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1. Einleitung

1.1 Mitochondrien und ihre Rolle bei der Pathogenese kardiovaskularer
Erkrankungen
Wahrend die Lebenserwartung der Menschen in den letzten Jahrzehnten deutlich
zugenommen hat, steigt die Zahl krankheitsfreier Jahre nicht in gleichem MaRe an .
Stattdessen geht die hdéhere Lebenserwartung mit einer steigenden Pravalenz von
Multimorbiditat einher 2. Eine wesentliche Rolle nehmen dabei kardiovaskuldre Erkrankungen
ein, deren Inzidenz mit dem Alter zunimmt 3. Laut Weltgesundheitsorganisation (WHO, World
Health Organization) sind kardiovaskulare Erkrankungen mit fast 18 Millionen Toten jahrlich
auf Platz eins der weltweiten Todesursachen und entsprechen somit 32 % der globalen
Todesfalle *. Mit etwa 46,4 Milliarden Euro bzw. rund 13,7 % der gesamten Krankheitskosten
in Deutschland entstehen im Bereich von Herz-Kreislauf-Erkrankungen somit auch die
héchsten Kosten °. Die Krankheitskosten umfassen dabei alle unmittelbar mit den
medizinischen Leistungen im Rahmen der Behandlung verbundene Kosten, darunter auch
Préaventions- oder Rehabilitationskosten °.
Im menschlichen Herzen stehen funktionsfahige Mitochondrien, die taglich bis zu 6 kg des
zellularen Energietragers ATP produzieren, in direkter Verbindung mit der Aufrechterhaltung
einer normalen kardialen Funktion ®7. Auf zellulérer Ebene sind Mitochondrien, die im Herzen
30 % des Volumens kardialer Zellen in Anspruch nehmen, oftmals an der Pathophysiologie
kardialer Erkrankungen beteiligt 8. Eine mitochondriale Dysfunktion fiihrt neben einem Mangel
an ATP zu einer Uberproduktion reaktiver Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS),
was unter anderem in einer Schadigung der mitochondrialen DNA resultiert °. Der GroRteil des
mitochondrialen Proteoms ist nukledr kodiert, darunter auch die Untereinheiten von Komplex
Il der Atmungskette. Zu den in der mtDNA (mitochondriale DNA) kodierten Genen gehdren die
Untereinheiten von Komplex I, lll und IV (siehe Abschnitt 1.2.1). Des Weiteren kodiert die
mtDNA fiir die ATP-Synthase, 22 tRNAs und 2 rRNAs "°.
Mitochondrien sind dabei sehr anfallig gegenlber pathologischen Bedingungen, die unter
anderem aufgrund eines nicht ausgereiften DNA-Reparatursystems und fehlender Introns
schnell zu mitochondrialen DNA-Schadigungen fiinren °. Die Mutationsrate der
mitochondrialen DNA ist bis zu 10-mal héher als die der nukledren DNA und ihre Akkumulation
ist mit einer Reihe kardialer Erkrankungen verbunden °. Mutationen der mtDNA und damit
einhergehende Veranderungen des mitochondrialen Metabolismus filhren u. a. zu einem
Energiedefizit der kardialen Zellen, was in einer Einschrankung der physiologischen kardialen
Pumpfunktion resultieren kann °. Eine besondere Rolle spielt die Akkumulation mitochondrialer

DNA-Schaden und die vermehrte Bildung von ROS bei Alterungsprozessen des Herzens. So
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aulert sich auf molekularer Ebene der Alterungsprozess des Herzens durch eine verminderte
Kapazitat zellprotektiver Mechanismen wie der verminderten Expression antioxidativer
Mechanismen und Hitze-Schock-Proteinen (Chaperone) 3. Durch den stetigen Verlust eines
Groldteils ihrer kompensatorischen Fahigkeiten kommt es schliellich zur Ansammlung
beschadigter oder fehlgefalteter Proteine .

Neben normalen Alterungsprozessen gibt es Erkrankungen, die mit einer defekten
mitochondrialen Funktion einhergehen und dementsprechend als Mitochondriopathien
bezeichnet werden. Erbliche Formen der Mitochondriopathien kdénnen aufgrund von
Mutationen der mtDNA oder auch der nukledren DNA entstehen, da viele mitochondriale
Proteine nuklear kodiert werden '°. Mutationen der mtDNA haben einen priméar maternalen
Erbgang, zeigen unterschiedliche Schweregrade und betreffen insbesondere das
Nervensystem und das Herz, da diese auf eine hohe Produktion von ATP angewiesen sind
112 Bekannte Beispiele fiir Mitochondriopathien, die auf Mutationen der mtDNA basieren, sind
unter anderem Syndrome wie MERRF (myoclonic epilepsy with ragged red fibres) oder
MELAS (mitochondrial encephalomyopathy with lactic acidosis and stroke-like episodes).
Dabei liegt meist eine sogenannte Heteroplasmie vor, die das gleichzeitige Vorliegen von
mutierter und intakter mtDNA innerhalb einer Zelle bezeichnet '°. Mitochondriopathien wie
MERRF oder MELAS verdeutlichen die Rolle, die eine Aufrechterhaltung der mitochondrialen
Funktion als essentieller Bestandteil der normalen Zellphysiologie spielt. Typische kardiale
Manifestationen betreffen die Erregungsbildung und -leitung des Herzens. Hierbei kann es
beispielsweise zu einem AV-Block, einem Schenkelblock sowie weiteren EKG-Veranderungen
wie einer Verlangerung der QT-Zeit kommen. Des Weiteren betreffen die Mitochondriopathien
haufig die Herzmuskulatur und filhren daher zu einer Herzinsuffizienz 3.

Eine zentrale Rolle spielen Mitochondrien auch in der Vermittiung von Nebenwirkungen
verschiedener Medikamente, was unter anderem in der Onkokardiologie von besonderer
Bedeutung ist, die sich mit kardiovaskularen Komplikationen von Chemotherapeutika
beschéftigt '*. Diese umfassen beispielsweise kardiale Arrhythmien, Hypertension oder
Herzinsuffizienz ™. Zu einer der bekanntesten kardiotoxischen Medikamentengruppen zahlen
die Anthrazykline, mit Doxorubicin als einem ihrer wichtigsten Vertreter ™. Langzeitstudien
haben gezeigt, dass Uberlebende von Krebserkrankungen im Kindesalter, die mit Doxorubicin
behandelt wurden, im Erwachsenenalter in bis zu 30 % der Falle Anzeichen einer kardialen
Funktionsstérung zeigten '°. Als Ursache fiir die Kardiotoxizitat der Anthrazykline wird die
vermehrte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und die damit verbundene Zytotoxizitat
vermutet (siehe Abschnitt 1.2.2). Zudem sind neben der vermehrten Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies Transkriptionsfaktoren vermindert, die fir die mitochondriale Biogenese

relevant sind 4.



Ein haufiger Grund fiir Hospitalisierungen in Deutschland ist das akute Koronarsyndrom mit
Verschluss oder flussrelevanter Stenosierung einer Herzkranzarterie und drohendem
Myokardinfarkt '®'. Entscheidend fiir diese Patienten ist insbesondere eine zeitnahe

1819 Die Wiedererdffnung eines bei einem ischamischen Myokardinfarkt

Reperfusion
verschlossenen Gefalles kann jedoch zu einem sogenannten Ischamie-Reperfusionsschaden
fuhren. Die Reperfusion flhrt unter anderem zu einem deutlichen Anstieg gebildeter reaktiver
Sauerstoffspezies und der Freisetzung von Entziindungsmediatoren. U. a. schwellen hierbei
Mitochondrien innerhalb des reperfundierten Myokards an und verlieren ihre Integritat und
Funktion %. Die Folge ist ein Verlust von Kardiomyozyten und somit eine Funktionsstérung des

20,21

Myokards Mitochondriopathien und die Bedeutung von Mitochondrien in der
Onkokardiologie sowie auch in der Pathophysiologie des Ischamie-Reperfusionsschadens
verdeutlichen den Zusammenhang zwischen mitochondrialer und kardialer Funktion und

dessen klinische Bedeutung.

1.2 Struktur und Funktion von Mitochondrien

Mitochondrien sind essentielle eukaryotische Zellorganellen. Ihren Namen erhielten sie
aufgrund ihrer Morphologie 1898 von Dr. Carl Benda (gr. ,Mitos“=Faden und
,Chondros“ = Kérnchen) 2. Eine Theorie fiir die Genese der Mitochondrien wurde 1967
erstmals mittels der sogenannten Endosymbiontentheorie aufgestellt. Mithilfe dieser lief3en
sich morphologische Besonderheiten, wie die Doppelmembran der Zellorganelle, erklaren 2.
Demnach entstanden die Mitochondrien aus einem endosymbiontischen
Alphaproteobakterium, aufgenommen durch eine Zelle verwandt mit Asgard-Archaeen . Die
zellulare Integration des Proteobakteriums war ein entscheidender Schritt bei der Anpassung
der Wirtszelle an einen steigenden Sauerstoffgehalt der Umgebung 2°. Der durch Diffusion in
die Zelle gelangende Sauerstoff konnte durch das Bakterium genutzt und an die ATP-
Synthese und die Bildung verschiedener Metabolite gekoppelt werden 2. Der
Energiestoffwechsel der Zellorganelle generiert mithilfe der Atmungskette metabolische
Energie in Form von ATP (siehe Abschnitt 1.2.1) %. Im Laufe der Zeit wurden jedoch immer
mehr Funktionen der semiautonomen Zellorganelle entdeckt. So sind die Mitochondrien unter
anderem eingebunden in die Synthese von Phospholipiden und Ham, in den Metabolismus
von Aminosauren, die Calcium-Homdostase sowie der Regulation von Apoptose, dem
programmierten Zelltod. Ein weiterer, in der mitochondrialen Matrix lokalisierter, essentieller
Stoffwechselweg ist auerdem der sogenannte Citrat-Zyklus "2,

Nachdem 1952 die ersten hochauflésenden, elektronenmikroskopischen Bilder der
Mitochondrien entstanden, entwickelten sich zwei Modelle der Ultrastruktur der Mitochondrien
2227 Ppalade und Sjostrand definierten mithilfe der Elektronenmikroskopie zum ersten Mal die

mitochondriale Doppelmembran, bestehend aus einer inneren und einer aulReren Membran



2.2 Die duRere Membran grenzt das Mitochondrium als eigenstandige Zellorganelle vom
Zytoplasma ab und ist im Gegensatz zur inneren Membran fir kleine Molekdile bis zu einer
Grole von 6000 Dalton frei permeabel. Die Permeabilitat entsteht hierbei durch sogenannte
Porine. Dies sind Proteine, die als Kanale den Durchtritt von Molekilen durch die duf3ere

Mitochondrienmembran erméglichen 3%

. Die innere, mitochondriale Membran grenzt den
durch die beiden Membranen gebildeten Intermembranraum von der mitochondrialen Matrix
ab (siehe Abbildung 1) %2, Sie enthalt fir den Elektronentransport und die ATP-Synthese
essentielle Enzyme und ist durch sogenannte Cristae charakterisiert, die eine starke
Oberflachenvergroerung der Membran bewirken %' Um den notwendigen
Protonengradienten aufrechtzuerhalten, der essentiell fir die oxidative Phosphorylierung ist,
ist die innere Membran im Gegensatz zur dufleren Membran fur die meisten lonen und
kleineren Molekule impermeabel. Auch der Intermembranraum selbst enthalt fir die oxidative
Phosphorylierung wichtige Proteine. Hierzu zahlen zum einen das Cytochrom C, einen
wasserloslichen Elektronenubertrager und zum anderen die Adenylatkinase, welche AMP der

30

oxidativen Phosphorylierung zufuhrt Die mitochondriale Matrix beinhaltet das

mitochondriale Genom und Enzyme, die oxidative Reaktionen von Nahrungsbestandteilen

30,31

katalysieren . Als nahezu einzige Zellorganelle tragen die Mitochondrien ihr eigenes,

zirkular organisiertes und maternal vererbtes Genom *. In etwa 99 % der ca. 1.000
verschiedenen mitochondrialen Proteine werden im Zellkern kodiert und missen ins
Mitochondrium importiert werden, was eine koordinierte Kommunikation zwischen Kern und

Mitochondrium erforderlich macht 3*.

dulere Membran

innere
Membrane

Cristae

Eukaryotische Zelle
Matrix

Abbildung 1: Die mitochondriale Ultrastruktur

Grafische Darstellung der mitochondrialen Doppelmembran, bestehend aus innerer und &aufierer
Membran. Die duftere Membran grenzt die eigenstandige Zellorganelle gegeniiber dem Zytoplasma ab.
Die innere Membran grenzt die mitochondriale Matrix von dem Intermembranraum ab und tragt wichtige

Enzyme der mitochondrialen Atmungskette. Durch die sogenannten Cristae wird eine starke
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OberflachenvergréRerung der Zellorganelle erreicht. (BioRender (2020). Modifiziert von ,Mitochondria Structure Animal

Cell.“, Bezogen von https://app.biorender.com/biorender-templates).

Heute weitgehend anerkannt ist das Modell der Cristae-Junctions. Diesem Modell nach
bestehen Cristae nicht nur aus einfachen Einstllpungen, sondern stellen ein komplexes
Netzwerk aus lamellaren und tubularen Strukturen dar, die durch die sogenannten Cristae-
Junctions mit der inneren Membran verbunden sind 3%,

Durch diese neue Sichtweise auf die innere Mitochondrienmembran entstand eine neue
Einteilung der Kompartimente. So ergab sich neben dem Intermembranraum auch der
Intercristae-Raum zwischen Cristae-Membran und innerer mitochondrialer Membran %,
Mithilfe der Elektronenmikroskopie konnten des Weiteren die direkte Nahe, teilweise sogar die
direkten Kontaktstellen zwischen dem Endoplasmatischem Retikulum (ER) und der auf3eren
Mitochondrienmembran nachgewiesen werden. Diese Nahe von ER und Mitochondrien dient
unter anderem der Mediation von Lipiden, Autophagie und Apoptose. Eine Dysfunktion solcher

Kontaktstellen ist unter anderem assoziiert mit humanen Erkrankungen *2.

1.2.1 Die mitochondriale Atmungskette und die Oxidative Phosphorylierung

Der mitochondriale Energiestoffwechsel dient der Bildung von ATP mittels einer Reihe von
exergonen Redoxprozessen, entlang der inneren Mitochondrienmembran . An der
Produktion des ATP ist zum einen die Elektronentransport- oder Atmungskette als eine Reihe
von vier Multi-Enzym-Komplexen in der inneren Mitochondrienmembran beteiligt und zum
anderen die F1F0-ATPase (auch ATP-Synthase genannt) 26303839 Wasserstoff, der durch die
R-Oxidation von Fettsauren, die Glykolyse und den Citratzyklus entsteht, wird als sogenanntes
Reduktionsaquivalent in Form von NADH (Nikotinamidadenindinukleotid) und FADH: (Flavin-
Adenin-Dinukleotid) zwischengespeichert *°. Der Transport entlang der Redoxsysteme der
Atmungskette, der mit der Ubertragung der Elektronen von NADH auf Sauerstoff endet, dient
dabei dem Aufbau eines Protonengradienten *°. Der Protonengradient entsteht durch den
Transport von Protonen aus der Matrix in den Intermembranraum durch Komplex I, Il und IV

der Atmungskette 2°.

Die sogenannte protonenmotorische Kraft, die durch den
Protonengradienten entsteht, kann letzten Endes genutzt werden, um Uber die ATP-Synthase
und damit den Prozess der oxidativen Phosphorylierung (OXPHOS) ADP
(Adenosindiphosphat) in ATP umzuwandeln %*. Die Atmungskette besteht aus insgesamt 4
Untereinheiten “°. Durch die Oxidation von NADH durch den Komplex | (NADH:Ubichinon-
Oxidoreduktase) der Atmungskette werden die Elektronen Uber das Coenzym
Flavinmononukleotid (FMN) und 8 Eisen-Schwefel-Cluster auf Ubichinon Ubertragen. Im
Rahmen dieser Redoxreaktion werden pro oxidiertem NADH-Molekul vier Protonen Uber die
innere mitochondriale Membran aus der Matrix in den Intermembranraum transportiert (siehe

Abbildung 2) 2°*°. Komplex Il der Atmungskette (Succinat:Ubichinon-Oxidoreduktase)
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entspricht in seinen hydrophilen Untereinheiten der Succinat-Dehyrogenase des Citratzyklus,
wodurch das dort gebildete FADH, seine Elektronen direkt weiter auf Ubichinon Ubertragt *°.
Somit nimmt Komplex Il nicht aktiv am Protonentransport teil, erméglicht durch die Reduktion
von Ubichinon jedoch die Ubertragung von Elektronen auf Komplex Il 2. Ubichinon gehort
neben Cytochrom C zu den mobilen Substraten, die eine Elektronenibertragung zwischen den
einzelnen Komplexen ermoglichen. Ubichinon kann zwei Elektronen durch den Wechsel
zwischen oxidierter Chinon- und reduzierter Hydrochinonform aufnehmen *. Durch Komplex
[l der Atmungskette (Ubihydrochinon:Cytchrom-C-Oxidoreduktase) wird Ubihyrdrochinon
reoxidiert *°. Der Mechanismus von Komplex Il wird auch als Q-Zyklus bezeichnet, der
erstmals 1975 von Peter Mitchell beschrieben wurde und durch zwei aktive Zentren des
Komplexes vermittelt wird #'2. Durch Komplex Il der Atmungskette werden die Elektronen
von Ubihyrdrochinon in einem zweiphasigen Prozess auf Cytochrom C Ubertragen. Das
Cytochrom C, ein weiteres mobiles Substrat, tragt eine Ham-Gruppe, dessen zentrales Eisen
es ihm erméglicht, durch Redoxwechsel zwischen Fe®*" und Fe?* ein Elektron aufzunehmen
und wieder abzugeben. Es dient also der Ubertragung eines Elektrons von Komplex lIl auf

Komplex IV der Atmungskette 3°

. Ubichinon hingegen ist es mdglich, 2 Elektronen
aufzunehmen, weshalb sich der Prozess in zwei Stufen gliedert. Die zwei aktiven Zentren des
Komplex Il bestehen aus einem Ubihydrochinonoxidationszentrum auf der dem
Intermembranraum zugewandten Seite der inneren Mitochondrienmembran und einem
Ubichinonreduktionszentrum auf der Matrixseite. Ein vollstandiger Zyklus flhrt zur Oxidation
zweier Ubihyrdrochinone am Oxidationszentrum und der Reduktion eines Ubichinons an der

4344 Wahrend dieses Prozesses werden vier H*-lonen in den

Reduktionsseite
Intermembranraum freigesetzt (Abbildung 2), wobei effektiv jedoch nur zwei der vier H*-lonen
aus dem Matrixraum Uber die Membran transportiert werden. Die anderen beiden Protonen
werden von Ubihyrdrochinon in den Intermembranraum abgegeben .

Der Komplex IV der Atmungskette (Cytochrom-C-Oxidase) Ubertragt die Elektronen von zwei
Molekulen Cytochrom C auf ein Molekul Sauerstoff und flhrt somit zu der Bildung von Wasser
und dem Transport von 4 Protonen in den Intermembranraum (s. Abbildung 2) *°. Die beim
Ruckfluss der Protonen in die mitochondriale Matrix entstehende protonenmotorische Kraft,
wird verwendet, um durch die sogenannte ATP-Synthase den zellularen Energietrager ATP
aus ADP und freiem Phosphat zu produzieren *. Dieser auch als oxidative Phosphorylierung
bezeichnete Prozess, ist somit mafR3geblich fur die Energiebereitstellung in eukaryontischen
Zellen verantwortlich 2. Im Jahr 2000 entstand das Modell der sogenannten Respirasome, die
auch als mitochondriale Superkomplexe bezeichnet werden. Demnach sind die Komplexe der
Atmungskette nicht zuféllig voneinander getrennt auf der inneren Mitochondrien-Membran
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verteilt, sondern liegen als Superkomplexe vor *. So wurde fir Mitochondrien aus

Schweineherzen beispielsweise ein Superkomplex aus Komplex I, [l und IV definiert 6.
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Abbildung 2: Die mitochondriale Atmungskette

Mittels einer Reihe von Redoxprozessen entlang der inneren Mitochondrienmembran werden
Elektronen (e) unter der Bildung von Wasser auf Sauerstoff Ubertragen. Die Elektronen werden (iber
NADH und FADH:2 in Komplex | und Il der Atmungskette eingeschleust. Cytochrom C und Ubichinon
bilden mobile Substrate, die eine Ubertragung von Elektronen zwischen den einzelnen Komplexen
ermdglichen. Im Verlauf wird durch Ubertragung der Elektronen Sauerstoff zu Wasser reduziert. Am
Aufbau des Protonengradienten beteiligt sind die Komplexe I, Il und IV, die Protonen aus der
mitochondrialen Matrix in den Intermembranraum pumpen. Der elektrochemische Protonengradient
wird genutzt, um mithilfe der ATP-Synthase die Bildung von ATP aus ADP und Phosphat zu ermdglichen

(BioRender (2020). Modifiziert von ,Electron Transport Chain.”, Bezogen von https://app.biorender.com/biorender-templates).

1.2.2 Die Entstehung von reaktiven Sauerstoffverbindungen und oxidativem Stress

Unter physiologischen Bedingungen flieBt ein Grofdteil des Elektronentransfers der
Atmungskette in die Produktion von ATP, wobei 1-2 % der Elektronen der Atmungskette
entweichen und zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies flihren °. Zu oxidativem Stress kommt
es, wenn die Atmungskette unter pathologischen Bedingungen von der Produktion von ATP
entkoppelt wird °. Von oxidativem Stress spricht man daher bei einer Uberproduktion von ROS,
welche die antioxidativen Mechanismen der Zelle (iberschreiten *’. ROS bezeichnen eine
Gruppe von hochreaktiven Oxidantien, die haufig als Nebenprodukt des mitochondrialen
Metabolismus entstehen “2. Unter dem Begriff ROS werden zum einen Sauerstoffradikale wie
O2-" (Hyperoxidanionen) oder °OH (Hydroxyl-Radikale) und zum anderen nichtradikalische
Oxidantien wie Wasserstoffperoxid (H20,) zusammengefasst *. ROS haben, basierend auf
ihrer Signalfunktion, zum einen physiologische Aufgaben und induzieren zum anderen bei

Uberproduktion durch unkontrollierbare oxidative Reaktionen zelluldre Dysfunktionen und
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bedingen damit eine Reihe von pathophysiologischen Prozessen *°. Als Signalmolekil
reagieren ROS mit den Cysteinresten verschiedener Tyrosinphosphatasen . Durch die
Inaktivierung der Phosphatasen wird die Kinaseaktivitat unterschiedlicher Signalwege wie NF-
kB, MAPK oder JNK beeinflusst. So nehmen ROS als Signalmolekile nicht nur Einfluss auf
die Genexpression, sondern dienen unter anderem der Anpassung an hypoxische Zustande
und sind am Prozess der Autophagie beteiligt >°. Am besten beschrieben ist die Produktion
von ROS in Komplex | und lIl der Atmungskette *°. Das nicht radikalische Wasserstoffperoxid
wird spontan oder in Folge einer enzymatischen Reaktion Giber Superoxiddismutasen (SOD)
aus O, gebildet (siehe Abschnitt 1.3.1) “8. Normalerweise kénnen die Mengen, die unter
physiologischen Bedingungen durch die Elektronenlecks im Rahmen der Atmungskette
gebildet werden, durch antioxidative Mechanismen unschadlich gemacht werden (siehe
Abschnitt 1.3.1) . Werden die antioxidativen Mechanismen der Zellkompartimente wie die der
Mitochondrien Uberschritten, kommt es sowohl zu oxidativen Schaden und Mutationen der
mtDNA als auch zu Schadigungen von Lipiden und Proteinen 2°. So kommt es unter anderem
zu verschiedenen posttranslationalen Proteinmodifikationen, die in einer Aggregation,
Destabilisierung oder dem Abbau von Proteinen resultieren kénnen °'. Die mtDNA ist dabei
unter anderem aufgrund eingeschrankter Reparatursysteme besonders anfallig fir oxidative
Schadigungen *. ROS kénnen beispielsweise zu Veranderungen der DNA-Basen und zu
Strangbriichen fiihren und die mtDNA somit in ihrer Stabilitat und Struktur beeinflussen %.

Wie bereits in Abschnitt 1.1 erwahnt, kommt die klinische Bedeutung von oxidativem Stress
bei der Pathophysiologie von verschiedenen Herz-Kreislauf-Erkrankungen zum tragen *°. Eine
vermehrte Produktion von ROS kann unter anderem in Patienten mit Herzinsuffizienz
beobachtet werden *’. Eine besondere Rolle spielt der oxidative Stress dabei bei Vorgangen
des kardialen Remodelings. So kénnen ROS eine kardiale Hypertrophie induzieren und die
Proliferation von Fibroblasten steigern, wodurch es zu einem Umbau mit Veranderungen von
Form oder Struktur des Herzens kommt. Diese kdnnen zur Abnahme der kardialen
Kontraktionsfahigkeit filhren #’. Auch im Rahmen des Ischamie-Reperfusionsschadens nach
Wiedereroffnung eines stenosierenden Gefales (siehe Abschnitt 1.1), kommt es durch eine
erhOhte Permeabilitat der inneren Mitochondrienmembran zu einem Zusammenbruch des
elektrochemischen Gradienten und in Folge zu einer vermehrten Produktion von ROS °. Wie
in Abschnitt 1.1 bereits erwahnt, spielt oxidativer Stress bei der Tumorbehandlung mit
Doxorubicin aus der Gruppe der Anthrazykline eine zentrale Rolle bei der kardiotoxischen
Wirkung des Medikamentes “°. Doxorubicin sammelt sich in Mitochondrien an * und fiihrt zum
einen zu einer vermehrten Produktion von ROS und zum anderen zu einer verringerten
Aktivitat antioxidativer Mechanismen wie den SOD (siehe Abschnitt 1.3.1) °3. Eine Erklarung
fur die vermehrte intramitochondriale Ansammlung und die Entstehung von ROS unter

Doxorubicin kann die Bindung an Cardiolipin bieten. Wahrend Cardiolipin als



Membranbestandteil unter physiologischen Bedingungen Proteine der Atmungskette bindet
und deren regelrechte Funktion unterstitzt, kommt es in Folge einer Bindung mit Doxorubicin
zu einer Fehlfunktion dieser Proteine und damit auch der mitochondrialen Funktion. Resultat
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ist eine vermehrte Bildung von Superoxiden **. Oxidativer Stress kann zudem einen

apoptotischen Zellverlust auslésen °°

. Apoptose bezeichnet einen regulierten, energie-
verbrauchenden Prozess des Zelltodes, induziert durch verschiedene Caspasen und
Proteasen ?°. Durch eine Reihe von Signalkaskaden entstehen dabei morphologische und
molekulare Veranderungen, die den Zelltod induzieren. Als Ergebnis von unter anderem einer
Chromatin-Kondensation und DNA-Fragmentierung entstehen Membran umhiilite Zell-
Fragmente, die anschlieRend von Makrophagen oder benachbarten Zellen phagozytiert
werden kénnen 2°°. ROS kénnen Uber die Aktivierung von ASK1 (Apoptosis signal-regulating
kinase 1) zu der Induktion von MAP-Kinasen (Mitogen-activated protein kinase) wie JNK (C-
Jun-N-terminale Kinasen) oder p38 fuhren und damit zu der Stimulation des Zelltodes durch
Apoptose fiihren *°. Des Weiteren kdnnen ROS (iber posttranslationale Wechselwirkungen mit
proteolytischen Enzymen zu deren Aktivierung fihren, die wiederum wichtige Komponenten

der Proliferation und Apoptose bilden *’.

1.3 Zellulare Strategien zum Schutz eukaryotischer Zellen

Wie bereits in Abschnitt 1.1 erwdhnt, sind Mitochondrien an der Pathophysiologie einer Reihe
von kardialen Erkrankungen beteiligt. Durch Elektronenlecks im Rahmen der Atmungskette
entstehen immer wieder reaktive Sauerstoffspezies, die das Mitochondrium und die
Zellintegritat storen (siehe Abschnitt 1.2.2) °. Des Weiteren bilden Mitochondrien nur einen
Bruchteil ihrer bendtigten Proteine selbst, sodass der Rest der nuklear kodierten Proteine
aulerhalb der Zellorganelle gebildet und im Rahmen eines streng regulierten Import-
Prozesses in das Mitochondrium transportiert werden miissen . Um die Funktionalitat der
Zelle zu erhalten, existieren somit eine Reihe von Schutzmechanismen, die versuchen, die
Zelle durch antioxidative Mechanismen (siehe Abschnitt 1.3.1) vor einer Uberproduktion von
ROS oder durch verschiedene stressreaktive Signalwege vor einer Ansammlung fehlgefalteter

Proteine zu schiitzen %

. Sowohl die Mitochondrien als auch das Zytosol und das
Endoplasmatische Retikulum sind auf die strenge Kontrolle der Proteinfaltung angewiesen,
um eine toxische Aggregation von defekten Proteinen zu verhindern. Je nach zellularem
Kompartiment sind verschiedene Mechanismen entstanden, die eine korrekte Faltung von
Proteinen Uberwachen und kontrollieren. Zu diesen protektiven Mechanismen zahlen unter
anderem die Heat-Shock-Response (siehe Abschnitt 1.3.2) oder ein als Unfolded-Protein-
Response (siehe Abschnitt 1.3.3) bezeichneter Signalweg, spezifisch fir das

Endoplasmatische Retikulum oder Mitochondrium 2°.



1.3.1 Antioxidative Mechanismen als zelluldre Schutzstrategie

Um oxidativen Stress zu vermeiden, existieren in Sdugerzellen eine Reihe von antioxidativen
Mechanismen zur Neutralisierung von ROS (siehe Abschnitt 1.2.2). Eine grobe Einteilung kann
dabei nach enzymatischen und nicht enzymatischen Mechanismen erfolgen. Zu den nicht
enzymatischen Antioxidantien zahlen Glutathion (GSH), Vitamin C (Ascorbinsdure) und
Vitamin E (a-Tocopherol). Die beiden antioxidativen Vitamine dienen durch das Abfangen von
ROS wie den Hydroxyl-Radikalen (°OH) als direkter Mechanismus der ersten
Schadensbegrenzung *’. Glutathion hingegen wirkt antioxidativ durch die Reduktion von ROS.
Das Glutathion selbst wird dabei an der Sulfhydrylgruppe (-SH) seines Cysteins oxidiert. Die
Regeneration von Glutathion erfolgt im Anschluss durch die Glutathion-Reduktase (GSR) .
Zu den enzymatischen antioxidativen Mechanismen zahlen unter anderem die sogenannten
Superoxiddismutasen (SOD) sowie verschiedene Glutathion-Peroxidasen (GPX), die Katalase
(CAT), Peroxiredoxine (PRDX) und Thioredoxin (Trx) *’.

Eine entscheidende Rolle bei der Eliminierung von mitochondrialen Hyperoxidanionen (O2-")
spielen die Superoxiddismutasen ®8. In Saugern sind die drei verschiedene Formen SOD1,
SOD2 und SOD3 naher charakterisiert. Das Homodimer SOD1 befindet sich fast
ausschlief3lich intrazellular im Zytoplasma, wahrend SOD2, ein Tetramer, auf das
Mitochondrium beschrankt ist. SOD3 ist ebenfalls ein Tetramer und befindet sich im

% Superoxiddismutasen katalysieren die Umwandlung von

Extrazellularraum
Hyperoxidanionen (Oz2-") zu Wasserstoffperoxid (H202) und Sauerstoff (O2) (siehe Abbildung
3). Das entstandene Wasserstoffperoxid kann wiederum durch die Katalase zu Sauerstoff und

Wasser umgewandelt und somit unschadlich gemacht werden *°.

Superoxiddismutase Katalase

02" + 02" + 2H* — H202+ HzOz 2 Hzo + 02

Abbildung 3: Reaktionen der Superoxiddismutasen und Katalasen

Superoxiddismutasen  katalysieren die Umwandlung von Hyperoxidanionen (O2) zu
Wasserstoffperoxid (H20:2), welches dann durch die Katalase in Wasser und Sauerstoff umgewandelt

werden kann. (erstelit mit BioRender.com)

Ebenfalls der Gruppe der enzymatischen Antioxidantien angehorig sind die sogenannten
Peroxiredoxine (PRDX). Wie auch die Katalasen, sind sie fur die Kontrolle der H>O»-
Konzentration verantwortlich (siehe Abbildung 4). Die Reaktion fuhrt dabei zur reversiblen
Oxidation des Peroxiredoxins. Fir die Regeneration entscheidend ist das Thioredoxin,

welches zur Reduktion und somit zur Wiederherstellung des Ausgangszustandes des
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Peroxiredoxins filhrt (siehe Abbildung 4) *°. Thioredoxine besitzen ein Cysteinzentrum und
kénnen Uber die eigene Oxidation unter Ausbildung von Disulfidbriicken zur Reduktion der

Peroxiredoxine fiihren .

Thioredoxin reguziert Thioredoxin oxigiert

\_/

Peroxiredoxin

H,O0, — 2H,0

Abbildung 4: Umwandlung von H:0: zu H:0 durch Peroxiredoxine

Uber einen nukleophilen Angriff katalysieren Peroxiredoxine die Umwandlung von Wasserstoffperoxid
zu Wasser. Zur Wiederherstellung seiner antioxidativen Eigenschaften fiihrt Thioredoxin zur Reduktion

des Peroxiredoxin und stellt damit dessen Ausgangszustand wieder her. (erstelit mit BioRender.com)

Ein weiteres enzymatisches Antioxidans ist die sogenannte Hamoxygenase-1 (HO-1), welche
durch Hypoxie, oxidativen Stress oder auch einen Anstieg verschiedener Zytokine induziert
wird °'. Die antioxidativen Eigenschaften von HO-1 entstehen durch seine Aufgabe beim Ham-
Abbau. Als Nebenprodukte des Ham-Abbaus entstehen Bilirubin und Kohlenstoffmonoxid
(CO), denen antioxidative und antientziindliche Eigenschaften zugesprochen werden ®'. Durch
die entzindungshemmende Wirkung von CO in Kombination mit den antioxidativen
Eigenschaften des Bilirubins entstehen zytoprotektive und antiinflammatorische
Eigenschaften. An der Regulation der HO-1-Expression sind dabei eine Reihe verschiedener
Transkriptionsfaktoren wie Nrf2 (nuclear factor-erythroid-2-related factor 2) beteiligt ©'.

