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Zusammenfassung

Die funktionelle Analyse von langen, nicht-kodierenden RNAs (IncRNAs) und ihrer Rolle bei
der Regulation der metabolischen Homdostase liefern bedeutsame Einblicke in diverse
metabolische Regelkreise. Die vorliegende Arbeit beschreibt eine IncRNA namens mito-Inc,
welche direkt in die Regulation des essentiellen, verzweigtkettigen Aminosaure (branched
chain amino acid; BCAA) Metabolismus involviert ist und daher eine wichtige Funktion bei
der Aufrechterhaltung der metabolischen Homoostase hat.

Die Gruppe der BCAAs umfasst die drei Aminosauren Valin, Leucin und Isoleucin, deren
Katabolismus eine essentielle Rolle im humanen Stoffwechsel spielt. Die ersten beiden
Schritte des Katabolismusweges der BCAAs sind fiir alle drei Aminosauren gleich. Zuerst
erfolgt der Transaminaseschritt Uber die branched chain amino acid transaminase 2
(BCAT2). Die entstehendenden Ketoazide werden dann vom branched chain ketoacid
dehydrogenase (BCKD) Komplex dehydrogenisiert. Der BCKD Komplex ist das
Schlisselenzym bei der Regulation des katabolischen BCAA Fluxes. Mutationen des BCKD
Komplexes gehen einher mit schwerwiegenden, oft todlich verlaufenden Erkrankungen,
wie der Ahornsirupkrankheit (Maple syrup urine disease; MSUD).

Wir konnten zeigen, dass die mitochondriell lokalisierte IncRNA mito-Inc mit dem BCKD
Komplex interagiert und den katabolischen BCAA Flux reguliert. Molekularbiologische
Interaktionsstudien bestatigen die alpha-Untereinheit der BCKDH als direkten
Interaktionspartner fir mito-Inc. Die in vivo Deletion des genomischen Lokus von mito-Inc
in der Maus fiihrt schlieRlich zu einer Verringerung der Aktivitat des BCKD Komplexes im
Herzen der KO-Mduse und resultiert in der Akkumulation freier BCAAs im Gewebe.
Zusatzlich entwickeln die mito-Inc KO-Mause weitere Storungen im kardialen Stoffwechsel.
Mechanistisch konnten wir zeigen, dass der Verlust von mito-Inc nicht mit einer
Veranderung der Zusammensetzung des BCKD Komplexes einhergeht, ebenso konnte eine
potentielle Transportfunktion von mito-Inc fir dessen Interaktom ausgeschlossen werden.
Daher vermuten wir flir mito-Inc eine Funktion als putativer allosterischer Aktivator der
E1-Untereinheit des BCKD Komplexes. In Folge der BCAA-Akkumulation zeigen die mito-Inc
KO-Mause eine Aktivierung des mTORC1 Komplexes.Die Aktivierung des mTOR
Signalweges resultiert schlieRlich in der Ausbildung einer kardialen Hypertrophie in den
mito-Inc KOMausen. Die mito-Inc induziert also eine Erhéhung des katabolischen Fluxes der

BCAAs und sichert die Aufrechterhaltung der metabolischen Homoostase.



Summary

The functional analysis of long non-coding RNAs (IncRNAs) and their role in the regulation
of metabolic homeostasis are constantly providing meaningful insights into various
metabolic control mechanisms. This Thesis describes the function of mito-Inc, a IncRNA,
which is directly involved in the regulation of essential branched chain amino acid (BCAA)
metabolism and thus plays a pivotal role in maintaining metabolic homeostasis.

The group of BCAAs includes the three amino acids valine, leucine and isoleucine, whose
catabolism plays an essential role in human metabolism. The first two steps of the catabolic
pathway of BCAAs are identical for all three amino acids. First, the transaminase step is
carried out via the branched chain amino acid transaminase 2 (BCAT2). The resulting
ketoacids are then further processed by the branched chain ketoacid dehydrogenase
(BCKD) complex. The BCKD complex is the key enzyme in the regulation of the catabolic
BCAA flux. Mutations in the BCKD complex are associated with severe and often lethal
diseases, such as maple syrup urine disease (MSUD).

We demonstrated that the mitochondrially localized IncRNA mito-Inc interacts with the
BCKD complex and regulates the catabolic BCAA flux. Molecular biological interaction
studies provided the alpha-subunit of BCKDH as a direct interaction partner of mito-Inc.
In vivo deletion of the genomic locus of mito-Inc in mice resulted in the reduction of the
BCKD complex activity in KO mice hearts as well as accumulation of free BCAAs in the tissue.
Moreover, mito-Inc KO mice developed various other disorders associated with the cardiac
metabolism. Mechanistically, we showed that the loss of mito-Inc is not associated with a
change in the composition of the BCKD complex and were able to exclude a potential
transport function of mito- Inc for its interactome. For these reasons, we suspected that
mito-Inc might be a putative allosteric activator of the E1 subunit of the BCKD complex,
therefore increasing the levels of most amino acids in the heart of the mito-Inc KO mice.
Furthermore, BCAA accumulation activated the mTOR complex which led to the
development of cardiac hypertrophy in the mito-Inc KO mice. Finally, it may be concluded
that mito-Inc induces an increase in the catabolic flux of BCAAs and ensures the

maintenance of metabolic homeostasis.
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1. Einleitung

1.1 Lange, nicht-kodierende RNAs (IncRNAs) und ihre Rolle in der

metabolischen Homdostase

Lange Zeit galt hinsichtlich der Genexpression das Dogma DNA—>RNA->Protein. Doch mit
der Entdeckung der Funktion von diversen nicht-kodierenden Genen folgte ein Wandel in
der Wissenschaft gefolgt von einem grofRen sich ergebenden Pool an Méglichkeiten zur
Ursachenanalyse in der Medizinforschung und damit einhergehend die Entwicklung neuer
Therapieansatze fir diverse Krankheitsbilder. Im Gegensatz zu vielen protein-kodierenden
Genen sind IncRNAs duRerst Spezies- und Gewebespezifisch exprimiert und zudem sehr
flexibel in ihrer Funktion auf Basis ihrer Molekilstruktur. [20-22]

Nicht-kodierende RNAs lassen sich anhand ihrer charakteristischen Eigenschaften und
Funktionsweisen in unterschiedliche Klassen einstufen. lhre Klassifizierung kann nach ihrer
GrolRe, ihrer genomischen Lokalisierung, oder ihren strukturellen Eigenschaften erfolgen.
Nicht-kodierende RNAs <200 bp Nukleotidlange werden als kleine, nicht-kodierende RNAs
bezeichnet. Zu ihnen gehdren die transfer RNAs (tRNAs), small nucleolar RNAs (snoRNAs),
small nuclear RNAs (snRNAs), piwi protein-associated RNAs (piRNAs) und microRNAs
(miRNAs). RNAs >200 bp gelten als lange, nicht-kodierende RNAs. Die Gruppe der
nicht-kodierenden RNAs, langer als 200 bp beinhaltet die ribosomale RNA (rRNA) und die
langen, nicht-kodierenden RNAs (IncRNAs). Zu den IncRNAs werden auch antisense RNAs
(AS-RNAs), sowie enhancer RNAs (eRNAs) gezahlt. Des Weiteren werden IncRNAs auch als
regulatorische RNAs bezeichnet, wahrend rRNAs zur Gruppe der housekeeping RNAs
gezahlt werden. Die IncRNAs werden Uber ihre Lange, ihre intergenomische Lokalisierung
und ihre Exon/Intron Struktur definiert und dementsprechend in verschiedene Klassen
aufgeteilt (Abb. 1.1). Ein Faktor bei der Charakterisierung von IncRNAs ist das
Kodierungspotential. Dieses beruht unter anderem auf dem Vorhandensein und der Lange
der offenen Leserahmen (ORF’s) der entsprechenden RNA. Die meisten IncRNAs haben nur
dulerst kurze oder gar keine ORF’s innerhalb ihrer Basenabfolge und folglich ein niedriges
Kodierungungspotential. [28] Sie werden, wie auch mRNAs, von der RNA Polymerase Il
(RNA Polll) transkribiert und kénnen gespleillt werden. Weiterhin haben auch IncRNAs eine
5’cap und sind polyadenyliert. Meist sind sie jedoch deutlich schwacher exprimiert als

protein-kodierende mRNAs. |hre Molekilstruktur bietet die Moglichkeit fiir ein groRes
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Spektrum an Interaktionspartnern. Die Interaktion von IncRNAs kann mit DNA und RNA
Molekiilen sowie mit Proteinen erfolgen und erweitert so das Funktionsspektrum der
langen, nicht-kodierenden RNAs (Abb. 1.1). Die Moglichkeiten zur Lokalisierung von
IncRNAs bieten weitere Optionen zur Expression ihrer diversen regulatorischen
Funktionen. Die IncRNAs spielen dadurch eine besonders interessante Rolle bei der
Regulation der nuklearen und extranuklearen Genexpression sowie auch bei diversen

metabolischen Prozessen. [20-28]
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Abb. 1.1 Klassifizierung und Funktion von IncRNAs. (A) Klassifizierung von IncRNAs
Uber ihre genomische Lokalisierung. Die IncRNAs (Blau), die in Leserichtung mit
Exonen von protein-kodierenden Genen (Rot) tUberlappen, werden als exonisch sense
bezeichnet. Liegen diese im intronischen Bereich des kodierenden Gens sind sie
intronisch sense. Antisense IncRNAs Uliberlappen mit protein-kodierenden Genen,
werden jedoch in dessen antisense Richtung transkribiert. Bidirektionale IncRNAs
teilen sich haufig eine Promotorregion mit dem <1 kb upstream liegenden
protein-kodierenden Nachbargen, werden aber entgegengesetzt transkribiert. Die
IncRNAs, welche zwischen zwei protein-kodierenden Genen lokalisiert sind, werden
als intergenische IncRNAs bezeichnet. (B) Die Funktionsweise von IncRNAs ist
vielfdltig und hangt zudem stark von deren zelluldarer Lokalisierung ab. Im Nukleus
beeinflussen sie die Transkription ihrer jeweiligen Zielgene Giber spezifische RNA-DNA
und RNA-Protein Interaktionen. Im Zytoplasma kénnen IncRNAs einerseits die
Expression ihrer Zielgene durch RNA-RNA Interaktion regulieren, andererseits liefern
RNA-Protein Interaktionen weitere Moéglichkeiten zur Regulation von Signalwegen.
[verandert nach 89,28]



Die Regulation der metabolischen Homoostase liber IncRNAs ist sehr vielfdltig, genau wie
die individuellen Funktionen der einzelnen RNAs (Abb. 1.2). Abhangig vom Zeitpunkt der
Expression, sowie der Lokalisierung, konnte fiir metabolisch exprimierte IncRNAs haufig
eine Korrelation deren Funktion mit diversen physiologisch, pathologischen
Veranderungen festgestellt werden. [26-28] Besonders prominent sind dabei IncRNAs, die
spezifisch in der Leber und im Fettgewebe exprimiert werden [26]. Diese stehen gehauft
im Zusammenhang mit Adipositas, Insulin Resistenz (IR) und kardiovaskuldren Krankheiten
(CVDs) in Folge unterschiedlicher metabolischer Verdnderungen [26]. Besonders im
Fettgewebe exprimierte IncRNAs spielen metabolisch eine bedeutende Rolle, da das
Fettgewebe besonders wichtig bei der Aufrechterhaltung der Energiebilanz des Korpers ist.
Die meisten im Fettgewebe beschriebenen IncRNAs sind regulatorisch bei der
Adipogenese, sowie auch dem Metabolismus der Adipozyten aktiv. [26, 29-31] Fiir Neatl
konnte zum Beispiel eine kernlokalisierte Interaktion mit miR-140 zur Inhibierung der
Adipogenese gezeigt werden [32].

Auch unabhangig von der gewebespezifischen Expression konnen IncRNAs die
metabolische Homdostase des Korpers regulieren [26]. Die IncRNA H19 kodiert fir zwei
miRNAs, welche eine Rolle bei der Muskelregeneration spielen. Gleichzeitig reduziert H19
auch die Expression von Klasse |l HDACs (Histone Deacetylases), welche eine wichtige Rolle
bei der Adipogenese spielen und nimmt somit Einfluss auf den Energiehaushalt des
Korpers. Als ein weiteres Beispiel fiir organiibergreifende Funktionsweisen von IncRNAS
kann erneut Neatl genannt werden. Wie bereits erwahnt spielt diese eine wichtige Rolle
bei der Adipogenese. Fiir Neatl konnte jedoch zusatzlich eine starke Expression im Gehirn
gezeigt werden, wo sie im Zusammenhang mit der Synapsenbildung steht. [26,32-33]

Im Herzmuskel wurden bereits einige besonders in der Entwicklung beteiligte IncRNAs
beschrieben. Bis heute jedoch keine, die im direkten Zusammenhang mit der Regulation
des kardialen Metabolismus steht. Ahnlich sieht dies auch in der Skelettmuskulatur aus.
Obwohl einige der beschrieben IncRNAs im Zusammenhang mit ihrer Rolle in der
Muskeldifferenzierung auch einen Einfluss auf deren Physiologie und somit einen putativen
Effekt auf den Metabolismus haben, konnte bislang keine muskuldre IncRNA mit direkter
metabolisch-regulatorischer Funktion gezeigt werden. [26]

Die Leber spielt eine zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung der metabolischen

Homoostase. Folglich ist die Erforschung von IncRNAs, involviert in die Regulation des
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hepatischen Stoffwechsels weitaus fortgeschrittener [26]. Die IncRNA SRA (steroid receptor
RNA activator) wurde beschrieben bei der Regulation der Fettsaure beta-oxidation in der
Leber beteiligt zu sein [34].

Diese Beispiele metabolisch involvierter IncRNAs spiegeln die Komplexitat der Funktion von
IncRNAs und damit einhergehend auch die putativen Moéglichkeiten zur Entwicklung neuer

Therapiemoglichkeiten fiir eine Vielzahl metabolischer Erkrankungen.

Fettgewebe

ADNCR
ADINR
BATE1
BATE10
BLNC1
H19

MEG3
MIR31HG
NEATI
PU.1AS

Skelettmuskulatur

H19 IncRNAs

MD1 in 1/2-sbs RNA
MUNC metabolischer BVHT

RAM

Organ- UPH

YAMS S
Homdoostase

BACE1-AS

LSTR

H1o MALAT
MALATA1 MIAT

SRA NEAT1

Leber Gehirn

Abb. 1.2: Ubersicht metabolisch relevanter IncRNAs. Die IncRNAs, die spezifisch in
metabolisch aktiven Organen exprimiert werden, spielen haufig auch eine Rolle in
diversen Regulationsmechanismen der metabolischen Homoéostase. [verdndert nach
26]

1.2 Metabolismus und Stoffwechselserkrankungen

Der Begriff Metabolismus beschreibt bildungssprachlich Prozesse der Umwandlung und
Veranderung. In der Biologie wird darunter der Stoffwechsel eines Organismus
beschrieben.  Stoffwechselprozesse  sind  Uberlebenswichtige  Vorgidnge  zur
Energiespeicherung und der Erhaltung der Kérpersubstanz. Die Aufrechterhaltung der
metabolischen Homoostase des Korpers erfordert eine enge Zusammenarbeit der aktivam
metabolischen Flux beteiligten Organe. Dazu gehdren vor allem die Leber, die

Skelettmuskulatur, das Fettgewebe und auch das Herz. Charakterisiert wird der Begriff
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Metabolismus durch die Umsetzung oder den Abbau von Nahrung und deren Umwandlung
in diverse Metabolite. Dabei werden anaboler und kataboler Stoffwechsel unterschieden
(Abb. 1.3). Katabole Reaktionen liefern Energie gespeichert in Metaboliten, wie zum
Beispiel ATP, welche wiederum fiir anabole Stoffwechselprozesse verwendet werden. Uber
die Nahrung aufgenommene Kohlenhydrate, Fette und Proteine werden im Katabolismus
unter anderem zu Glukose, Pyruvat und Acetyl-CoA umgesetzt. Diese Metabolite konnen
im Anabolismus zur Synthese essentieller Bestandteile verstoffwechselt werden. Glukose
wird in der Glykolyse zu Pyruvat umgewandelt, welches fiir die Produktion von Acetyl-CoA
bendtigt wird. Zentral im Metabolismus befindet sich der TCA-Zyklus. Dieser beinhaltet
Anabole, wie auch katabole Stoffwechselprozesse. Die Aufrechterhaltung der
metabolischen Kérperhomoostase erfordert eine strenge Regulation der metabolischen
Prozesse des Korpers und somit eine, gut aufeinander abgestimmte, interorganische
Kommunikation. Ermoglicht wird dies Uber ein groRes Netzwerk vielfaltiger
Signalkaskaden. Hinzu kommt die individuelle Organspezifizitdit. Jedes Organ hat seine
eigenen Bedrfnisse hinsichtlich der Eigen-Versorgung von Nahrstoffen und Metaboliten,
sowie als auch, mit seiner Funktion in der gesamten metabolischen Kérperhomdostase.

[1-10]

Glycerol 4J—P Fettsduren Aminosiuren

NH3
i *

Kohlenhydrate

Pyruvat ———Jp Acetyl -CoA

TCA
Zyklu

Urea
Zyklus

Glykolyse

N |

N

RNA/DNA
Synthese

Ll

Fettsauren

Glukogen/Starke AS Synthese

Abb. 1.3: Ubersicht des anabolen und katabolen Stoffwechsels. Uber die Nahrung
aufgenommene Kohlenhydrate, Fette und Proteine werden im Katabolismus unter
anderem zu Glukose, Pyruvat und Acetyl-CoA umgesetzt. Diese Metabolite kénnen im
Anabolismus zu Synthese koérperwichtiger Bestandteile, wie Glukogen,
Phospholipiden, Fetten, RNA/DNA und Aminosduren verstoffwechselt werden.
Zentral im Metabolismus befindet sich der TCA-Zyklus. Dieser beinhaltet Anabole, wie
auch katabole Stoffwechselprozesse. [verdandert nach 204]




Viele chronische Stoffwechselerkrankungen wie zum Beispiel Diabetes, Insulin Resistenz
(IR) oder Adipositas zeigen Stérungen im Metabolithaushalt. und gehen einher mit einer
pathologischen Verdanderung der metabolischen Rate der betroffenen Organe. Die
Veranderungen des metabolischen Fluxes, sowie der Metabolitkonzentrationen kann vor
allem Folgeerkrankungen des kardiovaskuldren Systems nach sich ziehen (Abb. 1.4). Das
Extrembeispiel metabolischer Stérungen ist dabei das metabolische Syndrom. Von diesem
spricht man beim Auftreten mehrerer metabolischer Gesundheitsrisiken. Dazu zahlt man
im Allgemeinen Diabetes, Adipositas, Bluthochdruck und erhohte Blutfettwerte, auch als
Jtodliches Quartett” bezeichnet. Das metabolische Syndrom ist pradestiniert fiir die
Entwicklung von kardiovaskuldren Krankheiten (CVDs) und Schlaganfallen. Ursachen sind
haufig ein ungesunder Lebensstil, wie zum Beispiel die falsche Erndhrung im
Zusammenhang mit akutem Bewegungsmangel, aber auch genetische Faktoren spielen
eine wichtige Rolle. Wichtig ist jedoch, dass bereits jedes dieser Risikofaktoren allein schon
ein erhohtes Risiko bergen kann an CVD zu erkranken. Bis heute sind die zu Grunde
liegenden molekularbiologischen Ursachen der Entstehung des metabolischen Syndroms

allerdings nicht vollstandig geklart. [11-19]
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1.3 Der Aminosaure Metabolismus

Einen wichtigen Anteil bei der metabolischen Homdostase spielt der
Aminosaurestoffwechsel. Aminosauren (AS) bilden den Grundstein der Proteinbiosynthese
und damit auch fir das Zellwachstum. Sie spielen eine entscheidende Rolle im
Stickstoffhaushalt und bei der Signalwirkung zur Regulation der metabolischen
Homoostase. Auch im Energiehaushalt und dem Kohlenhydratstoffwechsel sind
Aminosaduren nicht weg zu denken.

Aminosduren sind organische Kohlenstoffverbindungen mit mindestens einer
Amino- (-NR2) und Carboxygruppe (-COOH). Hinsichtlich der Position der Aminogruppe zur
Carboxygruppe bilden Aminosduren eine a-, B-, oder y-Struktur aus. Die Klasse der
o-Aminosauren beinhaltet die proteinogenen Aminosaduren, welche zur Proteinbildung
verwendet werden. Es gibt 20 Aminosduren, die zu den kanonischen und proteinogenen
Aminosauren gezahlt werden (Tabelle 1.1). Neun von ihnen sind fir den Menschen
essentiell und missen Uber die Nahrung aufgenommen werden. Zu ihnen zahlen Histidin,
Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin, Phenylalanin, Threonin, Tryptophan und Valin.
Aminosauren haben mindestens zwei funktionelle Gruppen und eine Seitenkette ,R“ (mit
Ausnahme Glycin), welche entscheidend fiir das chemische Verhalten und die
Eigenschaften der Aminosauren sind. Die Kombination von basischer Aminogruppe und
saurer Carboxygruppe machen so aus Aminosaduren gleichzeitig Saure und Base.
Aminosaduren haben auf Basis ihrer Seitenkette unterschiedliche Eigenschaften und werden
daher in aliphatische, aromatische, amidierte, hydroxylierte, schwefel-enthaltende, sowie

basische und saure Aminosauren unterteilt. [35-42]



Tabelle 1.1: Ubersicht der 20 kanonischen, proteinogenen AS

Name Abk. Symbol Seitenketten
Alanin Ala A Aliphatische

Glycin Gly G Aliphatische
Isoleucin lle I Aliphatische

Leucin Leu L Aliphatische

Prolin Pro P Aliphatische

Valin Val \' Aliphatische
Asparagin Asn N Amidierte

Glutamin Gin Q Amidierte
Phenylalanin Phe F Aromatische
Tryptophan Trp W Aromatische

Tyrosin Tyr Y Aromatische; Hydroxylierte
Serin Ser S Hydroxylierte
Threonin Thr T Hydroxylierte

Arginin Arg R Basische

Histidin His H Basische

Lysin Lys K Basische

Aspartat Asp D Saure

Glutamat Glu E Saure

Cystein Cys 6] Schwefel-enthaltende
Methionin Met M Schwefel-enthaltende; Aliphatische

[verdndert nach 83,84,90,205]

Auch die nicht-proteinogenen Aminosduren spielen eine essentielle Rolle bei der
Aufrechterhaltung der metabolischen Kérperhomdostase. Diese werden grofRtenteils aus
den 20 proteinogenen a-Aminosauren gebildet. Einige der nicht-proteinogenen
Aminosauren wie GABA oder BAIBA fungieren als Neurotransmitter und haben eine
essentielle Signalwirkung, welche nicht nur auf das Nervensystem begrenzt ist. Weitere
nennenswerte, nicht-proteinogen Aminosauren sind zum Beispiel Thyroxin, DOPA
(Dihydroxyphenylalanin)und Ornithin. [43-46]

Als Aminosadurestoffwechsel bezeichnet man den allgemeinen Vorgang des Abbaus, sowie
der Produktion von Aminosaduren (Abb. 1.5). Der Abbau von Aminosauren beginnt meist
mit deren Deaminierung zu a-Ketoaziden unter Abspaltung der Aminogruppe, welche
spater in den Harnstoffzyklus eingebracht wird. Die a-Ketoazide werden unter anderem zur
Produktion von Fettsauren, Ketonkérpern und Glukose verwendet. Im Zusammenhang mit
ihrem Abbau wird daher eine weitere Unterteilung in ketogene, glukogene und gemischt
keto- und glukogene Aminosduren vorgenommen. Die Abbauprodukte ketogener
Aminosduren werden in den Zitrat-Zyklus eingespeist, wahrend der Abbau glukogener
Aminosauren der Glukoneogenese zu Gute kommt. [39,46-47]

Veranderungen im Aminosdure Haushalt stehen haufig im Zusammenhang mit diversen
pathologischen Verdanderung des menschlichen Korpers. So sind Krankheiten wie das

metabolische Syndrom und dessen Folgeerkrankungen assoziiert mit Veranderungen im



Aminosaurehaushalt. In diesem Zusammenhang konnten vor allem Stoérungen der
aromatischen und verzweigtkettigen Aminosaure gezeigt werden. So konnte zum Beispiel
gezeigt werden, dass die Level der Aminosdure Isoleucin, Tyrosin und Phenylalaninwaren

im Zuge kardiovaskuldrer Krankheiten (CVD’s) pathologisch verandert waren. [35-37, 203]
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Abb.: 1.5: Schematische Darstellung des Aminosaurestoffwechsels. Die

Degradierung von Aminosduren beginnt mit deren Aufnahme lGber die Nahrung in den
Organismus. Die aufgenommenen Aminosauren werden deaminiert bzw.
transaminiert, wobei a-Ketoglutarat zu Glutamat umgewandelt wird und a-Ketoazide
entstehen. Diese werden vom Korper weiter verwendet und zur Synthese von
Ketonkorpen, Fettsduren oder Glukose genutzt. Auch im TCA-Zyklus werden Ketoazide
verwendet. Der abgespaltene Stickstoff der katabolisierten Aminosduren geht
wiederum in den Urea Zyklus ein, oder wird direkt als NH,;* lber den Urin
ausgeschieden. Aminosauren konnen aulerdem zur Synthese weiterer
Stickstoffhaltiger Verbindungen verwendet werden. Darunter zum Beispiel die
Neurotransmitter GABA, Melatonin oder Serotonin. Auch zur Synthese von Purinen
und Pyrimidinen werden Aminosduren bendtigt. [verdndert nach 206]



1.4 Der BCAA Metabolismus

1.4.1 Verzweigtkettige Aminosduren - BCAAs (Branched-Chain Amino Acids)

Die drei BCAAs Leucin, Valin und Isoleucin gehoren zu den essentiellen Aminosauren (AS).
BCAAs machen etwa 35% der essentiellen Aminosdauren in Sdugetieren aus. Die
funktionelle Gruppe aller BCAAs ist verzweigtkettig, klein und hydrophob (Abb. 1.6 A). Der
BCAA Metabolismus ist in allen Lebensformen sehr dhnlich und Giberwiegend konserviert.
Der Abbau von BCAAs findet vor allem in der Leber, der Niere, der Skelettmuskulatur, im
adipogenen Gewebe und dem Herzen statt. Doch auch im zentralen Nervensystem (ZNS)
spielen BCAAs eine essentielle Rolle. Im ZNS sind BCAAs essentiell fir die
Neurotransmittersynthese, die  Proteinsynthese und die Regulation der
Nahrungsaufnahme. [48-51]

Der Abbau von BCAAs dient unter anderem der Produktion von Acetyl-CoA, welches vor
allem in den Tricarbonsaure (TCA) Zyklus eingespeist wird. BCAAs sind zudem wichtige
Stickstofflieferanten fiir die Synthese von Alanin und Glutamin im Skelettmuskel. Sie sind
aulBerdem fiir die Glutaminsdure-Neurotransmittersynthese im ZNS von essentieller
Bedeutung. BCAAs und ihre Intermediate wirken auch als Signalmolekiile und haben so
einen Einfluss auf diverse Stoffwechselprozesse, wie der Proteinbiosynthese, oder der
Insulin Sekretion. Da es sich bei BCAAs um essentielle Aminosduren handelt, muss deren
Aufnahme, sowie ihr Abbau vom Organismus prazise im Gleichgewicht gehalten werden.
Die Menge an freien BCAAs kann in zwei unterschiedliche Pools aufgeteilt werden, den
zirkulierenden Anteil im Blut und den Anteil im Gewebe. Uber die Nahrung aufgenommene
BCAAs befinden sich zunéachst zirkulierend im Blut, von wo aus sie dann den verschiedenen
Organen im Korper zur Verfligung gestellt werden. Ungenutzt werden die BCAAs Uber den
Urin wieder ausgeschieden. Interessanterweise kann so bei sehr geringen BCAA
Konzentrationen deren oxidativer Katabolismus erhoht werden, um eine Vergeudung der
essentiellen Aminosduren so gering wie moglich zu halten. Dies ermdglicht die schnelle
Verarbeitung der Aminosduren, um so die aufgenommenen BCAAs effizient nutzen zu

kénnen. [48,50,60]
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1.4.2 Der BCAA Katabolismus

Der gesamte oxidative Prozess des BCAA Katabolismus (Abb. 1.6 C) findet in der inneren
Membran an der inneren Oberflache der Mitochondrien statt. Der Katabolismus aller drei
BCAAs beginnt zundchst mit der Transaminierung durch die branched chain
amino-Transferasen (BCATs). Der Prozess der Transaminierung ist dabei reversibel. Es
existieren zwei Isoenzyme der BCAT, die BCAT1 (cBCAT) und die BCAT2 (mBCAT). Wahrend
die BCAT1 ein zytoplasmatisches Protein ist, stellt die BCAT2 ein mitochondriales Protein
dar. Die BCAT1 wird hauptsachlich im Gehirn exprimiert, wahrend die BCAT2 ubiquitar, mit
Ausnahme der Leber, exprimiert wird. Beide Isozyme sind Vitamin B6 oder
Pyridoxalphosphat abhangig. Die aus der Transaminierung resultierenden alpha-Ketoazide
(BCKAs) werden im folgenden Schritt, irreversibel, durch den branched chain amino acid
dehydrogenase (BCKDH) Komplex oxidiert. Der BCKDH Komplex katalysiert dabei eine
oxidative Decarboxylierung, wobei eine CoA-Gruppe, unter CO, Abspaltung, kovalent an
das oxidierte Ketoazid gebunden wird. Der BCKDH Komplex (Abb. 1.6 B) besteht aus drei
Untereinheiten (E1, E2, E3). Die E1 Untereinheit ist eine Thiamin-abhangige Decarboxylase,
welche als alpha2/beta2 Heterotetramer vorliegt. Kodiert wird diese vom Bckdha und
Bckdhb Gen. Die E2 Untereinheit des BCKD Komplexes ist eine Lipoate-abhangige
Dihydrolipoyl Transacylase, welche vom Dbt Gen kodiert wird. DBT ist zustandig fir den
Transfer der Acyl-Gruppe an das Coenzym A. Die E3-Untereinheit ist eine FAD-abhangige
Dihydrolipoyl Dehydrogenase, welche vom DId Gen kodiert wird. DLD ist zustandig fiir den
Transfer des Elektrons zu NAD*. Der Katabolismus im Anschluss an die Decarboxylierung
der a-Ketoazide ist spezifisch fiir jedes der drei BCAAs (Abb. 1.6 C). [48,50,52-54]

Die Metabolite des BCAA Katabolismus gehen in das CoA-Addukt ein, um im Anschluss im
TCA-Zyklus, in die Ketogenese einzutreten. Jedoch konnen manche Metabolite den
beschriebenen katabolischen Stoffwechselweg der BCAAs verlassen. Diese sind jedoch nur
geringfligig untersucht und bei Weitem nicht vollends verstanden. Im Falle des Valin und
Leucin Soffwechsels sind zudem einige Besonderheiten zu erwdhnen. Im Falle von Leucin
wird im letzten Schritt des Stoffwechselweges Acetyl-CoA und Acetoacetat gebildet.
Acetoacetat kann ohne Eintritt in den TCA-Zyklus, also vor der eigentlichen
Ketonoxidierung, aus der Mitochondrien Matrix diffundieren. Ein weiteres nennenswertes
Intermediat ist B-Hydroxy-Butyrat (3-HIB). 3-HIB ist ein Produkt des Valin Katabolismus,

welches durch die Abspaltung des Coenzym A von B-Hydroxyisobutyryl-CoA entsteht. Im
11



weiteren  Verlauf des Valin  Katabolismus wird das Coenzym A an
Methylmalonat-Semialdehyd erneut gebunden. [48,50,55-57]

Die Ketogenese der BCAAs liefert zusatzlich 3-Hydroxyazide. Diese entstehen vor der
Produktion von Propionyl-CoA oder 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA (HMG-CoA) und
werden als 3—Hydroxyazide (3-Hydroxy-2-Methylbutyric Acid, 3-Hydroxy-2-Ethylpropionic
Acid, 3-Hydroxy-Isovaleric Acid) freigesetzt. Auch bei der Synthese diverser Lipide sind
BCAAs involviert. So wird der Kohlenstoff von Leucin und Isoleucin auch fiir die de-novo
Lipogenese in Adipozyten verwendet. Adipozyten nutzen unter anderem Propionyl-CoA
und Malonyl-CoA um, mit Hilfe der Fettsdaure Synthase, ungeradkettige Fettsauren zu
generieren (Crown, Marze et al. 2015). Die Synthese von verzweigtkettigen Fettsduren
erfolgt ebenfalls mittels der Fettsaure Synthase, welche Isobutyryl-CoA, Isovaleryl-CoA und
2-Methylbutyryl-CoA als Substrate verwendet. Diese speziellen Lipide sowie die erwdahnten
Metabolite des Stoffwechselweges der BCAAs konnten in sehr geringen Konzentrationen
im Serum oder dem Urin von gesunden Menschen detektiert werden. lhre genaue
Bedeutung bei der metabolischen Homoostase ist allerdings immernoch unklar.

[48,50,55,58-59, 201]
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Abb. 1.6: BCAA Metabolismus. (A) Strukturformeln der essentiellen BCAAS Leucin,
Isoleucin und Valin. (B) Vereinfachte Darstellung der Untereinheiten E1 und E2 des
BCKD Komplexes. Der BCKD Komplex besteht aus drei Untereinheiten (E1, E2, E3). Die
Untereinheiten E1 (BCKDH) und E3 (DLD) befinden sich alternierend um den E2 (DBT)
Kern des Komplexes. Die E1 Untereinheit wird aus dem Heterodimer der BCKDH
gebildet. Diese kann am Serin 293 phosphoryliert werden. Die Aktivitat des BCKD
Komplexes wird Uiber diese Phosphorylierung gesteuert. Im unphosphorlierten
Zustand ist der Komplex aktiv. Die Kinase BDK phosphoryliert die E1 Untereinheit und
inaktiviert den Komplex. Die Phosphatase PPM1K ist wiederum fir die
Dephosphorylierung und damit einhergehenden Aktivierung des BCKD Komplexes
verantwortlich. (C) Detaillierte Ubersicht iiber den BCAA Metabolismus. [verdndert
nach 53,62,85,206,207]
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1.4.3 Die Regulation des BCAA Katabolismus

Die Aktivitdit des BCAA Metabolismus wird hauptsachlich von der Aktivitat des BCKD
Komplexes bestimmt. Diese wird Uber die Phosphorylierung beziehungsweise
Dephosphorylierung der BCKDHA (E1) am Serin 293 reguliert. Die Phosphorylierung fuhrt
zur Inaktivierung der Hydrogenase und wird iber die BCKDH Kinase (BDK) katalysiert. Die
Kinase kann allosterisch durch die verzweigtkettigen Ketoazide (BCKAs) inhibiert werden,
was in einem positiven feedbackloop resultiert. Ist die Konzentration der Ketoazide hoch,
wird deren Oxidation durch die Inhibierung der Kinase erhoht. Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass die Transaminase BCATm physikalisch mit der E1 Untereinheit des BCKDH
Komplexes assoziiert ist. Diese Enzyme bilden ein sogenanntes Metabolon, ein
organisierter supramolekularer Komplex der die Ubertragung der a-Ketoazide von der
BCATm auf die E1-Untereinheit des BCKDH Komplexes ermdoglicht. Diese Interaktion erhoht
die Aktivitat der BCKDH und steht in Konkurrenz mit der inaktivierenden Kinase. Die
Interaktion zwischen der E1 Untereinheit des BCKDH Komplexes mit der BCATm wird durch
die Phosphorylierung destabilisiert. Auch Metabolite wie NADH und die Acyl-CoAs haben
eine regulatorische Wirkung auf die Aktivitit der BCKDH, allerdings eine
inhibierende. [48,50,60]

Die Phosphoregulatorisch wirksamen Enzyme, BDK und PPM1K spielen auch im Lipid
Metabolismus, bei der Regulation der ATP-Zitrat Lyase eine essentielle Rolle. Dies
suggeriert einen interessanten regulatorischen Zusammenhang zwischen dem BCAA und
dem Lipid Metabolismus und verdeutlicht die wichtige Rolle des BCAA Stoffwechsels im
Metabolithaushalt. [48,50,61-62]

1.4.4 BCAAs und ihre Rolle als Signalmolekiile

Wie bereits erwahnt fungieren BCAAs und ihre Metabolite nicht nur als Kohlenstoffquelle
bei der Ketogenese, sondern auch als wichtige Signalmolekiile und allosterische
Regulatoren. Leucin ist dabei die AS mit der, bis heute groBten, zugeschriebenen
Bedeutung. So reguliert Leucin zum Beispiel die Insulin Sekretion durch die Aktivierung der
Glutamatdehydrogenase (GDH). Auch bei der Regulation der Proteinsynthese und dem
Zellwachstum spielt Leucin, auf Grund seiner aktivierenden Wirkung auf mTOR

(mechanistic/mammalian Target Of Rapamycin), eine essentielle Rolle (Abb. 1.7). [48,50]

14



Eine weitere wichtige Signalwirkung von Leucin ist die allosterische Aktivierung der GDH.
Die GDH katalysiert die oxidative Deaminierung von Glutamat zu a-Ketoglutarat (a-KG). Das
ADP (Adenosine 5’-Diphosphat) aktiviert die GDH wahrend GTP (Guanosin 5'-Triphosphat)
eine inhibierende Wirkung hat. Die Aktivitat der GDH fiihrt schlussendlich zur Produktion
von ATP und a-KG. Bei sinkenden Glukose Konzentrationen steigt das Level von ADP, was
eine Aktivierung der GDH zur Folge hat. Die Signalwirkung von ATP fiihrt so zu einer
Inhibierung der KATP Kandle. Die daraus resultierende Depolarisierung der
Plasmamembran induziert anschlieBend die Freisetzung von Insulin. Die aktivierende
Wirkung von Leucin auf die GDH beruht auf einer direkten Bindung, welche deren Affinitat
zu ADP erhoht. Dies steigert die ATP Produktion und die daraus resultierende Insulin
Sekretion. Auch das Ketoazid von Leucin, a-KIC (Ketoisocaproat), ist bekanntermalien ein
Stimulator zur Insulin Sekretion. Dies beruht auf dem Vorgang der reversiblen
Transaminierung, was die Produktion von Leucin und a-KG zur Folge hat. [48,50, 67]

Doch nicht nur Leucin hat eine bedeutende Rolle bei der Signallibertragung, die Katabolite
von Valin zeigen ebenfalls parakrine und endokrine Signalfunktionen. Dazu gehéren 3-HIB
und BAIBA. 3-HIB entseht in Folge der Abspaltung des kovalent gebundenen CoAs und kann
so die mitochndriale Matrix verlassen. Im Skelettmuskel hat 3-HIB eine parakrine Wirkung
und steigert die transendotheliale Aufnahme von Fettsduren (iber die endotheliale
Kapillarwand in die Myofibrillen. Der, dem zu Grunde liegende Mechanismus ist jedoch
noch weitgehend unbekannt. Diese Signalwirkung liefert jedoch ein hervorragendes
Beispiel fiir das Zusammenspiel zwischen dem BCAA- und dem Fettsaurestoffwechsel. Ein
weiteres, dem Valin Metabolism entspringendes Signalmolekiil, ist BAIBA. Es ist ein
Nebenprodukt, entstanden aus Methylmalonyl-Semialdehyd, welches im Aquilibrium mit
3-HIB vorliegt und daher kein direktes Valin Metabolit bildet. BAIBA wird hauptsachlich
vom Skelettmuskel sekretiert und wirkt sowohl parakrin als auch endokrin. In muskularen
Adipozyten und dem distalen Fettgewebe induziert BAIBA die Expression von UCP1 lber
PPARa. Zudem wurde BAIBA im Zusammenhang mit dem Erhalt von Osteozyten und der
Kontrolle der Fibroblastenproliferation in der Niere genannt. Auch hier sind die
grundlegenden Mechanismen der Wirkung von BAIBA als Signalmolekil noch weitgehend
unerforscht. [48,50,55,59,68]

Stérungen und Mutationen im BCAA Metabolismus stehen schon langer im Zusammenhang

mit weit verbreiteten Krankheiten wie Krebs, Diabetes mellitus, Adipositas und
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verschiedenen kardiovaskuldren Erkrankungen sowie dem Metabolischen Syndrom. Die
Zusammenhadnge sind jedoch nach wie vor weithin unverstanden und unerforscht. Auch
angeborene Gendefekte des BCAA Metabolismus, die in Krankheiten wie der
Ahornsirupkrankheit (Maple Syrup Urine Disease (MSUD)) resultieren, stehen im Fokus der
Forschung. Ein besseres Verstiandnis der zugrundeliegenden Mechanismen des
pathologisch verdanderten BCAA Metabolismus kénnte neue Erkenntnisse und somit

Behandlungsmethoden fiir oft tédlich verlaufende Krankheiten liefern. [48,50,69]
1.5 mTORC1 — ein zentraler Spieler in der metabolischen Homdostase

Die konservierte Serin/Threonine Kinase mTOR ist bekannt als ein Master Regulator fir
Zellwachstum, Proliferation, metabolische Homo6ostase, Autophagie und vieles mehr
(Abb. 1.7) [70]. Die Proteinkinase wurde erstmals 1994 und 1995 von Brown, E., Sabatini,
D. und Sabers, C. charakterisiert und isoliert [71,72,73]. Es konnte gezeigt werden, dass
mTOR in Form zweier unterschiedlicher Multiproteinkomplexe, mTORC1 und mTORC2,
vorliegt [70]. Diese entstehen durch die Interaktion von mTOR mit spezifischen
Adaptorproteinen, wodurch die Komplexe unterschiedliche Signalwirkungen aufweisen
[74]. Beide Komplexe haben trotzdem die gleiche Kernzusammensetzung [75]. So enthalten
beide Komplexe die Proteine mTOR, mLST8 (mammalian lethal with sec-13 protein 8) und
DEPTOR (DEP-domain containing mTOR interacting protein) [74,75]. Des Weiteren setzt
sich der mTORC1 Komplex aus Raptor (regulatory-associated protein of TOR) und PRAS40
(proline-rich Akt substrate 40 kDa) zusammen [63]. Der mTORC2 Komplex enthélt zuséatzlich
zu den Kernkomponenten noch Rictor (rapamycin insensitive companion of mTOR), mSIN1
(stress-activated protein kinase-interacting protein 1) und PROTOR1/2 (protein observed
with rictor 1 and 2) [76]. Beide Komplexe haben spezifische zellulare Funktionen, wobei
MTORC1 der, bis heute besser untersuchte und verstandene Komplex ist [70].

