Simulationsmodells, welches sich fur die nahere
Erforschung von Titinmodifikationen unter Ischamie und Reperfusion eignet. In diesem Kontext
erdffnen in-vitro-Modelle die Moglichkeit, spezifische Pathomechanismen mit hoher Prazision
und Selektivitat in definierten Zelltypen unter standardisierten Parametern zu analysieren. Im
Rahmen dieser Arbeit sollte daher die Etablierung eines zellkulturellen I/R-Simulationsmodells
unter Verwendung von adulten Rattenkardiomyozyten erfolgen.

Dieses Modell sollte im weiteren Verlauf des Projekts, unter dem Forschungsschwerpunkt I/R-
bedingter Titinmodifikationen, erstmals Anwendung finden. Dabei sollte analysiert werden,
ob sich eine zuvor beobachtete infarktassoziierte Hyperphosphorylierung der PEVK-Region
(Kétter et al., 2016) in dem zellkulturellen I/R-Modell reproduzieren lasst. Zu diesem Zweck
sollten Untersuchungen der Aktivitats- und Phosphorylierungslevel beteiligter Proteine nach
I/R-Simulation mittels Western-Blot-Verfahren erfolgen. Die Titinubiquitinierung und der damit
assoziierte Titinabbau unter I/R stellten einen weiteren Untersuchungsschwerpunkt dieses
Projekts dar. Diese Titinmodifikation und die damit einhergehenden I/R-assoziierten
Abbauprozesse sollten mittels Western-Blot-Verfahren analysiert werden. Dabei sollte
fokussiert der Einfluss der Autophagie, durch Analyse spezifischer Autophagie-assoziierter

Proteine und Regulatoren, untersucht werden.

22



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

In Tabelle 1 sind die im Rahmen der Arbeit verwendeten Chemikalien aufgelistet.

Chemikalie

Hersteller

6-Aminocapronsaure

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Acrylamid/ Bisacrylamid
Stammlosung (29:1)

Bio-Rad, Hercules, USA

Acrylamid/ Bisacrylamid
Stammloésung (37,5:1)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Agarose

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, DE

Ammoniumperoxidsulfat

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Bacillol-AF

Flachendesinfektionsmittel

Paul Hartmann AG, Heidenheim

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Bovines Serumalbumin

Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund,
DE

Calciumchlorid

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Carnitin

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

D(+)-Glukose

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dithiothreitol

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

ECL-Reagenz

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Essigsaure

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Ethanol
(vergallt mit 1% Petrolether)

VWR Chemicals, Wien, AT

Otto Fischar GmbH, Saarbriicken, DE

Ethylendiamintetraessigsaure

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Fotales Rinderserum superior

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Glycerol

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Glycin

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Guanidinhydrochlorid

AppliChem GmbH, Darmstadt, DE

Heparinpulver (195 |.E./mg)

Merck KGaA, Darmstadt, DE

HEPES

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Inlab Storage Solution

MettlerToledo, Columbus, USA
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Chemikalie

Hersteller

Isofluran Piramal critical care Deutschland
GmbH, Hallenbergmoos, DE
Isopropanol Merck KGaA, Darmstadt, DE

Kaliumchlorid

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Kaliumdihyrdogenphosphat

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Kollagenase Typ Il

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Kreatin

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Laminin aus Engelbrecht-Holm-

swarm murine Sarcoma

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Medium 199 mit Earle’s balanced

salt solution

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

PAN-Biotech, Aidenbach, DE

Magnesiumchlorid Hexahydrat

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Magnesiumsulfat

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Methanol

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

PageRuler Plus vorgefarbte

Proteinleiter

Thermo Scientific, Waltham, USA

Mucasol Universalreiniger

BRAND, Wertheim, DE

Natrium-L(+)-Lactat

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Natriumchlorid

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Natriumdihydrogenphosphat

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Natriumdodecylsulfat

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Natriumhydrogencarbonat

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Natriumhydroxid

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Natrium-Pyruvat

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

IGEPAL CA-630

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Penicillin (10.000 Einheiten) -
Streptomycin (10mg/ml)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Pepsin/HCI

MettlerToledo, Columbus, USA

Phenolrot

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Protease aus Streptomyces
griseus Typ XIV (2 3,5
Einheiten/mg)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Pufferlésungen
(pH 4,0; 7,0; 10,0)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Restore Western Blot Stripping
Puffer

Thermo Scientific, Waltham, USA
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Chemikalie

Hersteller

Restore PLUS Western Blot

Stripping Puffer

Thermo Scientific, Waltham, USA

Salzsaure

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Serva Blue R

SERVA, Heidelberg, DE

Sterillium-classic pure

Handedesifektionsmittel

BODE Chemie GmbH, Hamburg, DE

SDS 20%

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Taurin

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Tetramethylethylendiamin

AppliChem GmbH, Darmstadt, DE,

Thiourea

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Tricin

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Trisaminomethan

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Triton x-100

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Trockenmilchpulver

AppliChem GmbH, Darmstadt, DE,

Tween 20

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Urea

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Tabelle 1: Zusammenstellung der verwendeten Chemikalien
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2.1.2 Labormaterial

In Tabelle 2 sind die verwendeten Labormaterialien mit Hersteller aufgefihrt.

Material

Hersteller

10-Well-Kamme (0,75 mm;1 mm)

Bio-Rad, Hercules, USA

15-Well-Kamme (1,5 mm)

Bio-Rad, Hercules, USA

6 Well-Platten

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE

Bemis Parafilm Labor-

Verpackungsfolie

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE

Blotting Papier

Macherey-Nagel, Minchen, DE

ECO LEAK FINDER

CRC, Zele, BE

Entsorgungsbeutel

BRAND, Wertheim, DE

Handschuhe

Ansell Healthcare Europe N.V., Brissel, BE

WRP Asia Pacific sdn Bhd, Malaisia

Hypoxiekammer

Stemcell Technologies, Vancouver, Kanada

Mini-PROTEAN Glasplatten

Bio-Rad, Hercules, USA

Multipette

Eppendorf, Hamburg, DE

Objekttrager

Engelbrecht, Ederminde, DE

Pasteurpipetten (3 ml)

A Laboratories limited, Hampshire, UK

Pasteurpipetten aus Glas (150 mm)

BRAND, Wertheim, DE

Perfusor-Spritzen (50 ml)

B.Braun, Melsungen, DE

Petrischalen

VWR, Darmstadt, DE

Pipetten

Eppendorf, Hamburg, DE

Gilson, Middleton, USA

Pipettenspitzen mit Filter
(200 pl, 100 pl, 20 pl)

Starlab, Hamburg, DE

Pipettenspitzen mit Filter (1250 pl)

Biozym, Hessisch Oldendorf, DE

Pipettenspitzen ohne Filter
(1000 pl, 200 pl, 20 pl)

Tipone, Hamburg, DE

Praparierbesteck

DUMONT, Montignez, CHE

B.Braun, Melsungen, DE

PVDF-Membran

Carl Roth, Karlsruhe, DE

ReaktionsgefaBe (1,5 ml)

Sarstedt, Nimbrecht, DE

Single Flow Meter

Stemcell Technologies, Vancouver, Kanada

TipOne Repeat Disperser Tips (5 ml)

Starlab, Hamburg, DE

Wagerpapier

Carl Roth, Karlsruhe, DE

VWR, Darmstadt, DE
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Wagerschalen

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Zellschaber

Sarstedt, NiUmbrecht, DE

Zellsieb (200 pm)

pluriSelect Life Science, Leipzig, DE

Zentrifugenréohrchen (15 ml, 50ml)

Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE

Tabelle 2: Zusammenstellung der verwendeten Labormaterialien

2.1.3 Gerate

In Tabelle 3 sind die verwendeten Gerate mit Bezeichnung des Typs und mit Hersteller
aufgelistet.

Gerate Typ Hersteller

Autoklav VX-100 Systec, Erkrath, DE

Biologische SAFE 2020 1.5 Thermo Scientific, Langenselbold, DE

Sicherheitswerkbank

Blottingapparatur

Trans Blot Turbo

Bio-Rad, Hercules, USA

Power Blotter Station

invitrogen by Thermo Fisher Scientific

Brutschrank

Heracell VIOS 250i

Thermo Scientific, Langenselbold, DE

Chemilumineszenz

Imager

Fusion FX

Vilber Lourmat, Eberhardzell, DE

Elektrophorese-

Mini-PROTEAN R

Bio-Rad, Hercules, USA

kammer Tetra Cell
Feinwaage AE 163 Mettler, Columbus, USA
Gefrierschrank, -20°C  Premium NoFrost Liebherr, Bulle, CH
Kihlschrank, 4°C 26196 4 Liebherr, Bulle, CH
Magnetriihrer IKA RCT basic IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen,
DE

VWR 7x7 HOT/STIR ~ VWR, Darmstadt, DE
Mikroskop AE2000 Motic, Barcelona, SP
Mikrowelle Micromat AEG, Berlin, DE
Orbitalschiittler SM-30 Edmund Bihler, Tubingen, DE
pH-Messsonde InLab Expert Pro Mettler Toledo, Columbus, USA
pH-Meter MP 220 Mettler Toledo, Columbus, USA

Prazisionswaage

KERN ADB 200-4

KERN, Balingen, DE

Rollenmischer RMS-30V CAT, Ballenrechten-Dottingen, DE
Rollpumpe minipuls 3 Gilson, Middleton, USA
SDS-Page Netzgerdat/  Standard Power Pack Biometra, Goéttingen, DE

Power Pack P25 T
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Gerate

Typ

Hersteller

Standard Power Pack
P25

Biometra, Goéttingen, DE

Thermoblock Compact 5350 Eppendorf, Hamburg, DE
Thermostat C1 HAAKE, Karlsruhe, DE
julabo VC JULABO GmbH, Seelbach, DE

Tischzentrifuge

VWR mini auto stirrer

VWR, Darmstadt, DE

Vakuumpumpe WELCH Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Vortexschiittler Reax top Heidolph, Schwabach, DE
Ministar VWR , Darmstadt, DE
Waage KERN 572 KERN, Balingen, DE
Wasserbader Thermo Haake® B3 Thermo Elektron Cooperation, Beverly,

USA

3043 Kottermann, Uetze, DE

julabo 20B JULABO GmbH, Seelbach, DE
Zentrifugen Centrifuge 5430 R Eppendorf AG, Hamburg, DE

Rotofix 32 A Andreas Hettich GmbH, Tuttlingen, DE

Tabelle 3: Zusammenstellung der verwendeten Gerate
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2.1.4 Spezielles Material zur Simulation der Hypoxie

Zur Erzeugung hypoxischer Bedingungen als Teil der Ischamie wurde die Hypoxie-
Inkubations-Kammer, im Folgenden als Hypoxiekammer bezeichnet, von der Firma Stemcell
Technologies verwendet. Diese Kammer setzt sich aus mehreren Teilen zusammen (Abb. 8),
welche im Folgenden beschrieben werden. Die Hypoxiekammer besteht aus einem
durchsichtigen Polycarbonat-Deckel und einem ebenfalls durchsichtigen Polycarbonat-
Bodenteil. Diese beiden Teile kdnnen durch eine Ringklemme konnektiert werden. Mithilfe
einer kreisformigen Gummidichtung kann die Hypoxiekammer durch Verschluss der
Ringklemme luftdicht geschlossen werden (Abb. 8 a). Die Ringklemme kann Uber einen
Schraubmechanismus in ihrer Spannung adjustiert werden. In dem Bodenteil der Kammer
befinden sich zwei Schlduche, jeweils mit einer Schlauchklemme (Abb. 8 b). An einen dieser
Schlauche wird bei der Flllung der Kammer die Gasquelle angeschlossen, wahrend Uber den
zweiten das Uberschussige Gas aus der Kammer entweichen kann. Nach Fillung der Kammer
mit dem entsprechenden Gasgemisch erfolgt abschlieRend der luftdichte Verschluss der
beiden Schlauchklemmen. Es kénnen optional Gitterboden eingesetzt werden, um mehrere

Schalen oder Platten gleichzeitig in der Kammer zu platzieren.

Polycarbonat-Deckel

Einsetzbarer Gitterboden

Ringklemme
Polycarbonat-Boden

Schlauchklemmen

Schlauche flir Gaseinstrom bzw.
Gasausstrom

Ringklemme in
geoffnetem Zustand

Schlauche mit offenen
Schlauchklemmen aus
der Seitansicht

Abb. 8: Aufbau der Hypoxiekammer

Darstellung der verwendeten Hypoxiekammer der Firma Stemcell Technologies in a) mit geschlossener
und in b) mit gedffneter Ringklemme. Bei verschlossenen Schlauchklemmen und verschlossener
Ringklemme wird ein luftdichter Raum im Inneren der Kammer hergestellt, der die Simulation
hypoxischer Bedingungen erméglicht. Erstellt mit https://BioRender.com.
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Zur kontrollierten Fullung der Hypoxiekammer mit einem sauerstoffarmen Mischgas wurde das
Single-Flow-Meter der Firma Stemcell Technologies verwendet (Abb. 9). Dieses besteht aus
einem Zuflussschlauch, an welchen die Gasquelle angeschlossen wird. Zwischen der
Gasquelle und dem Zuflussschlauch befindet sich ein Luftfilter. Eine Anzeige auf dem Single-
Flow-Meter zeigt den aktuellen Gasfluss in L/min an. Dieser kann mit einem Drehregler
gesteuert werden. Das Mischgas stromt dann mit dem eingestellten Fluss Uber den zweiten
Schlauch weiter. Nach Konnektion mit der Hypoxiekammer ist auf diese Weise eine

kontrollierte Flllung dieser nach Herstellerangaben mdaglich.

Anzeige des Gasflusses in L/min

Drehregler fiir
den Gasfluss

Filter auf dem
Zuflussschlauch

Schlauch fur den Anschluss an
die Hypoxiekammer

Abb. 9: Single-Flow-Meter zur Kontrolle des Gasflusses

Dargestellt ist das Single-Flow-Meter der Firma Stemcell Technologies, welches zur Regulation und
Kontrolle des Gasflusses bei der Fullung der Hypoxiekammer verwendet wurde. Erstellt mit
https://BioRender.com.
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2.1.5 Antikorper

In Tabelle 4 sind die verwendeten Primarantikorper aufgelistet, welche an spezifische Bereiche
von Titin binden. Bei den Antikdrpern handelt es sich um phosphosite-spezifische Antikorper,

die speziell fur die Arbeitsgruppe hergestellt wurden.

Antikorper Verdiinnung  Quelle Hersteller

Titin PEVK 1:1000 Kaninchen immunoGlobe
Antikérpertechnik
GmbH,
Himmelstadt, DE

Titin S11878 1:1000 Kaninchen immunoGlobe
Antikérpertechnik
GmbH,
Himmelstadt, DE

Titin S12022 1:2000 Kaninchen Eurogentec,
Seraing, BE

Tabelle 4: Zusammenstellung der verwendeten Primérantikorper fiir Titin

In Tabelle 5 sind die Primarantikérper aufgelistet, welche flr Western-Blot-Analysen weiterer

Proteine verwendet wurden.

Antikorper Verdinnung Quelle Hersteller Nummer
AMPK phospho  1:2000 Kaninchen  Cell signaling 2531
Thr172 Technology, Danvers,
USA
AMPK «a 1:1000 Kaninchen  Abcam, Camebridge, UK ab207442
CHIP 1:10.000 Kaninchen  Abcam, Camebridge, UK ab134064
Fbx32 1:1000 Kaninchen  Abcam, Camebridge, UK ab168372
GAPDH 1:10.000 Maus Sigma-Aldrich, St. Louis, G8795
USA
GLUT1 1:1000 Kaninchen  Cell signaling 12939
Technology, Danvers,
USA
HIF-1a 1:1000 Maus Abcam, Camebridge, UK AB1
1:500 Maus Novus Biologicals, NB100-105
Centennial, USA
1:1000 Kaninchen  Abcam, Camebridge, UK ab179483
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Antikorper Verdinnung Quelle Hersteller Nummer
LC3B 1:2000 Kaninchen  Cell signaling 2775
Technology, Danvers,
USA
mTOR phospho  1:2000 Kaninchen  Cell signaling 2971
Ser2448 Technology, Danvers,
USA
mTor 1:2000 Kaninchen  Cell signaling 2972
Technology, Danvers,
USA
MuRF1 1:1000 Kaninchen  Merck KGaA, ABS532
Darmstadt, DE
PKCa phospho 1:5000 Kaninchen  Abcam, Camebridge, UK ab76016
T497
PKCa 1:10.000 Kaninchen  Abcam, Camebridge, UK ab32376
SQSTM1/p62 1:2000 Kaninchen  Cell signaling 5114
Technology, Danvers,
USA
Ubiquitin 1:5000 Maus Cell signaling 3936
Technology, Danvers,
USA
a-Aktinin 1:10.000 Maus Sigma-Aldrich, St. Louis, A7732
USA
Tabelle 5: Zusammenstellung der verwendeten Primarantikorper
In Tabelle 6 sind die verwendeten Sekundarantikérper aufgelistet.
Antikorper Verdinnung Quelle Hersteller Nummer
Anti-mouse IgG, 1: 5000 Pferd Cell signaling 7076
horseradish- Technology, Danvers,
peroxidase linked USA
Anti-rabbit IgG, 1: 3000 Ziege Cell signaling 7074

horseradish-

peroxidase linked

Technology, Danvers,
USA

Tabelle 6: Zusammenstellung der verwendeten Sekundérantikérper
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2.1.6 Inhibitoren und Aktivatoren

In Tabelle 7 sind die Inhibitoren und Aktivatoren mit der verwendeten Konzentration

beziehungsweise mit der verwendeten Verdlinnung angegeben.

Bezeichnung Konzentration Verdiinnung Hersteller
Bafilomycin A, 20 nM Cayman
Chemical; Ann
Arbor, USA
(-)-Blebbistatin 1: 2000 Sigma-Aldrich,
(5 mg/ml in DMSO) St. Louis, USA
Phosphataseinhibitor-Cocktail 1:100 Bimake,
Houston, USA
Proteaseinhibitor-Cocktail A 1:100 Bimake,
Houston, USA
Proteaseinhibitor-Cocktail B 1:100 Bimake,

Houston, USA

Tabelle 7: Zusammenstellung der verwendeten Inhibitoren und Aktivatoren
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2.1.7 Kulturmedien fur adulte Rattenkardiomyozyten

In Tabelle 8 ist die Zusammensetzung der Kulturmedien fir die Kultivierung adulter
Rattenkardiomyozyten aufgefiihrt, aulRerdem sind die Bestandteile der Laminin-Lésung

aufgelistet.

Medium Zusammensetzung

Kulturmedium mit 1% FBS 500 ml Medium 199 mit Earle’s balanced salt solution

1% (v/v) FBS superior

1% (v/v) Penicillin (10.000 Einheiten)-Streptomycin (10mg/ml)

5 mM Kreatin

5 mM Carnitin

5 mM Taurin

10 mM HEPES

Kulturmedium mit 10% FBS 500 ml Medium 199 mit Earle’s balanced salt solution

10% (v/v) FBS superior

1% (v/v) Penicillin (10.000 Einheiten)-Streptomycin (10mg/ml)

5 mM Kreatin

5 mM Carnitin

5 mM Taurin

10 mM HEPES

Laminin Losung 0,5% Gelatine

800 pl Laminin (1-2 mg/ml)

in PBS

Tabelle 8: Zusammenstellung der verwendeten Kulturmedien

2.1.8 Gase

In Tabelle 9 sind die verwendeten Gase mit der Zusammensetzung und dem Hersteller
aufgelistet.

Bezeichnung Zusammensetzung Hersteller
Stickstoff 5.0 > 99,999 % Stickstoff Linde, Pullach, Deutschland
Sauerstoff 5.0 = 99,999 % Sauerstoff Linde, Pullach, Deutschland
Mischgas 5% Kohlendioxid, Linde, Pullach, Deutschland
1% Sauerstoff,
94% Stickstoff

Tabelle 9: Zusammenstellung der verwendeten Gase
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2.1.9 Puffer und Losungen

In Tabelle 10 ist die Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Losungen aufgeflihrt.

Puffer/Losung

Zusammensetzung

10x SDS-Laufpuffer

250 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

2 M Glycin

1% (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS)

pH> 8,3

10x TBS

0,2 M Tris(hydroxymethyl)aminomethan

1,5 M Natriumchlorid

pH 7,4

10x TBST

0,2 M Tris(hydroxymethyl)aminomethan

1,5 M Natriumchlorid

1% (v/v) Tween-20

pH 7,4 mit HCI

4x Sammelgelpuffer

0,5 M Tris(hydroxymethyl)aminomethan

0,4% (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS)

pH 6,8 mit HCI

4x Trenngelpuffer

1,5 M Tris(hydroxymethyl)aminomethan

0,4% (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS)

pH 8,8 mit HCI

Anodenpuffer

300 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan

100 mM Tricine

pH auf 8,8 mit HCI

Blockierlésung fiir Polyvinylfluorid-

Membranen

2% (w/v) Bovines Serumalbumin in 1 x TBST

5% (w/v) Trockenmilchpulver in 1 x TBST

CuT

12,5 ml DCP-L6sung

50 uM Calciumchlorid

1% (w/v) Bovines Serumalbumin

DCP-L6ésung

50 ml Perfusionspuffer

50 uM Calciumchlorid

4000 Einheiten Kollagenase Typ Il

6 Einheiten Protease

aus Streptomyces griseus Typ XIV

HI-Calcium

25 ml Perfusionspuffer

400 pyM Calciumchlorid

1% (w/v) Bovines Serumalbumin
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Puffer/Losung

Zusammensetzung

Ischamiepuffer

125 mM Natriumchlorid

8 mM Kaliumchlorid

1,2 mM Kaliumdihydrogenphosphat

1,25 mM Magnesiumsulfat

1,2 mM Calciumchlorid

6,25 mM Natriumhydrogencarbonat

20 mM HEPES

5 mM Natrium-L(+)Latat

pH 6,6 mit HCI/NaOH

Kathodenpuffer

300 mM Aminocapronsaure

30 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan

pH auf 8,7 mit HCI

Kontrollpuffer

110 mM Natriumchlorid

4.7 mM Kaliumchlorid

1,2 mM Kaliumdihydrogenphosphat

1,25 mM Magnesiumsulfat

1,2 mM Calciumchlorid

25 mM Natriumhydrogencarbonat

20 mM HEPES

15 mM Glukose

pH 7,4 mit HCI/NaOH

LO-Calcium

25ml Perfusionspuffer

200 uM Calciumchlorid

1% (w/v) Bovines Serumalbumin

Losungen fiir Antikorper

0,5% (w/v) BSAin 1 x TBST

2,5 % (w/v) Trockenmilchpulver in 1 x TBST

Perfusionspuffer

130 mM Natriumchlorid

5,4 mM Kaliumchlorid

1,25 mM Magnesiumchloridhexahydrat

0,33 mM Natriumdihydrogenphosphat

25 mM HEPES

20 mM Glukose

3 mM Pyruvat

5 mM Kreatine

2 mM Carnitin

5 mM Taurin
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Puffer/Losung

Zusammensetzung

pH 7,35-7,45 mit NaOH

Perfusionspuffer + Heparin

50 ml Perfusionspuffer

~ 50-100 I.E.Heparin

Phosphate buffered saline (PBS)

2,7 mM Kaliumchlorid

1,8 mM Kaliumdihydrogenphosphat

140 mM Natriumchlorid

10 mM di-Natriumhydrogenphosphat

pH 7,4

PVDF destain

10% (v/v) Essigsaure

40% (v/v) Ethanol

PVDF stain

0,075%(w/v) Serva blue

in Methanol

Stop-Losung

Perfusionspuffer

1% (w/v) Bovines Serumalbumin

50 uM Calciumchlorid

Strippingpuffer fiir Standardblots

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

0,2% (v/v) Nonident P40 (Igepal)

0,1 M B-Mercaptoethanol

pH 7,5

Modifizierter Lammli-Puffer

8 M Urea

2 M Thiourea

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

3% SDS (W/v)

0,035% Serva Blue (w/v)

10% Glycerol (w/v)

TRIS/HCI

50mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Destilliertes Wasser

pH 6,8

Tabelle 10: Zusammenstellung der verwendeten Puffer
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2.1.10 Tiere

Die adulten Rattenkardiomyozyten (aRCM) wurden aus acht bis zwolf Wochen alten
mannlichen Wistar-Ratten gewonnen. Es handelte sich dabei um Wildtypen. Diese stammten
von der Firma Janvier-Labs (Hauptsitz: Le Genest-Saint-Isle, Frankreich) oder aus Bestéanden
der drtlichen Tierversuchsanstalt.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Organentnahmen und die Arbeit mit primaren
Zellen aus Tieren erfolgte gemal den Vorgaben des Tierschutzgesetzes und der Zentralen
Einrichtung fur Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) an der
Heinrich-Heine-Universitat in Dusseldorf (Aktenzeichen der ZETT: O29/11).