Nrf2 ist ein Transkriptionsfaktor, der eine entscheidende Rolle in der Regulation eines grof3en
Teils der antioxidativen Enzyme einnimmt ®2. Er reguliert Gene, die ARE-Sequenzen
(antioxidant response elements) in ihrer Promoterregion enthalten. Dadurch fuhrt Nrf2 zu einer
gesteigerten Expression und Synthese des oben genannten Glutathions, einer vermehrten
Aktivierung des Peroxiredoxin-Systems und zur Expression von HO-1, SOD1 und der Katalase
62, Nrf2 selbst wird durch die Bindung an Keap1 (Kelch-like ECH associated protein 1) im
Zytoplasma reguliert. Nrf2 hat unter physiologischen Bedingungen nur eine sehr kurze
Halbwertszeit von 10-15 Minuten. Bedingt wird dieser frihzeitige, proteasomale Abbau von
Nrf2 durch seine Bindung mit Keap1, das die Ubiquitinierung des Transkriptionsfaktors bewirkt
62 Unter oxidativem Stress Idst sich Keap1 von Nrf2, sodass dieser in den Zellkern wandern

kann und dort die vermehrte Expression antioxidativer Gene bewirkt 3.
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1.3.2 Die Hitzeschockantwort und Qualitatskontrolle von Proteinen

Als fester Bestandteil der zellularen Homoostase ist die Aufrechterhaltung der funktionalen
Integritat des Proteoms der Mitochondrien und anderer Zellkompartimente essentiell. Um dies
zu gewahrleisten, unterliegen die mitochondrialen Proteine einer strengen Qualitatskontrolle
(Protein quality control = PQC) *. Die PQC umfasst Prozesse, die zur Korrektur oder
Beseitigung fehlgefalteter Proteine beitragen. Diese regelrechte Proteinhomoéostase kann auf
unterschiedliche Art und Weise wahrend des Imports oder innerhalb des Mitochondriums
gestort werden. Eine Schadigung der Proteine kann dadurch mit deren
Konformationsanderung oder Funktionsverlust einhergehen. Zu einer Fehlfaltung der Proteine
kann es unter anderem durch einen starken Temperaturanstieg oder durch Belastungsfaktoren
wie eine vermehrte Produktion von ROS kommen (siehe Abschnitt 1.2.2). Eine fehlerhafte
Faltung von Proteinen fuhrt dann durch hydrophobe Interaktionen zu der vermehrten Bildung
zelltoxischer Protein-Aggregate ®*. Die wichtigsten Elemente bei der Aufrechterhaltung der

3084 Proteasen

Proteinhomdostase sind Chaperone und ATP-abhangige Proteasen
bezeichnen ein Netzwerk an Enzymen, die fir den Abbau terminal geschadigter Proteine
verantwortlich sind. Dazu werden in einer meist ATP-abhangigen Reaktion abzubauende
Proteine in einen, durch die Proteasen gebildeten, ringférmigen Komplex eingeschlossen.
Fehlgefaltete Proteine, die nicht neu gefaltet werden kénnen, werden durch eine weitere
enzymatische Funktion der Proteasen denaturiert ®. Chaperone werden auch als
Faltungshelfer bezeichnet. Zu ihren Aufgaben gehéren unter anderem das Erkennen und
Binden an freigelegte hydrophobe Aminosaure-Segmente fehlgefalteter Proteine und die
Faltung neu synthetisierter Proteine 3*®*. Neben ihrer Funktion als Faltungshelfer dienen sie
auch der Unterstutzung intrazelluldrer Transportvorgdnge und helfen beim Abbau von

Proteinen .

Hierbei kénnen Chaperone anhand von Molekulargewicht und
Sequenzhomologien in verschiedene Familien eingeteilt werden. Zu ihnen gehdéren die Heat-
Shock-Proteine (HSP) der HSP100-, HSP90-, HSP70- und HSP60-Familie, sowie die kleinen
Hitzeschockproteine (sHsps) . Zu den beiden wichtigsten mitochondrialen Chaperonen
zahlen das HSP60 und das HSP70 %. HSP70 kommt in verschiedenen Kompartimenten der
Zelle wie dem Zytosol, dem Nucleus, dem Endoplasmatischen Retikulum und den
Mitochondrien vor. Als Faltungshelfer verhindert die HSP70-Familie die Aggregation von
Proteinen, unterstutzt eine korrekte Faltung der Proteine und bedingt die Loslichkeit von
Proteinaggregaten. Unter physiologischen Bedingungen sind sie an der Faltung neu
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synthetisierter Proteine beteiligt °’. Das mitochondriale Chaperon HSP60 ist durch Faltung von

Praproteinen an der Proteinbiogenese innerhalb der Mitochondrien beteiligt

. Die Chaperone
sind aullerdem die Hauptakteure @ der sogenannten  Heat-Shock-Response
(Hitzeschockantwort). Hierbei kdnnen eine Reihe von Ausldsern zellularen Stresses wie zum

Beispiel Hitze, oxidativer Stress (siehe Abschnitt 1.2.2) oder Hypoxie die Hitzeschockantwort
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auslosen. Der Signalweg umfasst eine Reihe an Genen, die die Zelle unter anderem vor einer
durch zelluldren Stress ausgeldsten Proteinaggregation schiitzen sollen ®°. Die Gene, die
wahrend der Stressantwort induziert werden, beruhen auf der Aktivitat einer Reihe von Heat-
Shock-Transkriptionsfaktoren (HSF) . Einer der Hauptakteure bei der Qualitatskontrolle von
Proteinen ist HSF1 (Heat shock factor 1) ®8. Unter normalen Bedingungen liegt HSF1 in einem
Komplex mit HSP90 und HSP70 im Zytoplasma vor (siehe Abbildung 5). Kommt es zu einer
Ansammlung fehlgefalteter Proteine, entlassen HSP90 und HSP70 den HSF1, um ihrer
Funktion als Faltungshelfer nachzukommen . HSF1 trimerisiert, transloziert dann in den
Zellkern und kann somit an die sogenannten Heat-Shock-Elements (HSE) in der
Promoterregion der Zielgene binden ®°. HSE beschreiben eine Reihe von DNA-Promoter-
Elementen, welche durch kurze 5'-nGAANn-3‘ Sequenzen charaktierisiert sind ®°. Durch Bildung
von Heterotrimeren aktiviert HSF1 die Transkription von Genen, die fir die Hitze-Schock-
Antwort verantwortlich sind . Eine Aktivierung von HSF1, als Hauptmediator der Heat-Shock-
Response auf transkriptioneller Ebene, erfolgt jedoch auch bei einer mitochondrialen
Dysfunktion, bei der HSF1 fur die Induktion verschiedener mitochondrialer Chaperone

verantwortlich ist 7°.

Kein Stress Stress

HSF1

#ﬁBZQ- HSF1

il HSF1
HSES0,

Hitze-Schock
-Proteine

HSE  Moononononononos

Abbildung 5: Grafische Darstellung der Hitzeschock-Antwort (Heat Shock Response)
Im Normalzustand liegt HSF1 gebunden an die Chaperone HSP70 und HSP90 im Zytoplasma vor.

Kommt es zu zelluldrem Stress, dissoziieren HSP70 und HSP90, um mit entstandenen fehlgefalteten
Proteinen zu interagieren. Das nun freigelegte HSF1 bildet ein Trimer und gelangt in den Zellkern, in
dem es an Heat-Shock-Elements (HSE) bindet und zur Transkription verschiedener Hitze-Schock-

Proteine flihrt (erstellt mit BioRender.com).
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1.3.3 Die Integrated-Stress-Response (ISR) und mitochondriale Unfolded-
Protein_Response (UPR™)

Eine Ansammlung fehlgefalteter Proteine, die die Kapazitat der Protein-Qualitatskontrolle

eines Zellkompartiments Uberschreitet, fihrt zu zellularem Stress (proteotoxic stress,

proteotoxischer Stress). Diese Akkumulation fehlgefalteter Proteine speziell in Mitochondrien

kann zu Defekten der Elektronentransportkette (ETC) und der vermehrten Bildung von ROS

fuhren. In Folge kommt es zu einer Dysfunktion der Mitochondrien mit ATP-Mangel und

" Um die Proteinhomoostase und Funktion der Mitochondrien

oxidativem Stress
aufrechtzuerhalten, besitzen eukaryotische Zellen eine zellorganellspezifische, protektive
Stressantwort — die mitochondriale Unfolded-Protein-Response (UPR™) 2. Im Rahmen der
Stressantwort erfolgt die Expression verschiedener im Zellkern kodierter, mitochondrialer
Chaperone wie HSP60, HSP10 und Proteasen wie CIpP (siehe Abschnitt 1.3.2).
Stressinduzierte Proteine des Zytosols oder des Endoplasmatischen Retikulums bleiben dabei
unbeeinflusst. Dies legte die Induktion einer zellorganell-spezifischen, protektiven
Stressantwort in Mitochondrien nahe .

Die UPR™ beruht dabei auf der Mdglichkeit der Kommunikation zwischen Zellkern und
Mitochondrium. Zuerst identifiziert wurde die UPR™ als Antwort auf mitochondrialen Stress in
Saugern ™. Eine nahere Charakterisierung der molekularen Hintergriinde erfolgte anhand von
Studien mit dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans ™. Studien an C. elegans haben dabei
gezeigt, dass die UPR™ im Wurm durch den Transkriptionsfaktor ATFS-1 reguliert wird. ATFS-
1 tragt eine mitochondriale Zielsequenz (MTS, engl. mitochondrial targeting sequence) und
eine nukledre Lokalisationssequenz (NLS, engl. nuclear localization sequence) und spielt
damit eine entscheidende Rolle in der Kommunikation zwischen Kern und Mitochondrium .
Unter physiologischen Bedingungen wird ATFS-1 ins Mitochondrium importiert, wo es
akkumuliert, um dort anschlieRend durch die Protease Lon abgebaut zu werden. Im Falle von
mitochondrialem Stress ist die Importkapazitat der Zellorganelle und somit auch der Import
von ATFS-1 vermindert. Akkumuliert es jedoch im Zytosol, wird ATFS-1 in den Zellkern
transportiert, wo es im C. elegans die Aktivierung einer transkriptionellen Antwort zur
Aufrechterhaltung der mitochondrialen Funktion, der UPR™, bedingt 7. In Saugern, in denen
die UPR™ erstmals entdeckt wurde, hat sich die Integrated-Stress-Response (ISR) als eines
der Hauptelemente fur die Induktion des Signalweges herauskristallisiert (siehe Abbildung 6)
" Die ISR stellt ein durch verschiedene Kinasen und die Phosphorylierung des eukaryotischen
Initiationsfaktors 2a (elF2a, eukaryotic translation initiation factor 2A) aktiviertes Programm als
Antwort auf zelluldren Stress dar. Zunachst wurde die ISR vor allem im Zusammenhang mit
ER-Stress beschrieben, obwohl sie auch als Reaktion auf mitochondrialen Stress aktiviert wird
78 Eine im Rahmen von ER-Stress fiir die Phosphorylierung von elF2a verantwortliche Kinase
ist hierbei PERK (protein kinase RNA (PKR)-like ER kinase) "°. PERK gehért neben IRE1,
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ATF6 und BiP (ER chaperone-binding immunoglobulin protein) zu den Hauptmediatoren der
UPR®". Wahrend fir PERK jedoch auch eine Funktion bei der Aktivierung der UPR™ gezeigt
wurde, scheinen IRE1, ATF6 und BiP spezifisch fiir den ER-Stress zu sein ?°. Neben PERK
sind drei weitere Kinasen fir die Initiierung der ISR verantwortlich (siehe Abbildung 6) ®: Die
PKR (Protein Kinase R) bei zytosolischer doppelstrangiger RNA, HRI (heme-regulated
inhibitor) bei Depletion von Ham und GCN2 (general control nonderepressible 2), unter
anderem aktiviert bei mitochondrialem Stress, Aminosaurendepletion und der Ansammlung
von ROS " Alle Kinasen haben gemein, dass ihre Aktivitat mit mitochondrialem Stress in

Zusammenhang gebracht werden konnte 77

. Eine wichtige Schnittstelle zwischen einer
mitochondrialen Fehlfunktion und der Aktivierung der zytosolischen ISR als wichtiger
Bestandteil der UPR™ konnte an humanen Zellen durch eine Beteiligung des mitochondrialen
Proteins DELE1 (DAP3 binding cell death enhancer 1) identifiziert werden. Eine Spaltung von
DELE1 durch die Protease OMA1 (OMA1 zinc metallopeptidase) bedingt die zytosolische
Ansammlung von DELE1, wo es Uber die Bindung an HRI zu dessen Aktivierung fuhrt. Als
eine der Kinasen der ISR fuhrt HRI zu der Phosphorylierung von elF2a und einer Aktivierung
von ISR und UPR™ 8183,

In Abhangigkeit von der Aktivierung der ISR und der damit im Zusammenhang stehenden
Phosphorylierung des elF2a stehen die zentralen Komponenten der UPR™, die
Transkriptionsfaktoren ATF4, ATF5 und CHOP (C/EBP homology protein) 84%. Die
Phosphorylierung von elF2a fuhrt zu einer vermehrten Translation von mRNAs mit upstream
Open Reading Frames (UORFs) in der 5' untranslatierten Region (UTR) — darunter ATF4,
ATF5 und CHOP (siehe Abbildung 6) 2. uORFs dienen der Regulation der Translation und
bewirken in der Regel eine Inhibition der nachgeschalteten, kodierenden Bereiche.
Insbesondere als Reaktion auf zellularen Stress koénnen die uORFs jedoch auch
translationsfordernd wirken. Wahrend bestimmte mRNAs als Reaktion auf zellularen Stress
bei Phosphorylierung von elF2a bevorzugt translatiert werden, kommt es global zu einer
reduzierten Proteinsynthese. Dadurch sollen die Ressourcen der Zelle geschont werden und
die Translation auf mMRNAs umgestellt werden, die der Anpassung der Zelle an Stress dienen
86.

Der Transkriptionsfaktor ATF5 wurde dabei in Sdugern als Analogon zu ATFS-1im C. elegans
identifiziert . Reguliert wird ATF5 wie auch ATFS-1 Uber mitochondriale Zielsequenzen.
Kommt es aufgrund einer mitochondrialen Dysfunktion zu einer verminderten Importkapazitat
der Zellorganelle, flhrt dies zu einer Akkumulation der Transkriptionsfaktoren im Zytosol und
der vermehrten Lokalisation in den Zellkern 8# _ Die Expression von ATF5 fiihrt im ATFS-1-
defizienten C. elegans ebenfalls zur Aktivierung der UPR™, férdert bei mitochondrialer
Dysfunktion das Zellwachstum und induziert verschiedene Proteasen und Chaperone .

Neben seiner Schliisselrolle im Rahmen der UPR™ wird ATF5 auch eine antiapoptotische

15



Funktion durch die Induktion des Proteins BCL-2 (B-cell lymphoma 2) zugeschrieben 8. Neben
ATF5 wurden zwei weitere, fiir die Aktivierung der UPR™ bedeutende Transkriptionsfaktoren
identifiziert, ATF4 und CHOP 2. CHOP war einer der ersten Faktoren, der als Regulator der
UPR™ identifiziert wurde. Es zeigte sich, dass CHOP bestimmte Bindungsstellen in
Promoterregionen mitochondrialer Chaperone und Proteasen wie HSP60 und CLpP besitzt
%91 Neben seiner Induktion Uber die Integrated-Stress-Response kommt es zu einer
vermehrten Expression von CHOP Uber den Transkriptionsfaktor c-Jun als Reaktion auf
mitochondrialen Stress. Nach Phosphorylierung von c-Jun durch die stressregulierte Kinase
JNK2 (c-Jun N-terminal kinase) bindet der Transkriptionsfaktor an das AP-1-Element (activator
protein-1) im CHOP Promoter, wodurch die Transkription von CHOP induziert wird *2. Die
daraufhin folgende Expression von CHOP fihrt zur transkriptionellen Induktion
entsprechender Ziel-Gene der UPR™ %, CHOP kann als Reaktion auf zelluldren Stress bei
Hypoxie, ER-Stress, DNA-Schaden oder anderen Stressfaktoren aktiviert werden. Als
Reaktion auf die vermehrte Aktivitat von CHOP kann es zum einen zur Apoptose der Zellen
kommen. Zum anderen kann der Transkriptionsfaktor aber auch das Uberleben und
Wachstum der Zellen fordern %°. ATF4 konnte, neben seiner urspriinglich beschriebenen Rolle
bei ER-Stress, auch als einer der Schlisselfaktoren bei mitochondrialem Stress identifiziert
werden. Durch die transkriptionelle Induktion zytoprotektiver Gene aktiviert ATF4 die ISR und

beeinflusst damit den zelluldren Metabolismus %.

16



Protein
Translation

elF2a (atra) (crop) [atrs) Zellkern
| I I—
i_imm, ATF5
mtUPR
elF2a (B) ' 0 ==

— mitochondriale Chaperone
mitochondriale Proteasen
UORF2 | ATF4, ATFS | mitochondrialer Import

Abbildung 6: Grafische Darstellung der Integrated-Stress-Response und ihrer Verbindung zu der
mitochondrialen Unfolded-Protein-Response

Die durch verschiedene Kinasen bedingte Phosphorylierung von elF2a fiihrt zu einer global
verminderter Proteinsynthese bei gleichzeitig vermehrter Translation von mRNAs mit Upstream Open
Reading Frames (UORFs) in der 5° untranslatierten Region (UTR), darunter ATF4, ATF5 und CHOP.
Die Induktion der Transkriptionsfaktoren fiihrt im Zellkern zur vermehrten Expression verschiedener
Chaperone und Proteasen und beeinflusst den mitochondrialen Protein-Import. ATF5 wird unter
anderem durch den mitochondrialen Import beeinflusst. Wird es unter Normalbedingungen ins
Mitochondrium transportiert, erfolgt unter zelluldrem Stress ein verminderter Import des
Transkriptionsfaktors. Es kommt zur Akkumulation von ATF5 im Zytosol, was zu einem vermehrten

Import in den Zellkern fihrt. (Darstellung angelehnt an: Melber and Haynes, 2018, erstellt mit BioRender.com)

Die mitochondriale Stressreaktion und der Zusammenhang der Transkriptionsfaktoren
zueinander bleibt in vielen Teilen jedoch noch unverstanden "2,

Kommt es zu einer mitochondrialen Funktionsstorung, ist unter anderem die Interaktion
zwischen CHOP und ATF4 von wesentlicher Bedeutung. Eine durch Uberexpression von
ATF4 vermittelte dauerhafte Aktivierung der ISR kann zu einer Dysfunktion der Atmungskette
mit resultierendem Energiemangel und Zelltod fiihren und somit kardiotoxisch wirken 3. CHOP
hingegeben verhindert die Uberaktivitdt von ATF4 und ist somit ein wichtiger Faktor in der
Regulation und Feinabstimmung der ISR. Kontrolliert wird die ATF4-Aktivitdt durch die
Dimerisierung von CHOP mit dem Transkriptionsfaktor C/EBPR. Fehlt CHOP, so kommt es zu
der Dimerisierung von C/EBPR mit ATF4, resultierend in einer weiteren, UberschieRenden
Induktion der ISR %,
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Ein Ende der zellularen Stressreaktion durch p-elF2a erfolgt unter anderem durch die
Aktivierung von GADD34 (growth arrest and DNA damage-inducible 34). GADD34 bedingt die
Dephosphorylierung von elF2a. Dadurch wird ein negativer Feedback-Mechanismus gebildet,
der die Inhibierung der globalen Translation durch das phosphorylierte elF2a stoppt und somit

die Zellfunktion schiitzt &°.

1.4  Zellulare Stressresistenz wahrend der kardialen Entwicklung

Das Herz ist bei Saugetieren das erste funktionale Organ wahrend der embryonalen
Entwicklung *°. Hierbei haben embryonale Kardiomyozyten eine hohe Proliferationskapazitét,
wodurch ein Gewebeschaden und Zellverlust durch Proliferation der verbleibenden Zellen
ausgeglichen und regeneriert werden kann %. Wahrend der intrauterinen Entwicklungsstadien
bendétigen Kardiomyozyten, trotz ihrer schnellen Proliferation, verhaltnismafig wenig ATP, das

%  Durch die starke Abnahme der

durch Glykolyse bereitgestellt werden kann
Proliferationskapazitat der Kardiomyozyten postnatal, wird das Wachstum des adulten
Herzens nahezu vollstéandig durch eine GréRenzunahme (Hypertrophie) der bestehenden
Kardiomyozyten bedingt *°. In humanen Kardiomyozyten ist dabei ein Zellumsatz von weniger
als 1 % pro Jahr beschrieben *’. Dieser postnatale Verlust der Proliferationskapazitat geht
auch mit einem Verlust der myokardialen Regenerationsfahigkeit nach Gewebeschaden wie
bei einem akuten Myokardinfarkt einher *. Ein herzspezifischer Knockout der Holocytochrom
C Synthase (Hccs) in der Maus konnte eine hohe Regenerationskapazitat des embryonalen
Herzens und gleichzeitig eine hohe Toleranz embryonaler Kardiomyozyten gegenuber eine
mitochondrialen Dysfunktion zeigen *®. Die Holocytochom C Synthase katalysiert die kovalente
Bindung von Ham und Cytochrom C bzw. C1. Das Enzym bindet Hadm und das Vorlauferprotein
Apocytochrom C und entlasst (Holo-)Cytochrom C und C1 als essentielle Bestandteile des

Komplex Il der Atmungskette *°

. Die Analyse verschiedener Stadien der embryonalen
Entwicklung heterozygoter Weibchen zeigte, bedingt durch eine deutliche Reduktion des Hccs
und Cytochrom C-Proteins, die zu erwartende, signifikante Reduktion der Aktivitdt von

%_ Weibliche Saugetiere haben zwei X-Chromosome pro Zelle,

Komplex 1ll im Herzen
wohingegen mannliche Sauger ein X- und ein Y-Chromosom besitzen. Um eine doppelte
Menge an Genprodukten weiblicher Sauger zu vermeiden, kommt es in jeder Zelle zu einer
zufalligen Inaktivierung entweder des paternalen oder des maternalen X-Chromsoms '®. Die
Holocytochrom C Synthase ist X-chromosomal lokalisiert, sodass es zu einer solchen
zufélligen x-chromosomalen Inaktivierung kommt, aus der die Entstehung eines
Gewebemosaiks resultiert. Bei heterozygoten Hccs-Knockout-Weibchen besteht somit in der
Embryonalphase nach der Halfte der intrauterinen Entwicklung (Tag 10,5 bei der Maus) ein
50:50-Verhaltnis gesunder Kardiomyozyten zu Kardiomyozyten mit mitochondrialer

Dysfunktion im Herzen. Fur hemizygote Mannchen und homozygote Weibchen ist der
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herzspezifische Hccs-Knockout bereits intrauterin letal. Heterozygote Weibchen Uberleben
trotz des myokardialen Gewebemosaiks bis ins Erwachsenenalter und zeigen zu allen
Zeitpunkten nur geringe histologische Veranderungen der kardialen Morphologie oder
Gewebehomdostase. Wahrend der Anteil an HCCS-defizienten Kardiomyozyten in der Mitte
der intrauterinen Entwicklung (Tag 10,5) in etwa 50 % betrug, reduzierte dieser sich im Laufe
der nachfolgenden Gestationsperiode bis zur Geburt auf 10 %. 90 % des Myokards im Herzen
neugeborener Hccs-Knockout-Weibchen werden somit durch die normale Kardiomyozyten-
Population gebildet. Diese relative Reduktion HCCS-defizienter Zellen beruhte dabei auf einer
kompensatorischen Hyper-Proliferation der gesunden Herzmuskelzellen, die eine deutlich
hdhere Teilungsrate im Vergleich zu einem Wildtyp-Herzen desselben Entwicklungsstadiums
zeigen. Vermehrte Apoptose der HCCS-defizienten Zellen zeigte sich keine. Die defekten
Zellen blieben daher auch im postnatalen und adulten Herzen heterozygoter Hecs-Knockout-
Weibchen noch nachweisbar . Weiterflihnrende Untersuchungen von HCCS-defizienten
Kardiomyozyten im embryonalen Herzen zeigten eine Induktion verschiedener Stress-
induzierter Signalwege. Es zeigten sich eine gesteigerte Aktivitat von Signalwegen wie der ISR
und der UPR™, die der Aufrechterhaltung der Proteinhomdostase dienen, sowie eine Induktion
antioxidativer Mechanismen und Mechanismen der Regulation bzw. der Inhibierung des
programmierten Zelltods (Apoptose). Nicht nachweisbar dagegen war ein Anstieg spezifischer
ER-Stress-Marker '°'. Diese in-vivo-Daten mit Hilfe des herzspezifischen Hces-Knockouts in
der Maus legen eine hohe Stressresistenz embryonaler Kardiomyozyten unter mitochondrialer
Dysfunktion nahe. Gegebenenfalls auf Grundlage verschiedener protektiver Signalwege und
Mechanismen, deren vermehrte Aktivitat bei HCCS-defizienten Kardiomyozyten
nachgewiesen werden konnten, Uberleben die embryonalen Kardiomyozyten so bis ins

Erwachsenenalter %'

Die genauere Charakterisierung der zelluldaren Stressantwort
undifferenzierter Kardiomyozyten im Gegensatz zu differenzierten Kardiomyozyten in vitro
erfolgte in einer nachfolgenden Studie der Arbeitsgruppe anhand kardialer H9¢c2- und HL-1-

102

Zelllinien . Wahrend H9c2-Zellen als undifferenzierte Kardiomyoblasten der Ratte

embryonalen Kardiomyozyten ahneln, entsprechen HL-1-Zellen (adulte Vorhof-
Kardiomyozyten der Maus) in ihren Eigenschaften eher den adulten Kardiomyozyten 03104,
Die Induktion einer mitochondrialen Dysfunktion erfolgte dabei mithilfe von Inhibitoren der
mitochondrialen Atmungskette. Wie auch der Hecs-Knockout greift Antimycin A an Komplex Il
der Atmungskette an und inhibiert den Elektronentransport zwischen Komplex Il und 1V. Die
Behandlung mit Antimycin A zeigte nur einen geringen Einfluss auf das Uberleben von H9c2-
Zellen "2, Wahrend die Proliferation von H9c2-Zellen durch Antimycin A nicht beeintréachtigt
war, induzierte die Komplex-llI-Inhibition in einem geringen Ausmal} einen Caspase-
unabhéangigen Zelltod. Im Gegensatz dazu flhrte Rotenon, ein Inhibitor von Komplex | der

Atmungskette, nahezu zu einem kompletten Zellzyklus-Arrest und der Induktion einer
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Caspase-vermittelten Apoptose %2,

In beiden Fallen zeigte sich ein deutlicher und
vergleichbarer Anstieg von ROS, der bei Behandlung mit Antimycin A im Gegensatz zu
Rotenon jedoch deutlich besser toleriert wurde. Dabei zeigten sich verschiedene antioxidative
Enzyme und Proteine wie SOD2, HO-1 und PRDX3 induziert '%. Wie auch die in-vivo-Studien
mittels des Hccs-Knockouts, zeigten mit Antimycin A und Rotenon behandelte H9c2-Zellen
eine Induktion zelluldrer, stress-assoziierter Signalwege wie der ISR und der UPR™ 02,
Western-Blot-Analysen zeigten die Induktion klassischer Marker wie ATF4 und dessen Zielgen
GADD34. Ebenfalls konnte ein Anstieg des Transkriptionsfaktors CHOP nachgewiesen
werden, der Bestandteil von ISR und auch UPR™ ist (siehe Abschnitt 1.3.3). Die differenzierten
HL-1-Zellen wiesen eine deutlich geringere Toleranz auf gegentber Antimycin A, nachweisbar
in Form eines Zellzyklus-Arrests und Zelluntergangs '°?. Dabei zeigten sie auch Unterschiede
in der Aktivitat der stressreaktiven Signalwege. ATF4 und CHOP wurden in HL-1-Zellen wie
auch in H9c2-Zellen als Reaktion auf eine Antimycin-A-Behandlung induziert. Andere an der
UPR™ beteiligte Proteine wie HSP60, ClpP oder das an der Hitzeschockantwort beteiligte
HSF1 wurden in mit DMSO behandelten HL-1-Zellen im Vergleich zu einer Antimycin-A-
Behandlung nicht verstarkt exprimiert. Unterschiede wurden jedoch im Vergleich mit H9c2-
Zellen bezuglich der Basisexpression von ATF4 und CHOP sichtbar, die in HL-1-Zellen
deutlich geringer war. Weitere Unterschiede in der Basisexpression zeigte sich in HL-1 Zellen
insbesondere in der verstarkten Expression antioxidativer Proteine und Enzyme wie SOD2,
SOD1 und PRDX3. Wahrend bei Betrachtung von ISR und UPR™ keine Unterschiede in der
Phosphorylierung von elf2a nachgewiesen wurden, kam es aul3erdem zu einer erhdhten
Expression von GADD34 und der mitochondrialen Protease ClpP. Auch HSF1 und die
Chaperone HSP70 und HSP60 zeigen eine vermehrte Basisexpression in HL-1-Zellen im
Vergleich zu H9c2-Zellen. Die Daten belegen damit Unterschiede nicht nur in Bezug auf das
Uberleben von HL-1-Zellen im Vergleich zu H9c2-Zellen, sondern auch in Bezug auf die
Stressreaktion bei Behandlung mit Antimycin A. Wesentliche Unterschiede zeigten sich
aullerdem insbesondere bei der Basisexpression verschiedener antioxidativer Mechanismen,
sowie Mechanismen zur Aufrechterhaltung der Proteinhoméostase wie der ISR/ UPR™ %2,

Neben derzeit gangigen therapeutischen Strategien bietet auch das Konzept der
Kardioprotektion Wege zur Reduktion der hohen Hospitalisierungs- und Mortalitdtsraten, die
durch kardiovaskulare Erkrankungen entstehen. Hierbei werden unter dem Begriff
Kardioprotektion eine Reihe von MalRnahmen, Eingriffen und Interventionen verstanden, die
Schaden an der Herzmuskulatur mindern oder verhindern und somit zum Erhalt einer
regelrechten, kardialen Funktion beitragen. In der Definition mit inbegriffen sind somit sowohl
therapeutische  Strategien  kardialer = Erkrankungen als auch  physiologische
Kompensationsmechanismen und Anpassungsvorgange des Herzens, die zu dessen Erhalt

beisteuern '°. Im klinischen Alltag verfolgen kardioprotektive Anséatze in der Regel das Ziel,
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pharmakologisch oder durch Interventionen eine Aktivierung oder Anregung protektiver
endogener Mechanismen 2zu bewirken. Viele Ansatze fur eine medikamentdse
Kardioprotektion blieben bisher jedoch ohne Erfolg, sodass ein genaueres Verstandnis der
moglichen kardioprotektiven Signalwege erforderlich ist '°. Als wichtiger Bestandteil der
Pathophysiologie kardialer Erkrankungen stellen Mitochondrien dabei einen wichtigen
Ansatzpunkt solcher Strategien dar '°. Neben kardioprotektiven Ansatzen im adulten Herzen
ergibt sich zudem die Frage, inwieweit die hohe Stresstoleranz und Plastizitat der embryonalen
Kardiomyozyten einen Einfluss auf die pranatale Herzentwicklung haben '%’. Von Bedeutung
sind dabei wahrend der intrauterinen Entwicklung unter anderem die Nutrition, die
Sauerstoffversorgung sowie maternale und fetale Hormone "%,

Der Einfluss der sich stadndig andernden intrauterinen Bedingungen beschrankt sich dabei
nicht nur auf die Entwicklung des Kindes im Uterus, sondern beeinflusst auch das Risiko fur
die Entwicklung verschiedener Erkrankungen im Erwachsenenalter, darunter kardiovaskulare
Erkrankungen und Risikofaktoren wie Hypertension, Diabetes mellitus Typ 2 und koronare
Herzerkrankung '8, Beispielsweise fiihrt eine chronische Hypoxie, wie sie unter anderem bei
Gestationsdiabetes, Praeklampsie oder entzindlichen Erkrankungen vorkommt, in
bestimmten Perioden der kardialen Entwicklung zur Apoptose der Kardiomyozyten. Dies kann
nicht nur einen direkten Einfluss auf das Herz haben, sondern auch im Erwachsenenalter zu

einer geringeren Widerstandsfahigkeit gegeniiber Ischamien des Myokards fiihren '%°.
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2, Ziele der Arbeit

Mit zunehmendem Alter kommt es in Saugerzellen zur Akkumulation mitochondrialer
Mutationen *°. Eine Einschrankung der mitochondrialen Funktion, die unter anderem mit einem
Mangel an ATP und der gesteigerten Bildung von ROS einhergeht ''°, kann in den
Kardiomyozyten zu einer kontraktilen Dysfunktion sowie apoptotischem oder nekrotischem
Zelltod fiilhren . Derartige Zellverluste kénnen durch eine lediglich eingeschrankte
Regenerationsfahigkeit im adulten Herzen nicht kompensiert werden, was in kardialen
Erkrankungen und Herzversagen resultiert (sieche Abschnitt 1.4) . Trotz vieler
Untersuchungen zum Thema Kardioprotektion, ist die Anwendung im klinischen Alltag bisher
erfolglos ''2. Um kardioprotektive Therapie-Anséatze zu etablieren, ist ein naheres Verstandnis
der molekularen Mechanismen erforderlich, die Uber das Ausmal} der Stresstoleranz und
damit das Uberleben der Kardiomyozyten entscheiden. Als zentrale Komponente zellulérer
Stressreaktionen kénnten Mitochondrien ein vielversprechendes Ziel solcher Strategien sein.
Einen moglichen Ansatz kann dabei die hohe Stress-Toleranz der embryonalen
Kardiomyozyten bieten, die im Rahmen des Hccs-Knockout-Models und durch die in-vitro-
Daten in kardialen Zelllinien gezeigt werden konnten (siehe Abschnitt 1.4).

In vivo-Versuche mit Hilfe des Hccs-Knockout-Models in der Maus zeigten eine hohe
Resistenz gegenuber einer metabolischen Dysfunktion durch eine mitochondriale
Funktionsstorung (siehe Abschnitt 1.4). Dabei kam es zu der Aktivierung verschiedener
zelluldrer Schutzmechanismen als antioxidativer Schutz und zum Erhalt der
Proteinhomdostase '°".

In-vitro-Versuche in kardialen Zelllinien zeigten, dass H9c2-Zellen eine mitochondriale
Dysfunktion bei der Inhibierung des Komplex Il besser tolerieren als HL-1-Zellen '°2. H9c2-
Zellen ahneln dabei als undifferenzierte Myoblasten embryonalen Kardiomyozyten, wahrend
HL-1-Zellen phanotypische Charakteristika adulter Kardiomyozyten besitzen. Bei Letzteren
kam es hingegen infolge einer mitochondrialen Dysfunktion zu massivem Zelluntergang.
Auch wenn H9c2-Zellen viele phanotypische Eigenschaften embryonaler Kardiomyozyten
besitzen, ist die Ubertragbarkeit auf primare Kardiomyozyten dennoch begrenzt. Die dem
ventrikularen Rattenherzen entsprungenen Zellen, weisen verglichen zu primaren
Kardiomyozyten einige Unterschiede auf. Die Eigenschaften der H9c2-Zellen entsprechen in
Morphologie und Genexpression, insbesondere bei haufiger Passage, zunehmend denen der
Skelettmuskulatur. Zudem haben H9c2-Zellen ihre Kontraktilitdt im Vergleich zu embryonalen
Kardiomyozyten verloren, was Auswirkungen auf den zellularen Metabolismus haben kann.
H9c2-Zellen weisen weder gap junctions auf, noch zeigen sich Caveolae, T-Tubuli oder
Mikrofibrillen mit einer organisierten Sarkomerstruktur, welche typische Eigenschaften
primarer Kardiomyozyten darstellen ', Diese Einschrankungen und Unterschiede miissen bei

der Interpretation von Daten aus H9c2-Zellen berlcksichtigt werden. Eine weitere haufig
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verwendete Zelllinie sind die immortalisierten und spontan kontrahierenden HL-1-Zellen aus
einem atrialen Tumor der Maus und aufgrund dessen bereits nicht direkt mit ventrikularen
Kardiomyozyten vergleichbar. HL-1-Zellen hingegen entsprechen phanotypisch eher adulten
Kardiomyozyten und sind aufgrund der gentechnischen Veranderung zu einer standigen
Proliferation in der Lage '®'"®, Adulte Kardiomyozyten hingegen proliferieren nicht, da dieser
proliferative Stress’ die Reaktion der HL-1-Zellen auf eine mitochondriale Dysfunktion
verandern konnte. Des Weiteren kann Beta Tubulin Il, vermutlich aufgrund ihres Ursprungs
aus einem kardialen Tumor, in HL-1-Zellen nicht nachgewiesen werden. Ein Fehlen des
zytoskelettalen Proteins, welches fir die mitochondriale Interaktion mit dem Zytoskelett der
Zelle relevant ist, kann zu einem abweichenden Verhalten in der Regulation der

mitochondrialen Atmung fiihren "*

. Die Untersuchungen legen nahe, dass embryonale
Kardiomyozyten Uber protektive Mechanismen verfigen, die bei fortschreitender
Differenzierung der Zellen verloren gehen und dadurch zu einer verminderten Stresstoleranz
adulter Kardiomyozyten filhren. Nichtsdestotrotz bleibt das Problem der Ubertragbarkeit
bisheriger Versuche an Zellinien, die sich in vielen Punkten von Primarzellen unterscheiden,
bestehen '*°.