Der mTOR Komplex wird unter anderem liber diverse Umweltfaktoren wie AS, Stress oder
Wachstumsfaktoren reguliert und tragt dadurch zum Erhalt der zellularen Homdostase bei
[70,75]. Hauptsachlich ist mTORC1 fir seine aktivierende Wirkung auf die
Proteinbiosynthese und die damit verbundene Induktion der Zellproliferation und des
Zellwachstums bekannt [70]. Der mTORC1 wird unter anderem durch den Signalweg der
PI3K (phosphoinositide 3-Kinase)-AKT-TSC (Tuberous sclerosis)-RHEB (Ras homolog

enriched in brain), Gber die Wachstumsfaktoren Insulin und IGF (insulin-like growth
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factors), reguliert [75]. Die Aktivierung von RHEB erhoht folglich die Aktivitdt von mTORC1
(Mao and Zhang 2018). Zunachst erfolgt iber PI3K-Akt die inhibierende Phosphorylierung
von TSC1, welches als GAP (GTPase-activating Protein) fiir RHEB fungiert [76]. RHEB wird
wiederum duch die Inhibierung von TSC1 aktiviert [76]. Des Weiteren wird der mTORC1
Komplex auch liber AS aktiviert, welche die Rag Familie der GTPasen stimuliert und zu einer
translokation von mTORC1 in das Lysosom zur Folge hat [77]. Diese Aktivierung von
mTORC1 erfolgt ebenfalls Gber RHEB [77].

Die Signalwirkung von Leucin auf die mTORC1 Signalkaskade ist vielseitig und immernoch
nicht vollstandig untersucht. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Signalwirkung
abhangig von der Regulation der RAG Proteine ist. Eine Regulationsachse ist dabei die
Signalwirkung von Sestrin (iber den GATOR1/2 (GAP activity toward RAGs) Komplex.
Sestrin2 induziert die Freisetzung von GATOR1 aus dem GATOR1/2 Komplex, was
schlieBlich zur Inaktivierung von mTORC1 lber RAG fiihrt. Wird Sestrin nun durch Leucin
inhibiert, kommt es zur Formierung des GATOR1/2 Komplexes, was wiederum die
Aktivierung des mTOR Komplexes zur Folge hat. Ein weiterer Regulationsweg von mTORC1
Uber Leucin erfolgt Gber die LRS (leucyl-tRNA synthetase). Die LRS bindet RAG und fungiert
als Aktivator in Form eines GAPs fiir die Rag GTPase, was zur Aktivierung von mTORC1 fihrt.
Fir Leucin konnte zusatzlich eine inhibierende Wirkung auf die AMPK (AMP-activated
protein kinase) und damit die Aktivierung von mTOR gezeigt werden, was eine weitere
Moglichkeit zur Regulation der Aktivitdt von mTOR Uiber Leucin darstellt. [48,50,63-66]

Als Folge der Aktivierung von mTORC1 kommt es zur Phosphorylierung der S6K1 (ribosomal
S6 Kinase) und 4E-BP1 (elF4E (protein synthesis initiation factor 4E)-binding Protein 1), was
eine Erhohung der Translationsrate zur Folge hat [76]. Zusatzlich stimuliert der mTORC1 die
Nukleotidsynthese Uber die Steigerung der Expression von MTHFD2 [76]. Die
regulatorische Wirkung von aktiviertem mTORC1 auf den Metabolismus fiihrt (iber SREBP1
und PPARy zu einer erhéhten de novo Lipogenese [78]. Glykolyse und Glukoseaufnahme
werden wiederum HIFla (hypoxia-inducible factor)-abhangig erhoht [79].Der mTORC1
spielt auch bei der Proteindegradierung eine wichtige Rolle. Im aktivierten Zustand
phosphoryliert mTOR die Kinase ULK1 (Unc-51 like autophagy activating Kinase) [70]. Die
phosphorylierung von ULK1 verhindert dessen Aktivierung durch die AMPK (adenosine
5’-monophosphate-activated protein Kinase) [80]. Da ULK1 fir die Bildung des

Autophagosomes verantwortlich ist, fihrt dessen Inhibierung durch mTORC1 unter
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homoostatischen Nahrstoffbedinungen zur Induktion des Autophagosoms [80]. Die
Regulation der Lysosomformierung lber mTORC1 findet durch die Inhibierung des
Transkriptionsfaktors EB (TFEB) statt [81]. Aktiviert wird TFEB durch seine nukleare
Translokation und fuhrt dann zur Expression lysosomaler und autophagischer Gene [81].

Die Dysregulation von mTORC1 induziert eine Vielfalt an pathologischen Veranderungen
im gesamten Organismus [75]. Es konnte gezeigt werden, dass mTORC1 bei Krankheiten
wie Krebs, Diabetes mellitus und Adipositas eine wesentliche Rolle spielt [76] Auch bei der
Entwicklung von Herz- Kreislauferkrankungen und deren Folgen ist der mTOR Signalweg

involviert [70].
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werden Uber die mTORC1/ULK1 Signalwirkung geblockt. Diese Signalkaskade Uber
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nach 87,88]
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1.6 Zielsetzung

Die Erforschung metabolisch aktiver IncRNAs im Zusammenhang mit kardiovaskularen
Erkrankungen kdnnte neue Einsichten in die Welt der nicht-kodierenden RNAs liefern und
gleichzeitig neue Therapiemdglichkeiten zur Behandlung metabolischer Erkrankungen
aufzeigen. Fir die Kandidatenvalidierung wurden IncRNAs mit spezifischer Expression in
metabolisch aktiven, kontraktilen Geweben gewahlt. Die Generierung verschiedener
KO-Mauslinien zur loss-of-function Analyse der IncRNAs, zeigte flir mito-Inc einen kardialen
Phanotyp. Im Zuge dieser Arbeit soll die Ursache des kardialen Phanotyps unter Verlust von
mito-Inc analysiert werden. Die Analyse des loss-of-function Mausmodells soll Hinweise auf
die Funktion und die mechanistische Wirkweise von mito-Inc liefern. Zur phanotypischen
Analyse gehoren Untersuchungen, vorallem im Herzen, aber auch im Skelettmuskel und
dem braunen Fettgewebe der KO-Mause. Transkriptomdaten sollen zusatzlich Aufschluss
Uber die Funktion von mito-Inc auf transkriptioneller Ebene liefern. Analysen auf
Proteinbasis sollen diese erweitern. Molekularbiologische invitro Analysen zur
Charakterisierung von mito-Inc, zur Bestimmung der Lokalisierung und der
Interaktionspartner von mito-Inc, sind essentiell fiir die Analyse der Funktion von mito-Inc.
Die Analyse der Funktion von mito-Inc kénnte neue Einblicke in die Welt der IncRNAs und

ihre Rolle bei der Entstehung kardialer Hypertrophie liefern.
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2. Methoden

Die verwendeten Materialen sind entweder im jeweiligen Abschnitt genannt, oder dem

Anhang zu entnehmen.
2.1 Generierung der verwendeten Mauslinien, Genotypisierung und Haltung

Alle beschriebenen Tierversuche wurden wie im TVA B2-1207 beschrieben durchgefiihrt.
Als Modellorganismus dienten generierte Mause, welche eine konstitutive Deletion der
IncRNA mito-Inc (AK079912) aufweisen. Zusatzlich wurde eine Mauslinie generiert welche
eine poly-A-Sequenz im ersten Exon der IncRNA enthdlt und somit zum verfrihten
Transkriptionsstop der mito-Inc fihrt. Flr die Generierung der Mauslinien zur Analyse von
mito-Inc wurde das Crispr/Cas9 bzw. das Crispr/Cas9n System verwendet. Im Zuge der
Kandidatenvalidierung auf invivo Ebene wurden zudem knockout Maduse mittels

klassischer homologer Rekombination generiert.

2.1.1 Tierhaltung

Die Tiere wurden in ventilierten Kafigen (Aero Cage-Mouse IVC Green Line, Techniplast
Italien) gehalten. Futter und Wasser standen ad libitum zur Verfligung. Die
Haltungstemperatur betrug zwischen 22-23 °C bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 45
bis 48 %. Zur Simulation eines zirkadianen Rhythmus wurde der Tierstall in der Zeit von 19
Uhr bis sieben Uhr verdunkelt und zusatzlich jeweils eine Stunde Dammerung simuliert. Die
Tierhaltung erfolgte gemaR den Tierschutzbestimmungen entsprechend der gehaltenen

Spezies.

2.1.2 Generierung einer konstitutiven Knockout Linie

Zur Generierung eines konstitutiven Knockout Modells im Zuge der Kandidatenvalidierung
wurde der genetische Ziellokus durch homologe Rekombination in mES-Zellen mit einer
Neomycinkassette ausgetauscht. Die Klonierungsstarategie sowie die Generierung der
KO-Plasmide fiir die homologe Rekombination wurde bereits in meiner Masterthesis:
»Funktionelle Analyse muskelspezifischer IncRNAs“ beschrieben [202] (Anhang Abb. 7.1).
Die Transfektion und die Aufarbeitung der mES-Zellen wurde von Sonja Kriger
tibernommen. Zur Uberpriifung der homologen Rekombination wurde ein Southernblot

unter Verwendung Genspezifischer Sonden durchgefiihrt.
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2.1.2.1 Southernblot zur Uberpriifung der genomischen Manipulation

Die Methode des Southernblots wird zur Detektion von genetischer Indel-Manipulation
verwendet. Mittels spezifischem Restriktionsverdau wurde die genomische DNA der
mES-Zellen fragmentiert und gelelektrophoretisch auf einem Agarosegel aufgetrennt. Die
gewlinschte homologe Rekombination induziert eine Veranderung in der Fragmentlange
der Ziel-DNA und kann so mittels spezifischer DNA-Sonden verifiziert werden. Dafiir wird
die mittels Restriktionsverdau fragmentierte DNA auf eine Nylonmembran ibertragen und
die Detektion erfolgt anschlieBend mittels der genspezifischen, radioaktiv-markierten
(a32P) DNA-Sonden. [90]

Die Selektion der passenden Restriktionsenzyme in Verbindung mit dem Design der
DNA-Sonden fir die verschiedenen Zielloki erfolgte Bioinformatisch. Die Tabelle # umfasst
die mittels klassischer homologer Rekombination generierten Mausstamme mitsamt den
dazugehorigen Restriktionsenzymen und genspezifischen Sonden, sowie die spezifischen
Fragmentlangen. Der Restriktionsverdau, sowie die DNA-Sonden wurden zunachst auf
wildtypischer ES-Zell DNA getestet. Im Anschluss wurde das Protokoll mit den putativ
rekombinierten mES-Zellen zur Verifizierung der Insertion der Neomycinkassette
durchgefihrt. Bei der Auswahl der Restriktionsenzyme war darauf zu achten, dass die
Fragmentlangen moglichst in dem Bereich von 2-12 kb lagen und der Unterschied zwischen
wildtypischem und knockout DNA-Fragment Minimum 1 kb betrdgt. Zur Generierung der
DNA-Sonde wurden Primer designt, welche zur Amplifikation der DNA-Sonde (200-300 bp)
homolog im Bereich des geschnittenen Zielfragments, aber auflerhalb des bereits im
Reperaturplasmid enthaltenem genomischen Bereichs dienten. Die Amplifikation erfolgte
mittels Pfusion Taqg (Thermo Scientific™ #F549L) entlang der Herstellerangaben. Das
PCR-Produkt wurde anschlieend gelelektrophoretisch auf einem 2%-tigem Agarosegel
gelelektrophoretisch aufgetrennt und mittels Gelextraktion (NucleoSpin® Gel and PCR
Clean-up Kit (#Macherey Nagel #740609.240C) aufgereinigt.

Fiir den Southernblot wurde die extrahierte ES-Zell DNA U.N. bei 37 °C unter Verwendung
des spezifischen Enzyms verdaut und anschlielend auf einem 0,7%igem Agarose Gel
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Der zu libertragende Gelbereich wurde dokumentiert
und schlieRlich in 0,25 N HCI fiir 15 Minuten inkubiert. Dies diente durch die Induktion von
Strangbriichen in der DNA zu ihrem verbesserten Transfer auf die Nylonmembran.

Anschliefend wurde das Gelstlick in 0,4 M NaOH aufbewahrt. Der eigentliche Blotaufbau
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war wie folgt: 2 Lagen Chromatographie Papier (Whatman Blottingpapier #3030-931 —
58x68 cm) wurden auf einen Stapel saugfahiges Papiers der GroRe entsprechend des zu
blottenden Gelstlicks platziert. Eine weitere Lage Chromatographie Papier wurde in 0,4 M
NaOH getrankt und oben auf dem Stapel positioniert. Es folgte die, mit 0,4 M NaOH
benetzte Nylonmembran (Amersham Biosciences #RPN203B) und darauf das Agarosegel.
Der Aufbau wurde anschlieRend mit Folie (Roth #1255.1) bedeckt und im Bereich des Gels
ausgeschnitten, sodass ein Fenster entstand. Es folgten erneut zwei Lagen mit 0,4 M NaOH
getranktem Blottingpapier. Auf beiden Seiten des Gesamt-Konstruktes wurde jeweils ein
mit 0,4 M NaOH gefillter Behalter platziert und aus zwei Lagen Blottingpapier eine Briicke
Uber den Blot gebildet. Der gesamte Blotaufbau wurde schlielRlich mit Folie bedeckt
(Abb. 2.1). Der Transfer erfolgte fiir 4 Stunden bei Raumtemperatur. Der entstehende Sog
diente der Ubertragung der DNA auf die Membran. AbschlieRend wurde die Membran in
2xSSC gewaschen und konnte an dieser Stelle auch in Folie eingewickelt bei -20 °C gelagert

werden.

Gel Membran Folie

AN

= N

—
| 0,4 N NaOH I | 0,4 N NaOH I

Abb. 2.1: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Southernblots. Auf einem
Stapel saugfdhigem papier wurden 3 Lagen Chromatographie Papier platziert. Es
folgten die in 0,4 M NaOH getrdankte Membran sowie das Agarosegel. Das Gel wird
mit Folie bedeckt, ein fenster in der GréBe des Gels ausgeschnitten und das Ganze
mit 2 Lagen NaOH getranktem Chromatographie Papier bedeckt. Uber diesen Aufbau
wird eine Briicke zur Verbindung der NaOH enthaltenden VorratsgefdRe platziert. Der
Gesamtaufbau wird mit Folie komplett bedeckt.

Fir die Hybridisierung wurde die Membran zunachst in 50 ml Church & Gilbert Puffer (0,5
M NaH2PO4, 1mM EDTA, 7% SDS) mit Heringssperma-DNA (Sigma Aldrich

#D7290-5X1ML) (200 mg/ml) bei 65 °C prahybridisiert. Die HS-DNA wurde vor der Zugabe
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bei 95 °C fur 5 Minuten denaturiert und direkt im Anschluss auf Eis abgekihlt. Die
Prahybridisierung erfolgte rotierend bei 65 °C flir 2-3 Stunden.

Fiir die Hybridisierung musste die DNA-Sonde radioaktiv markiert werden. Daflir wurden
jeweils 45 ng (in 30 ul ddH.0) der aufgereinigten DNA Sonden fiir 5 Minuten bei 95 °C
denaturiert und direkt auf Eis runtergekihlt. Fir die Markierung der Sonden wurde je
Ansatz 10 pl Oligo-labeling Puffer, 2 ul BSA (10 mg/ml), 5 ul [a 32P]dCTP (Perkin Elmer
#NEGO13H100 UC) und 1 pl Klenow Enzym (2 U/ul) (Promega #M2201) dazugegeben und
fiir 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Um Uiberschiissige Nukleotide zu entfernen wurden die
markierten DNA-Sonden (iber NAP-5 Columns (SephadexTM G-25 DNA Grade GE
Healthcare #17-0853-02) aufgereinigt. Dafir wurden diese mit 10 ml NaHPOs/NaH;PO4
Puffer (pH 6,8; 10 mM) equilibriert. Die Ansiatze der DNA-Sonden wurden mittels
Na;HPO4/NaH;PO4 Puffer (pH 6,8; 10 mM) auf ein Volumen von mindesten 100 pl pro
Probe gebracht und auf die Saule geladen. Schlielich wurden die DNA-Sonden mittels
Zugabe von 1ml NayHPOs/NaH,POs Puffer (pH 6,8, 10 mM) eluiert. Die
radioaktiv-markierten Sonden wurden schliefflich erneut denaturiert und zu der
Prahybridisierungsldsung der Southernblot gegeben. Die Hybrdisierung erfolgte U.N. bei
65 °C. Am Folgetag wurde der Blot dreimal fiir jeweils 15 Minuten mit Waschpuffer (40 mM
NaH,PO4 Puffer pH 6,76; 1 % SDS) gewaschen und schlieflich in Folie eingewickelt und mit
einem Film in Imager-Platten (BAS-MP 20405) fiir circa 5 Tage inkubiert. Der Film wurde

mit einem Auslesegerat (BAS-2500 Fujifilm) ausgewertet.

2.1.2.2 Generierung eines LOF in vivo Mausmodells mittels CRISPR/CAS9

Die Generierung der konstitutiven Deletion der mito-Inc erfolgte mittels des Crispr/Cas9n
Systems. Die Verwendung zielgerichteter Nukleasen zur genomischen Manipulation von
in vivo Tiermodellen findet auf Grund der hohen Prazision immer mehr Zuspruch und liefert
eine hervorragende Alternative zur klassischen homologen Rekombination. Die hohe
Prazision, Variabilitdt und Effizienz, sowie der vergleichsweise geringere Zeitaufwand
machten das CRISPR/CAS9-System zum Mittel der Wahl zur Generierung der in vivo LOF
Mausmodelle zur Analyse der Funktion von mito-Inc. [91]

Das CRISPR/CAS-System (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) ist Teil
des adaptiven Immunsystems bei Mikroben. Seine Funktion basiert auf der Aktivitat der
RNA-gesteuerten Endonuklease Cas9 und dem damit einhergehenden Abbau der
Fremd-DNA. Durch die Verwendung spezifischer homologer gRNAs induziert die Cas9 einen
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Doppelstrangbruch etwa 3 bp upstream der PAM Sequenz und induziert so die endogenen
Reparaturprozesse der Zelle (Abb. 2.2). Uber das sogenannte non-homologous end joining
kommt es gehauft zu Mutationen wie Deletionen oder Insertionen, kurz Indel Mutationen.
Wird zusatzlich ein Reparaturplasmid oder ssOligonukleotid verwendet wird der

Reparaturprozess der homologen Rekombination aktiviert. [91--93]

Abb. 2.2: Schematische
Darstellung der Cas9
mediierten genomischen
Manipulation Die gRNA
fihrt die Endonuklease
Cas9 an den Ziellokus. Dort
Ll induziert die Cas9 einen
DSB etwa 3 bp upstream

PAM der PAM Sequenz. Die
Reparatur des

/ \ Strangbruches erfolgt

entweder Uber das Prinzip

NHEJ repair HR repair des NHEJ oder mittels
DSB DSB eines Reparaturtemplates
TN * T (IO [ =~ uber homologe
X X Rekombination. [verdndert
I I nach 95]
* HR template

Mutation Knock-in

Zur vollstandigen genomischen Deletion von mito-Inc (Abb. 2.3) wurde eine Mutante der
Cas9 verwendet, die Cas9n. Die verwendete Cas9n ist eine Mutante der Cas9 mit einer
Aspartat zu Alanine (D10A) Mutation in der RuvC katalytischen Untereinheit. Dadurch wird
im Vergleich zur wildtypischen Cas9 nur ein Einzelstrangbruch an der entsprechenden
Zielregion im Genom verursacht. Dies verringert die Wahrscheinlichkeit von off-target
Effekten deutlich, da die putativ induzierten Einzelstrangbriiche fehlerfrei repariert werden
kénnen. [91,94]

Fiir die Induktion einer vollstdndigen genomischen Deletion der mito-Inc wurden vier
sgRNAs (single guide RNAs) verwendet. Jeweils ein paar 5'und 3’der genomischen Region
der IncRNA mit einem offset von weniger als 20 bp. Das Design der sgRNAs erfolgte mittels
des CRISPR Design Tools [208] Pro verwendeter sgRNA wurden zwei Oligonukleotide

designt, jeweils ein sense und ein antisense Oligonukleotid. 5'des designten Oligos wurde,
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falls nicht bereits vorhanden ein Guanin angefiigt, da der U6 RNA Polymerase |ll Promotor
ein Guanin als erste Base des Transkriptes bevorzugt (Ran et al. 2013). Das sense
Oligonukleotid wurde zusatzlich mit einem CACC und das antisense Oligonukleotid
entsprechend mit einem AAAC Uberhang versehen um eine Ligation in den mit Bbsl

geschnittenen Vektor zu erméglichen. [91-93]

Abb. 2.3: Schematische
Darstellung des
genomischen Lokus von
mito-Inc der generierten
LOF Mausmodelle. Die

mito-Inc PA PA|_Exon 1 | | Exon 2 | vollstandige genomische

* Deletion von mito-Inc

(mito-Inc®®") wurde mittels

der Cas9n Mutante unter Verwendung von vier sgRNAs induziert. Die Insertion der

2xpA-Sequenz innerhalb des ersten Exons von mito-Inc (mito-Inc?) erfolgte mittels

wildtypischer Cas9 in Kombination mit einem homologen, die pA-Sequenz

enthaltendes ssOligo zur Induktion des Reparaturmechanismus der homologen
Rekombination.

mito-Inc 9¢'

Zundachst erfolgte die Klonierung der entsprechenden sgRNAs in das Cas9n Plasmid. Die
entsprechenden sense und antisense Oligonukleotide wurden hybridisiert. Daflir wurden
diese in 10 ul Wasser gel6st und jeweils 1 pl mit 7 pul H20 und 1 pl Annealing-Puffer (50 mM
Tris/HCl, 1M NaCl, 10 mM EDTA) in ein 200 pl Reaktionsgefi gegeben. Fur die
Hybridisierung wurde der Ansatz in kochendes Wasser gegeben und auf Raumtemperatur
abkiihlen gelassen. Daflir wurden 10 pg des Plasmids p889 mit Bbsl fiir 3 h bei 37 °C verdaut
und im Anschluss mittels Shrimp Alkaline Phosphatase (NEB #M0371S) dephosporyliert um
eine Religierung der Vektorenden zu vermeiden. Die Auftrennung erfolgte zuerst
gelelektrophoretisch und der linearisierte Vektor wurde anschlieBend mit dem
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit (#Macherey Nagel #740609.240C) aufgereinigt. Die
Ligation der Oligonukleotide in den Vektor erfolgte (ber Nacht mittels einer T4-Ligase
(Promega GmbH, Madison, WI, USA) bei 16 °C. Der Ligationsansatz wurde am Folgetag tber
eine Dialysemembran entsalzt und anschlieRend in die Bakteriensuspension (XLI1-blue;
Dh10a) gegeben und in Elektroporationskiivetten (Bio Rad Kivetten; 1 mM) liberfihrt. Die
Elektroporation erfolgte in einer Elektroporationskammer bei 1,8 kV, 200 Q und 25 uF fir

4 Sekunden. AnschlieBend wurden die Bakterien in ein neues ReaktionsgefalR mit 1 ml
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SOC-Medium Uberfiihrt. Und fiir 1h bei 37 °C schittelnd (600 rpm) inkubiert, bevor sie auf
Agarplatten ausgestrichen und G.N. bei 37 °C inkubiert werden konnten.

Zur Uberpriifung der Insertion wurde die Plasmid DNA mittels Minipraparation
aufgereiningt und anschlieRend mit einem spezifischen Primer sequenziert. Fir die
Miniprdparation wurden je 5 ml LB-Medium (Roth) mit entsprechendem Antibiotikum, mit
je einer Einzelkolonie der entsprechenden Bakterien, angeimpft und lber Nacht (i.N.)
schittelnd inkubiert. Am Folgetag wurden je 2 ml der Bakterienkultur in ein 2 ml
ReaktionsgefaR gegeben und fiir 2 Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde
mit 300 ul P1 resuspendiert und anschlieBend mit 300 ul P2 fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur lysiert. Zum Abstoppen der Reaktion wurden 300 pl P3 hinzugeben und
die Reaktion fiir 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proben wurden fir 15
Minuten bei 14000 rpm und 4 °C zentrifugiert und 850 pul der klaren Phase in ein neues
Reaktionsgefall Uberfiihrt. Im Anschluss wurden 80 % des Volumens an Isopropanol
(600 ul) hinzugegeben, der Ansatz invertiert und erneut zentrifugiert Das getrocknete
Pellet wurde in T1/10E mit 0,5 pl RNase/1 ml T1/10E fiur 30 Minuten bei 50-55 °C geldst
und im Anschluss mit der Sangermethode (Absatz 2.4.6) sequenziert.

Die resultierenden Vektoren wurden mittels Maxipraparation mit dem Plasmid DNA
Purification” Kit NucleoBond® Xtra Maxi (Marcherey-Nagel) aufgereinigt und fir die
Transfektion in mES-Zellen verwendet. Die Transfektion der mES-Zellen wurde von Sonja
Kriger durchgefihrt. Dafur wurden jeweils 0,5 ug der Vektoren p894/895/898/899
verwendet. Fir die Transfektion wurde Lipofectamine 3000® (Thermo Fisher Scientific
#L3000008) verwendet. AnschlieRend wurde die ES-Zell DNA extrahiert und mittels
semiquantitativer PCR mit spezifischen Primern auf die gewilinschte Deletion geprift. Zur
weiteren Validierung wurden die putativ positiven PCR Fragmente nach Sanger sequenziert
(Absatz 2.4.6) und die positiven Klone zur Generierung einer Mauslinie verwendet.

2.1.2.3 Generierung der polyA-Mauslinie mittels CRISPR/CAS9

Fur die Generierung der polyA-Mauslinie (Abb. 2.3) wurde das CRISPR/CAS9 System
verwendet um mit Hilfe eines einzelstrangigen Oligonukleotides eine doppelte
Polyadenylierungs(polyA)-Sequenz innerhalb des ersten Exons von mito-Inc zu inserieren
und damit einen verfriihten Transkriptionsstop zu induzieren. Dafiir wurde die wildtypische
Version der Cas9 verwendet, welche einen Doppelstrangbruch in der Ziel-DNA induziert.
Das Design der sgRNAS sowie die Generierung der Cas9 Plasmide erfolgte wie in 2.2.1.2
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beschrieben. Das generierte Plasmid wurde p914 genannt. Das verwendete Reparatur
Oligonukleotid (TB995) enthielt eine doppelte polyA-Sequenz flankiert mit 70 bp langen
homologen Armen. Die Transfektion in mES-Zellen erfolgte mit der Transfektionsreagenz
Lipofectamine 3000® und wurde von Sonja Kriiger entlang der Herstellerangaben
durchgefihrt. Daflir wurden 1,5 pg Oligonukleotid (TB995) und 0,5 pug Plasmid (p914)
eingesetzt. Die Validierung der Insertion erfolgte wie in 2.1.2.2 beschrieben mittels

semiquantitativer PCR und Sanger Sequenzierung (Absatz 2.4.6).

2.1.4 Methoden zur Genotypisierung von Mauslinien

2.1.4.1 DNA Extraktion zur Maus Genotypisierung

DNA aus Schwanzbiopsien extrahiert. Der Verdau der Schwanze erfolgte mit 500 pl
Tail-Lyse Puffer (100 mM Tris-HCl pH 8,5, 5 mM EDTA, 200 mM NacCl, 0,2 % SDS) mit 10 ul
Proteinase K (20 mg/ml) (Sigma Aldrich #P2308) tiber Nacht bei 55 °C. Im Anschluss wurden
die Proben invertiert und fiir 15 Minuten bei 1400 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaR iiberfiihrt und die DNA durch
Zugabe von 400 pl Isopropanol gefallt. Dafiir wurde das Gemisch invertiert und fir 10
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben fiir 15 Minuten
bei 4 °C und 14000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Zur Entsalzung wurde
das DNA Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen und fiir 5 Minuten bei 14000 rpm und
Raumtemperatur zentrifugiert. Nach dem der Ethanol vollstandig abgenommen und das
Pellet 20 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet wurde, wurde die DNA in 10 pl T1/10E
Puffer (10 mM Tris/HCI pH 8,0, 0,1 mM EDTA pH 8,0) Gber Nacht bei 55 °C gel6st.

2.1.4.2 Genotypisierungen der verwendeten Mauslinien

Die Genotypisierung der Mauslinien erfolgte mittels semiquantitativer PCR und
anschlieBender Gelelektrophorese. Die verwendeten Primer und erwarteten
ProduktgroBen der DNA Fragmente sind im Folgenden tabellarisch aufgefiihrt. Die PCR

Reaktionsansatze wurden wie folgt pipettiert:
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Tabelle 2.1: PCR Reaktionsansatz:

Reagenz Menge
10x Puffer 5ul
MgCl, 2ul
dNTPs 1
100 pmol Hinprimer 1pl
100 pmol Riickprimer 1pl
100 pmol Riickprimer (Mutante) 1
Taqg-Polymerase 0,5 ul
DNA-Template 1pl
H:0 38,5 pl
Gesamtvolumen 50 ul

Tabelle 2.2: PCR Programm zur Genotypisierung

Schritt Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 94 °C 5 Minuten
35x Denaturierung 94 °C 30 Sekunden
35x Annealing X°C 30 Sekunden
35x Elongation 72°C 45 Sekunden
Finale Elongation 72 °C 5 Minuten
Ende 4°C oo
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Tabelle 2.3: PCR-Fragmente Produktlangen der Genotypisierungen

Mauslinie Primer KO-Allel (bp) WT-Allel (bp)
895 MA254xMA265 = 591
895 MA442 470 -
914 MA401xMA234 - 365
914 MA401xMA234 412 -
874 MA251xMA252 201
874 TB495 274

850 3’ MA242xMA245 345
850 3’ TB497 228

8505’ MA239xMA241 240
8505’ TB495 419

2.2 Tierversuche und Tétung

Alle beschriebenen Experimente wurden, soweit nicht anders angegeben, mit mannlichen
Mausen durchgefiihrt. Alle Tierversuche wurden vom Regierungsprasidium Darmstadt

genehmigt.

2.2.1 Tiertétung

Sofern nicht anders angegeben wurden die Tiere zur Entnahme von Gewebeproben durch
zervikale Dislokation getotet. Der Brustkorb wurde gedffnet und das Tier mit 10 ml 1x PBS

durch den linken Herzventrikel perfundiert bis eine Entfarbung der Leber zu erkennen war.

2.2.2 Fiitterungsversuche

Die Tiere wurden ab einem Alter von 6-8 Wochen Uber einen Zeitraum von 8 Wochen mit
Spezialfutter gefiittert. Fiir die Fltterungsversuche wurde den Tieren BCAA-reiches (1,35 %
L-Valin; 1,2 % L-Isoleucin; 1,8 % L-Leucin) oder BCAA-freies Futter (Sniff-S7507-E054)
gegeben. Die Kontrollgruppe erhielt Kontrollbasisfutter (Sniff #S7507-E050). Den Tieren

wurde Futter sowie Wasser ad libitum zur Verfligung gestellt und wahrend des Versuches
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verblieben die Tiere in den Haltungsraumen. Die Tiere wurden wochentlich gewogen und

ihr Erscheinungsbild Gberprift.

2.3 Histologische Analyse von Mausgeweben

2.3.1 Einfrieren von Gewebe

Zur Kryokonservierung von Gewebe wurden die Tiere wie in 2.2.2.1 beschrieben getotet
und mit 1x PBS perfundiert. Das bendtigte Gewebe wurde anschlieBend entnommen und
in 4 % Paraformaldehyd (PFA) (Sigma Aldrich ,6148-1KG) fiir 1 Stunde auf Eis fixiert. Danach
wurde das Gewebe fiir 2 Stunden bei 4 °C in 15 % Succhrose in 1 x PBS und anschlieRBend
Uber Nacht bei 4 °C in 30 % Succhrose dehydriert. Am Folgetag wurde das Gewebe fir
mindestens 24 Stunden bei 4 °C in Tissue Tek (Surgipath, FSC 22 Clear #3801480) gelegt

bevor es auf Trockeneis in Tissue Tek eingebettet werden konnte.

2.3.2 Einfrieren von Gewebe fiir Kryoschnitte mittels Pentan-Isobutanol

Die Pentan-Isobutanol Methode zum Einfrieren von Gewebe fiir Kryoschnitte diente der
Vermeidung von Kryoartefakten in kryokonservierten Skelettmuskeln. Dabei wird ein,
mittels flissigem Stickstoff heruntergekiihltes, Pentan-Isobutanol Gemisch verwendet. Die
dafir bendtigte Kaltekammer setzte sich aus einer duReren, mit flissigem Stickstoff
gefillten, Styroporkammer und einer inneren Kammer aus Metall zusammen. Die innere
Metallkammer wurde zu 60% mit Isobutanol (Roth #CP09.1) gefillt. Um eine
Kondensierung des Pentans zu ermoglichen wurde dieses durch ein Rippenrohr geleitet,
welches in einer weiteren, mit fllissigem Stickstoff geflillten Styroporkammer positioniert
wurde. Das fliissige Pentan wurde dann in das Isobutanol geleitet bis die innere Kammer
vollstandig geflllt war. AnschlieBend konnten die entnommenen Muskeln in der
Kaltelésung kryokonserviert werden und in einem 2 ml safelock Reaktionsgefaly in

flissigem Stickstoff verwahrt werden. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

2.3.3 Anfertigen von Kryoschnitten

Zur immunohistochemischen Analyse wurden Gewebeschnitte von 8-10 um dicke
angefertigt. Daflir wurde eine Kryostat (CM1950, Leica) verwendet. Die Kammer wurde
zundchst auf -24 °C runtergekihlt und die Temperatur des Schnitthalters sollte -27 °C

betragen. Die Schnitte konnten direkt verwendet werden oder wurden bei -80 °C gelagert.
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2.3.4 Histologische Férbung von Herz Gewebeschnitten mittels WGA

Flr die immunohistologische Farbungen mittels WGA wurden die Schnitte zunachst fiir 30
Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Die Proben wurden anschlieRend mit einem
Pap-Pen (Fettstift) (Kisker Biotech #MKP-1) umrandet und fir 10 Minuten mit Fixans (4 %
PFA, 1% Natrium-Desoxycholat (Sigma Aldrich #1171273), 10 % NP40 (Sigma Aldrich
#127087-87-0) nachfixiert. Im Anschluss wurden die Proben 3mal fiir jeweils 5 Minuten mit
1x PBS gewaschen. Danach wurde Blockierlosung (3 % Normales Ziegen Serum (NGS)
(Sigma Aldrich #G9023-5ML) 20 % BSA, 10 % NP-40, 1x PBS) auf die Proben gegeben und
das Ganze fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurde die
Blockierlosung gegen die Antikorperldsung (20 % BSA, 10 % NP-40 in 1x PBS) ausgetauscht.
Die Inkubation erfolgte (ber Nacht bei 4 °C. Am Folgetag wurden die Proben 3mal fiir
jeweils 5 Minuten mit 1x PBS gewaschen. Im Anschluss wurden die Proben fiir eine Stunde
bei Raumtemperatur mit dem entsprechenden Sekundarantikérper in Antikérperlésung
inkubiert. Danach wurden die Gewebeschnitte fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur mit Dapi
gefarbt (1:1000 in 1x PBS). Es folgten erneut 3 Waschschritte. Zum Schluss wurden die
Proben mit Fluoromount W (Serva #21634.01) bedeckt und jeweils ein Deckgldaschen

aufgesetzt. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C im Dunkeln.