2.2 Methoden

2.2.1 Etablierung eines zellkulturellen I/R-Simulationsmodells

In der vorliegenden Arbeit wurde die Etablierung eines in-vitro-1/R-Modells zur Untersuchung
von Titinmodifikationen unter Ischdmie und Reperfusion angestrebt. Wie bereits in Kapitel
1.1.5.1 beschrieben, gibt es verschiedene Methoden zur I/R-Simulation in zellkulturellen
Modellen. In einem 2014 veroffentlichten Positionspapier, von einer Arbeitsgruppe der
European Society of Cardiology (ESC) (Lecour et al., 2014), wurde zur in-vitro-Simulation einer
Ischamie die Kultivierung mit einem Ischamiepuffer in einer luftdichten Hypoxiekammer
empfohlen. Zur Simulation der Reperfusion wurde ein Wechsel des Puffers zu einem
nahrstoffhaltigem Puffer und eine Inkubation auflerhalb der Hypoxiekammer empfohlen
(Lecour et al.,, 2014). Auf Grundlage dieser Empfehlungen wurde ein entsprechendes

Hypoxiekammer-basiertes I/R-Modell fur die fokussierte Untersuchung von Titin etabliert.
2.2.1.1 Auswahl der Zellen

Ziel des zellkulturellen I/R-Modells war es, Titinmodifikationen, die im Rahmen von Ischamie
und Reperfusion im Herzen auftreten, analysieren zu kénnen. Da das sarkomerische Protein
charakteristischerweise in Kardiomyozyten vorkommt, wurden diese als zu untersuchende
Zellen ausgewahlt. Andere Zellarten, welche im Herzen vorhanden sind oder an der Reaktion
auf einen Myokardinfarkt beteiligt sind, waren nicht Teil des Modells. Da der Myokardinfarkt
epidemiologisch betrachtet bei Menschen vor allem im mittleren bis hoheren Lebensalter
auftritt, wurden fir die Untersuchungen adulte differenzierte Zellen ausgewahlt (Lindsey et al.,
2018). Dies entspricht ebenfalls den Empfehlungen der genannten Arbeitsgruppe der ESC
(Lecour et al., 2014).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Kardiomyozyten aus Ratten gearbeitet, da sich diese
aufgrund ihrer metabolischen Stabilitdt in Kultur, vor allem im Vergleich zu murinen
Kardiomyozyten (Liu et al, 2019), fur experimentelle Modellierungen mit potenziell

mehrtagigen Versuchsprotokollen eignen. Die vorhandene laborinterne Infrastruktur und
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etablierte Protokolle ermoglichten dartber hinaus einen effizienten Zugang zu und Arbeit mit
diesen Zellen. Dabei wurden Kardiomyozyten aus Wildtyp-Tieren verwendet, da der Fokus
des Projektes auf der Etablierung der zellkulturellen I/R-Simulation lag. Um also eine moglichst
stabile und aussagekraftige Grundlage fir weitere Arbeiten mit der Methode zu schaffen,
sollten weitere Einflussfaktoren, wie zum Beispiel durch Modifikation der Versuchstiere, auf

ein Minimum reduziert werden.
2.2.1.2 Definition eines unabhangigen Versuchsansatzes

Zu Beginn sollte definiert werden, was im Rahmen dieser Arbeit als ein unabhangiger
Versuchsansatz (n) gewertet wird. Nach der Isolation der Kardiomyozyten aus einem
Versuchstier und der Verteilung dieser auf mehrere Wells, war im weiteren Verlauf der
Kultivierung jederzeit eine rdumliche Separation der verschiedenen Ansatze gewahrleistet.
Daher kann davon ausgegangen werden, dass die Kardiomyozyten der verschiedenen Wells
unabhangig voneinander auf die Simulationen reagieren. Aus diesem Grund wurde ein Well
jeweils als ein unabhangiger Ansatz (n) gewertet. Zur Erhéhung der Reproduzierbarkeit
wurden insgesamt, nach Maoglichkeit, in den unterschiedlichen Ansatzen Kardiomyozyten
verschiedener Versuchstiere verwendet. Gleichzeitig wurde im Sinne des 3R-Prinzips,
insbesondere unter Bertcksichtigung des Aspekts der Reduktion, die Anzahl der eingesetzten
Versuchstiere auf das wissenschaftlich notwendige Minimum reduziert (Flecknell, 2002). Zur
Sicherstellung der Transparenz, wird in der Ergebnisdarstellung, wie auch von Lindsey et al.
(2018) empfohlen, jeweils sowohl die Anzahl der Ansatze (n) als auch die Anzahl der
Versuchstiere, aus denen die Kardiomyozyten gewonnen wurden, genannt (Lindsey et al.,
2018).

2.2.1.3 Isolation adulter Rattenkardiomyozyten

Die Isolation der adulten Rattenkardiomyozyten erfolgte nach einem bereits etablierten Modell
der Arbeitsgruppe, welches im Folgenden erldutert wird. Zur Isolation wurden Herzen von acht
bis zwoIf Wochen alten mannlichen Wistar-Ratten vom Wildtyp verwendet. Die Tiere wurden
nach Betaubung mit Isofluran durch fachkundiges Personal getdtet. Die Haut im Bereich des
Abdomens und Thorax wurde mit Ethanol desinfiziert und unterhalb des Rippenbogens
erdffnet. Nach Durchtrennung des Diaphragmas wurde der Thorax nach kranial erdffnet,
sodass das Herz mit der Aorta ascendens entnommen werden konnte. Dieses wurde
anschlieend in ein Becherglas mit kaltem Perfusionspuffer gegeben. Daraufhin wurden Herz
und Aorta auf einer Petrischale von Gbrigen Geweberesten freiprapariert. Im Anschluss konnte
das Rattenherz zur retrograden Perfusion an der Langendorff-Anlage aufgehangt werden.
Dazu wurde die Aorta Uber eine Kanule gezogen und mit einer Klemme und einem Faden
fixiert. Im Folgenden wurden, wie in Abb. 10 a) zu sehen, Blutreste mit 50 ml gewarmtem
Heparin-haltigen Perfusionspuffer im nicht-zirkulierenden Modus mit einer Flussrate von

30 ml/min aus dem Herzen gesplilt. AnschlieBend erfolgte die zirkulierende Perfusion mit einer
39



erwarmten Verdaulésung (DCP-Lésung) fur 30 Minuten (Abb. 10 b). Zur Sicherstellung von
naherungsweise physiologischen Gewebetemperaturen wurde das Herz fir die Dauer der

Perfusion zur Minimierung des Warmeverlusts kontaktlos mit Aluminiumfolie ummantelt.

b)

Abb. 10: Retrograde Perfusion an Langendorff-Anlage

Dargestellt ist die retrograde Perfusion des Rattenherzens an der Langendorff-Anlage. In a) ist das
Spilen des Herzens mit heparinhaltigem Perfusionspuffer abgebildet und b) zeigt die Perfusion mit dem
Verdaupuffer in einem zirkulierenden System. Die Flissigkeiten wurden mithilfe einer Rollenpumpe Gber
ein Schlauchsystem erwarmt und zum Herzen transportiert, dort erfolgte die retrograde Perfusion.

Nach 30-minutigem Verdau wurde das Herz von der Langendorff-Anlage abgenommen.
Anschlielfend wurden die Vorhdfe und die groRen BlutgefaRe mit einer Schere entfernt und
verworfen, sodass nur noch Ventrikelmyokard vorhanden war. Dieses wurde mit einer weiteren
Verdauldsung (CUT-L6sung) benetzt und zerkleinert. Die zerkleinerten Bestandteile des
Kammermyokards wurden daraufhin in ein Falcon mit 12,5 ml CUT-Lésung Uberfihrt. Der
Stand des Verdaus wurde mikroskopisch begutachtet. Je nach Fortschritt konnte dieser sofort
oder nach einigen Minuten, durch Verdinnung der CUT-Lésung, mithilfe der Stop-Lésung
beendet werden. Daraufhin wurde die Zellsuspension durch ein Zellsieb mit einer PorengréflRe
von 200 pm gefiltert, um unverdaute Gewebereste zu entfernen. Anschliefend wurde die
Lésung fir zwei Minuten bei 500 rpm zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes konnte
das Zellpellet in einer Losung mit niedriger Calciumchlorid-Konzentration (200 yM) (LO-
Calcium) resuspendiert werden. Daraufhin erfolgte eine weitere Zentrifugation fir eine Minute
bei 500 rpm. Der Uberstand wurde erneut verworfen und eine hoherkonzentrierte
Calciumchlorid-Lésung (400uM) (HI-Calcium) wurde zum Pellet hinzugegeben. Nach einer
dritten Zentrifugation fiir eine Minute bei 500 rpom und Verwerfen des Uberstandes wurden die
Zellen in Kulturmedium mit 10% FBS und Blebbistatin (Zusammensetzung siehe Kapitel 2.1.7
und Kapitel 2.1.6) resuspendiert. Nach 3-5 Minuten, sobald sich die Kardiomyozyten im Falcon
abgesetzt hatten, wurde der Uberstand verworfen. In Abhangigkeit von der geschatzten

Zellmenge wurden daraufhin 20-25 ml des vorher beschriebenen Kulturmediums mit den
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genannten Zusatzen hinzugegeben. Von dieser Zellldsung wurden 500 pl pro Well zu jeweils
1000 ul des Kulturmediums mit Zusatzen in Laminin-beschichtete 6-Well-Platten aufgetragen.
Dabei konnte die Kontraktion der Kardiomyozyten durch den Myosin-lI-Inhibitor Blebbistatin
unterdriickt werden, sodass diese auf den Laminin-beschichteten Platten anhefteten. Dies
ermdglichte im weiteren Versuchsverlauf den Austausch der Kulturmedien und die Kultivierung
in spezifischen Puffern. Nach 3 Stunden Inkubation im Zellinkubator bei 37°C, 95% Sauerstoff-
und 5% Kohlenstoffdioxidanteil erfolgte ein Wechsel des Kulturmediums, um abgestorbene
Zellen und andere Verunreinigungen zu entfernen. Je nach Simulationsmodell variierte dabei

die Zusammensetzung des Kulturmediums (siehe Kapitel 2.2.1.5).
2.2.1.4 Aufbau und Ablauf der I/R-Simulation

Es wurde ein Grundkonzept fur die I/R-Simulation entworfen (Abb. 12), von dem aus einzelne
Variablen im Verlauf des Etablierungsprozesses verandert werden konnten. Diese
Grundstruktur soll im Folgenden dargestellt werden.

Die adulten Rattenkardiomyozyten wurden nach der Isolation (Tag 0) bis zum Folgetag in
serumhaltigem Kulturmedium mit Blebbistatin (Zusammensetzung siehe Kapitel 2.1.7 und
Kapitel 2.1.6) kultiviert. An Tag 1 wurden die I/R-Simulationen durchgeflihrt. Diese kdnnen
grundsatzlich in zwei Phasen unterteilt werden, die je nach Versuchsaufbau in ihrer Dauer
variierten — die Ischamiephase (sl) und die Reperfusionsphase (sR) (Abb. 12). In jedem
Simulationsmodell wurden Kardiomyozyten direkt im Anschluss an die Ischamiephase ohne
Reperfusion geerntet. Diese wurden nach einem einheitlichen System benannt: Die Abkirzung
sl verdeutlichte dabei, dass ausschliel3lich eine Ischamiesimulation erfolgte. Die Dauer der
Ischamie wurde nach der Abkurzung sl ohne Zeiteinheit angegeben. Alle Ansatze, in denen
im Anschluss eine Reperfusion erfolgte, wurden mit der Abkirzung sR benannt. Da sich die
Dauer der Ischamie in einem Simulationsmodell nicht veranderte, wurde diese aus Grinden
der Ubersichtlichkeit nicht gesondert aufgefiihrt. Die Dauer der Reperfusion wurde ebenfalls
ohne Einheit nach der Abkurzung sR aufgefuhrt. Fur alle sl- und sR-Gruppen wurden jeweils
entsprechende Kontrollgruppen festgelegt. Auch diese wurden nach dem vorgestellten Prinzip
benannt, sodass die Kontrollgruppen der Ischamiesimulationen ohne Reperfusion als K-sl und
die Kontrollgruppen der Reperfusionssimulationen als K-sR bezeichnet wurden. Die
entsprechende Ischamie- beziehungsweise Reperfusionsdauer wurde dabei ebenfalls als

Zahlenwerte ohne Einheit aufgefiihrt.
2.2.1.4.1 Simulation der Ischamie

Die mdglichst realitatsnahe Simulation einer Ischamie erfolgte durch die Kultivierung in einem
speziellen Ischamiepuffer (Zusammensetzung siehe Kapitel 2.1.9) und durch sauerstoffarme
Umgebungsluft. Der verwendete Ischamiepuffer enthielt 5 mM Natrium-Laktat. Dies
simulierte die extrazellulare Akkumulation von Laktat, welches im Korper unter hypoxischen

Bedingungen im Rahmen der anaeroben Glykolyse gebildet wird und sich durch die
41



eingeschrankte Perfusion im Gewebe anreichert (siehe Kapitel 1.1.2). Zur Simulation der unter
Ischamie auftretenden Gewebsazidose wurde der pH-Wert des Puffers mit NaOH
beziehungsweise HCI auf 6,6 eingestellt (Chen and Vunjak-Novakovic, 2018). Aul3erdem
wurde im Ischamiepuffer eine Hyperkalidmie mit einer Kaliumchlorid-Konzentration von 8 mM
simuliert, da eine interstitielle Hyperkaliamie im Rahmen eines akuten Myokardinfarkts bereits
nach kurzer Zeit vor allem in der Infarktzone auftritt (Weiss et al., 2017, Hill and Gettes, 1980,
Shivkumar et al., 1997). Des Weiteren wurde der Ischamiepuffer direkt vor der Verwendung
fur 20 Minuten mit Stickstoff begast, um gelésten Sauerstoff aus dem Puffer zu entfernen. Die
Verwendung einer deoxygenierten Pufferldsung zur Ischamiesimulation wird ebenfalls von der
bereits beschriebenen Arbeitsgruppe der ESC empfohlen (Lecour et al., 2014). Der
Ischamiepuffer wurde steril filtriert, bevor er auf die verschiedenen Gruppen verteilt wurde.
Daraufhin wurden die Ansatze der sl- und sR-Gruppen mit 2 ml des Ischamiepuffers
gewaschen, sodass Reste des Nahrmediums entfernt wurden. Auf diese Weise sollten
Einflisse durch verbleibende Nahrstoffe ausgeschlossen werden. Der Ischamiepuffer und die
Mediumreste wurden abgetragen, bevor jedes Well mit 1,5 ml Ischamiepuffer geflllt wurde.

Der verringerte Sauerstoffpartialdruck, als Bestandteil ischamischer Bedingungen im Rahmen
eines Myokardinfarkts, wurde mithilfe der in Abb. 11 dargestellten Hypoxiekammer erreicht
(Aufbau siehe Kapitel 2.1.4). Zur I/R-Simulation wurden die sl- und sR-Ansatze, nach Zugabe
des Ischamiepuffers, in der Hypoxiekammer positioniert. Eine Petrischale mit autoklaviertem
Wasser war nach Herstellerangaben zur Regulation der Luftfeuchtigkeit ebenfalls in der
Hypoxiekammer vorhanden. Zur Fillung der Kammer mit dem sauerstoffarmen Gasgemisch
wurde diese mit einer Ringklemme verschlossen und anschlielend fir 5 Minuten bei einer
Flussrate von 20 L/min mit dem Mischgas (94% Stickstoff, 5% Kohlenstoffdioxid, 1%
Sauerstoff) geflutet. Das Mischgas, welches Uber einen Schlauch in die Kammer geleitet
wurde, verdrangte dabei die sauerstoffhaltige Umgebungsluft aus der Kammer. Diese konnte
uber einen zweiten Schlauch entweichen (Abb. 11 a). Nach 5 Minuten Gasfluss bei einer
Flussrate von 20 L/min ist nach Herstellerangaben ein kompletter Austausch der Luft in der
Kammer erfolgt. Der Fluss des Mischgases wurde dabei mittels Single-Flow-Meter kontrolliert
und reguliert. Nach Ablauf von 5 Minuten wurden die Schldauche Uber die Schlauchklemmen
luftdicht verschlossen und die Gasquelle demontiert. Um auch das Entweichen kleinster
Gasmengen zu verhindern, wurde eine flexible Verschlussfolie an den Schlauchenden
angebracht (Abb. 11 b). Nach luftdichtem Verschlielien der Hypoxiekammer, wurde diese in

einem Inkubator bei 37°C fir einen vorab definierten Zeitraum inkubiert.
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Abb. 11: Fiillung der Hypoxiekammer mit sauerstoffarmem Mischgas

In a) wird die Flllung der Hypoxiekammer mit einem sauerstoffarmen Mischgas dargestellt ( — >).
Uber einen zweiten Schlauch kann die Raumluft und das (iberschiissige Gas entweichen (-~ > ). Die
Regulierung und Kontrolle des Gasflusses erfolgten mithilfe des Single-Flow-Meters. Nach Fullung der
Kammer erfolgte, wie in b) dargestellt, der luftdichte Verschluss der Schlauchklemmen. Um das
Entweichen kleinster Gasmengen zu verhindern, wurde an die Schlauchenden eine flexible
Verschlussfolie angebracht. Erstellt mit https://BioRender.com.

Die sl-Ansatze wurden im Anschluss an die Ischamiesimulation ohne Reperfusion in
modifiziertem Lammli-Puffer flr biochemische Analysen geerntet (Abb. 12). Dem modifizierten
Lammli-Puffer wurden dabei vor Gebrauch unter allen Versuchsbedingungen Protease- und
Phosphataseinhibitor-Cocktails (siehe Kapitel 2.1.6) im Verhaltnis 1:100 und DTT im
Verhaltnis 1:20 zugesetzt. Nach grober mikroskopischer Einordung der Vitalitat und Zelldichte
wurden 70-150 pl des modifizierten Lammli-Puffers kontaktlos auf jedes Well der sl-Ansatze
aufgetragen, um die Denaturierung in allen Anséatzen zeitgleich einzuleiten. Daraufhin wurden
die Kardiomyozyten mit Zellschabern von den Kulturplatten abgelést und in dem modifiziertem
Lammli-Puffer denaturiert. Dabei wurde flir jeden Ansatz ein separater Zellschaber verwendet,

um die strikte Trennung der einzelnen Anséatze und gleichzeitig ein schnelles Arbeiten zu
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gewahrleisten. Die geernteten Proben wurden anschlielend bei -20°C gelagert. Zu jeder
Versuchsreihe wurden Kontrollen erhoben (Abb. 12). Die Kardiomyozyten der Kontrollansatze
wurden zeitgleich zur Ischamiesimulation in Kontrollpuffer inkubiert. Dabei handelte es sich
um einen glukosehaltigen Puffer mit einem pH-Wert von 7,4 und einer physiologischen
Kaliumchlorid-Konzentration (Zusammensetzung siehe Kapitel 2.1.9). Dazu wurde ebenfalls
jeder Kontrollansatz mit 2 ml Kontrollpuffer gewaschen. Im Anschluss wurden 1,5 ml des
Puffers in jedes Well gegeben und die Zellen bei 37°C, einem Sauerstoffgehalt von 95% und
einem Kohlenstoffdioxidgehalt von 5% inkubiert. Zum Zeitpunkt der Ernte der Ischamie-
Ansatze wurden entsprechende Kontrollen (K-sl) nach mikroskopischer Sichtprifung der

Vitalitat und der Zelldichte in modifiziertem Lammli-Puffer geerntet.
2.2.1.4.2 Simulation der Reperfusion

Zur Simulation der Reperfusion (sR) wurden die Reperfusionsansatze im Anschluss an die
Ischamie in serumhaltigem Kulturmedium mit Blebbistatin (Zusammensetzung siehe Kapitel
2.1.7 und Kapitel 2.1.6) bei 37°C inkubiert. Der Sauerstoffgehalt der Umgebungsluft lag dabei
bei 95% und der Kohlenstoffdioxidgehalt bei 5% (Abb. 12). Durch ein rasches Abtragen des
Ischamiepuffers und Auftragen von nahrstoffreichem Kulturmedium wurde der abrupte
Wechsel der Umgebungsbedingungen simuliert, wie er im Rahmen einer Reperfusion auftritt.
Die Zellernte in modifiziertem Lammli-Puffer erfolgt nach vorher festgelegter Dauer der
Reperfusionssimulation nach mikroskopischer Prifung der Zelldichte und Vitalitat.

Die Kontrollansatze (K-sR), welche zuvor keinen Ischamischen Bedingungen ausgesetzt
waren, wurden nach Abtragen des Kontrollpuffers ebenfalls in serumhaltigem Kulturmedium

inkubiert. Nach entsprechender Zeit erfolgte die Ernte in modifiziertem Lammli-Puffer.
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Abb. 12: Ablauf der I/R-Simulation

Dargestellt ist der grundlegende Versuchsablauf des zellkulturellen I/R-Modells. Nach der Isolation der
Kardiomyozyten aus adulten Wistar-Ratten erfolgte die Kultivierung unter sauerstoffreichen
Bedingungen in Kulturmedium bis zum Folgetag. Im Rahmen der I/R-Simulation wurde die Ischamie
durch einen Ischamiepuffer und ein sauerstoffarmes Mischgas in der Hypoxiekammer erzeugt.
Entsprechende Kontrollen wurden zeitgleich in einem Kontrollpuffer unter sauerstoffreichen
Bedingungen kultiviert. Nach der Ischamie wurde ein Teil der Ansatze ohne Reperfusion (sl) sowie
entsprechende Kontrollen (K-sl) fur die biochemische Analyse direkt geerntet. In den Gbrigen Anséatzen
wurde eine Reperfusion mittels Kulturmedium und Normoxie simuliert. Im Anschluss an die Reperfusion
wurden die Ansatze (sR) und entsprechende Kontrollen (K-sR) ebenfalls fiir die biochemische
Auswertung geerntet. Erstellt mit https://BioRender.com.

2.2.1.5 Anwendung und Entwicklung des Modells

Basierend auf diesem grundlegenden Versuchsaufbau wurden unterschiedliche
Simulationsmodelle untersucht. Dabei wurden jeweils einzelne Variablen, wie zum Beispiel die
Dauer der Ischamie sowie der Reperfusion, der Anteil des Serums im Kulturmedium und
verschiedene andere Zusatze variiert. Je nach Modell wurde der Fokus bei der Analyse und

Auswertung auf unterschiedliche pathophysiologische Vorgange gelegt. Im Folgenden erfolgt
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eine Darstellung der einzelnen Simulationsmodelle, dabei wird vor allem auf Aspekte

eingegangen, die den grundlegenden Versuchsaufbau erganzen.
2.2.1.5.1 Simulationsmodell 1: 45 min sl mit Reperfuisonsreihe

Nach der Isolation erfolgte die Kultivierung bis zum Folgetag in Kulturmedium mit Blebbistatin
und 1 % FBS (Zusammensetzung siehe Kapitel 2.1.6 und Kapitel 2.1.7). An Tag 1 erfolgte die
Ischamiesimulation nach dem beschriebenen Grundprinzip (Kapitel 2.2.1.4.1). Dabei wurde
die Dauer der Ischamiesimulation auf 45 Minuten festgelegt. Nach Ablauf der Ischamie wurde
ein Teil der Proben ohne Reperfusion direkt geerntet (sl45), gleichzeitig wurden auch
entsprechende Kontrollen (K-sl45) gesichert. In den ubrigen Ansatzen erfolgte eine
Reperfusionssimulation fir 2, 4 und 20 Stunden unter sauerstoffreichen Bedingungen in
Kulturmedium mit Blebbistatin und 1% FBS. Nach Vollendung der Reperfusionssimulation
wurden die Ansatze (sR2, sR4, SR20) sowie jeweils entsprechende Kontrollen (K-sR2, K-sR4,
K-sR20) fur die biochemischen Analysen der relativen Titinphosphorylierung, der PKCa-
Aktivitat und die Auswertung hypoxieassoziierter Proteine, nach dem in Kapitel 2.2.1.4

beschriebenen Prinzip geerntet.
2.2.1.5.2 Simulationsmodell 2: 120 min sl mit Reperfusionsreihe

Im weiteren Verlauf der Etablierung erfolgte eine Verlangerung der Ischamiedauer auf 120
Minuten, dabei wurden alle weiteren Parameter aus dem Simulationsmodell 1 beibehalten.