Diesem Projekt liegt folgende Hypothese zugrunde:

1.) Embryonale Kardiomyozyten besitzen im Vergleich zu adulten Kardiomyozyten eine
hohe Stresstoleranz gegeniiber mitochondrialem und oxidativem Stress.

2.) Die unterschiedliche Reaktion auf Stress beruht dabei auf unterschiedlichen zellularen
Schutzmechanismen, die in terminal differenzierten Herzmuskelzellen verloren gehen.

Basierend darauf sollen unter anderem die folgenden Fragen beantwortet werden:

1.) Gibt es signifikante Unterschiede in Hinblick auf das Zelliberleben primarer
embryonaler und adulter Kardiomyozyten nach Induktion einer mitochondrialen
Dysfunktion?

2.) Welche molekularbiologischen Mechanismen koénnten fur mogliche Unterschiede
verantwortlich sein?

Ziel des Projektes ist es, die Stressantwort und den Zelltod in isolierten, kultivierten primaren
embryonalen und adulten Kardiomyozyten der Maus zu untersuchen.

Um die oben genannte Hypothese zu uberprifen, erfolgen nach der Induktion einer
mitochondrialen Dysfunktion durch Inhibitoren der Atmungskette Untersuchungen hinsichtlich
Zellmorphologie und -Uberleben, Kontraktilitat, der Produktion von ROS und molekularen
Stressantworten. Ein besonderes Augenmerk wird dabei, basierend auf vorausgegangenen
Untersuchungen, auf die Untersuchung der UPR™ und ihrer Downstream-Targets wie ATF4
und CHOP gelegt. Neben der UPR™ werden zudem die Heat-Shock-Response und die

antioxidativen Mechanismen zur Neutralisierung reaktiver Sauerstoffe untersucht.
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Eine genauere Charakterisierung der Unterschiede von zellprotektiven Mechanismen
zwischen embryonalen und adulten Kardiomyozyten kénnte therapeutische Angriffspunkte fur
eine verbesserte Stresstoleranz adulter Zellen bieten. Eine Reaktivierung solcher protektiven,
embryonalen Mechanismen kénnte als langfristiges Ziel das Uberleben adulter
Kardiomyozyten unter pathologischen Bedingungen verbessern und somit die Entstehung
kardiovaskularer Erkrankungen verhindern oder deren Verlauf verbessern. Die erworbenen
Erkenntnisse bieten zudem einen Einstieg in die Frage, welchen Einfluss die hohe
Stresstoleranz  und Plastizitdt der embryonalen Kardiomyozyten auf die pranatale
Herzentwicklung und die Entstehung von kindlichen Herzerkrankungen oder angeborenen
Herzfehlern haben. So kdnnte die hohe Stressresistenz des embryonalen Herzens erforderlich
sein, um sich an wechselnde intrauterine Bedingungen anzupassen und so eine regelrechte
kardiale Entwicklung zu ermdglichen. Dementsprechend konnten bestimmte pathologische
Bedingungen bei einer Uberschreitung der zelluldren Stressresistenz zu der Entwicklung

kindlicher Herzerkrankungen fihren.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Substanzen und Chemikalien

Tabelle 1: Substanzen und Chemikalien

Substanzen/ Chemikalien
2-Propanol (Isopropanol)

Acrylamid, 30%

Ammoniumpersulfat (APS)

Aqua Spillésung

Bromphenolblau

Bovines Serumalbumin (BSA)
Cumarinsaure

Ethanol
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
o-D(+)-Glukose Monohydrat
Glycerin, 99%

Glycin

Salzsaure (HCL), 37%

HEPES

HEPES (CCT-Medium)

KCL

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO,)
Luminol 97%

Methanol, >99,8%

MgSO, (7H20)

Milchpulver

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydroxid (NaOH)
Ziegenserum (Normal-Goat-Serum,
NGS)

Paraformaldehyd (PFA)

Natrium dodecyl sulfate (SDS), 99,5%

TEMED (N,N,N‘,N*-

Tetramethylethylendiamin)

Hersteller

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt
B. Braun, Melsungen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Roche, Rotkreuz, Schweiz
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Jackson ImmunoResearch USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Roche, Mannheim

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris)
Tris(hydroxymethyl)aminomethanchlorid
(Tris-HCL)

Triton X® 100

Tween® 20

Wasserstoffperoxid, 30%

3-Mercaptoethanol

3.1.2 Substanzen der Zellkultur

Tabelle 2: Substanzen der Zellkultur

Substanzen

Antimycin A (Kat.-Nr.: A8674)

Creatin (Kat.-Nr.: C3630)

Carnitin (Kat.-Nr.: C9500)
CaCl>-Dihydrat (Kat.-Nr.: C5670)
Collagenase Type 2 (Kat.-Nr.:
LS004177)

Cytosin-Arabinofuranosid (ARA-C) (Kat.-
Nr.: C1768)

Oligomycin (Kat. Nr.: O4876)

0,05% Trypsin-EDTA (Kat.-Nr.: 23500)
Taurin (Kat.-Nr.: T0625)
Trypanblau-Lésung, 0,4% (Kat.-Nr:
15250061)

Rotenon (Kat.-Nr.: R8875)

MEM Non-essential Amino Acid Solution
(x100) (Kat.-Nr.: M7145)

MEM (Egle's w/HBSS) (Kat. Nr.: BE12-
127F)

Na-Pyruvat (Kat.-Nr.: P5280)

Laminin (Kat.-Nr.: L2020)

L-Glutamin (Kat.-Nr.: G7513)

B&S Pen-Strep-Mix (BS.A 2213)
Penicillin-Streptomycin (Kat.-Nr.: 15070-
063)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(PBS) (Kat.-Nr.: 14190)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl-Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Hersteller

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Worthington, Kalifornien, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Gibco life technologies, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Gibco life technologies, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Lonza Group, Basel, Schweiz
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Bio&Sell GmbH, Feucht

Gibco life technologies, USA

Gibco life technologies, USA
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PBS Tabletten (Kat.-Nr.: 18912-014) Gibco life technologies, USA
Dulbecco’s Modified Eagle’s medium —

high Glucose (DMEM) (Kat.-Nr.: D6429) = Sigma-Aldrich, Steinheim
Dimethyl-Sulfoxid (DMSO) (Kat.-Nr.:

A3672) PanReac AppliChem, ITW Reagents
Fetal Bovine Serum (FBS) (Kat.-Nr.:
F7524) Sigma Aldrich, Steinheim

3.1.3 Maedien der Zellkultur
Tabelle 3: Medien der Zellkultur

H9C2-Zellen

Zellkulturmedium Penicillin/Streptomycin 1% (vIv)
Fetales Kalberserum (FBS) = 10% (v/v)
In DMEM

Adulte Kardiomyozyten

Ausplattiermedium CaClz-Dihydrat 2,5 mmol/L
NaCL 118 mmol/L
Na-Pyruvat 1,9 mmol/L
Glukose monohydrat D+ 5 mmol/L
Hepes 10 mmol/L
MgSOQO4 (7H20) 0,8 mmol/L
KCL 4,7 mmol/L
KH2PO4 1,2 mmol/L

Perfusionsmedium NaCL 100 mmol/L
Glukose monohydrat D+ 10 mmol/L
Hepes 25 mmol/L
MgSOs (7H20) 1,2 mmol/L
KCL 2,5 mmol/L
KH2PO4 1,2 mmol/L

Embryonale Kardiomyozyten

Kulturmedium FBS 10% (v/v)
Penicillin/Streptomycin 1% (vIv)
Nicht-essentielle 0,09% (v/v)
Aminosauren
In DMEM
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3.1.4 Puffer und Lésungen

Tabelle 4: Puffer und Losungen

Puffer und
Losungen
Western Blot
10% APS

5% BSA

ECL Lésung A

ECL Lésung B

5x SDS-Probenpuffer

5% Milch

10% SDS

SDS-Laufpuffer

Stripping-Puffer

1XTBS

1x TBS-T

Zusammensetzung

APS

in H20

BSA

In 1x TBST-T
Cumarinsaure

Luminol

In 0,1M Tris-HCL pH 8,8

H202 (30%)

In 0,1M Tris-HCL pH 8,8

Tris/HCI (pH 6,8)
Gylerol (87%)
SDS
3-Mercaptoethanol
Bromphenolblau
in 10ml H20
Milchpulver

In 1x TBS-T
SDS

in ddH20

Tris Base

Glycin

SDS

in ddH20O
Tris-HCL pH 6,8
SDS
3-Mercaptoethanol
in 100ml ddH.O
Tris

NaCl

in ddH20O (pH7,6)

Tween-20
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10% (w/v)

5% (w/v)

0,4mM
2,5mM

0,018% (v/v)

50mM
43,5% (vIv)
3% (w/v)

3% (vIv)
0,003% (w/v)

5% (w/v)
10% (w/v)
25mM
192mM
0,1% (w/v)
62,5 mM
2% (wiv)

0,7% (vIv)

50mM
150mM

0,1% (v/v)



In 1x TBS

Transferpuffer Tris 48mM

(Western Blot) Glycin 39mM
Methanol 20% (v/v)
In ddH0

Tris-HCL pH 6,8/8,8 Tris-HCI 1™

In ddH-0O, Einstellung des
pH 6,8/8,8 mit HCL

Immunfluoreszenz

Antikorperldsung BSA 1% (wW/v)
Triton-X-100 0,1% (v/v)
Tween-20 0,05% (v/v)
In 1x TBS

Blocking-Ldsung NGS 5% (viv)
In Antikorperlosung

4% PFA PFA 4% (w/v)
In 1x PBS

LDH-Assay (Tabelle 8)

LDH Reaction NAD* 1% (V/V)

Solution Milchsaure 1% (vIv)
INT 1% (v/Iv)

(Viv)

Rekonstituierte Diaphorase 1% (viv

In 9,6ml Assay Buffer

3.1.5 Gerite
Tabelle 5: Gerate

Gerate Hersteller

Airflow Controller AC3 Waldner, Wangen

Axio Observer Fluoreszenzmikroskop Carl Zeiss Microskopy, Jena,
Kamera Axiocam 503 mono Deutschland

Kamera Axiocam 305 color
Beleuchtungseinrichtung HXP 120 V
N-Achroplan 10x/0,25 Ph1 M27
LD A-Plan 20x/0,35 Ph1
Plan-Apochromat 20x/0.8 M27
N-Achroplan 40x/0,65 M27
Sanyo, Moriguchi
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Zellkultur- Brutschrank Sanyo MCO-20AIC

CO2

Fusion Solo S Imaging System
FiveEasy pH-Meter F20
Gefrierschrank GSS3201/56 (-20°C)

HERAFreeze HFU700TV (Gefrierschrank -

80°C)

Inkubator BD 115

Integra Pipetboy 2

Kuhlschrank RIU6092AW (Lagerung
Objekttrager Immunfluoreszenzen)
Kihlschrank iQ300 (Proteinanalysen,
Western Blot)
Langendorff-Apparatur

Safe Aspiration Station

gentleMacs™ Octo Dissociater with Heaters

(#130-096-427)

IKA® Rocker 2D digital (Wippschttler)
IKA® MS 3 basic (Kleinschdttler)
NanoPhotometer® NP80
Prazisionswaage PCB 3500-2

Pipetus®

Pioneer Feinwaage

Pipetten (10, 20, 100, 200, 1000, 5000ul)
Powerpac™ Basic

Mikro 22R, Tisch-Zentrifuge

Mini Protean® Tetra Cell System
Magnetrihrer MR Hei-Standard

ThermoMixer C
ThermoMixer F1.5

Vilber Lourmat, Collégien, Frankreich
Mettler Toledo, Columbus, USA
Robert Bosch GmbH, Minchen,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Asheville,
USA

Fa. Binder GmbH, Tuttlingen

Integra Biosciences, Zizers, Schweiz

Gorenje, Velenje, Slowenien

BSH Hausgerate GmbH, Minchen,
Deutschland

Eigenanfertigung in der Glasblaserei
des Institutes fur Anorganische und
analytische Chemie, Giel3en,
Deutschland

Gilson, Middelton, USA

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

IKA, Staufen, Deutschland

IKA, Staufen, Deutschland

IMPLEN, Westlake Village, USA
Kern & Sohn, GmbH Balingen,
Deutschland

Hirschmann Laborgerate GmbH,
Stuttgart

Ohaus, Parsippany, USA

Gilson, Middelton, USA

Bio-rad Laboratories, Hercules, USA
Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Bio-rad Laboratories, Hercules, USA
Heidolph Instruments, Schwabach,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Thermostatschrank TC 135 S

Thriller Thermomixer

Olympus SZX7 Lichtmikroskop
Rotina 38 Zentrifuge

Trans-Blot® Turbo transfer System
Sicherheitswerkbank HeraSafe™
VarioMAG® Electronikrihrer
VMSA-A Magnetrihrer mit Heizplatte

Wasserbad TW2.03
Waage SAC 62

3.1.6 Software und Online Programme

Tabelle 6: Software und Online Programme

Software

Adobe lllustrator CS6 16.0
Adobe Photoshop 2022 23.0
BioRender

Excel 16.71

Capture Edge

Image J

ZEN 2.3 Blue Software

3.1.7 Verbrauchsmaterial

Tabelle 7: Verbrauchsmaterial

Material

Pipettenspitzen 10, 20, 100, 200, 1000
Pipettenspitzen 5ml

Pipettenspitzen, gestopft

Cellstar® Tubes, 50ml, 15ml

Nunc Lab-Tek Kammerobjekttrager-System

8-Well
Deckglaser, 24 x 50 mm

Einmal-Kuvetten 1,5m/

Tintometer GmbH, Dortmund,
Deutschland

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen,
Deutschland

Olympus, Tokio, Japan

Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Bio-Rad, Miinchen

Thermo Fisher Scientific, USA

HP Labortechnik, Oberschlei3heim
VWR International, Darmstadt,
Deutschland

ELMI, Riga

Scaltec, Goéttingen, Deutschland

Entwickler

Adobe Systems, San José, USA
Adobe Systems, San José, USA
BioRender, Toronto, Canada
Microsoft, Redmond, USA

Vilber Lourmat, Collégien, Frankreich
Wayne Rasband (NIH)

Carl Zeiss Microscopy, Jena,

Hersteller

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Gilson, Middelton, USA

Nerbe plus, Winson, Deutschland
Greiner bio-one, Frickenhausen
Thermo Fisher Scientific, Asheville,
USA

Carl-Roth, Karlsruhe



Falcon™ Stabpipetten 1ml

gentleMACS C Tubes

MACS SmartStrainers, 70um
Micro-Amp® 96-Well Platten

Costar® Assay-Platten, Klare Boden (96-
Well)

Kimtech Préazisionswischtiicher

Nitrocellulose Membran, Porengré3e 45um

Nunc™ Kryordhrchen

Parafilm® Verschlussfolie

ReaktionsgefalRe 0,5ml, 1ml, 2ml|

SafeSeal Reaktionsgefale, 1,5ml, 2ml, 5ml
Serologische Pipette, steril, 5ml, 10ml, 25ml
Schlauchfolie

Skalpelle

Stabpipetten 10mi, 25ml

Siebgewebe aus PA 6.6 (Polyamid 6.6,
Nylon) Maschenweite 30um, 20 x 29cm
Vasco® Nitril Handschuhe

Whatman® Chromatographie Papier
Zellkulturflasche 75cm?

Zellkultur Multiwell-Platten, 6-Well
Zellkultur Multiwell-Platten, 12-Well
Zellschaber S

3.1.8 Kits
Tabelle 8: Kits
Kit

DC Protein Assay Il (Kat.Nr.:500-0112)
MitoSOX™ Red mitochondrial superoxide

indicator (Kat.Nr.: M36008)

BRAND GmbH, Wertheim,
Deutschland

Thermo Scientific, Waltham, USA
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Applied Biosystems, Waltham, USA
Corning, USA

Kimberly-Clark® Professional, Dallas,
USA

GE Healthcare, Minchen

Thermo Fisher Scientific, Asheville,
USA

Bemis Company, Neenah, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Greiner bio-one, Frickenhausen
Greiner bio-one, Frickenhausen
Th. Greyer, Renningen, Deutschland
B. Braun, Melsungen, Deutschland
Greiner Bio-One, Kremsminster,
Austria

Reichelt Chemotechnik GmbH,
Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland
GE Healthcare, Miinchen

Greiner bio-one, Frickenhausen
Greiner bio-one, Frickenhausen
Greiner bio-one, Frickenhausen
TPP, Schweiz

Hersteller

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Life Technologies, USA
Thermo Fisher Scientific, USA
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MitoProbe™ TMRM Assay-Kit (Kat. Nr.:
M20036)

LDH Cytotoxicity Assay Kit (Kat.-Nr.:
601170)

Neonatal Heart Dissociation Kit, mouse &
rat (Kat.-Nr.: 130-098-373)

ITM

SuperSignal™ West Femto Maximum

Sensitvity Substrate (Kat. Nr.: 34095)

Cayman Chemical, USA

Miltenyi Biotec

Thermo Fisher Scientific, USA

3.1.9 Primare Antikorper fiir Western Blot und Immunfluoreszenz

Tabelle 9: Primare Antikorper fur Western Blot und Immunfluoreszenz

Antikorper Hersteller Kat.-Nr. Spezie | Western Blot Immunfluoreszenz
S Verdinnung BSA/Milch Verdinnung
a-Actinin Sigma A7811 Mouse 1:800
ATF4 Cell 11815 Rabbit | 1:1000 5%BSA/TBS | 1:200
signaling T
ATF5 abcam Ab18492 | Rabbit | 1:2000 5%Milch/TB | 1:500
3 ST
BiP Cell 3177 Rabbit | 1:1000 5%BSA/TBS
(GRP78) Signaling T
CHOP Cell 5554 Rabbit | 1:1000 5%BSA/TBS
signaling T
CLpP Sigma WHO0008 | Mouse | 1:1000 5%Milch/TB
192M1 ST
Cox IV Cell 11967 Mouse | 1:1000 5%BSA/TBS
Signaling T
elF2a Cell 2103 Mouse | 1:1000 5%BSA/TBS
Signaling T
p-elF2a Cell 3398 Rabbit | 1:1000 5%BSA/TBS
(Ser51) Signaling T
GADD 153 | Santa sc-575 Rabbit 1:200
(CHOP) Cruz
GADD 34 Santa sc-8327 Rabbit | 1:000 5%Milch/TB
Cruz ST
GAPDH Thermo MA Mouse | 1:50.000 5%Milch/TB
Fisher 16757 ST
Ho-1 Abcam AB13243 | Rabbit | 1:2000 5%Milch/TB
ST
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HSF1 Cell 4356 Rabbit | 1:1000 5%BSA/TBS | 1:500
Signaling T
HSP60 Cell 4870 Rabbit | 1:20.000 5%BSA/TBS | 1:1000
Signaling T
Nkx2.5 Santa Sc-14033 | Rabbit 1:500
Cruz
NRF2 Santa sc-722 Rabbit | 1:500 5%Milch/TB | 1:200
Cruz ST
Ki67 Thermofis | 14-5698- | Rat 1:500
her 82
p38 MAPK | Cell 8690 Rabbit | 1:1000 5%BSA/TBS
Signaling T
p-p38 Cell 4511 Rabbit | 1:1000 5%BSA/TBS | 1:1600
MAPK Signaling T
PMPCB Proteintec | 16064-1- | Rabbit | 1:1000 5%Milch/TB
h AP ST
PRDX3 Proteintec | 10664-1- | Rabbit | 1:5000 5%Milch/TB
h AP ST
PRDX-SO3 | Abcam Ab16830 | Rabbit | 1:2000 5%Milch/TB
ST
SOD2 Proteintec | 24127-1- | Rabbit | 1:5000 5%Milch/TB | 1:200
h AP ST
Tubulin Sigma T9026 Mouse | 1:5000 5%Milch/TB
ST
Vinculin Sigma V9131 Mouse | 1:5000 5%Milch/TB
ST
YME1L1 Proteintec | 11510-1- | Rabbit | 1:1000 5%BSA/TBS
h Ap T

3.1.10 Sekundare Antikorper fiir Western Blot und Immunfluoreszenz

Tabelle 10: Sekundare Antikorper fir Western Blot und Immunfluoreszenz

Antikorper Verdiinnung Hersteller und
Katalognummer

Western Blot

Anti-Mouse 1gG, HRP linked 1:2000 in 5%  Cell Signaling Technology ,
Milch/TBST 7076S
Anti-Rabbit IgG, HRP linked 1:2000 in 5%  Cell Signaling Technology,

Milch/TBST 70748
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Immunfluoreszenz

Alexa Fluor® 488 goat Anti-Mouse = 1:500 Life Technologies, A11029
Alexa Fluor® 555 goat Anti-Rabbit = 1:500 Invitrogen, A21428
Alexa Fluor™ Plus 555 goat Anti-  1:500 Invitrogen, A32732
Rabbit
Alexa Fluor® 488 goat Anti-Rabbit ~ 1:500 Invitrogen, A11008
Alexa Fluor® 555 goat Anti-Rat 1:500 Invitrogen, A21434
DAPI 1:100 Carl Roth, 6335.1
3.1.11 Inhibitoren
Tabelle 11: Inhibitoren
Material Hersteller

cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail

Roche, Rotkreuz, Schweiz

phosSTOP™ Phosphatase Inhibitor

Roche, Rotkreuz, Schweiz

3.1.12 GroBRenstandards Western Blot
Tabelle 12: GroRenstandards Western Blot

GroRenstandard

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

3.1.13 Deckfliissigkeit Inmunfluoreszenz

Tabelle 13: Deckflissigkeit Immunfluoreszenz

Hersteller
Thermo Fisher Scientific, USA

Material

Hersteller

Prolong™ Gold Antifade Mountant

Invitrogen, Carlsbad, USA

3.2  Aligemeine Methoden der Zellkultur

Zur Vermeidung von Kontamination wurden alle Schritte zur Kultivierung der Zelllinien und
primar Zellen an einer sterilen Sicherheits-Werkbank mit sterilen Medien, Materialen und
Lésungen durchgefiihrt. Die Inkubation der embryonalen Kardiomyozyten und der Zelllinien
erfolgte unter konstanten Bedingungen bei 37°C und 5% CO.. Eine Ausnahme stellten einige

Schritte bei der Inkubation adulter Kardiomyozyten dar, und diese werden in Punkt 3.4.1

beschrieben.
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3.3  Arbeiten mit H9c2-Zellen

3.3.1 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Verwendet wurden die aus der Ratte stammenden H9c2 Kardiomyoblasten von ATCC
(American Type Culture Collection, Virginia, USA, Kat. Nr. CRL-1446). Zur Langzeitlagerung
der Zellen wurden diese in flissigem Sickstoff aufbewahrt. Um dies zu ermdéglichen wurde
dem Kulturmedium DMSO (Dimethylsulfoxid) als Frostschutzmittel beigefuigt. Um Diffusion des
DMSO in die Zellen zu gewahrleisten und seine Zytotoxizitat zu verhindern, wurden diese
langsam und schrittweise gekuhlt. Durch das Eindringen des DMSO in die Zellen werden die
Gefriereigenschaften verandert und damit die Bildung von Eiskristallen minimiert. Die Zellen
wurden 7 Minuten lang bei 22°C und 1250 rpm zentrifugiert und im Anschluss in 1ml DMEM
mit Zusatz von 5% DMSO resuspendiert. Es erfolgte zunachst das Einfrieren bei -80°C worauf
eine Langzeitlagerung in flissigem Stickstoff (-196°C) in Kryoréhrchen folgte.

Zum Auftauen der Zellen wurden diese zunachst aus dem flussigen Stickstoff entnommen,
zugig bei 37°C aufgetaut und anschlie@end in vorgewarmtem Kulturmedium aufgenommen
und resuspendiert. Die Zellsuspension wurde im Anschluss fliir 7 Minuten bei Raumtemperatur
und 1250 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und durch frisches
Kulturmedium ersetzt. Es folgte die Uberfiihrung in eine 75 cm? Zellkulturflasche mit
vorgelegtem Medium und die Kultur bei 37°C und 5% CO:..

Nach 2 bis 3 Tagen wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde das Medium abgesaugt und
die Zellkulturflasche einmalig mit PBS gewaschen. Durch die Zugabe von 0,05%igem Trypsin-
EDTA fur 5 Minuten bei 37°C wurden die Zellen vom Flaschenboden geldst. Es erfolgte die
Bestimmung der Zellzahl mit Trypanblau im Verhaltnis 1:1 in der Neubauerzahlkammer unter
dem Lichtmikroskop. Die Aussaat in eine neue Zellkulturflasche erfolgte nach Zellzdhlung mit
1,5 x 10° Zellen in 15 ml Zellkulturmedium. In Vorbereitung auf Versuche wurden die Zellen
nach Trypsin-Ablésung auf die entsprechenden Zellkultur-Formate tGberfuhrt. Fir eine 12 Well

Platte mit einer Wachstumsflache von 3,9 cm? pro Well wurden 5 x 10* Zellen ausgesét.

34 Primarzellen

3.4.1 Versuchstiere

Zur Isolation embryonaler und neonataler Kardiomyozyten wurden Wildtyp-Mause vom Stamm
C57BL/6J bezogen von Charles River verwendet. Die Haltung erfolgte in der
Versuchstierhaltung des Physiologischen Instituts der Justus-Liebig-Universitat. Gehalten
wurden die Tiere in einer offenen Haltung in Filter-Topnin-Ké&figen zur Reduktion von
Pathogen-Exposition. Die Haltungsbedingung der Mause umfasste einen Tag-Nacht
Rhythmus von 14/10 Stunden. Futter und Wasser war jederzeit frei zuganglich. Die
Verpaarung erfolgte im Alter der Weibchen von 2-6 Monaten im Verhaltnis 1 Weibchen und 1

Mannchen flir 3 Nachte. Die Mause lebten in Gruppen von maximal 5 Tieren pro Kafig, die
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verpaarten und potentiell trachtigen Weibchen wurden nach Verpaarung einzeln gehalten. 10
Tage nach Trennung der Verpaarung wurde die Trachtigkeit mittels auflierer Inspektion und
Tastbefund ermittelt. Die Praparation von insgesamt 285 Embryonen und Fdéten (4-10 pro
Muttertier) erfolgte am 12.0-14.0 Tag nach Befruchtung.

Die Praparation der Embryonen im letzten Drittel der Trachtigkeit ist laut Tierschutzgesetz
genehmigungspflichtig und wurde vom Regierungsprasidium Giel3en unter dem Aktenzeichen
vV 54 - 19 ¢ 20 15 h 01 GI 2012 Nr. G 49/2017 und
V 54 - 19 ¢ 20 15 h 01 GI 20/12 Nr. G 47/2020 genehmigt. Die Praparation neonataler
Kardiomyozyten von insgesamt 14 Versuchstieren erfolgte 1-2 Tage nach der Geburt. Fur die
Generierung adulter Kardiomyozyten wurden 12 Wildtyp Mause vom Stamm C57BL/6J von
Charles River im Alter von im Schnitt etwa 6-10 Monaten verwendet, die als Eigenaufzucht in
der Tierhaltung des Physiologischen Instituts der Justus-Liebig-Universitat aufgezogen
wurden. Die Entnahme der Organe/Herzen neonataler und adulter Mause wurde zu
wissenschaftlichen Zwecken durch interne Tétungsanzeige bei den Tierschutzbeauftragten
der JLU angezeigt (JLU Nr. 702 M).

3.4.2 Laminin-Beschichtung in Vorbereitung auf die Praparation der Priméarzellen

In Vorbereitung auf die Praparation embryonaler, neonataler und adulter Kardiomyozyten
erfolgte 24 Stunden vor Aussaat der Zellen auf die entsprechenden Wachstumsflachen die
Beschichtung mit Laminin. 48 pl Laminin (Sigma L2020) wurde mit 4 ml PBS aliquotiert und
bei -20° gelagert. Das Auftauen von Laminin erfolgte langsam auf Eis. Die Beschichtung
erfolgte in einer Konzentration von 12 pl/ml in 1x PBS. Die Arbeitsvolumina entsprachen 1 ml
bei einer 6-Well Platte, 500 pl bei einer 12-Well Platte und 250 pl bei der Verwendung eines

Kammerobjekttragers.

3.4.3 Isolation und Kultivierung adulter Maus-Kardiomyozyten

Die Isolation adulter Kardiomyozyten erfolgte in Kooperation mit dem Physiologischen Institut
der Justus-Liebig-Universitat. Angewandt wurde die Methode nach Piper et al., 1982 zur
Isolation ventrikularer Kardiomyozyten. In Vorbereitung auf die Praparation wurde das
Ausplattiermedium im Brutschrank bei 37°C erwarmt. Die Praparation erfolgte mit Hilfe der
Langendorff-Perfusionsanlage die zunachst mit Perfusionsmedium gespult, luftblasenfrei
aufgefullt und auf 37°C vorgewarmt wurde. Die Tétung der 3 bis 6 Monate alten Tiere erfolgte
nach deren Betdubung mit Isofluran per zervikaler Dislokation. Zur Entfernung des Herzens
aus der Brusthoéhle wurde der Thorax innerhalb von 3 Minuten eréffnet und das Herz in 4°C
kalte isotonische NaCl-Losung gebracht. Es folgte die Entfernung von Geweberesten
umliegender Strukturen. Die Aorta wurde kandiliert und in die Langendorff-Perfusionsanlage

eingebunden. Um Ruckstande von Blut zu entfernen, erfolgte zunachst die Spulung mit 5ml
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Perfusionsmedium. Im Anschluss folgte die Perfusion mit rezirkulierendem Perfusionsmedium
mit 2.4 mg/ml Kollagenase fur 25 Minuten bei 37°C. Das Herz wurde anschliel3end oberhalb
der Ventrikel abgesetzt, so dass Vorhofe und Ausflusstrakt entfernt wurden und somit von der
Langendorff-Aparatur entfernt. Das manuell mit Hilfe von Skalpellen zerkleinerte Gewebe
wurde erneut fur finf Minuten im kollagenasehalten Perfusionspuffer bei 37°C inkubiert.
Mechanisch wurde der Verdau durch das resuspendieren mit einer Pipette unterstiitzt. Die
Suspension wurde durch ein Nylonnetz der PorengréRe 200 um gefiltert und danach fiir eine
Minute bei 20 x g zentrifugiert. Danach folgten 4 Inkubations- und Zentrifugationsschritte mit
schrittweise Erhéhung der Calciumkonzentration, um die Zellen so langsam an die
Calciumkonzentration des Ausplattiermediums zu gewdhnen. Der Uberstand wurde dafiir nach
jedem Zentrifugations-Schritt abgesaugt und die Zellen in Perfusionsmedium in aufsteigenden
Konzentrationen mit 125 pM, 250 uM, 500 uM und 1 mM CaCl; resuspendiert. Nach der letzten
Zentrifugation wurden die Zellen in Ausplattiermedium resuspendiert, auf Laminin-
beschichtete Zellkulturschalen gleichmafig verteilt und bei 37°C und 5,5% CO; inkubiert. Die
Behandlung mit Antimycin A und die entsprechenden Versuche erfolgte noch am selben Tag,

anderthalb Stunden nach dem ausplattieren.

3.4.4 Isolation und Kultivierung embryonaler und neonataler Maus-Kardiomyozyten

Die Praparation der embryonalen und neonatalen Kardiomyoyten erfolgte anhand eines
standardisierten Protokolls mit dem gentleMACS™ Octo Dissociaters und dem Neonatal Heart
Dissociation Kit (Miltenyi Biotec). In Vorbereitung auf die Praparation wurden Zellkulturplatten
24 Stunden zuvor mit Laminin beschichtet (Siehe Abschnitt 3.4.2) und bei 37°C und 5% CO:
gelagert. Die Praparation von Embryonen und Foéten erfolgte am 11.5-14.0 Tag nach
Befruchtung. Die Tétung des Muttertieres erfolgte durch zervikale Dislokation. Im Anschluss
wurde die Bauchhohle eréffnet und die Embryonen freigelegt. Die Entnahme der Herzen der
Embryonen erfolgte in 4°C kaltem PBS. Die Praparation der embryonalen Herzen erfolgte
unter Entfernung der Vorhéfe und des Ausflusstraktes, sodass nur das ventrikulare Myokard
fur die Zellisolation genutzt wurde. Die Praparation neonataler Mause erfolgte 1-2 Tage nach
der Geburt durch Dekapitation. Wie auch bei den embryonalen Kardiomyozyten erfolgte die
entnahme der Herzen in 4°C kaltem PBS unter Entfernung der Vorhdéfe und des
Ausflusstraktes. Die bereits entnommenen Herzen wurden bis zum Ende der letzten
Praparation in kaltem 1xPBS gelagert und anschlieRend alle zusammen mit 2,5 ml eines
Enzym-Gemisches (entsprechend des Neonatal Heart Dissociation Kit, Miltenyi) in ein
gentleMACS C-Tube (Miltenyi) gegeben. Wahrend einer Isolation wurden so 4 bis 10 Herzen
zusammen verdaut. Das Tube wurde in den ,Dissociater” zur zusatzlichen mechanischen
Zerkleinerung eingespannt und das standardisierte Programm 37C_mr_NHDK1 ausgewahlt.

Wahrend der mechanischen und enzymatischen Dissoziation wurde die Temperatur der
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Suspension durch ein Heiz-Aggregat konstant auf 37°C gehalten. Zum Stoppen der
enzymatischen Reaktion wurden nach dem Ende des Programms 7,5ml vorgewarmtes
Kulturmedium (siehe Tabelle 3) zur Zellsuspension gegeben. Nach dem Mischen der
Suspension wurde diese mit dem Smartstrainer (Porengréf3e 70um, Miltenyi), um unverdaute
Gewebereste zu entfernen und in ein neues Gefald Uberflhrt. Nach 5-mindtiger Zentrifugation
bei 600 RCF wurde der Uberstand entnommen und die Zellen in frischem Kulturmedium
resuspendiert. Es erfolgte das Ausplattieren auf Laminin beschichteten Platten. Die Zellen
wurden bei 37°C bei 5% CO: kultiviert und nach 24 Stunden mit dem entsprechenden Inhibitor
behandelt.

3.5 Bestimmung von Zellviabilitat und Zytotoxizitat

Mithilfe der Phasenkontrastmikroskopie und des Axio Observer 7 Mikroskopes (Zeiss) erfolgte
zunachst eine Beurteilung von Konfluenz, Zelldichte, Adharenz, Morphologie und Kontraktion.
Dies diente einer ersten Einschatzung von Zellviabilitat und Toxizitat der verwendeten
Inhibitoren. Als mogliche Anzeichen fir einen Untergang der Zellen wurde auf eine
verminderte Konfluenz bzw. Zelldichte, schwimmende, nicht mehr adharente und abgerundete
Zellen, sowie eine Abnahme der Kontraktion geachtet. Zu weiteren Objektivierung erfolgten

die nachfolgenden Untersuchungen.