2.3.5. Immunhistochemische Analyse mittels HIKARI KIT

Fiir die immunohistologischen Farbungen wurden die Schnitte zunachst fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur getrocknet. Die Proben wurden anschlieBend mit einem Pap-Pen
(Fettstift) (Kisker Biotech #MKP-1) umrandet und fiir 10 Minuten mit 4 % Paraformaldehyd
(PFA, Sigma # 6148-1KG) fixiert. Im Falle von isolierten Kardiomyozyten wurden diese mit
1xPBS gewaschen und direkt fixiert. AnschlieRend wurden die Proben dreimal fiir jeweils
10 Minuten mit 0,3% Triton X-100 (Sigma #X100-100ML) in 1xPBS gewaschen. Es folgte ein
weiterer Waschritt mit 3 % BSA in 1xPBS schittelnd fir 10 Minuten bei RT. Im Anschluss
wurden die Proben fiir 60 Minuten mit Blockierlosung (0,01% Triton X-100 in 1xPBS, 1/10
Blocking One (Nakalai #03953-95) bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Blocken
wurden die Proben erneut mit 1xPBS gewaschen und anschlieBend der entsprechende
Primarantikérper in Solution A (Nakalai #02272-74) verdiinnt. Die Proben wurden
schlieRlich U.N. bei 4 °C mit der Primarantikorperldsung inkubiert. Am Folgetag wurden die

Proben mit 0,01%igem Triton X-100 in 1xPBS dreimal fir jeweils 10 Minuten schitteln
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gewaschen. Es folgte die Inkubation mit den entsprechenden Sekundarantikorpern in
Solution B (Nakalai # 02297-64) fir 60 Minuten bei RT. Die Proben wurden anschlieBend
erneut mit 0,01 % ZTriton X-100 in 1xPBS gewaschen und schlieBlich fiir 5 Minuten mit Dapi
(1:1000 in 1xPBS) gefarbt und noch einmal gewaschen. Die Proben wurden dann mit
Fluoromount W (Serva #21634.01) bedeckt und jeweils ein Deckglaschen aufgesetzt. Die

Lagerung erfolgte bei 4 °C im Dunkeln.

2.3.6 Succinat-Dehydrogenase Férbung

Zur Analyse der Mitochendrienverteilung innerhalb der Muskelfasern des Mausmodells
wurde eine Succinat-Dehydrogenase Farbung durchgefiihrt. Diese beruht auf der Aktivitat
der Dehydrogenase, welche im aktiven Zustand ein Substrat zu einem blauen Farbstoff
umsetzt und so das Mitochondriennetzwerk sichtbar macht. Muskeln wurden wie in Absatz
2.2.3.2 beschrieben gewonnen, eingefroren und im Kryotom geschnitten. Fir die Farbung
wurden die Schnitte in SDH-Farbelosung (10 % 0,2 M KH2PO4, 38 % 0,2 M NA;HPO4, 50 %
0,2 Bernsteinsaure, 2 % 10%-ige NBT-Losung (Roche #10214221) fur 90 Minuten bei 37 °C
inkubiert und 3mal mit 1xPBS gewaschen. Die Schnitte wurden mit Fluoromount W (Serva

#21634.01) eingedeckt und im Anschluss Lichtmikroskopisch analysiert. [158]

2.3.7 Isolierung von adulten Kardiomyozyten

Die Isolierung der adulten Kardiomyozyten wurde von Sylvia Thomas und Kerstin Richter
durchgefiihrt.

Zunachst wurde den Tieren 100 ul heparin und 100 pl/10 g Korpergewicht
Ketamin/Xylariem (4 ml NaCl 0,9 %, 0,5 ml Ketamin, 0,25 ml Xylariem) intraperitoneal
gespritzt. Die Anasthesie wurde (berprift und der Brustkorb ge6éffnet und Herz und Lunge
entnommen. Die Lungenfliigel wurden mit Stecknadeln befestigt und der Thymus wurde
entfernt Die Aorta wurde anschlieBend freiprdpariert und die Kantile unterhalb des ersten
Abgangs festgeknotet. Das Herz wurde dann mit 1 ml Perfusionspuffer (Calcium-freier
Puffer (NaCl 113 mM, KClI 4,7 mM, Na;HPO4 0,6 mM, KH2PO4 0,6 mM, MgSos x 7 H,0
1,2 mM, NaHCO3 12 mM, KHCO3 10 mM, Taurin 30 mM, HEPES 10 mM),2,3-Butanedione
monoxime 10 mM, Glukose 5,5 mM) gespiilt und die Lunge sowie (iberschiissiges Gewebe
entfernt. Im Anschluss wurde die Kanile luftblasenfrei an der Langendorf Apparatur fixiert

und das Herz mit circa 15 ml Perfusionspuffer durchgespilt. Es folgte die Zugabe des
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Enzympuffers (Perfusionspuffer, Liberase DH 0,25 mg/ml, Trypsin 0,27 mg/ml, CaCl2
23,2 uM). Das Perfusat wurde ab diesem Moment gesammelt und wiederverwendet. Im
Zuge des Verdaus sollte das anschwellen und ausblassen. Sobald erste Myozyten im
Perfusat auszumachen waren wurde das Herz von der Apparatur genommen und die
Gefdlle, sowie die Ventrikel entfernt. Das Gewebe wurde dann in Enzympuffer mit zwei
Pinzetten vorsichtig zerkleinert und das Gemisch mit einer 10 ml Pipette in ein 50 ml Falcon
ReaktionsgefiR iiberfiihrt. Nach dem Absetzen der Zellen wurde der Uberstand entfernt
und das Pellet in circa 10 ml Stoppuffer (Perfusionspuffer, FCS 5%, CaCl2 12,5 uM)
resuspendiert. Zur Kultivierung wurden die isolierten Zellen Schritt fiir Schritt mit CaCl2
versetzt (50 pl 10mM, 50 pul 10 mM, 100 uM 10 mM, 30 pl 100 mM, 50 ul 100 mM), wobei
nach jeder neuen Zugabe der Ansatz gemischt und fir mindestens 4 Minuten inkubiert
wurde. Abschlieend wurden die Zellen pelletiert und in frischem Medium (M199: Creatin
x H;0 5 mM; L-Creatin x HCI 2 mM, Taurin 5 mM, HEPES 25 mM, Pen-strep 1%, IST
Supplements 1 %, AraC 10 uM, FCS 5% pH 7,3) resuspendiert. Ausplattiert wurden die
Kardiomyozyten auf zuvor mit Laminin (40 pug/ml in 1x PBS) beschichteten Platten. Nach

zwei Stunden Ruhephase musste das Medium erneut ausgetauscht werden.

2.4 Molekularbiologische Experimente

2.4.1 RNA Extraktion aus dem Gewebe oder aus Zellen

Zur Extraktion von RNA aus Gewebe wurden die Mause wie in 2.2.2.1 beschrieben getotet
und mit 1x PBS Uber den linken Herzventrikel perfundiert. Eine erfolgreiche Perfusion
zeigte sich dabei durch eine Entfarbung der Leber. Das benétigte Gewebe entnommen und
in flissigem Stickstoff schockgefroren. Das Gewebe wurde in ein 2 ml Reaktionsgefall mit
1 ml Trizol (Thermo Scientific #15596026) Uberfiihrt. Zu jeder Probe wurde jeweils eine
autoklavierte Stahlkugel (5 mM) gegeben. Der Aufschluss des Gewebes erfolgte dann mit
Hilfe einer Schwingmihle (Retsch, mM301) und der zugefiigten Stahlkugel bei maximaler
Intensitat fur 5 Minuten. Fur die Extraktion von RNA aus Zellen wurden diese einmal mit 1x
PBS gewaschen und anschliefend in 700 ul Trizol resuspendiert. Die darauffolgende
Aufreinigung erfolgte wie vom Hersteller beschrieben. Es wurde nur ein zusatzlicher
Waschschritt mit 75 % Ethanol durchgefiihrt. Die Bestimmung der Konzentration der RNA
erfolgte mit dem Nanodrop 2000 (Thermo Scientific #ND-2000).

33



2.4.2 Reverse Transkriptase Reaktion

Zur RNA Analyse wurde diese mittels der reversen Transkriptase Reaktion in cDNA
umgeschrieben. Pro Reaktion wurde 1 pug RNA eingesetzt. Zur Herstellung von cDNA wurde
das PrimeScriptTM RT reagent Kit (3RR037A) von Takara verwendet. Danach konnte die

fertige cDNA fiir semiquantitative oder g RT-PCRs verwendet werden.

2.4.3 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel

Zur Aufreinigung von DNA wurde diese auf einem Agarosegel (plus Ethidiumbromid)
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Fiir eine Extraktion wurde die DNA mittels UV-Licht (312
nm) sichtbar gemacht und die entsprechende Bande aus dem Agarosegel ausgeschnitten.
Die weitere Aufreinigung aus dem Gel erfolgte mittels dem NucleoSpin® Gel and PCR

Clean-up Kit (Marchery Nagel #740609.250) nach Anweisung des Herstellers.

2.4.4 RT-PCR zur quantitativen Analyse von RNA

Zur quantitativen Analyse von cDNA wurden q RT-PCRs durchgefiihrt Diese Methode
beruht auf dem Prinzip des Einbaus eines Farbstoffes im Zuge der Vervielfaltigung der
cDNA. Dafuir wurde das Blue S'Green qPCR Kit von Biozym (#F410-L/F415-L) in Kombination
mit dem Step One Plus System (#437660) von Thermo Scientific verwendet. Die PCR wurde
nach Hersteller Angaben angesetzt, wobei alle Proben stets als technische Triplikate
aufgetragen wurden. Zur Kontrolle der Primerbindung und deren Spezifitdt wurde in jedem

PCR Durchgang eine Schmelzkurve mit durchgefihrt.

2.4.5 Affymetrix® GeneChips®

Die Transkriptionsanalysen mittels der transcriptom array 1.0 ST (P/N 902513) Plattform
von Affymetrix wurde von Sylvia Thomas durchgefiihrt. Die RNA wurde wie in Absatz 2.4.1
beschrieben isoliert. Die experimentelle Durchfiihrung erfolgte entlang dem Protokoll P/N
703174 Rev. 2. Fir die weitere Aufarbeitung der RNA sowie die Waschschritte im
experimentellen Verlauf wurde das GeneChip® Hybridization Wash and Stain Kit (P/N
900720) verwendet. Die statistische Auswertung erfolgte mittels eines modifizierten

t-Tests.

2.4.6 Sequenzierung nach Sanger
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Zur Uberprifung diverser DNA Sequenzen im Zuge von Genmanipulation und
Klonierungsarbeiten wurden diese mittels Sanger Sequenzierung durch Seglab (Sequence
Laboratories Gottingen GmbH) analysiert. Die galt fir DNA Sequenzen mit Fragmentlangen
von maximal 1 kb. Daflir wurden jeweils 200 ng PCR Produkt oder entsprechend 1,4 ug
Plasmid DNA mit 25 pmol eines spezifischen Primers in einem Gesamtansatz von 15 pl
gegeben. Die Analyse der Sequenzen erfolgte mit der Software Seqgman Pro (DNA Star) und

Meg Align (DNA Star).

2.4.7 Proteinanalyse mittels Western Blotting

2.4.7.1 Proteinextraktion

Zur Extraktion von Proteinen aus Gewebe wurden die Tiere wie in 2.2.2.1 getétet und mit
1x PBS perfundiert. AnschlieBend wurde das bendtigte Gewebe entnommen und in
flissigem  Stickstoff schockgefroren. Pro 100 mg Gewebe wurden 300 ul
Protein-Extraktionspuffer gegeben (0,1 M Tris/HCl pH 8,0 (Roth #9090.4), 0,01 M EDTA pH
8, 0 (Roth #8040.3), 10 % SDS (Roth #8040.3), 1xProtease Inhibitor Cocktail (Complete mini
(Roche #04 693 132 001))). Zum Gewebeaufschluss wurden die Proben mit einem
Sonifizierstab (Sonolab) mit den Einstellungen 35 % Power und Cycle 5 fiir 20 Sekunden
sonifiziert. AnschlieBend wurden die Proben bei 14000 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert und
der Uberstand in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaR iberfiihrt. Von jeder Probe wurden 10 pl
zur Proteinbestimmung entnommen und 4 ul DTT pro 100 ul Protein-Extraktionspuffer zu
den Proteinlysaten gegeben. Die Lysate wurden fiir 1 Minute bei 96 °C aufgekocht und
bei -80 °C gelagert.

2.4.7.2 Bradford Assay zur Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte colormetrisch mittels des Bradford
Assays. Dazu wurde das DC Protein Assay Kit (5000111, Biorad) nach Anleitung des
Herstellers verwendet. Fiir die Standardkurve wurde der Proteinstandard von Sigma
Aldrich (#P0834) verwendet. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des MultiskanTM FC
Mikrotiterplatten-Photometers (#51119000, Thermo Scientific).

2.4.7.3 Western Blotting
Soweit nicht anders angegeben wurden die Proteinlysate so verdiinnt, dass jeweils 10 pg
Protein in 10 pl pro Probe eingesetzt wurde. Die Proben wurden jeweils 4:1 mit Laemmli

Puffer versetzt und 1 Minute bei 96 °C aufgekocht. Zunachst wurden Polyacrylamid Gele
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gegossen. Diese bestanden aus einem Sammelgel und einem Trenngel. Soweit nicht anders
angegeben wurden 9%ige Trenngele und und 5%ige Sammelgele verwendet. Das Trenngel
bestand aus 2,1 ml Polyacrylamid (37,5:1, 30%) (Roth #3029.2), 2ml 3,5x
Bis(2-hydroxyethyl)aminotris(hydroxymethyl)methan (BisTris pH 6,5) (Sigma Aldrich
#B9754), 2,9 ml ddH;0, 25 pl Ammoniumpersulfat (APS) (Sigma Aldrich #A3678) und 7 ul
N,N,N’,N"-Tetramethyethyllamin (TEMED) (Sigma Aldrich #T9281). Das Sammelgel setzte
sich wie folgt zusammen: 0,29 ml Polyacrylamid (37,5:1, 30 %), 0,5 ml 3,5x BisTris (pH 6,5),
0,96 ml ddH20, 8 ul APS und 3 pl TEMED. Zuerst wurde das Trenngel in die Gelkassette
gegeben und mit Isopropanol bedeckt um eine gerade Trennlinie zwischen Trenn- und
Sammelgel zu erhalten. Nach dem Ausharten des Trenngels wurde das Isopropanol
entsorgt und das Sammelgel in die Gelkassette gegeben und ein Kamm eingesetzt. Der
Aufbau der Gelkammer war folgendermallen: Die Gele wurden und die Kammer (X-cell
SureLock™ Mini-Cell, EI0001) eingesetzt und mit einem Gelfixierungskeil in die Fassung
geklemmt. Der Raum zwischen den Gelen wurde mit frischem MES Puffer (50 mM MES,
0,1 % SDS, 50 mM Tris, 1 mM EDTA) bis zur Bedeckung der Geltaschen gefillt. Die duRere
Kammer wurde mit bereits benutztem MES Puffer befillt. Im Anschluss wurden die
Proteinproben (2.2.4.8.1) vorsichtig in die Geltaschen pipettiert. Als Marker wurden 5 pl
eines bereits gefarbter Protein Markers (#A8889, Applichem) (10 — 245 kDa) verwendet.
Das Gel lief zunachst fiir 15 Minuten bei 75 Volt, so konnten die Proteine in das Sammelgel
einlaufen. Danach wurde die Gelkammer auf Eis gestellt und die Proteine bei 180 Volt
aufgetrennt.

Die Ubertragung der Proteine auf eine Nitrocellulose Membran (GE Healthcare,
ProtranBA85) erfolgte mit Hilfe eines Xcell ITM Blot Modul (Thermo Scientific, #E19051). In
das Blot Modul wurden zunachst mit Transferpuffer (20 % Methanol, 0,5 M Bicine, 0,5 M
BisTris, 20,5 mM EDTA) getrankte Blotschwdmme (Novex®, life technologies #EI9052)
gelegt. Im Anschluss wurde die Gelkammer auseinander gebaut und die Gelkassette mit
einem Gel-Messer aufgebrochen. Das Gel wurde auf ein mit Transferpuffer getranktes
Chromatin-Papier (Whatman #3030704) Gbertragen und auf die Blotschwamme drapiert.
Auf das Gel wurde dann die mit Transferpuffer getrankte Nitrocellulose Membran gelegt
und darauf erneut ein Transferpuffer getranktes Chromatin-Papier gelegt. Anschliefend
wurde Blot-Modul mit weiteren in Transferpuffer getrdankten Blotschwammen gefillt und

diese in die Kammer gesteckt. Die innere Kammer wurde mit Transferpuffer und die duRere
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Kammer mit ddH,0 befiillt. Die Ubertragung der Proteine auf die Membran erfolgte im
Anschluss fir 2 Stunden bei 30 Volt.

Die Membran wurde mittels RedAlert™ (Merck #71078) gefarbt und damit die
Proteinmenge auf der Membran zu detektieren. Zur Dokumentation wurde die Membran
gescannt und nach Bedarf entsprechend des gewtiinschten Molekulargewichts geschnitten.
AnschlieBend wurde die Membran fiir 20 Minuten mit ddH,0 rehydriert. Das Blocken der
Membran erfolgte fir 1 Stunde in 3 % BSA (Sigma Aldrich #A7284-500ml) in 1x TBS-T (Tris
Buffered Saline (Sigma Aldrich #T6664-10PAK), 1 % Tween20 (Sigma Aldrich #P1379)).
AnschlieBend folgte die Inkubation der Membran mit dem entsprechenden
Primdrantikorper (2.1.5) in 3 % BSA in 1x TBS-T bei 4 °C tGber Nacht. Am folgenden Tag
wurde die Membran sechsmal fiir jeweils 5 Minuten in 1x TBS-T gewaschen. Es folgte die
Inkubation der Membran mit dem Sekundarantikérper in 3 % BSA in 1x TBS-T fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur. Die Membran wurde im Anschluss erneut sechsmal fir
jeweils 5 Minuten mit 1x TBS-T gewaschen. AbschlieBend folgte ein einstindiger
Waschschritt in 1x TBS-T bei Raumtemperatur. Die Detektion des Antikorpersignals erfolgte
mit Hilfe des Pico (#35065) oder Femto-Kits (#34095) in einem ChemiDoc-Imaging System
(BioRad #1708280). Alternativ wurde aus das LI-COR System (LI-COR #) zur Visualisierung
der spezifischen Antikérperbindung Uber Fluoreszenzgekoppelte Sekundarantikorper
verwendet. Das Li-COR System wurde zur Detektion der Proteine BDK und PPM1k im m.TA

der mito-Inc KO-Tiere verwendet.

2.4.8 Proteinextraktion fiir eine Immunoprézipitation

Zur Analyse des Interaktoms der mito-Inc wurde eine Immunoprazipitation mit
verschiedenen Antikérpern durchgefiihrt. Daflir wurden Proteine aus Herzen von
wildtypischen und Mutanten Ma&usen extrahiert. Die Tiere wurden wie in 2.2.2.1
beschrieben getétet und mit 1x PBS perfundiert. AnschlieBend wurde das benétigte
Gewebe entnommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Anschlielend wurde das
Gewebe mit einem Morser aufgebrochen, wobei darauf zu achten war alle Gerate und
Proben auf Trockeneis zu lagern um ein auftauen der Gewebeproben zu vermeiden. Die
pulverisierten Herzen wurden in 1 ml RIPA Puffer (50 mM Tris-HCl pH 7,4, 1% NP-40,
0,25 % Natrium-Desoxycholat, 150 mM NaCl, 1x Protease Inhibitor Cocktail Il (Merck
#539134, 1 U RNasin [Promega # N2611) (iberfiihrt und wie in 2.2.4.8.1 beschrieben mit
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einem Sonifizierstab weiter aufgebrochen. Es folgte eine 30miniitige Inkubation bei 4 °C
auf einem Drehrad. Anschliefend wurden die Proben fiir 5 Minuten bei 14000 rpm und 4 °C
zentrifugiert und der Uberstand in ein frisches 1,5ml ReaktionsgefidR iberfiihrt.
AnschlieRend wurde die Proteinkonzentration wie in 2.2.4.8.2 beschrieben bestimmt und

das fertige Lysat bis zum Verwenden bei -80 °C gelagert.

2.4.9 Immunoprdézipitation

Flr die Immunoprazipitation wurden je Ansatz 30 ul G-Sepharose-beads (Sigma Aldrich
#P3296-5ML) und 1 mg Protein eingesetzt. Die Beads wurden zunachst zweimal mit RIPA
Puffer gewaschen und nach jedem Waschschritt fiir 30 Sekunden bei 12500 rpm und 4 °C
zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Beads fiir eine Stunde bei 4 °C rotierend mit
Blockierlosung (RIPA Puffer, 3 % BSA) inkubiert. Parallel dazu wurden die Proteinlysate
ebenfalls fiir eine Stunde bei 4 °C mit 30 pl Beads rotierend inkubiert um unspezifische
Bindungen zu vermeiden. Im Anschluss wurden die Proben fiir 30 Sekunden bei 12500 rpm
zentrifugiert und die ,vorgereinigten” Lysate zu den geblockten beads gegeben. Pro Ansatz
wurden 2 ug des entsprechenden Antikorpers zugegeben und das Ganze liber Nacht bei
4 °C rotierend inkubiert. Am Folgetag wurden die Proben 3mal mit RIPA Puffer gewaschen
und nach der letzten Zentrifugation in 100 ml RIPA Puffer resuspendiert. Zur Validierung
der Immunoprazipitation wurden je 20 pl entnommen und mit 10 pl 4x Lammli versetzt

und ein Westernblot (2.2.2.4.8.3) gemacht.

2.4.10 RNA-Pulldown

Zur Analyse des Interaktoms von mito-Inc wurden RNA-Pulldown Experimente
durchgefihrt. Daflir wurde mito-Inc und weitere Kontroll-IncRNAs in vitro transkribiert,
biothyniliert und an beads gebunden mit Proteinlysaten inkubiert. Die Analyse der
gebundenen Proteine erfolgte massenspektrometrisch. Als Kontroll-RNAs dienten
AK086006 und AK010044. Die Amplifikation der IncRNAS erfolgte mittel Phusion®
Polymerase (Thermo Scientific #F530L). Fir die invitro Transkription wurde das T7
RiboMAXX™ Express Large Scale RNA Production System (P1320) von Promega verwendet.
Die Durchfihrung erfolgte entlang der Herstellerangaben mit Ausnahme der
Transkriptionszeit, welche auf 2 Stunden erh6ht wurde. Die Biotinylierung erfolgte mit dem

PierceTM RNA 3’End Desthiobiotinylation Kit (#20163) von Thermo Scientific. Die

38



AbschielRende Aufreinigung der RNA erfolgte mittels der mini Quick Spin RNA Columns von
Roche (#11814427001). Der RNA-Pulldown erfolgte mit dem PierceTM Magnetic
RNA-Protein Pull-Down Kit (#20164) von Thermo Scientific. Die Proteine wurden jedoch
nicht laut Herstellerangaben eluiert. Die Aufreinigung der Proben zur Analyse mittels
Massenspektrometer wurde von Sylvia Jeratsch durchgefiihrt. Die Bioinformatische
Auswertung erfolgte durch Johannes Graumann. Die statistische Auswertung erfogte
mittels FDR (false discovery rate) Methode. Zusatzlich wurde ein zeiseitiger T-Test
durchgefiihrt.

2.4.14 Isolation von Mitochondrien aus Mausgewebe

Fiir die Isolierung von kardialen Mitochondrien wurden die Tiere mittels zervikaler
Dislokation getotet und mit 1xPBS perfundiert. Das Herz wurde entnommen und in PBD
(1xPBS pH 7,4; 10 mM EDTA) Uberfiihrt. Das Gewebe wurde anschliefend mit einer Schere
zerkleinert und zweimal mit eiskaltem PBD gewaschen. Das zerkleinerte Gewebe wurde
dann in 5 ml eiskaltem PBD-T (PBD, 0,05 % Trypsin ()) fir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Es
folgte eine Zentrifugation bei 200 g fiir 5 Minuten (4 °C). Der Uberstand wurde verworfen
und das Gewbepellett in 50-10 ml IBm1 pH 7,4 (6,7 ml Succhrose (1 M), 5 ml Tris/HCI (1 M),
5 ml KCI (1 M). 2 ml BSA (10 %) ad. 100 ml ddH20) resupendiert. AnschlieBend wurde das
Gemisch durch 10 StoRe mit einem Teflonpistil bei 1600 rpm homogenisiert. Das
Homogenat wurde in ein 50 ml Reaktionsgefall Gberfihrt und bei 700 g fiir 10 (4 °C)
zentrifugiert. Der Uberstand enthielt die Mitochondrien und wurde in ein vorgekiihltes
Zentrifugationsréohrenchen aus Glas Gberfihrt. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt
bei 8000 g fiir 10 Minuten (4 °C). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellett in 5 ml
eiskaltem IBm2 pH 7,4 (25 ml Succhrose (1 M), 3 ml EGTA/Tris (1 M), 1 ml Tris/HCI (1 M)
ad. 100 ml ddH20) resuspendiert und erneut fir 10 bei 8000 g (4 °C) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellett, welches die isolierten Mitochondrien enthélt
1:1 in Mitoprep-Puffer (0.225 M Mannitol, 0.075 M Succhrose, 20 mM HEPES, pH 7.4)
resuspendiert und 1 pl Digitonin (10 mg/ml) (Sigma #D141) hinzugegeben. Zusatzlich
wurden 0,5 pl RNase A (Sigma #R6513) dazugegeben sorgfiltig gemischt und der Ansatz fir
20 Minuten bei 27 °C inkubiert. AbschlieBend folgte eine Zentrifugation bei 11000 g fiir 5
Minuten (4 °C). Der Uberstand wurde so sorgfaltig wie méglich entfernt bevor die isolierten

Mitochondrien fiir weiterfihrende Experimente verwendet werden konnten. [96]
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2.4.15 Zellfraktionierung

Zur Analyse von nuklearer und wurden Kardiomyozyten wie in 2.3.7 beschrieben isoliert
und zweimal mit eiskaltem 1x PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Proben 10
Minuten bei 1000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das Zellpellett wurde in 100 pl Puffer A (10 mM
Tris/HCl pH 8,0, 140 mM NaCl, 1,5 mM MgCl,, 0,5% Nonidet P-40) resuspendiert und 5
Minuten auf Eis inkubiert. Wahrend der Inkubation wurden die Proben gelegentlich
angeschnickt. AnschlieRend folgte eine Zentrifugation bei 1000 x g fiir 3 Minuten bei 4 °C.
Der Uberstand enthielt die zytoplasmatische Fraktion und die RNA wurde wie in 2.2.4.1
beschrieben extrahiert. Das Pellett wurde noch weitere zweimal mit Puffer A gewaschen.
Zum Schluss folgte ein Waschschritt mit dem Puffer B (1% Tween-40, 0,5%
Desoxycholinsdure in Puffer A) und eine abschlieBende Zentrifugation bei 1000 x g und 4 °C.
Das Pellett wurde in 700 pl Trizol resuspendiert und die nukleare RNA wie in 2.4.1

extrahiert.

2.4.16 RNA-Fluoreszenz-In-situ-Hybridisierung (RNA-FISH)

Zur weiteren Validierung der Lokalisierung von mito-Inc wurde eine RNA-FISH
durchgefihrt. Mittels Genspezifischer, Fluorophor-gekoppelten RNA-Antisense-Sonden fir
mito-Inc und Kontroll-RNAs konnte die Lokalisierung von mito-Inc mikroskopisch
ausgemacht werden. Die RNA-FISH wurde mit dem ViewRNA ISH Cell Assay Kit von
Affymetrix (#QVC0001) durchgefiihrt. Die Antisense-Sonde fir mito-Inc (VB1-18013) war
Alexa594 gekoppelt. Die beiden Kontrollen ATP6 (#VB43113886) und Coxl (VB4-17070)

waren Alexa488 gekoppelt. Die Auswertung erfolgte mit einem Mikroskop von Zeiss ()

2.4.17 RNA in-situ Hybridisierung Proximity Ligation Assay (rISH-PLA)

Zur Validierung der Daten der RNA-Pulldown Experimente zur Interaktion von mito-Inc mit
dem BCKD Komplex wurde eine rISH-PLA durchgefiihrt. Diese Methode basiert auf der
spezifischen Bindung von RNA-Sonden gegen die Ziel-RNA in Kombination mit spezifischen
Antikorpern gegen das putative Interaktionsprotein. Liegt eine Interaktion zwischen RNA
und Protein vor wird mit dieser Methode ein spezifisches, mikroskopisch detektierbares
Signal gebildet. Fir die Durchfiihrung dieses Experimentes wurden zunadchst adulte
Kardiomyozyten von knockout und wildtypischen Mausen isoliert (siehe Absatz 2.3.7) Fiir

die Durchfiihrung des Experimentes wurde das Protokoll von Roussis, 2016 [165]
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verwendet. Das Design der RNA-Sonden erfolgte mit dem Stellaris Designer [209]. Die

Durchfiihrung des Protokolls wurde von Dr. rer. nat. Christian Schutt Gbernommen.

2.4.17 Kultivierung und Differenzierung von immortalisierten Zelllinien

2.4.17.1 C2C12 Zellen

Fir invitro Analysen wurde die immortalisierte C2C12 Zelllinie, ein Subklon einer
immortalisierten Myoblastenzelllinie, verwendet. Die C2C12 Zellen wurden aus einem C3H
Mausmuskel isoliert und immortalisiert [97]. Diese Myoblasten zeichnen sich durch eine
hohe Proliferationsrate aus und sind zudem in der Lage zu fusionieren und so zu
kontrahierenden Muskelfasern zu differenzieren. In der Proliferationsphase wurden die
Zellen in Wachstumsmedium (DMEM High Glucose (Thermo Scientific #11965-092), 1 %
PSG (Penicillin, Streptamycin, Glutamin (Thermo Scientific #10378016), 10 % fotales
Kalberserum (FCS) (Sigma Aldrich #F7524-500ML)) gehalten. Da die Zellen ab einer
Konfluenz von 90-100 % von alleine differenzieren wurde bei Bedarf statt DMEM High
Glucose DMEM Low Glucose (Thermo Scientific #11965-092) fiir das Wachstumsmedium
(1% PSG, 10 % FCS) verwendet. Zur Induktion einer vollstindigen Differenzierung der
C2C12 Zellen wurden die Zellen in Differenzierungsmedium (DMEM High Glucose, 2 %
Pferdeserum (Horse Serum (HS)) (Thermo Scientific #16050130), 1 % PSG) gehalten. Um
die Zellen in Kultur zu halten mussten die Zellen ab einer Konfluenz von circa 80 % gesplittet
werden. Daflr wurden diese mit 1x PBS gespilt und 10 Minuten bei 37 °C mit Trypsin
(Sigma Aldrich #T4549) inkubiert. AnschlieBend wurde die Trypsinierung mit der gleichen
Menge an Wachstumsmedium gestoppt und die Zellen in ein Falkontube lberfiihrt. Die
Zellsuspension wurde fiir 5 Minuten bei 1200 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Das Zellpellet wurde anschlieRend in Wachstumsmedium resuspendiert und die Zellen
ausplattiert. Die Zellen wurden wahrend der gesamten Kultivierungszeit in einem 37 °C
Inkubator bei 10 % CO2 gehalten. Zur Kryokonservierung der Zellen wurden diese, wie beim
Splitten trypsiniert und in Wachstumsmedium mit 10 % DMSO in KryogefaRe lberfihrt. Die
Zellen wurden anschlieBend Uber Nacht bei -80°C gelagert bevor sie fir eine

Langzeitlagerung in fllssigen Stickstoff Gberfiihrt wurden.
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2.4.17.2 Immortalisierte braune Preadipocyten (BAT Zellen)

Die braunen Maus-Preadipocyten wurden von Markus Kriiger nach Kahn (ref) isoliert und
immortalisiert. Flr die Kultivierung wurden die Zellen in Wachstumsmedium (DMEM High
Glucose (Thermo Scientific #11965-092), 1% PSG (Penicillin, Streptamycin, Glutamin
(Thermo Scientific #10378016), 10 % fotales Kalberserum (FCS) (Sigma Aldrich
#F7524-500ML)) auf Zellkulturplatten ausplattiert. Fiir die Differenzierung wurden die
Zellen in Differenzierungsmedium (Wachstumsmedium (500 ml), 50 pl T3 (10 uM), 10 pl
Insulin (1 mM Sigma #1-6634) passagiert und fir 4 Tage bis zur Konfluenz kultiviert. Danach
wurden die Zellen durch den Austausch des Differenzierungsmediums mit
Induktionsmedium (Differenzierungsmedium, 0,125 M Indomethacin (Sigma #1-7378),2
mg/ml Dexamethason (Sigma #D-1756), 0,25 M IBMX (Sigma # 1-5879) fiir 2 Tage induziert
und dann erneut bis zur vollstandigen Differenzierung in braune Adipozyten in
Differenzierungsmedium kultiviert. Dabei sollte das Medium alle zwei Tage gewechselt
werden. Die Zellen sollten nach 10 Tagen vollstindig ausdifferenziert sein und
morphologisch einen sehr hohen Anteil an kleinen Lipiddroplets aufweisen. Zur
Kryokonservierung wurden die Zellen trypsiniert, mit 1x PBS gewaschen und Kryomedium

(DMEM high Glucose, 20 % FCS, 10 % DMSOQ) in flliissigem Stickstoff gelagert.

2.4.18 BCKDH-Aktivitdts Assay

Ziel des Versuches war es die spezifische Aktivitdit der BCKDH in adulten Mausen zu
bestimmen. Der Ablauf des Versuches basierte auf der Methode von White et al. 2016 [61]
und wurde Gewebespezifisch angepasst. Daftir wurde #C-markiertes KIV verwendet,
welches im Zuge des BCAA Metabolismus liber den BCKDC zu **CO, umgewandelt wird. Die
Tiere wurden wie in 2.2.2.1 beschrieben getdtet und mit 1x PBS perfundiert. Das bendtigte
Gewebe wurde entnommen und mit eisgekiihltem 1x PBS gespiilt. AnschlieRend wurde das
Gewebe in Puffer H (30 mM KPi monobasic pH 7,5, 3 mM EDTA, 5 mM DTT, 1 mMKIV, 3 %
FCS, 5 % Triton X-100, 1 uM Leupeptin in ddH,0) homogenisiert. Daflir wurde das Gewebe
zunachst mit einer Schere in Puffer H zerkleinert und dann das Gemisch in gentleMACS C
Tubes (Miltenyi #130-096-334) Ulberfihrt. Die Homogenisierung erfolgte mit Hilfe des
gentleMACS Octo Dissociators (Miltenyi #130-096-427). Daflir wurde das Programm zur
Mitochondrien Isolation von Mausgewebe verwendet. AnschlieRend wurden die Proben

fiir 10 Minuten bei 10000 g und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand in ein frisches 1,5 ml
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Reaktionsgefall Gberflhrt. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration im Lysat wurde der
Bradford Assay, wie in 2.2.4.8.2 beschrieben, verwendet. Fiir den Assay wurden je 400 —
500 pg in 50 pl Puffer H in eine 24-well Zellkulturplatte Gberfihrt und jeweils 300 pl Puffer
A (50 mM HEPES pH 7,5, 30 mM KPi (monobasic) pH 7,5, 0,4 M CoA, 3 mM NAD*, 5 % FCS,
2 mM Thiamin Pyrophosphat, 2 mM MgCl, in ddH20, 1 pl **C-KIV ()) dazugegeben. Um das
4 C-markierte CO2 aufzufangen wurde je ein kleines Stiick Chromatin Papier mit 1 M NaOH
getrankt und im Deckel Giber den einzelnen wells platziert. Die Reaktion erfolgte bei 37 °C
schittelnd im Wasserbad unter einem Abzug fiir 30 Minuten. Zum Abstoppen der Reaktion
wurden die Zellkulturschalen auf Eis platziert und je Ansatz 100 pl 70%ige Perchlorsaure
hinzugegeben. Nach einer Stunde Inkubationszeit wurden die Chromatin Papierstiicke in
Szintillationsflaschchen (6,5ml von ROTH #AYX4.1), welche mit je 4ml
Szintillationsflissigkeit (Roth # 00163) gefiillt waren tberfiihrt und die Menge an '*C mit
Hilfe des Szintilationszahlers Tri-Carb 2810TR Low Activity Liquid Scintllation Analyzer von

Perkin Elmer gemessen.

2.4.19 Metabolomics

Zur Analyse der Konzentrationen diverser Metabolite im knockout-Modell wurden
wildtypische und mito-Inc Tiere im Alter von 18-22 Wochen mittels Dekapitation getétet,
das Blut gewonnen und die Organe mittels kardialer Perfusion mit 1xPBS gespiilt.
AnschlieBend wurden die Organe entnommen und in fllissigem Stickstoff schockgefroren.
Zur Probenaufbearbeitung wurden die gefrorenen Gewebe mit einem Morser auf
Trockeneis zermahlen, die Proben abgewogen und in frische 2 ml Reaktionsgefille
Uberfuhrt.

Zur Serumgewinnung wurde das gesammelte Blut fliir 5 Minuten bei Raumtemperatur
koaguliert. AnschlieBend wurden die Proben bei 14000 rpm fir 5 Minuten (RT)
zentrifugiert. Die gelbliche, fliissige Phase bildet das Blutserum und wurde in ein frisches
1,5 ml EppendorfgefaR {berfihrt. Die weitere Probenaufbearbeitung, sowie die
Massenspektrometrischen Messungen und Analysen wurden von Sven Zukunft in Frankfurt
durchgeflhrt. Herz und Fettgewebe wurden in 500 pl und die Leberproben in 1 ml 85 %
Methanol lysiert und jeweils 200 ul verwendet. Zur Messung wurden 100 ul Plasma

verwendet.
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2.5 Statistische Auswertungen und Analysen

2.5.1 Transkriptomanalyse mittels GSEA

Zur genaueren Analyse der Transkriptomdaten aus der Affymetrix Analyse (2.2.4.6) wurde
die Software GSEA (Gene set enrichment analysis) [98] verwendet. Diese ermoglichte eine
genauere Betrachtung potentiell verdnderter Gensets. Die Verdnderten Parameter vor
dem Start der Analysesoftware sind im Folgenden abgebildet:

veranderte Parameter GSEA

paramnum100
paramnormmeandiv
paramplot_top_x100
paramnperm1000
paramorderdescending
parammetricSignal2Noise

C57BL/6J Backcross:

paramnormmeandiv
paramplot_top x100
paramnperm1000
paramorderdescending
parammetricDiff_of Classes

Die Affymetrix Exon Array Daten wurde zunachst mittels des RMA (Robust Multi-array
Average) Algorithums standardisiert. Unter der Annahme, dass sie Intensitdten aller
Transkripte in einem Gewebe gleich sind, werden die Signale der einzelnen Sonden
summiert und dienen so als Referenz zur Normalisierung der einzelnen Gene.

Verglichen wurde je GSEA die Transkriptomdaten von mito-Inc knockout und wildtypischen
Tieren. Zur Analyse wurden folgende, bereits im Programm integrierte Datenbanken
verwendet: Hallmark Datenbank [99], die C2 und die C5 Datenbank [100]. Gene deren
Expresssionsstarke um mehr als 5 % von der Kontrollgruppe abwichen galten als verandert.

[101,102]

2.5.2 Auswertung der histologischen Analysen mittels ImageJ

Die Analyse der GrofSen der Herzzellen sowie die GrofSe der Muskelfasern im Skelettmuskel
wurde das Programm Imagel genutzt. Immunhistochemisch oder WGA markierte

Gewebeschnitte wurden dafiir mikroskopisch dokumentiert, mit einem Malistabsbalken
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versehen und als tiff-Datei exportiert. Im Folgenden werden die unterschiedlichen

Methoden genauer beschrieben.

2.5.2.1 Analyse der KardiomyozytengrolSe mittels Image)

Zur Analyse der Groflen der Kardiomyozyten wurden Herzquerschnitte mit WGA gefarbt
und mikroskopisch dokumentiert (Absatz:). Die als tiff-Dateien exportierten Bilder wurden
in Imagel) gedffnet und zundchst mit Hilfe des Freihand tools von Imagel der
MaRstabsbalken des importierten Bildes nachgezogen. Uber den Befehl ,set scale” wurde
die ,known distance” auf die tatsdchliche Lange des MaRstabsbalkens gesetzt. Mit dem
Freihandtool wurden anschlieBend die einzelnen Kardiomyozyten per Hand umrandet. Das

betatigen der Taste ,M“ gibt den Befehl zur Berechnung der Flache.