Nach Ablauf der 120-mindtigen Ischamiesimulation wurde ein Teil der Proben ohne
Reperfusion direkt geerntet (sl120). Gleichzeitig erfolgte auch die Sicherung von Kontrollen
(K-sl120). In den Ubrigen Ansatzen wurde eine simulierte Reperfusion ebenfalls fur 2, 4 und
20 Stunden durchgefiihrt. Nach Vollendung der Reperfusion wurden die Ansatze (sR2, sR4,
SR20) sowie entsprechende Kontrollen (K-sR2, K-sR4, K-sR20) fur die biochemische Analyse
geerntet. Auch in diesem Modell war die Darstellung posttranslationaler Titinmodifikationen
durch PKCa-bedingte Phosphorylierung der PEVK-Region sowie der Nachweis

hypoxiespezifischer Proteine zentral.
2.2.1.5.3 Simulationsmodell 3: 16 h sl und 4 h sR

Im dritten Simulationsmodell erfolgte eine deutliche Verlangerung der Ischamiedauer auf 16
Stunden. Die Kultivierung bis Tag 1 nach Isolation erfolgte in Kulturmedium mit Blebbistatin
und 10% FBS (Zusammensetzung siehe Kapitel 2.1.6 und Kapitel 2.1.7). Es wurden ebenfalls
Durchgange mit 1% FBS durchgefiihrt. Da sich keine wesentlichen Unterschiede zeigten,
wurde fur dieses Simulationsmodell das Kulturmedium mit 10% Serum gewahlt. Die Simulation
der Ischamie erfolgte fur 16 Stunden (sl16) mit entsprechender Kontrolle (K-sl16). Daran
anschlief3end erfolgte eine Reperfusion fur 4 Stunden in Kulturmedium mit 10% FBS (sR4)
ebenfalls mit entsprechender Kontrolle (K-sR4). Auch in diesem Modell erfolgte die

Auswertung der relativen Phosphorylierung von Titin an den Stellen S11878 und S12022
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sowie die Analyse der PKCa-Aktivitat. Aullerdem wurde der Titinabbau durch Analyse der
relativen Titinubiquitinierung, Messung der Proteinexpression titinassoziierter E3-Ligasen,
Bestimmung der relativen Proteinmenge Autophagie-assoziierter Proteine sowie

Aktivitatsbestimmung von Autophagieregulatoren untersucht.
2.2.1.5.4 Simulationsmodell 4: 16 h sl mit Autophagieinhibition

Erganzend zur Ischamiesimulation des Modells 3 wurde hier eine Autophagieinhibition mit
Bafilomycin A: (BAF) durchgeflihrt. BAF inhibiert Autophagie im Schritt der Fusion des
Lysosoms mit dem Autophagosom und verhindert zudem die Ansauerung des Lysosoms,
sodass die Funktionsfahigkeit der Hydrolasen beeintrachtigt wird (Yamamoto et al., 1998,
Mauvezin et al., 2015). Unter BAF-Exposition kann der Autophagiefluss beurteilt werden, da
es bei aktiver Autophagie zur Akkumulation spezifischer Autophagie-assoziierter Proteine
kommt (Klionsky et al., 2021). Um den Autophagiefluss sowie die Ergebnisse in Bezug auf den
Titinabbau einordnen zu kénnen, erfolgte daher eine 16-stiindige Behandlung mit BAF. Die
vorherige Isolation und Kultivierung wurden dabei identisch zum Simulationsmodell 3
durchgefuhrt. Insgesamt wurden vier Versuchsgruppen untersucht. Die erste Gruppe wurde
16 Stunden Ischamie ohne BAF ausgesetzt (sl16). Bei der zweiten Gruppe handelte es sich
um die entsprechende Kontrollgruppe (K-sl16). Die dritte Gruppe erhielt wahrend der 16-
stundigen Ischamiesimulation 20 nM BAF (sI16BAF). Die entsprechende Kontrollgruppe
erhielt unter Kontrollbedingungen fir 16 Stunden 20 nM BAF (K-sI16BAF). Im Anschluss
erfolgte jeweils die Ernte der Ansatze fur die biochemische Auswertung der Titinubiquitinierung

und von Autophagie-assoziierten Proteinen.
2.2.1.5.5 Modell zur Messung der Hypoxiewirkung

Zusatzlich zum Simulationsmodell 3 wurden Messungen zur Einordnung des Einflusses der
hypoxischen Komponente des ischamischen Reizes durchgefuhrt. Dabei erfolgte die Isolation
und anschlieBende Kultivierung der Ansatze wie bereits fir das Simulationsmodell 3
beschrieben (Kapitel 2.2.1.5.3). Danach wurden die Ansatze auf drei Versuchsgruppen
aufgeteilt. Die erste Gruppe wurde fir 16 Stunden in Ischamiepuffer kultiviert (IP16). Die
Zusammensetzung des Ischamiepuffers und das Auftragen erfolgten nach dem oben
beschriebene Grundmodell (siehe 2.2.1.4). Abweichend von der Ischamiesimulation wurde die
IP16-Gruppe unter sauerstoffreichen Bedingungen (95% O, 5% CO3) kultiviert. Die zweite
Gruppe (KP16) wurde als Kontrollgruppe behandelt und fir 16 Stunden unter
sauerstoffreichen Bedingungen in Kontrollpuffer kultiviert. In der dritten Gruppe (sl16) erfolgte
eine 16-stlindige Ischamiesimulation, die den Ablaufen aus Simulationsmodell 3 entspricht
(siehe Kapitel 2.2.1.5.3). Nach Ernte der Ansatze in modifiziertem Lammli-Puffer wurden
Western-Blot-Analysen von Autophagie-assoziierten Proteinen durchgefihrt, um die Wirkung

der hypoxischen Komponente des ischamischen Reizes zu messen.
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2.2.2 Biochemische Analyse

2.2.2.1 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Zur biochemischen Analyse der Zelllysate erfolgte eine Auftrennung der Proteine nach ihrer
molekularen Masse durch eine Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE). Nach vollstandiger Denaturierung der Proteine durch dreiminutiges Erhitzen auf 95°C
wurden die Proben zur Analyse auf ein acrylamidhaltiges Gel aufgetragen. Bei der
anschlielienden Gelelektrophorese wanderte der negativ geladene linearisierte SDS-Protein-
Komplex im elektrischen Feld von der Kathode Richtung Anode. Die Polyacrylamidmatrix
trennt die Proteine beim Durchwandern nach ihrem Molekulargewicht auf. Dabei erscheinen
groliere Proteine hoher im Trenngel, wahrend kleinere Proteine naher Richtung Anode

vorwandern konnen.
2.2.2.1.1 Diskontinuierliche SDS-PAGE

Bei der diskontinuierlichen SDS-PAGE ist dem Trenngel, in welchem die Proteine nach ihrer
GrolRde separiert werden, ein Sammelgel vorgeschaltet, um die Proteine zu fokussieren und die
Bandenscharfe zu erhohen. Je nach Molekulargewicht des Zielproteins wurden
unterschiedliche Trenngele verwendet. Die Gele mit einem Polyacrylamidanteil von 7,5%
eigneten sich vor allem fur Proteine im GréRRenbereich von 75-289 kDa. Die 10%igen
Polyacrylamidgele wurden fur den GroRRenbereich 35-120 kDa verwendet und fur kleinere
Proteine eigneten sich Gele mit einem Polyacrylamidanteil von 15%.

Bei der Zubereitung dieser Gele wurden zunédchst alle Bestandteile des Trenngels, wie in
Tabelle 11 aufgelistet, zusammengegeben und zwischen zwei abgedichtete Glasplatten mit
definierten Spacer-Abstanden (0,75 mm; 1 mm; 1,5 mm) gegossen. Die feinporige Vernetzung
im Gel entsteht dabei durch die radikalische Polymerisation von Acrylamid und Bisacrylamid,
nach Zugabe von APS als Radikalspender und TEMED als Katalysator. Fir eine gleichmaRige

Oberflache wurde Isopropanol wahrend der Polymerisation auf das Trenngel gegeben.

Bestandteile Trenngel 7,5% | Trenngel 10% | Trenngel 15%
30% Acrylamid/Bisacylamid- 3,75 ml 5ml 7,5 ml
Stammlésung (37,5:1)
H,O (deionisiert) 7,5 ml 6,25 ml 3,75 ml
4x Trenngelpuffer 3,75 ml
TEMED 7,5 ul
APS 75

Tabelle 11: Rezept fiir die Trenngele (Gesamtvolumen: 15 ml)
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Nach einer Stunde, sobald das Trenngel ausgehartet war, konnte eine schmale Schicht
Sammelgel aufgetragen werden. Die Zusammensetzung des Sammelgels ist in Tabelle 12
aufgelistet. Durch Einbringen eines Kamms in das flissige Sammelgel konnten Taschen fiir

die Beladung geformt werden.

Bestandteile Sammelgel
30% Acrylamid/Bisacylamid- 0,667 ml
Stammlésung (37,5:1)
H,O (deionisiert) 3,025 ml
4x Sammelgelpuffer 1,25 ml
Temed 15 i
APS 50 pl

Tabelle 12: Rezept fiir das Sammelgel (Gesamtvolumen: 5 ml)

Bei der Beladung des Gels wurden 5-10 ul der Proben in die Taschen aufgetragen. Zur
GroReneinordung der Proteinbanden wurde eine Tasche mit 2,5 pl Molekulargewichtsmarker
(Thermo Scientific™ PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder) beladen. Dieser beinhaltet
neun gefarbte Proteine mit definiertem Molekulargewicht zwischen 10 kDa und 250 kDa. Bei
der Gelelektrophorese trennen sich auch diese Proteine nach ihrer Grofie auf und bilden somit
Referenzbanden zur Einordnung der zu analysierenden Proteinbanden.

Das Einlaufen der Proben in das Sammelgel erfolgte mit einer Stromstarke von 15 mA pro Gel.

Beim Durchlaufen des Trenngels wurde die Stromstarke auf 30 mA pro Gel erhoht.
2.2.2.1.2 Agarose-stabilisierte SDS-PAGE zur Darstellung von Titin

Aufgrund der GroRe von bis zu 3,7 MDa mussen fur die Darstellung von Titin mittels SDS-
PAGE spezielle Gele angefertigt werden, denn die beschriebenen 7,5-15%igen Trenngele
kénnen Proteine in diesem GroRenbereich nicht auftrennen.

Die verwendeten Titingele enthielten 2,1-2,2% Acrylamid/Bisacrylamid im Verhaltnis 29:1. Die
dadurch entstehende grofR3porigere Netzstruktur ist geeignet, um groRe Proteine wie Titin
aufzutrennen. Zur Herstellung des Gels wurden die Bestandteile aus Tabelle 13
zusammengegeben. Dabei wurde zur Stabilisation der Titingele 1,5%ige-Agarose verwendet.
Diese wurde mit APS zu dem im Wasserbad auf 48°C erwadrmten Gemisch der Ubrigen
Bestandteile hinzugefligt. Das Gel wurde zur Polymerisation zwischen zwei Glasplatten mit
einem Spacer-Abstand von 0,75 mm gegossen und mit einem Kamm wurden die
Beladungstaschen geformt. Nach einer Stunde war das Gel gebrauchsfertig.

Es wurden 5-10 ul der Proben in jede Beladungstasche aufgetragen. Hierbei wurde kein
Molekulargewichtsmarker verwendet, da die gangigen Marker ein deutlich geringeres

Molekulargewicht aufweisen. Da kein anderes Protein in dem GréfRenbereich von Titin bekannt
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ist, kann davon ausgegangen werden, dass die Proteinbande nach Gelelektrophorese Titin
darstellt. Das Einlaufen der Proben erfolgte mit 2 mA pro Gel. Die Stromstarke konnte im

Verlauf der Gelelektrophorese auf 5 mA pro Gel erhéht werden.

Bestandteile 2,1%ige Gele 2,2%ige Gele
30% Acrylamid/Bisacylamid- 1,4 ml 1,46 ml
Stammlésung (29:1)
H20 (deionisiert) 6,67 ml 6,61 ml
Trenngelpuffer 5ml
SDS 20% 100 pl
TEMED 11,5 pl
APS 150 pl
Agarose (1,5%) 6,67 ml

Tabelle 13: Rezept fur Titingele

2.2.2.2 Western Blot

Fur die weitere Analyse der aufgetrennten Proteine erfolgte nach SDS-PAGE eine
Ubertragung der Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran) mittels
semi-dry Western-Blot-Verfahren. Dafur wurden bei Standardgelen jeweils 4 und bei Titingelen
jeweils 5 Blotting-Papiere in Anoden- bzw. Kathodenpuffer getrankt. Anschlie®end wurden die
in Anodenpuffer getrankten Papiere in die Blotting-Kassette gelegt. Daraufhin wurde die
PVDF-Membran mit Ethanol aktiviert und auf den Blotting-Papieren platziert. Im Anschluss
wurde das entsprechende Gel luftblasenfrei auf der PVDF-Membran abgelegt. Abschlieend
wurden darauf vier bzw. funf in Kathodenpuffer getrankte Blotting-Papiere aufgelegt. Die
Standardgele wurden fiir 15 Minuten bei 1,5 A und 20 V geblottet. Die Ubertragung von Titin
auf die PVDF-Membran erfolgte fur 40 Minuten bei 1,0 A und 20 V.

Danach wurden die Membranen fiir 30-60 Sekunden in PVDF-Stain angefarbt. Die Entfarbung
des Hintergrunds erfolgte in PVDF-Destain fir 3-5 Minuten auf dem Orbitalschuttler. Daraufhin
wurden die Membranen dreimal flr 10 Minuten in TBST gewaschen. Anschlielend wurden die
gefarbten Membranen mit Hilfe des Fusion FX Imagers mit einer Belichtungszeit von 120-

160 ms eingescannt.
2.2.2.3 Immundetektion

Mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern wurden unterschiedliche Proteine und posttranslationale
Modifikationen mit einem Enzym-gekoppelten Chemilumineszenzverfahren nachgewiesen.

Dafur wurden die Membranen mithilfe des Molekulargewichtsmarkers und der sichtbaren
Banden fir die entsprechende Proteingrofe zugeschnitten. Zur Blockade unspezifischer

Bindungsstellen wurde 2% BSA in TBST bzw. bei einigen Antikérpern 5% Trockenmilchpulver
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in TBST verwendet. Nach 1-2 Stunden erfolgte die Beladung mit dem spezifischen
Primarantikorper. Der Antikorper wurde in einer 0,5%igen BSA/TBST-L6sung, wie in Tabelle
4 und Tabelle 5 angegeben, verdinnt und die Membran wurde Uber Nacht in dieser
Antikérpermischung bei Raumtemperatur auf dem Rollenmischer inkubiert. Am
darauffolgenden Tag wurde die Membran dreimal flr 10 Minuten mit TBST gewaschen, um
ungebundene Reste des Primarantikdrpers zu entfernen. Daraufhin wurde die Membran mit
einem enzymgekoppelten Sekundarantikdrper behandelt, welcher in einer 0,5%igen
BSA/TBST-L6sung verdinnt wurde. Der Sekundarantikorper richtete sich speziesspezifisch
gegen den Fc-Teil der Primarantikdrper und konnte an diesen binden. Je nach
Primarantikérper wurde entweder ein anti-rabbit (Verdinnung 1:3000) oder ein anti-mouse
(Verdinnung 1:5000) Sekundarantikorper verwendet (Tabelle 6). Nach einer Inkubationszeit
von 2 Stunden wurden ungebundene Sekundarantikérper durch dreimaliges Waschen fur 10
Minuten mit TBST entfernt. Daraufhin wurde ECL-Reagenz auf die Membran aufgetragen. Das
im ECL-Reagenz enthaltene Luminol reagierte mit der Meerrettichperoxidase, welche an den
Sekundarantikdrper gebunden war. Das oxidierte Luminol emittiert Licht einer bestimmten

Wellenlange. Dieses Signal wurde mittels Chemilumineszenzimager festgehalten.
2.2.2.4 Stripping

Zur Analyse der relativen Phosphorylierung von Proteinen wurde eine Membran mit mehreren
Primarantikdrpern nacheinander behandelt, um im Anschluss das Verhaltnis des
phosphospezifischen Signals zum Gesamtsignal zu berechnen. Dafur wurde zunachst der
phosphospezifische Antikbrper und der entsprechende Sekundarantikbrper wie oben
beschrieben aufgetragen und das Signal im Chemilumineszenzimager ausgelesen. Daraufhin
wurden die gebundenen Antikérper durch Stripping entfernt. Fir Titinblots wurden dabei
ausschlieBlich die Strippingpuffer Restore Western Blot Stripping Puffer und Restore Western
Blot Stripping Puffer plus von Thermo Scientific verwendet. Nach Waschen der Membran flr
5 Minuten in TBS, erfolgte eine 15-mindtige Inkubation im Strippingpuffer bei Raumtemperatur
auf dem Rollenmischer. AnschlieBend wurde der Puffer gesondert entsorgt und die Membran
wurde dreimal fir 10 Minuten in TBS gewaschen. Nach Blockierung in 2%igem BSA in TBST
konnte die Beladung mit dem zweiten Primarantikdrper erfolgen.

Zum Strippen einiger Antikorper eignete sich ebenfalls ein B-Mercaptoethanol-haltiger
Strippingpuffer (Zusammensetzung siehe Kapitel 2.1.9). Die Membran wurde fir 20 Minuten
mit diesem Puffer behandelt. AnschlieRend wurde der Strippingpuffer den Vorgaben
entsprechend entsorgt. Die Membran wurde 4-5-mal flr 10 Minuten mit TBST gewaschen,

bevor sie fur den zweiten Primarantikdrper erneut blockiert wurde.
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2.2.2.5 Nachweis der Hypoxie

Ein Ziel im Rahmen der Modelletabierung war die Entwicklung einer geeigneten Hypoxie-
Nachweismethode. Aus diesem Grund erfolgten Western-Blot-Analysen nach Ischamie mit
mehreren verschiedenen Antikoérpern, die den Hypoxie-assoziierten Transkriptionsfaktor HIF-
1a nachweisen sollten (Majmundar et al., 2010, Zheng et al.,, 2021). Da unter Hypoxie
ebenfalls ein Anstieg der GLUT1-Expression beschrieben worden ist, wurde zusatzlich die
relative GLUT1-Expression analysiert (Sivitz et al., 1992, Ebert et al., 1995, Bashan et al.,
1992).

2.2.3 Auswertung

2.2.3.1 Verwendete Computerprogramme

Fur die Auswertung und die Anfertigung dieser Arbeit wurden die folgenden Programme
verwendet: Adobe Photoshop CS6, Endnote20, Image-J, Microsoft Excel 2016, Microsoft
Power Point 2016, Microsoft Word 2016 und GraphPad Prism 9, GraphPad Prism 10,
BioRender, Adobe Lightroom.

2.2.3.2 Densitometrische Auswertung der Western Blots

Das Lichtsignal, welches im Rahmen der Chemilumineszenzreaktion entsteht, konnte mit dem
Chemilumineszenz-Imager fotografisch festgehalten werden. Die Signalintensitat wurde mit
Hilfe des Programms Image-J densitometrisch ausgewertet.

Um die relative Phosphorylierung des Zielproteins zu beurteilen, wurden die Signale der
Banden nach Auftragen des phosphospezifischen Antikdrpers mit den Signalen nach
Auftragen des Total-Antikdrpers verglichen. Das Verhaltnis aus phosphoryliertem Zielprotein
zur Gesamtmenge des Zielproteins wurde dabei auf die entsprechenden Kontrollen des Blots
normiert, sodass ein relatives Verhaltnis gebildet wurde. Die Kontrollgruppe wurde dabei als
Referenzwert (100%) definiert. Zur Analyse der relativen Proteinmenge wurden die Signale
des Zielproteins mit den Signalen einer Beladungskontrolle (z.B. GAPDH, a-Aktinin)
verglichen. Auch dieses Verhaltnis wurde auf die entsprechende Kontrolle normiert, welche

auf 100% gesetzt wurde.
2.2.4 Statistische Datenanalyse

Die Ergebnisse werden aus n unabhangigen Versuchen als Mittelwert + Standardfehler des
Mittelwerts (SEM) angegeben. Fir die Signifikanz-Prifung wurde nach der Identifikation von
Ausreillern (Outlier Analyse) je nach Versuchsaufbau entweder ein t-Test, eine einfaktorielle
Varianzanalyse (one-way ANOVA) oder eine zweifaktorielle Varianzanalyse (Two-way
ANOVA) durchgefihrt. Dazu wurde das Programm GraphPad Prism (Version 9 und 10)

verwendet.

52



Bei der statistischen Analyse von zwei Versuchsgruppen, in dieser Arbeit der Vergleich einer
I/R-Simulationsgruppe mit der entsprechenden Kontrollgruppe, erfolgte zur Testung der
statistischen Signifikanz nach Annahme der Normalverteilung der Daten ein t-Test. Vor
Durchfiihrung des t-Tests erfolgte ein F-Test zur Prifung der Varianzhomogenitat. Bei
signifikanter Varianzheterogenitat wurde im Folgenden ein Welchs t-Test durchgeflhrt. Lag
keine signifikante Varianzheterogenitat im F-Test vor, konnte ein Students t-Test erfolgen.
Wenn nicht ndher spezifiziert, handelt es sich in dieser Arbeit bei einem t-Test um einen
Students t-Test. Dabei wurde ein p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant bewertet.

Bei dem Vergleich von mehr als zwei Versuchsgruppen, die sich in einer Variable
unterschieden, erfolgte eine one-way ANOVA. Vor der Durchfuhrung der one-way ANOVA
wurde die Normalverteilung der Daten geprift. Zur Testung der Varianzhomogenitat wurde der
Brown-Forsythe-Test durchgefuhrt. Zeigte sich dabei keine Abweichung von der
Varianzhomogenitat, erfolgten eine klassische one-way ANOVA und post-hoc Tests mit
Bonferroni-Korrektur. Zeigten sich im Brown-Forsythe-Test Abweichungen von der
Varianzhomogenitat, wurden eine Welch-ANOVA und paarweise Mittelwertsvergleiche mit
Dunnett's T3-Test durchgeflhrt.

Die statistische Auswertung der Daten aus Simulationsmodell 4 erfolgte mittels klassischer
two-way ANOVA, da in dem experimentellen Design zwei unabhangige Variablen
bertcksichtigt wurden. Vor der Durchflihrung der two-way ANOVA wurde die Normalverteilung
der Daten geprtft. Fur two-way ANOVASs stellt GraphPad Prism keine Moglichkeit zur formalen
Prufung der Varianzhomogenitat bereit. Die klassische two-way ANOVA wurde dennoch
durchgefihrt, die Ergebnisse sind aufgrund dessen allerdings mit entsprechender Vorsicht zu
interpretieren. Zur detaillierten Analyse signifikanter Gruppenunterschiede erfolgten im
Anschluss Sidaks-Post-hoc-Tests.

Statistisch signifikante Ergebnisse (p < 0,05) wurden in den Abbildungen durch Sternchen (*)
markiert. Die Anzahl der Sternchen hangt dabei vom p-Wert ab (siehe Tabelle 14).

Markierung | Bedeutung
* p <0,05

** p<0,01

*kk p < 0,001
Fkkk p < 0,0001

Tabelle 14: Markierung signifikanter Ergebnisse in Abhéngigkeit vom p-Wert

53



3  Ergebnisse

3.1 Modifikationen von Titinphosphorylierungen unter I/R

Zur Untersuchung, ob eine I/R-bedingte PEVK-Hyperphosphorylierung durch PKCa in den
zellkulturellen I/R-Modellen reproduziert werden kann, erfolgten nach den Simulationen
(Simulationsmodell 1-3) Western-Blot-Analysen der relativen Phosphorylierung von Titin sowie
die Aktivitatsbestimmung von PKCa. Dabei wurde die relative Titin-Phosphorylierung an den
Stellen S11878 und S12022 in Bezug auf die Gesamtmenge von PEVK bestimmt. Die Aktivitat
von PKCa wurde durch die relative Phosphorylierung des Proteins an der Stelle T497
gemessen, da diese Stelle im Bereich der katalytischen Einheit liegt und die Phosphorylierung
dieser mafdgeblich an der Aktivierung beteiligt ist (Cazaubon et al., 1994). Die Ergebnisse

dieser Analysen sind, geordnet nach den drei Simulationsmodellen, im Folgenden dargestellt.
3.1.1 Simulationsmodell 1: 45 min sl mit Reperfusionsreihe

3.1.1.1 Relative PEVK-Phosphorylierung nach I/R-Simulation

Bei der Analyse der relativen Titinphosphorylierung an der Stelle S11878 zeigte sich nach 45-
minUtiger Ischamie mit 95,66 % * 8,89 % keine signifikante Veranderung im Vergleich zur
entsprechenden Kontrolle (100 % + 2,02 %) (Abb.13 aundc). Nach zweistlindiger
Reperfusion im Anschluss an die Ischamie zeigte sich ein Trend zu einer gesteigerten
Phosphorylierung der PEVK-Region. Die relative Phosphorylierung an der Stelle S11878 war
im Vergleich zu der entsprechenden Kontrolle (100 % £ 3,98 %) mit 116,5 % + 0,57 %
tendenziell erhéht (Welchs t-Test, p = 0,0507). Nach 4-stiindiger Reperfusion zeigte sich kein
signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrolle (100 % 4,5 %). Die relative
Phosphorylierung an der Stelle S11878 lag nach 4-stindiger Reperfusion bei
100,7 % £ 2,82 %. Abschlielend wurde die relative Titinphosphorylierung der Stelle S11878
nach 20-stiindiger Reperfusion untersucht. Diese war im Vergleich zu der entsprechenden
Kontrolle (100 % + 3,51 %) signifikant um 19,05 % + 3,59 % auf einen Wert von
80,95 % £ 0,72 % (p= 0,006) verringert (Abb. 13 a und c).