3.5.1 LDH-Assay

Beim Verlust der Zellintegritat wird das zytosolische Enzym Lactatdehydrogenase (LDH)
freigesetzt, welches die Reaktion von Pyruvat zu Lactat katalysiert. Kommt es zur
Permeabilisierung der Zellmembran, wird es somit in das Kulturmedium freigesetzt, wo es eine
Beurteilung des Umfangs des Zellunterganges zulasst. Zur Bestimmung der LDH-Aktivitat
wurde das LDH Cytotoxicity Assay Kit entsprechend des Protokolls des Herstellers (Cayman
Chemical) verwendet. In Vorbereitung auf die Untersuchung erfolgte zunachst das Lésen der
Assay Buffer Tablette (Cayman Chemical, Kat. Nr. 10009322) in 100ml destilliertem Wasser.
Die enthaltene LDH-Diaphorase (Cayman Chemical, Kat. Nr. 10009318) wurde in 150yl
Wasser gelost. Die Reaktion beruht auf zwei Schritten. Zunachst katalysiert LDH die Reduktion
von NAD* zu NADH und H* durch die Oxidation von Lactat zu Pyruvat. Danach wird das
entstandene NADH und H+ von der LDH-Diaphorase genutzt, um die Reduktion von

Tetrazolium Salz (INT) zu Formazan zu katalysieren (Siehe Abbildung 7).
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Geschadigte Zelle

Lactatdehydrogenase

Lactat » Pyruvat

NAD* NADH + H*

N

Tetrazoliumsalz > Formazan

LDH-Diaphorase

Abbildung 7: LDH-Assay zur Beurteilung von Zellviabilitidt und Zytotoxizitét

Zur Beurteilung der Zellviabilitat und Zytotoxizitat verschiedener Inhibitoren der Atmungskette wurde ein
LDH-Assay verwendet. Das bei der durch die Lactatdehydrogenase katalysierten Reaktion entstandene
NADH + H* wird von der LDH-Diaphorase zur Umwandlung von Tetrazoliumsalz zu Formazan genutzt.
Die Absorption des Formazan kann im Anschluss bei 490nm gemessen werden (erstellt mit
BioRender.com).

Die Absorption von Formazan lasst sich bei einer Wellenlange von 490nm messen. Die Hohe
der Absorption korreliert dabei mit der Héhe der LDH-Aktivitat im Zellkultur-Uberstand und
damit mit der Freisetzung aus den Zellen. Die zu untersuchenden Proben entstammen dem
Zellkulturiberstand embryonaler Kardiomyozyten behandelt mit Rotenon (10 uM), Oligomycin
(5 pM), Antimycin A (50 yM) und der Tragersubstanz DMSO in aquivalenten Volumina als
Kontrollgruppe Uber 24 Stunden ausgesat auf 8-Well Kammerobjekttragern mit einem
Arbeitsvolumen von 250 pl. Der Uberstand wurde bis zur Messung bei -80°C gelagert. Das
aufgetaute Kulturmedium wurde zunachst bei 400 x g fur 5 Minuten zentrifugiert, um
schwimmende Zellen zu pelletieren und aus der Messung zu entfernen. Im Anschluss wurden
je 100 pl der Proben in ein Well einer 96-Well Platte pipettiert. In 2 Wells erfolgte das
pipettieren von Kulturmedium ohne Zellkontakt zur Hintergrundkontrolle, sowie 2 Wells mit
einer im Kit enthaltenen LDH-Positivkontrolle. In zwei Wells erfolgte zudem die Zugabe von 20
bl des zytotoxischen 10% Triton X-100 fir eine maximale Freisetzung von LDH. Es erfolgte
die Zugabe von je 100 pl der LDH reaction solution (Tabelle 4) des LDH Cytotoxicity Assay Kit
(Cayman Chemical) pro Well. Im Anschluss wurden die Proben fiir 30 Minuten bei 37°C. Es

erfolgte die Messung von 4 Proben je Inhibitor in Doppelbestimmung im Plate-Reader bei einer
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Absorption von 490nm. Die gemessenen Werte der Hintergrundkontrolle (Kulturmedium ohne
Zellkontakt) wurde von denen der Proben subtrahiert und im Anschluss der Mittelwert
innerhalb der Behandlungs- bzw. Kontrollgruppen gebildet.

Der entsprechende Mittelwert der Behandlungsgruppe wird als x-fache Anderung gegeniiber

der DMSO-Kontrollgruppe (definiert als 1) dargestellt.

3.5.2 Bestimmung der Kontraktilitit embryonaler Kardiomyozyten

In Vorbereitung auf die Kontraktilitatsmessung wurden embryonale Kardiomyozyten auf
Laminin beschichteten 8-Well Kammerobjekttragern, mit einer Wachstumsfléache von 0,8 cm?,
ausgesat. Uber Nacht wurden die Zellen bei 37° und 5% CO; inkubiert und anschlieRend mit
50uM Antimycin A und DMSO in aquimolarer Menge behandelt. Zur Beurteilung der
Kontraktilitat embryonaler Kardiomyozyten und damit einem Teil ihrer Funktionalitat unter
mitochondrialer Dysfunktion wurden Video-Aufnahmen mithilfe des
Phasenkontrastmikroskops (Axio Observer, Zeiss) erstellt. Fir die Videoaufnahmen wurde ein
10x Objektiv (0,25 NA) und die Axiocam 305 genutzt. Fur die Behandlungs- und Kontrollgruppe
wurden die Zellen in jeweils 4 Kammern ausgesat. Pro Kammer wurden so 4 Videoaufnahme
von circa 20 Sekunden Dauer erstellt. In der ZEN 2.3 pro Software (Zeiss) konnten im
Anschluss mithilfe eines Rasters von 10x10 die Anzahl kontraktiler Bereiche Antimycin A
behandelter Zellen mit der DMSO-Kontrolle verglichen werden (Siehe Abbildung 8). Jedes
Feld bzw. Quadrat wurde auf eine sichtbare Kontraktion hin untersucht und die Anzahl der
kontraktilen Felder gezahlt. Die Auswertung der Aufnahmen erfolgte als Mittelwert der

kontraktilen Felder pro Well.
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Abbildung 8: Beurteilung der Kontraktilitdt Antimycin A behandelter embronaler
Kardiomyozyten

Die Beurteilung der Kontraktilititt embryonaler Kardiomyozyten erfolgte mithilfe der ZEN 2.3 pro
Software (Zeiss). Auf zuvor erstellte Videoaufnahmen der kontrahierenden Zellen konnte ein Gitter aus
100 Feldern gelegt werden. Gezahlt wurden im Anschluss alle Felder, die sichtbar kontrahierende Zellen

zeigten.

3.5.3 MTT-Assay

Ein MTT-Assay ist eine kolorimetrische Reaktion und bietet eine indirekte Moglichkeit der
Zellzahlbestimmung zur Messung von Wachstum und Zelliberleben. So kann unter anderem
die Zytotoxizitat verschiedener Inhibitoren bei in-vitro-Behandlung beurteilt werden ''®. Das
Assay basiert dabei auf MTT, dem sogenannten 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide — ein Tetrazolium Salz das im Rahmen des Experimentes von
lebenden Zellen in Formazan umgewandelt wird, der anhand eines blauen Farbumschlags
messbar wird. Die Umwandlung von MTT zu MTT-Formazan kann durch mitochondriale
Dehydrogenasen und Oxidoreduktasen, sowie Elektronendonatoren wie NAD(P)H erfolgen
16117 Diese kolorimetische Reaktion setzt eine metabolische Aktivitat der Zellen voraus und
kann indirekt einen Hinweis flr die Viabilitat und Anzahl der Zellen bieten "°.

Zur Durchfliihrung eines MTT-Assays erfolgte die Aussaat der Zellen auf 12-Well-Platten. 24
Stunden nach Kultivierung der Zellen wurden diese mit der entsprechenden Konzentration der
verschiedenen Inhibitoren oder der Tragersubstanz DMSO in aquivalenter Menge als

Kontrollgruppe behandelt. Zum 24 und 48 Stunden Zeitpunkt wurde das alte Medium vorsichtig
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abgesaugt und durch 450 pl neuen Mediums mit 50 yl MTT (5mg/ml in PBS) pro Well hinzugeflgt.
Im Anschluss erfolgte die Inkubation fir 1,5 Stunden bei 37°C. Nach Absaugen des Medius
zusammen mit dem MTT wurde 1ml MTT-Lysis-Puffer hinzugegeben. 5 Minuten spater wurde die
Losung in Reaktions-Gefalle gegeben. Es folgte die Zentrifugation der Losung fir 2 Minuten bei
13.300 Umdrehungen/min. Die Messung der Extinktion des Uberstandes erfolgte photometrisch
bei 570nm mithilfe des NanoPhotometer® NP80. Die Aussaat erfolgte in Triplikaten deren

Mittelwert bestimmt wurde.

3.6 Proteinbiochemische Untersuchungen

3.6.1 Proteinisolation

Fir eine Proteinextraktion der H9c2-Zellen fur Western Blot Analysen wurde eine 6-Well Platte
mit einer Wachstumsflache von 9,6 cm? und einer Aussaat von 2 x 10° Zellen genutzt.
Embryonale und adulte Kardiomyozyten wurden ebenfalls auf eine 6-Well Platte mit einer
Wachstumsflache von 9,6 cm? ausgesat, die Zellen einer Isolation wurden dazu in ihrem
Medium resuspendiert und mit einem Arbeitsvolumen von 3 ml gleichmaRig auf die Wells
verteilt. Zur Isolation von Proteinen der auf 6-Well Platten kultivierten Kardiomyozyten, wurden
diese zunachst mit kaltem 1x PBS gewaschen. Die anschliefenden Schritte erfolgten auf Eis.
Die Zellen wurden mit 50ul Cell-lysis-Puffer (Cell Signaling Technologies) pro Well, versetzt
mit einem Protease- und Phosphatase Inhibitor (Roche), behandelt und fur 5 Minuten inkubiert.
Mit einem Zellschaber wurden die Zellen abgetragen und das Lysat in gekihlte Reaktions-
Gefalde uberfuhrt. Es erfolgte die Zentrifugation der Proben in einer zuvor auf 4°C gekuhlten
Zentrifuge fur 10 Minuten bei 14.000 rpm um Zellreste zu pelletieren. Anschlielend wurde der
Uberstand abgenommen und in neue Reaktions-GefaRe (berfiihrt. Die Proben wurden zur

Langzeitlagerung bei -80°C eingefroren.

3.6.2 Proteinbestimmung nach Lowry

Zur quantitativen Bestimmung der Proteinkonzentration der Zell-Lysate, wurde die
kolorimetrische Methode nach Lowry '*® mit Hilfe des DC™ Protein Assays der Firma Bio-Rad
angewandt. Wahrend eines zweistufigen Prozesses kommt es in Abhangigkeit der
vorhandenen Proteinmenge zu einer unterschiedliche starken, blauen Farbentwicklung, deren
Extinktion photometrisch gemessen werden kann. Bei jeder Protein-Bestimmung wurde eine
Standardreihe mit Bovinem Serumalbumin (BSA) verdinnt mit H>O in Doppelbestimmung
erstellt (siehe Tabelle 4). Die Proben aus H9c2-Zellen und embryonalen Kardiomyozyten,
wurden 1:5 mit H2O verdinnt. Das Gesamtvolumen der verdiinnten Protein-Proben sowie der
Standardreihe betrug 25pl.

Nach Verdiinnung wurde 122,5 ul Reagenz A, sowie 2,5 ul Reagenz S (DC™ Protein Assay)

zu den Proben gegeben und das Gemisch Invertiert. Es erfolgt die Zugabe von 1ml Reagenz
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B (DC™ Protein Assay), woraufhin das sofortige mischen (,vortexen®) der Proben erfolgte. Es
folgte eine Inkubationszeit von 15 Minuten. Die Extinktion wurde bei einer Wellenlange von
750nm im NanoPhotometer® NP80 (IMPLEN) in 1ml Kuvetten gemessen. Die entnommenen
Extinktionswerte der BSA-Verdinnungsreihe, dienten der Erstellung einer Standardgeraden.
Unter Hinzunahme der Geradengleichung und des Verdinnungsfaktors konnte die

Proteinkonzentration der Proben anhand ihrer Extinktionen errechnet werden.

Tabelle 14: Pipettierschema der Standardreihe zur Proteinbestimmung mit BSA-Standard

BSA-Konzentrationen pg/ pyl)  Volumen BSA (2mg/ml) in yI  Volumen H20 in pl

0 0 25
0,16 2 23
0,32 4 21
0,56 7 18
0,8 10 15
1 12,5 12,5
1,2 15 10

3.6.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page)

"9 werden die zuvor denaturierten

Mithilfe einer diskontinuierlichen SDS-Page nach Laemmli
Proteine im elektrischen Feld ihrer Molekilmasse nach aufgetrennt. Das enthaltene SDS
(Natriumdodecylsulfat) dient dabei der Denaturierung der Proteine an die es sich im Anschluss
anlagert. Durch die Sulfatgruppen entsteht eine negative Ladung des Komplexes, sodass die
Proteine wahrend der Elektrophorese im Gel vom Minus- zum Pluspol wandern. Gegossen
wird das hierzu benétigte Acrylamid-Gel zwischen zwei 16x18cm groRen Glasplatten mithilfe
des Mini PROTEAN® Tetra Handcast System (Bio-Rad Laboratories). Die Dicke des Gels
betrug dabei 1,5 mm. Die verwendeten Gele setzten sich zusammen aus einem Trenngel mit
12% Acrylamid und einem dartber liegenden 4%igen Sammelgel. lhre Zusammensetzung ist
in Tabelle 5 dargestellt. Zunachst erfolgte das Eingieen des Trenngels gefolgt von
Isopropanol, um den Kontakt zu Sauerstoff und die Bildung von Luftblasen zu vermeiden. Nach
Polymerisation erfolgte das Eingieflen des Sammelgels und einfiihren eines Kammes zur
Bildung von Taschen fur die Ladung mit den entsprechenden Proben. Die Probenmenge
entsprach einer Proteinmenge von 20 ug. Auf ein Gel wurden immer einheitliche
Proteinmengen geladen, um die Proben untereinander vergleichen zu kdénnen. Zur
Vorbereitung der Proben, wurden diese vor der Elektrophorese mit einem 5x SDS-Ladepuffer
(Leammli) versetzt und anschlieBend bei 95°C fir 5 Minuten erhitzt und damit denaturiert.

Nach vertikalem Einbringen der Gele im Mini PROTEAN® Tetra Cell System (Bio-Rad
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Laboratories) wurde diese mit 1x SDS-Laufpuffer geflillt. Es erfolgte das pipittieren der Proben
in die entsprechenden Geltaschen. Als Orientierung der Molekilmassen dienten
Proteinstandards (PageRuler™ Prestained Protein Ladder) von denen beidseits der Proben
jeweils 10ul aufgetragen wurden. Das Einlaufen der Proben bei Raumtemperatur erfolgte je
nach Hohe des Sammelgels fur 15-30 Minuten bei 60 V, gefolgt vom durchlaufen des
Trenngels fur weitere 1-2 weiteren Stunden bei 90 V. Erreichte die Lauffront das untere Ende
des Gels wurde die Elektrophorese gestoppt. Im Anschluss erfolgte der Transfer auf eine

Nitrocellulose-Membran zur weiteren Analyse.

Tabelle 15: Zusammensetzung von Trenngel und Sammelgel. Menge entspricht 2 Gelen.

Substanzen Trenngel Sammelgel
12%, 1,5mm 4%

Wasser (H20) 3,55 ml 7,26 ml

Acrylamid (30%) 6,8 ml 1,33 ml

1M Tris/HCL pH 8,8 6,38 ml /

1M Tris/HCL pH 6,8 / 1,25 ml

10% SDS 170 pl 100 pl

10% APS 85 pl 50 pl

TEMED 17 pl 10 pl

*Menge entspricht 2 Gelen

3.6.4 Proteintransfer auf Nitrocellulose-Membran (Western Blot)

Die im Rahmen der SDS-Page aufgetrennten Proteine wurden im Semi-Dry-Blot-Verfahren
auf eine Nitrocellulose-Membran mit einer Porengrofe von 0,45 um Ubertragen. Durch die
negative Ladung der Proteine wandern diese im elektrischen Feld aus dem Gel in Richtung
Anode und werden so auf die Membran Ubertragen, an der sie aufgrund hydrophober
Wechselwirkungen haften. Dafiir wurden die Nitrocellulosemembran, Whatman®-Filterpapiere
und das Gel fur 10 Minuten in Transferpuffer aquilibriert. Im Anschluss wurden drei getrankte
Whatman-Filterpapiere, eine Membran, das SDS-Gel und abschliefend drei weitere
Filterpapiere als ,Sandwich® im direkten Kontakt zwischen Anode und Kathode eingebracht.
Der Proteintransfer erfolgte im Trans-Blot® Turbo Transfer System (Bio-Rad) bei 25V und
einer Stromstarke von 0,1A fir 25 Minuten.

3.6.5 Western Blot Analysen
Mithilfe primarer und sekundarer Antikérper wurden die auf die Membran transferierten
Proteine detektiert. Die Nitrozellulose-Membran wurde zunachst fir 60 Minuten bei

Raumtemperatur in 5% Milch/TBST geblockt, um so unspezifische Bindungen der Antikorper
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zu minimieren. Die Membranen wurden im Anschluss an das Blocking horizontal anhand der
Markerbanden auf unterschiedlichen Hoéhen geschnitten, um die Detektion mehrerer
Antikérper zu ermdglichen. Nach dreimaligem Waschen mit 1x TBST fur jeweils 5-10 Minuten,
erfolgte die Inkubation mit primaren Antikérpern, verdiinnt in 5% Milch in 1x TBST oder 5%
BSA in 1x TBST Uber Nacht bei 4°C auf einem Taumelschuttler. AnschlieRend erfolgte ein
erneuter Waschgang der Membran wie oben beschrieben (3x TBST fur jeweils 10 Minuten),
um ungebundene Primar-Antikérper zu entfernen. Die Zugabe von HRP-gekoppelten
(Horseradish Peroxidase, Merrettichperoxidase), sekundaren Antikérpern erfolgte fiir ein bis
zwei Stunde in Abhangigkeit vom primaren Antikdrper mit Anti-Maus oder Anti-Kaninchen
Antikorper in der Verdiunnung 1:2000 in 5% Milch/TBST bei Raumtemperatur auf einem
Schuttler. Die Merrettichperoxidase dient dabei der spateren Oxidation von Luminol im
Rahmen der Proteindarstellung mittels Chemilumineszenz-Reaktion. Nach erneutem
Waschen der Membran (3x TBST fur 10 Minuten) erfolgte die Darstellung der Proteine.
Verwendet wurde daflir eine im Verhaltnis 1:1 pipettierte Enhanced-Chemiluminescence
(ECL) Mischung aus Lésung A und B (siehe Tabelle 4). Nach einer Minute Inkubationszeit der
ECL-L6sung auf der Membran erfolgte die Visualisierung der Proteine mittels des Fusion Solo
S Imaging Systems (Vilber Lourmat), das die Proteinbanden mit Hilfe einer hochsensitiven
Kamera anhand des emittierten Lichtes detektiert. Eine sensitivere Alternative zur Detektion

mittels ECL bot das SuperSignal™

West Femto Chemilumineszenz Kit (Thermo Fisher
Scientific), sodass sich die Auswahl des Mittels zur Detektion nach der Signalstarke des

jeweiligen Proteins richtete.

3.6.6 ,,Stripping“ von Nitrocellulose-Membranen

Fir eine erneute Detektion von Antikdrpern gleicher oder ahnlicher Molekilmasse auf einer
bereits verwendeten Membran wurden die zuvor gebundenen Primar- und Sekundarantikorper
von der Membran entfernt, um mégliche Uberlagerungen bei Restaktivitit des zuvor
gebundenen Antikdrpers zu vermeiden. Das I6sen eines bereits gebundenen Antikdrpers ist
so unter anderem notwendig zur Quantifizierung phosphorylierter Proteine, bei denen auch die
Darstellung des Gesamtproteins erforderlich ist. Zunachst wurden die Membranen dazu
viermal fur jeweils 5 Minuten in 1x TBST gewaschen. Im Anschluss wurden sie 30 Minuten in
Stripping-Puffer (Siehe Tabelle 4) bei 55°C im Wasserbad inkubiert. Die Membranen wurden
hierzu eingeschweifit. Anschlielend erfolgten 6 x 5-minutige Waschschritte in 1x TBST. Es
erfolgte ein erneutes Blocking der Membranen in 1x 5% Milch/1xTBST fur 30 Minuten und die
anschliefende Inkubation mit Primarantikérper wie oben beschrieben. Um einen

Proteinverlust zu minimieren wurde jede Membran ein bis maximal zweimal gestrippt.
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3.6.7 Densitometrische Quantifizierung von Proteinbanden

Zur Quantifizierung der Proteinbanden wurde die Fusion FX Software ,Capture Edge” (Vilber-
Lourmat) verwendet. Als Ladekontrollen fur jede auf die Membran geladene Ziel-Proteine
dienten Vinculin und o-Tubulin derselben Probe und Membran. Phosphorylierte Proteine
wurden ihren Gesamtproteinen gegenubergestellt. Dabei wurden die Densitometrie-Werte der
entsprechenden Ziel-Banden durch die der Ladekontrollen dividiert, um so
UnregelmaBigkeiten der aufgetragenen Proteinmengen auszugleichen. Aus den berechneten
Quotienten aus Zielprotein/Ladekontrolle bzw. p-Protein/Gesamtprotein erfolgte die Bildung
des Mittelwertes der in Triplikaten ausgesaten Behandlungs- bzw. Kontrollgruppen. Der
entsprechende Mittelwert der Behandlungsgruppe wird als x-fache Anderung gegeniiber der

DMSO-Kontrollgruppe (definiert als 1) dargestellt.

3.7Immunfluoreszenz-Analyse

3.7.1 Vorbereitung und Fixierung der Zellen

In Vorbereitung auf die Immunfluoreszenz Analysen wurden die praparierten embryonale und
neonatale Kardiomyozyten auf Laminin beschichteten 8-Well Kammerobjekttragern, mit einer
Wachstumsflache von 0,8 cm?, gleichméaRig auf die einzelnen Wells ausgeséat. Die Zellen
wurden tber Nacht bei 37°C und 5% CO; inkubiert und anschlieftend mit dem entsprechenden
Inhibitor oder der Tragersubstanz DMSO in &aquivalenten Volumina als Kontrollgruppe
behandelt. Nach Absaugen des Mediums wurden die Zellen 5 Minuten in 1xPBS bei
Raumtemperatur gewaschen. Fixiert wurden im Anschluss mithilfe von 4% Paraformaldeyhd
in 1x PBS fur 10 Minuten bei Raumtemperatur. AnschlieRend wurden die Zellen 10 Minuten in
0,25% Triton-X-100 in 1x PBS inkubiert und die Zellmembran permeabilisiert, um die
Antikérper Bindung an intrazellularen Strukturen zu ermdglichen. Im Anschluss erfolgten
erneute Waschschritte 3x5 Minuten mit kaltem 2x PBS (4°C).

3.7.2 Bindung der Antikorper

Zum Blockieren unspezifischer Antikorper-Bindungen wurden die Zellen in 5% Ziegenserum
(Normal-Goat-Serum) in Antikdrper-Losung (Siehe Tabelle 4) fir 60 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit dem entsprechend
verdunnten primaren Antikorper (siehe Tabelle 9) in Antikdrperldsung tber Nacht bei 4°C auf
dem Schuttler. Am nachsten Tag erfolgte die Behandlung mit dem sekundaren Antikorper bei
lichtgeschutzten Verhaltnissen. Zum Entfernen ungebundener Antikérper wurden die Zellen
zunachst 3x 5 Minuten mit 0,25% Triton-X-100/ 1x PBS gewaschen. Im Anschluss erfolgte die
Zugabe des Fluorochrom-konjugierten sekundaren Antikérpers (Siehe Tabelle 10)
entsprechend der Spezies des primaren Antikorpers in der Verdinnung 1:500, sowie des

Kernfarbstoffes DAPI in der Verdinnung 1:100 in Antikérperlésung fir 2 Stunden bei

47



Raumtemperatur. Die Zellen wurden erneut 3 x 5 Minuten in 0,1% Triton-X-100/ 1x PBS (s.0.)
gewaschen. Eingebettet wurden die Praparate in dem wassrigen Medium ,Prolong Gold
Antifade Reagent® (Cell Signaling Technologies). Zum Trocknen wurden die Objekttrager

lichtgeschitzt Gber Nacht bei Raumtemperatur gelagert und anschliel3end bei 4°C gelagert.

3.7.3 Kofarbung mit mehreren Primar-Antikorpern

Nach Isolation der Kardiomyozyten aus dem Herzen erfolgte keine spezielle Aufreinigung,
wodurch auch Nicht-Kardiomyozyten einen Teil des Zellverbundes bilden. Zu Lokalisation der
Kardiomyozyten und Antikérper im Zellverbund wurde eine Doppelfarbung der Zielproteine mit
o-Actinin oder Nkx2.5 durchgefuhrt. Durch die Vernetzung von Aktinfilamenten ist das
Strukturprotein a-Actinin entscheidend an der Stabilitit des Zytoskelettes beteiligt '2°'%".
Nkx2.5 ist ein essentieller Transkriptionsfaktor der myokardialen Entwicklung und eignet sich
durch seine spezifische Anfarbung von Kardiomyozytenkernen zur Identifizierung gegentber
Nicht-Kardiomyozyten im Zellverbund '?2. Wichtig ist dabei, dass die beiden Antigene von
verschiedenen Fluochrom-gekoppelten Antikorper detektiert werden. Dazu wurde darauf
geachtet, dass die primaren Antikorper verschiedenen Spezies angehdren, damit sie
anschliefend von verschiedenen Fluorochrom-gekoppelten Sekundar-Antikérpern detektiert
werden kénnen. Die Bedingungen der Doppelfarbung entsprechen denen der bereits in 3.7.2
erlauterten. Die primaren und sekundaren Antikorper wurden dabei zeitgleich in derselben

Antikorperldsung verwendet.

3.7.4 Fluoreszenzmikroskopie

Ausgewertet wurden die Objekttrager mittels eines inversen Fluoreszenz-Mikroskop der Firma
Zeiss (Axio Observer 7). Das Imaging erfolgte mit folgenden Objektiven: mit einem 10x Plan-
Apochromat (0,25 numerische Aperatur), 20x Plan-Apochromat (0,8 NA), einem 40x Plan-
Apochromat (0,65 NA) oder einem 63x Plan-Apochromat mit Ol-lmmersion (1,4 NA) Fotos
aufgenommen. Die Bilder wurden mit Hilfe der monochromatischen Kamera Axiocam 503

mono und der ZEN 2.3 pro Software (Zeiss) aufgenommen.

3.7.5 Kardiomyozytenzahlung und Bestimmung der Zellzyklusaktivitat mittels
Immunfluoreszenz

Zur Ermittlung des Kardiomyozytenanteils innerhalb des nicht aufgereinigten Zellverbundes

erfolgte  die Kofarbung des Sarkomerproteins a-Actinin  und des kardialen

Transkriptionsfaktors Nkx2.5 (siehe auch Abschnitt 3.7.3), der als Kernmarker embryonaler

Kardiomyozyten diente. Die Zahlung des Anteils embryonaler Kardiomyozyten an den

Gesamtzellen erfolgte mittels ImageJ 2. Als Marker fiir die Zellzyklusaktivitat embryonaler

Kardiomyozyten wurde Ki67 in Kofarbung mit Nkx2.5 verwendet. Pro Well wurde mit Hilfe des
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Axio Observer 7 Fluoreszenzmikroskops (Zeiss) und dem 10x Plan-Apochromat Objektiv vier
zufallige Bilder erstellt. Mithilfe der Funktion ,Find Maxima® der Software ImageJ wurden die
DAPI gefarbten Zellkerne gezahlt und bei Bedarf manuell korrigiert. Im Anschluss erfolgte eine
manuelle Zahlung der Nxk2.5 positiven Kerne innerhalb a-Actinin positiver Zellen. Zur
Identifizierung des Kardiomyozyten-Anteils wurde die Anzahl der Nkx2.5 positiven Kerne von
der durch DAPI identifizierten Gesamtzahl der Kerne subtrahiert. Gleichermalfen erfolgte die
Ermittlung der Anzahl an Ki67/Nkx2.5-positiven Kernen durch manuelle Zahlung zur
Beurteilung der Zellzyklusaktivitat, die im Anschluss von der Gesamtzahl der Ki67-Kerne
subtrahiert wurden. Es erfolgte die Berechnung des prozentualen Anteils von Kardiomyozyten
an der Gesamtzellzahl, sowie der Anteil der Ki67-positiven Kardiomyozyten und Nicht-
Myozytenkerne pro Well. Jede Behandlungs- und Kontroligruppe wurde in dreifacher

Ausfiihrung untersucht.

3.8 Detektion Reaktiver Sauerstoffverbindungen

3.8.1 Allgemeiner Versuchsaufbau zur Messung reaktiver Sauerstoffverbindungen
Zum Nachweis reaktiver Sauerstoffverbindungen (ROS) in embryonalen Kardiomyozyten
wurden MitoProbe™ TMRM Assay Kit und MitoSOX™ Red von Thermo Fisher Scientific in
der Fluoreszenzmikroskopie angewandt. Die embryonalen Kardiomyozyten wurden dazu auf
Kammerobjekttragern mit einer Flache von 0,8cm?/ Well ausgesét. 24 Stunden nach Aussaat
der Herzen erfolgte in jeweils 2 Wells die Zugabe des Komplex-llI-Inhibitors Antimycin A (50
MM) und die Zugabe von aquivalenten Volumina der Tragersubstanz DMSO als
Kontrollgruppe. Die Fluoreszenzmikroskopie erfolgte 24 Stunden nach Inhibitor-Behandlung

mithilfe des Axio Observer 7 Fluoreszenzmikroskopes (Zeiss).

3.8.2 TMRM-Assay

Mithilfe des MitoProbe™ TMRM Assay Kits (Thermo Fisher Scientific) kénnen mithilfe des
Fluoreszenzfarbstoffes Tetramethylrhodamin-methylester (TMRM) Veranderungen des
mitochondrialen Membranpotentials lebender Zellen detektiert werden. Im Falle intakter
Mitochondrien gesunder Zellen akkumuliert TMRM in den Mitochondrien und ist als rote
Fluoreszenz nachweisbar. Im Rahmen von mitochondrialem Stress oder auch eines
Zelluntergangs, kommt es zur Depolarisation der Mitochondrien-Membran und damit zu einem
verminderten Fluoreszenzsignal durch TMRM, welches nicht mehr innerhalb der

Mitochondrien akkumulieren kann 124126

. 24 Stunden nach der Behandlung mit Antimycin A
wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen mit 20 nM TMRM in DMEM mit einem
Volumen von 500 ul pro Well behandelt. Die Zellen inkubierten 30 Minuten bei 37°C. Die
Lésung wurde abgesaugt und die Zellen einmal mit 1XxPBS gewaschen. Im Anschluss erfolgte

die Fluoreszenzmikroskopie der lebenden Zellen im Kammerobjekttrager, fir die 250 pl 1xPBS
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pro Well belassen wurden. Fir das Imaging wurde ein 20x Objektiv (A-Plan, 0,35 NA), die

monochromatische Kamera Axiocam 503 mono und die ZEN 2.3 pro Software (Zeiss) genutzt.

3.8.3 MitoSox™ Red

Mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie lebender Zellen kann mithilfe des MitoSOX™ Red
Reagenz die Bildung mitochondrialer Superoxide (O2:-) dargestellt werden. Das
membrangangige Reagenz sammelt sich aufgrund seiner positiven Ladung innerhalb der
Mitochondrien an und wird in Anwesenheit von Superoxiden oxidiert. Es bindet dort an die
mitochondrialen Nukleinsauren und zeigt sich rot fluoreszierend '#’. Der MitoSOX™ Indikator
wurde vor der Anwendung in DMSO gelést und somit eine 5 mM MitoSOX™ Stock Lésung
hergestellt. Nach einer 24-stundigen Behandlung mit Antimycin A wurden die embryonalen
Kardiomyozyten mit 5 pM MitoSOX™ in 250 pyL Kulturmedium pro Well behandelt. Die
Inkubationszeit betrug 10 Minuten bei 37°C. Nach dreimaligem Waschen mit 1x PBS wurden
250 pl auf den Zellen belassen. Es folgte die Darstellung der lebenden Zellen mittels

Fluoreszenzmikroskopie wie oben flir TMRM beschrieben.

3.9 Statistische Methoden

Die graphische Visualisierung und statistische Auswertung der Daten erfolgten mithilfe von
Microsoft. Excel 16.71. Die nachfolgenden Diagramme zeigen den errechneten Mittelwert+/-
Standardfehler (standard error of the mean, SEM) dargestellt in Form von Balkendiagrammen
mit SEM-Balken. Fur den Vergleich zweier Gruppen wurde der ungepaarte, zweiseitige t-Test
bei ungleichen Varianzen durchgefuhrt. Angenommen wurde eine statistische Signifikanz bei
einem p-Wert unter 0,05. Im Rahmen der graphischen Darstellung markiert durch * (p<0,05),
** (p<0,01) bzw. *** (p<0,001). Die Gruppengrofe variierte in Abhangigkeit von dem jeweiligen

Versuch und wird im Rahmen der Ergebnisse angegeben.
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4. Ergebnisse

4.1 Charakteristika der H9c2-Zelllinie und Bedingungen der in-vitro-Experimente

Um der Frage nach dem Uberleben undifferenzierter Kardiomyozyten unter einem
mitochondrialen und oxidativen Stress weiter nachzugehen, wurden zunachst Versuche an
der stabilen H9c2-Zelllinie (siehe Abschnitt 1.4) durchgefiihrt. Hierbei wurden zellbiologische
Grundlagen fir darauffolgende Untersuchungen Kardiomyozyten-spezifischer Mechanismen
an embryonalen Kardiomyozyten untersucht. Es sollten unter anderem die Dosierung des
Komplex-Ill-Inhibitors Antimycin A (AMA), das Zelluberleben und die Aktivierung zellularer
Stressmechanismen geklart und vorherige Ergebnisse der Arbeitsgruppe (siehe Abschnitt 1.4)
bestatigt werden. Aufgrund ihres kardialen Ursprungs werden H9c2-Zellen, als Myoblasten
aus dem Rattenherzen, in der Literatur fir Untersuchungen grundlegender Mechanismen der
kardialen Zellbiologie verwendet, um somit Erkenntnisse fur die Pathogenese kardialer
Erkrankungen zu gewinnen. Als Subklon der aus dem embryonalen Rattenherz isolierten
Originalzellen weisen sie zellbiologisch die gréRte Ahnlichkeit zu unreifen, embryonalen
Kardiomyozyten auf. Morphologisch prasentieren sich die Zellen als polygonal bis
spindelférmig. Ihre Fahigkeit zur Kontraktion haben sie verloren '*'2¢. Wie in Abschnitt 1.4
erlautert, beruhen viele Aspekte, die zur Hypothese des vorliegenden Projektes geflihrt haben,
auf Ergebnissen des herzspezifischen Hccs-Knockout-Modells in der Maus *'°'. Da
Cytochrom C ein wichtiger Bestandteil von Komplex Il der Atmungskette ist, fihrt der Hecs-
Knockout zu einer Dysfunktion des Komplexes '?°. Zur Induktion einer mitochondrialen
Dysfunktion wurde im Verlauf des Projektes daher das aus Streptomyceten gewonnene
Antibiotikum Antimycin A verwendet. Wie auch die Inaktivierung des Hccs-Gens bzw. der
Verlust von Cytochrom C, fuhrt Antimycin A zu einer Dysfunktion von Komplex Il der
Atmungskette **'*°, Im Rahmen der nachfolgenden Untersuchungen erfolgte die 24- bis 48-
stindige Behandlung mit 50 uM Antimycin A oder der Tragersubstanz Dimethylsulfoxid
(DMSO) in aquimolarer Menge. Die Behandlung von Zellen mit aquimolarer Menge DMSO
diente als Kontrolle gegenlber des in DMSO geldsten Antimycin A, um mogliche Effekte der
Tragersubstanz selbst zu korrigieren. 50 uM des Inhibitors stellen dabei eine in der
Arbeitsgruppe etablierte und in der Literatur gangige Konzentration dar '°2'3'. Sowohl die
Behandlung mit Antimycin A als auch die mitochondriale Dysfunktion durch den Hccs-
Knockout stéren somit die reguldre Funktion von Komplex Il und damit den
Elektronentransport zwischen Komplex Il und IV der mitochondrialen Atmungskette. Aufgrund
der Limitierungen der Zelllinie sollen die in den zunachst orientierenden Versuchen
identifizierten Mechanismen im nachsten Schritt anhand von embryonalen Kardiomyozyten

untersucht und so die Ubertragbarkeit der Ergebnisse verbessert werden.
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411 Toleranz von H9c2-Zellen hinsichtlich der Inhibition von Komplex Illl der
Atmungskette

H9c2-Zellen als unreife Myoblasten aus dem embryonalen Rattenherzen kénnen in gewissen
Grenzen als Modell fir embryonale und damit wenig differenzierte Kardiomyozyten
herangezogen werden (siehe Abschnitt 2). Um den Einfluss einer Inhibition von Komplex I
der Atmungskette auf H9c2-Zellen zu untersuchen, erfolgte u.a. eine Behandlung mit
Antimycin A. Nach der Behandlung Uber 24 Stunden wurde die Morphologie der Zellen mithilfe
der Phasenkontrastmikroskopie beurteilt. Die morphologische Betrachtung der H9c2-Zellen
zeigte keine offensichtlichen Unterschiede zwischen der DMSO-Kontrollgruppe und den mit
Antimycin A behandelten Zellen. In beiden Fallen zeigten sich die typischen, spindelférmigen
H9c2-Zellen in einem konfluenten Zellrasen (Abbildung 9). Dabei zeigte sich keine ersichtliche
Reduktion der Zellzahl bzw. -dichte oder einen Anhalt fir UbermaRigen Zelltod wie abgeldste,
abgerundete, fragmentierte oder geschrumpfte Zellen. Die Analyse mithilfe der
Phasenkontrastmikroskopie lie darauf schlieRen, dass die Behandlung mit dem Inhibitor von
den Zellen gut toleriert wurde.