2.5.2.2 Analyse der MuskelfasergroRen mittels Image)

Zur Bestimmung der MuskelfasergroBe im Skelettmuskel wurden Fluoreszenzbilder der
Immunhistochemischen Laminin Farbungen verwendet. Die als tiff-Dateien exportierten
Bilder wurden in ImagelJ gedffnet und zunachst mit Hilfe des Freihand tools von Imagel der
MaRstabsbalken des importierten Bildes nachgezogen. Uber den Befehl , set scale” wurde
die ,known distance” auf die tatsidchliche Linge des Malstabsbalkens gesetzt. Die
Einstellungen fiir die Messungen wurden in dem Men ,,Set Measurements” gemacht. Die
Unterpunkte ,Limit to threshold”, ,Add to Overlay” und ,Display Label” wurden
ausgewahlt. Mit dem Tool des Zauberstabes (wand tool) wurden die einzelnen
Muskelfasern angeklickt und die entsprechende Aullengrenze der Faser von Imagel
markiert. Die Markierung konnte bei Bedarf angepasst werden. Das betdtigen der Taste

»,M*“ gab den Befehl zur Berechnung der Flache.

2.5.3 Statistische Auswertungen der Daten

Im Allgemeinen erfolgte die statistische Auswertung der Experimente mit Hilfe des
Programms Graph Pad Prism (Version 6). Die Auswahl des statistischen Tests war abhangig
von der Gruppengrofle sowie der Normalverteilung innerhalb der Gruppen. Lag eine
Gaulverteilung innerhalb der Gruppen vor, wurde ein Students T-Test verwendet. war dies
nicht der Fall wurde der Mann-Whitney-Test verwendet. Die Auswertung der
Transkriptomdaten hervorgehend aus den Affymetrix Exon-Arrays erfolgte mittels eines
modifizierten tTests. Zur Ermittlung statistisch signifikanter Ausreifer wurde der

ROUT-AusreiBertest verwendet. Zum multiplen Vergleichstest im Zuge einer
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Varianzanalyse wurde der Fisher-LSD Test im Zuge einer two-way Anova
Multivarianzanalyse verwendet. Statistische Signifikanzen wurden als p-Wert angegeben.
Die verwendeten Signifikanzen sind der folgenden Tabelle zu entnehmen:

Tabelle 2.4: Verwendete Symbole zur Darstellung der Signifikanzen

p-Wert Symbol
p >0,05; nicht signifikant | ns

p <0,05; signifikant *

p <0,01; signifikant ok

p <0,001; signifikant ok

p £0,0001; signifikant RIS

2.5.4 Standardisierung der Daten mittels z-Transformation

Zur Auswertung der Daten aus den Transkriptom- bzw. Proteom-Analysen wurden die
Daten standardisiert. Unter Verwendung der Normalverteilung bei der, der
Erwartungswert u = 0 und die Streuung o = 1 ist, kann eine sogenannte z-Transformation
durchgefihrt und die Daten standardisiert werden. Die Standardisierung erfolgte fir jedes
detektierte Gen bzw. Protein in dem jeweils der z-Wert Gber die Gesamtheit der Proben
gebildet wurde. ,Mit dem z-Wert wird in der Statistik die Differenz eines Rohwertes vom
Mittelwerte beschrieben. Daflir wurde der arithmetische Mittelwert (4) vom
entsprechenden Messwert (x) subtrahiert und durch die Standardabweichung (o)

dividiert”. (z = (x-p) / o) [214, 215]
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3. Ergebnisse

3.1 Kandidatenvalidierung

Metabolische Prozesse spielen vor allem im kontraktilen Gewebe im Zusammenhang mit
Krankheiten wie Diabetes, Insulin Resistenz (IR), Arteriosklerose, Adipositas oder diversen
Herzerkrankungen eine zunehmende Rolle in der Forschung [11-19]. Unser Interesse
bestand darin eine IncRNA zu identifizieren und charakterisieren, welche in solch
metabolische Stoffwechselprozesse von kontraktilem Gewebe involviert sein kdnnte. Die
erste Klassifizierung erfolgte anhand von Expressionsdaten aus diversen Geweben. Das
Hauptaugenmerk bestand dabei auf einer erhohten Expression der Kandidatengene in
kontraktilen, metabolisch aktiven Geweben, wie der Muskulatur, dem Herzen, oder dem
braunen Fettgewebe (BAT). Diese Organe sind aktiv bei der Aufrechterhaltung der
metabolischen Homoostase des gesamten Organismus involviert und zeigen zugleich
deutliche Unterschiede in ihrem organspezifischen Stoffwechsel [4].

Im Zuge der Kandidatenvalidierung sollten fir verschiedene IncRNAs, KO-Mdause generiert
und eine pralimindre phanotypische Analyse durchgefiihnrt werden (hmbs-IncRNA
(AK086006), bfs-IncRNA (AK0O80070), HS-IncRNA (AK013431), mito-Inc (AK079912)). Der
genomische Lokus von zwei der IncRNA Kandidaten (bfs-IncRNA, HS-IncRNA) zeigte sich als
schwierig manipulierbar. Der Versuch der homologen Rekombination, beziehungsweise
genomischen Deletion mittels des CRISPR/CAS9 Systems oder der klassischen,
plasmidbasierten homologen Rekombination, zeigte keinen Erfolg. Im Falle der bfs-IncRNA
konnte zwar erfolgreich ein Reperaturplasmid zur homologen Rekombination generiert
werden, jedoch zeigte sich die Rekombination in murinen embryonalen Stammzellen
(mES-Zellen) als wenig effizient. Es konnte nur ein positiver mES-Zell Klon nachgewiesen
werden, welcher fiir die Generierung der knockout (KO)-Mause verwendet wurde
(Anhang Abb. 7.2). Die genomische Analyse mittels Southernblot, zur Validierung der
Rekombination, zeigte im 3"-Bereich des Ziellokus ein positives Ergebnis. Die
Genotypisierung bestatigte die Ergebnisse im 3’-Bereich, zeigte jedoch im 5’-Bereich des
Ziellokus der putativ homozygoten Tiere (F1), eine zusatzliche WT-Bande. Zur Validierung
des knockouts wurde RNA aus dem BAT der bfs-IncRNA mutanten Tiere extrahiert und
mittels genspezifischer Primer eine q RT-PCR durchgefiihrt. Die Verwendung von

Exonlbergreifenden Primern zeigte nur eine geringfligigere Verringerung der Expression
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der bfs-IncRNA, in den putativ homozygoten knockout Mausen, im Vergleich zu
wildtypischen oder heterozygoten Kontrolltieren. Ein ahnliches Ergebnis zeigten die
einzelne PCRs, mit spezifischen Primern fir jeweils nur ein Exon der bfs-IncRNA.

Die erfolgreich generierten Mausmodelle zur Analyse der Funktion von IncRNAs wurden
zunachst basal phanotypisch untersucht. Dazu wurden adulte KO-und WT-Mause
verwendet. Es wurden diverse histologische sowie molekularbiologische Analysen fiir diese
Kandidaten durchgefiihrt. Im Verlauf der Validierung konnte mit den verwendeten
Methoden kein deutlicher Phdanotyp der KO-Linie fiir die hmbs-IncRNA gezeigt werden
(Anhang Abb. 7.3, 7.4).

Die Entscheidung fiel schlussendlich auf mito-Inc, eine IncRNA mit einer starken Expression
im BAT, sowie im Herzen und der Skelettmuskulatur von adulten Mausen. Im Zuge der
Kandidatenvalidierung zeigten die untersuchten KO-Mause unter anderem einen kardialen
Phanotyp, woraufhin der Fokus fiir diese Arbeit auf der Analyse der Funktion von mito-Inc

im Herzen von adulten Mausen gelegt wurde.

3.2 Charakterisierung von mito-Inc

3.2.1 in-silico Analyse

Die Charakterisierung der IncRNA mito-Inc beinhaltete zunachst eine in-silico Analyse des
genomischen Lokus. Die IncRNA mit der Accession-Nummer  AK079912
(chr6:86,463,889-86,466,267) wurde anhand des Exonarrays (GeneChip Exon 1.0 ST Array
(Affymetrix Inc.) von Gellert et al [104] als nicht-kodierende RNA annotiert. Diese
Transkriptomdaten zeigten eine starke Expression der IncRNA im Herzen, im Skelettmuskel
und im braunen Fett (BAT) von Ma&usen. Auch in der Niere und im weiRen Fettgewebe
(WAT) konnte die IncRNA geringfligig detektiert werden (Abb. 3.1 A-B). Zur in-silico Analyse
wurde unter anderem der UCSC Genome Browser [208] verwendet. RNA-seq Daten von
2012 aus der ENCODE/LICR Datenbank [105-107] aus dem UCSC Genome Browser
bestatigten die Ergebnisse bezliglich der Expression der IncRNA. Die mito-Incist 425 bp lang
und der genomische Lokus umfasst 2379 bp. Kodiert ist sie auf dem (-)-Strang und
beinhaltet 2 Exone (Abb. 3.1 C). Sequenzierungs Daten aus
Chromatin-Immunoprezipitierungen (ChIP) von 2012 aus der ENCODE/LICR Datenbank
[108-124] des UCSC Genome Browsers, zeigten im Herzen eine Polymerase 2 Bindestelle,
sowie einen H3K4me3 Peak liber dem ersten Exon der IncRNA. Beides konnte nicht in der
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Leber oder in E14.5 Mausherzen detektiert werden. Etwa 7 kb upstream der IncRNA ist
Pcbpl, neben zwei weiteren annotierten Genen lokalisiert (RefSeq Gene, UCSC Genome
Browser [105-107]). Die Analyse der Daten zur Expression von mito-Inc anhand eines Exon
Array Datensets (AffymetrixExon Array 1.0: Normal Tissues, UCSC Genome Browser) [125],
zeigte eine starke Expression des ersten Exons von mito-Inc im Herzen und im
Skelettmuskel (Abb. 3.1 D). Zusatzlich konnte mito-Inc in der Niere detektiert werden. Fir
das zweite Exon konnte nur im Herzen eine deutliche Expression gezeigt werden. Die Daten
zur Konservierung der IncRNA entstammen ebenfalls der UCSC Genome Browser
Datenbank und wurden mit Hilfe einer Multi Alignment Analyse, basierend auf phastCons
und phyloP [126-135], von der Penn State University Center for Comparative Genomics and
Bioinformatics erstellt. Die genomische Sequenz des ersten Exons von mito-Inc zeigte in der
Ratte, eine Konservierung (Abb. 3.1 E). Die Sequenz des ersten Exons von mito-Inc war
zudem unter anderem im Menschen partiell konserviert.

Die Kodierungswahrscheinlichkeit wurde anhand des CPC2 ermittelt [136]. Fiir die Analyse
wurden Sequenzen von mito-Inc und den bereits beschriebenen IncRNAs Nron und Hotair,
den Mikropeptiden Dworf und Myoregulin und den proteinkodierenden Genen, Actal und
Gapdh, verwendet [136-142]. Das Kodierungspotential setzte sich aus der Analyse
mehrerer Merkmale zusammen. Eine Rolle spielten dabei die Lange, die Qualitat und die
Integritat der offenen Leserahmen (ORFs). Als zusatzliches Merkmal fiir die Bestimmung
des Kodierungspotentials, wurden die Treffer mit Protein-kodierenden Genen aus BLASTN
Analysen mit eingerechnet. [143] Das Kodierungspotential von mito-Inc war vergleichbar
mit dem von Nron, beide waren geringer im Vergleich zum Kodierungspotential von Hotair
(Abb. 3.2 A). Die kodierenden Gene Gapdh und Actal haben ein Kodierungspotential von
1. Die Mikropeptide Dworf und Myoregulin waren mit dem Kodierungspotential der
IncRNAs vergleichbar. Weiterhin wurde im Zuge der CPC2 Berechnung [136] der
Fickett-Wert berechnet. Dieser basiert auf der Berechnung der Triplett Anordnung und
deren Wahrscheinlichkeit eines realen Leserahmens [144]. Je niedriger dieser Wert, desto
geringer die Wahrscheinlichkeit eines Kodierungspotentials. Der Fickett-Wert fiir Gapdh
und Actal war >0,4, wahrend der, der IncRNAs unter 0,35 lag (Abb. 3.2 B). Der Fickett-Wert
fur die Mikropeptide Dworf und Myoregulin war >0,4. Ein weiterer Faktor war die Lange
der Offenen Leserahmen (ORF), angegeben in Aminosduren (AS). Die untersuchten

IncRNAs, sowie Mikropeptide, hatten ORF Lingen von <100 AS (Abb.3.2C). Die
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protein-kodierenden Gene hatten ORF’s mit Langen von >300 AS. Betrachtete man die
Kodierungswahrscheinlichkeit von mito-Inc im Blickwinkel des gesamten Transkriptoms auf
der Basis von kodierenden und nicht-kodierenden Genen wiesen etwa 8,6 % der
nicht-kodierenden RNAs ebenfalls einen ORF von ca 56 AS auf (Abb. 3.2 D). Weniger als
0,005 % der annotierten mRNAs zeigte eine solche Peptidlange. Betrachtete man den
Fickett-Wert von mito-Inc (0,35), im Blickwinkel des gesamten Transkriptoms hatten 6,4 %
der nicht-kodierenden und 2,4 % der kodierenden RNAs den gleichen Fickett-Wert
(Abb. 3.2 E). Weiterhin wurden beide Exone von mito-Inc mittels BLASTX [218] auf
homologe Proteinsequenzen Uberprift, um eine putative Translation auszuschliefen. Die
Analyse ergab, im Falle des ersten Exons, keine Treffer. Im Falle des zweiten Exons ergaben
sich 26 Treffer. Die Langen der positiven Sequenzen betrugen zwischen 19 und 44 bp, mit
einer prozentualen Identitat zwischen 63 % und 85 %. Die prozentuale Identitdt beschreibt

dabei die Ahnlichkeit der untersuchten Sequenz mit der Zielsequenz [216].
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Abb 3.1.:Die mito-Inc wird in metabolisch aktiven Organen exprimiert. (A) Heatmap
der standardisierten Expressionsdaten aus verschiedenen Geweben von
wildtypischen Mausen. Abgebildet ist der z-Wert per Reihe der Auswahl an IncRNA
Kandidaten und bereits beschriebenen IncRNAs. mjto-Inc (blau) war besonders im
Herzen, im BAT und im Skelettmuskel exprimiert. (B) q RT-PCR zur Analyse der
Expression von mito-Inc in verschiedenen Geweben. Normalisiert wurden die Daten
entsprechend auf Gapdh. Im BAT wurde mito-Inc am starksten detektiert. Weiterhin
konnte die Expression im Herzen und in der Skelettmuskulatur bestatigt werden.
(n=5 (WT); n=5 (KO); Nuerz=4 (WT); nuer.=4 (KO)) (C) RefSeq Gene (UCSC Genome
Browser) Sequenzierungsdaten zur genomischen Lokalisierung von mito-Inc. Die
mito-Inc ist auf Chromosom 6 (chr6:86,463,889-86,466,267,), auf dem (-)-Strang
lokalisiert. Etwa 7 kb upstream der IncRNA liegt Pcbpl, neben zwei weiteren
annotierten Genen. (D) Dargestellt ist Expression von mjto-Inc (blau) anhand des
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AffymetrixExon Array 1.0 (UCSC Genome Browser) Datensets. Das Datenset zeigte
eine starke Expression des ersten Exons von mito-Inc im Herzen und im Muskel.
Zusatzlich konnte mito-Incin der Niere detektiert werden. Fiir das zweite Exon konnte
nur im Herzen eine Expression gezeigt werden. (E) Multi Alignment Analyse (UCSC
Genome Browser) zur Konservierung von mito-Inc. Dargestellt ist der
Konservierungswert, basierend auf der multiplen Alignment Analyse, zur
evolutiondren Konservierung. Daflir wurden die beiden Methoden phastCons und
PhyloP verwendet. Der Graustufendichteblot zeigt die Qualitdt des Alignments. Je
dunkler die Werte, desto hdher ist das Level der allgemeinen Konservierung. Die
genomische Sequenz des ersten Exons von mito-Inc war in der Ratte konserviert. Das
zweite Exon zeigte keine Konservierung. (BAT = braunes Fett; m. Sol = Musculus

Soleus; m. TA = Musculus Tibialis anterior; m. Quad = Musculus Quadrizeps)
[verdandert nach 210]
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Abb. 3.2: Die mito-Inc ist eine nicht-kodierende RNA. (A) CPC2 Analyse zum
Kodierungspotential verschiedener Gene. Verglichen wurden die
Kodierungspotentiale von mijto-Inc und den bereits beschriebenen IncRNAs, Nron und
Hotair, den Mikropeptiden Dworf und Myoregulin und den proteinkodierenden Genen
Actal und Gapdh. Das Kodierungspotential von mito-Inc war vergleichbar mit dem
von Nron, beide waren geringer als das Kodierungspotential von Hotair. Die
kodierenden RNAs Gapdh und Actal haben ein Kodierungspotential von 1. Die
Mikropeptide Dworf und Myoregulin waren mit dem der IncRNAs vergleichbar. (B)
CPC2 Analyse zum Fickett-Wert. Der Fickett-Wert fir Gapdh und Actal war >0,4. Der
Fickett-Wert der untersuchten IncRNAs lag zwischen 0,3 und 0,35. Myoregulin hatte
den hochsten Fickett-Wert von allen untersuchten RNAs (0,47). (C) CPC2 Analyse zur
Lange der Offenen Leserahmen (ORF), angegeben in der Menge an Aminosduren (AS).
Die untersuchten IncRNAs, sowie Mikropeptide zeigten Langen <100 AS. Nron hat den
langsten ORF, mit 75 AS. Die RNA des Mikropeptids Dworf hatte nur eine ORF Lange
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von 36 AS. Im Falle von mito-Inc betrug die Ldnge des ORFs 56 AS. Die bekanntlich
kodierenden Gene Actal und Gapdh zeigten ORF Langen von >300 AS. (D) CPC2
Berechnung der Kodierungswahrscheinlichkeit von  mito-Inc. 8,6 % der
nicht-kodierenden RNAs zeigen einen ORF von ca 56 AS auf. Weniger als 0,005 % der
annotierten mRNAs zeigten eine solche Peptidlange. (E) CPC2 Berechnung des
Fickett-Werts von mito-Inc. Der Fickett-Wert von mito-Inc lag bei 0,35. 6,4 % der
nicht-kodierenden und 2,4 % der kodierenden RNAs zeigen den gleichen Wert. [136]

3.2.2 Lokalisierung von mito-Inc

Zur Weiteren Charakterisierung der IncRNA erfolgte eine Analyse zur Lokalisierung der
Ziel-RNA auf Transkriptomebene. Die dafiir verwendeten Kardiomyozyten wurden
fraktioniert und deren RNA gewonnen. Die Analyse erfolgte mittels q RT-PCR unter
Verwendung genspezifischer, Exon-lbergreifender Primer. Zur qualitativen Kontrolle der
einzelnen Fraktionen wurden verschiedene Kontroll-RNAs verwendet. Neatl diente als
nukleare [32], und Gapdh diente als zytoplasmatische Kontrolle [142]. Zur Validierung der
Expressionsdaten wurde der 2-€aCT.\Wert berechnet. Dafiir wurden die CT-Werte der
extranuklearen Fraktion von der entsprechenen nuklearen Fraktion subtrahiert und negativ
potenziert (2-(CTextra-CTnuklear) ‘' pje | okalisierung der nuklearen Kontrolle Neatl war auf die
nukleare Fraktion limitiert (Abb. 3.3 A). Neatl1 konnte in der extranuklearen Fraktion nur
geringflgig amplifiziert werden und war vergleichbar mit der Wasserkontrolle. Die
Ergebnisse zeigten, dass mito-Inc ein vergleichbares Lokalisierungsmuster aufweist wie
Gapdh. Der Durchschnitt der Daten beider RNAs lag jeweils tiber dem Schwellenwert von 1
(n=3). Beide RNAs waren vorwiegend in der extranuklearen Fraktion von isolierten
Kardiomyozyten lokalisiert. Fiir eine detailliertere Analyse der Lokalisierung wurde RNA aus
kardialen Mitochondrien isoliert. Zur spateren Normalisierung der Daten wurde vor der
eigentlichen Mitochondrienisolierung ein Teil des Herzens entnommen und die RNA beider
Fraktionen isoliert. Die Analyse erfolgte mittels g RT-PCR, unter Verwendung
Genspezifischer, Exon-Ubergreifender Primer. Zur qualitativen Kontrolle der
Mitochondrien wurden verschiedene Kontroll-RNAs verwendet. Tfam diente als
kernkodierte und mitochondrial lokalisierte Kontrolle, wahrend 68-Akin als
zytoplasmatische Kontrolle verwendet wurde [145,146]. Zur Validierung der
Expressionsdaten wurde der 2-9€CT.\Wert berechnet. Dafiir wurden die CT-Werte der
mitochondrialen Fraktion von der entsprechenen Gesamtfraktion subtrahiert und negativ
potenziert (2-(CTextra-CTnuklear) ' 8_Aktin wurde in den isolierten Mitochondrien nur geringfiigig

detektiert (2-9€!2CT: 0,01) (n =4) (Abb. 3.3 B). mito-Inc wurde etwa 8-fach héher in den
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Mitochondrien detektiert im Vergleich zu B-Aktin (279€'CT: 0,08) (n = 4). Tfam wurde im
Vergleich zu 8-Aktin im Durchschnitt etwa 20-fach héher detektiert (2-9¢'2CT: 0,198) (n = 3).
Zur Validierung der Daten aus der Lokalisierungsanalyse mittels g RT-PCR, wurde eine RNA
Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (RNA-FISH), mit Hilfe von Alina Brandl durchgefiihrt
(Abb. 3.3 D) [155]. Zur Kontrolle der Lokalisierung der Mitochondrien von isolierten
Kardiomyozyten wurde eine Sonde gegen Atp6 verwendet. ATP6 ist mitochondrial kodiert
und lokalisiert [147,148]. Atp6 konnte klar abgegrenzt, hauptsachlich in dem Bereich rund
um den Nukleus detektiert werden. Die mito-Inc zeigte im Vergleich zu ATP6 eine deutlich
geringere Abundanz. Die Co-Hybridisierung mit Atp6 zeigte im Falle von mito-Inc
ausschlieBlich Co-Lokalisierungen mit Atp6. Nicht alle Atp6 markierten Bereiche zeigten ein
Signal von mito-Inc. Zur Analyse der Spezifitat der RNA-FISH wurden KO—Kardiomyozyten
als negativ Kontrolle verwendet und eine Co-Lokalisierungsanalyse durchgefiihrt
(Abb. 3.3 C). Die Fluoreszenzaufnahmen der wildtypischen Kardiomyozyten zeigten eine
Co-Lokalisierung von mito-Inc mit Atp6. Die KO-Kardiomyozyten zeigten kein spezifisches
Signal flar mito-Inc und somit auch keine Co-Lokalisierung mit Atp6. Mittels der
Fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurde die Co-Lokalisierung von mito-Inc mit Atp6
genauer untersucht. Analysiert wurde dabei die Haufigkeit mit welcher ein Signal von
mito-Inc mit einem Signal von Atp6 co-lokalisiert vorkommt. Dafiir wurde der
Co-Lokalisierungskoeffizient M1 verwendet. Dieser beschreibt wie viele der detektierten
Objekte im Kanal 2 (ROT), mit den detektierten Objekten im Kanal 1 (griin), co-lokalisiert
sind. Wobei eine 100 %-ige Uberlappung der Signale einen Wert von 1 hat. Fiir die Analyse
wurde das Tool coloc2, aus dem Programm Image) verwendet. [149] Eine Co-Lokalisierung
lag nur in den mito-Inc*/*-Kardiomyozyten vor. Zur statistischen Analyse wurde ein
zweiseitiger Mann-Whitney-Test verwendet, um die Unterschiede zwischen WT und KO
Kardiomyozyten auszuwerten. Dieser zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen den
Gruppen mit einem p-Wert von <0,001. (Die statistische Analyse der einzelnen Daten der
KO-Kardiomyozyten zeigte, dass 75 % einen Lokalisierungskoeffizienten von 0,001
aufwiesen. Daher wurden im Falle der WT-Gruppe alle Daten <0,001 von der statistischen

Analyse ausgeschlossen.)
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Abb. 3.3: Die mito-Inc ist mit Mitochondrien co-lokalisiert. (A)
Fraktionierungsanalyse der extranuklearen Fraktion im Vergleich zur nuklearen
Fraktion. Die Analyse erfolgte mittels q RT-PCR aus RNA von isolierten
Kardiomyozyten (WT, adult). Dargestellt ist das Verhéaltnis von extranuklearer zu
nuklearer Fraktion (279¢'2¢T),  Neatl diente als nukleare und Gapdh als
zytoplasmatische Kontrolle [32,142]. Der durchschnittliche Wert von mito-Inc und
Gapdh lag jeweils Uber dem Schwellenwert von 1 (n=3), wahrend der
Durchschnittswert von Neatl bei 0,005 lag. (n = 3) (B) Fraktionierungsanalyse von
isolierten, kardialen Mitochondrien (WT), mittels g RT-PCR. Dargestellt ist das
Verhédltnis von Mitochondrien zum gesamten Herzen (2°9¢'"3¢T), Tfam diente als
kernkodierte, mitochondrial lokalisierte RNA und B-Akin als zytoplasmatische
Kontrolle. 6-Aktin wurde in den isolierten Mitochondrien nur geringfligig detektiert
(2-9¢'3¢T: 0,01) (n = 4). Die mito-Inc wurde etwa 8-fach héher in den Mitochondrien
detektiert im Vergleich zu 8-Aktin (279¢'3¢T: 0,08) (n = 4). Tfam wurde im Vergleich zu
B-Aktin im Durchschnitt etwa 20-fach héher detektiert (2°9¢'*2¢T: 0,198) (n = 3). (C)
Grafische Darstellung der Auswertung zur Analyse der Co-Lokalisierung von mito-Inc
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mit Atp6. Da keine Normalverteilung innerhalb der einzelnen Gruppen vorlag wurde
ein zweiseitiger Mann-Whitney-Test verwendet um die Unterschiede zwischen
WT- und KO-Kardiomyozyten auszuwerten. Dieser zeigte einen signifikanten
Unterschied zwischen den Gruppen mit einem p-Wert von <0,001. (D)
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung im Vergleich WT-Kardiomyozyten gegeniber
mito-Inc KO-Kardiomyozyten. Blau: Farbung mit Dapi (353 nm). Grin (488 nm):
Farbung Gber Atp6-Sonden. Rot (594 nm): Farbung lGber mito-Inc Sonden. Dargestellt
ist die mikroskopische Aufnahme aller drei Kandle, sowie die Einzelkanalaufnahme
far mito-Inc (rot) und Atp6 (griin) (von links nach rechts). Die Fluoreszenzaufnahmen
der mito-Inc*’*-Kardiomyozyten zeigten eine Co-Lokalisierung von mito-Inc mit Atp6.
Die Fluoreszenzaufnahmen der KO -Kardiomyozyten zeigten kein spezifisches Signal
far mito-Inc und somit auch keine Co-Lokalisierung mit Atp6. Die Aufnahmen wurden
far die Vergleichbarkeit mit gleicher Intensitdt und Belichtungszeit aufgenommen.
Skala =5 um. [142,145-149]

3.2.2 Interaktion von mito-Inc

Das Interaktom einer IncRNA ist ein bedeutender Faktor in der Analyse ihrer Funktion. Zur
Identifikation der, oder des Interaktionspartners von mito-Inc wurden verschiedene
RNA-Pulldown Experimente durchgefiihrt. Diverse Vorversuche mit C2C12 Zelllysaten und
BAT Zelllysaten (Anhang Abb. 7.5 A) implizierten eine Interaktion von mito-Inc mit BCAA
metabolisierenden Enzymen. Fir den RNA-Pulldown wurden schliel8lich Proteinlysate von
wildtypischen Herzen verwendet (n = 3). Dabei wurde je ein individuelles Herzlysat fir je
eines der Triplikate der in vitro transkribierten IncRNAs verwendet. Die angereicherten
Proteine der einzelnen Proben wurden von Johannes Graumann massenspektrometrisch
untersucht und Bioinformatisch ausgewertet. Die Hauptkomponentenanalyse (PCA) der
einzelnen Replikate des RNA Pulldown Experiments zeigte, dass die einzelnen
Versuchsgruppen zu 67,3 % gruppiert und ohne Uberlappungen, im Vergleich der drei
analysierten IncRNAs vorlagen. Innerhalb der Triplikate der einzelnen Gruppen lag jeweils
ein AusreiBer vor. Zur Analyse wurden die Daten unter Verwendung des z-Wertes
standardisiert.

Der Vergleich der angereicherten Proteine mit Hilfe des z-Werts zeigte eine Anreicherung
der BCAA metabolisierenden Gene mit mito-Inc im Vergleich zu beiden Kontroll-RNAs
(Abb. 3.4 C). Fiur fast alle detektierten BCAA-metabolsierenden Proteine konnte eine
Anreicherung mit mito-Inc gezeigt werden (Anhang Abb. 7.5 B). Weiterhin wurde die
Anreicherung der Proteine mit mito-Inc gegeniiber dem Mittelwert beider Kontroll-RNAs
verglichen (Mittelwert (Ctrll+Ctrlll)). Mit mito-Inc konnte eine signifikante Anreicherung
der BCKDHA und BCKDK gezeigt werden (Abb. 3.4 D). Zusatzlich konnte die Anreicherung

weiterer BCAAmetabolisierender Gene mit mito-Inc bestatigt werden. So konnten alle
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Untereinheiten des BCKD Komplexes mit mito-Inc angereichert werden. Die Anreicherung
der BCKDHA mit mito-Inc war signifikant mit einem p-Wert von 0,02 (zweiseitiger t-Test).
Fir BCKDHB ergab sich ebenfalls eine signifikante Anreicherung mit einem p-Wert von
0,046. DBT und DLD wurden zwar mit mito-Inc detektiert, zeigten jedoch keine signifikante
Anreicherung im Vergleich zur Kontrolle. Die starkste Anreicherung konnte jedoch mit
mito-Inc gezeigt werden. Weiter stromabwarts im Metabolismusweg involvierte Enzyme
wurden ebenfalls mit mito-Inc angereichert. Darunter ACADM, ACADS, ACADSB und ACAT1
(Anhang Abb. 7.5 B).

Zur weiteren Analyse der Interaktion von mito-Inc mit dem BCKD Komplex wurde ein RNA
in-situ Hybridisierungs proximity ligation Assay (rISH-PLA) auf isolierten Kardiomyozyten
durchgeflhrt (Abb. 3.4 E). Dieses Experiment wurde von Christian Schutt durchgefiihrt. Der
Assay beruht auf dem Prinzip, dass die rdumliche Nahe, beziehungsweise Interaktion
zweier Interaktionspartner zueinander ein spezifisches, detektierbares Signal produziert.
Dafir wurden spezifische antisense Sonden flir mito-Inc und die entsprechenden
Primarantikorper gegen die Untereinheiten des BCKD Komplexes verwendet. Als
Negativkontrolle wurde ein Antikorper gegen CYTC verwendet, ein mitochondriales
Protein, welches nicht mit mito-Inc interagiert [150]. Als zusatzliche Negativkontrolle
wurden WT- sowie KO-Kardiomyozyten ausschliel3lich mit den sekundaren Antikérpern
behandelt. Zur Kontrolle der Spezifitat der Antikérper wurden die mikroskopischen
Aufnahmen der rISH-PLA mit der Immunhistochemischen Antikorperfarbung der einzelnen
Proteine in wildtypischen Kardiomyozyten verglichen (AnhangAbb.7.6). Die
mikroskopische Auswertung zeigte fiir die BCKDHA eine Akkumulation spezifischer Signale
ausferhalb des Zellkerns. Unter der Verwendung der Kombination der Sonden gegen
mito-Inc und dem Primarantikorper gegen CYTC, konnten keine positiven Signale detektiert

werden Ebenso verhielt es sich im Falle der Negativkontrolle mittels Sekundarantikérper.
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Abb. 3.4: Der BCKD Komplex ist der putative Interaktionspartner von mito-Inc. (A)
Schematische Darstellung der Enzyme des BCAA Metabolismus [verdndert nach 200].
(B) Hauptkomponentenanalyse (PCA) der einzelnen Replikate des RNA Pulldown
Experiments. Die Streuung innerhalb der Gruppen ist prozentual abgebildet. Die
einzelnen Datensets der Proteingruppen, jeweils bestehend aus Triplikaten, lagen in
67,3 % der Fille gruppiert vor und zeigten keine Uberlappungen. Sie waren raumlich
getrennt. (C) Heatmap der massenspektrometrischen Analyse des RNA-Pulldown
Experimentes zur Interaktion von mito-Inc im Vergleich zweier Kontroll-IncRNAs.
Dargestellt ist der z-Wert der gemittelten Detektionswerte der einzelnen Triplikate
der Proteine des BCKD Komplexes und dessen Kinase. Alle Untereinheiten des
Komplexes wurden mit mito-Inc angereichert. Die E3 Untereinheit (DLD) wurde auch
mit einer Kontroll-IncRNAs angereichert (D) Dargestellt ist die Heatmap der
Anreicherung der Kompartimente des BCKD Komplexes von mito-Inc gegeniiber des
Mittelwerts beider Kontroll-RNAs und dem entsprechenden p-Wert. (E) rISH-PLA auf
isol. WT-und KO-KM’s unter Verwendung genspezifischer RNA-Sonden fir mito-Inc in
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Kombination mit spezifischen Antikdérpern gegen BCKDHA, CYTC und DLD. Zur
Kontrolle wurden nur die sekundaren Antikdorper verwendet (2nd AB ctrl.). Die
Verwendung der Sonden gegen mito-Inc in Kombination mit spezifischen
Primarantikorpern gegen BCKDHA und DLD zeigte spezifische Signale. Im Falle von
CYTC konnten keine positiven Signale ausgemacht werden. Dies war auch fir die
Antikorperkontrolle der Fall (2nd AB ctrl.). Die Zellkerne wurden mittels Dapi Farbung
(blau) markiert. Skala =5 um. Blau: Farbung mit Dapi (353 nm). Rot: Farbung
Sonden/Antikorper (594 nm)

3.3 Charakterisierung des in vivo LOF Modells

3.3.1 Die Generierung von mito-Inc KO-Mdusen mittels CRISPR/CAS9n

Die Generierung und Validierung der Plasmide zur genetischen Detektion von mito-Inc in
Mausen wurde mit Unterstlitzung durch Simone Fister durchgefiihrt [151]. Daflir wurde
das CRISPR/Cas9n System verwendet [91-94]. Die Analyse der transfizierten mES-Zellen
erfolgte mittels semiquantitativer PCR und anschlieBender Sequenzierung der
amplifizierten Produkte. Die Sequenzierungsdaten zeigten eine genomische Deletion im
gewiinschten Bereich (Anhang Abb.7.7 A). Die positiven mES-Zellklone wurden
anschlieRend zur Generierung von KO-Mi3usen verwendet. Die Uberpriifung des
genomischen Status der Mause wurde eine Genotypisierungs-PCR unter Verwendung
genspezifischer Primer etabliert (Abb. 3.5 B). Wildtypische Tiere zeigen ein 591 bp langes
PCR Produkt wahrend KO-Tiere ein 470 bp langes Produkt zeigen. Die KO-Effizienz im
Herzen wurde im Zuge der Transktriptomanalyse (Absatz 3.3.4) Giberpriift (Abb. 3.5 C).

Die KO-Gruppe beinhaltet sowohl mito-Inc’-- und mito-IncP*-Tiere. Die Affymetrix Exon
Array Daten wurde mittels des RMA (Robust Multi-array Average) Algorithums
standardisiert. Die Expression von mito-Inc im Herzen war signifikant verringert (einseitiger
Mann-Whitney-Test; p = 0,0083, Wildtyp; n =7, mito-Inc KO; n = 8). Die Expression von
mito-Inc im BAT war signifikant verringert (einseitiger Mann-Whitney-Test; p =0,0143,
Wildtyp; n = 4, mito-Inc? KO; n = 4).