Auch an der Stelle S12022 war die relative Phosphorylierung — wie Abb. 13 b) zu entnehmen
ist—mit 110,50 % + 7,3 % nach 45-minitiger Ischamie nicht signifikant verandert im Vergleich
zur Kontrolle (100 % + 12,76 %). Auch nach anschlielender 2-stiindiger Reperfusion war die
relative Phosphorylierung mit 108,70% + 8,07%, verglichen mit der entsprechenden Kontrolle
(100 % £ 3,15 %), nicht signifikant verandert. Ebenso konnte nach 4-stiindiger Reperfusion
(63,97 % £ 4,99 %) (Abb. 13 b und c) kein signifikanter Unterschied zu den Kontrollen
(100 % £ 23,73 %) festgestellt werden (p = 0,2115). Anders als an der Stelle S11878 zeigte

sich an S$12022 nach 20-stiindiger Reperfusion keine Veranderung der relativen
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Phosphorylierung im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle (100 % + 7,42 %). Diese lag
nach 20 Stunden Reperfusion bei 98,54 % + 9,38 %.
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Abb. 13: Relative Phosphorylierung der PEVK-Region von Titin nach 45 Minuten simulierter
Ischamie und anschlieBender Reperfusion (I/R)

Relative Phosphorylierung von Titin im PEVK-Segment an den Serinresten a) S11878 und b) S12022
nach 45 Minuten simulierter Ischamie (sl45) und darauffolgender 2-stiindiger, 4-stiindiger und 20-
stindiger simulierter Reperfusion (sR2, sR4, sR20). Die Ergebnisse wurden jeweils auf die
entsprechende Kontrolle (K) normiert. Die Daten sind als Mittelwert £ SEM angegeben. Statistisch
signifikante Unterschiede mit p < 0,05 im Students t-Test oder Welchs t-Test wurden durch Sternchen
(*) gekennzeichnet. Analyse von n = 3 Ansatzen aus aRCM. Insgesamt wurden Kardiomyozyten aus
einem Individuum verwendet. Darstellung in a.u. = arbitrary units.

Reprasentative Bilder der analysierten Blots sind in c¢) dargestellt. sl45 = 45-minitige
Ischamiesimulation ohne Reperfusion und entsprechende Kontrolle K-sl45. sR2, sR4, sR20 = 2, 4 und
20 Stunden Reperfusion nach 45 Minuten Ischamie mit entsprechenden Kontrollen K-sR2, K-sR4, K-
sR20.
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3.1.1.2 PKCa-Aktivitat nach I/R-Simulation

Nach 45-mindtiger Ischamie zeigte sich im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen
(100 % £ 3,06 %) mit 96,58 % + 1,77 % kein signifikanter Unterschied der PKCa T497
Phosphorylierung und daraus resultierend kein Unterschied der Kinaseaktivitat. Auch die
Ansatze mit anschlieliender 2-stiindiger Reperfusion zeigten keine signifikanten Unterschiede
in der relativen Phosphorylierung (97,29 % £ 4,33 %) verglichen mit der Kontrolle
(100 % £ 0,742 %) (Abb. 14). Ebenso konnte nach 4-stiindiger Reperfusion mit einem
Phosphorylierungslevel von 104,20 % + 3,32 % kein Unterschied zur Kontrolle
(100 % £ 5,45 %) festgestellt werden. Nach 20 Stunden Reperfusion war die relative
Phosphorylierung von PKCa T497 im Vergleich zu den Kontrollen (100 % + 0,806 %)
signifikant um 13,92 % * 3,67 % auf 86,08 % * 3,58 % reduziert (p = 0,0192).
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Abb. 14: Relative PKCa T497 Phosphorylierung nach 45 Minuten simulierter Ischdmie und
anschlieBender Reperfusion (I/R)

a) Western-Blot-Analyse der relativen Phosphorylierung von PKCa an der Stelle T497 als Indikator fir
die Kinaseaktivitdt. Die Daten sind als Mittelwert £+ SEM angegeben. Statistisch signifikante
Unterschiede mit p < 0,05 im Students t-Test wurden durch Sternchen (*) gekennzeichnet. Darstellung
in a.u. = arbitrary units. Es wurden n = 3 unabhangige Ansatze von aRCM nach 45-minltiger simulierter
Ischdmie (sl45) und nach 2, 4 und 20 Stunden simulierter Reperfusion (sR2, sR4, sR20) sowie
entsprechende Kontrollen (K) untersucht. Insgesamt wurden Kardiomyozyten aus einem Individuum
verwendet. Unter dem Graphen sind in b) reprasentative Bilder der analysierten Blots dargestellt. sl45
= 45-mindtige Ischamiesimulation ohne Reperfusion und entsprechende Kontrolle K-sl45. sR2, sR4,
sR20 = 2,4 und 20 Stunden Reperfusion nach 45 Minuten Ischamie mit entsprechenden Kontrollen K-
sR2, K-sR4, K-sR20.
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3.1.2 Simulationsmodell 2: Verlangerung auf 120 min sl mit Reperfusionsreihe

Aufgrund der geringen Veranderungen der Titinphosphorylierung in Simulationsmodell 1
erfolgte im zweiten Schritt eine Verlangerung der Ischamiedauer zur Prifung, ob ein starkerer
Ischamischer Stimulus fur bestimmte Reaktionen der Kardiomyozyten in Zellkultur notwendig
ist. In diesem Modell wurde der Ischamiestimulus auf 120 Minuten gesteigert, wahrend alle

weiteren Parameter identisch zum Simulationsmodell 1 blieben.
3.1.2.1 Relative PEVK-Phosphorylierung nach I/R-Simulation

Fur die verlangerte Ischamiedauer erfolgte ebenfalls eine Analyse der relativen
Titinphosphorylierung der PEVK-Region. Nach 120-minutiger Ischamie konnte ebenfalls keine
signifikante Veranderung der relativen Phosphorylierung an der Stelle $11878
(101,20 % £ 4,31 %) im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle (100 % + 4,61 %) festgestellt
werden (Abb. 15aundc). Nach 2-stindiger Reperfusion lag mit einer relativen
Phosphorylierung von 87,26 % + 5,31 % im Vergleich zur Kontrolle (100 % + 11,67 %)
ebenfalls kein signifikanter Unterschied vor (p = 0,3765). Auch nach 4-stiindiger Reperfusion
(95,21 % £ 4,34 %) zeigte sich keine signifikante Veranderung zur Kontrolle (100 % + 2,6 %).
Nach 120 Minuten Ischamie und 20 Stunden Reperfusion lag mit einer relativen
Phosphorylierung von 98,41 % + 5,03 % kein signifikanter Unterschied zur Kontrolle vor
(100 % + 6,73 %) (Abb. 15 a und c).

Ebenfalls an der Stelle $12022 war die relative Phosphorylierung nach der 120-mindtiger
Ischamie (104,60 % £ 9,2 %) nicht signifikant verandert im Vergleich zur Kontrolle
(100 % £ 2,37 %) (Abb.15 b wund c¢). Auch war nach 2 Stunden Reperfusion
(104,0 % £ 9,85 %) im Vergleich zur Kontrollgruppe (100 % % 9,64 %) keine signifikante
Veranderung feststellbar (Abb. 15 b und ¢). Ebenso war die relative Phosphorylierung an
S12022 nach 4 Stunden Reperfusion (109,90 % * 6,18 %) im Vergleich zur Kontrollgruppe
(100 % + 3,95 %) nicht signifikant verandert (p=0,2469) und auch nach 20 Stunden
Reperfusion zeigte sich mit einer relativen Phosphorylierung von 97,48 % + 7,98 % keine

signifikante Veranderung im Vergleich zur Kontrolle (100 % + 8,04 %).
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Abb. 15: Relative Phosphorylierung der PEVK-Region von Titin nach 120 Minuten simulierter
Ischamie und anschlieBender Reperfusion (I/R)

Relative Phosphorylierung von Titin im PEVK-Segment an den Serinresten a) S11878 und b) S12022
nach 120 Minuten simulierter Ischamie (sl1120) und darauffolgender 2-stiindiger, 4-stindiger und 20-
stindiger simulierter Reperfusion (sR2, sR4, sR20). Die Ergebnisse wurden jeweils auf die
entsprechende Kontrolle (K) normiert. Die Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben. Statistisch
signifikante Unterschiede mit p < 0,05 im Students t-Test wurden durch Sternchen (*) gekennzeichnet.
Analyse von n = 3 Ansatzen aus aRCM. Insgesamt wurden Kardiomyozyten aus einem Individuum
verwendet. Darstellung in a.u. = arbitrary units.

Reprasentative Bilder der analysierten Blots sind in c) dargestellt. sl120 = 120-minltige
Ischamiesimulation ohne Reperfusion und entsprechende Kontrolle K-sl1120. sR2, sR4, sR20 = 2, 4 und
20 Stunden Reperfusion nach 120 Minuten Ischamie mit entsprechenden Kontrollen K-sR2, K-sR4, K-
sR20.
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3.1.2.2 PKCa-Aktivitat nach I/R-Simulation

Die PKCa T497 Phosphorylierung und damit die Aktivitat der Kinase war, wie Abbildung
Abb. 16 zeigt, nach 120-minutiger Ischamie (95,50 % + 7,97 %) unverandert im Vergleich zur
Kontrolle (100 % + 10,39 %). Auch nach 2-stiindiger Reperfusion lag mit 108,30 % + 2,62 %
im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle (100 % £ 3,28 %) keine signifikante Veranderung
vor (p = 0,1194). Obwohl der Mittelwert der relativen PKCa-Phosphorylierung nach 4-stiindiger
Reperfusion auf 186,20 % + 54,95 % erhdht war, lag bei gleichzeitig hoher Streuung der
Einzelwerte kein signifikanter Unterschied zur Kontrolle (100 % + 9,31 %) vor (p = 0,1968).
Nach 20 Stunden Reperfusion zeigte sich, wie auch schon in Simulationsmodell 1, eine
signifikante Reduktion der PKCa-Phosphorylierung auf 76,11% + 3,04% im Vergleich zur
Kontrolle (100 % * 7,95 %) (p = 0,0484).
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Abb. 16: Relative Phosphorylierung von PKCa an der Stelle T497 nach 120 Minuten simulierter
Ischdamie und anschlieBender Reperfusion (I/R)

a) Western-Blot-Analyse der relativen Phosphorylierung von PKCa an der Stelle T497 als Indikator fir
die Kinaseaktivitdt. Die Daten sind als Mittelwert £+ SEM angegeben. Statistisch signifikante
Unterschiede mit p < 0,05 im Students t-Test wurden durch Sternchen (*) gekennzeichnet. Es wurden
n = 3 unabhangige Ansatze von aRCM nach 120-minutiger simulierter Ischamie (sl120) und nach 2, 4
und 20 Stunden Reperfusion (sR2, sR4, sR20) sowie entsprechende Kontrollen (K) untersucht.
Insgesamt wurden Kardiomyozyten aus einem Individuum verwendet. Darstellung in a.u. = arbitrary
units. Unter dem Graphen sind in b) reprasentative Bilder der analysierten Blots dargestellt. s1120 =
120-mindtige Ischamiesimulation ohne Reperfusion und entsprechende Kontrolle K-s1120. sR2, sR4,
sR20 = 2, 4 und 20 Stunden Reperfusion nach 120 Minuten Ischamie mit entsprechenden Kontrollen K-
sR2, K-sR4, K-sR20.
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3.1.3 Simulationsmodell 3: Verlangerung auf 16 h sl mit 4 h sR

Aufgrund der ausbleibenden I/R-assoziierten PEVK-Hyperphosphorylierung in den bisher
untersuchten Simulationsmodellen, die sich bei der Ischamiedauer vor allem auch an in-vivo-
oder ex-vivo-Modellen mit kontrahierenden Kardiomyozyten orientierten, wurde im nachsten
Schritt eine deutliche Verlangerung der Ischamiesimulation auf 16 Stunden durchgefihrt. Der
Stimulus der Ischamie wurde in diesem Modell gesteigert, um ebenfalls abdecken zu kénnen,
dass ein geringerer Energiebedarf der nicht-kontrahierenden Zellen zu einer Verzdgerung der
Zellreaktion gefuhrt haben kdnnte. Denn, wie bereits in Kapitel 1.1.2 beschrieben, wird ein
GroRteil der Energie — zwischen 60-85 % — in den Kardiomyozyten fur die Kontraktion bendtigt
(Stanley et al., 2005, Challoner, 1968, McDougal and Dewey, 2017). Im Anschluss an die 16-
stiindige Ischamie erfolgte eine 4-stiindige Reperfusion. Auch in diesem Modell wurden die

Veranderungen der Titinphosphorylierung sowie die PKCa-Aktivitat untersucht.
3.1.3.1 Relative PEVK-Phosphorylierung nach 16 h sl und nach 4 h sR

Die Analyse der relativen Titinphosphorylierung erfolgte ebenfalls an den Stellen S11878 und
S12022 mittels Western-Blot-Verfahren. Nach 16 Stunden simulierter Ischamie ohne
Reperfusion zeigte sich an S11878 mit 89,00 % + 7,07 % kein signifikanter Unterschied zur
Kontrollgruppe (100 % £ 3,55 %) (p = 0,1861) (Abb. 17 a). Auch nach 4 Stunden Reperfusion
konnte an der Stelle S11878 mit 119,00 % + 14,35 % keine signifikante Veranderung der
relativen Phosphorylierung im Vergleich zur zeitlich entsprechenden Kontrolle
(100 % £ 1,99 %) festgestellt werden (Welchs t-Test, p = 0,2569).

An §$12022 konnte nach 16 Stunden simulierter Ischamie mit einer relativen Phosphorylierung
von 103,30 % = 2,7 % ebenfalls keine signifikante Verdnderung im Vergleich zu der
entsprechenden Kontrolle (100 % + 2,99 %) festgestellt werden und auch nach einer
anschliellenden 4-stiindigen Reperfusion (103,50 % * 4,83 %) zeigte sich keine signifikante
Veranderung im Vergleich zur Kontrolle (100 % + 2,33 %) (Abb. 17 b).
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Abb. 17: Relative Phosphorylierung der PEVK-Region nach 16 Stunden simulierter Ischamie und
nach anschlieBender 4-stiindiger Reperfusion

Relative Phosphorylierung von Titin im PEVK-Segment an den Serinresten a) S11878 und b) S12022
nach 16 Stunden simulierter Ischamie (sl16) und darauffolgender 4-stiindiger simulierter Reperfusion
(sR4). Die Phosphorylierungslevel wurden auf die Gesamtmenge von PEVK mithilfe eines PEVK-
Antikdrpers bezogen. Die Daten sind als Mittelwert £+ SEM angegeben. Statistisch signifikante
Unterschiede mit p < 0,05 im Students t-Test oder Welchs t-Test wurden durch Sternchen (*)
gekennzeichnet. In sl16 und K-sl16 erfolgte die Analyse von n =8 Ansatzen aus aRCM (aus 3
Versuchstieren) und in sR4 und K-sR4 von n = 5 Ansatzen aus aRCM (aus 2 Versuchstieren).
Darstellung in a.u. = arbitrary units. Es sind jeweils reprasentative Bilder der analysierten Blots
dargestellt. sI16 = 16-stindige Ischamiesimulation ohne Reperfusion und entsprechende Kontrolle K-
sl16. sR4 = 4 Stunden Reperfusion nach 16 Stunden Ischamie mit entsprechender Kontrolle K-sR4.
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3.1.3.2 PKCa-Aktivitat nach 16 h sl und nach 4 h sR

Nach 16 Stunden simulierter Ischamie ohne Reperfusion konnte eine relative PKCao-
Phosphorylierung von 104,20 % £ 3,3 % an der Stelle T497 und somit kein signifikanter
Unterschied im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle (100 % % 2,61 %) festgestellt werden
(Abb. 18). Auch nach anschliefiender vierstlindiger Reperfusion konnte kein Unterschied der
relativen Phosphorylierung der Kinase (96,43 % £ 6,37 %) im Vergleich zur Kontrolle
(100 % % 3,22 %) beobachtet werden (Abb. 18).
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Abb. 18: Relative Phosphorylierung von PKCa an der Stelle T497 nach 16 Stunden simulierter
Ischdmie und simulierter Reperfusion fiir 4 Stunden

Western-Blot-Analyse der relativen Phosphorylierung von PKCa an der Stelle T497 bezogen auf die
Gesamtmenge von PKCa als Indikator fiir die Kinaseaktivitat nach 16 Stunden simulierter Ischamie
(sl16) und darauffolgender vierstiindiger simulierter Reperfusion (sR4). Die Daten sind als
Mittelwert £ SEM angegeben. Statistisch signifikante Unterschiede mit p < 0,05 im Students t-Test
wurden durch Sternchen (*) gekennzeichnet. In slI16 und K-sl16 erfolgte die Analyse von n = 8 Ansatzen
aus aRCM (aus 3 Versuchstieren) und in sR4 und K-sR4 von n = 5 Ansatzen aus aRCM (aus 2
Versuchstieren). Darstellung in a.u. = arbitrary units. Es sind reprasentative Bilder der analysierten Blots
dargestellt. sl16 = 16-stindige Ischdmiesimulation ohne Reperfusion und entsprechende Kontrolle K-
sl16. sR4 = 4 Stunden Reperfusion nach 16 Stunden Ischamie mit entsprechenden Kontrollen K-sR4.
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3.2 Titin-Turnover unter |/R-Simulation im zellkulturellen Modell

3.2.1 Zusatzliche Degradationsbande nach 16 Stunden Ischamie als Zeichen

eines gesteigerten Titin-Turnovers

Nach der Verlangerung der Ischamiezeit auf 16 Stunden (siehe Simulationsmodell 3 in Kapitel
2.2.1.5.3) zeigte sich, wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben, keine Veranderung der PKCa-Aktivitat
oder der PEVK-Phosphorylierung. Allerdings konnte ein Hinweis auf einen gesteigerten Titin-
Turnover beobachtet werden. Wie in Abb. 19 zu sehen, war nach 16-stundiger Ischamie eine
weitere Degradationsbande sichtbar, die sich in vorher untersuchten Modellen mit kirzerer
Ischamiedauer nicht dargestellt hatte. Diese Beobachtung stellte den Ausléser fur die

Untersuchung des Titin-Turnovers nach 16 Stunden Ischamie und 4 Stunden Reperfusion dar.

sl16 K-sl16

Titin [ il = = $1 s TN2B
X e 12

Zusatzliche Degradationsbande

Abb. 19: Angefarbte PVDF-Membran von Titin nach 16 Stunden Ischamie

Dargestellt sind Titinbanden auf einer PVDF-Membran, welche mit PVDF-Stain angefarbt wurde. Die
zusatzliche Degradationsbande nach 16-stindiger Ischamie (sl16) im Vergleich zu den
Kontrollbedingungen (K-sl16) lieferte erste Hinweise fur einen veranderten Titin-Turnover unter
langanhaltender Ischamie.

Die zusatzliche Degradationsbande konnte in einem Durchgang beobachtet werden, in dem
die vorangehende Kultivierung in Kulturmedium mit 1 % Serum durchgefuhrt wurde. Dieser
Befund liel sich in weiteren Durchldufen nicht sicher reproduzieren. Da sich aber deutliche
Veranderungen weiterer abbauassoziierter Marker und Modifikationen andeuteten, erfolgten
weiterflihrende Analysen der Degradationsprozesse in Simulationsmodell 3. Die Ergebnisse

dieser Untersuchungen werden in den folgenden Kapitel dargestellt.
3.2.2 Analyse des Titin-Turnovers nach 16 h sl und 4 h sR

Zur Analyse des Titin-Turnovers unter 16-stundiger Ischamie und 4-stindiger Reperfusion
erfolgte die Messung der relativen Titinubiquitinierung sowie die Untersuchung der relativen
Proteinexpression von drei titinassoziierten E3-Ligasen. Des Weiteren wurden Analysen
Autophagie-assoziierter Proteine durchgefiihrt und die Aktivitdt von Autophagieregulatoren

wurde bestimmt.
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3.2.2.1 Relative Titinubiquitinierung und Gesamtubiquitinierung nach 16 h sl und nach
4 hsR

Durch Ubiquitinierung werden Proteine fir den Abbau, entweder Gber das Proteasom oder das
Autophagosom, markiert. Veranderungen in der Ubiquitinierung von Titin kdnnen aus diesem
Grund ein Zeichen fur einen veranderten Turnover des Proteins sein (Kotter and Krlger, 2022,
Mdaller et al., 2021, Koétter et al., 2016). Es erfolgte daher die Untersuchung der relativen
Titinubiquitinierung mittels Western-Blot-Verfahren nach 16 Stunden Ischémie und
anschlieRender 4-stiindiger Reperfusion. Dabei konnte nach 16 Stunden Ischamie eine
signifikante Reduktion der relativen Titinubiquitinierung beobachtet werden (Abb. 20 a). Im
Vergleich zur entsprechenden Kontrolle (100 % £ 2,23 %) war die relative Ubiqutinierung von
Titin mit 59,46 % £ 7,8 % signifikant geringer (Welchs t-Test, p = 0,0002). Auch nach
anschlieRender 4-stiindiger Reperfusion war die relative Titinubiquitinierung mit
62,15 % £ 6,24 % signifikant geringer als in der entsprechenden Kontrollgruppe
(100 % * 8,93 %) (Students t-Test, p = 0,0084).

Zur groben visuellen Einschatzung, ob die reduzierte Ubiquitinierung unter den
Simulationsbedingungen ubiquitar auftritt, wurde die Gesamtubiquitinierung aller Proteine
Uber das gesamte aufgetrennte Proteinspektrum eines Standard-Western-Blots untersucht
(Abb. 20 b). Als Ladekontrolle wurde die Anfarbung der Proteinbanden mittels PVDF-stain
verwendet. Dabei zeigte sich sowohl in sl16 als auch in sR4 keine visuell erkennbare

reduzierte Gesamtubiquitinierung.
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Abb. 20: Relative Titinubiquitinierung und Gesamtubiquitinierung nach 16 Stunden simulierter
Ischdamie und 4 Stunden simulierter Reperfusion

In a) sind Western-Blot-Analysen der relativen Ubiquitinierung von Titin bezogen auf das Gesamt-Titin,
gemessen mit einem PEVK-Antikérper, nach I/R-Simulation dargestellt. Die Daten sind als
Mittelwert £ SEM angegeben. Die Normierung erfolgte jeweils auf die entsprechende Kontrollgruppe.
Die statistische Auswertung erfolgte mit Students t-Test oder Welchs t-Test. Statistisch signifikante
Unterschiede mit p < 0,05 wurden mit Sternchen (*) gekennzeichnet.

In sl16 erfolgte die Auswertung von n = 12 Proben aus aRCM (aus 5 Versuchstieren) und in K-sl16
erfolgte die Analyse von n = 17 Ansatzen aus aRCM (aus 5 Versuchstieren). In sR4 und K-sR4 wurden
jeweils n = 5 Ansatze aus aRCM (aus 2 Versuchstieren) ausgewertet. Darstellung in a.u. = arbitrary
units. Unter dem Graphen sind reprasentative Bilder der analysierten Blots dargestellt.

In b) ist die Gesamtubiquitinierung aller Proteine im GrdRenbereich eines Standard-Western-Blots
mithilfe eines Ubiquitin-Antikdrpers abgebildet. Als Ladekontrolle ist die mit PVDF-stain angefarbte
Membran abgebildet. sl16 = 16-stindige Ischdmiesimulation ohne Reperfusion und entsprechende
Kontrolle K-sl16. sR4 = 4 Stunden Reperfusion nach 16 Stunden Ischamie mit entsprechender Kontrolle
K-sR4.
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3.2.2.2 Relative Proteinexpression titinassoziierter E3-Ligasen nach 16 h sl und nach
4 hsR

Um zu analysieren, ob eine Veranderung der Proteinexpression der E3-Ligasen zur
Veranderung der Titinubiquitinierung unter I/R-Simulation beigetragen hat, wurde die relative
Expression von MuRF1, CHIP und Fbx32 bestimmt. Flr diese E3-Ligasen konnte eine
Beteiligung an der Ubiquitinierung von Titin gezeigt werden (Muller et al., 2021). Als
Beladungskontrolle wurde a-Aktinin verwendet.

Die relative Proteinmenge von MuRF1 lag nach 16 Stunden simulierter Ischamie bei
113 % £ 16,48 % und war somit nicht signifikant verandert im Vergleich zur entsprechenden
Kontrolle (100% + 5,51) (Abb. 21 a). Auch nach 4 Stunden Reperfusion zeigte sich keine
Veranderung im Vergleich zur Kontrolle (100% + 5,74%) (Welchs t-Test). Die relative MuRF1-
Expression nach Reperfusion lag dabei bei 95,27 + 1,28%.

Die relative Expression von CHIP lag nach 16-stindiger Ischamiesimulation bei
108,10 % + 8,85 % (Abb. 21 b). Diese war im Vergleich zu den Kontrollen nicht verandert
(100 % + 6,18 %). Nach 4-stindiger Reperfusion war die relative CHIP-Expression
(93,96 % * 20,26%) ebenfalls nicht verandert im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle
(100 % + 4,63 %). Fir die Auswertung nach 4-stundiger Reperfusion erfolgte ein Mann-
Whitney-U-Test, da die Normalverteilung durch vorherige Tests nicht bestatigt werden konnte.
Die relative Fbx32-Expression war nach 16-stindiger simulierter Ischamie
(87,95 % + 10,49 %) unverandert im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle
(100% = 3,65 %). Auch nach 4-stundiger Reperfusion war die relative Proteinexpression von
Fbx32 mit 87,94 % + 8,41% unverandert zur Kontrolle (100% * 8,3 %) (Abb. 21 c).
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Abb. 21: Relative Proteinexpression der E3-Ligasen MuRF1, CHIP und Fbx32 nach 16 Stunden
simulierter Ischamie und 4 Stunden simulierter Reperfusion

Dargestellt sind die Western-Blot-Analysen der relativen Proteinexpression der E3-Ligasen a) MuRF1,
b) CHIP und c) Fbx32 nach Simulation von 16 Stunden Ischdmie und 4 Stunden Reperfusion. Als
Beladungskontrolle wurde a-Aktinin verwendet. Die Normierung erfolgte jeweils auf die entsprechende
Kontrollgruppe. Die Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte
mit Students t-Test oder Mann-Whitney-U-Test. Statistisch signifikante Unterschiede mit p < 0,05
wurden mit Sternchen (*) gekennzeichnet. Nach 16-stiindiger Ischamiesimulation (sl16), nach 4
Stunden Reperfusion (sR4) und in der entsprechenden Kontrollgruppe (K-sR4) erfolgte jeweils die
Auswertung von n=4 Proben aus aRCM (aus 2 Versuchstieren). In der Kontrollgruppe der
Ischamiesimulation (K-sl16) erfolgte die Analyse von n = 5 Ansatzen aus aRCM (aus 2 Versuchstieren).
Abweichend davon erfolgte bei der Analyse der CHIP-Expression in K-sl16 die Auswertung von n = 4
Proben aus aRCM und in sR4 die Auswertung von n =3 Proben aus aRCM (jeweils aus 2
Versuchstieren). Darstellung in a.u. = arbitrary units. Unter den Graphen sind reprasentative Bilder der
analysierten Blots dargestellt.
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3.2.2.3 Relative Proteinmenge Autophagie-assoziierter Proteine nach 16 h sl und
nach 4 h sR

Zur Analyse der Einflisse von I/R auf das autophagosomal-lysosomale System wurden
Autophagie-assoziierte  Proteine  mittels  Western-Blot-Verfahren  untersucht.  Als
Beladungskontrolle wurde a-Aktinin verwendet.