Abbildung 9: Phasenkontrastmikroskopie-Aufnahmen von H9c2-Zellen unter einer Komplex-IlI-
Inhibition durch Antimycin A

Die reprasentativen Phasenkontrastbilder zeigen Uber einen Zeitraum von 24 Stunden mit 50 uM
Antimycin A (AMA) behandelte H9c2-Zellen. Im Vergleich dargestellt ist die Kontrollgruppe mit DMSO

in aquimolarer Menge. Der dargestellte Messbalken entspricht einer Lange von 100 ym.

Da in der Phasenkontrastmikroskopie morphologisch keine sichtbaren Veranderungen der
H9c2-Zellen erfasst wurden, erfolgten Untersuchungen zur Beurteilung von Zellzahl und -
wachstum, um so auch eine geringfiigige Inhibierung des Zellzyklus oder Induktion von Zelltod
zu detektieren. Dazu wurde ein MTT-Test jeweils nach 24 und 48 Stunden nach Zugabe von
50 uM Antimycin A verwendet. Der abgebildete t0-Wert entspricht dabei der Zellzahl zu Beginn
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der Behandlung, sprich dem Zeitpunkt, zu dem den H9c2-Zellen DMSO oder Antimycin A
zugegeben wird, wobei die Messung des t0-Wert selbst an unbehandelten Zellen erfolgte.
Ausgehend vom t0-Wert erfolgt eine Beurteilung des Zellwachstums tber 24 und 48 Stunden.
Der MTT-Test von mit Antimycin A behandelten H9c2-Zellen zeigte im Vergleich zum Inhibitor
einen signifikanten Effekt. Die Darstellung der Ergebnisse (Abbildung 10) verdeutlicht das
konstante Wachstum der DMSO-Kontrollgruppe innerhalb des 24- und 48-stiindigen
Untersuchungszeitraumes. Hierbei zeigte sich jeweils eine Verdopplung der MTT-Werte in
einem Wachstumszeitraum von 24 Stunden. Im Vergleich dazu kam es bei den mit Antimycin
A behandelten H9c2-Zellen zwar ebenfalls zu einem konstanten Wachstum, das ebenfalls in
etwa einer Verdopplung der MTT-Werte zwischen 24 und 48 Stunden entsprach, jedoch
zeigten sich signifikant niedrigere Werte als in der DMSO-Kontrollgruppe. Die gemessenen
Werte waren sowohl nach 24 als auch nach 48 Stunden im Vergleich zu der DMSO-

Kontrollgruppe deutlich reduziert.
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Abbildung 10 Wachstum von H9c2-Zellen unter einer Komplex-lll-inhibition durch Antimycin A

Dargestellt ist die graphische Abbildung der Extinktionswerte eines MTT-Tests iber 24 und 48 Stunden
von mit DMSO bzw. Antimycin A (AMA) behandelter H9c2-Zellen in einer Konzentration von 50 yM. t0
entspricht der Zellzahl unbehandelter H9c2-Zellen zu Behandlungsbeginn, 24 Stunden nach Aussaat.
n = 4 Wells pro Behandlung; ***p < 0,001.

Wahrend H9c2-Zellen in der Phasenkontrastmikroskopie keine erkennbaren morphologischen
Veranderungen bei Behandlung mit 50 uM Antimycin A zeigten, zeigte sich ein deutlicher
Effekt der Komplex-lll-Inhibition auf das Wachstum der H9c2-Zellen.
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4.1.2 Aktivierung der ISR in H9c2-Zellen unter Antimycin A

Zur moglichen Erklarung der hohen Toleranz von H9c2-Zellen gegentber der Behandlung mit
Antimycin A wurden die Zellen auf eine Aktivierung verschiedener Stress-reaktiver Signalwege
untersucht. Die Untersuchungen sollten zudem einen Vergleich zu den embryonalen
Kardiomyozyten des Hccs-Knockout-Models sowie vorhergegangenen Studien der
Arbeitsgruppe mit H9c2-Zellen ermdéglichen. Ein besonderes Augenmerk wurde dabei auf die
Integrated-Stress-Response (ISR) und die mitochondriale Unfolded-Protein -Response
(UPR™) gelegt. Wie in Abschnitt 1.3.5 beschrieben, stellen ISR und UPR™ Antworten auf eine
Akkumulation fehlgefalteter Proteine dar und dienen der Aufrechterhaltung der
Proteinhomdostase. Die Analysen mittels Western Blot 24 und 48 Stunden nach Beginn der
Behandlung mit Antimycin A und DMSO zeigten eine Induktion der Transkriptionsfaktoren
ATF4 und CHOP durch AMA (Abbildung 11), welche als typische Effektoren von ISR und
UPR™ gelten. Daneben wurde auch eine vermehrte Expression von GADD34 deutlich
(Abbildung 11). Eine Aktivierung von GADD34 bedingt die Dephosphorylierung von elF2a.
Dadurch wird ein negativer Feedback-Mechanismus aktiviert, der die Inhibierung der globalen

32 \Wie auch schon

Translation durch das phosphorylierte elF2a stoppt (siehe Abschnitt 1.3.3)
in verdffentlichten Studien der Arbeitsgruppe %, konnte eine vermehrte Phosphorylierung von
elF2a in AMA-behandelten H9c2-Zellen nicht nachgewiesen werden (Abbildung 11). Im
Rahmen von zellularem Stress, wie beispielsweise oxidativem Stress, kann es neben
ISR/UPR™ zu einer Aktivierung der Hitzeschockantwort kommen, welche vor einer
stressbedingten Proteinaggregationen schutzen soll (siehe Abschnitt 1.3.2). Eine Induktion
von HSF1 als reprasentativem Marker der Hitzeschock-Antwort in H9c2-Zellen nach 24- und
48-stindiger Behandlung mit Antimycin A im Vergleich zu DMSO nicht nachgewiesen werden
(Abbildung 11).

Bei der Phosphorylierung der stressinduzierten MAP-Kinase p38 zeigten sich Anzeichen fur
eine vermehrte Phosphorylierung, die statistisch jedoch nicht signifikant waren (Abbildung 11).
Die MAP-Kinase p38 wird durch verschiedene Stresstimuli wie oxidativem Stress aktiviert und
nimmt auf das Wachstum und die Differenzierung der Zellen Einfluss. Im Rahmen des
Signalweges von p38 kommt es dabei zur Aktivierung einer Reihe von Transkriptionsfaktoren,
darunter auch CHOP %,
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Abbildung 11 Grafische Darstellungen der Western-Blot-Analysen molekularer Stressantworten
in H9c2-Zellen nach Behandlung mit AMA bzw. DMSO

A.) Western Blot-Analyse von H9c2-Zellen nach einer Behandlung lber 24 und 48 Stunden mit
Antimycin A (50 uM) und DMSO. Dargestellt sind verschiedene Marker von ISR/JUPR™ (ATF4, CHOP,
GADD34, p-elF2a), HSF1 als Marker der Hitzeschockantwort, sowie die stressinduzierte MAP-Kinase
p38 (Thr180/Tyr182). Am rechten Rand angegeben ist das Molekulargewicht in Kilodalton (kDa).

B.) Densitometrische Quantifizierung des dargestellten Western Blots als x-fache Anderung der mit
Antimycin A behandelten Zellen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Werte der DMSO-Proben nach 24
und 48 Stunden wurde jeweils als 1 definiert. Normalisiert wurden ATF4, CHOP und HSF1 auf Tubulin,
GADD34 auf Vinculin. P-p38 und p-elF2a. wurden jeweils auf das entsprechende total p38 und total
elF2a normalisiert. N = 3 Wells pro Behandlung; *p < 0,05; **p < 0,01.

H9c2-Zellen schienen eine Behandlung mit dem mitochondrialen Komplex-IlI-Inhibitor
Antimycin A gut zu tolerieren. In der Analyse mittels Phasenkontrastmikroskopie zeigten sich

keine morphologischen Veranderungen, die auf einen Zelluntergang hindeuteten. Die

55



Ergebnisse der Western Blot-Analysen bestatigten vorausgegangene Untersuchungen der
Arbeitsgruppe, die eine Induktion von ISR/UPR™ in mit AMA behandelten H9c2-Zellen zeigten
192" Die Aktivierung der Integrated-Stress-Response und der mitochondrialen Unfolded-
Protein-Response als molekulare Stressantworten kdnnten eine mdgliche Erklarung fur die
hohe Toleranz von H9c2-Zellen und embryonalen Kardiomyozyten gegenuber einer Komplex-
[ll-Inhibition bieten. Nach Erhebung relevanter Vordaten, insbesondere in Bezug auf die
Zellkultur-Bedingungen, Wirksamkeit und Dosis von Antimycin A und der Bestatigung
vorausgehender Versuche der Arbeitsgruppe, sollte im nachsten Schritt unter anderem die
Frage geklart werden, inwiefern die Ergebnisse auch auf primare embryonale Kardiomyozyten

Ubertragbar sind.

4.2 Komplex-lll-inhibition durch Antimycin A in embryonalen Kardiomyozyten der

Maus

Wie bereits in Abschnitt 2 beschrieben, ist eine Ubertragbarkeit der Ergebnisse von H9c2-
Zellen auf primare embryonale Kardiomyozyten nur begrenzt moglich. Trotz einiger
phanotypischer und molekularbiologischer Eigenschaften von unreifen Kardiomyoblasten,
unterscheiden sich die H9c2-Zellen aus dem embryonalen Rattenherzen in einigen Punkten
grundlegend von den embryonalen Kardiomyozyten (siehe Abschnitt 2), sowohl in vivo als
auch in vitro 4. So fiihrt die haufige Passage der Zelllinie dazu, dass die Zellen in Morphologie
und Gen-Expression zunehmend denen der Skelettmuskulatur entsprechen. Die in H9c2-
Zellen fehlende Fahigkeit zur Kontraktion kann den zellularen Metabolismus beeinflussen.
Zudem weichen sie in einigen strukturellen und zellbiologischen Eigenschaften von
Primarzellen ab (siehe Abschnitt 2) '*. Diese Einschrankungen und Unterschiede missen bei
der Interpretation von Daten aus H9c2-Zellen berlcksichtigt werden, wenn dabei translationale
Erkenntnisse zur Pathogenese kardialer Erkrankungen angestrebt werden. Die Isolation und
Kultivierung von primaren embryonalen Kardiomyozyten ermdglicht eine Betrachtung der
Zellen auRerhalb ihrer Umgebung im Gewebeverbund des Herzens '*°. Dadurch werden in-
vitro-Versuche ermdglicht, die zwar nicht direkt auf ein in-vivo-Szenario Ubertragbar sind,
jedoch durch die Nutzung primarer Kardiomyozyten ein deutlich hoheres translationales
Potential bieten als herkdmmliche Zelllinien. Unbehandelte embryonale Kardiomyozyten
prasentieren sich in der Zellkultur als konfluenter, synchron schlagender Zellverbund mit der
Fahigkeit zur Proliferation . Die embryonalen Kardiomyozyten wurden bis zu 48 Stunden in

Kultur gehalten.
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4.2.1 Embryonale Kardiomyozyten zeigen eine hohe Toleranz gegeniiber einer
Inhibition von Komplex Ill der Atmungskette

Mithilfe der Phasenkontrastmikrokopie wurden die embryonalen Kardiomyozyten im
Embryonalstadium 12,0 bis 14,0 dpc zunachst hinsichtlich ihrer Morphologie unter der
Behandlung mit Antimycin A beurteilt. Dabei erfolgte die Isolation der embryonalen
Kardiomyozyten nur aus den Ventrikeln und der Ausflusstrakt und die Vorhéfe wurden im
Rahmen der Praparation entfernt. Die Dissoziation aller Herzen eines Wurfes erfolgte in eine
Einzelzell-Suspension mit Ausplattieren des Zellgemisches inklusive der Nicht-
Kardiomyozyten, da eine Aufreinigung der Kardiomyozyten nicht erfolgte. Embryonale
Kardiomyozyten wurden, entsprechend den Voruntersuchungen an Zelllinien (siehe Abschnitt
411 bzw. Grin et al. 2022), 24 Stunden lang mit 50 yM Antimycin A behandelt. Die
Behandlung mit DMSO &aquimolarer Menge diente auch hier als Kontrollgruppe. Die
Phasenkontrastmikroskopie zeigte sowohl bei den mit DMSO behandelten als auch bei den
mit AMA behandelten Zellen einen morphologisch nicht zu differenzierenden, kontraktilen und
konfluenten Zellrasen (Abbildung 12). Es konnten keine Anzeichen flr einen Zelltod, wie bspw.
abgel6ste oder abgerundete Zellen, nachgewiesen werden und die Zelldichte zeigte sich
phasenkontrastmikroskopisch ohne sichtbare Unterschiede.

Abbildung 12 Phasenkontrastmikroskopie embryonaler Kardiomyozyten nach 24-stiindiger
Behandlung mit Antimycin A bzw. DMSO

Die reprasentativen Phasenkontrastbilder zeigen iber 24 Stunden mit 50 yM Antimycin A behandelte,
embryonale Kardiomyozyten. Im Vergleich dargestellt ist die Kontrollgruppe mit DMSO-Behandlung in

aquimolarer Menge. Der dargestellte Messbalken entspricht einer Lange von 100 pm.

Um kleinere Veranderungen der Zellzahl und somit gegebenenfalls einen geringgradigen Zell-
beziehungsweise Kardiomyozyten-Verlust unter Antimycin A zu detektieren, wurden
Immunfluoreszenzanalysen durchgefihrt. Wie bereits zu Beginn des Abschnittes erwahnt,

kommt es bei der angewandten Methode zur Isolation der Zellen immer zu einem Zellgemisch
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aus Kardiomyozyten und Nicht-Kardiomyozyten. Mithilfe der Immunfluoreszenz gelingt eine
Darstellung von Kardiomyozyten innerhalb der Gesamtzellpopulation, sodass unter anderem
eine Verschiebung der Zellzusammensetzung 24 Stunden nach AMA-Behandlung getestet
werden kann, um so einen selektiven Verlust der Kardiomyozyten auszuschlieen.

Zur Unterscheidung der Kardiomyozyten von anderen Zelltypen mithilfe der Immunfluoreszenz
wurden zunachst verschiedene Antikorper getestet, die in die embryonale Entwicklung des
Herzens involviert sind. Dabei testeten wir drei mogliche Kernmarker: GATA4, MEF2 und
Nkx2.5 (Abbildung 13). Bei den getesteten Kernmakern handelt es sich um von
Kardiomyozyten exprimierte Transkriptionsfaktoren, die in kardialen Vorlauferzellen und
unreifen Kardiomyozyten exprimiert werden und die Differenzierung der Zellen regulieren??,
Wahrend der nachfolgenden Untersuchungen erfolgte die Co-Farbung von Nkx2.5 und a-
Actinin (siehe Abschnitt 5.3.1). Hierdurch ist sowohl eine Identifizierung der Kardiomyozyten
anhand einer Immunfluoreszenzfarbung der Sarkomerstruktur (in griin), als auch zusétzlich
der Anfarbung der Kerne mdglich (in rot) (Abbildung 13). Kerne von Nicht-Kardiomyozyten
wurden lediglich durch eine Anfarbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI angezeigt (in blau)
(Abbildung 13). Als essentieller Transkriptionsfaktor myokardialer Entwicklung diente das im
Kern lokalisierte Nkx2.5 neben dem Sarkomer-Protein a-Actinin der Unterscheidung von
Kardiomyozyten innerhalb der verschiedenen Zellpopulationen. In einem dichten, konfluenten
o-Actinin-Rasen und teilweise Ubereinander wachsenden Zellen kénnen Kerne von Nicht-
Kardiomyozyten und Kardiomyozyten sonst nicht sicher abgrenzt werden. Insbesondere bei
hoher Zelldichte ware eine genaue Differenzierung von Kardiomyozyten rein anhand von a-
Actinin nur eingeschrankt moglich. In der mittleren bis spaten Trachtigkeit wird Nkx2.5
spezifisch fur Kardiomyozyten und eignet sich damit fur die optische Trennung der

Kardiomyozytenkerne "%,
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Abbildung 13 Immunfluoreszenzfarbung zur Identifizierung embryonaler Kardiomyozyten in
Kultur

Immunfluoreszenzfarbungen der kardialen Transkriptionsfaktoren GATA4, MEF2 und Nkx2.5 (in rot)
zusammen mit dem Sarkomer-Protein a-Actinin (in griin) zur Identifizierung embryonaler
Kardiomyozyten innerhalb der gemischten Zellpopulation des embryonalen Herzens 24 Stunden nach
Aussaat. In blau dargestellt sind die Zellkerne mittels der Markierung von DNA durch den

Fluoreszenzfarbstoff DAPI. Der dargestellte Messbalken entspricht einer Lange von 50 um.

24 Stunden nach Behandlung mit Antimycin A zeigte die Zahlung der Zellkerne anhand von
Nkx2.5 keine Abnahme der Kernanzahl pro Flache bzw. Bildausschnitt zwischen der DMSO-
Kontrolle und einer Komplex-lll-Inhibition (Abbildung 14 B). Der Anteil Nkx2.5-positiver
Kardiomyozytenkerne an der gesamten Zellpopulation betrug dabei zwischen 60 % und 80 %
und blieb auch unter Antimycin-A-Behandlung unverandert zur Kontrollgruppe (Abbildung 14
C). Aus den Daten ergab sich kein Anhalt fir einen AMA-induzierten Zellverlust der
Kardiomyozyten. Die Nicht-Kardiomyozyten zeigten eine leichte, wenn auch nicht signifikante
Reduktion der Zellzahl.
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Abbildung 14 Kernzahl embryonaler Kardiomyozyten unter der Behandlung mit Antimycin A

A.) Beispielhafte Darstellung einer Immunfluoreszenzanalysen in 10x-VergréRerung zur Ermittlung der
Kernzahl embryonaler Kardiomyozyten, durch eine Farbung des Transkriptionsfaktor Nkx2.5 (in rot). In
Blau dargestellt sind die Zellkerne mittels der Markierung von DNA durch den Fluoreszenzfarbstoff
DAPI.

B.) Zellkerne embryonaler Kardiomyozyten pro Bildausschnitt nach 24-stiindiger Behandlung mit 50 yM
Antimycin A und DMSO-Kontrolle. n = 4 Wells pro Behandlung.

C.) Prozentualer Anteil von Nkx2.5-positiven embryonalen Kardiomyozytenkernen an der Gesamtzahl
aller Kerne nach 24-stiindiger Behandlung mit 50 yM Antimycin A und DMSO-Kontrolle. n = 4 Wells pro
Behandlung.

In der Analyse embryonaler Kardiomyozyten nach einer 24-stindigen Behandlung mit 50 yM
Antimycin A mittels Phasenkontrastmikroskopie lieRen sich keine wesentlichen

Veranderungen der Zellmorphologie oder Zelldichte und kein Anhalt fur Zelltod erkennen. Die
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Kernzahl und der prozentuale Anteil embryonaler Kardiomyozytenkerne an der Gesamtzahl

blieb im Vergleich zu der Kontrollgruppe nach Behandlung mit Antimycin A unverandert.

4.2.2 Embryonale Kardiomyozyten zeigen keinen Verlust ihrer Zellzyklusaktivitat
unter Antimycin A

Um den Einfluss von Antimycin A auf die Zellzyklusaktivitat der Zellen aus dem embryonalen
Herzen in Kultur beurteilen zu kénnen, wurde mittels Immunfluoreszenzanalysen der Anteil
der fir den nuklearen Proliferationsmarker Ki67 positiven Zellen bestimmt. Zur Identifikation
der Kardiomyozytenkerne erfolgten auch hier die Untersuchungen in Co-Farbung mit Nkx2.5.
Der Antikérper gegen Ki67 wird als Marker fir die Zellzyklusaktivitdt verwendet. Das
Kernprotein Ki67 ist an Umbauprozessen des Zellkerns wahrend der Proliferation beteiligt.
Das Maximum der Proteinexpression von Ki67 in kultivierten Zellen wird in der G2- und M-
Phase erreicht *®'*" Eine niedrige oder fehlende Ki67-Expression kann einen ruhenden
Status der Zellen anzeigen, in dem keine Teilung stattfindet. Der ruhende Status entspricht
jedoch einem reversiblen Stadium, in dem ein erneuter Eintritt in den Zellzyklus und damit eine
Hochregulation von Ki67 jederzeit maglich ist '*8. Wahrend es nach 24 h AMA-Behandlung zu
einer signifikanten Reduktion Ki67-positiver Kerne in Relation zu Gesamtkernzahl kam
(Abbildung 15B), ergab sich kein wesentlicher Unterschied in der Anzahl Ki67-positiver
Kardiomyozyten-Kerne (Abbildung 15C). Nkx2.5-negative Kerne zeigten ebenfalls eine
signifikante Reduktion an Ki67-positiven Kernen (Abbildung 15C). Dies spricht flr eine
verminderte Zellzyklusaktivitat in Nicht-Kardiomyozyten, wahrend die Zellzyklusaktivitat von
embryonale Kardiomyozyten von einer Komplex-lll-Inhibition durch Antimycin A nicht
beeintrachtigt ist. Der Anteil an Ki67-positiven Kernen war unter Nicht-Kardiomyozyten dabei

deutlich hoher als der von Kardiomyozyten.
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Abbildung 15 Analyse der Zellzyklusaktivitdt embryonaler Kardiomyozyten und Nicht-
Kardiomyozyten unter einer Komplex-lll-Inhibition durch Antimycin A

A.) Reprasentative Immunfluoreszenz-Aufnahmen von Nkx2.5 (in griin) und Ki67 (in rot) unter 24-
stiindiger Behandlung embryonaler Kardiomyozyten mit Antimycin A (50 yM) oder DMSO. Es erfolgte
die Darstellung der Zellkerne mittels der Markierung von DNA durch den Fluoreszenzfarbstoff DAPI (in
blau). Der Messbalken entspricht einer Lange von 100 ym.

B.) Embryonale Kardiomyozyten nach 24-stiindiger Behandlung mit Antimycin A oder DMSO.
Bestimmung des Anteils Ki67-positiver Kerne an der Gesamtzahl der Kerne (hier angegeben in %)
mittels Immunofluoreszenz. n = 4 Wells pro Behandlung; **p < 0,01.

C.) Embryonale Kardiomyozyten nach 24-stiindiger Behandlung mit Antimycin A oder DMSO. Die
Zellzyklusaktivitdt wurde anhand der Ki67-Immunfluoreszenzfarbung in Nkx2.5-negativen Nicht-
Kardiomyozytenkernen und Nkx2.5-positiven Kardiomyozytenkernen bestimmt. n=4 Wells pro
Behandlung; *p < 0,05.
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Die Reduktion Ki67-positiver Zellen zur Gesamtzellzahl unter AMA-Behandlung lief3 sich somit
am ehesten auf die Nicht-Kardiomyozyten zurlckflhren, die einem Anteil von 20-30 % der
Gesamtzellpopulation entsprachen (Abbildung 14). Schlussfolgernd hat die Behandlung mit
Antimycin A keinen Einfluss auf die Zellzyklusaktivitdt der embryonalen Kardiomyozyten,

wohingegen andere Zelltypen aus dem Zellzyklus auszutreten scheinen.

4.2.3 Embryonale Kardiomyozyten erhalten ihre Kontraktilitit trotz einer Behandlung
mit Antimycin A
Die Kontraktilitdt von Kardiomyozyten ist unter anderem stark durch die metabolische Situation
und den Energiehaushalt der Zellen beeinflusst. Ein von oxidativer Phosphorylierung
abhangiger Stoffwechsel konnte durch eine Behandlung mit Antimycin A deutlich
beeintrachtigt werden, sodass die Versuche unter anderem der Frage nach dem Erhalt der
Kontraktilitat als eine der primaren und essentiellen Funktionen der Kardiomyozyten dienten.
Die Kontraktilitat von Kardiomyozyten ist abhangig von einer Reihe von Faktoren, darunter die
Sarkomerstruktur der Zellen oder auch die Mdglichkeit der Umwandlung von ATP in
mechanische Energie '*°. Die Untersuchung der Kontraktion embryonaler Kardiomyozyten
unter AMA-Behandlung kann somit auch als indirekter Hinweis fir mogliche Schaden von
Morphologie oder Metabolismus der Zellen herangezogen werden. Die oben beschriebenen
Experimente zeigten, dass embryonale Kardiomyozyten eine Behandlung mit Antimycin A
Uberleben und sogar ihre Zellzyklusaktivitat erhalten, weshalb im nachsten Schritt die Frage
nach einem Erhalt ihrer Funktionalitdt gepruft werden soll. Dazu wurden im Rahmen der
Phasenkontrastmikroskopie Videos der kontrahierenden Zellen aufgenommen. Im Anschluss
wurden mithilfe eines Gitters aus 100 Kastchen (Abbildung 16A) die Felder mit sichtbar
kontrahierenden Arealen ausgezahlt und somit quantifiziert. Bei der Analyse der mit Antimycin
A behandelten Zellen und der Kontrollgruppe nach 24 Stunden, lief sich kein Unterschied der
Kontraktilitdt erkennen. In beiden Gruppen kam es in rund 98 der 100 Felder zu einer

synchronen Kontraktion (Abbildung 16B).
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Abbildung 16 Auswertung des Kontraktionsverhaltens embryonaler Kardiomyozyten nach
Behandlung mit Antimycin A

A.) Graphische Darstellung der Kontraktilitit embryonaler Kardiomyozyten 24 Stunden nach einer
Behandlung mit 50 yM Antimycin A und DMSO uber 24 h. Fur jedes Well wurden 5 Videos
aufgezeichnet. n = 3 Wells pro Behandlung.

B.) Embryonale Kardiomyozyten in 20-facher VergroRerung in der Phasenkontrastmikroskopie. Zur
Quantifizierung der Kontraktilitat wurde ein Gitter aus 10x10 Kastchen (sichtbar in rot) Ulber
Videoaufnahmen der kontrahierenden Kardiomyozyten gelegt. Gezahlt wurden die kontraktilen

Kastchen mit sichtbar kontraktilen Bereichen.

Der Erhalt der Kontraktionsfahigkeit bestatigte erneut die hohe Toleranz embryonaler
Kardiomyozyten gegeniber einer 24-stindigen Komplex-Ill-Inhibition mit Antimycin A. Trotz
der mitochondrialen Dysfunktion waren die embryonalen Kardiomyozyten in der Lage — durch
Erhalt ihrer Kontraktilitat — inrer Hauptfunktion weiterhin nachzukommen. Durch den Nachweis
der hohen Toleranz der Kardiomyozyten stellte sich die Frage, was fiir das Uberleben und den
Funktionserhalt der Zellen verantwortlich ist. Um der Frage nachzugehen, wurden Western
Blot- und Immunfluoreszenz-Analysen zur Identifikation méglicher molekularer Mechanismen

der Stressantwort eingesetzt.

4.2.4 Embryonale Kardiomyozyten aktivieren die ISR unter Antimycin A

Zur Untersuchung molekularer Mechanismen, die woméglich einen Einfluss auf das Uberleben
embryonaler Kardiomyozyten unter Antimycin A haben, wurden Western-Blot- und
Immunfluoreszenzanalysen der in vitro behandelten Zellen durchgefuhrt. Dadurch sollten
mogliche Signalwege der zelluldren Stressantwort identifiziert werden, die bei mitochondrialer
Komplex-Ill-Inhibierung reguliert beziehungsweise aktiviert werden. Auf Grundlage dieser
Versuche konnte zusatzlich ein Vergleich zu vorherigen Ergebnissen aus H9c2-Zellen (siehe
Abschnitt 4.1 bzw. Griin et al. 2022) und dem Hces-Knockout Model ' gezogen werden. Die
Proteine wurden dabei aus einer Mischkultur von Kardiomyozyten und Nicht-Kardiomyozyten

isoliert. Aufgrund des hohen Anteils an Kardiomyozyten (Abbildung 14) kann dabei von einer
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Proteinisolation Uberwiegend aus Kardiomyozyten ausgegangen werden. Die Western-Blot-
Analysen embryonaler Kardiomyozyten zeigten, anders als bei H9c2-Zellen (Abbildung 11),
eine signifikante Induktion der elF2a-Phosphorylierung nach einer AMA-Behandlung
(Abbildung 17). EIF2a ist einer der Schlisselfaktoren in der Regulation von
Translationsprozessen und dient im Rahmen von ISR und UPR™ unter anderem der
Aufrechterhaltung der Proteinhomdostase (siehe Abschnitt 1.3.3) "°. Zu den wahrend ISR und
UPR™ induzierten Transkriptionsfaktoren gehéren ATF4 und CHOP (siehe Abschnitt 1.3.3).
Beide zeigten einen signifikanten Anstieg in den Western-Blot-Analysen embryonaler
Kardiomyozyten bei Behandlung mit Antimycin A (Abbildung 17). Eine signifikante Induktion
zeigte sich auch fur die Cytochrom C Oxidase subunit IV (COXIV) (Abbildung 17). Das nuklear
codierte COXIV stellt eine Untereinheit der Cytochrom C Oxidase dar, ein Schlisselenzym
(Komplex IV) der mitochondrialen Atmungskette. Aus mehreren Untereinheiten bestehend ist
Komplex IV im Rahmen der oxidativen Phosphorylierung an der Ubertragung von Elektronen
auf molekularen Sauerstoff beteiligt *'. Als mitochondriales Protein diente es als Indikator fiir
den Mitochondriengehalt. Wie auch in H9c2-Zellen, (siehe Abschnitt 4.1.3) konnte eine
Induktion von HSF1 als ein reprasentativer Marker der Hitzeschock-Antwort in mit AMA
behandelten embryonalen Kardiomyozyten nicht nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu
H9c2-Zellen zeigte sich aulerdem keine signifikant vermehrte Expression von GADD34.
Ebenfalls nicht im Western Blot nachzuweisen war eine AMA-bedingte Induktion von ATF5 in
embryonalen  Kardiomyozyten, welcher ebenfalls als ein Hauptakteur bzw.
Transkriptionsfaktor der UPR™ gilt (siehe Abschnitt 1.3.3) (Abbildung 17).
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Abbildung 17 Auswertungen von Western-Blot-Analysen stressreaktiver Signalwege in
embryonalen Kardiomyozyten unter Antimycin A

A.) Western Blot von uber 24 Stunden mit Antimycin A 50 yM und DMSO behandelten, embryonalen
Kardiomyozyten. Dargestellt sind verschiedene Marker von ISR/UPR™ (ATF4, CHOP, GADD34, p-
elF2a), sowie ATF5 als einen der Schliisselfaktoren der UPR™ in Saugern. HSF1 diente der
Untersuchung der Hitzeschockantwort. COXIV als mitochondriales Protein wurde als Indikator fiir den
Mitochondriengehalt herangezogen. Am rechten Rand angegeben ist das Molekulargewicht in
Kilodalton (kDa).

B.) Densitometrische Quantifizierung des dargestellten Western Blots als x-fache Anderung der mit
Antimycin A behandelten Zellen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Normalisiert wurden CHOP, ATF4,
GADD34, HSF1, ATF5 und COXIV auf Vinculin. p-elF2a wurde normalisiert auf total elF2a. *p < 0,05;
***n < 0,001; n = 3 Wells pro Behandlung.
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Zur Verifizierung der Ergebnisse der Western-Blot-Analysen erfolgten
Immunfluoreszenzanalysen in embryonalen Kardiomyozyten nach AMA- oder DMSO-
Behandlung. Die Darstellung der Zellen in der Immunfluoreszenz ermdglicht eine Co-Farbung
mit dem Strukturprotein a-Actinin und damit eine genauere Identifizierung der Kardiomyozyten.
Anders als in Western-Blot-Analysen konnten die Versuche somit eine Darstellung der
Expression von stressreaktiven Proteinen speziell in Kardiomyozyten - innerhalb des
gemischten Zellverbundes aus dem embryonalen Herzen - ermdglichen. Die
Immunfluoreszenzanalysen zeigten hierbei eine verstarkte Signalintensitdt der
Transkriptionsfaktoren ATF4 (Abbildung 18) und CHOP (Abbildung 19) in mit AMA inkubierten

Zellen im Vergleich zu mit DMSO behandelten, embryonalen Kardiomyozyten und bestatigten

damit die schon im Western Blot nachgewiesenen Ergebnisse.
24h

ATF4
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DMSO AMA 50uM

Abbildung 18 Immunfluoreszenzanalysen von ATF4 als Marker molekularer Stressantworten in
mit AMA behandelten, embryonalen Kardiomyozyten.