Als Kontrolle und zur weiteren Analyse der Funktion der IncRNA wurden zusatzlich Mause
generiert, welche eine polyA-Sequenz im ersten Exon der IncRNA inseriert haben. Dies
induziert einen Transkriptionsstop und imitiert somit den KO-Zustand, ohne jedoch eine
groflere genomische Mutation als Basis zu haben. Wie bereits im Falle der genomischen
Deletion, wurden die transfizierten mES-Zellen mittels semiquantitativer PCR, unter

Verwendung genspezifischer Primer und anschlieBender Sequenzierung, Gberprift. Die
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positiven mES-Zellen wurden fiir die Generierung der mutanten Mause verwendet. Die
Sequenzierung der spezifischen Produkte zeigte eine fehlerlose polyA-Sequenz, inseriert im
ersten Drittel des ersten Exons (Anhang Abb. 7.7 B). Die Funktionsfahigkeit der Sequenz
wurde mittels g RT-PCR Uberprift (Abb. 3.5 F). Die homozygoten polyA-Mdause zeigten eine
signifikante Reduktion der Expression von mito-Inc Der p-Wert unter Verwendung eines
einseitigen Mann-Whitney-Tests betrug 0,05. Die Uberpriifung des genomischen Status der
Mause wurde eine Genotypisierungs-PCR unter Verwendung spezifischer Primer etabliert
(Abb. 3.5 E). Wildtypische Tiere zeigen eine 365 bp langes PCR Produkt wahrend

homozygot-mutante Tiere ein 412 bp langes Produkt zeigen.
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Abb. 3.5: invivo Deletion von mito-Inc mittels CRISPR/CAS9 System. (A)
Schematische Darstellung der Cas9n mediierten genomischen Deletion beider Exone
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von mito-Inc. Zur Deletion des genomischen Lokus von mito-Inc wurden vier
verschiedene sgRNAs verwendet (A, A", B, B"). Die Verwendung alles vier sgRNAs in
Kombination mit der Cas9n fihrt zur vollstandigen Deletion des Ziellokus. Zur
Validierung wurden die auRRenliegenden Primer MA254 und MA265 verwendet. (B)
Genotypisierungs-PCR der mito-Inc?®' Mause. (C) Transkriptionelle Analyse der
KO-Mause im Herzmuskel und dem BAT im Vergleich zu wildtypischen
Wurfgeschwistern. Die KO-Gruppe beinhaltet sowohl mito-Inc’- und
mito-IncPA-Tiere. Dargestellt ist die relative Expression von mito-Inc. Die Affymetrix
Exon Array Daten wurde mittels des RMA (Robust Multi-array Average) Algorithums
standardisiert. Die Expression von mito-Inc im Herzen war signifikant verringert
(Mittelwert £ SEM, einseitiger Mann-Whitney-Test; p =0,0083, Wildtyp; n=7,
mito-Inc KO; n =8). Die Expression von mito-Inc im BAT war signifikant verringert
(Mittelwert £ SEM, einseitiger Mann-Whitney-Test; p =0,0143, Wildtyp; n =4,
mito-Inc?’ KO; n=4). (D) Schematische Darstellung der Cas9 mediierten
polyA-Insertion innerhalb des ersten Exons von mito-Inc. (E) Genotypisierungs-PCR
der mito-IncP*-Miuse. (F) g RT-PCR zur Analyse der Expression von mito-Inc in den
mito-IncP® Herzen. Die Expression von mito-Inc, normalisiert auf Gapdh ist in den
polyA-inserierten Tieren signifikant reduziert (einseitiger Mann-Whitney-Test;
p-Wert=0,05; Mittelwert £+ SEM, Wildtyp; n = 3, mito-Inc”® KO; n = 3). (BAT = braunes
Fett)

3.3.2 Phéinotypische Analyse des LOF-Modells

Die erste phanotypische Untersuchung von acht Wochen alten mito-Inc KO-Mausen zeigte
keinerlei signifikante Anderungen im Kérpergewicht, Tibialinge oder des Herzgewichtes
(Anhang Abb. 7.8). Im Alter von 15-18 Wochen entwickelten die mito-Inc’-, sowie die
mito-IncPA-Tiere einen kardialen Phanotyp (Abb. 3.6). Zur nidheren Untersuchung wurden
verschiedene Gewichtsdaten metabolisch aktiver Organe untersucht. Die einzelnen
Gewichtsdaten wurden jeweils auf die Lange der Tibia normalisiert, da diese keinen
Unterschied innerhalb der Versuchsgruppen zeigte (Abb. 3.6 C). Die Kontrollgruppe
bestand aus wildtypischen Wurfgeschwistern und umfasste jeweils 38 Tiere im Alter von
15-18 Wochen. Die mito-Inc’--Gruppe hatte eine GruppengrdfRe von jeweils 27 im Alter von
15-18 Wochen. Die GruppengroRe der mito-IncPA-Tiere betrug jeweils 20 Tiere im Alter von
15-18 Wochen. Das Korpergewicht der Tiere zeigt keine signifikanten Veranderungen der
mutanten Tiere im Vergleich zur wildtypischen Kontrollgruppe (Abb. 3.6 B) (mito-Inc”":
zweiseitiger Students t-Test p = 0,2291; mito-IncP*: zweiseitiger Students t-Test p = 0,1560).
Das Herzgewicht der mito-Inc/-Mause war signifikant erhdht (zweiseitiger Students t-Test
p =0,0164). Das Herzgewicht der mito-Inc®® Tiere war ebenfalls signifikant erhdht

(Abb. 3.6 A) (zweiseitiger Students t-Test p = 0,0001).
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Abb. 3.6: Der Verlust von mito-Inc filhrt zu einem erhéhten Herzgewicht der
KO-Mduse. Analyse von Korpergewicht und Herzgewicht nach Verlust von mito-Inc
von 15-18 Wochen alten Mausen. Die Tibialange ziegte keine signifikante
Verinderung der mito-Inc’-, noch der mito-IncP*-Tiere im Vergleich zur
mito-Inc*’*-Kontrollgruppe (C). Die einzelnen Gewichtsdaten wurden daher jeweils
auf die entsprechende Tibialdnge normalisiert. (A-C) Analyse der Tiere mit
vollstindiger genomischer deletion von mito-Inc (mito-Inc’") und der Tiere mit polyA
Insertion (mito-IncP*). (A) Das Herzgewicht der mito-Inc’/-Mause war signifikant
erhdht (zweiseitiger Students t-Test p = 0,0164). Das Herzgewicht der mito-IncP? Tiere
war signifikant erhéht (Mittelwert + min.-max. Wildtyp; n = 38, mito-Inc?¢’ KO; n = 27,
mito-IncP”? KO; n = 20; zweiseitiger Students t-Test p = 0,0001). (B) Das Kérpergewicht
der mito-Inc”/- Tiere war nicht signifikant verdndert (Mittelwert + min.-max. Wildtyp;
n =38, mito-Inc?®’ KO; n =27, mito-IncP* KO; n = 20; zweiseitiger Students t-Test
p =0,2291). Das Kérpergewicht der mito-IncP* Tiere war nicht signifikant verindert
(Mittelwert £ min.-max. Wildtyp; n = 38, mito-Inc”® KO; n = 20; zweiseitiger Students
t-Test p = 0,1560). (C) Die Tibialdnge (mm) war nicht verdndert im Vergleich beider
KO-Modelle mit der WT-Gruppe (Mittelwert + min.-max. Wildtyp; n = 38, mito-Inc?®’
KO; n = 27, mito-Inc”® KO; n = 20). (HW = Herzgewicht; KG = Kérpergewicht)

3.3.3 Der Verlust von mito-Inc resultiert in einer kardialen Hypertrophie

Zur genaueren Untersuchung der kardialen Hypertrophie im Zuge des Verlustes von
mito-Inc wurde die GroBe der Kardiomyozyten im Herzen von mito-Inc®® und
mito-Inc’"-Tieren im Vergleich zu wildtypischen Kontrolltieren bestimmt. Dafiir wurden
Querschnitte der Herzen angefertigt und diese mit WGA und Dapi gefarbt (Abb. 3.7 A).
WGA markiert die Zellmembranen der Herzzellen und erméglicht so eine Bestimmung des
Umfangs der Zellen. Fir die Analyse wurden auschlieBlich Zellen von Aufnahmen der
dulReren Wand des linken Ventrikels verwendet. Als Kontrollgruppe dienten fir die
Untersuchung beider bereits beschriebener in vivo Maus-Modelle die selben Kontrolltiere
mit einer n-Zahl von 10. Die n-Zahl fiir die mito-Inc’-Gruppe betrug 8 und fir die
mito-IncPA-Gruppe 3. Die Histologie der Herzen mittels WGA wurde mit Hilfe von Liv

Zimmerman und Alina Brandl durchgefiihrt [155]. Die histologische Untersuchung der
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Kardiomyozyten mittels WGA Farbung zeigte fiir beide Mauslinien eine Verlagerung der
prozentualen Verteilungskurve in den Bereich von Zellen mit einem groReren Umfang
(Abb 3.7 B). Die statistische Analyse erfolgte mittels eines Fisher-LSD Tests im zuge einer
two-way Anova Multivarianzanalyse. Die Kardiomyozyten der KO-Mause hatten signifikant
vergroRerte Kardiomyozyten anhand ihres Umfangs. Die Kontrollgruppe zeigte hingegen
eine hohere Abundanz an Zellen mit einem Umfang <200 um. Die Zellen der
mito-Inc’-Tiere zeigten eine signifikante Verringerrung zur Kontrolle der Zellen mit einem
Umfang von 100-200 pm (p100-150=0,0388;p150-200=0,0476). Im Falle der mito-IncPA-Tieren
zeigte sich in den GrofRenbereichen von 100-200 um ebenfalls eine signifikante
Verringerrung zur Kontrolle vor (p100-150=0,026;p150-200=0,0099). Im Bereich der GrofReren
Zellen (>250 um) zeigten die mutanten Tiere einen Anstieg in der Anzahl der Zellen. Im
GroRenbereich von 350-450 um lag eine signifikante Erhohung der Anzahl der Zellen im
Vergleich der mito-Inc’--Tiere zur Kontrolle vor (p-Wert=0,0263). Bei den mito-Inc®-Tieren
wies der GrolRenbereich 250-450 um eine signifikante Erhéhung der Anzahl der Zellen im
Vergleich zur Kontrolle auf (p250-350=0,0306; p350-450=0,0358).

Da mito-Inc auch eine erhohte Expression in der Skelettmuskulatur aufweist wurden zur
weiteren phanotypischen Untersuchung Fasertypisierungungen im Skellettmuskel der
Tiere durchgefihrt. Diese wurden mkit der Hife von Liv Zimmermann und Alina Brandl
durchgefihrt [154]. Daflir wurden Kryoschnitte des Musculus Tibialis anteriors angefertigt
und mittels spezifischer Antikorperfarbung die Haufigkeit der Fasertypen in den einzelnen
Muskeln der Versuchsgruppen bestimmt. Im Musculus Tibialis anterior war dabei zwischen
dem proximalen und dem distalen Bereich zu unterscheiden, da diese bereits von
vornherein eine unterschiedlich Verteilung der Fasertypen zeigten. Im distalen Bereich
befinden sich demnach deutlich weniger Typ 2A Fasern als im proximalen Bereich des TA
Muskels. [152,153]

Die GruppengroRe fir die Fasertypisierung betrug jeweils 6 Tiere in der Kontrollgruppe und
entsprechend 7 und 8 in der mito-Inc KO-Gruppe fir den distalen, sowie den proximalen
Bereich. Die Verteilung der Typ 2X und 2B Fasern im proximalen Bereich war in der
wildtypischen Kontrollgruppe etwa 40 zu 60, wahrend sie im distalen Bereich bei 20 zu 80
lag (Abb. 3.7 C). Die Daten zeigten in beiden Bereichen des Musculus Tibialis anteriors eine
Verschiebung in der Haufigkeit von Typ 2B zu Typ 2X Fasern im mito-Inc KO-Muskel im

Vergleich zur WT-Kontrolle. Im proximalen Bereich des Musculus Tibialis anteriors war
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dieser Effekt deutlich starker und ein Fisher-LSD Tests im zuge einer two-way Anova
Multivarianzanalyse zeigte im Falle der Typ 2X und 2B Fasern einen signifikanten
Unterschied zwischen mito-Inc*’*und mito-Inc’- Tieren mit einem p-Wert von jeweils
<0,0001. Zur weiteren Untersuchung wurden die FasergroRen im Musculus Tibialis anterior
der KO-Mause mittels immunhistochemischer Lamininfarbung bestimmt. Die histologische
Analyse wurde mit Hilfe von LivZimmermann und Alina Brand| durchgefiihrt [154,155]. Die
Daten zeigten keine signifikante Veranderung der MuskelfasergroRen in der mito-Inc

KO-Situation im Vergleich zum WT (Anhang Abb. 7.10).
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Abb. 3.7: Der Verlust von mito-Inc induziert eine kardiale Hypertrophie. (A)
Immunhistologische Analyse der Herzzellen von Mausen nach Verlust von mito-Inc.
Die WGA Firbung zeigte eine VergréRerung der Kardiomyozyten in mito-Inc’" und
mito-IncPA-Tieren im Vergleich zur WT-Kontrolle. (B) Grafische Darstellung der
Verteilung der ZellgroRen (%). Die GroRen der Zellen wurden lGber eine WGA Farbung
bestimmt. Beide in vivo KO-Modelle zeigten eine Verlagerung der prozentualen
Verteilungskurve in den Bereich von Zellen mit einem gréBeren Umfang. Die
statistische Analyse erfolgte mittels des Fisher-LSD Tests. (Mittelwert + SEM Wildtyp;
n =10, mito-Inc?’ KO; n =8, mito-IncP* KO; n =3). (C) Grafische Darstellung der
Auswertung der immunhistologischen Analyse des Muscusuls Tibialis anteriors (m.
TA) mittels Fasertypisierung. Dargestellt ist die Haufigkeit mit welcher die einzelnen
Fasertypen jeweils im distalen und proximalen Bereich des m. TAs vorkamen. Die
Daten zeigten in beiden Bereichen des TAs eine Verschiebung in der Haufigkeit von
Typ 2B zu Typ 2X Muskelfasern im mito-Inc’/-Muskel. Im proximalen Bereich war
dieser Effekt deutlich starker. Die statistische erfolgte mittels des Fisher-LSD Tests.
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Fir die Typ 2X und 2B Fasern konnte ein signifikanter Unterschied zwischen
mito-Inc*’*- und mito-Inc’"-Tieren mit einem p-Wert von <0,0001 ermittelt werden
(Mittelwert + SEM Wildtyp; n = 6, Distal: mito-Inc?®’ KO; n = 8, Proximal: mito-Inc?®
KO; n = 7). Blau: Farbung mit Dapi (353 nm). Griin: Farbung WGA (488 nm).

3.3.4 Der Verlust von mito-Inc fiihrt zu einer transkriptionellen Deregulation von Genen
involviert im BCAA Metabolismus

Fiir eine weiterfihrende phanotypische Analyse wurde anhand eines Exon Arrays eine
Transkriptomanalyse vom Herzen und dem braunen Fettgewebe (BAT) der invivo LOF
Maus-Modelle durchgefiihrt. Fir die Transkriptomanalyse des Herzens wurden die Proben
von mito-Inc®® und mito-Inc®' Tieren zusammengefiigt. Daraus ergab sich eine n-Zahl von
jeweils 7 fur die KO- und 7 fuir die WT-Gruppe. Fir die Transkriptomanalyse des BAT wurden
die Proben von mito-Inc’-M&usen mit einer n-Zahl von 4 fiir die wildtypen und 4 fiir die
KO-Tiere verwendet. Problematisch bei dieser Analyse war die hohe Varianz innerhalb der
einzelnen Gruppen, welche bereits bei den Kontrolltieren deutlich auftrat. Dadurch waren
nur vereinzelt deutliche Veranderungen innerhalb einzelner Gene sichtbar. Die Auswertung
der Daten erfolgte mittels einer gene set enrichment Analyse (GSEA) [98]. Diese Analyse
zeigte in beiden Geweben eine signifikante Anreicherung von Genen involviert in
verschiedensten metabolischen Prozessen (Abb. 3.8). Ganz oben in den Top 10 der
hochregulierten KEGG Gensets im mito-Inc KO-Gewebe stand die Degradierung von Valin,
Leucin und Isoleucin (BCAA Metabolismus) mit einem FWER (family-wise error rate) p-Wert
von 0,003 im Herzen und 0,002 im BAT (Abb. 3.8). Im Herzen war dieses Genset um den
Faktor 0,58 und im BAT um 0,6 angereichert. Die Phosphatase PPM1K war dabei im Herzen
am deutlichsten hochreguliert. Im BAT war dies nur in 2 von 4 KO-Tieren der Fall. Neben
dem BCAA Metabolismus waren auch Gensets im Bereich des Fettsaure Metabolismus und
der oxidativen Phosphorylierung in beiden Geweben hochreguliert (Abb. 3.8). Die
Veranderung der Gene des Fettsdure Metabolismus lag im Herzen bei einem
Anreicherungswert von 0,44 und einem FWER p-Wert von 0,24. Im BAT lag der
Anreicherungswert bei 0,5, war jedoch nicht-signifikant (FWER p-Wert von 0,2). Im Falle
des Gensets der oxidativen Phosphorylierung lag der Anreicherungswert im Herzen bei 0,43
und einem FWER p-Wert von 0,04. Im BAT war dieses Genset um einen Wert von 0,36 mit
einem FWER p-Wert von 0,83 angereichert. Hinsichtlich der Veranderungen der Einzelgene
der Gensets bestand weiterhin das Problem der hohen Gruppenvarianz. Sodass die

einzelnen verdanderten Gene der Gensets kaum statistisch signifikante Unterschiede
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zeigten. Im BAT waren die Varianzen innerhalb der Gruppen deutlich geringer. Dies fihrte
dazu, dass deutlich mehr Gene der verdnderten Gensets eine signifikante und/oder
starkere Anreicherung zeigten als dies im Herzen der Fall war. Eine etwas basalere Analyse
unter Verwendung der Genset Datenbank der HALLMARKS zeigte ebenfalls deutliche
metabolische Veranderungen auf transkriptioneller Ebene (Anhang Abb. 7.11). Das Genset
des Fettsdaure Metabolismus war im Herzen, sowie im BAT der KO-Mause signifikant
angereichert. Im Herzen lag der Anreicherungswert bei 0.35 mit einem FWER p-Wert von
0,019. Die Anreicherung im BAT lag bei 0,4 mit einem FWER p-Wert von 0,004.

A Herz
GSEA: KEGG Top 10 upregulated gene sets in mito-Inc”

w

/- KEGG: Valin, Leucin und
Isoleucin Degradierung

o
o

KEGG VALINE LEUCINE AND ISOLEUCINE DEGRADATION
KEGG FATTY ACID METABOLISM

KEGG OXIDATIVE PHOSPHORYLATION

KEGG RIBOSOME

KEGG PANTOTHENATE AND COA BIOSYNTHESIS

KEGG PROPANOATE METABOLISM

KEGG PPAR SIGNALING PATHWAY

KEGG PARKINSONS DISEASE

KEGG RNA DEGRADATION

KEGG GLYCEROLIPID METABOLISM

o
w

o
o

enrichment score

LI

mito-Inc 7~ vs. WT: FWER p-value = 0.003
/-

mmm enriched in mito-Inc™
0 1 2 3 == gnriched in WT
-log:, (FWER p-Wert) enrichment profile
— hit

o

C BAT

KEGG: Valin, Leucin und
GSEA: KEGG Top 10 upregulated gene sets in mito-Inc™

Isoleucin Degradierung

KEGG TERPENOID BACKBONE BIOSYNTHESIS

KEGG BIOSYNTHESIS OF UNSATURATED FATTY ACIDS mito-Inc -I- vs. WT: FWER p-value = 0.002
KEGG OXIDATIVE PHOSPHORYLATION | . L -/-

—t— mmm enriched in mito-Inc

6 1 2 3 mmm enriched in WT

-logs (FWER p-Wert) enrichment profile

— hit

: 206
KEGG PEROXISOME | A 8
KEGG VALINE LEUCINE AND ISOLEUCINE DEGRADATION )
KEGG PROPANOATE METABOLISM ' €03
KEGG PYRUVATE METABOLISM H g
KEGG CITRATE CYCLE TCA CYCLE H 5 0.0
KEGG FATTY ACID METABOLISM jll | = ‘ ‘ HH ‘ ’ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘H
KEGG STEROID BIOSYNTHESIS H o
:
'
1

Abb. 3.8: Der Verlust von mito-Inc fithrt zu einer transkriptionellen Deregulation
von Genen involviert im BCAA Metabolismus. GSEA der Transkriptomdaten der
Affymetrix Analyse vom Herzen (A+B) und dem BAT (C+D) im Vergleich WT- und
KO-Mause. Die Transkriptomanalyse des mito-Inc KO-Gewebes zeigte in beiden
Geweben eine signifikante Anreicherung von Genen involviert in metabolischen
Prozessen. Die Top 10 der hochregulierten KEGG Gensets im mito-Inc KO-Gewebe
umfasste unter anderem die Degradierung von Valin, Leucin und Isoleucin (BCAA
Metabolismus), den Fettsdure Metabolismus und die oxidative Phosphorylierung in
beiden Geweben. Die drei genannten Gensets sind im Herzen signifikant
hochreguliert. Die transkriptionelle Anderung des BCAA Metabolismus ist in beiden
Geweben signifikant, mit einem entsprechenden FWER p-Wert von 0,019 und 0,004,
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hochreguliert (Herz: Wildtyp; n = 7, mito-Inc KO; n = 7, BAT: Wildtyp; n = 4, mito-Inc
KO; n = 4). (BAT = braunes Fett)

3.3.5 Der Verlust von mito-Inc fiihrt zu einer verringerten Effizienz im BCAA Katabolismus

Um ndheren Aufschluss tber die Aktivitdit des BCAA Metabolismus nach Verlust von
mito-Inc zu erhalten wurde ein BCKDH Aktivitats Assay durchgefiihrt (Abb. 3.9 A). Dieser
beruht auf der Tatsache, dass bei der Umsetzung der Ketoazide lber die BCKDH CO;
entsteht [61]. Ketoazide werden grundsatzlich nur von dieser Hydrogenase katabolisiert
[61]. Unter Verwendung von #C-markiertem KIV kann die Menge an freigesetztem
Y¥C-markierten CO, gemessen werden und so Rickschliisse auf die Aktivitit der
Hydrogenase und somit auf die Funktionalitdt des Stoffwechselprozesses liefern. Fiir den
Assay wurden Gewebelysate aus wildtypischen und mito-Inc KO-Herzen hergestellt und
diese mit *C-KIV versetzt. Das freigesetzte CO, wurde mittels NAOH auf einem Filterpapier
aufgefangen und die Menge an *C gemessen. Die Umsetzung von KIV (nmol/mg/min)
wurde Uber die eingesetzte Proteinkonzentration und die Menge an eingesetztem 4C,
sowie dem schlussendlich gemessenem 4C (iber eine Assayzeit von 30 Minuten bestimmt.
Die GruppengrofRe betrug 18 fir die wildtypischen und 18 fiir die KO-Tiere. Der Assay zeigte
eine signifikante Verringerung der Aktivitat der BCKDH um 25 % nach Verlust von mito-Inc
mit einem p-Wert von 0,0162 (t-Test, zweiseitig) (Abb. 3.9 B). Des Weiteren wurde die
Aktivitat der BCKDH auch im braunen Fettgewebe bestimmt. Der Versuchsablauf und
dessen Validierung war identisch zu dem bereits beschriebenen im Herzen. Der
Aktivitatsassay zeigte im Falle der mito-Inc KO-Tiere keine Verringerung der Aktivitat
(Abb. 3.9 C). Die GruppengroRe betrug 14 fiir die wildtypischen und 14 fiir die KO-Tiere.

Die Aktivitat der BCKDH wird durch deren Phosphorylierung an der Untereinheit E1 am
Serin 293 reguliert. Diese inaktivierende Phosphorylierung wird durch die BDK induziert.
Die aktivierende Dephosphorylierung der BCKDHA erfolgt lber die Phosphatase PPM1K.
[61,62] Zur weiteren Analyse des BCAA Metabolismus nach Verlust von mito-Inc wurde die
Menge an BCKDHAS®?%3 mittels Westernblot Gberprift. Dafir wurden Proteinlysate aus
mito-Inc’- und mito-Inc*/*-Herzen verwendet. Zur Analyse der Menge von p-BCKDHASer293
(50 kDa) wurde diese auf die Gesamtmenge von BCKDHA (50 kDa) normalisiert. Die Menge
an  BCKDHA®™23 st im mito-Inc’-Herz signifikant verringert (einseitiger
Mann-Whitney-Test p = 0,05, WT; n =3, KO; n=3) (Abb. 3.10 A). Zusatzlich wurden die

Proteinlevel der, an der Regulation beteiligten Enzyme BDK und PPM1K mittels
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Westernblot bestimmt. Die Menge an BDK, normalisiert auf RALA war nicht verandert in
den mito-Inc KO-Tieren im Vergleich zur Kontrolle. Die Menge an PPM1K, normalisiert auf
B-Aktin zeigte ebenfalls keine signifikante Veranderung.

Zusatzlich wurden zur Analyse der BCKDHA Proteinlysate aus dem Musculus Tibialis
anterior hergestellt und mittels Westernblot analysiert (Abb. 3.10 B). Die Menge von
p-BCKDHA>93 uynd BCKDHa wurde entsprechend auf GAPDH normalisiert. Im
Verhiltniszur Geamtmenge von BCKDHA war die Menge von BCKDHA>™% in den
KO-Muskeln signifikant reduziert im Vergleich zu den wildtypischen Wurfgeschwistern. Der
einseitige Mann-Whitney-Test zeigte einen p-Wert von 0,05 (WT; n = 3, KO; n = 3).

Der Phosphostatus der BCKDHA zeigte auch im braunen Fettgewebe eine tendenzielle
Verringerung im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 3.10 C). Diese zeigte jedoch keine
statistische Signifikanz (einseitiger Mann-Whitney-Test; p = 0,2, WT; n = 3, KO; n = 3).
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Abb. 3.9: Der Verlust von mito-Inc fihrt zu einer verringerten Effizienz im BCAA
Katabolismus. (A) Schematische Ubersicht des Prinzips des BCKDH Aktivitdts Assays.
14C-markiertes Ketoisovalerat (}*C-KIV) wird unter Abspaltung von **C-markierten CO;
zu Succinyl-CoA umgesetzt. Das freigesetzte !*CO, wird mittels 1 M NaOH
aufgefangen, die Intensitdat gemessen und damit die Umsetzung von a-Ketoisovalerat
berechnet. (B) Die umgesetzte Menge an '*C-KIV in nmol/mg/min in Lysaten aus
Herzgewebe. Die Aktivitdt der BCKDH war in mito-Inc’/-Mausen signifikant verringert
(Mittelwert £ min.-max, t-Test, zweiseitig p = 0,0162, Wildtyp; n = 18, mito-Inc KO;
n = 18). (C) Die umgesetzte Menge an *C-KIV in nmol/mg/min in Lysaten aus BAT. Die
Aktivitdt der BCKDH war im mito-Inc”/  nicht verdndert (Mittelwert + min.-max, t-Test,
zweiseitig p = 0,6520, Wildtyp; n = 14, mito-Inc KO; n = 14). (BAT = braunes Fett)
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Abb. 3.10: Der Verlust von mito-Inc induziert die Erh6hung der Menge an aktiver,
unphosphorylierter BCKDHA. (A) Westernblot von Proteinlysaten aus mito-/nc”’" und
mito-Inc*’* Herzen zur Analyse der Menge von p-BCKDHA®¢"?°3 (50 kDa) im Verhéltnis
zur Gesamtmenge der BCKDHA (50 kDa). Die Menge von total BCKDHA und
p-BCKDHA®®"?93 wurde jeweils auf RALA (27 kDa) normalisiert. Die Menge an
BCKDHA®¢"2°3  war in mito-Inc’/-Mausen signifikant verringert (einseitiger
Mann-Whitney-Test; p = 0,05). Westernblot von Proteinlysaten aus mito-Inc’/- und
mito-Inc*/*-Herzen zur Analyse der Abundanz von BDK und PPM1K. Die Menge an BDK
(46 kDa), normalisiert auf RALA (27 kDa) war nicht verandert im Vergleich WT und
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KO. Die Menge an PPM1K (30-40 kDa; Summe aus beiden Banden), normalisiert auf
B-Aktin (56 kDa) zeigte ebenfalls. keine Verdnderung. (Mittelwert £+ SEM, Wildtyp;
n = 3, mito-Inc KO; n = 3). (B) Westernblot von Proteinlysaten aus mito-Inc”/"- und
mito-Inc*’*-m. TA zur Analyse der Menge von p-BCKDHAS¢"2°3 (50 kDa) im Verhéltnis
zur Gesamtmenge der BCKDHA (50 kDa), normalisiert auf GAPDH (37 kDa). Die Menge
an BCKDHA®®™°3 war in mito-Inc’/-Mausen signifikant verringert (einseitiger
Mann-Whitney-Test; p=0,05, n=4). Westernblot von Proteinlysaten aus
mito-Inc’- und mito-Inc*’* TAs zur Analyse der Abundanz von BDK und PPM1K. Die
Menge an BDK (46 kDa), normalisiert auf RALA (27 kDa) war nicht verdandert im
Vergleich mito-Inc*/* gegen mito-Inc’-. Die Menge an PPM1K (30-40 kDa; Summe aus
beiden Banden), normalisiert auf p-Aktin (56 kDa) zeigte ebenfalls. keine
Verdanderung (Mittelwert £ SEM, Wildtyp; n = 5, mito-Inc KO; n = 5). (C) Westernblot
von Proteinlysaten aus mito-Inc’- und mito-Inc*/* BAT zur Analyse der Menge von
p-BCKDHAS®"2%3 (50 kDa) im Verhédltnis zur Gesamtmenge der BCKDHA (50 kDa),
normalisiert auf RALA (27 kDa). Die Menge an BCKDHA®®"2%% war im mito-Inc KO-BAT
nicht signifikant verringert (Mittelwert £+ SEM, einseitiger Mann-Whitney-Test;
p =0,2, Wildtyp; n =3, mito-Inc KO; n = 3). (BAT = braunes Fett, m. TA = Musculus
Tibialis anterior)

3.3.6 Der Verlust von mito-Inc resultiert in einer Stérung des metabolischen Gleichgewichts

Zur Analyse der metabolischen Veranderungen im Zuge des Verlustes von mito-Inc und der
damit einhergehenden Aktivitdatsminderung im BCAA Stoffwechsel wurden die Metabolite
in Herz, BAT, Leber und im Serum massenspektrometrisch untersucht (Abb. 3.11). Dabei
wurden die Metabolite des TCA-Zyklus und des Aminosaurestoffwechsels sowie die CoAs
(Abb. 3.11 B) gemessen. Im Falle der Serummetabolite wurden nur die Aminosauren
gemessen. Die n-Zahl betrug 9 fiir die Kontrollgruppe (WT) und 8 im Falle der KO-Gruppe
(mito-Inc’"). Die Aufarbeitung der Proben, sowie die Messungen der Metabolite und deren
Normalisierung wurden von Sven Zukunft in Frankfurt durchgefiihrt. Die Daten wurden
normalisiert auf die eingesetzte Menge an Gewebe und das Lyse-Volumen der jeweiligen
Proben. Analysiert wurde die Konzentration der Metabolite der KO-Mause im Verhltnis zu
den der WT-Mause (FC). Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweiseitigem
Students t-Test. Die Auswertung zeigte nur im Falle des Herzgewebes deutliche
Veranderungen, vor allem im Aminosdurehaushalt der Mause. Ein GroRteil der
gemessenen Aminosduren und Derivate waren in den KO-Tieren hochreguliert
(Abb. 3.11 D). Im Besonderen waren dies Valin (Val), Threonin (The), Sarcosin (Sar), Serin
(Ser), Citrullin (Cit), Isoleucin (lle), Glycin (Gly), Hydroxyprolin (Hpro), Thioprolin (Tpr),
B-Aminoisobutyrat (bAIBA) und Tryptophan (Tpr) mit jeweils einem FC von >1,5. Statistisch
signifikant waren dabei Val, The, Sar, lle, Hpro, bAIBA und Tpr (Abb. 3.11 A, C). Leucin war

um einen FC von 1,3 und p-Wert von 0,07 ebenfalls hochreguliert. Dieser Effekt konnte
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weder im BAT noch in der Leber beobachtet werden. Nur Tpr, Sar und bAIBA waren
ebenfalls deutlich hochreguliert mit einem FC von 2.1 und 3,4 fiir Tpr entsprechend in BAT
und Leber und einem FC von 1,8 fiir bAIBA in beiden Geweben. Statistisch signifikant mit
einem p-Wert von 0,012 war dabei nur die Veranderung von Tpr in der Leber. In der Leber
konnte zudem eine statistisch signifikante, 1,6-fache Erhohung von Orn gemessen werden
(p-Wert = 0,04). Im Falle der Serumproben lagen keine Veranderungen vor. Fir fast alle AS
und deren Derivate lag der FC im Durchschnitt bei 1. Nur im Falle von bAIBA und Hpro
konnte eine 1,4- bzw. 1,3-fache Erh6éhung der Konzentration im Serum gemessen werden.
Diese Veranderungen im Fall von Hpro waren signifikant mit einem p-Wert von 0,03. Die
gemessenen Gewebemetabolite des TCA-Zyklus zeigten geringfligigere Verdanderungen
(Anhang Abb. 7.12 B). Die Metabolite a-Ketoglutarat und Methylzitrat waren jedoch im
Zuge des Verlustes von mito-Inc im Herzen deutlich angereichert. Im Falle von
o-Ketoglutarat war diese Erhéhung der Konzentration signifikant mit einem p-Wert von
0,03. Die Glukoselevel in den KO-Mausen waren um 50 % reduziert im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Die GruppengrolRe fiir die KO-Tiere betrug nur noch eine n-Zahl von 6, da
ein statistisch signifikanter Ausreil3er vorlag und fiir ein weiteres Tier im Falle von Glukose
keine Daten vorlagen. Die Reduktion der Glukosekonzentration war trotz dessen statistisch
signifikant mit einem p-Wert von 0,033. Zusatzlich zu Glukose konnte eine Reduktion der
Konzentration diverser TCA Metabolite in den KO-Tieren detektiert werden. Auffallig waren
dabei die Veranderungen mit einem FC um <0,8 im Falle von G6-P, Glukonsaure, 2HG,
Isozitrat, Glucose und Succinat. Statistisch waren diese Verdanderungen jedoch nicht
signifikant. Die gemessenen CoAs zeigten ebenfalls geringfligigere, statistisch nicht
signifikante Veranderungen (Anhang Abb. 7.12 A). Auffallig waren dabei die Verdnderung
zwischen langkettigen und kurzkettigen CoAs. Im Herzen ist vor allem C14:0-, C12:0-, und
C10:0-CoA mit einem FC von Uber 1,4 erhoht, wahrend C3:0-, C4:0- und
C2:0-dephospho-CoA mit einem FC von <0,7 deutlich verringert waren. Die verringerte
Konzentration von C2:0-dephospho-CoA war auch in der Leber vorhanden. Zusatzlich
konnte eine Verringerung um den Faktor 0,5 fiir C16:1-CoA detektiert werden. Diese

Tendenz konnte auch im BAT und in der Leber gezeigt werden.
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Abb. 3.11: Der Verlust von mito-Inc resultiert in einer Akkumulation von
Aminosduren im Herzgewebe. (A+B) Abgebildet ist die Konzentration in pmol/mg der
Top deregulierten Metabolite gemessen im Herzgewebe von WT-und KO-Mausen
(Mittelwert £ min.-max, Wildtyp; n=9, mito-Inc KO; n=8, Ausnahme:
Glukosekonzentration). Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweiseitigem
t-Test. Die Kontrollgruppe bestehend aus wildtypischen Geschwistertieren wurde
jeweils auf 1 gesetzt. (A) Metabolitkonzentrationen im Herzgewebe. Die drei BCAAs
Valin (Val), Leucin (Leu) und Isoleucin (lle) waren etwa um den Faktor 0,5 erhoht in
den mito-Inc KO-Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die statistische Analyse
zeigte fiir Val und lle einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen mit
entsprechenden p-Werten von 0,011 und 0,01. Der p-Wert im Falle von Leu lag bei
0,066. Der FC von a-KG lag bei 1,6 und war statistisch signifikant mit einem p-Wert
von 0,032. Die Konzentration von B-AIBA war im KO doppelt so hoch im Vergleich zum
Wildtyp mit einem signifikanten Unterschied bei einem p-Wert von 0,049
(zweiseitiger t-Test). Die Glukoselevel waren in den KO-Tieren signifikant um 50 %
reduziert (zweiseitiger t-Test; p = 0.033; Wildtyp; n =9, mito-Inc KO; n=6). (B)
Volcanoblot der Metabolitkonzentrationen gemessen im Herzen. Dargestellt ist das
Verhéltnis (FC) der Metabolitkonzentrationen im Vergleich KO zu WT und der
entsprechende p-Wert (-logio). (C) Ubersicht der primir veridnderten Metabolite
gemessen im Herzen der mito-Inc KO-Tiere im Vergleich zur wildtypischen
Kontrollgruppe. (D) Heatmap der Aminosdurekonzentrationen im Vergleich von KO zu
WT (pmol/mg) gemessen im Herz, dem BAT, der Leber und dem Blutserum.
Hydroxyprolin (Hpro) war im KO um den Faktor 1,6 signifikant erhoht (zweiseitiger
t-Test, p-Wert = 0,006). Die Konzentration von Thioprolin (Tpr) war in den KO-Tieren
doppelt so hoch im Vergleich zur Kontrollgruppe (p-Wert = 0,009). (BAT = braunes
Fett, a-KG = a-Ketoglutarat, AS = Aminosdure, TCA = TCA-Zyklus)
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mi%nc Abb. 3.12: Schematische Darstellung der Arbeitshypothese.
Die verringerte Aktivitdt von BCKDH im Zuge des Verlustes

¢ von mito-Inc induziert einen Anstieg an freien BCAAs und
resultiert in der Aktivierung von mTOR. [verdndert nach

BCKDH AKTIVITAT ¢ 87,88,103]

¢ 3.3.6 Der Verlust von mito-Inc fiihrt zu einer Aktivierung von mTOR
Die Tatsache, dass der Verlust von mito-Inc in einer verringerten

Effizienz des BCAA Metabolismus resultiert, ldsst eine Erhéhung

der freien BCAAs im Organismus und somit im Blut vermuten

v
(Abb. 3.12). Zur Analyse der BCAA Konzentration im Blutserum

J- wurden die Tiere mittels Dekapitation getotet und das Blut
gewonnen. Nach der Gerinnung des Blutes wurde das Serum

 4E.8P1 abzentrifugiert, die Proteinkonzentrationen bestimmt und
¢ mittels eines fluormetrischen Tests die Level an freien BCAAs

Proteinsynthese bestimmt. Die GruppengroRRe betrug eine n-Zahl von 6 fir die
KO-Tiere (mito-Inc’") und 7 fiir die Kontrollgruppe (mito-Inc**).

Die Konzentration an freien BCAAs der KO-Tiere war im Durchschnitt ca. um 0,1 nmol/ul
erhoht im Vergleich zu den wildtypischen Wurfgeschwistern (Abb. 3.13 A). Auf Grund der
hohen Standardabweichung innerhalb der Gruppen und der geringen n-Zahl konnte jedoch
kein statistisch signifikanter Unterschied gezeigt werden. Die statistische Analyse mittels
einseitigem Mann-Whitney-Test ergab keine Signifikanz (p =0,903). Da eine erhdhte
Konzentration freier BCAAs, vor allem aber Leucin, eine Aktivierung von mTOR zur Folge
hat [87,88,103] wurde in beiden Versuchsgruppen aullerdem die Menge an
phosphoryliertem Serin 2448 von mTOR mittels Westernblot iberpriift (Abb. 3.13 B). Die
GruppengrdRe betrug eine n-Zahl von 3. Das Level von p-mTOR %2448 wurde normalisiert
auf die Gesamtmenge von mTOR (289 kDa). Die Menge an mTORSe"2448 der mito-Inc”- Tiere
war etwa 1,5-fach héher im Vergleich zu Kontrolle. Zur statistischen Auswertung der Daten
wurde ein einseitiger Mann-Whitney-Test verwendet. Dieser zeigte einen signifikanten
Unterschied zwischen den Gruppen mit einem p-Wert von p = 0,05. Eines der Zielproteine
von mTORC1 ist der Translationsfaktor 4E-BP1. Dieser wird von mTOR phosphoryliert und
somit inhibiert. [87,88,103] Daher wurde in beiden Versuchsgruppen der Phosphostatus
von 4E-BP1™r37/46 mittels Westernblot Giberpriift (Abb. 3.13 B). Die GruppengréRe betrug

eine n-Zahl von 3. Die Menge an 4E-BP1™37/46 \wurde auf B-Aktin und die Gesamtmenge
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von 4E-BP1 normalisiert. Die Menge an p-mTOR®2448 der mito-Inc” “Tiere war fast 1,5-fach
hoher im Vergleich zu Kontrolle. Zur statistischen Auswertung der Daten wurde ein
einseitiger Mann-Whitney-Test verwendet (p = 0,05). Das Level von p-mTOR3¢?448 wurde
zur weiteren Kontrolle auch im BAT mittels Westernblot tberpriift (Anhang Abb. 7.13 A).
Die GruppengréRe betrug eine n-Zahl von 3. Das Level von p-mTOR 2448 wurde
normalisiert auf die Gesamtmenge von mTOR (289 kDa). Die Menge an mTOR>¢2448 der
mito-Inc”- -Tiere war tendenziell héher im Vergleich zu Kontrolle. Die Erhéhung lag jedoch
nur bei einem Faktor von 0,5. Zur statistischen Auswertung der Daten wurde ein einseitiger
Mann-Whitney-Test verwendet. Dieser zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen
den Gruppen mit einem p-Wert von p = 0,2. Zur weiteren Uberpriifung des Phinotyps auf
Basis der erhéhten BCAA Konzentration im Blutserum und im Herzen der KO-Mduse wurde
das Level von p-mTOR™248 auch im Musculus Tibialis anterior mittels Westernblot
Uberpriift (Anhang Abb. 7.13 B). Das Level von p-mTOR3¢244¢ wurde normalisiert auf die
Gesamtmenge von mTOR (289 kDa). Die pralimindren Daten des Musculus Tibialis anterior

zeigten keine eindeutige Veranderung in der Phosphorylierung des Ser2448 von mTOR.
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Abb. 3.13: Der Verlust von mito-Inc fiihrt zu einer Aktivierung von mTOR. (A)
Fluorimetrische Bestimmung der Konzentration freier BCAAs (nmol/ul) im Blutserum.
Die Konzentration freier BCAAs im Serum der mito-Inc’/" Tiere war tendenziell erhéht
im Vergleich zu mito-Inc*/*-M&usen. Die statistische Auswertung mittels eines
einseitigen Mann-Whitney-Tests zeigte keine Signifikanz mit einem p-Wert von
0,0903. (Mittelwert £ min.-max, Wildtyp; n = 7, mito-Inc KO; n = 6). (B) Westernblot
von Proteinlysaten aus KO- und WT-Herzen zur Analyse von p-mTOR®¢"2448 (289 kDa)
und p-4E-BP17hr37/46 (20-25 kDa). Die Mengen von mTOR und p-mTOR 5¢72%48 wurden
jeweils auf RALA (27 kDa) normalisiert. Dargestellt ist das Verhiltnis von mTOR 5¢r2448
zu von mTOR (289 kDa). Die Menge von p-mTORS¢"244% war in mito-Inc’~ Herzen
signifikant erhoht (einseitiger Mann-Whitney-Test; p =0,05). Die Menge von
p-4E-BP1Th"37/46 im Verhiltnis zur Gesamtmenge von 4E-BP1, war in mito-Inc’/  Herzen
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signifikant (einseitiger Mann-Whitney-Test; p = 0,05) erhéht (Mittelwert £ SEM,
Wildtyp; n = 3, mito-Inc KO; n = 3).