P62 ist als Ubiquitin-bindendes Protein an der Autophagie beteiligt, indem es die Interaktion
von ubiquitinierten Proteinen mit der Phagophore ermdéglicht. Bei der anschlielenden
Degradation der Proteine im Autophagosom wird auch p62 abgebaut (Pankiv et al., 2007). Die
p62-Proteinmenge kann somit Hinweise auf den Turnover Uber das autophagosomal-
lysosomale System geben (Klionsky et al., 2021).

Nach 16 Stunden Ischamie war die relative Proteinmenge von p62 im Vergleich zu den
Kontrollansatzen (100 % £ 3,55 %) mit 65,95 % £ 4,61 % signifikant um 34,05 % £ 5,72 %
reduziert (p <0,0001) (Abb. 22). Nach anschlielRender 4-stiindiger Reperfusion lag die relative
p62-Proteinmenge, wie in Abb. 22 zu sehen, bei 60,49 % + 6,98 % und war somit im Vergleich
zu den Kontrollen (100 % £ 3,22 %) signifikant um 39,51 % + 7,69 % reduziert (p= 0,0021).
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Abb. 22: Relative Proteinmenge von p62 nach 16 Stunden simulierter Ischamie und 4 Stunden
simulierter Reperfusion

Western-Blot-Analysen der relativen p62-Proteinmenge nach 16 Stunden simulierter Ischamie (sl16)
und 4 Stunden simulierter Reperfusion (sR4). Als Beladungskontrolle wurde a-Aktinin verwendet. Die
Ergebnisse wurden jeweils auf die entsprechende Kontrolle (K-sl16 bzw. K-sR4) normiert. Die Daten
sind als Mittelwert + SEM angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Students t-Test.
Statistisch signifikante Unterschiede mit p < 0,05 wurden mit Sternchen (*) gekennzeichnet. Fur die
Analyse von sl16 wurden n = 12 Ansatze aus aRCM (aus 5 Versuchstieren) und fur K-sl16 wurden
n = 16 Ansatze aus aRCM (aus 5 Versuchstieren) betrachtet. Fir sR4 und K-sR4 wurden n = 4 Ansétze
aus aRCM (aus 2 Versuchstieren) untersucht. Darstellung in a.u. = arbitrary units. Unter dem Graphen
sind reprasentative Bilder der analysierten Blots dargestellt.
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Als weiterer Marker flr die Aktivitat der Autophagie wurde die relative LC3-lI-Proteinmenge
bestimmt. LC3-Il befindet sich in der Lipiddoppelmembran des Autophagosoms und interagiert
mit Ankerproteinen, welche ubiquitinierte Proteine zum Autophagosom transportieren (Rogov
etal., 2014). Da die Menge von LC3-Il von der Menge der Autophagosomenformation abhangt,
kann die Aktivitat der Autophagie biochemisch durch LC3-Il gemessen werden (Kabeya et al.,
2000, Levine and Kroemer, 2008).

Dabei zeigte sich nach 16-stlindiger Ischamiesimulation mit 85,88 % * 6,13 % ein Trend zu
einer reduzierten relativen Proteinmenge von LC3-ll im Vergleich zur entsprechenden
Kontrolle (100 % £ 2,44 %) (Welchs t-Test, p= 0,0538) (Abb. 23). Nach vierstindiger
Reperfusion lag die relative LC3-1l-Proteinmenge bei 51,95 % * 5,4 % und war im Vergleich
zur Kontrolle signifikant geringer (100 % % 4,22 %) (Mann-Whitney-U-Test, p= 0,0079)
(Abb. 23). Da mehrere Tests die Normalverteilung der Daten nicht bestatigten, wurde fur die

Auswertung der Mann-Whitney-U-Test verwendet.
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Abb. 23: Relative Proteinmenge von LC3-ll nach 16 Stunden simulierter Ischdmie und 4 Stunden
simulierter Reperfusion

Western-Blot-Analysen der relativen LC3-II-Proteinmenge nach 16 Stunden simulierter Ischamie (sl16)
und 4 Stunden simulierter Reperfusion (sR4). Als Beladungskontrolle wurde a-Aktinin verwendet. Die
Ergebnisse wurden jeweils auf die entsprechende Kontrolle (K-sl16 bzw. K-sR4) normiert. Die Daten
sind als Mittelwert + SEM angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Welchs t-Test und
Mann-Whitney-U-Test. Statistisch signifikante Unterschiede mit p < 0,05 wurden mit Sternchen (*)
gekennzeichnet. Fur die Analyse von sl16 wurden n = 10 Ansatze aus aRCM (aus 4 Versuchstieren)
und fir K-sl16 wurden n = 13 Ansatze aus aRCM (aus 4 Versuchstieren) betrachtet. Fir sR4 und K-
sR4 wurden n = 5 Ansatze aus aRCM (aus 2 Versuchstieren) untersucht. Darstellung in a.u. = arbitrary
units. Unter dem Graphen sind reprasentative Bilder der analysierten Blots dargestellt.
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3.2.2.4 Aktivitat von Autophagieregulatoren nach 16 h sl und 4 h sR

Die Aktivitat der Autophagie wird durch verschiedene Aktivatoren und Inhibitoren beeinflusst
und Uber diese an die aktuelle Stoffwechselsituation angepasst. Zwei wesentliche Regulatoren
sind der Autophagie-Inhibitor mMTORC1 und der Autophagie-Aktivator AMPK (Kim et al., 2011,
Klionsky et al., 2021). Die Aktivitat dieser wurde mittels Western-Blot-Verfahren durch die
Analyse der Phosphorylierungen untersucht.

Als Aktivitatsindikator fur den Autophagie-Inhibitor mTORC1 wurde die relative mTOR-
Phosphorylierung an der Stelle Ser2448 untersucht, da diese mit der Aktivitat korreliert
(Chiang and Abraham, 2005, Klionsky et al., 2021). Wie in Abb. 24 zu sehen, konnte nach 16
Stunden simulierter Ischamie eine signifikant auf 86,76 % % 5,29 % reduzierte mTOR-
Phosphorylierung der Stelle Ser2448 im Vergleich zu den Kontrollen (100 % * 3,37 %)
festgestellt werden (p = 0,0474). Somit kann von einer abnehmenden Aktivitdt des
Autophagieinhibitors unter Ischamie ausgegangen werden. Nach 4-stindiger Reperfusion
zeigte sich mit 113,10 % £ 5,97 % ein Trend zu einer gesteigerten mTOR-Phosphorylierung
an Ser2448 und somit zu einer gesteigerten mTOR-Aktivitdt im Vergleich zur Kontrolle
(100 % * 0,942 %) (Welchs t-Test, p= 0,0923).
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Abb. 24: Relative mTOR Ser2448-Phosphorylierung zur Aktivititsbestimmung von mTORC1
nach 16 Stunden simulierter Ischdamie und 4 Stunden simulierter Reperfusion
Western-Blot-Analyse der Phosphorylierung von mTOR an der Stelle Ser2448 bezogen auf das
Gesamtlevel von mTOR als Indikator fur die mTORC1-Aktivitat nach 16 Stunden simulierter Ischamie
(sl16) und darauffolgender 4-stiindiger simulierter Reperfusion (sR4). Die Ergebnisse wurden jeweils
auf die entsprechende Kontrolle (K-sl16 bzw. K-sR4) normiert. Die Daten sind als Mittelwert + SEM
angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Students t-Test und Welchs t-Test. Statistisch
signifikante Unterschiede mit p < 0,05 wurden mit Sternchen (*) gekennzeichnet. Fir die Analyse von
sR16 und K-sRI16 wurden n = 11 Anséatze aus aRCM (aus 4 Versuchstieren) betrachtet. Fir sR4 und
K-sR4 wurden n = 5 Anséatze aus aRCM (aus 2 Versuchstieren) untersucht. Darstellung in a.u. = arbitrary
units. Unter dem Graphen sind reprasentative Bilder der analysierten Blots dargestellit.
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Bei AMPK handelt es sich um einen Autophagie-Aktivator, der durch Phosphorylierung von
ULK1 zur gesteigerten Autophagietatigkeit fihrt (Kim et al., 2011). Zur Analyse der Aktivitat
von AMPK wurde die relative AMPK-Phosphorylierung im Bereich der Kinase-Domane an
der Stelle Thr172 untersucht. Diese Phosphorylierung aktiviert AMPK, sodass eine
Aktivitatsbestimmung der Kinase dadurch méglich ist (Hawley et al., 1996, Steinberg and
Hardie, 2023, Klionsky et al., 2021).

Nach 16 Stunden Ischamie zeigte sich im Vergleich zur Kontrolle (100 % + 3,87 %) eine um
72,14 % + 4,07 % signifikant reduzierte relative Phosphorylierung von AMPK an der Stelle
Thr172 (Abb. 25) (Welchs t-Test, p < 0,0001). Nach anschliel3ender 4-stiindiger Reperfusion
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der relativen Phosphorylierung der
entsprechenden Kontrolle (100 % % 3,15 %) und der nach Reperfusion festgestellt werden
(Welchs t-Test, p= 0,2976). Das Phosphorylierungslevel nach vierstiindiger Reperfusion lag
dabei bei 80,57 % £16,1 %.
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Abb. 25: Relative AMPK Thr172 Phosphorylierung zur AMPK-Aktivititsbestimmung nach 16
Stunden simulierter Ischamie und 4 Stunden simulierter Reperfusion

Western-Blot-Analyse der Phosphorylierung von AMPK an der Stelle Thr172 bezogen auf die
Gesamtmenge von AMPK als Indikator fir die AMPK-Aktivitat nach 16 Stunden simulierter Ischamie
(sl16) und darauffolgender 4-stiindiger simulierter Reperfusion (sR4). Die Ergebnisse wurden jeweils
auf die entsprechende Kontrolle (K-sl16 bzw. K-sR4) normiert. Die Daten sind als Mittelwert + SEM
angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Welchs t-Test. Statistisch signifikante
Unterschiede mit p < 0,05 wurden mit Sternchen (*) gekennzeichnet. Fur die Analyse von sl16 wurden
n = 13 Ansatze aus aRCM (aus 5 Versuchstieren) und fur K-sRI16 wurden n = 17 Anséatze aus aRCM
(aus 5 Versuchstieren) betrachtet. Fir sR4 wurden n = 4 Ansatze aus aRCM (aus 2 Versuchstieren)
und fiir K-sR4 wurden n = 5 Ansatze aus aRCM (aus 2 Versuchstieren) untersucht. Darstellung in a.u.
= arbitrary units. Unter dem Graphen sind reprasentative Bilder der analysierten Blots dargestellt.
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3.2.3 Analyse der relativen Titinubiquitinierung und Autophagie-assoziierter

Proteine nach 16 h sl und BAF-Exposition

Um die I/R-assoziierten Veranderungen des Titinabbaus und den Autophagiefluss unter den
Simulationsbedingungen aus Modell 3 weiter einzuordnen, wurde erganzend eine
Autophagieinhibition mittels BAF durchgeflhrt (Versuchsablauf siehe Kapitel 2.2.1.5.4). In
dem Versuch ergaben sich insgesamt vier Gruppen: K-sl16 (Kontrollgruppe ohne BAF-
Exposition), K-sI16BAF (16 Stunden unter Normoxie in Kontrollpuffer + BAF), sl16 (16-
stiindige Ischamiesimulation ohne BAF) und sl16BAF (16-stiindige Ischamiesimulation mit
BAF). Im Anschluss an die Simulation wurden abbauassoziierte Proteine und Modifikationen
mittels Western-Blot-Verfahren gemessen. Die Auswertung der Daten erfolgte mittels
klassischer two-way ANOVA und Sidaks Post-hoc-Tests. Die Normierung erfolgte dabei auf
K-sl16. Die Ergebnisse dieser Analysen werden im Folgenden dargestellt.

Die relative Titinubiquitinierung wurde als Indikator flr einen veranderten Titinabbau
analysiert. Vor der two-way ANOVA wurde die Normalverteilung der Daten mithilfe mehrerer
Tests und durch Betrachtung des QQ-Plots geprift und angenommen. Im Vergleich der beiden
Gruppen welche BAF erhielten konnte zwischen der nicht Ischamie-exponierten Gruppe (K-
sl16BAF) (91,36 % % 8,42 %) und der Ischamie-Gruppe (sI16BAF) (88,39 % + 5,94 %) kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden (p = 0,9982). Ebenso konnte zwischen K-sl16
(100 % * 2,23 %) und K-slI16BAF kein Unterschied in der Titinubiquitinierung festgestellt
werden (p = 0,8229). Ein signifikanter Unterschied zeigte sich bei der Betrachtung von sl16
(59,46 % = 7,7 %) im Vergleich zu sl16BAF (88,39 % £ 5,94 %) (p = 0,0184) (Abb. 26 a
und d). AulRerdem wurde die relative Proteinmenge von p62 mit a-Aktinin als
Beladungskontrolle analysiert. Dabei konnte vor der two-way ANOVA die Normalverteilung der
Daten mittels Shapiro-Wilk-Test und Kolmogorov-Smirnov-Test bestatigt werden. Die relative
p62-Proteinmenge war in sI16BAF (139,30% * 5,86%) signifikant niedriger als in K-sI16BAF
(229,40% £ 27,35) (p < 0,0001). Eine signifikant erhdhte relative p62-Proteinmenge nach BAF-
Gabe konnte sowohl zwischen K-s116 (100 % + 3,55 %) und K-sI16BAF (p < 0,0001), als auch
zwischen sl16 (65,95 % £ 4,61 %) und sI16BAF (p < 0,0001) beobachtet werden (Abb. 26 b
und d). Auch die relative Proteinmenge von LC3-ll wurden gemessen. Zur Auswertung
erfolgte vor der two-way-ANOVA die Prufung und Bestatigung der Normalverteilung der Daten
mittels Shapiro-Wilk-Test und Kolmogorov-Smirnov-Test. Die relative Proteinmenge von LC3-
I in K-sl16 (100 % + 2,44 %) war signifikant geringer als die in K-sI16BAF
(137,70 % £ 14,23 %) (p = 0,0016). Bei dem Vergleich von sl16 (85,88 % *+ 6,13 %) und
sl16BAF (99,72 % * 6,86 %) zeigte sich hingegen kein signifikanter Unterschied. Die relative
LC3-lI-Proteinmenge in K-sI16BAF war signifikant erhdht im Vergleich zu sI16BAF (p =
0,0089) (Abb. 26 ¢ und d).
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Abb. 26: Vergleich der Veranderungen Autophagie-assoziierter Modifikationen und Proteine
unter 16-stiindiger Ischamiesimulation mit und ohne Autophagieinhibiton durch BAF
Western-Blot-Analysen Autophagie-assoziierter Proteine und Modifikationen nach 16-stindiger
Ischamiesimulation ohne (sl16) und mit Autophagieinhibition mittels BAF (sI16BAF), sowie
entsprechende Kontrollen ohne (K-sl16) und mit BAF (K-sI16BAF).

In a) ist die relative Titinubiquitinierung bezogen auf das PEVK-Level nach Ischamiesimulation mit BAF
(n=5 Ansatze aus aRCM aus 2 Versuchstieren) und ohne BAF (n=12 aus aRCM aus 5
Versuchstieren) sowie entsprechender Kontrolle mit BAF (n = 5 aus aRCM aus 2 Versuchstieren) und
ohne BAF (n = 17 aus aRCM aus 5 Versuchstieren) dargestellt. In b) ist die relative p62-Proteinmenge
nach Ischamiesimulation mit BAF (n = 5 aus aRCM aus 2 Versuchstieren) und ohne BAF (n = 12 aus
aRCM aus 5 Versuchstieren) sowie entsprechender Kontrollen mit BAF (n = 5 aus aRCM aus 2
Versuchstieren) und ohne BAF (n = 16 aus aRCM aus 5 Versuchstieren) dargestellt. In c) ist die relative
LC3-lI-Proteinmenge fir die Gruppen slI16BAF (n = 5 aus aRCM aus 2 Versuchstieren), sl16 (n = 10
aus aRCM aus 4 Versuchstieren), K-sI16BAF (n = 5 aus aRCM aus 2 Versuchstieren) und K-sl16 (n =
13 aus aRCM aus 4 Versuchstieren) abgebildet. Als Beladungskontrolle wurde in b) und c¢) a-Aktinin
verwendet. Die Daten sind jeweils als Mittelwert + SEM angegeben. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels klassischer two-way ANOVA und Sidaks-post-hoc-Tests. Statistisch signifikante
Unterschiede mit p < 0,05 wurden mit Sternchen (*) gekennzeichnet. Darstellung in a.u. = arbitrary units.
In d) sind reprasentative Bilder der analysierten Blots dargestellt.
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3.3 Nachweis der Hypoxiewirkung

3.3.1 Analyse der Hypoxie-assoziierten Proteine HIF-1a und GLUT1

Zur Bestatigung, dass ein hypoxischer Stimulus auf die Kardiomyozyten gewirkt hat, wurde
der Nachweis Hypoxie-assoziierter Proteine mittels Western-Blot-Verfahren angestrebt.

Der Hypoxiemarker HIF-1a sollte dafir in den Kardiomyozyten nach Ischamieexposition
mittels Western-Blot-Verfahren gemessen werden. Verschiedene HIF-1a-Antikérper zeigten
dabei allerdings kein eindeutig identifizierbares Signal (Abb. 27 a), sodass alternativ die
Proteinexpression von GLUT1 nach Ischamie untersucht wurde. Nach 16 Stunden Ischamie
lag die relative GLUT1-Expression bei 78,06% * 18,61% und war somit nicht signifikant
verandert im Vergleich zur Kontrollgruppe (100% + 16,77%) (Abb. 27 b). Da mithilfe der
Hypoxie-assoziierten Proteine kein Hypoxienachweis gelang, wurde zur Validierung der

Hypoxie eine alternative Nachweismethode eingesetzt.
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Abb. 27: Versuche des Hypoxienachweises mithilfe der hypoxieassoziierten Proteine HIF-1a und
GLUT1

Dargestellt sind in a) Blots aus verschiedenen Simulationsdurchgangen mit einer Ischamiedauer von 45
Minuten (sl45) und 16 Stunden (sl16) sowie entsprechende Kontrollen (K-sl45, K-sI16). Dabei wurden
zwei verschiedene HIF-1a-Antikorper eingesetzt: (1) = HIF-1a-Antikdrper von der Firma Abcam
(ab179483) und (2) = HIF-1a-Antikérper von der Firma Novus (NB100-105). In allen durchgefiihrten
Analysen zeigte sich ein unspezifisches Signalbild, wie hier beispielhaft abgebildet, sodass eine
zuverlassige lIdentifikation von HIF-1a als Nachweis fir Hypoxie nicht sicher moglich war. Als
Beladungskontrolle wurde GAPDH verwendet.

In b) ist die relative GLUT-1-Expression nach 16 Stunden Ischamie (sl16) im Vergleich zur
entsprechenden Kontrollgruppe (K-sl16) dargestellt. Es erfolgte jeweils die Auswertung von n = 5
Proben aus aRCM aus insgesamt 3 Versuchstieren. Als Beladungskontrolle wurde a-Aktinin verwendet.
Signifikante Unterschiede im Students t-Test sind mit Sternchen (*) gekennzeichnet. Ebenfalls
dargestellt sind Bilder reprasentativer Blots.
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3.3.2 Messung des Einflusses der Hypoxie auf die Autophagie-assoziierten

Veranderungen nach 16 h sl

Da die Messung Hypoxie-assoziierter Proteine keine eindeutigen Ergebnisse erbrachte, wurde
ein alternatives Verfahren zum Nachweis der Hypoxie etabliert. Das Ziel dabei war es die
Funktionsfahigkeit der Hypoxiekammer und die Wirkung der Hypoxie auf zellularer Ebene zu
belegen. Zu diesem Zweck wurde gemessen in welcher Auspragung die zuvor beobachteten
Autophagie-assoziierten Veranderungen (siehe Kapitel 3.2.2) auftraten, wenn die hypoxische
Komponente des Ischamiereizes aus dem Simulationsmodell entfernt wurde. Dafir wurden
drei Gruppe miteinander verglichen. In der Kontrollgruppe (KP16) wurden Zellen fur 16
Stunden in Kontrollpuffer kultiviert. Die Kardiomyozyten der zweiten Gruppe (IP16) wurden 16
Stunden in Ischamiepuffer unter sauerstoffreichen Bedingungen kultiviert. Die dritte Gruppe
(sl16) wurde 16 Stunden unter hypoxischen Bedingungen in Ischamiepuffer kultiviert. Im
Anschluss erfolgte mittels Western-Blot-Verfahren die Auswertung der relativen
Titinubiquitinierung sowie die Bestimmung der relativen Proteinmenge und der Aktivitat
Autophagie-assoziierter Proteine. Die Daten wurden jeweils auf die Kontrollgruppe (KP16)
normiert. Zur statistischen Auswertung erfolgte eine one-way ANOVA.

Zur Auswertung der relativen Ubiquitinierung von Titin (Abb. 28 a) erfolgte vor der one-way
ANOVA die Prufung der Normalverteilung der Daten. Diese wurde mithilfe mehrerer Tests und
durch Betrachtung des QQ-Plots geprift und angenommen. Daraufhin wurde die
Varianzhomogenitat mittels Brown-Forsythe-Test Uberprift. Da sich hierbei Abweichungen
zeigten, erfolgte im Anschluss eine Welchs ANOVA mit paarweisen Mittelwertsvergleichen
durch einen Dunnetts-T3-Test. Wie Abb. 28 a) zeigt, lag die relative Titinubiquitinierung nach
Kultivierung in Ischamiepuffer (IP16) bei 90,67 % + 1,64 % und war somit signifikant verringert
im  Vergleich zur Kontroligruppe (100 % + 2,231 %) (p=0,0123). Die relative
Titinubiquitinierung in IP16 war allerdings signifikant héher als in sl16 (59,46 % = 7,7 %)
(p = 0,0055). Auch im Vergleich zu KP16 war die relative Titinubiquitinierung in sl16 signifikant
geringer (p = 0,0006).

AulRerdem wurde die relative Proteinmenge von p62 mit a-Aktinin als Beladungskontrolle
analysiert. Eine Normalverteilung der Daten und eine Varianzhomogenitat konnten hier
angenommen werden, sodass eine klassische one-way ANOVA mit darauffolgenden Post-
hoc-Tests mit Bonferroni-Korrektur durchgefuihrt wurde. Die KP16-Gruppe wies eine relative
p62-Proteinmenge von 100 % % 3,55 % auf und die relative p62-Proteinmenge der IP16-
Gruppe lag bei 93,39 % + 17,62 %. Im Bonferroni-post-hoc-Test zeigte sich zwischen diesen
Gruppen kein signifikanter Unterschied (Abb. 28 b). Die relative Proteinmenge von p62 in sl16
lag, wie bereits in Kapitel 3.2.2.2 erlautert, bei 65,95 % * 4,61 % und war somit signifikant
niedriger als die in KP16 (p < 0,0001) und in IP16 (p = 0,0417).

75



Des Weiteren erfolgte die Analyse der relativen Proteinmenge von LC3-ll mit GAPDH als
Beladungskontrolle (Abb. 28 c). Auch in diesem Fall konnte eine Normalverteilung der Daten
und eine Varianzhomogenitadt angenommen werden, sodass eine klassische one-way ANOVA
mit Post-hoc-Tests mit Bonferroni-Korrektur durchgefihrt wurde. Die relative Proteinmenge
von LC3-Il lag in IP16 bei 134,90 % + 12,16 % und war somit tendenziell erhéht im Vergleich
zur Kontrollgruppe (100 % £ 6,37 %) (p = 0,055). Die relative LC3-lI-Proteinmenge in sl16 lag
bei 48,01 % £ 12,70 % und war somit signifikant niedriger als in der KP-Gruppe (p = 0,0097)
und in der IP-Gruppe (p = 0,0004).