Reprasentative Immunfluoreszenz-Aufnahmen des Transkriptionsfaktors ATF4 (in rot) unter 24-
stiindiger Behandlung embryonaler Kardiomyozyten mit Antimycin A (50 uM) oder DMSO. Es erfolgte
die Co-Farbung mit dem Strukturprotein a-Actinin (in griin) zur Identifizierung der Kardiomyozyten und
die Darstellung der Zellkerne mittels der Markierung von DNA durch den Fluoreszenzfarbstoff DAPI (in

blau). Der Messbalken entspricht einer Lange von 20 um.
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Abbildung 19 Immunfluoreszenzanalysen von CHOP als Marker molekularer Stressantworten in
embryonalen Kardiomyozyten

Reprasentative Immunfluoreszenz-Aufnahmen des Transkriptionsfaktors CHOP (in rot) unter 24-
stiindiger Behandlung embryonaler Kardiomyozyten mit Antimycin A (50 uM) bzw. DMSO. Es erfolgte
die Co-Farbung mit dem Strukturprotein a-Actinin (in griin) zur Darstellung der Kardiomyozyten und die

Darstellung der Zellkerne mittels der Markierung von DNA durch den Fluoreszenzfarbstoff DAPI (in

blau). Der Messbalken entspricht einer Lange von 50 um.

Im Rahmen der UPR™ kommt es zu der Aktivierung von Genen Mitochondrien-spezifischer
Proteine 2. Gene fiir die mitochondrialen Proteasen wie YME1L1 (YMET like 1 ATPase) und
ClpP (caseinolytic protease proteolytic subunit) besitzen CHOP-Bindungselemente in ihrer
Promoterregion und werden dadurch im Rahmen der UPR™ vermehrt exprimiert . Auch die
Induktion der Protease PMPCB (Mitochondrial-Processing Peptidase Subunit Beta), lokalisiert
in der mitochondrialen Matrix, konnte mit der UPR™ in Verbindung gebracht werden '*3. Fiir
keine der drei Proteasen (ClpP, YME1L1, PMPCB) konnte jedoch eine Induktion unter
Antimycin A in embryonalen Kardiomyozyten nachgewiesen werden (Abbildung 20). Die
Ergebnisse geben damit keinen Hinweis auf die Aktivierung einer Mitochondrien-spezifischen

Stressantwort.
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Abbildung 20 Auswertung der Western-Blot-Analysen der Proteasen YME1L1, PMPCB und
ClpP der UPR™ unter Antimycin A in embryonalen Kardiomyozyten

A.) Darstellung des Western Blots von tiber 24 Stunden mit Antimycin A 50 uM und DMSO behandelten,
embryonalen Kardiomyozyten. YME1L1, PMPCB und CIpP stellen Mitochondrien-spezifische Proteine
dar, die im Rahmen der UPR™ aktiviert werden. Am rechten Rand angegeben ist das Molekulargewicht
in Kilodalton (kDa).

B.) Densitometrische Quantifizierung des dargestellten Western Blots als x-fache Anderung der mit
Antimycin A behandelten Zellen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Normalisiert wurden YME1L1,
PMPCB und ClpP auf Vinculin. n = 3 Wells pro Behandlung.

Die Ergebnisse zeigten eine Aktivierung protektiver, zellularer Mechanismen bzw.
stressinduzierter Signalwege, insbesondere der ISR, in embryonalen Kardiomyozyten unter
Antimycin A Behandlung. Die Resultate zeigten dabei Parallelen zu vorausgehenden
Versuchen an H9c2-Zellen, die ebenfalls eine Induktion von ATF4 und CHOP aufwiesen
(Abbildung 11). Anders als in den Zelllinien konnte in mit AMA behandelten, embryonalen
Kardiomyozyten jedoch keine erhdhte Expression von GADD34 nachgewiesen werden
(Abbildung 17). Embryonale Kardiomyozyten hingegen zeigten eine signifikant vermehrte
Phosphorylierung von elF2a unter AMA, die in H9c2-Zellen nicht gezeigt werden konnte
(Abbildung 11 bzw. Grin et al., 2022). Die Induktion von ATF4, CHOP und p-elF2a weisen
dabei auf die Aktivierung der Stressantworten der Integrated-Stress-Response hin und

kénnten somit neben weiteren Mechanismen fiir die erhéhte Stressresistenz embryonaler
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Kardiomyozyten mitverantwortlich sein. Ein Nachweis fiir die Induktion UPR™ spezifischer

Proteasen konnte nicht erbracht werden.

4.2.5 Untersuchung der ER-Stress-Achse in embryonalen Kardiomyozyten unter
Antimycin A

Durch die enge physikalische und molekulare Interaktion zwischen Mitochondrien und ER,
unter anderem (iber verschiedene Kontaktstellen in deren Membranen '* ist auch ein Einfluss
von Antimycin A auf das Endoplasmatische Retikulum embryonaler Kardiomyozyten denkbar.
So konnte bereits ein Zusammenhang zwischen mitochondrialer Dysfunktion und der Induktion
von ER-Stress gezeigt werden °. Kommt es zu einer Dysfunktion der Proteinfaltung innerhalb
des ER, beispielsweise durch oxidativen Stress, resultiert dies in einer Aktivierung

13

verschiedener ER-Stress-Mechanismen '¥2. Als ein wichtiger ER-Stress-Sensor gilt das

46 und diente deshalb als solcher in den

Chaperon BiP (Binding immunoglobulin Protein)
nachfolgenden Versuchen der Identifizierung von ER-Stress. BiP (oder GRP78) ist im ER-
Lumen lokalisiert und bindet unter physiologischen Bedingungen die in der ER-Membran
lokalisierte Kinase PERK und den Transkriptionsfaktor ATF6 (Activating Transcription Factor
6), zwei wichtige Mediatoren der ER-Stress-Achse. Kommt es zu vermehrtem Stress des
Endoplasmatischen Retikulums, entlasst BiP die beiden Proteine aus der Bindung, um seiner
Funktion als Faltungshelfer akkumulierter Proteine im ER-Lumen nachzukommen. Somit fihrt
die Dissoziation von BiP unter anderem zu der Aktivierung von PERK ', PERK wiederum
kann dann in seiner Funktion als Kinase zu einer Phosphorylierung von elF2a fiihren (siehe
Abschnitt 1.3.3) ”°. Mit AMA behandelte embryonale Kardiomyozyten zeigten nach 24 Stunden

eine signifikante Induktion des Chaperons BiP (Abbildung 21).
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Abbildung 21 Untersuchung des ER-Chaperons BiP (GRP78) mittels Western Blot in
embryonalen Kardiomyozyten unter Antimycin A

A.) Western Blot des ER-Chaperons BiP von iber 24 Stunden mit Antimycin A (50 uM) bzw. DMSO
behandelten, embryonalen Kardiomyozyten. Am rechten Rand angegeben ist das Molekulargewicht in
Kilodalton (kDa).

B.) Densitometrische Quantifizierung des dargestellten Western Blots als x-fache Anderung der mit
Antimycin A behandelten Zellen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Normalisiert wurde BiP auf Vinculin.

*p < 0,05; n = 3 Wells pro Behandlung.

Die in den Western-Blot-Analysen nachgewiesene, signifikante Induktion des ER-spezifischen
Chaperons BiP konnte damit auf eine durch Antimycin A induzierte Stressreaktion nicht nur

des Mitochondriums, sondern auch des Endoplasmatischen Retikulums hindeuten.

4.3 Untersuchung von oxidativem Stress und antioxidativen Mechanismen in

embryonalen Kardiomyozyten unter AMA

4.3.1 Die Inhibition von Komplex Ill der Atmungskette fiihrt zu einer deutlichen
Zunahme reaktiver Sauerstoffverbindungen

Eine Inhibition der Atmungskette kann zur UbermaRigen Produktion reaktiver

Sauerstoffverbindungen fluhren, die insbesondere von Komplex | und Il der Atmungskette

generiert werden (siehe Abschnitt 1.2.2). Die Produktion mitochondrialer Superoxide wurde

durch die Fluoreszenzmikroskopie mithilfe des MitoSOX™ Red Reagenz dargestellt.

Embryonale Kardiomyozyten wurden dazu 24 Stunden lang mit Antimycin A bzw. DMSO
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behandelt, mit MitoSOX inkubiert und anschlielend in der Fluoreszenzmikroskopie dargestellt.
Die Darstellung der embryonalen Kardiomyozyten nach der 24-stindigen Behandlung zeigte
eine deutliche Zunahme der Intensitat des MitoSOX™ Red-Fluoreszenzfarbstoffes (Abbildung
22), was fir eine vermehrte Produktion der mitochondrialen Hyperoxidanionen (Oz2-") spricht.

Um eine mogliche Depolarisation des mitochondrialen Membranpotentials, wie es bei einem
Zelluntergang im Sinne von Apoptose vorkommt, zu visualisieren, wurde das Image-iT™
TMRM Assay Kit verwendet. Im Falle eines nicht mehr intakten Membranpotentials kdme es
bei Anfarbung mit TMRM zu einer verminderten Akkumulation in den Mitochondrien und damit
zu einer reduzierten Signalintensitat. Die Darstellung mit TMRM zeigte keine reproduzierbar
verminderte Intensitét des Fluoreszenzfarbstoffes in embryonalen Kardiomyozyten nach 24
Stunden AMA-Behandlung im Vergleich zu einer DMSO-Behandlung (Abbildung 22), sodass
sich ein Effekt auf das Membranpotential der Mitochondrien nicht sicher nachweisen liel3. In 2
von 3 Versuchen mittels TMRM waren keine Veranderungen des Membranpotentials
nachweisbar. Zusammenfassend lasst sich von einem deutlichen AMA-bedingten Anstieg von
Hyperoxidanionen (Oz2-") sprechen, der durch die embryonalen Kardiomyozyten jedoch gut
toleriert wurde, sodass sich weder in Zellwachstum und -lberleben (Abbildung 14), noch bei
der Kontraktilitdt (Abbildung 16) wesentliche Unterschiede zwischen der DMSO-
Kontrollgruppe und der mit 50 uM Antimycin A behandelten, embryonalen Kardiomyozyten
zeigten. In Ubereinstimmung damit schienen das Membranpotential und die Integritét der

Mitochondrien trotz oxidativem Stress weitestgehend intakt zu bleiben.
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Abbildung 22 Fluoreszenzanalysen zum Nachweis reaktiver Sauerstoffverbindungen und dem
mitochondrialem Membranpotential in mit Antimycin A behandelten, embryonalen
Kardiomyozyten

A.) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen embryonaler Kardiomyozyten nach 24-stiindiger
Behandlung mit AMA (50 UM) bzw. DMSO und anschlieRender Inkubation mit MitoSOX, einem rot
fluroreszierenden Reagenz zur Detektion mitochondrialer O2-". Der Messbalken entsprich einer Lange
von 100 pym.

B.) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen embryonaler Kardiomyozyten nach 24-stiindiger
Behandlung mit AMA (50 uM) bzw. DMSO und anschlielender Inkubation mit TMRM zur Darstellung

des mitochondrialen Membranpotentials. Der Messbalken entsprich einer Lange von 50 um.

Zusatzlich zu den MitoSOX-Fluoreszenzanalysen zum Nachweis von oxidativem Stress
wurden die Zellen auch auf eine mdgliche Hyperoxidierung von Peroxiredoxin hin untersucht.
Peroxiredoxine sind an enzymatisch katalysierten, antioxidativen Mechanismen zur
Neutralisierung von reaktiven Sauerstoffverbindungen beteiligt und tragen ein hoch reaktives
Cystein-Zentrum. Kommt es durch Oxidation des Cystein-Thiols zu Cystein-Sulfenyl, wird die
weitere Oxidation normalerweise Uber die Bildung von Disulfidbriicken verhindert und das
Peroxiredoxin durch ein Oxidoreduktase in den Ausgangszustand zurickversetzt. Bei

oxidativem Stress durch eine anhaltend vermehrte Generierung von ROS (wie H202), kommt
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es zu einer Hyperoxidierung von Peroxiredoxin. Dies fuihrt zu der Oxidation Uber Sulfensaure
(-SO") gefolgt von Sulfinsdure (-SO) bis hin zu Sulfonséure (-SO3) '*°. 24 Stunden nach
Behandlungsbeginn mit Antimycin A zeigten embryonale Kardiomyozyten in der Western-Blot-
Analyse einen signifikanten Anstieg der hyperoxidierten Form des Peroxiredoxin (PRDX-SO3)
im Vergleich zu DMSO (Abbildung 23). Dieses Ergebnis deckt sich auch mit Versuchen mit
H9c2-Zellen, in denen PRDX-SO; vermehrt vorlag '%2.

A __DMSO___AMASOUM _
PRDX-SO3 — 30 kDa
Vinculin — 130 kDa
B.) 5 *%
4
§’ |
3 3
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2 AMA 50uM
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Abbildung 23 Auswertungen der Western-Blot-Analysen von PRDX-SOs in embryonalen
Kardiomyozyten nach Behandlung mit Antimycin A

A.) Western Blot von PRDX-SO3 nach Proteinisolation von tber 24 Stunden mit Antimycin A (50 uM)
bzw. DMSO behandelten, embryonalen Kardiomyozyten. Am rechten Rand angegeben ist das
Molekulargewicht in Kilodalton (kDa).

B.) Densitometrische Quantifizierung des dargestellten Western Blots als x-fache Anderung der mit
Antimycin A behandelten Zellen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Normalisiert wurde PRDX-SO3 auf
Vinculin. **p < 0,01; n = 3 Wells pro Behandlung.

Zusammenfassend zeigten embryonale Kardiomyozyten bei mitochondrialer Komplex-Ill-
Inhibierung einen Anstieg von ROS und die Entstehung von oxidativem Stress. Wie in
Abschnitt 4.2 beschrieben, zeigten mit AMA behandelte, embryonale Kardiomyozyten trotz
des Nachweises von oxidativem Stress keinen Zellverlust oder maf3gebliche morphologische
Veranderungen, was flr eine hohe Toleranz der Zellen gegenuber der vermehrten

Ansammlung von ROS spricht. Daraus ergibt sich die Frage nach mdéglichen antioxidativen
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und molekularen Mechanismen, die embryonalen Kardiomyozyten vor den negativen

Auswirkungen des oxidativen Stresses schitzen.

4.3.2 Embryonale Kardiomyozyten aktivieren antioxidative Mechanismen unter
Antimycin A

Um zu untersuchen, welche Mechanismen mdglicherweise fiir die hohe Toleranz embryonaler
Kardiomyozyten gegeniber der vermehrten Produktion von ROS bei einer Komplex-Ill-
Inhibierung verantwortlich sein konnten, wurden Western-Blot- und
Immunfluoreszenzanalysen antioxidativer Proteine und Enzyme durchgefihrt. HO-1
(Hadmoxygenase-1) zeigte in den Western-Blot-Analysen einen signifikanten Anstieg in mit
Antimycin A behandelten, embryonalen Kardiomyozyten im Vergleich zu der Kontrollgruppe
(Abbildung 24). HO-1 besitzt durch seine Nebenprodukte des Ham-Abbaus,
Kohlenstoffmonoxid (CO) und Bilirubin, antioxidative Eigenschaften und ist primar im glatten
Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert, wird jedoch auch in Mitochondrium und Nukleus
gefunden. Die Translokation von HO-1 in die Mitochondrien soll die Zellen dabei vor einem

durch die Mitochondrien bedingten Zelltod schiitzen ©'.
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Abbildung 24 Grafische Darstellungen der Ergebnisse der Western-Blot-Analysen von HO-1 und
p38 in embryonalen Kardiomyozyten bei Komplex-Ill-Inhibition

A.) Western Blot von HO-1 und p-p38 nach Proteinisolation von 24 Stunden mit Antimycin A (50 uM)
bzw. DMSO behandelten, embryonalen Kardiomyozyten. Am rechten Rand angegeben ist das
Molekulargewicht in Kilodalton (kDa).

B.) Densitometrische Quantifizierung des dargestellten Western Blots von p-p38 als x-fache Anderung
der mit Antimycin A behandelten Zellen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Normalisiert wurde p-p38 auf
total p38. n = 3 Wells pro Behandlung.

C.) Densitometrische Quantifizierung des dargestellten Western Blots von HO-1 als x-fache Anderung
der mit Antimycin A behandelten Zellen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Normalisiert wurde HO-1 auf

Vinculin. **p < 0,01; n = 3 Wells pro Behandlung.

Eine entscheidende Rolle bei der Eliminierung von mitochondrialen Hyperoxidanionen (O2--)
spielen die sogenannten Superoxiddismutasen (SOD). In Saugern wird dabei zwischen drei
verschiedene Formen unterschieden — SOD1, SOD2 und SOD3. Wahrend SOD1 sich fast
ausschlieBlich intrazellular im Zytoplasma befindet, beschrankt sich SOD2 auf das
Mitochondrium (siehe Abschnitt 1.3.1) 8. In unseren Experimenten zeigte sich 24 Stunden
nach einer Komplex-lll-Inhibition durch Antimycin A in embryonalen Kardiomyozyten eine
signifikant vermehrte Expression von SOD1, verglichen zur Kontrollgruppe (Abbildung 25).

Auch bei SOD2 deuteten die Western-Blot-Analysen auf einen merklichen, jedoch nicht
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signifikanten Anstieg in mit Antimycin A behandelten, embryonalen Kardiomyozyten hin

(Abbildung 25).
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Abbildung 25 Auswertungen der Western-Blot-Analysen von SOD1 und SOD2 in embryonalen
Kardiomyozyten bei Komplex-lll-Inhibition

A.) Western Blot von SOD1 und SOD2 nach Proteinisolation von 24 Stunden mit Antimycin A (50 uM)
bzw. DMSO behandelten, embryonalen Kardiomyozyten. Am rechten Rand angegeben ist das
Molekulargewicht in Kilodalton (kDa).

B.) Densitometrische Quantifizierung des dargestellten Western Blots von SOD1 als x-fache Anderung
der mit Antimycin A behandelten Zellen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Normalisiert wurde SOD1
auf Vinculin. *p < 0,05; n = 3 Wells pro Behandlung.

C.) Densitometrische Quantifizierung des dargestellten Western Blots von SOD2 als x-fache Anderung
der mit Antimycin A behandelten Zellen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Normalisiert wurde SOD2

auf Vinculin. n = 3 Wells pro Behandlung.

In Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe an H9c2-Zellen zeigte sich eine signifikante Induktion
des Transkriptionsfaktors NF-E2-related factor 2 (Nrf2) unter AMA-Behandlung '°2. Nrf2 gehért
zu den zentralen antioxidativen und zellprotektiven Transkriptionsfaktoren der Zelle als
Reaktion auf oxidativen Stress und dient als solcher der Aufrechterhaltung der zellularen

Redox-Homdostase . Als einer der wichtigsten transkriptionellen Regulatoren antioxidativer
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Gene ist Nrf2 fur die Induktion einer Reihe von antioxidativen und zellprotektiven Genen
verantwortlich, darunter die Hamoxygenase 1 (HO-1) und die Superoxiddismutase 2 (SOD2)

83 sowie der Superoxiddismutase 1 (SOD1) %2, Immunfluoreszenzanalysen von fiir 24 Stunden

mit 50 yM Antimycin A behandelten, embryonalen Kardiomyozyten zeigten keine vermehrte
Signalintensitat des nuklearen NRF2 im Vergleich zur DMSO-Kontrollgruppe (Abbildung 26).

24h

Nrf 2

Actinin

DMSO AMA 50uM

Abbildung 26 Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von NRF2 in mit Antimycin A
behandelten, embryonalen Kardiomyozyten

Reprasentative Immunfluoreszenzdarstellung von NRF2 (in rot). Es erfolgte die Co-Farbung mit dem
Strukturprotein a-Actinin (in griin) zur Darstellung der Kardiomyozyten und die Darstellung der Zellkerne
mittels der Markierung von DNA durch den Fluoreszenzfarbstoff DAPI (in blau). Die
Immunfluoreszenzanalysen erfolgten nach 24-stiindiger Behandlung embryonaler Kardiomyozyten mit
Antimycin A (50 uM) und DMSO-Kontrolle.

Die Ergebnisse der Western-Blot-Analysen zeigten eine signifikant erhdhte Expression von
PRDX-SO3 (Abbildung 23), HO-1 (Abbildung 24) und SOD1 (Abbildung 25) unter AMA-

Behandlung, hindeutend auf erhdhte Spiegel reaktiver Sauerstoffverbindungen und die
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gleichzeitige Aktivierung antioxidativer Mechanismen in embryonalen Kardiomyozyten.
Wahrend in Western-Blot-Analysen eine Induktion von HO-1 in embryonalen Kardiomyozyten
unter Antimycin A gezeigt werden konnte, war keine vermehrte Signalintensitat von Nrf2 in der
Immunfluoreszenz nachweisbar. Auch wenn sich eine vermehrte Bildung von ROS im Zuge
einer Komplex-lll-Inhibierung zeigte, blieben mikroskopisch unveranderte und kontrahierende

embryonale Kardiomyozyten mit erhaltener Zellzyklusaktivitat sichtbar.

4.3.3 Veranderung der Verteilungsmuster intramitochondrialer Proteine in
embryonalen Kardiomyozyten nach Komplex-lll-Inhibierung

SOD?2 ist in der mitochondrialen Matrix lokalisiert, in der auch im physiologischen Zustand der
Zelle ein Grolteil der Produktion freier Radikale durch die Atmungskette entsteht. Als
Superoxiddismutase katalysiert SOD2 die Umwandlung des O, "~ in das weniger reaktive H,02
und wirkt somit gegeniiber freien Radikalen protektiv '*°. Die Immunfluoreszenzanalyse von
SOD2 deutete auf eine intrazellulare Umverteilung des Enzyms hin. Die DMSO-Kontrolle
zeigte die typische, vor allem perinukleare Anordnung von Mitochondrien und damit auch
intramitochondrialer Proteine. Antimycin-A-behandelte Zellen hingegen zeigten eine deutlich
diffusere und bis in die Peripherie reichende Anfarbung von SOD2 (Abbildung 27).
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Abbildung 27 Immunfluoreszenzanalysen von SOD2 in mit Antimycin A behandelten,
embryonalen Kardiomyozyten

' DMSO

Reprasentative Immunfluoreszenzdarstellung von SOD2 (in rot). Es erfolgte die Co-Farbung mit dem
Strukturprotein a-Actinin (in griin) zur Darstellung der Kardiomyozyten und die Darstellung der Zellkerne
mittels der Markierung von DNA durch den Fluoreszenzfarbstoff DAPI (in blau). Die
Immunfluoreszenzanalysen erfolgten nach 24-stiindiger Behandlung embryonaler Kardiomyozyten mit

Antimycin A (50 uM) und DMSO-Kontrolle. Die Messbalken entsprechen einer Lange von 50 um.

Ein weiteres Protein, das in den Mitochondrien lokalisiert ist und somit auf eine mdgliche
Umstrukturierung der Mitochondrien innerhalb der Zelle hindeuten kann, ist HSP60. Wie in
Abschnitt 1.3.2 beschrieben, dient HSP60 - ein in der mitochondrialen Matrix lokalisiertes
Chaperon - primar der Faltung I6slicher, monomerer Proteine. Damit stellt die Induktion von
HSP60 eine wichtige Reaktion der Zellen auf proteotoxischen Stress dar ™. HSP60 zeigte in
den Western-Blot-Analysen keinen signifikanten Anstieg in mit Antimycin A behandelten,

embryonalen Kardiomyozyten im Vergleich zu der Kontroligruppe (Abbildung 28).
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Immunfluoreszenzanalysen deuten jedoch auf eine vermehrte Signalintensitat von HSP60 in
AMA-behandelten, embryonalen Kardiomyozyten (Abbildung 29).

HSP60 zeigte nach Behandlung mit Antimycin A in der Immunfluoreszenz zudem eine
deutliche Anfarbung bis in die Peripherie der embryonalen Kardiomyozyten. Im Vergleich dazu
zeigt sich in den mit DMSO behandelten Kardiomyozyten eine primar perinukleére Verteilung
des Proteins. Die veranderte intrazelluldare Verteilung von HSP60 und SOD2 als
mitochondriale Proteine kdnnte somit auf eine Umstrukturierung der Mitochondrien als Antwort

auf den zellularen Stress hindeuten.
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Abbildung 28 Grafische Darstellung der Ergebnisse der Western-Blot-Analysen von HSP60 in
embryonalen Kardiomyozyten bei Komplex-Ili-Inhibition

A.) Western Blot von HSP60 nach Proteinisolation von Uber einen Zeitraum von 24 Stunden mit
Antimycin A (50 uM) bzw. DMSO behandelten, embryonalen Kardiomyozyten. Am rechten Rand
angegeben ist das Molekulargewicht in Kilodalton (kDa).

B.) Densitometrische Quantifizierung des dargestellten Western Blots als x-fache Anderung der
Antimycin A behandelten Zellen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Normalisiert wurden HSP60 auf

Vinculin. n = 3 Wells pro Behandlung.
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Abbildung 29 Immunfluoreszenzanalyse von HSP60 in embryonalen Kardiomyozyten unter
Antimycin A

Reprasentative Immunfluoreszenzdarstellung von HSP60 (in rot). Es erfolgte die Co-Farbung mit dem
Strukturprotein a-Actinin (in griin) zur Darstellung der Kardiomyozyten und die Darstellung der Zellkerne
mittels der Markierung von DNA durch den Fluoreszenzfarbstoff DAPI (in  blau).
Immunfluoreszenzanalysen erfolgten nach 24-stiindiger Behandlung embryonaler Kardiomyozyten mit
Antimycin A (50 uM) und DMSO-Kontrolle. Die Messbalken entsprechen einer Lange von 20 um.
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4.4 Komplex-lll-Inhibition in adulten Maus-Kardiomyozyten durch Antimycin A

441 Adulte Kardiomyozyten zeigen einen deutlichen Zellverlust bei Behandlung mit
Antimycin A
Isolierte, adulte Kardiomyozyten prasentieren sich als stédbchenférmige, meist bi- oder
multinukleére, in ihrer Sarkomerstruktur streng organisierte Zellen. Sie kdnnen dabei ihre
Fahigkeit zur Kontraktion auch in Kultur beibehalten. Jedoch ist ihre Morphologie abhangig
von der Zeit, die sie in Kultur gehalten werden. So kommt es im Verlauf zu einer
Dedifferenzierung der adulten Kardiomyozyten, mit zunehmender Abweichung zu einem in-
vivo-Szenario '%. Unter anderem aus diesem Grund werden die meisten, in der Literatur
beschriebenen Experimente innerhalb von 24 Stunden nach Praparation durchgefihrt "%,
Eine Fahigkeit zur Proliferation besteht bei den isolierten, adulten Kardiomyozyten nicht.
Wahrend embryonale Kardiomyozyten eine Behandlung mit Antimycin A in einer
Konzentration von 50 uM Uber 24 Stunden gut tolerierten (siehe Abschnitt 4.2.1), zeigten
adulte Kardiomyozyten bei gleicher Konzentration innerhalb kiirzester Zeit einen Zelluntergang
(Abbildung 30). Abbildung 30 zeigt zum einen die typischen, stabchenférmigen
Kardiomyozyten unter DMSO-Behandlung. Die adulten Kardiomyozyten zeigten jedoch bereits
nach 15 Minuten unter einer Behandlung mit Antimycin A in der gleichen Konzentration, die
auch bei embryonalen Kardiomyozyten Uber 24 Stunden verwendet wurde (50 uM),
abgerundete, nicht mehr adharente Zellen als Zeichen fiir einen Zelltod. Es zeigten sich eine
Fragmentierung und Kontraktur der Zellen, eine Kontraktion und damit Funktionalitat der

Kardiomyozyten war nicht mehr nachweisbar.
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AMA 50uM DMSO

Abbildung 30 Morphologie adulter Kardiomyozyten nach Behandlung mit Antimycin A (AMA)

Reprasentative Phasenkontrastbilder adulter Kardiomyozyten in 20-facher VergrofRerung nach 15-
minutiger Behandlung mit 50 yM Antimycin A. Im Vergleich dargestellt ist die Kontrollgruppe behandelt

mit der Tragersubstanz DMSO in aquimolarer Menge.

Zusammenfassend liel3 sich bereits nach kirzester Zeit ein deutlicher Unterschied zwischen
mit AMA behandelten, adulten Kardiomyozyten und der DMSO-Kontrollgruppe in der
Phasenkontrastmikroskopie darstellen. Wahrend embryonale Kardiomyozyten eine 24-
stindige Behandlung bei einer Konzentration von 50 uyM AMA tolerierten, bestanden bei
adulten Kardiomyozyten bei gleicher Konzentration bereits nach wenigen Minuten deutliche
morphologische Veranderungen und Anzeichen fir den Zelltod.

4.4.2 Aktivierung der ISR in adulten im Vergleich zu embryonalen Kardiomyozyten
bei Komplex-lll-Inhibition

Wie in Abschnitt 4.4.1 dargestellt, zeigten sich adulte Kardiomyozyten deutlich sensibler
gegenuber der Behandlung mit Antimycin A als embryonale Kardiomyozyten. Bereits nach
kurzer Zeit fuhrte die Behandlung mit dem Komplex-IlI-Inhibitor zu morphologischen
Veranderungen bzw. dem Zelluntergang der adulten Zellen (siehe Abbildung 30). Bei einer
Konzentration von 50 yM Antimycin A, wie sie auch bei der Behandlung embryonaler
Kardiomyozyten verwendet wurde, zeigten sowohl Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe
(Abbildung 31) als auch entsprechende Verifizierungen im Rahmen dieser Arbeit zur ISR im
Western Blot bei adulten Kardiomyozyten zu einem Zeitpunkt von 15 und 30 Minuten keinen
Anstieg von ATF4 und CHOP. Auch eine vermehrte Phosphorylierung von elF2a konnte nicht

nachgewiesen werden. CHOP und p-elF2a zeigten sich in adulten Kardiomyozyten nach AMA-
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Behandlung zu einem Zeitpunkt von 15 und 30 Minuten sogar signifikant reduziert, was

tendenziell auch fur ATF4 gilt (Abbildung 31).
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Abbildung 31 Adulte Kardiomyozyten zeigten keine Aktivierung ISR spezifischer Marker nach
hochdosierter AMA-Behandlung

A.) Western-Blot-Ergebnisse von p-elF2a sowie den Transkriptionsfaktoren ATF4 und CHOP von tber
30 Minuten mit Antimycin A (50 yM) und DMSO behandelten, adulten Kardiomyozyten.

B.) Densitometrische Quantifizierung des dargestellten Western Blots als x-fache Anderung der mit
Antimycin A behandelten Zellen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Normalisiert wurde p-elF2a auf
elF2a. ATF4 wurde auf GAPDH, CHOP auf Vinculin normalisiert. *p < 0,05; n = 3 Wells pro Behandlung.
Die dargestellten Ergebnisse wurden im Rahmen von Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe generiert,

im Verlaufe dieser Arbeit aber durch eigene Daten verifiziert.

Bei hohen Konzentrationen von Antimycin A kam es bei adulten Kardiomyozyten bereits nach
wenigen Minuten zu einem deutlichen Zelluntergang (siehe Abschnitt 4.4.1). Daher wurde
nach einer Konzentration gesucht, die ein langeres Uberleben der adulten Kardiomyozyten
ermdglicht und somit eine Reaktion der Zellen im Sinne einer Aktivierung von molekularen
Stress-Antworten erlaubt. Um eine geeignete Dosis von Antimycin A fur die Beurteilung adulter
Kardiomyozyten zu finden, wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen des
Inhibitors behandelt. Im Anschluss wurden Phasenkontrastbilder zu unterschiedlichen
Zeitpunkten erstellt und somit mégliche morphologische Veranderungen detektiert. Um eine

geeignete Konzentration fur die Behandlung der Zellen mit Antimycin A zu finden, wurden
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diese zunachst mit 0,5 uM, 1 yM und 2 uM AMA behandelt und lGber einen Zeitraum von zwei
Stunden mithilfe der Phasenkontrastmikroskopie beobachtet. Wahrend embryonale
Kardiomyozyten nach 24-stindiger Behandlung mit 50 uyM Antimycin A keine
morphologischen Veranderungen zeigten und weiterhin ihre Fahigkeit zur Kontraktion
beibehielten, waren bei adulten Kardiomyozyten bereits nach zweistiindiger Behandlung und
einer Konzentration von nur 1 uM Antimycin A deutliche zellmorphologische Veranderungen
nachweisbar (Abbildung 32). Die DMSO-Kontrollgruppe zeigte die typische Morphologie
isolierter, adulter Kardiomyozyten im Sinne einzelner, stabférmiger Zellen. Im Vergleich dazu
rundeten sich die mit Antimycin A behandelten Zellen zunehmend ab und verloren bereits nach
kirzester Zeit ihnre Adharenz. Es zeigten sich zudem eine Fragmentierung und Verkirzung
bzw. Kontraktur der Zellen und aktiv kontrahierende Zellen waren nur noch vereinzelt
nachweisbar. Erste Anzeichen fur einen Zelluntergang waren im Vergleich zu embryonalen
Kardiomyozyten somit bereits bei deutlich geringerer Konzentration und zu deutlich friiheren

Zeitpunkten des Inhibitors zu sehen.

DMSO AMA

Abbildung 32 Morphologie adulter Kardiomyozyten nach Behandlung mit 1 uM Antimycin A

Reprasentative Phasenkontrastbilder adulter Kardiomyozyten in 10-facher VergroRerung nach zwei
stiindiger Behandlung mit 1 uM Antimycin A. Im Vergleich dargestellt ist die Kontrollgruppe behandelt
mit der Tragersubstanz DMSO in aquimolarer Menge.

Nachfolgend sollte daher geklart werden, ob die geringe Toleranz adulter Kardiomyozyten
gegenlber AMA auf Unterschiede der molekularen Stressantwort gegeniber embryonalen
Kardiomyozyten zurickzufihren sein koénnte. Fir die Proteinisolation wurde eine
Konzentration von 1 yM AMA zu einem Zwei-Stunden-Zeitpunkt gewahlt. Zu diesem Zeitpunkt
wurde eine morphologische Stressreaktion in einem Teil der adulten Kardiomyozyten deutlich,
bei gleichzeitig jedoch Uberwiegend intakten Kardiomyozyten. Um die Vergleichbarkeit der
Dynamik der molekularen Stress-Antwort zu gewahrleisten, erfolgte die Proteinisolation

embryonaler Kardiomyozyten nach AMA-Behandlung mit 50 yM ebenfalls noch einmal zu
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einem Zeitpunkt nach zwei Stunden. Wie auch nach 24-stindiger AMA-Behandlung, zeigten
embryonale Kardiomyozyten im Western Blot auch nach 2 Stunden einen signifikanten Anstieg
von p-elF2a. Neben den embryonalen Kardiomyozyten zeigten auch die adulten
Kardiomyozyten nach 2 Stunden AMA-Behandlung einen signifikanten Anstieg des
phosphorylierten elF2a (Abbildung 33). Ebenfalls auffallig war der deutliche Unterschied von
total elF2a in Bezug auf sein Molekulargewicht, sodass die Bande von total elF2a in adulten
Kardiomyozyten deutlich Uber der von embryonalen Kardiomyozyten zur Darstellung kam
(Abbildung 33).
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Abbildung 33 Western-Blot-Analysen von p-elF2« in mit Antimycin A behandelten, embryonalen
und adulten Kardiomyozyten

A.) Western Blot von p-elF2a. von Uber 2 Stunden mit Antimycin A bzw. DMSO behandelten,
embryonalen (50 yM AMA) und adulten (1 uM AMA) Kardiomyozyten. Am rechten Rand angegeben ist
das Molekulargewicht in Kilodalton (kDa).

B.) Densitometrische Quantifizierung des dargestellten Western Blots als x-fache Anderung der mit
Antimycin A behandelten Zellen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Normalisiert wurde p-elF2o auf

elF2a. *p < 0,05; n = 3 Wells pro Behandlung.