3.3.6.1 Die erhohte Supplementierung von BCAAs resultiert in einer Aktivierung von
mTOR

Die deskriptive Erhéhung der Aktivitdt von mTOR als Folge pathologisch erhéhter BCAA
Konzentrationen sollte in vivo Gberprift werden. Dazu erhielten wildtypische Tiere fir 10
Wochen eine Spezialdiat mit erhohten Mengen an BCAAs. Anschliefend wurden zunachst
die Serumproben analysiert. Die GruppengrolRe betrug eine n-Zahl von 7 fir die Wildtypen
und 6 fir die BCAA-supplementierte Versuchsgruppe. (mito-Inc*’*).  Die
BCAA-supplementierten Tiere zeigten nahezu eine Verdreifachung der Konzentration an
freien BCAAs (Mittelwert (MW) =0,95) im Vergleich zur Kontrollgruppe (MW=0,21)
(Abb. 3.14 A). Die statistische Analyse mittels eines zweiseitigen Mann-Whitney-Tests
ergab einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen mit einem p-Wert von
0,0012. Zusatzlich wurde in beiden Versuchsgruppen die Menge an phosphoryliertem
Serin 2448 von mTOR mittels Westernblot Gberprift (Abb. 3.14 B). Die GruppengroRe
betrug eine n-Zahl von jeweils 3. Das Level von mTOR %6448 im Verhiltnis zur Gesamtmenge
von mTOR (289 kDa). wurde normalisiert auf RALA (27 kDa) Die Menge von p-mTORSer2448
war in den BCAA-supplementierten Tieren etwa 2-fach hoher im Vergleich zur Kontrolle.
Zur statistischen Auswertung der Daten wurde ein einseitiger Mann-Whitney-Test
verwendet. Dieser zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen mit einem
p-Wert von p = 0,05. Um einen Einblick hinsichtlich der Regulation der BCKDC im Zuge der
erhdhten BCAA Level zu erhalten wurde auch das Level an p-BCKDHA™?% mittels
Westernblot Gberpriift (Abb. 3.14 B). Die Gruppengrofie betrug eine n-Zahl von jeweils 3.
Die Menge von p-BCKDHA>®™%3 im Verhaltnis zur Gesamtmenge von BCKDHA (50 kDa),
wurde auf RALA (27 kDa) normalisiert. Im Vergleich zur Versuchsgruppen war die Menge
an p-BCKDHA®®*?%3 nach erhéhter BCAA Supplementierung im WT nicht verdndert

(einseitiger Mann-Whitney-Test; p = 0,35).
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Abb. 3.14: Die erh6hte Supplementierung von BCAAs aktiviert mTOR. (A) Level freier
BCAAs (nmol/ul) im Blutserum von normal gefiitterten mito-Inc*/*-Mausen und von
Tieren, welche eine spezielle hoch-BCAA Diadt erhalten haben. Die Konzentration
freier BCAAs im Serum der mito-Inc*/* BCAA Tiere war signifikant erhéht im Vergleich
zur Kontrolle (WT). Zur statistischen Analyse wurde ein zweiseitiger
Mann-Whitney-Test verwendet. Dieser zeigte einen signifikanten Unterschied
zwischen den Gruppen mit einem p-Wert von 0,0012 (Mittelwert £ min.-max,
Wildtyp; n = 7, mito-Inc KO; n = 6). (B) Westernblot von Proteinlysaten aus mito-Inc*/*
und mito-Inc*’* BCAA Herzen zur Analyse von p-mTOR®®?44% (289 kDa) und
p-BCKDHAS®®"293 (50 kDa) im Verhéltnis zur jeweiligen Gesamtproteinmenge. Das Level
von mTOR %¢"2448 ynd BCKDHA®®"?°3 wurde jeweils normalisiert auf RALA (27 kDa). Die
Menge von p-mTORS¢"244% in der mito-Inc*/* BCAA-Gruppe war signifikant héher im
Vergleich zur WT-Kontrolle (einseitiger Mann-Whitney-Test p = 0,05, n = 3). Die
Menge von p-BCKDHAS®®"™2%3 zeigte keine Verdnderung (einseitiger Mann-Whitney-Test;
p = 0,35). (Mittelwert £+ SEM, Wildtyp; n = 3, mito-Inc KO; n = 3).
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3.4 Die Analyse der Funktion von mito-Inc

3.4.1 Die erhéhte Supplementierung von BCAAs in mito-Inc KO-Mdusen resultiert in einer
verstdrkten Akkumulation an freien BCAAs im Serum

Um putativ eine Exazerbation des mito-Inc KO-Phanotyps zu induzieren erhielten die Tiere
flir 8 Wochen eine Spezialdiat mit einem hohen Anteil an BCAAs. Zur Kontrolle erhielten
wildtypische Wurfgeschwister die gleiche Diat. Fiir den Versuch wurden mito-Inc”’- und
mito-IncPA-Mause verwendet. Fir die Analyse und die statistische Auswertung wurden
diese jedoch nur im Falle des Herzgewichtes zusammengefasst. Im Falle der
Serummetabolite und des Koérpergewichtes lag bereits unter den wildtypischen Gruppen
keine Normalverteilung vor, daher wurden hierfiir nur die Daten der mito-Inc”’- Tiere und
deren Wurfgeschwistern verwendet. Die GruppengréRRen fiir die BCAA supplementierten
Gruppen betrug im Falle der Kontrollgruppe 5 (mito-Inc**) und 4 fir die KO-Tiere
(mito-Inc’"). Die GruppengroRen fiir die BCAA supplementierten polyA-Mause betrug im
Falle der Kontrollgruppe 11 (mito-Inc*/*) und 9 fiir die KO-Tiere (mito-IncP?). Zur Analyse der

Entwicklung des Korpergewichtes im Zuge einer erh6hten BCAA Supplementierung wurden
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zusatzlich Daten von normal geflitterten-Tieren mit denen der BCAA-supplementierten
Tiere verglichen. Dazu wurden wildtypische und KO-Tiere (mito-Inc’//°*) im Alter von 16-20
Wochen verwendet, welche Normalfutter erhalten hatten. Die GruppengroRe lag bei 10 fir
die wildtypischen Tiere und 19 fiir die mito-Inc’/-Tiere. Die behandelten KO-Tiere waren
nach Ende des 8-wdchigen Futterversuches im Durchschnitt etwa 5 g schwerer im Vergleich
zu den wildtypischen Wurfgeschwistern (Abb. 3.15 A). Die statistische Analyse der
Gewichtsunterschiede erfolgte mittels zweiseitigem Mann-Whitney-Test und ergab einen
signifikanten Unterschied bei einem p-Wert von 0,0159. Unter Normalfutter-Bedingungen
konnte kein signifikanter Gewichtsunterschied festgestellt werden. Zur Analyse der
Entwicklung des Herzgewichtes im Zuge einer erhéhten BCAA Supplementierung wurden
zusatzlich Daten von normal gefiitterten-Tieren mit denen der BCAA-supplementierten
Tiere verglichen. Dazu wurden wildtypische und KO-Tiere (mito-Inc’//P*) im Alter von 16-20
Wochen verwendet, welche Normalfutter erhalten haben. Die GruppengréRe lag bei 42 fir
die wildtypischen Tiere und 40 fiir die mito-Inc’/PA-Tiere. Das Herzgewicht der
mito-Inc’PA-Tiere unter Normalfutter Bedingung war signifikant erhdht mit einem p-Wert
von 0,0025 (zweiseitiger t-Test) (Abb. 3.15 B). Das Herzgewicht der mito-Inc’/PA Tiere nach
10 Wochen BCAA Supplementierung (mito-Inc//?"~ high BCAA) war im Vergleich zur
gleichbehandelten mito-Inc*/*-Kontrollgruppe (mito-Inc*/*— high BCAA) signifikant erhéht
(einseitiger t-Test p =0 0,0286). Der Vergleich beider mito-Inc**-Gruppen untereinder
zeigte keinen signifikanten Unterschied. Das Herzgewicht der mito-Inc’- Tiere nach 10
Wochen Didt zeigte keine Veranderung im Vergleich zu dem unbehandelter
mito-Inc’-Mause. Das Herzgewicht der behandelten KO-Mé&use war im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe (mito-Inc*/*) signifikant erhéht (einseitiger t-Test
p-Wert=0,0051) Die behandelte Kontrollgruppe (mito-Inc*/*-BCAA) zeigte ein signifikant
(einseitiger t-Test p-Wert=0,0323) geringeres Herzgewicht im Vergleich zur unbehandelten
KO-Gruppe (mito-Inc’-BCAA). Die Konzentration freier BCAAs (nmol/ul) im Serum der
mito-Inc’--Tiere war nur geringfiigig erhéht im Vergleich zu mito-Inc*/*-Kontrolltieren
(Abb. 3.15 C) (einseitiger t-Test p =0,0755). Die Menge freier BCAAs im Serum der
mito-Inc’- Tiere nach 8 Wochen BCAA Diat (mito-Inc”—BCAA) war nicht verdndert im
Vergleich zur gleichbehandelten Kontrollgruppe (mito-Inc*/*~BCAA) (einseitiger
Mann-Whitney-Test p =0 0,1429). Der Vergleich beider mito-Inc*/*-Gruppen untereinder

zeigte eine fast 3-fach erhéhte Menge an freien BCAAs (einseitiger t- Test p<0,0001). Die
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Konzentration freier BCAAs im Serum der mito-Inc’- Tiere nach 8 Wochen Diit zeigte etwa
2,5-fach hohere Akkumulation freier BCAAs im Bliutserum im Vergleich zur unbehandelten
mito-Inc’"Ma&usen (einseitiger Mann-Whitney-Test p = 0 0,0048). Die BCAA Diit fiihrte bei
den wildtypischen M3usen (mito-Inc*/*-BCAA) zu einer Verdopplung der freien BCAAs im
Blutserum im Vergleich zur unbehandelten KO-Gruppe (mito-Inc’) (einseitiger t-Test
p =0,0005). Zusatzlich wurden die Level an BCKDHA>™% und mTOR>™248 der
BCAA-supplementierten Tiere bestimmt (Abb. 3.15 D). Dafiir wurden Proteinlysate der
Herzen der Tiere verwendet. Die GruppengroRe betrug jeweils eine n-Zahl von 4. Die
Menge an BCKDHA>2%3 wurde normalisiert auf die Gesamtmenge an BCKDHA. Die Menge
an BCKDHA%?*3 in den KO-Tieren war fast um die Halfte geringer im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Diese Verringerung war Signifikant mit einem p-Wert von 0,0143
(einseitiger Mann-Whitney-Test). Die Menge an mTOR®¢48 war im mito-Inc KO nicht

verandert unter der erhéhten Supplementierung von BCAA im Vergleich zum WT.
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Abb. 3.15: Die erh6hte Supplementierung von BCAAs resultiert in einer verstarkten
Akkumulation an freien BCAAs im Serum. (A) Das Kérpergewicht der mito-Inc”/" Tiere
war nach 8 Wochen BCAA Diat signifikant erhoht. (zweiseitiger Mann-Whitney-Test
p=0 0,0159). (Mittelwert £ min.-max, Norm: Wildtyp; n = 10, mito-Inc KO; n =19;
BCAA: Wildtyp; n =5, mito-Inc KO; n = 4) (B) Das Herzgewicht der mito-Inc’/" Tiere
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nach BCAA Diit (mito-Inc/"~BCAA) war im Vergleich zur gleichbehandelten
mito-Inc*’*-Kontrollgruppe (mito-Inc*/*—~BCAA) signifikant erhéht (einseitiger t-Test
p=0 0,0286). Das Herzgewicht der mito-Inc/-Tiere nach Diat zeigte keine
Veridnderung im Vergleich zu dem unbehandelter mito-Inc/"-Mé&use. Das Herzgewicht
der behandelten KO-Mad&use ist im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe
(mito-Inc*’*) signifikant erhdht (einseitiger t-Test p-Wert=0,0051) Die behandelte
Kontrollgruppe (mito-Inc*/*-BCAA) zeigte ein signifikant (einseitiger t-Test
p-Wert=0,0323) geringeres Herzgewicht im Vergleich zur unbehandelten KO-Gruppe
(mito-Inc’"). (Mittelwert £ min.-max, Norm: Wildtyp; n = 42, mito-Inc KO; n = 40;
BCAA: Wildtyp; n = 16, mito-Inc KO; n = 13). (C) Das Level freier BCAAs (nmol/ul) im
Blutserum. Die Konzentration freier BCAAs im Serum der mito-Inc’/" Tiere war nur
geringfligig erhoht im Vergleich zu den mito-Inc*/*-Kontrolltieren (einseitiger t-Test
p = 0,0755). Die Menge freier BCAAs im Serum der mito-Inc/"-Tiere nach BCAA Diat
(mito-Inc’"—BCAA) nicht verdndert im Vergleich zur gleichbehandelten Kontrollgruppe
(mito-Inc*/*~BCAA) (einseitiger Mann-Whitney-Test p =0 0,1429). Der Vergleich
beider mito-Inc*/*-Gruppen untereinder zeigte eine fast 3-fach erhéhte Menge an
freien BCAAs (einseitiger t-Test p<0,0001). Die Konzentration freier BCAAs im Serum
der mito-Inc”/"-Tiere nach 10 Wochen Diit zeigte etwa 2,5-fach héhere Akkumulation
freier BCAAs im Blutserum im Vergleich zur unbehandelten mito-Inc/-Ma3usen
(einseitiger Mann-Whitney-Test p=0 0,0048). Die BCAA Diat fuhrte bei den
wildtypischen Mausen (mito-Inc*/*-BCAA) zu einer Verdopplung der freien BCAAs im
Blutserum im Vergleich zur unbehandelten KO-Gruppe (mito-Inc’) (einseitiger t-Test
p = 0,0005) (Mittelwert £ min.-max, Norm: Wildtyp; n = 7, mito-Inc KO; n = 6; BCAA:
Wildtyp; n =5, mito-Inc KO; n=4). (D) Westernblot von Proteinlysaten aus
mito-Inc’- und mito-Inc*/*-Herzen nach 10 Wochen high-BCAA Diit und unter
Normalfutterbedingungen zur Analyse von p-BCKDHAS®®"2%3 (50 kDa) im Verhiltnis zur
Gesamtmenge von BCKDHA (50 kDa). Die Menge an p-BCKDHA®"™2%3 war im KO
abgereichert (einseitiger Mann-Whitney-Test p-Wert = 0,0143). Die Menge von
p-mTOR®¢™2448 war im mito-Inc KO nicht verdndert unter der erhéhten
Supplementierung von BCAA im Vergleich zum WT (einseitiger Mann-Whitney-Test;
p=0,3429) (Mittelwert + SEM, Norm: Wildtyp; n =3, mito-Inc KO; n =3, BCAA:
Wildtyp; n = 4, mito-Inc KO; n = 4).

3.4.2 Der Verlust von mito-Inc fiihrt zu keiner Mislokalisierung von mitochondrialen Proteinen

Eine Hypothese fiir die Funktion von mito-Inc war die Moglichkeit einer regulatorischen
Transportfunktion flr die mitochondriale Lokalisierung spezifischer
BCAA-metabolisierender Proteine. Zur Uberpriifung der Hypothese wurden Mitochondrien
aus WT-und KO-Herzen isoliert und deren Proteine gewonnen. Dabei wurde je Tier ein Teil
des Gesamtherzens als Kontrolle verwendet. Die Level der spezifischen Proteine in den
einzelnen Fraktionen wurden anschlieRend mittels Westernblot bestimmt (Abb. 3.16). Zur
Uberpriifung der Isolation und die daraus resultierende Reinheit der einzelnen
Mitochondrienisolationen wurden CYTC und GAPDH als Kontrollen verwendet. CYTC ist ein
mitochondrial-kodiertes, sowie lokalisiertes Enzym [150]. GAPDH hingegen ist ein
zytoplasmatisches Protein [142]. Zur Analyse wurden die Mengen der untersuchten

Proteine im Verhaltnis auf die entsprechende Gesamtfraktion bezogen. Die Gruppengrofe
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betrug jeweils 3. Wahrend GAPDH in der Mitochondrienfraktion deutlich abgereichert war,
war die Menge an CYTC in den Mitochondrien angereichert. Zur Uberpriifung der
Hypothese wurden spezifische Antikorper gegen BCKDHA, DBT, PCCA, PPM1K und HADHA
verwendet um deren Proteinlevel in den Mitochondrien nach Verlust von mito-Inc zu
bestimmen. Alle Uberpriiften Proteine sind Bestandteil des BCAA Metabolismus und
konnten mit verschieden RNA-Pulldown Experimenten (Abschnitt 3.2.2) im Falle von
mito-Inc als putative Interaktionspartner detektiert werden. Im Vergleich der einzelnen
Proteine konnte kein Unterschied im Vergleich von WT-und KO-Tieren bestatigt werden.
Keines der analysierten putativen Interaktionsproteine von mito-Inc zeigte eine statistisch

signifikante Veranderung in ihrer mitochondrialen Lokalisierung auf Proteinebene.
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Abb. 3.16: Der Verlust von mito-Inc fiihrt zu keiner Mislokalisierung von
mitochondrialen BCAA-assoziierten Proteinen. Zur Analyse der Lokalisierung von
BCAA Metabolismus-assoziierten Enzymen wurden Mitochondrien aus mito-Inc*’* und
mito-Inc’- Herzen isoliert und Westernblots angefertigt. Als Kontrolle wurden
Proteinlysate des gesamten Herzgewebes verwendet. Zur Kontrolle der
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Isolationsmethode wurden Antikorper fiir GAPDH und CYTC verwendet. Dargestellt ist
jeweils das Veréltnis des entsprechenden Proteins zur jeweiligen Gesamtfraktion. (A)
Westernblot von wildtypischen kardialen Mitochondrien zur Kontrolle der
Isolationsmethode. Wahrend GAPDH in den Mitochondrien deutlich abgereichert war,
konnte CYTC in den Mitochondrien angereichert werden. PD1 konnte ebenfalls in den
Mitochondrien abgereichert detektiert werden. (B) Die Analyse zur Proteinverteilung
im Vergleich WT gegen KO zeigte keinerlei statistisch signifikante Unterschiede in der
Detektionsintensitat der untersuchten Enzyme. Als Kontrolle der
Mitochondrienfraktion dienten GAPDH und CYTC (Mittelwert £+ SEM, Wildtyp; n = 3,
mito-Inc KO; n = 3).

3.4.3 Der Verlust von mito-Inc resultiert in keiner Verénderung der
Komplexzusammensetzung von BCKDC

Eine weitere Hypothese zur Funktion von mito-Inc war die Mdglichkeit zur Regulation der
Komplexzusammensetzung des BCKD Komplexes (BCDC). Zur Uberpriifung wurde eine
Immunoprezipitation mit anschlieBender Massenspektrometrischer Analyse durchgefiihrt.
Dafiir wurden Antikorper gegen DBT und MCCA verwendet. Beide Enzyme sind Teil des
BCAA Metabolismus und putative Interaktionspartner von mito-Inc. DBT bildet die E2
Untereinheit des BCKDC. MCCA katabolisiert weiter stromabwarts im Metabolismusweg
Methylcrotonyl-CoA zu Methylglucanoyl-CoA. [48,50] Verwendet wurden Poteinlysate von
WT-und mito-Inc KO-Tieren mit jeweils einer n-Zahl von 3. Zur Validierung der Experimente
auf ihre Funktionalitat wurden Westernblots durchgefiihrt (Abb.3.17 D). Die
Hauptkomponentenanalyse (PCA) der einzelnen Replikate beider IP-Experimente erfolgte
nach Ringnér 2008 [201]. Die einzelnen Datensets der Proteingruppen, jeweils bestehend
aus Triplikaten und lagen nach der Normalisierung in 4 Gruppen vor (Abb. 3.17 A). Diese
vier Gruppen zeigten eine raumliche Trennung, verteilt in den 4 Quadranten der PCA Skala.
Die anti-lgG-Proben bildeten zwei klar abgrenzbare Gruppen in den oberen Quadranten
der PCA Skala, in rdumlicher Ndhe zum 0-Punkt (X1). Die beiden unabhéangigen IPs bildeten
dabei jeweils eine eigene Gruppe. Die Proben (WT=3; KO=3) der eigentlichen IPs waren
ebenfalls in zwei raumlich abgrenzbare Gruppen unterteilt. Beide Experimente sind also
deutlich voneinander zu unterscheiden, wobei die Streuung im Falle der IP mit anti-DBT
grofler war im Vergleich zu der IP mit anti-MCCA. In beiden Fallen lag keine Abgrenzung der
wildtypischen von den KO-Proben vor. Die Anreicherung von DBT in der DBT-IP im Vergleich
zur 1gG Kontrolle war signifikant (p-Wert von <0,0005). Die Anreicherung von MCCA in der
MCCA-IP im Vergleich zur IgG Kontrolle war ebenfalls signifikant (WT: p-Wert <0,01; KO:

p-Wert <0,002). Die Ergebnisse zeigten keinerlei signifikante Veranderung innerhalb der
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individuellen Mengen an detektiertem Protein in den KO-Proben im Vergleich zum WT
(Abb. 3.17 B). Die genauere Betrachtung beider IPs der Untereinheiten hinsichtlich des
BCKD Komplexes zeigte ebenfalls keine Detektionsunterschiede im Vergleich WT gegen KO
(Abb. 3.17 C). Das Verhaltnis von WT zu KO lag in einem Bereich von -0,42 und 0,01 im Falle
der DBT-IP ohne eine statistische Signifikanz aufzuweisen. Fiir die MCCA-IP lag der Wert
der einzelnen Untereinheiten zwischen 0,04 und 0,06, ebenfalls ohne statische Signifikanz.
Auch hinsichtlich der restlichen, am BCAA Metabolismus beteiligten Enzyme war kein
signifikanter Unterschied im Vergleich WT gegen KO auszumachen (Abb. 3.17 D). Der
Vergleich der Ergebnisse beider verwendeter Antikérper untereinander zeigte
Unterschiede innerhalb der detektierten Proteine an sich. Mit anti-DBT konnte zum Beispiel
die Kinase BDK, welche fiir die inaktivierende Phosphorylierung des BCKD Komplex

verantwortlich ist, detektiert werden. BDK konnte hingegen in der MCCA-IP nicht detektiert

werden.
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Abb. 3.17 Der Verlust von mito-Inc induziert keine Veranderung in der Konstellation
des BCKD Komplexes. Immunoprezipitation mit anschliefender
massenspektrometrischer Analyse zur Untersuchung der einzelnen Komponenten des
BCKD Komplexes im Vergleich WT gegen KO. Fir die IP wurden Antikérper gegen DBT
und MCCA verwendet. (A) Hauptkomponentenanalyse (PCA) der einzelnen Replikate
beider IP-Experimente. Die Streuung innerhalb der Gruppen ist prozentual
abgebildet. (B) Volcanoplot der Ergebnisse beider IPs. Aufgetragen wurde das
Verhéltnis der Detektion aller Protein (FC(logz)) von WT zu KO gegen den jeweiligen
entsprechenden p-Wert (-logio). In beiden Féallen konnten keine signifikanten
Veranderungen in der Expression der Proteine von WT- und KO-Proben nachgewiesen
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werden. (C) Tabellarische Ubersicht der Ergebnisse der IPs fiir die Komponenten des
BCKD und des MCC Komplexes. (D) Westernblot zur Validierung der beiden IPs. Beide
Proteine konnten mit dem jeweils verwendeten spezifischen Antikdrper angereichert
werden. Als Kontrolle wurde GAPDH (37 kDa) verwendet. GAPDH konnte nur in der
Inputkontrolle detektiert werden. Die IgG-Kontrollen zeigten weder fir GAPDH noch
fir DBT (50 kDa) /MCCA (85 kDa) ein spezifisches Signal. (Wildtyp; n = 3, mito-Inc KO;
n=3) (DBT: IP gegen Dbt, MCCA: IP gegen MccA)

3.5 Eine Rickkreuzung in den genetischen C57BL/6J Hintergrund hat eine

Regression des kardialen Phanotyps zur Folge

Die Ruckkreuzung der mito-Inc KO-Mdause in einen C57BL/6J genetischen Hintergrund
flihrte zu der Reversion der bereits beschriebenen kardialen Hypertrophie im Zuge des
Verlustes von mito-Inc (Abb. 3.18 A). Das Korpergewicht der Tiere blieb, ebenso wie die
Tibialange weiterhin unverandert (Abb. 3.18 B, C). Zusatzlich zeigten die Daten der
Transkriptomanalyse des Herzens teilweise eine Reversion der, durch den Verlust von
mito-Inc induzierten Hochregulation BCAA-Metabolismus relevanter Gene (Abb. 3.18 D).
Die GruppengroRe fir die KO-Mause und die wildtypischen Kontrolltiere betrug 2.
Zusatzlich konnte eine Hochregulation der Transaminase BCAT2 detektiert werden, welche
im gemischten genetischen Hintergrund durch den Verlust von mito-Inc unverandert blieb.
Die Phosphatase PPM1K war wie bereits im gemischten genetischen Hintergrund in den
mito-Inc KO-Tieren im C57BL/6J Hintergrund leicht erhoht. Die Hochregulation der BCKDH
Kinase (BDK) wurde durch die Rickkreuzung in den genetischen C57BL/6J Hintergrund
normalisiert. Die Detektion der beiden Untereinheiten der BCKDH war sehr heterogen
innerhalb der Gruppen. Die Darstellung der Detektion mittels z-Wert zeigte jedoch fir alle
mito-Inc KO-Versuchsgruppen eine partielle Hochregulation beider Untereinheiten. Die
ndhere Betrachtung der Transkriptomdaten auf der Basis der KEGG Gensets fiir die
Glykolyse, den Fettsaure Metabolismus und die oxidative Phosphorylierung zeigten einige
signifikante Unterschiede im Vergleich der zuriickgekreuzten mito-Inc’-Tiere mit den
wildtypischen Wurfgeschwistern (Abb. 3.18 C). Der Verlust des Phanotypes stellte die
Frage nach dessen Ursache und damit verbunden die Frage danach, ob und warum
C57BL/6J M3use besser mit dem Verlust von mito-Inc zurechtkommen als 129/Sv) Mause.
Zur Beantwortung der Frage nach Unterschieden in der Expression von mito-Inc innerhalb
der Mausstrange wurde eine g RT-PCR unter Verwendung Genspezifischer Primer auf
verschiedenen Gewebeproben beide Mausstrange durchgefiihrt Die GruppengroRe betrug
jeweils 4 Tiere pro Gruppe. Die Untersuchung zur Expression von mito-Inc im Vergleich
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C57BL/6J und 129/Sv) Mause zeigte nur im TA Muskel eine starkere Veranderung in der
Expression (Abb. 3.18 F). Die mito-Inc konnte dort mit einer héheren Abundanz in 129/Sv)
Mausen detektiert werden. Zur weiteren Analyse des Phanomens wurden
Transkriptomdaten des Musculus Tibialis anterior von Calyjur aus dem Jahr 2016 analysiert
[156,209]. Die Transkriptomanalyse der wildtypischen C57BL/6Jj Mause im Vergleich zu
wildtypischen Mausen mit 129/Sv) Hintergrund zeigte deutliche Unterschiede in der
Detektion von BCAA-Metabolismus relevanten Genen (Abb.3.18 E). C57BL/6J Ma&use
zeigten eine geringere Expression der meisten BCAA-relevanten Gene im Vergleich zu
129/Sv) Mausen. Eine Ausnahme war die Transaminase BCAT2, diese war in C57BL/6)
Mausen starker exprimiert als in wildtypischen 129/Sv) Mausen. Die Expression der
Phosphatase PPM1K und der Kinase BDK zeigten grofle Schwankungen innerhalb der
einzelnen Gruppen. Die Dehydrogenase BCKDH konnte partiell starker in wildtypischen
C57BL/6) Mausen im Vergleich zu 129/Sv) Mausen detektiert werden. Zur weiteren
Untersuchung der Unterschiede zwischen C57BL/6J und 129/Sv) Mausen wurden bereits
publizierte Metabolomdaten von Quiao aus dem Jahr 2011 analysiert [158]. Es konnte
gezeigt werden, dass 129/Sv) Mause unter anderem eine signifikant héhere Konzentration
an freien BCAAs im Serum aufweisen im Vergleich zu C57BL/6J Mausen (Abb. 3.18 F) [157].
Auch fir weitere Metabolite, wie zum Beispiel die Aminosauren Serin und Threonin konnte

dieser Effekt gezeigt werden [157].
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Abb. 3.18 Eine Riickkreuzung in den genetischen C57BL/6J Hintergrund hat eine
Regression des kardialen Phanotyps zur Folge. (A-C) Der Verlust von mito-Inc im
C57BL/6J Hintergrund hatte keine Veranderungen im Herzgewicht, dem
Koérpergewicht oder der Tibialange der Tiere zur Folge (Mittelwert £ min.-max,
Wildtyp; n = 10, mito-Inc KO; n = 6, Herzgewicht: Wildtyp; n =9, mito-Inc KO; n = 6).
(D) Heatmap der Transkriptomanalyse der KO-Tiere im gemischten (mixed) und
C57BL/6J Hintergrund. Dargestellt ist das Verhédltnis (FC) der Expression einer
Auswahl der Gene des KEGG Gensets: BCAA Metabolismus im Vergleich der KO-Tiere
zum WT im C57BL/6) oder gemischten (mixed) genetischen Hintergrund (Mixed:
Wildtyp; n =7, mito-Inc KO; n=7, BL6: Wildtyp; n =2, mijto-Inc KO; n =2). (E)
Heatmap der Transkriptomanalyse von wildtypischen C57BL/6J und 129/Sv] Mé&usen
[209]. Dargestellt ist der z-Wert einer Auswahl an Genen des KEGG Gensets: BCAA
Metabolismus im Vergleich C57BL/6J WT und WT 129/SvJ) im m. TA (BL6; n = 3,129SV;
n = 3). (F) C57BL/6) und 129/Svl Mause zeigten unterschiedliche
Metbolitkonzentrationen im Blutserum. Publizierte Daten von 2011 zum Vergleich
C57BL/6J vs 129/Sv) Mause hinsichtlich ihrer Serummetabolite [157]. Die 129/Sv)
WT-Mause zeigten erhohte Metabolitkonzentrationen im Vergleich zur wildtypischen
C57BL/6J Versuchsgruppe.[verdndert nach 157] (G) Tabellarische Ubersicht der
Unterschiede im BCAA Metabolismus im direkten Vergleich der genetischen
Hintergriinde im WT-sowie in mito-Inc’/-Mausen. Die Ubersicht ist eine
Zusammenfassung der publizierten, sowie der in dieser Arbeit generierten Daten. (H)
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Expression von mito-Inc im Vergleich von C57BL/6J und 129/Sv)] WT-Ma&usen. Fur die
Analyse wurde eine g RT-PCR mit genspezifischen Primern fir mito-Inc durchgefihrt.
Die Daten wurden auf Gapdh (Herz, TA) oder B-Aktin (BAT) normalisiert. Dargestellt
ist das Verhialtnis der Detektion der Gene jeweils in C57BL/6J und 129/Sv)
WT-Mé&usen. (C57BL/6J=1). Die Detektion von mito-Inc zeigte nur im Musculus Tibialis
anterior (m. TA) eine Veranderung im Vergleich beider Versuchsgruppen. Im TA von
129/Sv) Madusen konnte mito-Inc um etwa % starker detektiert werden im Vergleich
zur C57BL/6J Kontrolle (Mittelwert + SEM Wildtyp; n = 4, mito-Inc KO; n = 4, ). *(Zur
besseren Darstellung wurden die Affymetrix Daten vom BAT verwendet. (m.
TA = Musculus Tibialis anterior)
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4. Diskussion

4.1 Kandidatenvalidierung

Zur ldentifikation einer IncRNA, die eine Rolle im Metabolismus kontraktiler Gewebe
spielen konnte, wurde eine ausfiihrliche Kandidatenvalidierung durchgefiihrt. Diese
beinhaltete eine detaillierte in-silico Analyse und erste molekularbiologische
Charakterisierungen der einzelnen IncRNA Kandidaten. Schlieflich wurden von drei IncRNA
Kandidaten KO-Mause generiert und eine basale, phanotypische Analyse durchgefiihrt. Die
Vorauswahl zur Identifikation potentieller IncRNA Kandidaten lieferte schlieBlich mito-Inc
als den besten Kandidaten auf der Suche nach einer metabolisch relevanten IncRNA in
kontraktilem Gewebe. Die mito-Inc wurde von Gellert, 2013 [104] und Sun, 2013 [28]
bereits als nicht-kodierend beschrieben. Die Bioinformatischen Daten zum
Kodierungspotential von mito-Inc waren vergleichbar mit denen, bereits beschriebener
IncRNAs wie Hotair, oder Nron [137,138]. Analysen zur Konservierung der IncRNA und der
putativen ORFs mittels BLASTX bestatigten den nicht-kodierenden Charakter der RNA.

Die Entscheidung fiir diese IncRNA beruhte auf den, zu diesem Zeitpunkt vorliegenden
Daten zur Lokalisierung, sowie der Interaktion von mito-Inc, welche spater ndaher diskutiert
werden. Zusatzlich flhrte der Verlust der IncRNA im in vivo LOF-Modell zu der Entwicklung
eines kardialen Phanotyps der Tiere, was eine funktionelle Rolle von mito-Inc per se

vermuten lieR.
4.1 mito-Inc ist eine mitochondriell-assoziierte IncRNA

Die Lokalisierung einer IncRNA ist ein wichtiger Faktor bei deren Charakterisierung, wie
auch bei der Analyse deren Funktion. Viele der anfanglich beschriebenen IncRNAs sind
kernlokalisiert und haben einen regulatorischen Einfluss auf die Expression ihrer jeweiligen
Zielgene. Beispiele hierfir sind Neatl, Hotair oder Xist [32,138,160]. Die
Lokalisierungsanalyse flr mito-Inc zeigte eine extranukleare, Mitochondrien-assoziierte
Lokalisierung von mito-Inc. Das Detektionsmuster von mito-Inc im Zuge der
Zellfraktionierung von Kardiomyozyten zeigte zunachst eine vergleichbare Verteilung wie
Gapdh. Die kernlokalisierte Kontroll-RNA Neat1 [32] konnte ausschlieflich in der nuklearen
Fraktion detektiert werden. Eine nukleare Kontamination der extranuklearen Fraktion

wurde damit ausgeschlossen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass mito-Inc in
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isolierten Mitochondrien lokalisiert ist. Der Vergleich mit der kernkodierten, im
Mitochondrium lokalisierten Kontroll-RNA Tfam [145], zeigte eine Korrelation in der
Abundanz beider Transkripte. Die zytoplasmatische Kontroll-RNA 8-Aktin [146] wurde in
den Mitochondrien nicht einmal halb so haufig detektiert wie mito-Inc oder Tfam. Diese
Ergebnisse implizierten eine mitochondrielle Lokalisierung von mito-Inc, oder zumindest
eine Assoziation der IncRNA mit Mitochondrien. Zur weiteren Uberpriifung der Hypothese
der mitochondriellen Lokalisierung von mito-Inc wurde ein RNA-FISH Experiment auf
isolierten Kardiomyozyten durchgefiihrt. Als mitochondrielle Kontroll-RNA diente Atp6
[147]. Die mikroskopische Auswertung zeigte eine Co-Lokalisierung von mito-Inc mit Atp6,
wobei nicht jedes Atp6 Signal ebenfalls eine Uberlagerung mit dem Signal von mito-Inc
zeigte. Dies kénnte verschiedene Ursachen haben. Ein wichtiger Faktor war die Limitation
der Detektionsmethode [161]. Die mito-Inc ist weitaus weniger Abundant in ihrer
Gesamtheit im Vergleich zu Atp6. Eine héhere Abundanz des Transkriptes resultiert
dementsprechend in einer gehaduften Detektion des amplifizierten Signals. Die geringe
Abundanz von mito-Inc resultiert daher auch in einer geringeren Detektionsrate des
spezifischen Signals flir mito-Inc. Da nahezu jede mikroskopische Detektion eines
spezifischen Signals von mito-Inc mit einem spezifischen Signal von Atp6 einherging, kann
davon ausgegangen werden, dass mito-Inc eine mitochondrielle Assoziation oder
Lokalisierung aufweist. Eine Software-basierte Auswertung der
Fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen  von wildtypischen und mito-Inc
KO-Kardiomyozyten zeigte keine Co-Lokalisierung in der KO-Situation. Diese Tatsache zeigt
einerseits die Spezifitdt der Sonde im Hinblick auf mito-Inc und stiitzt zudem die These

deren mitochondriellen Assoziation.
4.2 Der BCKD Komplex ist der Interaktionspartner von mito-Inc

Die Interaktionspartner von IncRNAs spielen eine entscheidende Rolle bei der Ausiibung
ihrer Funktion. Die Analyse des Interaktoms von mito-Inc, im Zuge ihrer Charakterisierung
und funktionellen Analyse, war demnach von essentieller Bedeutung. Das Interaktom von
mito-Inc wurde zundchst mit Hilfe diverser RNA-Pulldown Experimente untersucht. Diese
implizierten eine Interaktion von mito-Inc mit Enzymen des BCAA Katabolismus [48,50]. Die
starkste Anreicherung mit mito-Inc zeigte der BCKD Komplex, das Schliisselenzym bei der

Regulation des BCAA Metabolism. Die postulierte Interaktion von mito-Inc und dem BCKD
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Komplex wird auch gestiitzt von der Tatsache der mitochondriellen Lokalisierung bzw
Assoziation der IncRNA. Der Katabolismus von BCAAs ist ein mitochondrialer
Stoffwechselweg und kein zytoplasmatischer Prozess [53]. Nur die Transaminierung der
BCAAs, welcher Gber die BCAT katabolisiert wird, kommt im Zytoplasma vor [53]. Diese
zytoplasmatische Version der BCAT (BCATc) wurde in den Pulldown Experimenten mit
mito-Inc weder angereichert, noch detektiert. Daher ist davon auszugehen, dass mito-Inc
mit den mitochondriellen, BCAA-katabolisierenden Enzymen interagiert. Zur weiteren
Charakterisierung und zur Analyse der Funktion von mito-Inc sollte moglichst der direkte
Interaktionspartner von mito-Inc ausgemacht werden. Die starkste Anreicherung im Zuge
des RNA-Pulldown Experimentes fand mit der a-Untereinheit (UE) der BCKDH statt. Diese
bildet zusammen mit der B-UE der BCKDH, die E1 UE des BCKD Komplexes (BCKDC) [162].
Der BCKDC, bestehend aus den drei Untereinheiten BCKDH (E1), DBT (E2) und DLD (E3), ist
in der mitochondriellen Matrix lokalisiert und katalysiert die oxidative Decarboxylierung
der Ketoazide zur Produktion von Carbonyl Derivaten, NADH und CO; [162,163].