AbschlielRend wurde die Aktivitdt von AMPK mittels relativer AMPK-Phosphorylierung an
der Stelle Thr172 ausgewertet. Eine Normalverteilung der Daten konnte bestatigt werden. Da
sich keine Varianzhomogenitat zeigte, erfolgte im Anschluss eine Welchs ANOVA mit
paarweisen Mittelwertsvergleichen durch Dunnetts-T3-Test. Dabei zeigte sich zwischen der
AMPK-Phosphorylierung der KP16-Gruppe (100 % + 3,873 %) und der IP16-Gruppe
(41,98% £ 2,58 %) ein signifikanter Unterschied von 58,02 % + 8,22 % (p < 0,0001), sodass
von einer geringeren AMPK-Aktivitat in IP16 im Vergleich zu KP16 ausgegangen werden kann
(Abb. 28 d). Die relative AMPK-Phosphorylierung von sl16 lag im Vergleich dazu bei
27,86 % + 1,26 % und war somit signifikant niedriger als die von KP16 (p < 0,0001) und von
IP16 (p = 0,0117).
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Abb. 28: Autophagie-assoziierte Proteine und Modifikationen nach 16-stiindiger Kultivierung in
verschiedenen Pufferlésungen mit und ohne Hypoxie

Western-Blot-Analysen Autophagie-assoziierter Proteine und Modifikationen nach 16-stiindiger
Kultivierung unter Normoxie in Kontrollpuffer (KP16) und in Ischamiepuffer (IP16) sowie nach
Ischamiesimulation mit Hypoxie (s116). In a) ist die relative Titinubiquitinierung der KP16-Gruppe (n = 17
aus aRCM aus 5 Versuchstieren), der IP16-Gruppe (n = 4 aus aRCM aus 2 Versuchstieren) und der
sl16-Gruppe (n = 12 aus aRCM aus 5 Versuchstieren) bezogen auf das Gesamittitin dargestellt. In b) ist
die relative Proteinmenge von p62 in den verschiedenen Gruppen (KP16 (n = 16 aus aRCM aus 5
Versuchstieren), IP16 (n = 4 aus aRCM aus 2 Versuchstieren), sl16 (n = 12 aus aRCM aus 5
Versuchstieren)) mit a-Aktinin als Beladungskontrolle dargestellt. In c) ist die relative Proteinmenge von
LC3-ll'in IP16 (n = 4 aus aRCM aus 2 Versuchstieren), KP16 (n = 7 aus aRCM aus 3 Versuchstieren)
und sl16 (n = 3 aus aRCM aus 2 Versuchstieren) gezeigt. Als Beladungskontrolle wurde GAPDH
verwendet. Die Aktivitdt von AMPK wird in d) durch die relative AMPK Thr172 Phosphorylierung
dargestellt. Auch hier erfolgte der Vergleich zwischen den Gruppen KP16 (n = 17 aus aRCM aus 5
Versuchstieren), IP16 (n = 4 aus aRCM aus 2 Versuchstieren) und sl16 (n = 13 aus aRCM aus 5
Versuchstieren). Die Daten sind jeweils als Mittelwert £ SEM angegeben. Die Normierung erfolgte
jeweils auf die KP16-Gruppe. Die statistische Auswertung erfolgte mittels klassischem one-way ANOVA
oder Welchs ANOVA und Post-hoc-Tests (Bonferronis-Test, Dunnetts T3-Test). Statistisch signifikante
Unterschiede mit p < 0,05 wurden mit Sternchen (*) gekennzeichnet. Darstellung in a.u. = arbitrary units.
Unter den Graphen sind jeweils reprasentative Bilder der analysierten Blots dargestellt.

7



4 Diskussion

4.1 Phosphorylierung der PEVK-Region von Titin im in-vitro-I/R-Modell

Die passive Steifigkeit von Titin kann durch posttranslationale Modifikation der Federelemente
kurzfristig an die Umgebungsbedingungen angepasst werden. Eine Moglichkeit der
Modifikation stellt dabei die Phosphorylierung durch verschiedene Kinasen in
unterschiedlichen Abschnitten des Proteins dar (Linke and Hamdani, 2014). Je nachdem
welcher Abschnitt von Titin phosphoryliert wird, kann dies entweder zu einer Steigerung oder
einer Abnahme der passiven Steifigkeit fihren (Hamdani et al., 2017). Insgesamt sind mehrere
hundert potenzielle Phosphorylierungsstellen am Titinmolekldl bekannt und ein groRRes
Potential fir die Regulation der mechanischen Eigenschaften der Kardiomyozyten wird
vermutet. Allerdings sind bisher wenige dieser Stellen weitreichend erforscht und es besteht
weiterhin groRer Forschungsbedarf (Koser et al., 2019).

In dieser Arbeit stand die Phosphorylierung der PEVK-Region an den Stellen S11878 und
S12022 im Vordergrund. Diese beiden Stellen der PEVK-Region von Titin sind Uber
verschiedene Saugetier-Spezies konserviert (Hidalgo et al.,, 2009), sodass deren
Phosphorylierung  speziesiibergreifend erforscht werden kann. Dabei sind die
Phosphorylierungen durch die Serin-Threonin-Kinase PKCa an S12022 und S11878 bisher
die einzig bekannten, die zu einer Steigerung der passiven Steifigkeit von Titin fuhren
(Hamdani et al., 2017, Anderson et al., 2010). Auch im Rahmen eines Myokardinfarkts sind
Modifikationen dieser Stellen der PEVK-Region beschrieben (Kétter et al., 2016, Jahns, 2021).
So konnten Kotter et al. (2016) in einem I/R-Modell an Langendorff-perfundierten
M&auseherzen mit 20 Minuten globaler Ischamie und 60 Minuten Reperfusion eine verstarkte
Phosphorylierung der Serinreste S11878 und S$S12022 feststellen. Damit einhergehend zeigte
sich zudem eine signifikant erhdhte passive Steifigkeit der Kardiomyozyten nach I/R und eine
signifikant gesteigerte Aktivitat von PKCa. Auch in einem zweiten Modell konnten diese
Veranderungen 3 Tage nach permanenter LAD-Ligatur in Mausen im Remote Areal
nachgewiesen werden (Kotter et al., 2016). Insgesamt wurde aus den Ergebnissen abgeleitet,
dass PKCa im Rahmen eines Myokardinfarkts aktiviert wird und Uber eine
Hyperphosphorylierung der PEVK-Region zu einer Steigerung der passiven Steifigkeit fuhrt.
Es wird angenommen, dass diese Anpassungsprozesse in der Frihphase nach einem
Myokardinfarkt zur Stabilisation, bis zur Ausbildung von Narbengewebe, beitragen (Kotter et
al., 2016).

Um zu untersuchen, welche Faktoren und Prozesse an der Stimulation von PKCa und der
dadurch hervorgerufenen Hyperphosphorylierung der PEVK-Region beteiligt sind, wurde im
Rahmen dieser Arbeit ein zellkulturelles I/R-Simulationsmodell zur isolierten Untersuchung
ischamischer Rattenkardiomyozyten etabliert. Das in der Arbeit verwendete zellkulturelle

Modell eignete sich dabei besonders, um zu analysieren, ob die Prozesse oder Botenstoffe,
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welche zu einer PKCa-bedingten Hyperphosphorylierung der PEVK-Region fiihren, von den
Kardiomyozyten selbst ausgehen, da ausschlieldlich isolierte Kardiomyozyten untersucht
wurden. Dadurch, dass in diesem Modell alle Zellen der Ischamie direkt ausgesetzt waren,

simulierte es am ehesten den Kernbereich des Infarkts.

4.1.1 Ischamiesimulation fuhrt in isolierten Kardiomyozyten zu keiner PKCa-

Aktivierung und PEVK-Hyperphosphorylierung

In dem ersten entwickelten Simulationsmodell wurde die Beurteilung der Funktionsfahigkeit
des Versuchsaufbaus und zeitgleich die Analyse der Phosphorylierung der PEVK-Region von
Titin unter I/R-Simulation angestrebt. Die erste Herausforderung bei der Modellentwicklung
bestand in der Festlegung einer adaquaten Ischamiedauer. Das Ziel dabei war es einen
Stimulus zu erzeugen, der eine ausreichend starke Auspragung aufwies, um eine I/R-typische
Stressreaktion auszuldsen, jedoch gleichzeitig nicht so stark war, dass dieser zum Absterben
aller Kardiomyozyten flihrte. Bei der Auswahl der Ischamiedauer wurden daher verschiedene
Aspekte bertlicksichtigt. Wie bereits in Kapitel 1.1.2 erwahnt, treten bei einem Myokardinfarkt
nach etwa 20 Minuten erste irreversible Zellschaden auf (Timmers et al., 2012). Um einen
ausreichenden Stressreiz auszulosen, wurde diese Schwelle als untere Grenze flr eine
sinnvolle Ischamiedauer definiert. Ebenfalls wurden die bereits beschriebenen Ergebnisse in
Bezug auf I/R-bedingte Titinmodifikationen aus in-vivo- und ex-vivo-Tiermodellen
bertcksichtigt (Koétter et al., 2016). Gleichzeitig ist jedoch zu beachten, dass die
Ubertragbarkeit von ex-vivo- und in-vivo-Bedingungen auf Zellkulturmodelle nur eingeschrankt
moglich ist. Aus diesem Grund wurden zusatzlich Daten aus einem in-vitro-I/R-Modell
einbezogen. In diesem konnte in primdren adulten Rattenkardiomyozyten nach 45 Minuten
Hypoxie und zwei Stunden Reperfusion eine erhdhte LDH-Freisetzung sowie eine gesteigerte
Apoptoseinduktion bei gleichzeitigem Uberleben von circa 80% der Kardiomyozyten
beobachtet werden (Pang et al., 2016). Diese Ergebnisse deuten auf eine adaquate
Stressinduktion nach 45 Minuten Ischamie in einem zellkulturellen Modell hin, sodass die
Dauer der Ischamiesimulation im ersten Modell auf 45 Minuten festgelegt wurde.

In diesem ersten Simulationsmodell zeigte sich allerdings keine erkennbare Reaktion auf den
ischamischen Stimulus (Abb. 29). Weder eine signifikante Veranderung der Aktivitat von PKCa
noch eine signifikant veranderte Phosphorylierung der PEVK-Region an den Stellen S11878
und S12022 konnte nach Ischamie-Simulation ohne anschlieliende Reperfusion beobachtet
werden (siehe Kapitel 3.1.1). Daraus wurde die Hypothese abgeleitet, dass der ischamische
Stimulus von 45 Minuten zu gering ausgepragt sein kdnnte, um zu einer messbaren Reaktion
der untersuchten Proteine und Modifikationen zu fuhren. Aus diesem Grund wurde die
Ischamiedauer in einem weiteren Simulationsmodell auf 120 Minuten erhéht. Auch nach 120-
minadtiger Ischamie ohne anschlieende Reperfusion flhrte der ischamische Stimulus zu

keiner signifikanten Veranderung der Titinphosphorylierung an den Stellen S11878 und
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S12022 (Abb. 29). Damit einhergehend wurde auch die Aktivitat der Proteinkinase Ca durch
den ischamischen Stimulus nicht beeinflusst (siehe Kapitel 3.1.2).

Aufgrund der fehlenden Reproduzierbarkeit der zuvor beschriebenen Veranderungen im ex-
vivo- und in-vivo-Tiermodell wurden die Unterschiede zwischen den Versuchsablaufen der
Modelle von Kotter et al. (2016) und dem in-vitro-Modell dieser Arbeit analysiert. Ein
wesentlicher Unterschied des zellkulturellen I/R-Modells dieser Arbeit zu den beschriebenen
Modellen von Koétter et al. (2016) ist die fehlende kontraktile Aktivitdt der Kardiomyozyten in
den Simulationen dieser Arbeit. Um das Anheften der Zellen an die Laminin-beschichteten
Platten zu erleichtern und so im weiteren Verlauf die fur die I/R-Simulation notwendigen
Mediumwechsel ohne Zellverluste mdglich zu machen, wurde ein Kontraktionsstopp der
Kardiomyozyten nach deren Isolation durch Hinzugabe des Myosin-lI-Inhibitiors Blebbistatin
gefordert (Bond et al., 2013). Da die Myokardkontraktion je nach Quelle zwischen 60-85% des
Energiebedarfs der Kardiomyozyten beansprucht (Stanley et al., 2005, Challoner, 1968,
McDougal and Dewey, 2017), ist davon auszugehen, dass der Bedarf der nicht-
kontrahierenden Zellen geringer ist als der von kontrahierenden Kardiomyozyten. Sodass die
Hypothese aufgestellt wurde, dass in den Zellen mit reduzierter Stoffwechselaktivitat die
Ischamiesimulation erst nach langerer Zeit einen vergleichbaren Einfluss haben konnte. Um
zu Uberprifen, ob in den nicht kontrahierenden Kardiomyozyten ein deutlich langerer
ischamischer Stimulus flr eine Aktivierung von PKCa notwendig ist, wurde in einem
erganzenden Versuch die Ischamiedauer ein weiteres Mal verlangert (Abb. 29). Dabei erfolgte
eine deutliche Steigerung der Ischamiedauer auf 16 Stunden. Es zeigte sich, dass auch ein
starkerer ischamischer Stimulus, durch ausgepragte Verlangerung der Ischamiedauer, nicht
zu einer Aktivierung von PKCa mit Hyperphosphorylierung der PEVK-Region flhrte (siehe
Kapitel 3.1.3).

Aus diesen Ergebnissen kann folglich abgeleitet werden, dass Hypoxie und die weiteren hier
simulierten Komponenten einer Ischamie (Azidose, Hyperkalidamie, Nahrstoffmangel,
Laktatakkumulation) allein nicht ausreichen bzw. nicht die entscheidenden Faktoren sind, um
in den Kardiomyozyten zu einer PKCa-Aktivierung mit einhergehender Hyperphosphorylierung
der PEVK-Region zu flihren (Abb. 29). Diese Ergebnisse sind mit den Erkenntnissen von
Kotter et al. (2016) zur Titinphosphorylierung im Rahmen eines Myokardinfarkts vereinbar.
Dort konnte eine Hyperphosphorylierung der PEVK-Region mit verstarkter Aktivierung von
PKCa im in-vivo-Modell in einem bestimmten Infarktareal — dem Remote Areal — festgestellt
werden (Kotter et al., 2016). Teilweise konnten diese Ergebnisse auch in einem in-vivo-
Infarktmodell mit Schweinen beobachtet werden (Jahns, 2021). Hier zeigte sich nach 55
Minuten Ischamie — ebenfalls im Remote-Areal — eine gesteigerte Phosphorylierung von Titin
an der Stelle S11878, allerdings ohne signifikante Hyperphosphorylierung von S12022.
Zusatzlich konnte eine Tendenz zu einer gesteigerten PKCa-Aktivierung festgestellt werden

(Jahns, 2021). Dabei ist das Remote-Areal bei einem Myokardinfarkt nicht unmittelbar von
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Hypoxie und Ischamie betroffen, sondern wird indirekt beispielsweise durch humorale oder
immunologische Mediatoren aus der Infarktzone oder durch mechanische Stressreize
beeinflusst (Ruparelia et al., 2013, French and Kramer, 2007). Aus den Ergebnissen von Kétter
et al. (2016) und Jahns (2021) die sich groftenteils auf das Remote-Areal beziehen, kann also
ebenfalls abgeleitet werden, dass Hypoxie und Ischamie nicht unmittelbar an der PEVK-

Hyperphosphorylierung im Rahmen eines Myokardinfarkts beteiligt sein missen.

4.1.2 Reperfusionssimulation fuhrt in isolierten Kardiomyozyten zu keiner

PKCa-Aktivierung und PEVK-Hyperphosphorylierung

Da nun angenommen werden kann, dass fur die PEVK-Hyperphosphorylierung kein
raumlicher oder zeitlicher Zusammenhang zu der Hypoxie und Ischamie selbst bestehen
muss, ist zu vermuten, dass diese von anderen infarktassoziierten Faktoren abhangig ist.

Da die PKCa-bedingte Hyperphosphorylierung ebenfalls in einem ex-vivo-I/R-Modell mit
globaler Ischdmie von 20 Minuten und anschlieRender Reperfusion von 60 Minuten
aufgetreten ist (Kotter et al., 2016), besteht die Moglichkeit, dass im direkt ischamischen Areal
die Wiederherstellung des Blutflusses eine Rolle bei dieser Titinmodifikation spielt. Denn
interessanterweise zeigte sich in einem vergleichbaren ex-vivo-I/R-Modell an Langendorff-
perfundierten Mauseherzen nach 20 Minuten globaler Ischdmie und lediglich kurzzeitiger
Reperfusion von 3 Minuten ebenfalls keine Hyperphosphorylierung der PEVK-Region (Hidalgo
et al., 2013). Um die Bedeutung der Reperfusion fir die |-Band-Phosphorylierungen im
Infarktareal naher zu untersuchen, erfolgte nach 45-mindtiger und 120-minUtiger Ischamie
jeweils die Analyse einer Reperfusionsreihe mit Messungen nach 2 Stunden, 4 Stunden und
20 Stunden Reperfusion. Auch an die auf 16 Stunden verlangerte Ischamie wurde eine 4-
stundige Reperfusion angeschlossen.

Insgesamt konnte die Reperfusion, unabhangig von der Dauer sowohl der Ischamie als auch
der Reperfusion, zu keiner gesteigerten Aktivierung von PKCa fluhren (Abb. 29). Die
Phosphorylierung von Titin an der Stelle S12022 wurde durch die Reperfusion nicht signifikant
beeinflusst, weder eine Hypo- noch eine Hyperphosphorylierung wurde nach Reperfusion
beobachtet. Ebenso trat im Verlauf der Reperfusion keine S11878-Hyperphosphorylierung auf.
Allerdings konnte nach 20 Stunden Reperfusion im Anschluss an 45 Minuten Ischéamie eine
Hypophosphorylierung an S11878 gemessen werden. Diese kann durch die damit
einhergehende signifikante Aktivitatsreduktion von PKCa erklart werden (siehe Kapitel 3.1.1).
Die Aktivitatsreduktion von PKCa trat auch nach 20 Stunden Reperfusion im Anschluss an die
120-minutige Ischamie auf. Allerdings zeigte sich hier keine damit einhergehende
Hypophosphorylierung von Titin in der PEVK-Region (siehe Kapitel 3.1.2). Insgesamt deutet
sich hier ein weiterer Regulationsmechanismus der Titinphosphorylierung durch PKCa unter
Reperfusion im Infarktkern an. Dabei kdnnte eine verringerte PKCa-Aktivitat mit

Hypophosphorylierung der PEVK-Region an der Stelle S11878 einen gegenteiligen Effekt auf
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die passive Steifigkeit von Titin haben und dementsprechend zu einer verringerten passiven
Steifigkeit flhren. Da sich diese Titinmodifikation bisher allerdings nicht reproduzierbar in allen
Simulationen zeigte, sollten vor einer konkreteren Einordung weitere Daten erhoben werden

und zusatzlich Messungen der passiven Steifigkeit erfolgen.

4.1.3 Die PKCa-bedingte Hyperphosphorylierung der PEVK-Region von Titin

scheint durch komplexe Infarktassoziierte Vorgange ausgelost zu werden

Insgesamt wurde PKCa weder durch die Simulation einer Ischamie noch durch die Simulation
einer Reperfusion aktiviert. Eine damit einhergehende PEVK-Hyperphosphorylierung zeigte
sich ebenfalls nicht. Durch diese Ergebnisse kdnnen bestimmte Faktoren als alleinige Stimuli
fur die PKCa-bedingte Hyperphosphorylierung von S11878 und S12022 ausgeschlossen
werden. Wie bereits erlautert, scheint die Hypoxie im ischamischen Areal nicht der
entscheidende Faktor fur die Aktivitdtssteigerung der Kinase in den Kardiomyozyten zu sein.
Auch bestimmte weitere Komponenten der Ischamie, wie beispielsweise die Azidose, die
Laktatakkumulation, die Hyperkaliamie und der Nahrstoffmangel kénnen als ausreichende
Stimuli zur Aktivitatssteigerung von PKCa ausgeschlossen werden (Abb. 29).

Neben Kardiomyozyten spielen bei einem Myokardinfarkt viele andere Zellpopulationen und
Botenstoffe ebenfalls eine entscheidende Rolle (Ong et al., 2018), sodass eine Beteiligung
dieser an der PKCa-bedingten PEVK-Hyperphosphorylierung ebenfalls denkbar ist. Daher
lohnt sich ein Blick auf weitere Prozesse und Akteure, die im Verlauf des Myokardinfarkts
relevant sind. In der Frihphase nach einem Myokardinfarkt stehen proinflammatorische
Prozesse im Vordergrund (Ong et al., 2018). Nach Aktivierung des angeborenen
Immunsystems durch DAMPs, welche von geschadigten Zellen freigesetzt werden, kommt es
zur Ausschittung proinflammatorischer Zytokine und Chemokine. Dies flihrt unter anderem
zur Rekrutierung weiterer Immunzellen in den Infarktbereich (Anzai et al., 2022). Ein
proinflammatorisches Zytokin, welches vor allem in der Friihphase nach einem Myokardinfarkt
ausgeschuttet wird, ist Interleukin 6 (IL-6) (George et al., 2021). Untersuchungen deuten
darauf hin, dass dieses Zytokin an der Steigerung der passiven Steifigkeit von Titin im Rahmen
eines Myokardinfarkts beteiligt sein kdnnte. So konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation
von adulten Rattenkardiomyozyten mit IL-6 zu einer signifikant erhéhten PKCa-Aktivierung
und Hyperphosphorylierung der PEVK-Region an der Stelle S11878 flhrte (Kotter et al., 2016).
Zusatzlich konnte in einem in-vivo-Modell, 3 Tage nach Gabe eines blockierenden anti-IL6-
Antikérpers mit anschlieender Ligatur der LAD, eine signifikant geringere passive Steifigkeit
der Kardiomyozyten nachgewiesen werden (Koétter et al., 2016). Vor diesem Hintergrund ist es
denkbar, dass IL-6 im Rahmen eines Myokardinfarkts entscheidenden Einfluss auf die PKCa-
bedingte Hyperphosphorylierung der PEVK-Region nimmt. Da eine gesteigerte IL6-mRNA-
Expression nach Myokardinfarkt sowohl in der Infarktzone als auch im Remote-Areal

gemessen werden konnte (Ruparelia et al., 2013), ist diese Hypothese ebenfalls mit den
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Ergebnissen von Kotter et al. (2016) und Jahns (2021) vereinbar, weil diese die
Titinassoziierten Veranderungen vor allem im Remote Areal festgestellt haben. Es ist
anzunehmen, dass IL-6 durch die Kardiomyozyten in dem Modell dieser Arbeit nicht
ausreichend produziert werden konnte, um zu einer gesteigerten PKCa-Aktivitat mit
Titinhyperphosphorylierung zu flhren. Es ist zwar nachgewiesen, dass auch Kardiomyozyten
durch hypoxischen Stress und Botenstoffe wie IL-1f oder Epinephrin in zellkulturellen
Modellen (Yamauchi-Takihara et al., 1995, Gwechenberger et al., 1999) und nach Reperfusion
in der Randzone eines Infarkts IL-6 produzieren kénnen (Gwechenberger et al., 1999),
allerdings konnten Alter et al. (2023) zeigen, dass IL-6 nach einem Myokardinfarkt
hauptsachlich durch Fibroblasten produziert wird. Diese werden vor allem durch Adenosin zur
IL-6 Produktion stimuliert, welches durch den Abbau von extrazellularem ATP bereitgestellt
wird. An diesem Abbauprozess sind neben den kardialen Fibroblasten auch T-Zellen beteiligt
(Alter et al., 2023). Da im I/R-Modell dieser Arbeit ausschlieRlich adulte Rattenkardiomyozyten
den Simulationsbedingungen ausgesetzt wurden und Fibroblasten sowie T-Zellen nicht
vorhanden waren, kann vermutet werden, dass keine ausreichende IL-6-Produktion
stattgefunden hat. Um dieser Hypothese weiter nachzugehen sind zuklnftig Analysen der IL-
6-Expression nach I/R-Simulation sinnvoll.