Wahrend CHOP sich in AMA-behandelten embryonalen Kardiomyozyten auch zu einem

Zeitpunkt von zwei Stunden im Vergleich zu DMSO signifikant erhéht zeigte, konnte eine
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Induktion des Transkriptionsfaktors in adulten Kardiomyozyten nicht nachgewiesen werden
(Abbildung 34). In adulten Kardiomyozyten kam es unter der Behandlung mit 1 yM Antimycin

A bereits nach zwei Stunden zu einer deutlichen Reduktion des Transkriptionsfaktors CHOP.
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Abbildung 34 Western-Blot-Analysen von CHOP und ATF4 in adulten und embryonalen
Kardiomyozyten nach 2-stiindiger Behandlung mit Antimycin A

A.) Western Blot des Transkriptionsfaktors CHOP von Gber 2 Stunden mit Antimycin A bzw. DMSO
behandelten, embryonalen (50 yM AMA) und adulten (1 yM AMA) Kardiomyozyten. Am rechten Rand
angegeben ist das Molekulargewicht in Kilodalton (kDa).

B.) Western Blot des Transkriptionsfaktors ATF4 von (iber 2 Stunden mit Antimycin A und DMSO
behandelten, adulten (1 uM AMA) und embryonalen Kardiomyozyten (50 uM AMA). Am rechten Rand
angegeben ist das Molekulargewicht in Kilodalton (kDa).

C.) Densitometrische Quantifizierung des in A. dargestellten Western Blots als x-fache Anderung der
mit Antimycin A behandelten Zellen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Normalisiert wurde CHOP auf
Vinculin. *p < 0,05; n = 3 Wells pro Behandlung.

Ein signifikanter Anstieg von ATF4, wie er in embryonalen Kardiomyozyten nach 24 Stunden
AMA-Behandlung nachweisbar war, konnte zum Zeitpunkt von zwei Stunden nicht eindeutig
gezeigt werden (siehe Abschnitt 4.2.4). Wahrend die Western Blots des Transkriptionsfaktors

eine Induktion in embryonalen Kardiomyozyten andeuteten, war eine Quantifizierung aufgrund
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von technisch bedingten Western-Blot-Artefakten nicht moglich (Abbildung 34, B). Im
Vergleich dazu wiesen die aufgenommenen Western Blots adulter Kardiomyozyten nicht auf
einen Anstieg von ATF4 unter AMA-Behandlung hin (Abbildung 34,B). Wahrend H9c2-Zellen
unter Antimycin A eine vermehrte Phosphorylierung und dadurch bedingte Aktivierung der
Stress-assoziierten MAP-Kinase p38 zeigten (Abbildung 11), lie sich dies in embryonalen
Kardiomyozyten nicht nachweisen. In embryonalen Kardiomyozyten zeigte sich p38 weder
nach 24 Stunden (Abbildung 24), noch nach 2 Stunden mit 50 uM Antimycin-A-Behandlung
vermehrt phosphoryliert (Abbildung 35). Adulte Kardiomyozyten hingegen zeigten einen
signifikanten Anstieg von p-p38 zum Zeitpunkt von 2 Stunden nach Antimycin-A-Behandlung
(1 M) im Vergleich zu DMSO (Abbildung 35).
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Abbildung 35 Western-Blot-Analyse der MAP-Kinase p38 in AMA behandelten, adulten und embryonalen
Kardiomyozyten

A.) Western Blot zur Phosphorylierung der MAP-Kinase p38 von uber 2 Stunden mit Antimycin A bzw.
DMSO behandelten, embryonalen (50 uM AMA) und adulten (1uM AMA) Kardiomyozyten. Am rechten
Rand angegeben ist das Molekulargewicht in Kilodalton (kDa).

B.) Densitometrische Quantifizierung des dargestellten Western Blots als x-fache Anderung der mit
Antimycin A behandelten Zellen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Normalisiert wurde p-p38 auf p38.
**p < 0,01; n = 3 Wells pro Behandlung.

Eines der wesentlichen Elemente der Heat-Shock-Response bildet der Transkriptionsfaktor

HSF1 (siehe Abschnitt 1.3.2). In embryonalen Kardiomyozyten lieRen sich im Western Blot
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keine Veranderungen von HSF1 in Reaktion auf eine Behandlung mit 50 yM Antimycin A Gber
2 Stunden nachweisen. Adulte Kardiomyozyten hingegen zeigten nach zwei Stunden eine
signifikante Reduktion von HSF1 bei einer Behandlung mit 1 uM Antimycin A im Vergleich zu
DMSO (Abbildung 36).
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Abbildung 36 Western-Blot-Analyse von HSF1 in mit AMA behandelten, adulten und embryonalen
Kardiomyozyten

A.) Western Blot von HSF1 von Uber 2 Stunden mit Antimycin A bzw. DMSO behandelten embryonalen
(50 yM AMA) und adulten (1 uM AMA) Kardiomyozyten. Am rechten Rand angegeben ist das
Molekulargewicht in Kilodalton (kDa).

B.) Densitometrische Quantifizierung des dargestellten Western Blots als x-fache Anderung der mit
Antimycin A behandelten Zellen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Normalisiert wurde HSF1 auf

Vinculin. *p < 0,05; n = 3 Wells pro Behandlung.

Eine Induktion antioxidativer Enzyme wie SOD2 oder PRDX3 konnte weder in embryonalen,
noch in adulten Kardiomyozyten zu einem Zeitpunkt nach 2 Stunden AMA-Behandlung
nachgewiesen werden (Abbildung 37). Die Daten zeigen, dass nach 2 Stunden einer
Behandlung mit Antimycin A noch keine Hyperoxidation von PRDX in embryonalen oder
adulten Kardiomyozyten als Anzeichen fir einen anhaltenden oxidativen Stress stattgefunden
hatte (Abbildung 37). Die signifikante Induktion von BiP als Hinweis fir ER-Stress, der in
embryonalen Kardiomyozyten nach einer 24-stindigen Behandlung mit Antimycin A gezeigt

werden konnte (Abbildung 21), lieR sich nach 2 Stunden weder in embryonalen noch adulten
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Kardiomyozyten nachweisen (Abbildung 37). ATF5 und HSP60 als Hinweise auf eine
Aktivierung der mitochondrialen UPR zeigten ebenfalls keine verstarkte Proteinexpression
(Abbildung 37).
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Abbildung 37 Western-Blot-Analyse von antioxidativen Mechanismen sowie Effektoren von
mitochondrialem Stress und ER-Stress in mit AMA behandelten, adulten und embryonalen
Kardiomyozyten

A.) Western Blot von liber 2 Stunden mit Antimycin A bzw. DMSO behandelten, embryonalen (50 uM
AMA) und adulten (1 uM AMA) Kardiomyozyten. Am rechten Rand angegeben ist das Molekulargewicht
in Kilodalton (kDa).

B.-D.) Densitometrische Quantifizierung des dargestellten Western Blots (A) als x-fache Anderung der
mit Antimycin A behandelten Zellen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Normalisiert wurden BiP (B),
SOD2, PRDX3, PRDX-S0Os (C), sowie ATF5 und HSP60 (D) auf Vinculin. n = 3 Wells pro Behandlung.

Die Ergebnisse verdeutlichten den frihen Anstieg wichtiger Mediatoren der ISR (wie zum
Beispiel die Phosphorylierung von elF2a. und die Induktion von CHOP) in embryonalen
Kardiomyozyten unter mitochondrialer Dysfunktion bzw. Komplex-lll-Inhibierung. Adulte
Kardiomyozyten, die nur deutlich geringere AMA-Konzentrationen Uber einen deutlich
verkirzten Zeitraum Uberleben, zeigten dagegen eine signifikante Reduktion des
Transkriptionsfaktors CHOP. Gleichzeitig war dennoch ein Anstieg von p-elF2a in beiden

Zelltypen nachweisbar, scheinbar jedoch ohne den Anstieg nachfolgender Mediatoren der
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ISR. Nur in adulten, nicht aber in embryonalen Kardiomyozyten kam es unter AMA-
Behandlung zu einer vermehrten Phosphorylierung der MAP-Kinase p38 und einer

signifikanten Reduktion von HSF1.

4.5 Vergleich der Basisexpression stressrelevanter Proteine in embryonalen und
adulten Kardiomyozyten bei einer Komplex-llil-Inhibition

Neben der Analyse der Stressantwort embryonaler und adulter Kardiomyozyten unter der
Behandlung mit Antimycin A, lieRen sich anhand der Daten der Western-Blot-Analysen
Ruckschliisse auf Unterschiede in der Basisexpression der verschiedenen Komponenten der
Signalwege ziehen (Abbildung 38). Die Daten lieRen dabei eine Beurteilung der ISR, aber auch
antioxidativer Proteine und Enzyme, sowie verschiedener Komponenten der Heat-Shock-
Response zu. Dazu wurde die DMSO-Kontrolle embryonaler Kardiomyozyten mit der DMSO-
Kontrolle adulter Kardiomyozyten in den im Abschnitt 4.4 beschriebenen Western Blots
verglichen. Beide Gruppen liefen bei Durchfiihrung der Western-Blot-Analysen dabei auf
demselben Gel.

Betrachtet man SOD2 und PRDX3, beide notwendig fiir die Aufrechterhaltung der zellularen
Redox-Homdostase, so zeigten diese eine deutlich starkere Basisexpression in adulten im
Vergleich zu embryonalen Kardiomyozyten. Adulte Kardiomyozyten zeigten zudem hohere
Level des hyperoxidierten PRDX (PRDX-SOs). Als einer der Initiationsfaktoren fiir ISR/UPR™
zeigte sich elF2a in embryonalen Kardiomyozyten vermehrt phosphoryliert, wahrend ATFS als
einer der Schliisselfaktoren der UPR™ in adulten Kardiomyozyten signifikant hther exprimiert
war. Total elF2a zeigte zwischen embryonalen und adulten Kardiomyozyten einen Shift in
seinem Molekulargewicht. Wahrend sich in embryonalen Kardiomyozyten eine deutliche
Bande bei etwa 38 kDa zeigte, kam es in adulten Kardiomyozyten zu einer deutlichen Bande
bei etwa 30 kDa. Eine solche Veranderung der Bandenhdhe ist in der Literatur bisher nicht
beschrieben. Zur Auswertung wurde die jeweils starkere Bande verwendet, was bei der
Interpretation der Daten beachtet werden muss. Weiterhin war p-38 und die Phosphorylierung
der MAP-Kinase in embryonalen Kardiomyozyten vermehrt nachweisbar. Als Marker der
Hitzeschockantwort wies HSF1 in seiner Basisexpression keinen signifikanten Unterschied
zwischen embryonalen und adulten Kardiomyozyten auf. Wie in Abbildung 21 verdeutlicht,
zeigte sich in mit Antimycin A behandelten, embryonalen Kardiomyozyten nach 24 Stunden
eine Induktion von BiP, einem Chaperon des Endoplasmatischen Retikulums. Im Gegensatz
zu adulten Kardiomyozyten wurde auf’erdem eine vermehrte Basisexpression von BiP in
embryonalen Zellen deutlich (vgl. Abbildung 38). Als Ladekontrolle diente zum Grofteil
Vinculin (Abbildung 38A), welches sich selbst in seiner Expression zwischen adulten und
embryonalen Kardiomyozyten deutlich unterscheidet und daher bei der mathematischen

Einschatzung der Werte beachtet werden muss.
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Abbildung 38 Vergleich der Basisexpression verschiedener Stressmarker in embryonalen
Kardiomyozyten im Vergleich zu adulten Kardiomyozyten

A.) Western Blots nach Proteinisolation von 2 Stunden mit Antimycin A (50 uM und 1 pM), sowie mit
DMSO behandelten, embryonalen bzw. adulten Kardiomyozyten. Am rechten Rand angegeben ist das
Molekulargewicht in Kilodalton (kDa).

B.) Densitometrische Quantifizierung des dargestellten Western Blots als x-fache Anderung der mit
DMSO behandelten, adulten Zellen im Vergleich zu mit DMSO behandelten, embryonalen

Kardiomyozyten. Normalisiert wurde p-elf2a. auf total-elF2a, p-p38 auf total-p38. Die restlichen

Antikérper wurden auf Vinculin normalisiert. *p < 0,05, **p <0,01, ***p <0,001; n=3 Wells pro

Behandlung.

Vergleicht man die Basisexpression embryonaler und adulter Kardiomyozyten, lieen sich auf
Proteinebene deutliche Unterschiede in allen untersuchten, stressreaktiven Signalwegen
feststellen. Eine Studie des Kaessmann-Labs der Ruprecht-Karls-Universitat Heidelberg

beschaftigte sich mit den kompletten Transkriptomen sieben verschiedener Organe aus sieben
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Spezies im Lauf der pra- und postnatalen Entwicklung. Sie charakterisierten dabei die
genomweite RNA-Expression in der Organentwicklung verschiedener Saugetiere, darunter
auch des Menschen. Die daraus entstandene Datenbank ermoglicht einen Vergleich der
Genexpressionsmuster im Laufe der Organogenese, sowie der Expressionsmuster zwischen
verschiedenen Geweben und Spezies von der Embryogenese bis hin zum Erwachsenenalter
®1 Im Vergleich zu der Untersuchung der Proteine in Western-Blots I4sst sich mithilfe der

Daten die RNA-Expression untersuchen. Die 6ffentlich zugéngliche Datenbank '

ermoglicht
die Beurteilung der RNA-Expressionsmuster von Hitzeschockantwort, antioxidativen
Mechanismen und UPR™ im Laufe ihrer Entwicklung, welche im Rahmen dieser Arbeit in
vorherigen Versuchen anhand von Western-Blot-Analysen und Immunfluoreszenznachweisen
analysiert wurden. Angegeben werden die Expressions-Level dabei in RPKM (Reads per
kilobase of transcript per Million mapped reads) entsprechend der Expressionsstarke der
jeweiligen Gene. Betrachtet wird dabei die Expression im embryonalen Maus-Herzen von Tag
E10,5 bis hin zum postnatalen Herzen an Tag 63 nach der Geburt (P63). Im humanen Herzen
wurden Proben in einem Zeitraum der friihen Organogenese in der Embryonalzeit bis hin zum
Erwachsenenalter gesammelt. Die pranatalen Proben der humanen Herzen entstammen
einem wodchentlichen Entwicklungsabstand, sodass das Entwicklungsstadium bis zur Geburt
als Wochen nach Konzeption (WPC = weeks post conception) angeben werden **'. Damit soll
der Frage auf den Grund gegangen werden, wie die Stressgene sich im Verlauf der terminalen
Differenzierung von Kardiomyozyten auf transkriptioneller Ebene verandern und wie die
gewonnenen Daten mit den Western-Blot-Daten zur Proteinexpression in embryonalen
Kardiomyozyten im Vergleich zu adulten Kardiomyozyten passen. So kénnen sich Ergebnisse
der Untersuchungen von Transkription und Translation unter anderem durch die Stabilitat der
Proteine oder posttranslationale Modifikationen deutlich voneinander unterscheiden 53, Eine
solche Analyse Uber die Entwicklungsstufen ermdglicht gegebenenfalls Rickschlisse auf
mogliche Ursachen einer gesteigerten Stressanfalligkeit von adulten gegeniber embryonalen

Kardiomyozyten.
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Abbildung 39 Expressionsanalyse verschiedener stressreaktiver Gene in humanen und murinen
Herzen im Laufe der embryonalen und postnatalen Entwicklung

Basisexpression von HSF1 und HSP60 (A), antioxidativer Proteine und Enzyme (SOD2, Nrf2, HO-1,
PRDX3) (B) und Markern der ISR/UPR (elF2a, ATF4, CHOP) (C) in humanen Herzen im Stadium

WPC4 bis ins erwachsene Alter und Maus-Herzen im Stadium E10,5 bis P63, angegeben in absoluten
RPKM-Werten.

Als Marker der Hitzeschockantwort dienten der Transkriptionsfaktor HSF1 und das
Hitzeschockprotein HSP60, kodiert durch das HSPD1-Gen. HSP60 als mitochondriales
Hitzeschockprotein gehért zu den durch CHOP regulierten Proteinen im Rahmen der UPR™
4 Die Expression von HSF1 blieb im Verlauf der Entwicklung in der Maus nahezu konstant
(Abbildung 39A) und auch die Expression von HSP60 unterlag im pra- im Vergleich zum
postnatalen Herzen nur sehr geringflgigen Schwankungen (Abbildung 39A). HSP60 zeigte
eine verstarkte Expression wahrend der frihen Embryonalphase, mit einem stetigen Abfall bis

zu E16,5. Nach einem kurzen erneuten Anstieg zeigte sich eine eher geringe Expression in
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der frihen Postnatalphase mit wiederrum zunehmender Expression ab Tag P28. In humanen
kardialen Zellen zeigte HSP60 eine verstarkte Expression wahrend der Embryonalzeit mit
stetigem Abfall bis ins Erwachsenenalter, wohingegen es bei HSF1 postnatal zu einer leichten
Zunahme der Expression kam, die erst im Erwachsenenalter wieder abnahm.

Zu den antioxidativen Enzymen zahlen unter anderem SOD2 und PRDX3. Die Expression
beider Gene blieb wahrend der Embryonalentwicklung der Maus weitestgehend unverandert
(Abbildung 39B). In der Postnatalphase kam es in beiden Fallen zu einer deutlichen Zunahme
der Expression. In humanen Herzen zeigten SOD2 und PRDX3 ein dhnliches Muster mit ihrem
Maximum wahrend des Jugendalters. HMOX1 (heme oxygenase 1) als kodierendes Gen von
HO-1 prasentierte sich sowohl in der Maus als auch in humanen kardialen Zellen nahezu
konstant (Abbildung 39B). Nrf2 mit seinem zugehdrigen Gen NFE2L2 (NFE2 like bZIP
transcription factor 2) als Upstream-Transkriptionsfaktor von antioxidativen Genen (darunter
HO-1) unterlag wahrend der Entwicklung zwar immer wieder leichten Schwankungen,
prasentierte sich jedoch ebenfalls ohne deutliche pra- und postnatale Veranderungen
(Abbildung 39B). In humanen Zellen kam es nur zu geringfugigen Schwankungen in der
Expression von Nrf2. Veranderungen der Expression verschiedener Marker von ISR/UPR
zeigten sich bei elF2a, ATF4 und CHOP (Abbildung 39C). elf2a. zeigte kaum Veranderungen
seiner Expression im gesamten Verlauf der Entwicklung der Maus. ATF4 zeigte einen
deutlichen Abfall zwischen Tag E10,5 und E12,5 und blieb dann im weiteren Verlauf ebenfalls
nahezu gleich. Ddit3 (DNA damage-inducible transcript 3) als zugrundeliegendes Gen fur den
Transkriptionsfaktor CHOP zeigte sich annahernd konstant mit leichtem Anstieg der
Expression kurz nach der Geburt ab Tag P3. Eine sehr dhnliche Entwicklung wie CHOP zeigt
ATF5 in der Maus, ein wichtiger Faktor der UPR™. Wahrend die Expression sich im
embryonalen Stadium kaum veranderte, zeigte sich ab P3 eine leichte Zunahme der
Expression. Die entsprechenden Daten zu ATF5 im Menschen lieken aufgrund einer zu
kleinen Gruppengrol3e und einer zu grof3en Standardabweichung keine Analyse zu. Betrachtet
man die Gene der ISR/UPR™ in ihrer Entwicklung in humanen Herzen, so zeigten ATF4 und
CHOP ihr Maximum im Kleinkindesalter mit Abweichung einzelner Werte. ATF4 zeigte zudem
eine Zunahme der Expression ab dem Jugendalter, wohingegen elF2a leichte Schwankungen
in seiner Expression im Verlauf der Entwicklung ohne gré3ere Abweichungen nach der Geburt

zeigte.

Bei der Frage zu mdglichen Veranderungen im Verlauf der Differenzierung von kardialen
Zellen, zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen embryonalen und adulten
Kardiomyozyten, sowohl in Bezug auf die Proteinanalyse im Western-Blot als auch auf die
RNA-Expression. Veranderungen auf Proteinebene und Unterschiede der RNA-Expression

bieten eine Grundlage bei der Frage nach dem Zusammenhang zu der Stressanfalligkeit
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embryonaler und adulter Kardiomyozyten. Zusammenfassend kam es postnatal zu einem
deutlichen Anstieg antioxidativer Mechanismen (SOD2, PRDX3). Zudem zeigten die Western-
Blot-Analysen eine vermehrte PRDX-Hyperoxidation, moglicherweise als Zeichen ihres
hoéheren oxidativen Stoffwechsels mit einer vermehrten Produktion von ROS. HSF1 zeigte sich
sowohl auf Proteinebene als auch in seiner RNA-Expression postnatal erhéht. Die
Proteinexpression im Rahmen der UPR™ schien zum Grof3teil postnatal verstarkt zu sein,
wobei sich hierbei insbesondere bei HSP60 Unterschiede zwischen den Western-Blot-

Analysen und der RNA-Expression zeigten.

4.6 Inhibition der Atmungskette embryonaler Kardiomyozyten an Komplex | und V

4.6.1 H9c2-Zellen zeigen eine geringe Toleranz bei Behandlung mit Oligomycin und
Rotenon

Die bisher beschriebenen Untersuchungen zeigten eine hohe Toleranz der H9c2-Zellen und
embryonalen Kardiomyozyten gegenuber der Behandlung mit Antimycin A, welches zu einer
Inhibition von Komplex Il der Atmungskette fihrt. Daraus ergibt sich die Frage, inwieweit sich
die Toleranz und Reaktion der embryonalen Kardiomyozyten bei Inhibition anderer Komplexe
der Atmungskette von denen durch eine Behandlung mit Antimycin A unterscheiden.
Oligomycin ist ein Inhibitor der mitochondrialen ATPase, auch als Komplex V der
Atmungskette bezeichnet. Das Antibiotikum bindet an das sogenannte oligomycin sensitivity
conferral protein (OSCP), welches die Verbindung zwischen dem Fo- und dem F;-Anteil der
ATPase gewahrleistet. Durch die Bindung stért Oligomycin diese Verbindung, was zu einer
gestdrten ATP-Synthese filhrt >4, Das Pestizid Rotenon hingegen ist ein Inhibitor von Komplex
I der Atmungskette, einem der Haupt-Eintrittspunkte von Elektronen. Es verhindert die
Elektronenlbertragung des Eisen-Schwefel-Zentrums auf das Ubiquinon, resultierend in einer
verminderten Produktion von ATP. Die nun nicht mehr in die Atmungskette einflieRenden
Elektronen flihren so zu einer Reduktion von Sauerstoffmolekiilen und folglich einer

Akkumulation von reaktiven Sauerstoffverbindungen '%°

. Die Behandlung embryonaler
Kardiomyozyten mit Oligomycin (5 uM) und Rotenon (10 uM) erfolgte analog zur AMA-
Behandlung ebenfalls Uber 24 Stunden. Als Kontrolle diente auch hier die Behandlung mit
DMSO in aquimolarer Menge, da sowohl Oligomycin als auch Rotenon in DMSO gel6st
wurden. Als Richtlinie fir die verwendeten Konzentrationen von Rotenon wurden in der
Literatur gangige Konzentrationen, sowie Erfahrungen der Arbeitsgruppe genutzt 2. Um eine
geeignete Konzentration fur Oligomycin zu finden, wurden in der Literatur gangige
Konzentrationen verwendet und diese im Anschluss zunachst an H9c2-Zellen getestet. Dazu
wurde ein MTT-Test 24 und 48 Stunden nach Zugabe des Inhibitors in verschiedenen

Konzentrationen von 2 yM, 4 yM und 10 yM verwendet. Der in Abbildung 40 abgebildete t0O-
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Wert entspricht dabei der Zellzahl zu Beginn der Behandlung. Der MTT-Test flr mit Oligomycin
behandelten H9c2-Zellen zeigte einen deutlichen Effekt des Inhibitors im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Anhand der graphischen Darstellung der Ergebnisse (Abbildung 40) wird das
konstante Wachstum der DMSO-Kontrollgruppe innerhalb des Untersuchungszeitraums von
48 Stunden deutlich. Im Vergleich dazu zeigten die mit Oligomycin behandelten Zellen eine
signifikant reduzierte Zellzahl. Unter der Behandlung mit 2 yM und 4 yM Oligomycin zeigten
die Zellen zwar noch ein stetiges Wachstum verglichen zu dem t0-Wert, jedoch waren die
gemessenen Werte nach 48 Stunden geringer als die der DMSO-Kontrolle. Eine signifikante
Reduktion zeigte sich dabei bei einer Konzentration von 4 yM Oligomycin Uber einen Zeitraum
von 48 Stunden. Bei 10 yM Oligomycin kann kein Wachstum der Zellen mehr nachgewiesen
werden, verglichen mit dem t0-Wert kam es dabei sogar zu einer leichten Reduktion. Dies
spricht indirekt flr einen Zellverlust unter der Konzentration von 10 uM Oligomycin. Die
gemessenen Werte waren dabei sowohl nach 24 als auch nach 48 Stunden im Vergleich zu

der DMSO-Kontrollgruppe deutlich reduziert.
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Abbildung 40 Wachstum von H9c2-Zellen unter Oligomycin-Behandlung

Dargestellt ist die graphische Abbildung der Extinktionswerte eines MTT-Tests von Uber 24 und 48
Stunden behandelten H9c2-Zellen mit DMSO und Oligomycin in den Konzentrationen 2 uyM, 4 yM und
10 yM. t0 entspricht der Extinktion unbehandelter Zellen zu Behandlungsbeginn, 24 Stunden nach
Aussaat. *p < 0,05;**p < 0,01; n = 3 Wells pro Behandlung.

4.6.2 Embryonale Kardiomyozyten zeigen eine geringe Toleranz gegeniiber einer
Behandlung mit Oligomycin und Rotenon
Anhand der Ergebnisse der H9c2-Zellen nach Behandlung mit dem Inhibitor Oligomycin,

wurde fur die folgenden Versuche an embryonalen Kardiomyozyten eine Konzentration von
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5 uM gewahlt. Bei dieser Wirkstoffkonzentration zeigte sich ein sichtbarer Effekt auf das
Zellwachstum- bzw. Gberleben bei H9c2-Zellen, ohne einen kompletten Wachstumsarrest oder
massiven Zelltod zu erzeugen. Die Analyse mittels Phasenkontrastmikroskopie von 24
Stunden mit Oligomycin und Rotenon behandelten, embryonalen Kardiomyozyten zeigte
deutliche Effekte in Konfluenz und Morphologie der Zellen (Abbildung 41). Die mit DMSO
behandelten, embryonalen Kardiomyozyten prasentierten sich als konfluenter, synchron
schlagender Zellverbund. Mit Rotenon behandelte Zellen hingegen zeigten eine deutlich
reduzierte Konfluenz und stark abgerundete, nicht mehr adharente Zellen, als Zeichen eines
massiven Zelluntergangs. Ein deutlich milderer, im Vergleich zu DMSO jedoch trotzdem
deutlicher Effekt auf die Konfluenz der Zellen, zeigte sich bei der Behandlung mit Oligomycin.
Morphologisch ~ zeigten mit Oligomycin  behandelte = Kardiomyozyten in  der

Phasenkontrastmikroskopie zunachst keine sichtbaren Veranderungen.

‘Oligomycin ’ : ' Rdtenon v

Abbildung 41 Phasenkontrastmikroskopie embryonaler Kardiomyozyten 24 Stunden nach
Behandlung mit Oligomycin und Rotenon

Reprasentative Phasenkontrastmikroskopieaufnahmen embryonaler Kardiomyozyten nach 24-
stlindiger Behandlung mit 5 yuM Oligomycin bzw. 10 uM Rotenon. Die Behandlung der Kontrolle erfolgte
durch Zugabe von DMSO. Die Messbalken entsprechen einer Lange von 100 pum.

In der Immunfluoreszenzanalyse flir das Sarkomer-assoziierte Protein a-Actinin von mit
Oligomycin behandelten Zellen zeigte sich ein stark variierendes Zellbild (Abbildung 42). Ein
Teil der Kardiomyozyten prasentierte sich unverandert, mit nicht erkennbarem Unterschied der
Sarkomerstruktur im Vergleich zu mit DMSO behandelten Zellen. Der andere Teil der Zellen
zeigte einen eindricklichen Verlust der sonst organisierten Sarkomerstruktur der

Kardiomyozyten.
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Abbildung 42 Immunfluoreszenzmikroskopische Darstellung des Sarkomerproteins a-Actinin
embryonaler Kardiomyozyten nach 24 h Behandlung mit Oligomycin

Immunfluoreszenzanalysen embryonaler Kardiomyozyten mithilfe des Sarkomerproteins a-Actinin (in
griin) nach 24-stiindiger Behandlung mit dem Inhibitor Oligomycin A in einer Konzentration von 5 uM
(B, C). Als Kontrolle diente die Behandlung mit DMSO (A). Die reprasentativen Immunfluoreszenzbilder
Oligomycin behandelter Zellen zeigen ein stark variierendes Zellbild mit Erhalt (B) oder deutlichem

Verlust (C) der organisierten Sarkomerstruktur. Der Messbalken entspricht einer Lange von 50 pm.

Zur Beurteilung der Kernzahl der embryonalen Kardiomyozyten 24 Stunden nach einer
Behandlung mit Oligomycin, diente erneut die Co-Farbung mit DAPI und Nkx2.5 in der
Immunfluoreszenz (siehe Abschnitt 4.2.2).

Aufgrund von Fluoreszenz-Artefakten, bedingt durch den Zelluntergang und die damit
verbundene Zell-Kondensation in Rotenon behandelten embryonalen Kardiomyozyten, war
eine genaue Zellzdhlung in diesem Fall nicht méglich. Mit Oligomycin behandelte Zellen
zeigten eine signifikante Reduktion sowohl der Gesamtkernzahl, als auch der Anzahl an
Nkx2.5-positiven Kardiomyozytenkernen pro Bild, im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
(Abbildung 43A). Der Anteil an Kardiomyozytenkernen, bezogen auf die Gesamtkernzahl,
zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen mit Oligomycin behandelten Zellen und der

Kontrollgruppe und erreichte in beiden Fallen nahezu 70 %.
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Abbildung 43 Kernzédhlung und Bestimmung des Kardiomyozytenanteils von mit Oligomycin
behandelten, embryonalen Kardiomyozyten

A.) Kernzédhlung von mit Oligomycin behandelten, embryonalen Kardiomyozyten im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle. Die Zahlung aller Kerne erfolgte mittels der Darstellung der Zellkerne mit DAPI. Zur
Identifikation von Kardiomyozytenkernen diente die Immunfluoreszenzdarstellung von Nkx2.5 (siehe
auch Abbildung 14). *p < 0,05; n = 3 Wells pro Behandlung.

B.) Anteil der Kardiomyozytenkerne von mit Oligomycin behandelten, embryonalen Kardiomyozyten im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Die Zahlung erfolgte mittels Darstellung der Zellkerne mit DAPI. Zur
Identifikation der Kardiomyozytenkerne diente die Darstellung des Antikérpers Nkx2.5. n = 3 Wells pro
Behandlung.

Im nachsten Schritt wurde, wie auch schon bei der Behandlung mit Antimycin A (siehe
Abschnitt 4.2.2), die Zellzyklusaktivitdt der embryonalen Kardiomyozyten unter Oligomycin
betrachtet, um Wachstum und Zelliberleben und damit eine mogliche Beeintrachtigung der
Zellen besser einschatzen zu kénnen. Dazu wurden die Zellen 24 Stunden lang mit Oligomycin
bzw. DMSO als Kontrolle behandelt. Im Anschluss erfolgte die Immunfluoreszenz-Co-Farbung
der Zellen mit Ki67 und Nkx2.5. Die Ergebnisse zeigten eine signifikante Reduktion sowohl
der Ki67-positiven Kerne bezogen auf die Gesamtkernzahl, als auch der Ki67-positiven
Kardiomyozytenkerne von mit Oligomycin behandelten Zellen im Vergleich zu mit DMSO
behandelten Zellen (Abbildung 44). Die Untersuchung zeigte also eine deutliche Abnahme der
Zellzyklusaktivitdt, was fur ein verandertes Proliferationsverhalten der embryonalen
Kardiomyozyten unter der Behandlung mit Oligomycin spricht. Diese Ergebnisse stehen im
Gegensatz zu der erhaltenen Zellzyklusaktivitat unter einer Behandlung mit Antimycin A (siehe
Abschnitt 4.2.2).
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Abbildung 44 Zellzyklusaktivitdt embryonaler Kardiomyozyten unter Oligomycin-Behandlung

Embryonale Kardiomyozyten wurden tber 24 Stunden mit Oligomycin (5 uM) oder der Tragersubstanz
DMSO als Kontrollgruppe behandelt. Die Zellzyklusaktivitat wurde anhand der Ki67-
Immunfluoreszenzfarbung in Nkx2.5-negativen Nicht-Kardiomyozytenkernen und Nkx2.5-positiven
Kardiomyozytenkernen bestimmt. n = 3 Wells pro Behandlung; *p < 0,05.

Wahrend die Inhibition von Komplex Il der Atmungskette durch Antimycin A in der
Phasenkontrastmikroskopie keinen merklichen Unterschied zu mit DMSO behandelten Zellen
aufwies, zeigten sich deutliche Effekte bei der Inhibition von Komplex | (Rotenon) und der
mitochondrialen ATPase bzw. Komplex V (Oligomycin). Eine Behandlung mit Rotenon zeigte
deutliche Effekte in Konfluenz und Morphologie der embryonalen Kardiomyozyten, die auf
einen Zelltod hindeuteten. Unter Oligomycin kam es zwar nur bei einem Teil der Zellen zu
morphologischen Veranderungen, die in der Immunfluoreszenz gemessene Kernzahl bzw. -
dichte spiegelte jedoch die auch in der Phasenkontrastmikroskopie reduzierte Konfluenz
wider. Auch die Zellzyklusaktivitat in embryonalen Kardiomyozyten und Nicht-Kardiomyozyten
unter Oligomycin war signifikant reduziert. Die Analysen zeigten einen deutlichen Effekt auf
das Zelluberleben und die Morphologie embryonaler Kardiomyozyten, in Abhangigkeit von
dem verwendeten Inhibitor und damit dem Angriffspunkt der mitochondrialen Atmungskette.
Daraus ergibt sich die Frage, inwiefern sich die Inhibition der verschiedenen Komplexe der

Atmungskette auf die Aktivitat stressreaktiver Signalwege auswirkt.
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4.6.3 Embryonale Kardiomyozyten aktivieren die ISR nach Behandlung mit
Oligomycin

Wie bereits in den vorherigen Abschnitten erlautert, aktivieren mit Antimycin A behandelte,
embryonale Kardiomyozyten eine Reihe molekularer Stressantworten, darunter vor allem die
ISR/UPR (siehe Abschnitt4.2.4). Im nachsten Schritt wurden Immunfluoreszenzanalysen der
mit Rotenon und Oligomycin behandelten Zellen durchgefiihrt, um die Stressantworten bei
Inhibition von Komplex | und V der Atmungskette zu vergleichen. Unterschiede in der
Aktivierung stressreaktiver Signalwege kdnnten als eine mogliche Erklarung der verminderten
Toleranz embryonaler Kardiomyozyten gegeniber verschiedenen Inhibitoren dienen. Dazu
wurden die Zellen 24 Stunden lang mit 10 uM Rotenon und 5 uM Oligomycin behandelt. Wie
schon zuvor, erfolgte die Behandlung der Kontrollgruppe mit einer aquimolaren Menge DMSO.
Die Immunfluoreszenzanalysen zeigten eine unveranderte Signalintensitadt der
Transkriptionsfaktoren ATF4 und CHOP in den mit Rotenon behandelten Zellen (Abbildung
45). Eine vermehrte Expression der ISR-Marker im Zellkern hingegen wurde in den mit
Oligomycin behandelten, embryonalen Kardiomyozyten deutlich, deren Behandlung im
Vergleich zu der mit Rotenon besser toleriert wurde. Somit wurde sowohl in mit Antimycin A
als auch in mit Oligomycin behandelten Zellen ein Anstieg der beiden Transkriptionsfaktoren

von ISR/UPR nachgewiesen.
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Abbildung 45 Immunofluoreszenzanalysen der ISR/UPR von mit Oligomycin bzw. mit Rotenon

behandelten, embryonalen Kardiomyozyten

Immunfluoreszenzdarstellung des Transkriptionsfaktors ATF4 (A) und CHOP (B) (in rot) nach 24-
stiindiger Behandlung embryonaler Kardiomyozyten mit Rotenon (10 pM) bzw. Oligomycin (5 pM) sowie
der DMSO-Kontrolle. Es erfolgte die Co-Farbung mit dem Sarkomerprotein a-Actinin (in grin) zur

Darstellung der Kardiomyozyten und die Farbung der Zellkerne mittels der Markierung von DNA durch

den Fluoreszenzfarbstoff DAPI (in blau). Die Messbalken entsprechen 50 um.
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Wahrend mit Antimycin A behandelte, embryonale Kardiomyozyten die Behandlung mit dem
Inhibitor gut tolerierten und in ihrer Zellzyklusaktivitat nicht eingeschrankt waren, kam es unter
der Behandlung mit Rotenon zu einem deutlichen Zelluntergang. Mit Oligomycin behandelte
Zellen zeigten einen deutlichen Unterschied der Konfluenz und Zelldichte, bei gleichzeitig in
der Phasenkontrastmikroskopie kaum sichtbaren morphologischen Veranderungen. Die mit
Oligomycin behandelten, embryonalen Kardiomyozyten zeigten, wie auch die mit Antimycin A
behandelten Zellen, eine deutliche Zunahme der Signalintensitat der Transkriptionsfaktoren
ATF4 und CHOP. Nicht verandert zeigten diese sich hingegen in den — zum Grofteil zugrunde

gegangenen — mit Rotenon behandelten Zellen.