Die Anreicherung der a-BCKDH mit mito-Inc konnte mit diesem Experiment statistisch
signifikant gezeigt werden. Im direkten Vergleich aller drei verwendeten IncRNAs konnten
auch die E2 (DBT) und die E3 (DLD) Untereinheit des BCKDC mit mito-Inc runtergezogen
werden, jedoch fand keine signifikante Anreicherung im Vergleich von mito-Inc mit den
Kontroll-RNAs statt. Dies konnte am Aufbau des Komplexes an sich liegen. Die E2 UE (DBT)
bildet dabei den Kern des Komplexes [165]. Alternierend um den E2-Kern befinden sich die
E1 und die E3 UE des BCKD Komplexes [165]. Wobei die direkte Verbindung zwischen der
BCKDHB (E1) und DBT (E2) besteht [165]. Die BCKDHA hingegen, ist nur tGber die BCKDHB
mit dem BCKD Komplex verbunden [165]. Findet nun eine direkte Interaktion zwischen
mito-Inc und der BCKDHA statt, ist eine Detektion einer Interaktion mit den anderen
Komponenten des BCKD Komplexes putativ geringer. Zum Nachweis der Interaktion von
mito-Inc mit der BCKDHA wurde ein RNA in-situ Hybridisierungs proximity ligation Assay
(rISH-PLA) [165] durchgefiihrt. Dieser bestatigte die direkte Interaktion von mitolnc und der

BCKDHA.
4.3 Der Verlust von mito-Inc induziert eine kardiale Hypertrophie

Die Belastungsbewertungen der verwendeten Mauslinien zur Analyse der Funktion von

mito-Inc zeigten keinerlei Verdanderungen im Hinblick auf deren Tierwohl. Der Verlust von

90



mito-Inc war weder letal noch war die Lebensqualitdit der Mause beeintrachtigt. Die
Tierhaltung ist im Allgemeinen nicht von der Expression der IncRNA abhdngig. Das Handling
der Tiere, sowie die Entwicklung der Neugeborenen und der Jungtiere zeigte keine
Verhaltensauffalligkeiten. Tiere mit einem Alter von einem Jahr hatten ebenfalls keinerlei
Einschrankungen oder pathologische Veranderungen. Phanotypisch flhrte der Verlust von
mito-Inc im Zuge des Alterungsprozesses zu einer kardialen Hypertrophie, sowie zu einer
Verdanderung in der Verteilung der Muskelfasertypen im Skelettmuskel. Die erste
phanotypische Untersuchung von 8 Wochen alten Tieren zeigte zunachst keinerlei
Auffalligkeiten im Korpergewicht oder Herzgewicht. Auch &duferlich morphologische
Verdanderungen der einzelnen metabolisch aktiven Gewebe waren nicht ersichtlich. Der
histologische Befund anhand der durchgefiihrten pralimindaren Analyse der
Skelettmuskulatur von 8 Wochen alten Tieren war ebenfalls negativ. Im Alter von 15-18
Wochen zeigten die KO-Tiere einen kardialen Phanotyp in Form einer sichtbaren
VergroRerung des Herzens. Diese wurde bestatigt mit der signifikanten Erhohung des
Herzgewichtes der Tiere. Die kardiale Hypertrophie konnte auch in den polyA-Tieren
festgestellt werden. Ebenso wie die Tiere mit vollstandiger genomischer Deletion
entwickelten die Mdause eine signifikante Erhéhung des Herzgewichtes im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Dies bestatigt die Funktion der IncRNA als Molekil, unabhdngig von der
Transkription desselbigen. Der genomische Lokus ist in den polyA-Méausen noch vorhanden
und die Transkriptionsmaschinerie in der Lage die Transkription zu initiieren. Das inserierte
polyA-Signal verhindert jedoch ein Fortschreiten der Transkription und induziert somit
einen Verlust des mito-Inc Transkriptes. Die, bei der phanotypischen Analyse der
polyA-Mause festgestellte Phanokopie fiuhrt somit zu der Schlussfolgerung, dass die
Funktion von mito-Inc auf dem Vorhandensein des Transkriptes beruht. Dies ist im
Zusammenhang mit den charakteristischen Eigenschaften von mito-Inc konform. Die
Lokalisierung, sowie die Interaktion von mito-Inc lassen eine aktive Funktion des
Transkriptes bereits vermuten.

Zur Analyse der Ursachen der kardialen Hypertrophie wurden histologische
Untersuchungen mittels WGA Farbung durchgefiihrt. Dabei zeigte sich eine VergréRerung
der Kardiomyozyten Querschnittsebene. Der Verlust von mito-Inc fihrte zu einem

gehduften Auftreten von Kardiomyozyten in GroBenbereichen von Gber 250 um, wahrend
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kleinere Zellen signifikant seltener vorkamen. Die kardiale Hypertrophie zeigte sich
demnach auch auf Zellebene.

Des Weiteren zeigte die Phanotypisierung auf Transkriptomebene eine Deregulation von
metabolisch assoziierten Genen. Die Auswertung auf Basis einer GSEA zeigte vor allem fiir
Gene des BCAA Metabolismus eine signifikante Anreicherung. Zusatzlich waren die Gensets
des Fettsdaure Metabolismus und der oxidativen Phosphorylierung in beiden Geweben
hochreguliert. Eine solche Verdanderung implementiert wiederum eine pathologische
Veranderung der metabolischen Homdostase in den untersuchten Geweben im Zuge des
Verlustes von mito-Inc. Die beschriebenen Ergebnisse verdeutlichen vor allem aber eine
putative Stérung im BCAA Katabolismus durch den Verlust von mito-Inc. Zum einen
interagiert die IncRNA mit den Untereinheiten des BCKD Komplexes, welcher einen
Dreh-und Angelpunkt des BCAA Metabolismus bildet [53]. Zum anderen zeigten die
Untersuchungen der mito-Inc KO-Mause eine erhdhte Expression von Genen involviert im

BCAA Metabolismus.
4.4 Die Aktivitat des BCKD Komplexes wird reguliert von mito-Inc

Zur Analyse des Einflusses von mito-Inc auf den BCAA Metabolismus wurde zunachst die
Aktivitdt des BCKD Komplexes anhand dessen Umsetzung des Ketoazides KIV in CO;
analysiert. Die spezifische Freisetzung von CO, wahrend der Decarboxylierung der
Ketoazide iber die BCKDHA wird dabei genutzt um deren spezifische Aktivitdat zu messen
[61]. Die Ergebnisse zeigten eine deutliche Verringerung in der umgesetzten Menge an
14C-markiertem KIV in den mito-Inc KO-Tieren, was auf eine verringerte Aktivitit des BCKD
Komplexes schlieRen lasst. Die Aktivitdt des BCKD Komplexes wird {ber die
Phosphorylierung der a-UE am Serin 293 der BCKDH reguliert [162,163]. Im
phosphorylierten Zustand ist der Komplex inaktiv und es findet keine Katabolisierung der
Ketoazide statt [162,163]. Die aktivierende Dephosphorylierung wird Giber die Phosphatase
PPM1K katalysiert und die Kinase BDK katalysiert wiederum die inaktivierende
Phosphorylierung [162,163]. Die Untersuchung des Phosphostatus der BCKDHA am Serin
293 im Zuge des Verlustes von mito-Inc zeigte im Herzen eine 50 % verringerte Abundanz
von phosphorylierter BCKDHA im Vergleich zu den wildtypischen Wurfgeschwistern. Dieser
Effekt konnte auch im Skelettmuskel gezeigt werden. Der Verlust von mito-Inc resultiert

demnach in einer Akkumulation aktiver BCKDHA und putativ auch des aktiven BCKD
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Komplexes, was wiederum im Widerspruch zu der beobachteten verringerten Aktivitat des
Komplexes steht. Zunachst ergab sich daraus die Frage nach der Ursache fiir die verringerte
Abundanz der phosphorylierten, also der inaktiven Form der BCKDHA. Dafiir wurde die
Proteinmenge der BDK und PPM1k mittels Westernblot bestimmt. Die Daten zeigten, dass
keinerlei Veranderungen in der Abundanz der beiden regulatorischen Enzyme vorlag. Die
verringerte Abundanz an phosphorylierter BCKDHA ist somit nicht auf eine Veranderung in
der Abundanz der beiden Enzyme zurtickzufiihren Allerdings konnte in einigen Tieren eine
deutliche Erhéhung der PPM1K auf Transkriptomebene gezeigt werden. Uber der selbigen
Aktivitat kann anhand der vorliegenden Daten keine Aussage getroffen werden. Die Frage
nach der Ursache flr diese Paradoxe Konstellation aus verringerter Aktivitat des BCKD
Komplexes auf physiologischer Ebene einhergehend mit einer erhohten Abundanz des
aktiven BCKD Komplexes auf molekularer Ebene bleibt weiterhin bestehen. Eine erhdhte
Abundanz der drei Ketoazide geht beschriebener maRen einher mit einer Inhibierung der
Transkription von BDK und einer transkriptionellen Aktivierung von PPM1K, was eine
indirekte Aktivierung des BCKDC zur Folge haben sollte und somit den katabolischen flux
erhoht [85,164]. Der Verlust von mito-Inc fihrt zur verringerten Effizienz der BCKDHA,
obwohl gleichzeitig eine Erhéhung der Menge aktiver BCKDHA vorliegt. Ist mito-Inc nun
direkt bei der Regulation der Aktivitdat der BCKDHA beteiligt, ware die Hochregulation
aktiver BCKDHA als moglicher kompensatorischer Effekt auf die Verringerung im

katabolischen Flux zu deuten.
4.5 Der Verlust von mito-Inc resultiert in Veranderungen im Metabolithaushalt

Das Wissen Giber den Mechanismus der Regulation der BCKDHA fiihrte zur Hypothese, nach
welcher die verringerte Aktivitat im BCAA Metabolismus im Zuge des Verlustes von mito-Inc
in einer erhohten Akkumulation freier BCAAs resultiert und damit die erhohte
Dephosphorylierung der a-UE der BCKDH als positiven kompensatorischen Effekt zur Folge
hat. Zur Uberpriifung der Hypothese wurde eine Analyse des Metaboloms von diversen
Geweben und dem Blutserum von mito-Inc KO-Mausen und entsprechenden Kontrolltieren

durchgefihrt.
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4.5.1 Aminosduren

Die metabolischen Daten zeigten im Herzgewebe eine deutliche Erhéhung der
Aminosduren und deren Derivaten. Besonders die drei BCAAs Valin, Leucin und Isoleucin
waren in den mito-Inc KO-Tieren stark angereichert. Dieser Effekt ldasst sich auf die
verringerte Aktivitdt des BCKD Komplexes zuriickflihren. Die BCKDH ist auf Grund des
Verlustes von mito-Inc weniger aktiv und die Decarboxylierung der Ketoazide damit gestort.
Die erhohte Akkumulation an BCAAs kdnnte demnach aus der reversiblen Transaminierung
der nicht verstoffwechselten BCKAs resultieren. Pathologische Veranderungen der BCKDH
Aktivitat in Form genetischer Mutationen resultieren in einer Akkumulation von freien
BCKAs und BCAAs [69]. Uber die Konzentration der Ketoazide kann anhand der
vorliegenden Daten zwar keine Aussage getroffen werden, jedoch verdeutlicht die
Akkumulation der BCAAs im Herzgewebe die vorliegende Stérung des BCAA Metabolismus
im Zuge des Verlustes von mito-Inc. Bekannte Storungen im BCAA Katabolismus, wie die
Ahornsirupkrankheit (maple syrup urin disease, MSUD), gehen ebenfalls einher mit
erhohten Konzentrationn freier BCAAs. Im Jahr 1998 verglich Nyhan in einer Studie zur
MSUD verschiedene Mausmodelle mit der klassischen humanen Form der Krankheit,
welche auf der Mutation im DBT Gen (E1 UE BCKDC) basiert [168]. Diese Mause zeigten die
gleichen Symptome wie MSUD Patienten, darunter eine dramatische Reduktion der
Aktivitat des BCKDC, toxisch erhdhte Level freier BCAAs im Blut und Stérungen im
Aminosaurehaushalt [69,166]. Verglichen mit den Effekten des Verlustes von mito-Inc, ist
der beschriebene Effekt jedoch um ein vielfaches dramatischer. Zum einen ist MSUD
unbehandelt letal und zum anderen zeigen MSUD Patienten, sowie die analysierten
Mausmodelle, zusatzlich deutliche neurologische Ausfille und pathologische
Veranderungen [168,169]. Wie bereits erwahnt, ist der Katabolismus der BCAAs vor allem
im Gehirn und in der Leber von essentieller Bedeutung [48,170]. Die mito-Inc ist jedoch in
kontraktilem Gewebe exprimiert und konnte weder in der Leber, noch im Gehirn
nachgewiesen werden. Die Funktion von mito-Inc konnte demnach eine zusétzliche,
Organ-spezifische Regulation der Aktivitat des BCKDC darstellen.

Auch ist der reduktive Effekt des Verlustes von mito-In auf die BCKDH Aktivitdt um ein
vielfaches geringer im Vergleich zu MSUD Patienten oder entsprechenden Mausmodellen,
was ohnehin auf eine deutlich mildere pathologische Auswirkung deuten lasst [166].

Wahrend der Verlust von mito-Inc eine etwa 25-%ige Reduktion hervorruft, liegt die
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Aktivitat bei MSUD Patienten oder Mausmodellen meist nur noch bei 0-6 % [166]. Die
mito-Inc spielt demnach eine vergleichbar eher geringfligigere Rolle in der Regulation des
BCAA Metabolismus. Jedoch zeigen unsere Daten, dass selbst solch eine vermeindlich
geringfiigige und eher lokale Anderung organismisch weitreichende Folgen haben kann.
Auch konnte die mechanistische Analyse von mito-Inc einen neuen Therapieansatz bei
MSUD oder anderen pathologischen Veranderungen im BCAA Metabolismus liefern. In
Kontrast zu den Daten der mito-Inc KO-Mause waren die Level von Alanine, Glutamine und
Glutamate in MSUD Mausmodellen drastisch reduziert [166]. In den mito-Inc KO-Mausen
war nur Glutamin minimal erhoht. In der Leber konnte allerdings eine tendenzielle
Reduktion von Glutamat detektiert werden. Diese Verdanderungen waren allerdings weder
dramatisch oder signifikant verandert und wurden daher als schwankende Sekundareffekte
im Zuge der entstehenden BCAA/BCKA Azidose interpretiert. Nichts desto trotz konnte in
MSUD Patienten wie auch in den Herzen der mito-Inc KO-Mause eine Stérung im
Aminosaurehaushalt gezeigt werden [69]. Interessanterweise ist der durch den Verlust von
mito-Inc beschriebene Effekt auf das Herzgewebe limitiert. Die meisten der vergleichbaren
Verdanderungen im braunen Fettgewebe, der Leber oder dem Serum sind weder besonders
stark, noch signifikant. Interessant ware jedoch die Analyse des Metaboloms im
Skelettmuskel von mito-Inc KO-Mausen. Die Tiere zeigten eine Verschiebung in ihrer
Faserzusammensetzung im TA Muskel hin zu einem vermehrten Auftreten glykolytischer
Fasern. Die Vermutung liegt daher nahe, nach welcher auch hier eine Storung in der

metabolischen Homdostase vorliegt.

4.5.3 a-Ketoglutarat und BAIBA

Die Metabolom Daten zeigten zusatzlich zu der Veranderung im AS Haushalt eine Erhéhung
der Konzentration von a-Ketoglutarat (a-KG). Dies kdnnte auf eine erhéhte Reversion der
Transaminierung der BCKAs in ihre entsprechenden BCAAs durch die BCAT verweisen.
Diese Reaktion ist deskriptiv mit der Synthese von Glutamat aus a-Ketoglutarat gekoppelt.
Die Produktion von a-KG ist jedoch nicht auf die BCAT oder den BCAA Metabolismus
limitiert. Da a-KG als Stickstoff-Akzeptor fungiert, ist die Synthese mit jeder
AS-Transaminierung verbunden und dieser Prozess dient so gleichzeitig zur
Stickstoff-Detoxifikation. a-KG wird aber auch aus Glukose und Pyruvat im TCA-Zyklus
gebildet. [48,50,171,172,173]
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Im Herzen der mito-Inc KO-Tiere wurden nun auch signifikant verringerte Glukosewerte
detektiert. Dies kdnnte seinen Ursprung in der erhéhten a-KG Konzentration haben, welche
im Zuge der Detoxifikation des erhdhten Stickstofflevels entsteht. Des Weiteren ist a-KG
ein essentielles Substrat fir die Oxidierung von Fettsauren und nicht-essentiellen AS [174].
Daraus ergab sich die Hypothese, ob diese erhohte Konzentration von a-KG auch eine
Antwort auf die verringerte Aktivitat im BCAA Metabolismus ist. Und so eine metabolische
Veranderung, hin zu einer erhéhten B-Oxidierung darstellt.

Die metabolischen Daten der mito-Inc KO-Tiere zeigten des Weiteren eine stark erhdhte
Konzentration an B-Aminoisobuttersdure (BAIBA), ein Myokin welches eine erhohte
B-Oxidierung von Fettsduren, und eine erhdohte Ketonkorper-Synthese induziert [176]. Die
Signalwirkung von BAIBA ist jedoch weitreichender. Es konnte gezeigt werden, dass BAIBA
das ,browning” von weillen Adipozyten lber UCP-1 und PGCl-a, PPAR(a)-Abhangig
aktiviert [178]. Da mito-Inc im Allgemeinen nur geringfligig im weilen Fettgewebe
detektiert werden konnte ist ein ausbleibender Effekt auf BAIBA in diesem Fall keine
Uberraschung. Die transkriptionellen Ucpl-Level waren weder im braunen Fettgewebe
noch im Herzen der KO-Tiere verdndert. Natlirlich ist anzumerken, dass die
Transkriptomdaten aus 8 Wochen alten Tieren ohne sichtbaren Phanotyp stammen,
wahrend die metabolischen Daten von 18-20 Wochen alten Tieren mit kardialem Phanotyp
kommen. Die vorliegenden Daten implizieren einen sich entwickelnden Phanotyp
beruhend auf der Akkumulation freier BCAAs, resultierend in einer kontinuierlichen
Belastung der gesunden metabolischen HomdOostase. Dies wiirde bedeuten, dass zum
Zeitpunkt der transkriptionellen Analyse die Veranderungen in den Metaboliten noch gar
nicht vorhanden waren und diese somit nicht in den Zusammenhang gebracht werden
konnen. Flir genauere Ausagen wdren weitere Transkriptom, sowie Proteom Analysen
notwendig.

In allen analysierten Geweben (Herz, BAT, Leber, Serum) konnte eine erhohte
Konzentration von BAIBA in den mito-Inc-KO-Tieren detektiert werden, doch diese zeigten
keine statistische Signifikanz. AuRerdem war die Anreicherung im Blutserum von allen
Geweben am geringsten, was einen parakrinen Signaleffekt fiir BAIBA ausschlieRt. BAIBA
ist einerseits ein Produkt der Thymin Degradierung aber auch des Valin Metabolismus. Dort
entsteht es als Zwischenprodukt bei der Generierung von Propionyl-CoA [178,179]. Doch,

da der BCAA Metabolismus im Zuge des Verlustes von mito-Inc inhibiert wird, ist davon
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auszugehen, dass die erhohte Konzentration von BAIBA uner anderem auf einer erh6hten
Transkription von PGC1-a und/oder einer erhéhten Thymin Degradierung beruht [176]. Die
Expression von Pgcl-a auf transkriptioneller Ebene ist allerdings in den mito-Inc KO--Tieren
nicht verandert. Natirlich muss hier wieder der Aspekt des Alters der untersuchten Tiere
bedacht werden, und ein Effekt auf Pgcl-a ist im Verlauf des Voranschreitens des

Phanotyps nicht auszuschlieRen.

4.5.3 Hydroxyprolin, Thioprolin und CoASH's

Weitere metabolische Verdanderung konnten im Fall von Hydroxyprolin (Hpro) und
Thioprolin (Tpr) ausgemacht werden. Beide Metabolite waren im Herzen von mito-Inc
KO-Tieren stark angereichert. Die erhdéhte Konzentration an Hpro lasst sich mit dem
Auftreten der kardialen Hypertrophie der mito-Inc KO-Mause in Zusammenhang bringen.
Hpro ist als Hauptbestandteil von Kollagen ein Marker fir Fibrose und wurde im
Zusammenhang mit diversen Hypertrophie-Modellen in der Maus in Verbindung gebracht.
Studien zeigten eine positive Korrelation zwischen der Konzentration von Hpro im Blut und
dem Herzgewicht. Hypertrophe Herzen zeigten zudem eine signifikant erhohte
Konzentration an Hpro im linken Ventrikel. Eine kardiale Hypertrophie geht demnach
einher mit einer putativen Erhohung im Collagenlevel. [180-183] Histologische
Untersuchungen des in vivo Verlustes von mito-Inc mittels WGA zeigten jedoch bisweilen
keinerlei Anzeichen von Fibrose. Zur naheren Untersuchung waren histologische Analysen
dlterer KO-Tiere notwendig, da die Ergebnisse auf einen sich langsam entwickelnden
Phanotyp hindeuten.

Die Erhohte Konzentration von Tpr konnte auf der erhdhten Akkumulation freier AS im
mito-Inc KO beruhen. Denn Thioprolin wird eine Rolle bei der Stickstoff-Detoxifikation
zugeschrieben und die erhohte Konzentration von Tpr kdnnte so ein Resultat der erhdhten
Stickstoffkonzentration, im Zuge der Stérung des AS Haushalts der mito-Inc KO-Mause sein

[184,185].
4.6 mTORC1-der Mediator bei der Entwicklung der kardialen Hypertrophie?

Die verringerte Aktivitat der BCKDC und die damit einhergehende Akkumulation von AS,
vor allem aber Leucin legt eine putative Aktivierung des mTOR Komplexes im Zuge des
Verlustes von mito-Inc nahe. Wie bereits erwdahnt wird mTOR auch Uber Leucin reguliert

und in diesem Zusammenhang auch mit der Entwicklung einer kardialen Hypertrophie
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assoziiert [186,187]. Die erhohten Leucinwerte in der mito-Inc KO-Situation und eine
daraus folgende Hyperaktivierung von mTOR Uber die Phosphorylierung am Serin 2448
konnte demnach eine Ursache fiir den kardialen Phanotyp der KO-Mause darstellen. Diese
Hypothese wird umso deutlicher auf Grund der Tatsache, dass auch fiir a-KG eine Funktion
als Signalmolekiil Gber AKT fir mTOR gezeigt werden konnte [172]. So induziert a-KG, Gber
die Aktivierung von mTOR, eine erhdhte Proteinsynthese in C2C12 Zellen und soll so zur
Entwicklung hypertropher Muskelfasern beitragen [172,175].

Die mito-Inc KO-Mause zeigten in der Tat eine erhéhte Abundanz von p-mTORS®2448 im
Herzen. Des Weiteren konnte auch gezeigt werden, dass 4E-BP1, ein Zielprotein des mTOR
Komplexes [186] eine erhohte Phosphorylierung am Threonin 37/46 aufweist. Dies
wiederum unterstitzt die These der Hyperaktivierung von mTOR im Zuge des Verlustes von
mito-Inc. Diese Inhibierende Phosphorylierung hat eine positive Auswirkung auf die
Protein-Synthese und somit auch auf das Zellwachstum [77,78]. Die Regulation von mTOR
konnte demnach eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung der beobachteten kardialen
Hypertrophie der mito-Inc KO-Mause spielen.

Zunachst stellte sich jedoch die Frage danach, ob eine erhéhte in vivo Supplementierung
von BCAAs tatsachlich in einer Aktivierung von mTOR resultiert. Eine 10-wdéchige hoch
BCAA Diat von wildtypischen Mausen hatte einen starken Anstieg an freien BCAAs im
Blutserum der Tiere zur Folge. Daraus resultierend konnte auch eine erhéhte Abundanz
von phosphoryliertem mTOR>¢2448 festgestellt werden, wahrend die Menge an inaktiver zu
aktiver BCKDHA nicht verandert war. Die erhohte Supplementierung von BCAAs
verdeutlicht somit eine positive Korrelation zwischen der Erhéhung an frei zirkulierenden
BCAAs und der Aktivierung von mTOR.

Des Weiteren stellte sich die Frage inwieweit die Erhohung der BCAAs durch den Verlust
von mito-Inc und die damit einhergehende Aktivierung von mTOR im Zusammenhang mit
der beobachteten kardialen Hypertrophie der KO-Mause steht. Das Herzgewicht war nach
der 10-wochigen BCAA Diat nicht verandert. In diesem Zusammenhang ist nattrlich fraglich
ob die kurze Zeitperiode der Behandlung zu einer solch starken phéanotypischen
Veranderung flihren kann. Vor allem hinsichtlich der Tatsache, dass sich der kardiale
Phanotyp der KO-Mause auch erst im Voranschreiten des Erwachsenenalters entwickelt.

Geht man davon aus, dass die erhdhte Konzentration freier BCAAs im Blutserum Uber die
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Hyperaktivierung von mTOR mittels Leucin zu der beobachteten kardialen Hypertrophie
fahrt, sollte eine Langzeit BCAA Diat auch in einer Erhdhung des Herzgewichtes resultieren.
Die erhohten Level an freien BCAAs im Blutserum der WT-Mause fihrten jedoch zu keiner
erhohten Aktivierung der BCKDHA. Der postulierte Effekt des positiven feedbackloops
freier BCAAs und ihrer Ketoazide auf die Aktivitat des BCKDC [61,62] konnte mit diesem
Versuch nicht bestatigt werden. Dies konnte auf der Tatsache beruhen, dass die Serumlevel
womoglich  eine geringere Rolle auf deren Regulation im Vergleich zur
Gewebe-Konzentration spielen. Die Alleinige Erhohung an freien BCAAs ist auRerdem nicht
gleichzusetzen mit einer gleichzeitigen Erhéhung der Ketoazide. Die Deaminierung der
BCAAs katalysiert Uber die BCAT2 ist ein reversibler Prozess [48,50]. Eine Erhéhung der
BCAAs Uber eine oral verabreichte Diat fuhrt zwar zu einer erhéhten Konzentration an
freien BCAAs im Blutserum, doch dies ist nicht gleichzusetzen mit einer gleichzeitig
einhergehenden Transaminierung der BCAAs in ihre jeweiligen Ketoazide. Auch ist
ungeklart, ob die erhdohten Serum BCAA Level gleichzeitig zu einer Erhéhung der
Gewebekonzentration freier BCAAs fuhrt. Die erhéhte Abudanz aktiver BCKDHA durch den
Verlust von mito-Inc kann also nicht auf die Erhéhung freier BCAAs im Serum zuriickgefiihrt
werden. Es bleibt die Frage, welche Auswirkungen eine erhéhte Supplementierung freier
BCAAs auf die mito-Inc KO-Mause hat.

Die erhohte Supplementierung von BCAAs in mito-Inc KO-Mdusen hatte keine
Rekrudeszenz des kardialen Phanotyps zur Folge. Nach 10 Wochen erhohter BCAA Diat
zeigten die mito-Inc KO-Mause zwar eine signifikante Erhdhung des Kérpergewichtes, doch
das Herzgewicht zeigte keinerlei Verdanderung durch die erhéhte Supplementierung im
Vergleich zu den unbehandelten Tieren. Die BCAA Konzentration im Serum hat sich als
Folge der BCAA Diat in wildtypen sowie mito-Inc KO-Mausen verdoppelt. Eine erhohte
Konzentration an freien BCAAs in den mito-Inc-KO-Mausen im Vergleich zur Kontrollgruppe
konnte jedoch nicht festgestellt werden. Diese Ergebnisse verdeutlichen abermals die
unabhangigkeit des Phanotyps der mito-Inc KO-Mause von den zirkulierenden BCAA Leveln
und impliziert eine endokrine Wirkung.

Weitere histologische, sowie molekularbiologische Analysen im Zusammenhang mit dem,
im Skelettmuskel beobachteten Phanotyp der mito-Inc KO-Tiere, waren &aullerst
interessant. Als regeneratives Organ ware eine Reversion des Phanotyps, spatestens im

Zusammenhang mit CTX Injektionen, denkbar. Dies ware ein weiterer Faktor zur
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Bestatigung der Hypothese, dass die Entwicklung des Phanotyps in direkter Abhangigkeit
mit der BCAA-Konzentration im Gewebe steht.

Dieser Versuch zeigt zudem, dass eine stark erhohte Supplementierung freier BCAAs (iber
einen langeren Zeitraum potentielle Gesundheitsrisiken birgt. Dies wird durch die Tatsache
unterstitzt, dass die Serumwerte der freien BCAAs stark angestiegen sind und die Tiere
scheinbar nicht effektiv genug BCAAs katabolisieren. Die Aktivitat der BCKDH ist scheinbar
nicht verandert und der Uberschuss an BCAAs kann nicht abgebaut werden. Dies fiihrt zu
der beobachteten Aktivierung von mTOR, was deskriptiv mit der Entwicklung

metabolischer Krankheiten im Zusammenhang steht. [77,78,186,187]

4.7 Der Verlust von mito-Inc induziert eine Akkumulation der glykolytischen

Muskelfasern

Die phanotypische Untersuchung der Skelettmuskulatur der mito-Inc KO-Mause zeigte eine
Verdanderung in der Zusammensetzung der Muskelfasertypen im Musculus Tibialis anterior.
Muskelfasern werden in 4 verschiedene Typen und zwei Klassen, den langsamen und den
schnellen Muskelfasern, eingeteilt. Zu den langsamen Muskelfasern gehéren Muskelfasern
vom Typ 1, diese haben einen oxidativen Metabolismus. Sie haben eine hohe Abundanz an
Mitochondrien und ermiiden deutlich langsamer im Vergleich zu schnellen Muskelfasern.
Schnelle Muskelfasern unterscheiden sich noch einmal in ihrem Metabolismus
voneinander und werden daher in Typ 2A, Typ 2X und Typ 2B unterteilt. Typ 2A Fasern sind
schnelle oxidative Fasern, wahrend Typ 2B Fasern schnelle glykolytische Fasern darstellen.
Metabolisch befinden sich die Typ 2X Muskelfasern zwischen Typ 2A und Typ 2B Fasern.
Der Mitochondriengehalt nimmt im Verlauf Typ 2A — 2X — 2B ab, ebenso wie die Ausdauer
des Muskels. [152,153,188-190]

Der Verlust von mito-Inc fiihrt zu einem gehauften Auftreten von Typ 2B Fasern im distalen,
sowie im proximalen Bereich des Musculus Tibialis anteriors. Damit einher geht eine
signifikante Verringerung von Fasern des Typs 2X und tendenziell auch der Fasern des Typs
2A. Die Verteilung der Muskelfasertypen im WT-Muskel entspricht der bereits
beschriebenen Verteilung [153]. Der Verlust von mito-Inc fihrt demnach zu einer erhéhten
Akkumulation an glykolytischen Fasern im Skelettmuskel und entsprechend, einer
Verringerung an Fasern mit einem eher oxidativen Stoffwechsel. Die histologische Analyse

der Succinatdehydrogenase Aktivitdt zeigte jedoch keine Veranderungen im
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mitochondrialen Netzwerk der KO-Mause. Die histologische Untersuchung erfolgte jedoch
mit Gewebe von 8 Wochen alten Tieren und sollte demnach noch einmal mit dlteren
Mausen wiederholt werden, um weitere Aussagen Uber die physiologischen
Veranderungen im Skelettmuskel im Zusammenhang mit dem Verlust von mito-Inc treffen
zu koénnen.

Interessanterweise ist mTOR auch im Skelettmuskel ein wichtiger Faktor bei der
Aufrechterhaltung der metabolischen Homdostase [153,191]. Untersuchungen hinsichtlich
der muskularen mTOR Signalwirkung und die Auswirkungen von Rapamycinbehandlungen
auf die Muskulatur zeigten, dass mMmTOR zwar keine essentielle Rolle bei der
Aufrechterhaltung der physiologischen Funktionalitdt der Muskulatur spielt, der Verlust
jedoch metabolische und physiologische Verdanderungen nach sich zieht [153]. Der
muskel-spezifische, induzierbare Raptor KO in der Maus resultierte unter anderem in einer
Verschiebung der Muskelfasertypen hin zu einer Akkumulation langsamer Muskelfasern
[153]. Der Verlust von mito-Inc impliziert im Skelettmuskel den gegenteiligen Effekt. Diese
Tatsache ist konform mit der Annahme, dass die Leucin-abhdngige mTOR Signalwirkung ein
wichtiger Faktor bei der Entstehung des Phanotyps ist und stiitzt erneut die Wichtigkeit von
mito-Inc in ihrer Funktion bei der Regulation des BCAA Metabolismus in mkontraktilem
Gewebe. Weiterhin steht der Verlust von mTOR im Zusammenhang mit der Entwicklung
einer Muskelatrophie [153] und birgt damit die Hyopthese einer Muskelhypertrophie im
Zuge des Verlustes von mito-Inc. Die Analyse der Skelettmuskulatur im mito-Inc KO
hinsichtlich einer putativen Skelettmuskelhypertrophie zeigte eine ungleichmaRige
Verteilung der FasergrofRen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Eine deutliche Hypertrophie
wurde jedoch nicht detektiert. Doch auch die Untersuchungen von Ham et al. konnten die
beschriebene Atrophie im Zuge des Verlustes von Raptor nicht zeigen [153]. Die Rolle von
MTOR hinsichtlich einer solchen Phanotypischen Auswirkungen wurde anhand der
vorliegenden Daten als entwicklungsbiologisch eingestuft. So ist die Signalwirkung von
MTOR im Zuge der Entwicklung und Reifung essentiell [153]. Eine temporare Veranderung
im adulten, maturen Status der Skelettmuskulatur aber weitestgehend unbedenklich [153].
Die aktuell vorliegenden Daten zur Regulation von mTOR im Skelettmuskel der mito-Inc

KO-Tiere lassen bislang jedoch keine weitere Schlussfolgerung zur Rolle von mTOR zu.
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4.8 Die Funktion von mito-Inc

Zur genaueren Analyse der Funktion von mito-Inc wurden drei Hypothesen experimentell
Uberprift. Fur einige INcRNAs wie zum Beispiel NFAT konnte bereits eine Transportfunktion
bestatigt werden [194]. Da mito-Inc ist eine zytoplasmatische/mitochondrial-assoziierte
Inc-RNA ist und zudem mit dem mitochondrial lokalisiertem BCKD Komplex interagiert, war
eine Hypothese, dass mito-Inc fir den Import der einzelnen Komponenenten des BCKD
Komplexes verantwortlich ist, oder als Regulator bei dessen Zusammensetzung fungieren

konnte.

4.8.1 Die mito-Inc hat keine Transportfunktion

Zur Uberpriifung der Hypothese einer Transportportfunktion von mito-Inc wurden
Mitochondrien isoliert und die Abundanz der BCAA-assoziierten Proteine in der
KO-Situation Giberprift. Die Menge der untersuchten Enzyme zeigte keinerlei Unterschiede
im Vergleich zwischen WT und KO. Weder deren Gesamtmenge im Herzlysat noch die
Abundanz in den Mitochondrien verzeichnete eine Anderung durch den Verlust von
mito-Inc. Die mitochondriale Lokalisierung der untersuchten Komponenten des BCAA
Metabolismus, besonders des BCKD Komplexes ist nicht verandert durch den Verlust von
mito-Inc. Die Hypothese einer regulatorischen Transportfunktion von mito-Inc kann

demnach nicht bestatigt werden.

4.8.2 Der Verlust von mito-Inc geht nicht einher mit der Anderung der
Komplexzusammensetzung

Fiir mito-Inc konnte bisher gezeigt werden, dass sie mit den Untereinheiten des BCKDC
interagiert. Der Komplex besteht aus drei UE wobei die E1 UE den direkten
Interktionspartner von mito-Inc bildet. Fir diverse IncRNAs konnte bereits gezeigt werden,
dass diese eine Rolle bei der Komplexbildung und Zusammensetzung spielen [193,196,197].
Die mito-Inc kdonnte also auf Grund ihrer mitochondrien-assoziierten Lokalisierung eine
regulatorische Funktion bei der Komplexzusammensetzung des BCKDC spielen.

Zur Uberpriifung der Hypothese von mito-Inc als Regulator bei der Komplexbildung des
BCKDC wurden zwei unabhangige IPs mit verschiedenen Antikérpern gegen Enzyme,
involviert im BCAA Metabolismus, durchgefiihrt und massenspektrometrisch analysiert.

Die IP mit einem Antikorper gegen DBT diente in erster Linie dazu den BCKD Komplex in
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seiner Ganze runterzuziehen und zu analysieren. Die zweite IP mit anti-MCCA sollte eine
potentielle Rolle von mito-Inc im Hinblick auf die Abundanz weiter abwarts im Katabolismus
aktiv beteiligter Enzyme ausschlieen. Des Weiteren diente sie als Kontrolle fiir die IP mit
anti-DBT. In beiden Experimenten konnte keine Veranderung in der Abundanz der Proteine
des BCKD Komplexes durch den Verlust von mito-Inc gezeigt werden. Der Vergleich der
beiden IPs untereinander zeigte zwar geringfiigige Unterschiede in ihrem Detektom, dies
war jedoch anhand der unterschiedlichen Funktion der beiden Enzyme innerhalb des
Metabolismusweges zu erwarten. Die Proteine wirken an unterschiedlichen Stellen
innerhalb des Katabolismusweges. DBT ist die E2 Untereinheit des BCKD Komplexes und
mitverantwortlich flir die Katabolisierung der Ketoazide [48,50]. MCCA ist Teil des Leucin
Metabolismus und katabolisiert weiter stromabwarts Methylcrotonyl-CoA [48,50].
Zwischen den beiden Prozessen des BCAA Metabolismus finden weitere Zwischenschritte
auf dem Weg zur vollstéandigen Katabolisierung statt [48,50]. Es gibt keine beschriebene
direkte Verbindung zwischen den beiden Ablaufen. Auch die Moglichkeit der Formation
eines Superkomplexes aus den einzelnen Komponenten des BCAA Stoffwechsels konnte
bisher weder bestatigt noch verworfen werden. Tatsache bleibt, dass mito-Inc keine
regulatorische Funktion bei der Komplexbildung des BCKDC zu spielen scheint. Die
Ergebnisse dieses Versuches stitzen auch die These, dass mito-Inc keine regulatorische
Transportfunktion aufweist. Denn, wie bereits erwahnt zeigte sich kein Unterschied in der
Abundanz der detektierten Proteine innerhalb der individuellen IP’sim Vergleich WT und
KO.

Weder der Transport noch die Zusammensetzung der im BCAA Metabolismus beteiligten
Komplexe sind durch den Verlust von mito-Inc verandert. Die mito-Inc konnte demnach
eine direkte regulatorische Funktion auf den BCKD Komplex haben. Wie bereits
beschrieben, wird die Aktivitat der BCKDC Uiber die Phosphorylierung der BCKDHA reguliert.
Die Vermutung liegt nahe, dass mito-Inc durch die Interaktion mit der BDK oder der PPM1K
die Phosphorylierung der BCKDHA beeinflussen und so regulatorisch aktiv sein kénnte. Eine
Interaktion oder Rekrutierung der PPM1k wird aber ausgeschlossen. Denn die Phosphatase
konnte weder im RNA-Pulldown Experiment zur Analyse des Interaktoms von mito-Inc,
noch in der IP zur Analyse der Komplexzusammensetzung detektiert werden.