Neben diesen inflammatorischen Einfliissen sind noch zahireiche weitere Faktoren an den
Pathomechanismen des Myokardinfarkts beteiligt (Hausenloy and Yellon, 2013, Prabhu and
Frangogiannis, 2016). Mechanische Einflisse, humorale Faktoren oder die Kommunikation
der Kardiomyozyten miteinander kdnnten beispielsweise ebenfalls an der PKCa-bedingten
PEVK-Hyperphosphorylierung unter I/R beteiligt sein. Wie bereits in Kapitel 1.1.5.1
beschrieben, erlaubt ein zellkulturelles in-vitro-Modell die gezielte Untersuchung einzelner,
ausgewahlter Komponenten. Dabei schrankt die Reduktion auf wenige, kontrollierte Variablen
allerdings die Abbildung der Komplexitat eines lebenden Organismus ein (Lindsey et al.,
2018). Dementsprechend kdnnen die beobachteten Effekte im in-vitro-I/R-Modell dieser Arbeit
nur einen Ausschnitt der komplexen Prozesse im Myokard wahrend eines Infarkts
widerspiegeln. Insgesamt sind daher weiterfhrende Untersuchungen erforderlich, um die
beteiligten Zellen und Mediatoren eindeutig zu identifizieren. Fur den gréRtmoglichen
Erkenntnisgewinn bietet sich dabei besonders die Kombination des in-vitro-Modells mit in-vivo-

Infarktmodellen an.
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Kann die PKCa-bedingte Hyperphosphorylierung der PEVK-Region an
S11878 und S12022 aus in-vivo- und ex-vivo-l/R-Modellen auch im in-vitro-

I/R-Modell beobachtet werden?
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Abb. 29: Entwicklungsprozess der I/R-Simulation zur Analyse von I/R-bedingten Modifikationen

der Titinphosphorylierung in der PEVK-Region
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4.2 Einfluss von I/R auf den Titinabbau und die Autophagieaktivitat

Der Myokardinfarkt stellt fur die Kardiomyozyten eine ausgepragte Stresssituation dar, die zu
einer veranderten Aktivitat verschiedener Komponenten der Proteinqualitdtskontrolle fihren
kann. Diese Veranderungen kdnnen teilweise zum Uberleben der Zellen beitragen, sind jedoch
teilweise auch maladaptiv (Kétter and Krtger, 2022, Sciarretta et al., 2018, Wang and Hill,
2015). Dass auch das I/R-Modell dieser Arbeit einen Stressstimulus fur die Kardiomyozyten
darstellte und zu Veranderungen in der Proteinqualitatkontrolle gefiihrt haben kdnnte, deutete
sich nach einer Ischdmiedauer von 16 Stunden an. Denn ausschliel3lich in diesem Modell
konnte nach Gelelektrophorese und anschlieRender Farbung der Proben teilweise eine
zusatzliche Bande im GroéRenbereich von Titin beobachtet werden (siehe Kapitel 3.2.1). Diese
Bande befand sich unterhalb der N2B-Bande und der T2-Degradationsbande, sodass von
einem geringeren Molekulargewicht dieser ausgegangen werden kann. Hierbei handelte es
sich somit wahrscheinlich um einen weiter zerkleinerten Bestandteil von Titin (Linke and
Hamdani, 2014, Opitz et al., 2003, Kulke et al., 2001). Dieser Hinweis auf einen gesteigerten
Titin-Turnover nach 16 Stunden simulierter Ischamie war der Anstol3 zur Untersuchung der
Proteinqualitatskontrolle und des Titinabbaus in dem in-vitro-I/R-Modell. Dabei wurde
fokussiert der Abbau Uber das autophagosomal-lysosomale System analysiert. Dieses System
kann unter Stressbedingungen, wie Nahrstoff- und Sauerstoffmangel, das Uberleben der
Zellen gewahrleisten, indem selektiv oder unselektiv eigene Zellbestandteile zersetzt werden
und dabei entstehende Aminosauren und Energietrager fir die Uberlebenswichtige
Versorgung der Zellen frei werden (Rogov et al., 2014, Sciarretta et al., 2018). Wie in Kapitel
1.4.3 erlautert, konnte in mehreren Arbeiten bereits gezeigt werden, dass Autophagie im
Rahmen eines Myokardinfarkts sowohl wahrend der Ischamiephase (Decker and Wildenthal,
1980, Matsui et al., 2007, Kanamori et al., 2011) als auch nach Reperfusion (Matsui et al.,
2007, Sciarretta et al., 2018) verstarkt aktiviert wird. Daher erschien eine Beteiligung am
Titinabbau unter I/R-Bedingungen mdglich und wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht.
Daflr erfolgte die Simulation einer 16-stindigen Ischamie gefolgt von einer 4-stiindigen
Reperfusion (Ablauf siehe Kapitel 2.2.1.5.3). Im Anschluss wurden Western-Blot-Analysen
verschiedener Proteine und Modifikationen durchgefihrt. Analysiert wurden dabei die
Ubiquitinierung von Titin sowie autophagieassoziierte Proteine und Regulatoren. Durch
Zugabe von BAF zur I/R-Simulation wurde der Autophagiefluss weiter charakterisiert (Ablauf
siehe Kapitel 2.2.1.5.4). AbschlieBend wurde die Bedeutung der hypoxischen Komponente
des ischamischen Reizes durch weitere Simulationsexperimente analysiert (Ablauf siehe
Kapitel 2.2.1.5.5).
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4.2.1 Proteinqualitatskontrolle und Abbau von Titin im in-vitro-l/R-

Simulationsmodell

4.2.1.1 I/R fuhrt zu einer reduzierten Titinubiquitinierung

Die Markierung von Proteinen mit Ubiquitinketten zum nachfolgenden Abbau ist sowohl mit
der autophagosomal-lysosomalen als auch mit der proteasomalen Degradation assoziiert (Ji
and Kwon, 2017). Eine Veranderung in der Ubiquitinierung aller Proteine oder spezifisch von
einzelnen Proteinen kann daher auf eine veranderte Proteindegradation iber beide Systeme
oder eins der beiden Systeme hindeuten.

Nach Simulation von 16 Stunden Ischamie und 4 Stunden Reperfusion zeigte sich sowohl
nach der Ischamie als auch nach anschlieRender Reperfusion eine deutlich reduzierte relative
Titinubiquitinierung (siehe Kapitel 3.2.2.1). Diese Reduktion kann durch unterschiedliche
Mechanismen bedingt sein. Einerseits ist es denkbar, dass es im Rahmen der I/R-Simulation
zu einer geringeren Titinubiquitinerung und -degradation, zum Beispiel durch eine reduzierte
Aktivitat der E3-Ligasen, kam. Diese katalysieren im aktiven Zustand die Ubertragung von
Ubiquitin auf entsprechende abzubauende Zielproteine und kdnnen durch verschiedene
Mechanismen in ihrer Aktivitdt beeinflusst werden (Vittal et al.,, 2015). In diesem
Zusammenhang konnten Miuller et al. (2021) zeigen, dass aus einer siRNA-bedingten
Herabregulation der drei E3-Ligasen MuRF-1,-2 und -3 eine signifikant geringere
Titinubiquitinierung resultierte. Des Weiteren flhrte eine siRNA-bedingte kombinierte
Herabregulation der E3-Ligasen CHIP und Fbx32 unter Autophagieinhibition ebenfalls zu einer
reduzierten Titinubiquitinierung (Mdaller et al., 2021). Um zu Uberprifen, ob die reduzierte
Titinubiqutinierung aus der verringerten Expression einer oder mehrerer E3-Ligasen
resultierte, wurde die relative Proteinexpression von MuRF1, CHIP und Fbx32 ermittelt. Diese
war bei allen drei E3-Ligasen sowohl nach Ischamiesimulation als auch nach anschlie3ender
Reperfusion unverandert (siehe Kapitel 3.2.2.2), sodass eine reduzierte Expression dieser E3-
Ligasen wahrscheinlich nicht die Ursache der verminderten Titinubiquitinierung ist.

Eine weitere mogliche Erklarung fur die veranderte Titinubiquitinierung ist, dass die
ubiquitinierte Form unter den Stressbedingungen vermehrt durch proteasomale Mechanismen
oder durch Autophagie abgebaut wurde, sodass letztendlich ein verminderter Anteil an
ubiquitiniertem Titin nachweisbar ist. Dass gesteigerte Autophagie (Dutta et al., 2013) oder
eine erhohte Proteasom-Aktivitat (VerPlank et al., 2019) zu einer Abnahme ubiquitinierter
Proteine fuhren kdnnen, wurde bereits experimentell gezeigt. Vor dem Hintergrund, dass eine
Aktivierung und Beteiligung der Autophagie an der Stressreaktion der Kardiomyozyten nach
I/R auf Grundlage bisheriger Studien wahrscheinlich ist (Matsui et al., 2007, Sciarretta et al.,
2011, Kanamori et al.,, 2011), konzentrierten sich die folgenden Untersuchungen auf die

Analyse der Autophagie.
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4.2.1.2 Die Gabe von BAF zeigt, dass ubiquitiniertes Titin unter Ischamie vermehrt

durch Autophagie abgebaut wird

Zur Uberpriifung, ob die reduzierte Titinubiquitinierung auf einen gesteigerten Titinabbau tber
das Autophagosom zurtckzufiihren ist, wurde in ergdnzenden Experimenten der
Autophagieinhibitor BAF eingesetzt (Ablauf siehe Kapitel 2.2.1.5.4). Bafilomycin A+ inhibiert
den Autophagiefluss, indem es die Fusion des Autophagosoms mit dem Lysosom stért und
die Ansauerung der Lysosomen hemmt, wodurch es die Aktivitat lysosomaler Hydrolasen
reduziert (Yamamoto et al., 1998, Klionsky et al., 2008, Mauvezin et al., 2015). Unter BAF-
Exposition akkumulieren folglich jene Proteine, die zur Degradation dem autophagosomal-
lysosomalen System zugeflhrt wurden. Dies konnte durch Miiller et al. (2021) auch fur Titin
gezeigt werden, da es nach BAF-Exposition zu einer Akkumulation von ubiquitiniertem Titin,
einhergehend mit einer gesteigerten Titingesamtmenge sowie gesteigertem T2/T1-Verhaltnis
kam (Mdller et al., 2021). Somit kann eine Akkumulation von ubiquitiniertem Titin unter BAF-
Exposition eine Beteiligung der Autophagie an der Titindegradation unter verschiedenen
Bedingungen zeigen.

Unter Kontrollbedingungen fiihrte die 16-stlindige BAF-Behandlung zu keiner signifikanten
Veranderung der Titinubiquitinierung im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen (siehe
Kapitel 3.2.3). Dies lasst vermuten, dass der basale Abbau von ubiquitiniertem Titin Gber
Autophagie in den adulten Kardiomyozyten eher gering ist (Abb. 30). Wie bereits in Kapitel
1.4.4 erlautert, wird von einer Beteiligung verschiedener Akteure am Titinabbau ausgegangen
(Koétter and Kruger, 2022, Mdller et al., 2021). Da Uber das Proteasom ebenfalls Ubiquitin-
markierte Proteine abgebaut werden kénnen (Wang et al., 2011, Willis and Patterson, 2006)
und eine Proteasombeteiligung am Titinabbau bereits gezeigt werden konnte (Mller et al.,
2021), ist eine bevorzugte Titindegradation Uber das Proteasom unter Basalbedingungen
mdglich. Die proteasomale Komponente des Titinabbaus kdnnte in Zukunft ebenfalls in dem
Simulationsmodell dieser Arbeit, durch gezielte Inhibition des Proteasoms, nadher untersucht
werden (Lee and Goldberg, 1998).

Die signifikant reduzierte Titinubiquitinierung nach 16-stindiger Ischadmie konnte durch eine
parallele BAF-Gabe wieder aufgehoben werden (siehe Kapitel 3.2.3). Dies unterstitzt die
Hypothese, dass es unter Ischamie zu einem verstarkten Abbau von ubiquitiniertem Titin durch
Autophagie kommt (Abb. 30). Eine verringerte Titinubiqutinierung durch reduzierte Aktivitat der
E3-Ligasen oder durch einen gesteigerten Abbau uber das Proteasom scheint bei dem
Ergebnis eher unwahrscheinlich, da in diesem Fall nicht mit einem Anstieg der relativen
Titinubiquitinierung durch Autophagieinhibition zu rechnen ist. Dass die relative
Titinubiqutinierung nach Ischamiesimulation und Autophagieinhibition die relative
Titinubiquitinierung unter Kontrollbedingungen nicht Uberschreitet kann darauf hindeuten, dass
ubiquitiniertes Titin auch unter dem ischamischen Reiz nicht ausschlief3lich durch Autophagie

abgebaut wird, sondern ebenfalls andere Systeme wie beispielsweise das Proteasom
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unterstitzend beteiligt sein kdnnten. Um die Beteiligung weiterer Abbausysteme zu
quantifizieren, sind allerdings weitere Untersuchungen notwendig. Ebenfalls denkbar ware,
dass bei hoher Autophagieaktivitat unter ischamischem Reiz die Menge an BAF nicht
ausreichte, um den gesamten Autophagiefluss zu blockieren, sodass ein Teil des
ubiquitinierten Titins, welches zum Abbau in das autophagosomal-lysosomale System
aufgenommen wurde, trotz BAF degradiert wurde. Auch diesbezlglich sind weitere Analysen
mit variierenden BAF-Konzentrationen sinnvoll.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass ubiquitiniertes Titin vor allem unter
ischamischen Bedingungen vermehrt durch Autophagie abgebaut wird. Unter
Basalbedingungen scheint ubiquitiniertes Titin allerdings nicht vorrangig durch Autophagie
abgebaut zu werden (Abb. 30). Sowohl unter Basalbedingungen als auch unter ischamischen
Bedingungen deutet sich eine Beteiligung weiterer Abbausysteme an der Degradation von

ubiquitiniertem Titin an.
4.2.2 1/R nimmt Einfluss auf die Autophagieaktivitat

Da sich unter I/R-Simulation ein gesteigerter Abbau von ubiquitiniertem Titin Uber das
Autophagosom zeigte, ist eine Aktivitatsveranderung des autophagosomal-lysosomalen
Systems unter den Simulationsbedingungen anzunehmen. Um zu untersuchen, in welcher
Weise sich die Autophagieaktivitat unter den Simulationsbedingungen verandert, erfolgte die

Analyse zentraler Proteine dieses Abbausystems und relevanter Regulatoren.

4.2.2.1 Die I/R-bedingte Reduktion der relativen Proteinmenge von p62 und LC3-II

deuten auf eine gesteigerte Autophagieaktivitat hin

Das Adapterprotein p62 vermittelt die Interaktion von ubiquitinierten Proteinen mit der
Phagophore und stellt daher eine Schnittstelle zwischen dem Ubiquitinierungs-System und
dem autophagosomal-lysosomalen Abbauweg dar. Dabei wird im Verlauf der Degradation
neben den ubiquitinierten Proteinen ebenfalls p62 abgebaut, sodass die p62-Proteinmenge
als Marker fur die Autophagieaktivitat verwendet werden kann (Klionsky et al., 2021, Pankiv et
al., 2007). In der I/R-Simulation dieser Arbeit zeigte sich nach Ischamie und auch nach
anschlieBender Reperfusion eine deutliche Reduktion der relativen p62-Proteinmenge (siehe
Kapitel 3.2.2.3). Dies deutet unter Berlcksichtigung der in Kapitel 4.2.1 diskutierten
Ergebnisse auf einen verstarkten Autophagiefluss hin unter dem auch p62 vermehrt abgebaut
wurde (Klionsky et al., 2021, Dutta et al., 2013). Dieser Erklarungsansatz kann ebenfalls mit
Ergebnissen aus der aktuellen Literatur in Einklang gebracht werden, denn wie bereits in
Kapitel 1.4.3 beschrieben, konnten mehrere Arbeiten eine Steigerung der Autophagieaktivitat
unter Infarktbedingungen nachweisen (Matsui et al., 2007, Kanamori et al., 2011, Hariharan et
al., 2011).
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Da die Proteinmenge von p62 durch verschiedene Faktoren beeinflusst werden kann (Klionsky
et al., 2021), erfolgte zur weiteren Einordung die Bestimmung der LC3-ll-Proteinmenge,
welche mit dem Ausmall der Autophagosomen-Formation beziehungsweise der Menge der
Autophagosomen korreliert (Kabeya et al., 2000, Mizushima et al., 2010). LC3-1l befindet sich
sowohl in der inneren als auch in der duf3eren Membran der Phagophore und interagiert mit
Ankerproteinen wie p62 zur Aufnahme von ubiquitinierten Proteinen (Kabeya et al., 2000,
Pankiv et al., 2007). LC3-Il der inneren Membran wird bei der autolysosomalen Degradation
abgebaut, wahrend die aullere Membran und das dort befindliche LC3-Il intakt bleiben
(Sciarretta et al., 2018). Im I/R-Modell dieser Arbeit deutete sich nach Ischamie ein Trend zu
einer LC3-1l Reduktion an, wahrend nach 4-stlindiger Reperfusion ein signifikanter und starker
ausgepragter Abfall der relativen LC3-ll-Proteinmenge beobachtet werden konnte (siehe
Kapitel 3.2.2.3). In Kombination mit der signifikant reduzierten relativen Proteinmenge von p62
deuten die Ergebnisse sowohl fir die Ischdmiephase als auch fir die Reperfusionsphase auf
eine gesteigerte Autophagieaktivitat mit erhéhtem Abbau der autophagieassoziierten Proteine
hin, der die Syntheseleistung dieser Proteine Uberschreitet (Abb. 30). Diese Hypothese ist
ebenfalls vereinbar mit dem beobachteten gesteigerten Abbau von ubiquitiniertem Titin Gber
das Autophagosom unter den Simulationsbedingungen (siehe Kapitel 4.2.1). Eine LC3-lI
Reduktion ist zwar ebenfalls mit einem verringerten Autophagiefluss vereinbar, allerdings ware
in diesem Fall ein Anstieg der p62-Proteinmenge zu erwarten (lto et al., 2021, Li et al., 2011).
Denn p62 wird hauptsachlich Gber das autophagosomal-lysosomale System abgebaut, sodass
es bei reduziertem oder gehemmten Autophagiefluss zu einer messbaren Akkumulation
kommt (Korolchuk et al., 2009, Ito et al., 2021). Eine reduzierte p62-Syntheseleistung in
Kombination mit einer verringerten Autophagieaktivitat kann als mogliche Erklarung der
Ergebnisse allerdings nicht vollstandig ausgeschlossen werden, sodass in Zukunft eine
erganzende Bestimmung der p62-Syntheseleistung beispielsweise durch p62-mRNA-

Messung, sinnvoll ist.
4.2.2.2 |/R nimmt Einfluss auf die Aktivitat von Autophagie-Regulatoren

Zur weiteren Einordung der Autophagieaktivitdt erfolgte zusatzlich die Analyse der
Autophagie-Regulatoren mTORC1 und AMPK. Wie bereits in Kapitel 1.4.3 erldutert, hemmt
mTORC1 unter nahrstoffreichen Bedingungen Autophagie durch eine inhibierende
Phosphorylierung von ULK1 (Kim et al., 2011). In dieser Arbeit wurde zur Aktivitatsbeurteilung
von mTORC1 die relative mTOR Ser2448-Phosphorylierung ermittelt, da diese mit der
mTORC1-Aktivitat korreliert (Chiang and Abraham, 2005, Klionsky et al., 2021). Dabei zeigte
sich nach Ischamie eine signifikant reduzierte mTOR-Phosphorylierung und daraus folgend
eine verringerte mTORC1-Aktivitat (siehe Kapitel 3.2.2.4), die ebenfalls auf eine gesteigerte
Autophagie-Tatigkeit wahrend der Ischamie hindeutet. Nach 4 Stunden Reperfusion ist ein

Trend zu einer leicht gesteigerten mTOR-Phosphorylierung erkennbar. Dies weist darauf hin,
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dass die Aktivitat des Autophagie-Inhibitors nach Reperfusion mindestens wieder auf das
Kontroll-Niveau ansteigt. Der Autophagie-Regulator scheint somit dynamisch auf
Veranderungen der Umweltreize zu reagieren (Abb. 30).

Bei der Interpretation der relativen mTOR-Phosphorylierung sollte allerdings folgende
Beobachtung berticksichtigt werden: Bei bloRRer Betrachtung der Blots (Abb. 24) ist erkennbar,
dass die Phosphorylierung von mTOR im Verhaltnis zur Gesamtmenge von mTOR in der
Ischamiegruppe (sl16) und dessen Kontrollgruppe (K-sl16) geringer ausfallt als in der
Reperfusionsgruppe (sR4) und der entsprechenden Kontroligruppe (K-sR4). Diese
Beobachtung deutet darauf hin, dass mTORC1 in sl16 und K-sl16 deutlich weniger aktiv ist
als in sR4 und K-sR4. Da die Normierung der Daten jeweils auf die entsprechende
Kontroligruppe erfolgte, fallt dies bei alleiniger Betrachtung der relativen
Phosphorylierungslevel nicht auf. Diese Beobachtung sollte in Zukunft ndher untersucht
werden und mégliche Einfluss- und Stérfaktoren, wie zum Beispiel die Zusammensetzung der
Puffer und Kulturmedien, kritisch gepruft werden.

Neben der Aktivitdt von mTORC1 wurde ebenfalls die Aktivitdt des Autophagie-Aktivators
AMPK durch die Analyse der relativen AMPK-Thr172 Phosphorylierung, untersucht (Hawley
et al., 1996, Klionsky et al., 2021). Hier zeigte sich nach 16 Stunden Ischamie eine deutliche
Reduktion der AMPK-Phosphorylierung und somit der AMPK-Aktivitat. Dies scheint zunachst
nicht zu den bisherigen Ergebnissen und der Hypothese einer gesteigerten Autophagieaktivitat
unter I/R zu passen, da in diesem Fall eher mit einer gesteigerten AMPK-Aktivitat zu rechnen
gewesen ware. Die reduzierte AMPK-Phosphorylierung nach 16 Stunden Ischamie kann unter
Berlcksichtigung der bisher diskutierten Ergebnisse jedoch auf eine Uber den zeitlichen
Verlauf der I/R-Simulation differenzierte Autophagieaktivitat hindeuten. So ist es denkbar, dass
Autophagie, zu Beginn des 16-stindigen ischamischen Reizes, AMPK-vermittelt aktiviert
wurde. Eine AMPK-vermittelte Autophagieaktivierung durch Ischamie konnte in anderen
Arbeiten bereits gezeigt werden (Matsui et al., 2007, Sciarretta et al., 2011). Infolge einer
anfanglich starken Autophagieaktivierung konnte es, im Sinne eines negativen Feedbacks, zu
einer Hemmung der Autophagie-aktivierenden Kinase AMPK gekommen sein. Dies konnte
eine Uberschielende Autophagieaktivitat verhindern, die wie bereits in Kapitel 1.4.3 erlautert,
zum Zelltod — der Autosis — flihren kann (Liu et al., 2013). Holczer et al. (2020) wiesen durch
periodische Messungen der AMPK-Aktivitat Gber einen Zeitverlauf von 24 Stunden nach, dass
unter einem Autophagie-stimulierenden Reiz, wie langanhaltender Glukosedeprivation, ein
oszillierendes Muster der Autophagieaktivierung auftrat. Dabei konnte Gber den Zeitverlauf
phasenweise eine gesteigerte beziehungsweise verringerte Phosphorylierung von AMPK an
der Stelle Thr172 beobachtet werden. Als Grundlage des oszillierenden Aktivitdtsmusters
unter Autophagie-stimulierenden Bedingungen wurde ein negativer Feedbackmechanismus
zwischen AMPK und ULK1 vermutet (Holczer et al., 2020). Auch im Rahmen anderer Arbeiten

konnte bereits gezeigt werden, dass ULK1 im Sinne eines negativen Feedbacks AMPK in

90



seiner Aktivitat hemmen kann (Loffler et al., 2011). Da es sich bei der I/R-Simulation mit einer
Ischamiezeit von 16 Stunden ebenfalls um einen langanhaltenden Stimulus handelte, kdnnte
die AMPK-Aktivitat zum  Zeitpunkt der Messung bereits durch negative
Feedbackmechanismen nach einer anfanglicher Aktivierung reduziert sein oder sich bei
oszillierender Aktivitat zum Zeitpunkt der Messung in einer Phase mit geringerem
Aktivitatsniveau befunden haben (Abb. 30).

Nach Beendigung des ischamischen Reizes im Rahmen der 4-stlindigen Reperfusion kam es
unter nahrstoff- und sauerstoffreichen Bedingungen zu einer raschen Angleichung der AMPK-
Aktivitat an die Kontrollbedingungen (Kapitel 3.2.2.4.). Dies unterstreicht, dass sich AMPK als
Regulator der Autophagieaktivitdt dynamisch und reversibel an die Umgebungsbedingungen
anpasst. Daruber hinaus tragt AMPK nach gegenwartigem Kenntnisstand in der
Reperfusionsphase nur begrenzt zur Autophagieaktivierung bei. Eine Beclin-1-vermittelte
Autophagieaktivierung scheint in dieser Phase eher vordergriindig zu sein (Matsui et al., 2007,
Sciarretta et al., 2018).

4.2.2.3 Veranderungen autophagieassoziierter Proteine unter BAF-Exposition deuten

eine komplexe Autophagiereaktion unter Ischamie an

Um den Autophagiefluss unter ischamischen Bedingungen noch detaillierter zu untersuchen,
wurden die relativen Proteinmengen von p62 und LC3-Il nach Autophagieinhibition mittels BAF
analysiert (Ablauf siehe Kapitel 2.2.1.5.4). Diese kénnen, nach Blockade der Autophagie auf
Ebene der Fusion und der lysosomalen Degradation, Rickschlisse auf den Autophagiefluss
zulassen (Klionsky et al., 2021, Bjorkoy et al., 2009).

Unter Kontrollbedingungen fiihrte die zusatzliche BAF-Gabe zu einer signifikanten
Akkumulation sowohl von p62 als auch von LC3-ll (siehe Kapitel 3.2.3). Die Akkumulation
dieser Proteine deutet auf eine erfolgreiche Autophagieinhibition mit BAF und eine vorhandene
Autophagieaktivitat hin (Klionsky et al., 2021, Tanida et al., 2005, Bjorkoy et al., 2009).
Dementsprechend ist davon auszugehen, dass Autophagie in den Kardiomyozyten dieser
Simulation bereits unter Basalbedingungen aktiv ist. In Kombination mit den Ergebnissen in
Bezug auf die Titinubiquitinierung (siehe Kapitel 3.2.3) kann somit festgehalten werden, dass
Autophagie unter Basalbedingungen in den Kardiomyozyten ablauft, der Titinabbau dabei aber
nicht vorrangig durch Autophagie erfolgt (Abb. 30).

Unter ischamischen Bedingungen akkumuliert p62 nach 16-stiindiger BAF-Gabe signifikant im
Vergleich zur Ischamie-exponierten Gruppe ohne BAF. Dies deutet ebenfalls auf eine
vorhandene Autophagieaktivitat unter Ischamie hin, die durch BAF unterbrochen wurde
(Bjorkoy et al., 2009). Interessanterweise war die relative Proteinmenge von p62 nach
Ischamieexposition und BAF-Gabe allerdings signifikant geringer als unter
Kontrollbedingungen und BAF-Gabe. Des Weiteren zeigte sich unter Ischamie und BAF keine

signifikante LC3-II-Akkumulation im Vergleich zur Ischamiegruppe ohne BAF. Wie bereits
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diskutiert, wird auf Grundlage der bisherigen Ergebnisse von einer zumindest anfanglich
verstarkt aktivierten Autophagie unter Ischamie ausgegangen. Vor diesem Hintergrund ware
eher mit einer starkeren p62- und LC3-IlI-Akkumulation unter ischamischen Bedingungen zu
rechnen gewesen (Bjorkoy et al., 2009). Mdglicherweise kam es durch eine anfanglich starke
Autophagieaktivierung bei unzureichender BAF-Menge lediglich zu einer unvollstandigen
Unterbrechung des Autophagieflusses, sodass LC3-1l und p62 nicht vollstandig akkumulierten.
Um dieser Hypothese nachzugehen, sollten in Zukunft weitere Untersuchungen unter
Autophagieinhibition mit variierenden Konzentrationen von BAF erfolgen.

Insgesamt bedarf es weiterer Analysen, um die komplexe Dynamik der Autophagie unter den
Simulationsbedingungen nachvollziehen zu kdnnen. Diesbezuglich scheinen insbesondere
Messungen im Verlauf der Ischamieexposition sinnvoll, um Prozesse und Zusammenhange,

die sich Uber den Zeitverlauf von 16 Stunden ereignen, sicher identifizieren zu kénnen.
4.2.3 Hypoxie tragt wesentlich zu den beobachteten Veranderungen bei

Um einordnen zu koénnen, welche Komponenten des ischamischen Reizes flr die
beobachteten Reaktionen verantwortlich sind, wurde abschlielend der Einfluss der Hypoxie
genauer untersucht. Wie in Kapitel 3.3.1 gezeigt, stellte sich der sichere Nachweis der Hypoxie
mithilfe von Hypoxie-assoziierten Proteinen wie HIF1a und GLUT1 herausfordernd dar,
sodass durch die folgenden Analysen das Vorhandensein von hypoxischen
Umgebungsbedingungen nachgewiesen werden sollte. Dafiir erfolgte der Vergleich von drei
Gruppen (Ablauf siehe Kapitel 2.2.1.5.5), wobei die Kardiomyozyten der KP16-Gruppe unter
Kontrollbedingungen kultiviert wurden, die der IP16-Gruppe in Ischamiepuffer ohne Hypoxie
und die der sl16-Gruppe in Ischamiepuffer unter hypoxischen Bedingungen.

In Bezug auf die Titinubiquitinuierung fiel beim Vergleich der drei Gruppen auf, dass die relative
Ubiquitinierung in der IP16-Gruppe signifikant niedriger war als in der Kontrollgruppe (KP16),
sodass davon ausgegangen werden kann, dass auch der Ischamiepuffer selbst einen Einfluss
auf die Titinubiquitinierung hat. Die relative Titinubiquitinierung nach 16-stlindiger
Ischamiesimulation (sl16) war allerdings deutlich geringer als in der IP16-Gruppe (siehe
Kapitel 3.3.2). Demnach scheint die hypoxische Komponente des ischdmischen Reizes
entscheidend flr den gesteigerten Abbau von ubiquitiniertem Titin durch Autophagie zu sein
(Abb. 30). In Bezug auf die relative Proteinmenge von p62 zeigte sich zwischen KP16 und
IP16 kein signifikanter Unterschied. Nach der Ischamiesimulation (sl16) war die relative p62-
Proteinmenge im Vergleich zu beiden anderen Gruppen signifikant reduziert. Auch bei der
Analyse der relativen LC3-II-Proteinmenge zeigte sich lediglich nach der Ischamiesimulation
mit hypoxischem Reiz (sl16) eine signifikante Reduktion. In der IP16-Gruppe war LC3-Il sogar
tendenziell erhéht im Vergleich zur Kontrollgruppe (KP16) und zeigte somit eine zur sl16-
Gruppe gegensatzliche Entwicklung. Die Beobachtung, dass eine signifikante Reduktion der

relativen Proteinmengen von p62 und LC3-Il nur unter Ischamiesimulation mit Hypoxie, nicht
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jedoch nach Kultivierung in Ischamiepuffer ohne Hypoxie auftrat, legt nahe, dass die
veranderte Autophagieaktivitdt maflgeblich durch die hypoxische Komponente des Reizes
ausgeldst wird. Sauerstoffmangel scheint im untersuchten Zellmodell also entscheidend fir
die aktuell angenommene Stimulation der Autophagie zu sein. Dies kann ebenfalls mit
aktueller Literatur in Einklage gebracht werden, da auch in anderen zellkulturellen Modellen
gezeigt werden konnte, dass Hypoxie zu einer Aktivierung von Autophagie fuhrt (Gui et al.,
2016, Chang et al.,, 2019). AbschlieRend wurde die Aktivitdt von AMPK in den drei
Versuchsgruppen verglichen. Interessanterweise zeigte sich dabei bereits in der IP-Gruppe
ein signifikanter Rickgang der AMPK-Phosphorylierung. Dies deutet darauf hin, dass die
AMPK-Aktivitat auch durch Faktoren des Ischamiepuffers, beispielweise den Nahrstoffentzug
oder die pH-Veranderungen, beeinflusst wird. Dies spiegelt sich auch in der Arbeit von Holczer
et al. (2020) wider, denn die oszillierende AMPK-Phosphorylierung konnte dort bereits durch
ein verandertes Nahrstoffangebot ausgeldst werden (Holczer et al., 2020). Unter zusatzlichem
Sauerstoffmangel (sl16) war die AMPK-Phosphorylierung noch starker reduziert, sodass von
einem verstarkenden oder additiven Effekt der Hypoxie auf die AMPK-Regulation
ausgegangen werden kann.

Insgesamt zeigte sich bei allen untersuchten Proteinen und Modifikationen ein signifikanter
Unterschied zwischen der IP16-Gruppe und der sl16-Gruppe (siehe Kapitel 3.3.2), sodass das
Vorhandensein und die Wirkung der hypoxischen Komponente in der sl16-Gruppe belegt
werden konnte. Die Ergebnisse dienen somit im Sinne eines ,proof of principles*als Nachweis,
dass der gewahlte Versuchsaufbau funktional ist und mithilfe der verwendeten

Hypoxiekammer zuverlassig hypoxische Umgebungsbedingungen erzeugt werden kdnnen.

4.2.4 Ubiquitiniertes Titin wird unter Ischamie verstarkt Uber Autophagie

abgebaut

Zusammenfassend lasst sich aus den Messungen in Bezug auf den Titinabbau unter I/R
ableiten, dass die Degradation von ubiquitiniertem Titin in den Kardiomyozyten vor allem unter
ischamischen Bedingungen anteilig durch Autophagie erfolgt (Abb. 30). Ahnliches deutet sich
auch fur die Reperfusionsbedingungen an, allerdings sind hier weitere Messungen notwendig,
um die Dynamik der Titindegradation eindeutig beschreiben zu konnen. Unter
Basalbedingungen zeigte sich kein Hinweis auf einen Abbau von ubiquitiniertem Titin Gber das
Autophagosom, sodass unter diesen Umstanden im untersuchten Modell vermutlich andere
Abbausysteme vorrangig die Proteinqualitatskontrolle von Titin GUbernehmen. Eine detaillierte
Untersuchung dieser Mechanismen in dem zellkulturellen Simulationsmodell bietet sich daher
an. Fur den autophagosomal-lysosomalen Abbau von ubiquitiniertem Titin unter ischamischen
Bedingungen scheint die hypoxische Komponente eine entscheidende Rolle zu spielen, da
ohne diese ein deutlich geringerer Effekt auf die Titinubiquitinierung zu beobachten ist

(Abb. 30). Eine eindeutige Erklarung fir die Ursache des gesteigerten autophagosomal-
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lysosomalen Titinabbaus unter Ischamie kann bislang nicht abschlie’iend gegeben werden.
Da einige Studien darauf hindeuten, dass Autophagie vor allem in der Ischamiephase
kardioprotektiv wirkt (Kanamori et al., 2011, Sciarretta et al., 2018, Matsui et al., 2007), ist es
moglich, dass es sich bei dem gesteigerten Titinabbau um eine Uberlebensstrategie der
Kardiomyozyten handelt, die zu einer raschen Bereitstellung Uberlebenswichtiger
Energietrager fuhrt. Méglicherweise wird dabei nicht zuerst auf zum Zeitpunkt der Ischamie in
sarkomerische Strukturen integriertes und somit funktionell relevantes Titin zurlickgegriffen,
sondern vorrangig auf freies Titin des mobilen Pools (Rudolph et al., 2019). Bei der visuellen
Beurteilung der Gesamtubiquitinierung aller Proteine, zeigte sich unter Ischamie und auch
nach Reperfusion keine deutlich ausgepragte Reduktion der Ubiquitinierung aller Proteine
(siehe Kapitel 3.2.2.1). Dies stellt einen weiteren Hinweis dafur dar, dass es sich bei den
beobachteten Veranderungen des Titinabbaus um einen gezielten Mechanismus handelt.
Diesbezuglich bedarf es weiterer Forschung, fur die sich das hier etablierte in-vitro-Modell
anbietet.

In Bezug auf die Autophagie wird auf Grundlage der bisherigen Messungen von einer
verstarkten Aktivitat zu Beginn des ischamischen Reizes ausgegangen. Im weiteren Verlauf
des langanhaltenden ischamischen Reizes ist von einer Reduktion der Aktivitat, unter anderem
durch eine Hemmung des Autophagieaktivators AMPK, auszugehen (siehe Kapitel 3.2.2.4).
Autophagie wird nach dieser Theorie als dynamischer und anpassungsfahiger Prozess
betrachtet, der durch Feinabstimmung das Gleichgewicht zwischen dem Selbstabbau zum
Selbsterhalt und dem Schutz vor tbermaRigem Selbstabbau mit daraus resultierendem Zelltod
(Autosis) bewahrt. Auch in Bezug auf die Autophagieprozesse scheint die hypoxische
Komponente des ischamischen Reizes entscheidend zu sein, da sich die Veranderungen der
Proteine p62 und LC3-ll ohne Hypoxie nicht reproduzieren lassen (siehe Kapitel 3.3.2).
Lediglich die AMPK-Aktivitdt war auch ohne Hypoxie nach 16-stindiger Kultivierung in
Ischamiepuffer signifikant reduziert.

Da die bisherigen Ergebnisse zur Autophagieaktivitat unter Ischamie teilweise nicht eindeutig
interpretierbar sind, sind weiterflihrende Untersuchungen erforderlich, um die zugrunde
liegenden Prozesse in ihrer Gesamtheit zu verstehen. Weil derzeit lediglich Daten nach 16
Stunden Ischamiesimulation vorliegen, kann Uber die Vorgange, welche im Verlauf der
Ischamie bis zum Messzeitpunkt ablaufen, aktuell nur spekuliert werden. Aus diesem Grund
sollten erganzende Messungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten im Verlauf der Ischamie
durchgeflhrt werden. Darlber hinaus sind vergleichbare Analysen auch wahrend der
Reperfusion notwendig, vor allem vor dem Hintergrund, dass sich in der Literatur Hinweise auf
ein abweichendes Aktivitatsmuster wahrend der Reperfusion finden (Matsui et al., 2007). Auch
die Ergebnisse dieser Arbeit, vor allem in Bezug auf die Autophagie-Regulatoren (siehe Kapitel

3.2.2.4), deuten auf abweichende Ablaufe nach Reperfusion hin.
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Abb. 30: Zusammenfassende Darstellung der Erkenntnisse und Hypothesen zur Autophagie-
assoziierten Titindegradation im I/R-Simulationsmodell
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4.3 Analyse des etablierten in-vitro-1/R-Simulationsmodells

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein in-vitro-I/R-Simulationsmodell mit dem Ziel etabliert,
Modifikationen von Titin unter Ischamie und Reperfusion untersuchen zu kdnnen.
Abschlielend soll die angewandte Vorgehensweise nun kritisch reflektiert und hinsichtlich

ihrer Starken und Schwachen sowie maoglicher Alternativen diskutiert werden.
4.3.1 Starken des Modells

Zu Beginn sei festzuhalten, dass dieses Modell durch den Versuchsaufbau und die
Verwendung adulter Kardiomyozyten die bestmogliche Annaherung eines in-vitro-Modells an
einen Myokardinfarkt im lebenden Organismus darstellt, sodass dieses Verfahren von der ESC
als anzustrebendes in-vitro-Verfahren empfohlen wurde (Lecour et al., 2014). Trotz der GroRe
von Titin war dabei eine Auswertung von Titin-assoziierten Modifikationen gut umsetzbar. So
konnte bei der biochemischen Analyse von Titin auf etablierte und optimierte Verfahren der
Arbeitsgruppe zurlckgegriffen werden, sodass eine zuverlassige und reproduzierbare Analyse
von Titin und seinen Modifikationen mdglich war. Eine herausragende Starke des in-vitro-
Simulationsmodells ist die Méglichkeit bestimmte Parameter zielgenau und prazise einstellen
und variieren zu kdnnen. So besteht beispielsweise die Mdglichkeit den Sauerstoffanteil in der
Hypoxiekammer, den pH-Wert, die Zusammensetzung der Pufferlésungen oder auch die
Temperatur je nach Fragestellung zu variieren. Ebenfalls kann, wie bereits im Rahmen dieser
Arbeit geschehen, die Dauer der Simulation verandert werden, sodass sowohl akute als auch
chronisch ischamische Zustande untersucht werden kénnen. Auch in Bezug auf die Wahl der
Zellen ist dieses Modell flexibel, sodass neben der Untersuchung adulter Kardiomyozyten
auch die Analyse einer anderen Zellpopulation denkbar ist. Beispielsweise konnte die Analyse
von Fibroblasten oder auch die Analyse einer Mischpopulation aus Fibroblasten und
Kardiomyozyten erfolgen, um weitere Erkenntnisse Uber die Beziehung dieser Zelllinien zu
erhalten. Dies koénnte insbesondere in Bezug auf die PKCa-bedingte PEVK-
Hyperphosphorylierung und die moégliche Assoziation zu IL-6 von Interesse sein (siehe Kapitel
4.1.3). Ein weiterer Vorteil dieses in-vitro-Versuchsmodells besteht darin, dass Prozesse, die
im Rahmen von Ischamie und Reperfusion in Kardiomyozyten ablaufen, ohne externe
Einfliusse durch andere Zellarten oder humorale Effekte analysiert werden kénnen (Lindsey et
al., 2018). Dies bietet, in Ergédnzung zu komplexen in-vivo-Modellen, die Mdglichkeit einzelne
spezifische Pathomechanismen und Signalwege zu verstehen. So konnte beispielsweise im
Rahmen dieser Arbeit festgestellt werden, dass Hypoxie und weitere Komponenten der
Ischamie als alleinige Reize nicht ausreichen, um in adulten Kardiomyozyten zu einer
Hyperphosphorylierung der PEVK-Region durch PKCa zu fiihren (siehe Kapitel 4.1). Diese
Information liefert ein wichtiges Puzzleteil zur Entschlisselung des Gesamtmechanismus. Fur
den gréltmoglichen Erkenntnisgewinn bietet sich eine Kombination dieser zellkulturellen

Methode mit in-vivo-Modellen sowie klinischen Daten an.
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Insgesamt kénnen die hohe Variabilitdt und Flexibilitdt sowie die Reduktion potenzieller
Einflussfaktoren als Starken dieses Modells identifiziert werden, die sich bei der Analyse

spezifischer Fragestellungen als vorteilhaft erweisen.
4.3.2 Limitationen des Modells

Trotz der Starken und Vorteile ist dieses in-vitro-Modell auch mit Herausforderungen und
Limitationen verbunden. Diese sollen im Folgenden benannt und eingeordnet werden.

Als eine zentrale Limitation dieses Modells sei anzumerken, dass die I/R-Simulationen unter
kinstlichen und vereinfachten Bedingungen erfolgen, die nicht alle komplexen
Wechselwirkungen eines Organismus abbilden konnen (siehe Kapitel 4.1.3). So fehlen unter
anderem immunologische Interaktionen, mechanische Belastungen und humorale Faktoren.
Wie bereits in Kapitel 4.1.1 angemerkt, kontrahieren die Kardiomyozyten in den Simulationen
dieser Arbeit auflerdem nicht. Ein Grofdteil des Energiebedarfs der Kardiomyozyten wird fur
die Kontraktionsprozesse aufgewendet, sodass bei fehlender Kontraktion ein geringerer
Energieumsatz anzunehmen ist (McDougal and Dewey, 2017, Challoner, 1968). Um dies zu
bertcksichtigen, erfolgten im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls Modelluntersuchungen mit
deutlich verlangerten ischamischen Reizen (siehe Kapitel 3.1.3 und 3.2). Ein Ziel zuklnftiger
Entwicklungen konnte es sein, die Kontraktion beziehungsweise mechanische Belastung als
Teil des I|/R-Modells zu integrieren. Des Weiteren wird die Vergleichbarkeit mit
Kardiomyozyten eines lebenden Organismus dadurch eingeschrankt, dass nach der Isolation
innerhalb kurzer Zeit Dedifferenzierungsprozesse zu Veranderungen der Zellmorphologie
fuhren (Person et al., 2000). Um Einflisse der Dedifferenzierungsprozesse auf die I/R-
Simulation zu minimieren, wurde eine rasch auf die Isolation folgende I/R-Simulation
angestrebt (siehe Kapitel 2.2.1.4). Ziel zuklnftiger Modelle kdnnte es sein, den Zeitabstand
bis zur I/R-Simulation noch weiter zu verringern. Eine weitere Limitation des in-vitro-Modells
dieser Arbeit ist, dass die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen nicht
uneingeschrankt maéglich ist, da Kardiomyozyten aus Ratten verwendet wurden. Insgesamt
bieten in-vitro- und in-vivo-Tiermodelle allerdings eine Moglichkeit weitreichende Erkenntnisse
in Bezug auf pathophysiologische Prozesse zu erlangen, auf Basis derer spezifisch Analysen
und Untersuchungen am Menschen und im klinischen Kontext mdglich sind (Fliegner et al.,
2016, Mukherjee et al., 2022, van der Velden et al., 2022).

In Bezug auf die Methodik und die verwendeten Materialien kann als kritischer Aspekt die
Zeitspanne nach der Ischamiesimulation benannt werden, in der die Ernte der Proben erfolgte.
Denn fiir die Ernte war ein Offnen der Hypoxiekammer unausweichlich, sodass sich die
Ansatze fur diesen Zeitraum wieder in einer sauerstoffhaltigen Umgebung befanden. Um
Einflusse auf die Ergebnisse so gering wie mdglich zu halten, erfolgte eine mdglichst
zeiteffiziente und rasche Ernte. Eine weitere methodische Herausforderung dieser Arbeit war

aulerdem der direkte Nachweis der Hypoxie durch Messung des Anstiegs von Hypoxie-
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assoziierten Proteinen. Aufgrund der erschwerten Nachweisbarkeit von HIF-1a und fehlender
Veranderungen von GLUT1 (siehe Kapitel 3.3.1) wurde ein alternatives Verfahren fliir den
Nachweis von Hypoxie entwickelt (Ablauf siehe Kapitel 2.2.1.5.5). Durch dieses gelang der
Beweis flir das Vorhandensein der Hypoxie und fir die Funktionsfahigkeit der
Hypoxiekammer. Dariber hinaus erméglichte es eine Einschatzung dariber, in welchem
Ausmald Hypoxie, als Teilkomponente der Ischamie, zu Veranderungen des Titinabbaus und
der Autophagieaktivitat beitragt (siehe Kapitel 4.2.3). Ein Ziel fur die Zukunft ist die Entwicklung
einer Methode, mit der ein Nachweis von etablierten Hypoxie-assoziierten Proteinen mdglich
ist. Denkbar ware zu diesem Zweck eine PCR-Analyse Hypoxie-assoziierter Proteine — zum
Beispiel von HIF-1a. Zusatzlich kénnte die Hypoxiekammer um einen Sensor erganzt werden,
der den Sauerstoffanteil der Kammerluft bestimmen kann. So kénnte wahrend der gesamten
Ischamiesimulation eine Kontrolle der Simulationsbedingungen erfolgen.

Eine Limitation, die bei der Interpretation der Ergebnisse ebenfalls berlicksichtigt werden
muss, ist die geringe Stichprobengrofe in einigen Experimenten. Die kleine StichprobengrolRe
ergibt sich zum einen daraus, dass im Rahmen dieser Arbeit zunachst die zellkulturelle I/R-
Simulation etabliert und schrittweise optimiert wurde. Entsprechend war eine Vielzahl
experimenteller Durchldufe mit variierenden Parametern notwendig. Dies erschwerte die
Standardisierung und Planung gréRerer Versuchszahlen. Zum anderen wurde die
StichprobengrofRe bewusst begrenzt, um unter den genannten Umstanden im Sinne des 3R-
Prinzips die Anzahl an Versuchstieren so gering wie moglich zu halten (Flecknell, 2002).
Insbesondere in Konstellationen in denen signifikante Effekte ausblieben — wie es bei den
Phosphorylierungen der PEVK-Region der Fall war (siehe Kapitel 3.1) — erschien eine
Ausweitung der Stichprobenzahl ethisch nicht gerechtfertigt. Vor allem, da sich diese
Beobachtung Uber die unterschiedlichen Modellkonstellationen hinweg konsistent zeigte.

Als weitere Limitation sei angemerkt, dass lediglich punktuelle Messungen und somit
Momentaufnahmen der dynamischen Vorgange erhoben wurden. Es ist also nicht
auszuschlieBen, dass bestimmte Veranderungen in Bezug auf posttranslationale
Modifikationen oder auch in Bezug auf den Titin- Turnover und die Autophagieaktivitat aufgrund
der diskontinuierlichen Messung nicht festgestellt werden konnten. So kann mit den bisher
erhobenen Daten beispielsweise nicht abschliellend beurteilt werden, ob es sich bei der
signifikanten Reduktion der AMPK-Phosphorylierung nach 16-stiindiger Ischamiesimulation
um eine Inhibition der Aktivitdt nach vorheriger Aktivierung oder um eine dauerhaft
herabregulierte Aktivitdt von AMPK handelte (siehe Kapitel 3.2.2.4). Auch hinsichtlich der
Analyse der I/R-Simulation in Kombination mit der Autophagieinhibition durch BAF besteht
weiterer Forschungsbedarf. Zum einen ist dies erforderlich, um die Veranderungen von p62
und LC3-Il unter Ischamie und BAF-Exposition einordnen zu kdnnen (siehe Kapitel 4.2.2.3)

und zum anderen, um die reperfusionsassoziierten Prozesse detaillierter zu untersuchen.
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Abschlieend kann festgehalten werden, dass sich das in-vitro-I/R-Modell in Ergéanzung zu in-
vivo-Modellen und klinischen Daten fir die Analyse von Titinmodifikationen unter Ischamie und
Reperfusion eignet. Das Modell weist vor allem Starken bei der Steuerbarkeit der
Versuchsbedingungen und der selektiven Betrachtung einzelner Aspekte und Zellgruppen auf.
Da es auf der anderen Seite zu einer Vereinfachung der zellularen Realitdt kommt, ist im
weiteren Verlauf zur Auflésung pathophysiologischer Mechanismen die Kombination mit in-

vivo-Modellen und klinischen Analysen unumganglich.
4.4 Fazit

Zusammenfassend konnte mit dem etablierten zellkulturellen I/R-Modell eine geeignete
Méoglichkeit geschaffen werden, um unterschiedliche Titinmodifikationen unter [/R-
Simulationsbedingungen zu untersuchen. Im Rahmen dieser Arbeit konnten bereits
Ergebnisse zu zwei unterschiedlichen Titinmodifikationen unter I/R gewonnen werden — zum
einen zur posttranslationalen Phosphorylierung der elastischen PEVK-Region von Titin und
zum anderen zur abbauassoziierten Titinubiquitinierung sowie den damit verbundenen
Degradationsprozessen. Die in diesen Bereichen erlangten Erkenntnisse liefern einen Beitrag
zum besseren Verstandnis der zugrundeliegenden Prozesse und zeigen, dass das etablierte
zellkulturelle I/R-Modell eine geeignete Grundlage fir weiterfihrende Analysen darstellt.
Aufbauend auf den gewonnenen Erkenntnissen scheinen insbesondere Erweiterungen um
zusatzliche Messzeitpunkte sowie die Auswertung weiterer relevanter Parameter sinnvoll, um

die komplexen Ablaufe der Titinmodifikationen unter I/R noch umfassender zu verstehen.
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