Eine regulatorische Funktion von mito-Inc Gber die BDK als Mediator ist unwahrscheinlich.

Der Verlust von mito-Inc resultiert in einer verringerten Aktivitat der BCKDH, was eine
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aktivierende Funktion von mito-Inc vermuten ldsst. Eine Interaktion von mito-Inc mit BDK
wirde dem zu Folge in einer Inhibierung der BDK resultieren und damit einhergehend einer
verringerten Menge phosphorylierter BCKDHA. Der Verlust von mito-Inc wiirde folglich in
einer Akkumulation inaktiver, Serin 293 phosphorylierter BCKDH resultieren. Doch das
Gegenteil ist in den mito-Inc KO-Mausen der Fall. Der Verlust der IncRNA induziert eine
Akkumulation freier BCAAs und kompensiert eine gesteigerte Aktivierung des BCKD
Komplexes mittels Dephosphorylierung und/oder einer Steigerung der Genexpression. Da
der Komplex im dephosphorylierten Zustand aktiv ist, kdnnte die partiell gesteigerte

Expression der BCKDHA zusatzlich kompensatorisch wirksam sein.
4.9 Die Analyse von mito-Inc im Vergleich von C57BL/6J- und 129/Sv)-M&usen

Die Rickkreuzung der Mause mit genomischer Deletion von mito-Inc in den genetischen
C57BL/6J Hintergrund fiihrte zu einer Reversion des kardialen Phanotyps. Zusétzlich zum
Herzgewicht zeigte sich dieser Effekt auch auf Transkriptomebene und filihrte zur
Normalisierung der zuvor hochregulierten BCAA-Metabolismus relevanten Gene.
Interessanterweise ist die Transaminase BCAT2 jedoch stark hochreguliert in den mito-Inc
KO-Ma&usen mit genetischen C57BL/6J Hintergrund im Vergleich zu den mito-Inc KOM&usen
im gemischten genetischen Kontext. Die Frage nach der Ursache firr diesen Effekt flihrte
zur genaueren Betrachtung der beiden Mausstamme untereinander. Zunachst stellte sich
die Frage nach einem Unterschied in der Expression von mito-Inc im Vergleich der C57BL/6)J
WT-und 129/Sv] WT-Madause. Die Detektion von mito-Inc zeigte jedoch keinerlei
Unterschiede im Vergleich der beiden Mausstamme. Der Vergleich zwischen C57BL/6J und
129/Sv]  Mausen zeigte auBerdem metabolische, vor allem aber BCAA
Metabolismus-relevante Unterschiede. Die C57BL/6)J WT-Mause zeigen tendenziell eine
geringere Expression der meisten BCAA-Metabolismus relevanten Gene im Vergleich zu
129/Sv) WT-Mausen. Dies galt im Falle des Musculus Tibialis anterior auch fur mito-Inc.
Gleichzeitig weisen sie deskriptiv eine geringere Konzentration von freien BCAAs im
Blutserum auf [157]. Da der kardiale Phanotyp der mito-Inc KO-Tiere auf eine erhdhte
Konzentration freier BCAAs zurlckzufihren ist und C57BL/6) WT-Mause eine generell
geringe Abundanz freier BCAAs im Blutserum aufweisen [157], kdnnte die Reversion der
kardialen Hypertrophie auf der besseren Kompensation des Kérpers auf den BCAA Anstieg

beruhen. Im Verlauf des Alterungsprozesses wirde man dann jedoch eine sich
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entwickelnde kardiale Hypertrophie erwarten. Natdrlich bleibt die Frage bestehen, warum
C57BL/6J Mause eine solche Verringerung in der Serumkonzentration zeigen. Grundsatzlich
wiirde man von einer erhdhten Aktivitdt des Metabolismusweges in C57BL/6J Mausen
ausgehen. Dies steht jedoch in Kontrast zur weitgehend niedrigen Expression
BCAA-relevanter Gene. Eine Ausnahme ist hierbei jedoch die BCAT2, welche fiir die
Transaminierung der BCAAs zu BCKAs im Mitochondrium verantwortlich ist [48,50]. Dies
konnte natirlich die Ursache fir die Reduktion der Konzentration freier BCAAs in C57BL/6)
Mausen sein. Es wird vermutet, dass die BCAT2 die Aktivitat der BCKDH reguliert, in dem
sie mit dieser einen ,Supramolekularen Komplex“ bildet und die inhibierende Kinase BDK
allosterisch blockiert [50,60]. Eine erhohte Menge BCAT hatte also eine erhdhte
Aktivierung der BCKDH und folglich einen gesteigerten katabolischen BCAA Flux zur Folge
[50,60]. Die mito-Inc KO-Md&use im 129/Sv) Hintergrund hatten keine Veranderung in der
Expression der BCAT2. Dies, im Zusammenhang mit der Tatsache, dass die BCAT2 nicht als
Teil des direkten Interaktoms von mito-Inc gezeigt werden konnte, zeigt die Unabhangigkeit
der Reversion des Phanotyps von der Expression von mito-Inc. Die C57BL/6J Mause sind
physiologisch scheinbar einfach besser in der Lage den Verlust von mito-Inc auszugleichen.
Die Erhohte Expression der BCAT2 konnte die Aktivitatsminderung im Zuge des Verlustes
von mito-Inc kompensieren und so deren pathologischen Folgen entgegenwirken.
Abgesehen von den grundlegenden Unterschieden im Vergleich beider WT-Mausstamme,
ist mTOR der putative Hauptmediator des kardialen Phanotyps der mito-Inc KO-Mause. Die
Regulation von mTOR findet in diesem Fall hauptsachlich Giber Leucin statt [64-67]. Die
transkriptionelle Reversion des Phanotyps ist dabei auf die reduzierte Expression der
BCAA-relevanten Gene in wildtypischen C57BL/6J Mausen zuriickzufihren.

Die Ruckkreuzung der mito-Inc KO-Mause in den C57BL/6J Hintergrund konnte so zwar
keinen naheren Aufschluss tiber die Funktion von mito-Inc geben, sie zeigt jedoch noch
einmal deutlich die Abhdngigkeit des Phanotyps der KO-Mause vom Katabolismus der

essentiellen BCAAs.
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4.10 Ausblick

Zusammenfassend konnte mit dieser Arbeit eine entscheidende Rolle fiir mito-Inc bei der
Regulation des kardialen BCAA Metabolismus in der Maus gezeigt werden. Der Verlust von
mito-Inc resultiert in einer kardialen Hypertrophie, als Folge der verringerten Effizienz des
katabolischen BCAA Fluxes. Diese Verringerung fiihrte zu einer Stérung im Aminosaure
Haushalt der KO-Mause und als Folge dessen zu einer Aktivierung des mTOR Signalweges,
resultierend in der Entwicklung des kardialen Phanotyps. Die Frage nach der Funktion von
mito-Inc konnte bislang nur partiell gelést werden und wirft zudem weiterhin Fragen auf.
SchlieBlich bleibt noch die Mdoglichkeit einer Funktion von mito-Inc im Zusammenhang mit
der Regulation der Aktivitat des BCKD Komplexes. Die Regulation der BCKDH Aktivitat spielt
bei der Beantwortung dieser Frage natirlich eine entscheidende Rolle. Die Regulation der
Aktivitat der BCKDH im Zusammenhang mit der BCAT2 konnte mittels Interaktionsstudien,
Komplexanalysen und mittels der Analyse der Daten der C57BL/6J Mause ausgeschlossen
werden.

Des Weiteren konnte mito-Inc die Aktivitdat abhangig oder unabhingig von der
Phosphorylierung der BCKDHA beeinflussen. Eine Méglichkeit zur Uberpriifung der
Abhéangigkeit der Funktion von mito-Inc ist eine invivo Inhibierungsstudie mit BT2
(3,6-dichlorobenzo[b]thiophene-2-carboxylic  acid) [198,199]. BT2 inhibiert die
inaktivierende Kinase BDK [198,199]. Eine Applikation mit diesem Inhibitor sollte also eine
verringerte Phosphorylierung vom Ser 293 der BCKDHA zur Folge haben und so indirekt die
Aktivitat des BCAA Metabolismus steigern. Eine molekularbiologische Analyse der Aktivitat
der BCKDH im Zuge dieser Studie konnte die Frage nach der Art der regulatorischen
Funktion von mito-Inc im Hinblick auf die Abhadngigkeit von der Phosphorylierung
beantworten. Ist die regulatorische Funktion von mito-Inc unabhangig von der
Phosphorylierung, so wird sich keine Anderung in der verringerten Aktivitit der mito-Inc
KO-Mause unter BT2 Applikation zeigen.

Auch eine detaillierte und tiefgreifende Biochemische Analyse des Komplexes mit und ohne
die Anwesenheit von mito-Inc ware zur Analyse der genauen Funktion von mito-Inc
hilfreich. In vitro Studien mit verschieden Versionen der IncRNA in Kombination mit den
Untereinheiten des BCKD Komplexes, konnten die Domanen der IncRNA aufdecken, welche
fir die Interaktion zustdndig und so fir die regulatorische Rolle von mito-Inc von

essentieller Bedeutung sind. Auch im Bezug auf die Abhangigkeit der Komplexbildung im
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Zusammenhang mit mito-Inc waren solche Studien sicherlich aufschlussreich. Zwar konnte
keine Funktion von mito-Inc bei der Komplexzusammensetzung auf Basis der
Kompononenten an sich gezeigt werden, jedoch kdnnte mito-Inc als allosterischer Aktivator
fir den BCKD Komplex fungieren und so dessen Aktivitat regulieren. Unabhangig von der
phosphorylierenden Regulation kdnnte die mito-Inc so im Zusammenhang mit einer
aktivitatsregulierenden Konformationsanderung innerhalb des Komplexes stehen. Auch
eine Konformationsanderung zur Regulation der Interaktion der BCKD Komplexes mit der
BDK oder PPM1K ware als Funktion fiir mito-Inc denkbar.

Weitere phanotypische Untersuchungen kénnten bei der Beantwortung der Frage nach der
Funktion von mito-Inc helfen und wiirden zudem weitere Einblicke in die Regelkreise des
BCAA Stoffwechsels und dessen Rolle bei der Entstehung metabolischer Krankheiten
liefern. Bisher wurde der Fokus auf die Analyse der Funktion von mito-Inc im Herzen gelegt.
Doch der Verlust von mito-Inc fihrt auch im Skelettmuskel zu einer phanotypischen
Verdnderung mit putativen metabolischen Folgen. Die KO-Mause zeigten eine
Veranderung in der Zusammensetzung der einzelnen Muskelfasertypen. Es konnte eine
erhohte Anzahl glykolytischer Fasern ausgemacht werden, was ebenfalls das Resultat einer
erhohten mTOR Aktivierung in Folge der Stérung im BCAA Metabolismus sein kdnnte.
Leider konnte im Zuge dieser Arbeit die Frage nach der muskuldren Aktivitdt des BCKD
Komplexes nicht beantwortet werden und auch ansonsten wurde der Skelettmuskel nur
basal untersucht. Histologische, sowie Molekularbiologische Analysen der
Skelettmuskulatur sowie Metabolom Analysen kdonnten weitere interessante Einblicke in
die metabolischen Regelkreise bezlglich der Aufrechterhaltung der metabolischen
Homoostase und der Kompensation als Anpassung im Zuge pathologischer verdanderter

Regelkreise liefern.
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Abb. 4.1: Der
kardiale BCAA
Metabolismus wird
direkt von mito-Inc
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kontrolliert. (A)
¢ ) Schematische
Ubersicht der
Auswirkungen des
Verlustes von
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Maus. Der Verlust
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Verringerung in der
Aktivitdt des BCAA
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einer Akkumulation
freier BCAAs. Die AS

Zellwachstum Leucin hat eine

& Metabolismus Aktivierung der

mTOR

Signalkaskade zur

\rw Folge. Der mTOR
»y HYPERTROPHY

: Komplex wiederum,
gilt als ein Hauptregulator bei der Aufrechterhaltung der metabolischen Homdostase.
Die erhohte Signalwirkung mTORs, im Zusammenhang mit der Stérung im BCAA
Metabolismus, flihrte zu einer pathologischen Verdnderung im Zellwachstum und
dem Metabolismus, resultierend in der Ausbildung einer kardialen Hypertrophie der
Mause. (B) Die mito-Inc als allosterischer Aktivator der BCKDHA. Schematische
Darstellung der putativen Funktion von mito-Inc bei der, phospho-unabhéangigen,
Regulation der Aktivitdt des BCKD Komplexes. Die Interaktion von mito-Inc mit der
BCKDHA impliziert eine Konformationsdanderung und dndert somit deren
Bindungspezifitat/affinitat fir einen der beschriebenen Interaktionparnter des BCKD
Komplexes. [verdndert nach 62, 87,88,103,211]
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7. Appendix

7.1 Materialien

Tabelle 7.1: Verwendete Mauslinien

Mauslinie Erlauterung

895-52 mito-Inc Deletion (BL6 background)
895-52_129 mito-Inc Deletion (129SV background)
895-7_2018 mito-Inc Deletion (129 SV background)

914 polyA-Insertion im ersten Exon von mito-Inc
874 knockout-Modell AKO86006

850 knockout-Modell AKO80070

Tabelle 7.2: Verwendete Software

Name Herkunft
Adobe lllustrator, Photoshop, Reader Adobe Systems Incorporated
CAT (Computer Administriertes Tierhaus) Mpg

CRISPR Design Tool

Endnote X8 Endnote

Graphpad Prism 6.0 Graphpad Software
Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) Broad Institute
Image Lab 5.2.1 Biorad

Image Studio Ver. 5.2 Li-Cor

Imagej Image Processing And Analysis In Java Macbiophotonics

Microsoft Powerpoint, Excel, Office, Word Microsoft Office
Stepone Software V2.3 Applied Biosystems
Seqbuilder 14 Dnastar Lasergene
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Segman Pro 14 DNASTAR Lasergene

Zen 2.1

Inkscape

Zeiss

Inkscape-Projekt

Tabelle 7.3: Verwendete Zelllinien

Zellinie Herkunft
C2C12 Immortalisierte Myoblasten aus mus musculus

Braune Preadipozyten Markus Kriiger nach Kahn [219]

Tabelle 7.4: Verwendete Plasmide

Name Beschreibung

P770 BAC bMQ323-009 (AK080070)

P860 BAC bMQ407-n21 (AKO86006)

P670 pFLCI mit AKO86006

P672 modified Bluescriptl mit AK010044

P833 pFLCI Backbone mit cDNA von AK079912

P850 KO-Vektor AKO80070

P874 KO-Vektor AKO86006

P889 pX335 Abkommling; Cas9 Nickase (D10A) plus
CapGFP und T2APuro; Phillip Grothe

P894 p889 Cas9n mit sgRNA gegen AK079912 5'

P895 p889 Cas9n mit sgRNA gegen AK079912 5'

P898 p889 Cas9n mit sgRNA gegen AK079912 3'

P899 p889 Cas9n mit sgRNA gegen AK079912 3'

P900 px458 addgene pSpCas9(BB)-2A-GFP

P901 px459 addgene pSpCas9(BB)-2A-Puro
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P914

px459

addgene

SFO07x008 in 901xBbsl

Tabelle 7.5: Verwendete Primarantikorper

pSpCas9(BB)-2A-Puro

Name Bestellnummer Herkunft Anwendung Kda

Bckdha Abcam #Ab90691 Kaninchen 50

Bckdhas?%3 Abcam #Ab200577 Kaninchen 50

Mtor Cell Signaling Technology Kaninchen WB 289
#2983

Mtors2448 Cell Signaling Technology Kaninchen WB 289
#5536

Dbt Sigma #Hpa026485 Kaninchen  WB;ICH;RISH-PLA 50

DId Thermo Scientific Kaninchen  WB;ICH;RISH-PLA 52-62
#Pa5-27367

Mcca Santa Cruz #5c-271427 Maus WB 75

Hadha Novus Biologicals Kaninchen WB 83
#Nbp1-83387

Pcca Novus Biologicals Kaninchen WB 70-75
#Nbp2-32215

Atp6 Ptg #55313-1-Ap Kaninchen  WB;ICH;RISH-PLA 30

Bdk Santa Cruz #5c374425 Maus WB 46

Ppmik Sigma # Kaninchen WB 30;

40

Aco2 Neb #6922 Kaninchen WB 85

Rala Bd #610221 WB 24-27

Gapdh Cell Signaling Technology Kaninchen WB 37
#2118

4e-Bpl Cell Signaling Technology Kaninchen WB 15-20
#9452

4e-Bp1thr37/46 Cell Signaling Technology Kaninchen WB 15-20
#9459

Tfam Ziege WB 25

Cytc Cell Signaling Technology Kaninchen WB;IHC;RISH-PLA 14
#4280

Pax7 Sigma #Av32742 Kaninchen IHC

Laminin Abcam #Ab11575 Kaninchen IHC

Cox2 Cell Signaling Technology Kaninchen WB; IHC 74
#4842

Ba-D5 Dshb Maus IHC

Sc-71 Dshb Maus IHC

Bf-F3 Dshb Maus IHC

Anti-Maus DIn-006043 Alle, Chem Maus RISH-PLA

Biotin Klon: Btn.4)

Anti-Kaninchen | Abcam (Ab53494) RISH-PLA

Biotin

Anti-Maus Igg | Invitrogen 10400c IP

Ppm1ilk Sigma #Hpa023891 Kaninchen WB

132



Tabelle 7.6: Verwendete Sekundadrantikdper

Name Firma Und Bestellnummer Herkunft
Anti-Maus Hrp Pierce #1858413 Ziege
Anti-Kaninchen Hrp Pierce #31460 Ziege
Anti-Ziege Hrp Sigma #A 5420 Kaninchen
Anti-Maus Igg Trueblot Hrp Ebioscience #18-8877-31 Ratte
Anti-Kaninchen Igg Trueblot Hrp Ebioscience #18-8816-31 Maus
Anti-Maus Alexa680 Invitrogen A21057 Ziege
Maus Igg Irdye800 Rockland 610-132-121 Ziege
Anti-Kaninchen Alexa680 Invitrogen A21076 Ziege
Kaninchen Igg Irdye800 Rockland 611-132-122 Ziege
Anti-Maus Alexa488 Invitrogen A11001 Ziege
Anti-Maus Alexa594 Invitrogen A11005 Ziege
Anti-Kaninchen Alexa488 Invitrogen A11070 Ziege
Anti-Kaninchen Alexa594 Invitrogen A11012 Ziege
Wheat Germ  Agglutinin  (Wga)  Invitrogen W11261
Alexa488
Tabelle 7.7: Ubersicht Southernblots
Mauslinie Enzym BandengroBBe in kb  Plasmide und Primer  zur
Amplifikation
850 Hpal WT: 11,7 P770: MA137XMA138 (222 BP)
KO: 14,1
874 ECORV WT: 11,68 P860: MA212XMA213 (227 BP)
KO: 7,5

Tabelle 7.8: Oligonukleotide zur Amplifikation der DNA Sonden fiir die Southernbots

NAME SEQUENZ 5'>3' MAUSLINIE
MA212 actgaaggcttaaaacacattctgc 874
MA213 gcaagtgcctggctagagttcacca 874
MA137 accaagattgtgtgccagccaatgce 850
MA138 tagttcagaatctcctaactgatgc 850
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Tabelle 7.9: Verwendete CRISPR/CAS9n Plasmide und Oligonukleotide zur Generierung

der mito-Inc®® Mause

Primer Sequenz 5">3° Zweck

TB981 caccggatgaaatttactttaagt p894; sense Oligo
TB982 aaacacttaaagtaaatttcatcc p894; antisense Oligo
TB983 caccgccatgcaagagaaaactcat p895; sense Oligo
TB984 aaacatgagttttctcttgcatggce p895; antisense Oligo
TB989 caccgtgcacaatagttttggttt p898, sense Oligo
TB990 aaacaaaccaaaactattgtgcac  p898, antisense Oligo
TB991 caccgtacctaaagccctgggtga p899, sense Oligo
TB992 aaactcacccagggctttaggtac p899; antisense Oligo

Tabelle 7.10: Verwendete CRISPR/CAS9 Plasmide und Oligonukleotide zur Generierung

der mito-IncP® Mause

Primer Sequenz 5">3° Zweck

SF007 caccgcagagcttgggatccctcat p914 sense Oligo
SF008 aaacatgagggatcccaagctctg p914 antisense Oligo
TB995 cattgaggatcctggctctgctaaggactctgeactetgettagaatectgg ssOligonukeotid  zur

ctccaatgagggatcccaaattctggttacaaataaagcaatagcatcaca
aatttcacaaataaagcatttttttcacctggctctgacatctacttccagtg

accttggacaagttgctccttecttctagagetcagtcttccaa

Tabelle 7.11: Verwendete Primer zur Genotypisierung

polyA Insertion (HR)

Name Sequenz Bezeichnung

MA254 gaaggctgagaaccacactctatgc 5 Genotyping mito-Inc

MA265 ggatctctctgaatttgaggtcagc 3’ Genotyping mito-Inc

MA442 agcttgggatccctcattggageca Genotyping mito-Inc (895) rev

MA403 ggttacaaataaagcaatagcatca  fwd auf polyA insert; Genotyping mito-IncP?
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MA234

MA401

MA251

MA252

TB497

MA239

MA241

TB495

MA242

MA245

TB495

tgattgattatccctgggtgagtgc
cctggtgtcaggaggcagagcagag
acaggttttgttggactcaaagggc
atcagctgccagcataggacagggc
gaacgagatcagcagcctctgttcc
actctttgatacggtgacccggage
gccttgetggtagetacacggcetgc
cgcagaggcacctgtcgccaggtgg
gcctectgececctctactgaaage
tgaggaccctgtgattgtctggage

cgcagaggcacctgtcgccaggtgg

GalK insertions check p829 fwd mit MA77/78

rev Primer, auf 1. exon mito-Inc; 3'der poly A

Insertion
3’ genotyping 874 rev WT-lokus

3’ genotyping 874 fwd WT-lokus
Genotypisierung rev auf 179 3' (IRES-LacZ)
5" genotyping 850 fwd

5" genotyping 850 rev WT-locus
Genotypisierung rev auf 179 5' (IRES-LacZ)
3’ genotyping 850 rev

3’ genotyping 850 fwd WT-locus

Genotypisierung rev auf 179 5' (IRES-LacZ)

Tabelle 7.12: Verwendete Primer q RT-PCRs

Primer Sequenz 5">3° Ziel

MA153 catgaagatcctgaccgagegtgge  B-Aktin

MA154 tgctcgaagtctagagcaacatagce

JD106 accacagtccatgccatcac Gapdh

JD107 catgccagtgagcttcecgt

MA499 aataggattcccaatcgttgtagc ATP6

MA500 tcgtecttttggtgtgtggattage

MA440 acttctgacacacaagccttctgtc mito-Inc

MA44 agcttgggatccctcattggageca

CS069 ctctgtgtggtgcagactagagaca AK086006

CsS070 gagcgagtgtgaacgagccacaggce

MAO018 agtgactgaaggtcaataccttggc AK080070 Exon 1+2
MAO020 agtagaagttatgtctctctgaagc

MAO018 agtgactgaaggtcaataccttggc AK080070 Exon 1
MA444 gcagttgacagccaaggtatgtgtg

MAO020 agtagaagttatgtctctctgaagc AK080070 Exon 2
MA445 gcggtacatgectetggtetttgge

CS681 aggaggccatcgttgaagtcagcett Neatl

CS682 ccattcatgcatccgcaaagaatga

Tabelle 7.13: rISH-PLA: Oligonukleotide mito-Inc
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NAME SEQUENZ 5°>3° ZWECK

MAA485 caaaggcagcattatattccaa mito-Inc
MA486 cagaaggcttgtgtgtcagaag mito-Inc
MAA487 gaccctgtttatttaagttatt mito-Inc
MA488 tccttecttctagagcetcagtc mito-Inc
MA489 ctctggecectggcetcetgacatc mito-Inc

Tabelle 7.14: Verwendet Antikorper rISH-PLA

Antikorper Verdiinnung
Bckdha 1:100

Did 1:500

Dbt 1:500

Cytc 1:200
Anti-Biotin 1:5000
Anti-Biotin 1:5000
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7.2 Anhang: Abbildungen

A

| | T R
BAC

| | BEIT
B

[p195 | DTA |

gap-repair Vektor p195 EcoRt V Nt

EcoRI

| [ DTA

gap-repair Vektor mit HA
C

Abb. 7.1: Schematische
Ubersicht zur Herstellung

der Plasmide zur
Generierung der LOF
in vivo Mausmodelle
mittels klassischer

homologer
Rekombination. (A) Fir
die genetische

Manipulation an den
Zielloki im Zuge der

Kandidatenvalidierung,
wurde der gewinschte
genomsiche Bereich auf
dem BAC gegen eine
Galaktosekassette (galK)
ausgetauscht. (B)
Generierung des gap
repair Plasmids. Fir die

Herstellung der
gap-repair Plasmide
wurden die

entsprechenden

homologen Arme (HA)
(Blau) des Ziellokus Uber
EcoRl und Notl in das
Plasmid p195 ligiert und

mittels Ascl linearisiert. Die homologen Arme wurden jeweils etwa 3 kb upstream und
5 kb downstream gewahlt. (C) Zur Generierung des finalen repair Plasmids erfolgte
eine homologe Rekombination des repair Plasmides, welches die HA enthalt und der
manipulierten BAC DNA (A). Vor der Verwendung des Plasmides zur Rekombination in

mES-Zellen wurde die
[verdndert nach 202]

Galaktosekassette

restriktionsenzymatisch entfernt.
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Abb. 7.2: Die genomische Deletion von bfs-IncRNA mittels klassischer homologer
Rekombination ist unvollstindig. (A) Schematische Darstellung des genomischen
WT-und KO-Lokus der bfs-IncRNA. (B) Southernblot der mES-Zellen mittels
spezifischer Sonden zur Uberpriifung der 3"-Region auf erfolgreiche Rekombination.
Die DNA der mES-Zellen wurde mittels Hpal verdaut und die Fragmentldangen mittels
Southernblot Uberprift. Wildtypische mES-Zellen, ohne erfolgreiche homologe
Rekombination zeigten eine positive Bande einer GréRe von 11,7 kb. Positive
mMES-Zellen hatten zuséatzlich eine spezifische Bande bei 15,3 kb. (C) Southernblot der
F1 Mausgeneration mittels spezifischer Sonden zur Uberpriifung der 3'-Region auf
erfolgreiche Rekombination (D) Genotypisierungs-PCR unter Verwendung
genspezifischer Primer zur Analyse der 3°- und 5°-Region der bfs-IncRNA nach
homologer Rekombination. Im 5°-Bereich des Gens betrug die spezifische wt-Bande
419 bp und die KO-Bande 240 bp. Im 3'-Bereich des Gens betrug die spezifische
wt-Bande 345 bp und die KO-Bande 228 bp. (E-G) g RT-PCR zur Analyse der Expression
von bfs-IncRNA von Wildtypen, heterozygoten und homozygoten Tieren (n =3 pro
Gruppe; Ausnahme: KO und heterozygote: Exon 2 —RT; n = 2). Unter Verwendung
genspezifischer Primer wurde die Expression von bfs-IncRNA sowohl
Exonlbergreifend (E), als auch spezifisch fiir die einzelnen Exonen (F) Gberpriuft. Zur
Kontrolle der Einzel-Exon PCRs wurde eine -RT Kontrolle durchgefiihrt (G).
(Mittelwert £SEM)

138



A B Southernblot C Southernblot

11,6 kb ESCs Mice
T 1 .
EcoRV EcoRV
WT lokus ———L{ Exon1 | Exon2 }—o—=—1—
probe
8,7 kb -
D hmbs-IncRNA KO Effizienz
loxP EcoRV loxP EcoRV FC  p-Wert
KO lokus IRES-LacZ[Neo R} >— o~ =—1— B 0000 hmbs-IncRNA
probe | . -
0 FC 15
E Herzgewicht F Korpergewicht G Tibialdnge wt
=]
15- 2.0 18- mko Male
_ Em female
- 1.5 € 171
s101 = £
-] o =
E E1.04 % ¥ 161 'y
= s @ [ oL
T o s
0.54 g 154
0 0.0 14

Abb. 7.3: hmbs-IncRNA KO-Mause haben keine Gewichtsveranderungen.. (A)
Schematische Darstellung des genomischen WT-und KO-Lokus von hmbs-IncRNA. (B)
Southernblot der mES-Zellen mittels spezifischer Sonden zur Uberprifung der
3’-Region auf erfolgreiche Rekombination. Die DNA der mES-Zellen wurde mittels
EcoRV verdaut und die Fragmentlangen mittels Southernblot GUberprift. Wildtypische
mES-Zellen, ohne erfolgreiche homologe Rekombination zeigten eine Bande einer
GroRe von 11,6 kb. Positiv rekombinierte mES-Zellen haben zuséatzlich eine
spezifische Bande bei 8,7 kb. (C) Southernblot der F1 Mausgeneration mittels
spezifischer Sonden zur Uberpriifung der 3'-Region auf erfolgreiche Rekombination.
(D) Affymetrix Transkriptom-Daten der in vivo loss-of-fuction Modell Herzen. Die
hmbs-IncRNA ist in den KO-Tieren, nicht mehr detektiert im Vergleich zu
wildtypischen Wurfgeschwistern. (n =5 pro Gruppe) (E-G) Analyse von Kérpergewicht
und Herzgewicht nach Verlust von hmbs-IncRNA von 8-10 Wochen alten Mdusen. Die
Tibialange (G) zeigte keine signifikante Verdanderung der KO-Tiere im Vergleich zur
Kontrollgruppe). Die einzelnen Gewichtsdaten wurden daher jeweils auf die
entsprechende Tibialdnge normalisiert. Das Herzgewicht (E) der KO-M&use war nicht
verdndert, ebenso wie das Korpergewicht (F). (Mittelwert £ min.-max, Mannchen:
Wildtyp; n =11 mito-Inc KO; n 21; Weibchen: Wildtyp; n =13 mito-Inc KO; n 16
n=13/16) (D-G) Fur die Analyse wurden mannliche sowie weibliche Tiere im Alter
von 8 Wochen verwendet.
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Abb. 7.4: Der Verlust von hmbs-IncRNA fithrt zu keinem offensichtlichen oder
schwerwiegendem Phdnotyp.Fir die immunhistologische Analyse wurden méannliche
sowie weibliche Tiere im Alter von 8 Wochen verwendet. (A) Grafische Darstellung
der Verteilung der ZellgroBen (%). Die Auswertung der immunhistologischen Analyse
der Herzzellen von Mausen nach Verlust der hmbs-IncRNA mittels WGA Farbung
zeigte eine tendenzielle Verdnderung der GroRen der Kardiomyozyten in den
KO-Tieren im Vergleich zur WT-Kontrolle (Mannchen: n = 3/5; Weibchen: n=5/7).
Diese Verlagerung in die Richtung gréRerer Zellen war jedoch nur im Falle der Zellen
im Bereich 250-350 um? signifikant. (B) Grafische Darstellung der Auswertung der
immunhistologischen Analyse des Musculus Tibialis anterior (m. TA) mittels
Lamininfarbung zur Bestimmung der FasergroRen. Dargestellt ist die Haufigkeit mit
welcher die FasergroBen jeweils im TA vorkommen. Die statistische Auswertung
mittels 2-way Anova zeigte keinerlei signifikante Verdnderungen (Mdnnchen: n = 3/5;
Weibchen: n=>5/7). (C) Grafische Darstellung der Auswertung der
immunhistologischen Analyse des m. TA mittels Pax7 Farbung zur Bestimmung der
Anzahl von Satelliten Zellen (MuSCs). Die Anzahl der Pax7-positiven Zellen per mM?
ist nicht verdndert im Vergleich WT gegen KO (Méannchen: n =5/3; Weibchen:
n =5/3). (D) Grafische Darstellung der Auswertung der immunhistologischen Analyse
des m. TA mittels Dapi Farbung zur Bestimmung der Anzahl der Myonuklei. Die Anzahl
der Myonuklei per mM? ist nicht signifikant verdndert im Vergleich WT gegen KO
(Mannchen: n = 5/3; Weibchen: n = 3/3). (Mittelwert £+ SEM)
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2 B - g Abb. 7.5: Analyse des Interaktoms von mito-Inc
S == 8 mittels RNA-Pulldown. (A) Heatmap der
- ™~ [T .

E 8 E massenspektrometrischen Analyse des
g“?da ;T\:LS& RNA-Pulldown Experimentes zur Interaktion von
Acadm Hmgcl mito-Inc im Vergleich mit einer Kontroll-IncRNA.

Oxct1 . .
g'dk*;i ot Dargestellt ist der z-Wert der Detektionswerte
Cl a . » . .
Dbt ﬁc‘;iha der einzelnen Triplikate einer Auswahl von
a a . . . .
ECSEZ Bckdk Proteinen (n=2). Die in vivo
a e . .
Echs1 foaee  transkribierten-IncRNAs  wurden  mit  BAT
Hadha Did Gewebelysat inkubiert und das Interaktom
Acaa2 Aldh6a1 . . . .
Acat2:Acat3 Acads massenspektrometrisch analysiert. Mit mito-Inc
Hibch ﬁ‘a“;is“ konnten diverse Enzyme des BCAA Metabolismus
Acat1 . . . .
Poca Acads angereichert werden. RNA-Bindeproteine, wie
Hadhb st HNRNP's konnten mit beiden RNAs angereichert
Hibadh
Pt Bokdnb  werden. (B) Heatmap der
Acadm .
Mccc Hibeh massenspektrometrischen Analyse des
Aldh6a1 . .
|v3 ba 32‘8‘3 RNA-Pulldown Experimentes zur Interaktion von
Hnrnpat Bat2 mito-Inc im Vergleich zweier Kontroll-IncRNAs.
Hnmpa0 fmnadh - pargestellt ist der z-Wert der gemittelten
Hnrnpm Hnrnpa0 g . ] .g i
Hnrmpf Hhmpat  Detektionswerte der einzelnen Triplikate der

- Hnrnpa2b1

-1 z-score 1

detekteirten Proteine. Fir den RNA-Pulldown
wurden Proteinlysate von wildtypischen Herzen
verwendet (n =3). Dabei wurde je ein individuelles Herzlysat fir je eines der
Triplikate der IncRNAs verwendet.

-1 z-score 1

WT CM’s - Immunhistochemie (rISH-PLA)

BCKDHA - IHC — |CYTC-IHC

Abb. 7.6: Immunhistochemischie BCKDHA und CYTC auf WT-Kardiomyozyten. Die
Immunhistochemische Detektion der BCKDHA (rot, li) und von CYTC (rot, re) zeigte
eine nahezu homogene Verteilung beider Proteine innerhalb der wildtypischen
Kardiomyozyten (WT-KM’s). Die Zellkerne wurden mittels Dapi Farbung (blau)
markiert. Skala =5 um. Blau: Farbung mit Dapi (353nm). Rot: Farbung
Sonden/Antikérper (594nm).
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Abb. 7.7: invivo Deletion von mito-Inc mittels CRISPR/CAS9 System. (A)
Schematische Darstellung der Cas9n mediierten genomischen Deletion beider Exone
von mito-Inc und der entsprechenden Sequenzierung der ES Zellklone #7 und #52.
Beide ESC Klone wurden zur Generierung des in vivo Mausmodells verwendet. (B)
Schematische Darstellung der Cas9 mediierten polyA Insertion innerhalb des ersten
Exons von mito-Inc und der entsprechenden Sequenzierung der mES-Zellen.
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Abb. 7.8: Der Verlust von mito-Inc fiihrt in 8 Wochen alten Tieren zu keinem
erhohten Herzgewicht der KO-Mause. Analyse von Koérpergewicht und Herzgewicht
nach Verlust von mito-Inc von 8 Wochen alten Mausen. Die Tibialdnge ziegte keine
signifikante Verdnderung der mito-Inc’- im Vergleich zur mito-Inc*/*-Kontrollgruppe
(C). Die einzelnen Gewichtsdaten wurden daher jeweils auf die entsprechende
Tibialange normalisiert. (A-C) Analyse der adulten (8 Wochen) Tiere mit vollstandiger
genomischer deletion von mito-Inc (mito-Inc’") (A) Das Herzgewicht der
mito-Inc’-Mause war nicht verdndert (B) Das Kdérpergewicht der mito-Inc’/- Tiere war
nicht verdndert. (C) Die Tibialdinge der mito-Inc’~ Tiere war nicht verdndert.
(Mittelwert + min.-max. Wildtyp; n = x, mito-Inc?® KO; n =x). (HW = Heartweight;
BW = Bodyweight)
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Abb. 7.9: Succinat-Dehyrogenase Farbung der Skelettmuskulatur von mito-Inc
KO-Tieren im Vergleich zu wildtypischen Kontrolltieren. Zur morphologischen
Analyse der Mitochondrien Netzwerke im Skelettmuskel von mito-Inc knockout Tieren
wurde eine Succinat Dehydrogenase Farbung von adulten (8 Wochen) Mausen
durchgefihrt. Der, durch die Aktivitdt der Succinat-Dejydrogenase gebildete blaue
Farbstoff ermoglicht die mikroskopisch sichtbare Detektion der
Mitochondrienverteilung innerhalb der Muskelfasern. Es konnte kein wesentlicher
Unterschied innerhalb der Mitochondrienverteilung im Vergleich von WT und KO
gezeigt werden.
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Abb. 7.10: Der Verlust von mito-Inc hat keine Hyprtrophie der Muskelfasern zur
Folge. Auswertung der Analyse der FasergréfRen im Musulus Tibialis anterior (m. TA)
mittels Lamininfarbung. Dargestellt ist die Verteiling der Fasergrofen (%) im WT- und
KO-Muskel. (Mittelwert + SEM, Wildtyp; n = 8, mito-Inc KO; n = 9).
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Abb. 7.11: Der Verlust von mito-Inc resultiert in transkriptionellen Verdnderungen
von metabolisch relevanten Genen. (A+B) Die GSEA der Transkriptomdaten zeigte
eine signifikante Anreicherung von Genen aus dem Genset HALLMARK:
Fettsduremetabolismus im Herzen (C) und im BAT (D) mit einem entsprechenden
FWER p-Wert von 0,019 und 0,004. (Herz: Wildtyp; n =7, mito-Inc KO; n =7, BAT:
Wildtyp; n = 4, mito-Inc KO; n = 4). (BAT = braunes Fett)
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Abb. 7.13: Die
Aktivierung von mTOR
im mito-Inc KO. (A)

Westernblot von
Proteinlysaten aus
mito-Inc™’ und

mito-Inc*’*  BAT  zur
Analyse von mTQRSer2448
(289 kDa). Das Level von
mTOR  Ser2448 wurde
normalisiert auf die
Gesamtmenge von mTOR
(289 kDa). Die Menge an
mTORSer2448 in
mito-Inc’>  BAT  war
tendenziell hoéher im
Vergleich zur Kontrolle,
jedoch statistisch nicht
signifikant  (einseitiger

Mann-Whitney-Test;

p=0,2). (Mittelwert + SEM, Wildtyp; n = 3, mito-Inc KO; n = 3). (B) Westernblot von
Proteinlysaten aus mito-Inc’> und mito-Inc*/* TAs zur Analyse des p-Status von
mTOR®e"2448 (289 kDa) und 4E-BP1™""37/46 (20-25 kDa) Wildtyp; n =5, mito-Inc KO;

n=>5).
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