4.6.4 LDH-Freisetzung embryonaler Kardiomyozyten nach Inhibition verschiedener
Komplexe der Atmungskette

Zur Untersuchung des Zelluntergangs beziehungsweise einer Zytolyse und der Zytotoxizitat
der verschiedenen Inhibitoren in embryonalen Kardiomyozyten diente der
Lactatdehydrogenase-Assay (LDH-Assay). LDH stellt ein Schlisselenzym des anaeroben
Metabolismus dar und kommt in fast allen Zellen und Geweben des Kérpers vor '*°. Als
Oxidoreduktase katalysiert es die reversible Umwandlung von Pyruvat zu Lactat. Kommt es
zu einem Mangel an ATP unter anaeroben oder hypoxischen Bedingungen, wird die oxidative
Phosphorylierung in Mitochondrien gestort und zwingt die Zelle zu alternativen Wegen der
Energieproduktion. Es kommt zu einem LDH-Anstieg, der bei Sauerstoffmangel der anaeroben
Metabolisierung von Glucose dient '*°. Kommt es zu einer Schadigung der Zellmembran und
damit zum Integritatsverlust der Zelle, wird das ansonsten intrazellular gelegene Enzym
freigesetzt und ist mithilfe eines LDH-Assays nachweisbar '’.

Als Proben dienten die Uberstande der Zellkulturmedien embryonaler Kardiomyozyten, 24
Stunden nach der Behandlung mit Rotenon (10 uM), Oligomycin (5 uM) und Antimycin A
(50 uM). Als Kontrollgruppe erfolgte die Behandlung mit aquimolarer Menge DMSO. Die
Messung ergab eine signifikant erhdhte Absorption der Proben von mit Rotenon bzw.
Antimycin A behandelten Zellen (Abbildung 46). Ein signifikanter Anstieg der
Lactatdehydrogenase-Aktivitat im Medium der mit Oligomycin behandelten, embryonalen

Kardiomyozyten konnte dagegen nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 46 LDH-Assay embryonaler Kardiomyozyten nach Behandlung mit Antimycin A,
Rotenon und Oligomycin

LDH-Assay von uber 24 Stunden mit 50 uM Antimycin A (A) sowie Rotenon 10 yM und Oligomycin

5 uM (B) behandelten, embryonalen Kardiomyozyten. Als Kontrolle diente die Behandlung mit DMSO,
deren Absorptionswerte als 1 definiert wurden. Gemessen wurde 30 Minuten nach Start der LDH-
abhangigen Reaktion im Plate Reader bei einer Absorptionswellenlange von 490 nm. *p < 0,05;

**n < 0,01; n = 4 Wells pro Behandlung.

Die Ergebnisse des LDH-Assays ergaben eine erhéhte Absorption und damit den Nachweis
einer vermehrten Freisetzung von LDH in das Medium bei mit Rotenon bzw. Antimycin A
behandelten, embryonalen Kardiomyozyten. Bei mit Rotenon behandelten, embryonalen
Kardiomyozyten deckten sich die Ergebnisse des LDH-Assays mit den Untersuchungen der
Phasenkontrast- und der Immunfluoreszenzmikroskopie, die beide einen deutlichen
Zelluntergang nach Behandlung mit dem Inhibitor zeigten. Im Vergleich dazu erschienen die
Ergebnisse des LDH-Assays bei mit Antimycin A behandelten, embryonalen Kardiomyozyten
widerspruchlich zu den vorherigen Versuchen, die eine hohe Resistenz der Zellen gegeniber
einer Komplex-lll-Inhibition zeigten. Bei mit Oligomycin behandelten Zellen zeigte sich keine
erhéhte LDH-Freisetzung, trotz deutlicher morphologischer Unterschiede zur DMSO-

Kontrollgruppe und einer gleichzeitigen Abnahme der Zelldichte.

4.7 Neonatale Kardiomyozyten zeigen ein dhnliches Verhalten wie embryonale
Kardiomyozyten unter einer mitochondrialen Komplex-lll-Inhibition

Eine weitere Frage, die sich aus den Ergebnissen vorheriger Versuche ergab, war die nach

dem Zeitpunkt im Verlauf der Entwicklung bzw. dem Stadium der Differenzierung von

Kardiomyozyten, zu dem es zu einer solch deutlichen Abnahme der Stressresistenz kommt,

106



wie sie sich in vorherigen Abschnitten zwischen embryonalen und adulten Kardiomyozyten
gezeigt hatte. Zu diesem Zweck erfolgte die Untersuchung neonataler Kardiomyozyten und
ihre Reaktion auf eine mitochondriale Komplex-lll-Inhibierung. Angelehnt an die vorherigen
Experimente der embryonalen Kardiomyozyten wurde fir die in-vitro-Behandlung der
neonatalen Kardiomyozyten zunachst ebenfalls eine Konzentration von 50 uM Antimycin A fur
12 h und 24 h gewahlt. Im Anschluss erfolgte die morphologische Beurteilung der Zellen
mithilfe der Phasenkontrastmikroskopie. Wahrend bei einer Ubersichtsaufnahme in 10-facher
VergroRerung keine offensichtlichen Veradnderungen in Konfluenz, Morphologie oder
Kontraktilitdt der Zellen deutlich wurden (Abbildung 47,A) so zeigte die
Phasenkontrastmikroskopie bei 20-facher VergréRRerung innerhalb der mit AMA behandelten,
neonatalen Kardiomyozyten deutliche morphologische Veranderungen mit runden,

gleichmaRig Uber die Zellen verteilten Strukturen, die an Vakuolen erinnern (Abbildung 47,B).
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Abbildung 47 Phasenkontrastmikroskopie neonataler Kardiomyozyten bei Komplex-Ill-Inhibition

Die reprasentativen Phasenkontrastbilder in 10x- (A) und 20x-VergroRerung (B) zeigen iber 12 und 24
Stunden mit 50 M Antimycin A behandelte, neonatale Kardiomyozyten. Im Vergleich dargestellt ist die

Kontrollgruppe mit DMSO-Behandlung in gleicher Menge. Der dargestellte Messbalken entspricht einer
Lange von 200 um (A) und 100 ym (B).
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Die mit Antimycin A behandelten Zellen zeigten in der Phasenkontrastmikroskopie keine
Abnahme ihrer Konfluenz oder Adharenz und damit keine Anzeichen fur Zelltod. Jedoch waren
Veranderungen ihrer Morphologie mit neu aufgetretenen, runden Strukturen innerhalb der
Zellen nachweisbar.

Zusammenfassend deutete die phasenkontrastmikroskopische Beurteilung der neonatalen
Kardiomyozyten auf einen eher moderaten Effekt der Komplex-lll-Inhibition hin. Die
Aufnahmen der Phasenkontrastmikroskopie zeigten keinen erkennbaren Unterschied in
Konfluenz und keinen Hinweis auf massiven Zelltod. Jedoch konnte in starkerer VergréfRerung
ein sichtbarer Effekt auf die Morphologie bei Antimycin A nachgewiesen werden, im Vergleich

zu der Kontrollgruppe.
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5. Diskussion

Grundlage dieser Arbeit war die Hypothese einer hohen Stresstoleranz embryonaler
Kardiomyozyten im Vergleich zu adulten Kardiomyozyten bei mitochondrialer Dysfunktion und
oxidativem Stress, bedingt durch unterschiedliche zellulare Schutzmechanismen, die in
terminal differenzierten Herzmuskelzellen verloren gehen. Die Ergebnisse der in der Arbeit
aufgefihrten Untersuchungen bestatigten eine deutlich héhere Stresstoleranz embryonaler
Kardiomyozyten im Vergleich zu adulten Kardiomyozyten bei Komplex-lll-Inhibition. Wie auch
H9c2-Zellen, tolerierten die embryonalen Kardiomyozyten eine mitochondriale Dysfunktion bei
Behandlung mit 50 uM Antimycin A Gber 24 Stunden, wahrend adulte Kardiomyozyten bereits
bei 1 uM nach nur 2 Stunden einen deutlichen Zelluntergang zeigten. Weiteres Ziel des
Projektes war es, die entsprechende Stressreaktion in kultivierten, primaren embryonalen und
adulten Kardiomyozyten der Maus bei mitochondrialer Dysfunktion naher zu untersuchen.
Dabei zeigten sich deutliche Unterschiede in der Stressreaktion embryonaler und adulter
Kardiomyozyten. Es konnte eine Aktivierung typischer Effektoren der ISR sowie eine Reihe
antioxidativer Mechanismen in embryonalen Kardiomyozyten nachgewiesen werden, die
potentiell an der hohen Stresstoleranz der Zellen beteiligt sein konnten. Die in
Voruntersuchung vermutete Aktivierung der UPR™ konnte nicht nachgewiesen werden. Die
zugrunde liegenden zellprotektiven Mechanismen koénnten zum einen therapeutische
Angriffspunkte und zum anderen eine Kardioprotektion (siehe Abschnitt 2) durch Reaktivierung
protektiver, embryonaler Mechanismen in adulten Kardiomyozyten bieten und so deren
Uberleben unter pathologischen Bedingungen verbessern. Auch ergibt sich die Frage nach
dem Einfluss auf die pranatale Herzentwicklung und die Vermeidung angeborener
Herzerkrankungen durch die hohe Stresstoleranz und Plastizitdt embryonaler

Kardiomyozyten.

5.1 Vergleich der Effekte einer mitochondrialen Komplex-lll-Inhibition auf embryonale,
neonatale und adulte Kardiomyozyten

Unsere Versuche an embryonalen Maus-Kardiomyozyten zeigten eine hohe Toleranz der
Zellen gegenuber einer Inhibition von Komplex 11l der Atmungskette durch Antimycin A in einer
Konzentration von 50 uM Uber 24 Stunden. In der Phasenkontrastmikroskopie prasentierten
sich die embryonalen Kardiomyozyten als kontrahierender und konfluenter Zellrasen ohne
offensichtliche morphologische Veranderungen (Abbildung 12). Ein
phasenkontrastmikroskopisch sichtbarer Zelluntergang im Sinne abgeldster oder
abgerundeter Zellen zeigte sich nicht. Auch bei Quantifizierung der Kardiomyozyten-Dichte
oder des Kardiomyozyten/Nicht-Kardiomyozyten-Verhaltnisses ergaben sich keine Anzeichen
fur einen Zellverlust (Abbildung 14) oder einen Zellzyklusarrest, gemessen anhand der Co-

Farbung von Nkx2.5 und Ki67 in der Immunfluoreszenz (Abbildung 15). Nicht-Kardiomyozyten
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hingegen zeigten eine Reduktion des Zellzyklus unter AMA, sodass dies die Spekulation zu-
lasst, ob embryonale Kardiomyozyten in der Hinsicht sogar ,resistenter’ als Nicht-
Kardiomyozyten sind. Eine andere Erklarung lage in den sehr unterschiedlichen Zellzyklus-
Raten (60 % Ki67 in Nicht-Kardiomyozyten versus 3 % in Kardiomyozyten), so dass ein Effekt
in Kardiomyozyten méglicherweise kaum messbar ist (siehe Abschnitt 5.3.1). Ein drastischer
Zelluntergang zeigte sich dagegen bei adulten Kardiomyozyten, die bei Antimycin-A-
Konzentrationen von nur 1 yM bereits nach wenigen Minuten einen deutlichen Zellverlust
zeigten, sich abrundeten und ihre Adharenz verloren (Abbildung 32). Die Ergebnisse stehen
dabei im Einklang mit vorherigen Studien in kardialen Zelllinien und in-vivo Beobachtungen in
der Maus. Die undifferenzierten H9c2-Kardiomyoblasten zeigten, wie auch embryonale
Kardiomyozyten, eine hohe Toleranz gegenuber einer Antimycin-A-Behandlung mit minimaler
Induktion von Zelltod, ohne Beeinflussung des Zellzyklus 2. H9c2-Myoblasten sind in der
Lage, sich zu adulten Muskelzellen zu differenzieren, die in Abhéangigkeit von den
Zellkulturbedingungen eher Charakteristika von Herz- oder Skelettmuskulatur besitzen '*®. Die
Fahigkeit zur Differenzierung bietet auch bei H9c2-Zellen die Mdoglichkeit, den Einfluss
pathologischer Bedingungen in Bezug auf das Differenzierungsstadium der Zellen zu
untersuchen. So konnten Branco et al. 2012 eine erhdhte Akkumulation und eine damit
einhergehende Toxizitadt von Doxorubicin (siehe Abschnitt 1.1) in differenzierten H9c2-Zellen
im Vergleich zum undifferenzierten Stadium nachweisen. Insbesondere Zellen, deren
Zellkulturbedingungen eine Differenzierung hin zum kardialen Phanotyp bedingen, zeigten 48
Stunden nach Behandlung einen signifikant hheren Doxorubicin-induzierten Zelltod. Und
auch die Zytotoxizitdt des kardiotoxischen Sympathomimetikums Isoproterenol war in
differenzierten H9c2-Zellen erhoht 8.

Die Inkubation der differenzierten H9c2-Zellen mit Isoproterenol ging unter anderem mit einer
zytosolischen Uberladung mit Calcium, vermehrtem oxidativem Stress und einer
Depolarisierung und Funktionsverlust der Mitochondrien einher. Undifferenzierte H9c2-Zellen
weisen im Vergleich zum differenzierten Stadium eine erhéhten Gehalt anti-apoptotischer und
antioxidativer Proteine wie SOD2 auf. Wie auch im Rahmen der zugrundeliegenden
Hypothese dieser Arbeit formuliert, zeigten sie damit Schutzmechanismen, die eine erhdhte
Toleranz in Abhangigkeit vom Differenzierungsstadium bedingen kénnen %2,

Die differenzierten HL-1 Zellen (Vorhof-Kardiomyozyten der Maus) gingen, wie auch die
adulten Kardiomyozyten, bereits bei deutlich geringeren Konzentrationen durch eine Mischung
aus Zelltod und Zellzyklusarrest zugrunde '°2. Auch embryonale Kardiomyozyten in vivo, mit
einer durch das Fehlen von Cytochrom-C-bedingten Dysfunktion von Komplex Il der
Atmungskette, werden im Laufe der intrauterinen Entwicklung nicht eliminiert und Uberlebten
die mitochondriale Dysfunktion bis ins Erwachsenenalter (siehe Abschnitt 1.4) "°'. Zun&chst

bestatigte sich die hohe Stressresistenz embryonaler Kardiomyozyten im Vergleich zu adulten
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Kardiomyozyten bei mitochondrialer Dysfunktion damit auch in den Primarzellen. Die
Ergebnisse werfen die Frage auf, zu welchem Zeitpunkt der Entwicklung bzw. Differenzierung
es zu einer verminderten Toleranz der Zellen gegenuber einer Komplex-lll-Inhibierung kommt
und welche Mechanismen die undifferenzierten, embryonalen Kardiomyozyten vor einem
Zelluntergang schitzen. Um das Herz auf eine lebenslang effiziente Pumpfunktion
vorzubereiten, durchlauft es wahrend der intrauterinen, perinatalen und postnatalen
Entwicklung verschiedene Reifungsprozesse. Solche Reifungsprozesse umfassen strukturelle
und metabolische Anpassungen, sowie Veranderungen der Genexpression. Beispiele fur die
strukturellen Veranderungen reifender Kardiomyozyten sind eine massive Ausdehnung der
Sarkomere mit Veranderung ihrer ultrastrukturellen Organisation, nachweisbar in der
Transmissionselektronenmikroskopie '*°'®. Auch bei Zellorganellen wie den Mitochondrien
kommt es dabei zu verschiedenen Reifungsprozessen. Wahrend der Entwicklung vom fetalen
zum adulten Herzen kommt es in der Perinatalphase zu einer Umstellung des Metabolismus
von der primaren ATP-Produktion durch Glykolyse zu einem oxidativen Metabolismus
161.199.162160.95  Dabei kommt es zu einer verénderten Genexpression, die sich in einer
gesteigerten Expression von Genen der mitochondrialen Biogenese, oxidativen
Phosphorylierung, R-Oxidation von Fettsduren und einer verminderten Expression
glykolytischer Gene auRert '°*'%° Hierbei muss das adulte menschliche Herz den hohen
Bedarf von rund 6 kg ATP am Tag decken '*°. Die R-Oxidation von Fettsauren stellt dabei den
effizientesten Weg zur Bereitstellung von ATP dar und Uberwiegt im postnatalen Herzen '¢°.
Um dies zu gewahrleisten, kommt es innerhalb der differenzierten Kardiomyozyten zu einer

Zunahme von Masse und Anzahl der Mitochondrien '59160.164

Die Umstellung des
Metabolismus und damit die Art der ATP-Bildung kénnte eine mdgliche Erklarung fir die
deutlich hohere Toleranz der embryonalen Kardiomyozyten im Vergleich zu den adulten
Kardiomyozyten sein. Durch die in embryonalen Kardiomyozyten primar im Rahmen der
Glykolyse stattfindende ATP-Produktion sind diese weniger auf die oxidative Phosphorylierung
angewiesen und somit gegebenenfalls nicht in gleichen Malien anféllig fir eine Komplex-I1I-
Inhibition wie die adulten Kardiomyozyten. Zum einen, da vor diesem Hintergrund ein weniger
drastischer Energiemangel anzunehmen ist als in adulten Kardiomyozyten und zum anderen
gegebenenfalls auch aufgrund einer geringeren Produktion von ROS entlang der
Atmungskette. Durch den Anstieg der mitochondrialen R-Oxidation kommt es nach der Geburt
zu einer vermehrten Produktion von ROS, welche in den Tagen nach der Geburt einen
oxidativen DNA-Schaden hervorrufen und somit am postnatalen Zellzyklusarrest der
Kardiomyozyten beteiligt sind '®°. Die Analyse der RNA-Expression im Verlaufe der
intrauterinen und postnatalen Entwicklung von Mensch und Maus durch die Arbeit mit der

151 (

Datenbank des Kaessman-Labors Abbildung 39) und auch unsere Western-Blot-Analysen

(Abbildung 38) zeigten, dass es in adulten Kardiomyozyten bzw. im postnatalen Herzen zu
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einer Hochregulation von Genen kommt, die an der Aufrechterhaltung der Redox-Homoostase
beteiligt sind (siehe Abschnitt 4.5). Durch die metabolischen Veranderungen wahrend der
Reifung der Kardiomyozyten, von einer Energieproduktion auf Basis von Glykolyse zu einem
oxidativen Metabolismus, kdnnte eine vermehrte Produktion von ROS einen héheren Bedarf
antioxidativer Mechanismen erforderlich machen. Eine Produktion von ROS entlang der
Atmungskette kann zur Oxidation von Proteinen, DNA und Lipiden flhren und mit

Zellschadigung und Zelltod einhergehen ',

Eine vermehrte Exposition von
Kardiomyozyten gegeniber ROS flhrt zu einer Funktionseinschrankung des Herzens mit
Rhythmusstérungen und kann zu Apoptose, Nekrose und Fibrose fiihren, was einen Umbau
des Herzens bedingt '°¢'%". Bei einer exzessiven Produktion von ROS im Rahmen einer
mitochondrialen Dysfunktion °*'% kénnte das Redox-System der adulten Kardiomyozyten
ausgereizt sein und die Zellen nicht langer suffizient vor einem ROS-bedingten Zellverlust
schutzen. Im Gegensatz zu adulten Kardiomyozyten zeigten embryonale Kardiomyozyten
unter Antimycin A eine Induktion von HO-1 (Abbildung 24), SOD1 und SOD2 (Abbildung 25).
Embryonale Kardiomyozyten scheinen also eine Reserve zu haben, um die Redox-
Homoostase hochzufahren. Dabei zu beachten ist der kurze Zeitraum der AMA-Behandlung
bei adulten Kardiomyozyten, der gegebenenfalls eine messbare Induktion der Proteine nicht
zul3sst.

Um zu untersuchen, ob es bereits mit der Geburt zu einer Abnahme der Stresstoleranz der
Kardiomyozyten kommt, untersuchten wir auch neonatale Kardiomyozyten. Unsere
Ergebnisse zeigten in der Phasenkontrastmikroskopie bei einer Konzentration von 10 yM
Antimycin A leichte morphologische Veranderungen neonataler Kardiomyozyten ohne
offensichtliche Veranderungen in Konfluenz und Kontraktilitat (Abbildung 47). Aufgrund dieser
Ergebnisse ergab sich kein Anhalt fur einen UbermafRigen Zelltod, sondern die Stresstoleranz
neonataler Kardiomyozyten blieb also weitestgehend erhalten. Die
Phasenkontrastmikroskopie neonatalee Kardiomyozyten bei Behandlung mit AMA zeigt
jedoch morphologische Veranderungen mit runden, gleichmaRig tber die Zellen verteilten
Strukturen, die an Vakuolen erinnern (siehe Abbildung 47B). Eine mdgliche Erklarung ware
eine beginnende Apoptose bzw. Degradierung der Zellen durch eine Behandlung mit
Antimycin A. In diesem streng regulierten Prozess kommt es zu der Bildung membranumhdliter
Partikel, bezeichnet als apoptotische Korper, die Zellorganellen und Teile des Zellkernes
enthalten. Die gebildeten apoptotischen Kdrper kbnnen dann im nachsten Schritt phagozytiert

und somit abgebaut werden 1681%°

Eine weitere Theorie ware die Bildung von
Autophagosomen bzw. Lysosomen im Rahmen einer vermehrten Autophagie. Als Autophagie
wird ein Prozess bezeichnet, bei dem es zum intrazelluldaren Abbau zytoplasmatischer
Elemente kommt '°. Auch im Herzen wird dies als wichtiger Prozess zur Aufrechterhaltung

der kardialen Funktion angesehen, indem er zur Schadensbegrenzung sowohl unter
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physiologischen Bedingungen als auch im Rahmen von zellularem Stress kommt. In adulten
Kardiomyozyten ist die Autophagie beispielsweise entscheidend am Abbau anfallender
Proteinaggregate beteiligt und damit an der sog. PQC (protein quality control) (siehe Abschnitt
1.3.2), sowie dem Abbau beschadigter Zellorganellen. Abzubauende Zellbestandteile, wie
fehlgefaltete Proteine oder Organellen wie die Mitochondrien (Mitophagie), werden durch die
von einer Doppelmembran umgebenden Autophagosomen aufgenommen. Diese
verschmelzen mit den Lysosomen 2zu sogenannten Autophagolysosomen, die der
Degradierung der enthaltenen Bestandteile dienen '°. Dabei wird der Autophagie auch eine
wichtige Rolle in alternden Zellen zugesprochen und sie nimmt im alternden Herzen
zunehmend ab, wodurch es zu einer zunehmenden Akkumulation fehlgefalteter Proteine,
dysfunktionaler Mitochondrien und DNA-Schaden kommt 3'7°. Neonatale Kardiomyozyten
kdnnten also eine zunehmende Autophagie aufweisen, um so dysfunktionale Mitochondrien
aufgrund einer Inhibition der Atmungskette abzubauen. Wodurch die Veranderungen bedingt
sind, muss durch eine genauere Bildgebung im Rahmen einer
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) geklart werden. Zu welchem Zeitpunkt und in
welchem Stadium der Differenzierung genau es zu einem Verlust der Toleranz der
Kardiomyozyten gegenuber einer Komplex-lll-Inhibition kommt, bleibt vorerst ungeklart und
bedarf weiteren Untersuchungen. Auch in der Literatur gibt es bisher nur wenige Erkenntnisse,

die den Zeitpunkt, zu dem es zu einem Verlust der Stressresistenz kommt, eingrenzen kdnnte.

5.2 Aktivierung zellularer Schutzmechanismen in embryonalen Kardiomyozyten bei
Komplex-lll-Inhibition

Oxidativer Stress fuhrt unter anderem zur Ansammlung fehlgefalteter und dysfunktionaler
Proteine, was zu einer Proteinaggregation innerhalb der Zellen fihren kann. Zur
Aufrechterhaltung der zellularen Homdostase ist die funktionale Integritdt des Proteoms
essentiell. Um dies zu gewahrleisten, unterliegen die zellularen Proteine einer strengen
Qualitatskontrolle (Protein quality control = PQC) (siehe Abschnitt 1.3.2) ®. Teil dieser
strengen Qualitatskontrolle ist die unfolded-protein-response (UPR), ein organellspezifisches,
transkriptionelles Programm, welches zu einer Inhibition der Proteintranslation mit selektiver
Translation ausgewahlter Proteine fuhrt (siehe Abschnitt 1.3.3). Dabei kommt es im Zuge der
Aufrechterhaltung der Proteinhomdostase zur Induktion bestimmter Chaperone und
Proteasen. In Saugern ist die UPR dabei eng verbunden mit der Integrated-Stress-Response
(ISR), initiiert durch die Phosphorylierung von elF2a durch verschiedene Kinasen (siehe
Abschnitt 1.3.3) 7. Zhang et al. (2021) zeigten, dass die ISR (siehe Abschnitt 1.3.3) das
Uberleben von Kardiomyozyten bei Ischamie/Reperfusionsschaden (siehe Abschnitt 1.1)
durch eine selektive Reduktion der mitochondrialen Protein-Synthese und der ROS-Produktion

in vivo verbessern kann. Die UPR™ blieb dabei, wie auch in unseren Daten in embryonalen
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Kardiomyozyten unter AMA Behandlung, unberihrt (siehe Abschnitt 1.3.3). Des Weiteren
konnte dabei auch eine Kardioprotektion durch medikamentdse Aktivierung der ISR bei
Reperfusion in vivo gezeigt werden """

Die ISR gehort zu einem der Signalwege, die neben den antioxidativen Mechanismen eine
Erklarung der Unterschiede zwischen embryonaler und adulter Stressantwort bieten kénnten.
Embryonale Kardiomyozyten zeigten nach 24, aber auch nach 2 Stunden Antimycin-A-
Behandlung (50 uM) eine vermehrte Phosphorylierung von elF2a (vgl. Abbildung 17Abbildung
33) und eine Induktion von CHOP (vgl. Abbildung 17, Abbildung 34), sowie eine Induktion von
ATF4 nach 24 Stunden und fraglich auch nach 2 Stunden (vgl. Abbildung 17,Abbildung 34),
was auf eine Aktivierung der ISR hindeutet. Adulte Kardiomyozyten zeigten in niedriger
Antimycin-A-Dosierung (1 uM) ebenfalls eine vermehrte Phosphorylierung von elF2a
(Abbildung 33), eine Aktivierung von CHOP blieb jedoch aus (Abbildung 34). Dabei stellt sich
die Frage nach dem zeitlichen Aspekt bzw. der Dynamik der ISR-Antwort. Die Ergebnisse
kdnnten fir eine héhere Geschwindigkeit der ISR-Antwort in embryonalen als in adulten
Kardiomyozyten hindeuten. Eine andere Mdglichkeit ware die einer mdglichen CHOP-
unabhangigen ISR, sodass eine Phosphorylierung von elF2a von einer CHOP-Induktion
entkoppelt ware. Die protektive Rolle der ISR in Kardiomyozyten und anderen Zelltypen konnte
in der Literatur bereits an mehreren Stelle nachgewiesen werden 727174,

Im Rahmen eines akuten Myokardinfarkts kommt es zu einem Verlust von Herzmuskelzellen,
was sich in einem kardialen Remodelling duRern und zu einem Herzversagen fiihren kann '"°.
Hierbei haben Li et al. (2015) gezeigt, dass Salubrinal Kardiomyozyten im Rattenmodell vor
einer durch Myokardinfarkt induzierten Apoptose nach LAD-Ligatur schitzt. Salubrinal, eine
niedermolekulare Verbindung, hemmt dabei die Dephosphorylierung von elF2o und damit die
Proteintranslation. Dadurch kann die Proteinhomdostase aufrechterhalten werden. So zeigte
sich in Studien eine verstarkte Induktion von elF2a-Phosphorylierung und eine verringerte
InfarktgroRe '7>17,

Auch bei Hypoxie oder einer Behandlung von neonatalen Kardiomyozyten des ventrikularen
Ratten-Herzens mit Tunicamycin zeigte Salubrinal protektive Effekte durch die Aktivierung des
PERF-elF2a-Signalweges, gemessen anhand verschiedener Assays zum Nachweis einer
Apoptose 7. Der Nachweis einer vermehrten Phosphorylierung von elF2o wirft die Frage
nach der zugrundeliegenden Upstream-Kinase auf, die in AMA-behandelten embryonalen
Kardiomyozyten fir die vermehrte Phosphorylierung verantwortlich ist. Die ISR wird in
Abhangigkeit vom auslésenden Stress durch vier verschiedene Kinasen aktiviert (PKR, HRI,
GCN2 und PERK) (siehe Abschnitt 1.3.3) ""®. Die genaue Identifikation der Upstream-Kinase
in Abhangigkeit von der auslésenden Bedingung konnte auch im Rahmen von therapeutischen

Strategien eine individuellere Manipulation der Stressreaktion bzw. ISR ermdglichen, die durch
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Dauer und Umgebungsfaktoren essentiell fur die Homdostase oder aber auch pro-apoptotisch
sein kann %,

Auch fir den nachgeschalteten Transkriptionsfaktor CHOP sind in der Literatur sowohl
apoptotische als auch zytoprotektive Effekte beschrieben '"®. CHOP ist unter anderem an der
Expression von Genen zur Aufrechterhaltung der mitochondrialen Proteinhomdostase beteiligt
% Kaspar et al. (2021) zeigten, dass ein Verlust von CHOP bei genetisch induzierter
mitochondrialer ~ Dysfunktion zu  frih  eintretenden, tddlichen  mitochondrialen

% Dies war dabei auf eine Uberaktivitat der ISR

Kardiomyopathien in Mausen flhrte
zurlckzufiihren. Wie bereits in Abschnitt 1.3.3 erlautert, zeigten Kasper et al. (2021), dass
CHOP eine Feinabstimmung der ISR gewahrleistet, indem eine Uberaktivitat von ATF4
verhindert wird. Kommt es bei mitochondrialer Dysfunktion im Herzen zu einem Verlust von
CHOP, fuhrt dies zu einer anhaltend reduzierten Proteinsynthese in vivo, die in einer
Fehlfunktion der mitochondrialen Atmung durch Verlust der Komplexe der Atmungskette endet
% In adulten Kardiomyozyten zeigten unsere Ergebnisse eine Induktion von elf2a, welche als
ein friher Schritt der ISR auf dessen Aktivierung hindeutet, ohne dass sich bereits eine
Induktion von CHOP als einen der nachfolgenden Schritte der ISR nachweisen liel. Eine
Unfahigkeit zur Aktivierung, Aufrechterhaltung oder auch Feinabstimmung der ISR kénnte mit
zu einem Zellverlust adulter Kardiomyozyten unter Antimycin A beitragen. Die Aktivierung von
CHOP kénnte hingegen in embryonalen Kardiomyozyten protektiv wirken.

Hohere Dosierungen von Antimycin A flhrten zu einem nahezu unmittelbaren Verlust der
zellularen Integritat von adulten Kardiomyozyten. Der drastische Zelluntergang innerhalb von
Minuten erschwerte eine Beurteilung mdglicher stress-sensitiver Signalwege, da die Zellen
womdglich nicht genug Zeit hatten, um auf die Gegebenheiten mit einer Aktivierung
entsprechender Signalwege zu reagieren. Der Zelluntergang der adulten Kardiomyozyten legt
zudem die Frage nach dem verantwortlichen Zelltod-Mechanismus nahe. Apoptose ist eine
regulierte und kontrollierte Form des Zelltodes, ausgeldst durch eine Reihe von Caspasen in

Form einer kontrollierten Kaskade '°

. Apoptotische Zellen zeigen eine nukledre und
zytoplasmatische Kondensation, die Bildung von apoptotischen Kérpern und einen Erhalt einer
intakten Plasmamembran '"°. Dem gegeniiber steht die Nekrose, eine eher passive und
unkontrollierte Form des Zelltodes mit Ruptur der Zellmembran '7°. Der drastische und rapide
Zelluntergang adulter Kardiomyozyten unter einer AMA-Behandlung deutet auf eine eher
unkontrollierte Form des Zelltodes im Sinne einer Nekrose hin, der keinen Ablauf von
kontrollierten Kaskaden im Rahmen einer Apoptose erlaubt. Eine genauere Identifizierung des
zugrundeliegenden Mechanismus kdénnte in weiteren Versuchen mithilfe verschiedener
Apoptose-Assays untersucht werden.

Wahrend die Aktivierung von ATF4, CHOP und elf2a in mit AMA behandelten embryonalen

Kardiomyozyten eine Aktivierung der ISR nahe legten, ergab sich kein Anhalt fir eine
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Aktivierung der UPR™. Zwar sind ATF4, CHOP und elF2a auch Teil der UPR™, jedoch zeigte
sich keine der getesteten, Mitochondrien-spezifischen Proteasen der UPR™ (CLPP, PMPCB,
YME1L1), noch das fir die Aufrechterhaltung der mitochondrialen Proteinhomdostase
relevante Chaperon HSP60 signifikant induziert (Abbildung 20). Auch ATF5, welches in der
Studie von Fiorese et al. (2016) als einer der wichtigsten Transkriptionsfaktoren der UPR™ und
als Analogon zu ATFS-1 im Fadenwurm C. elegans identifiziert wurde, konnte in embryonalen
Kardiomyozyten unter AMA-Behandlung nicht vermehrt nachgewiesen werden (Abbildung 17).
Was zu der Entkopplung einer mitochondrialen Dysfunktion und der UPR™ fiihrte und ob diese
spezifisch fir die Inhibierung von Komplex Il ist, bleibt somit zu klaren. Des Weiteren lielte
sich spekulieren, ob AMA in anderen Zelltypen oder Organen mit einer Aktivierung der UPR™
einhergehen wirde. Dazu wéare ein genaues Verstandnis der aktivierenden Mechanismen und
Signalwege wichtig, die einer Aktivierung der UPR™ vorausgehen und eine Kommunikation
von Zellkern und Mitochondrien voraussetzt. Sutandy et al. (2023) zeigten, dass die UPR™
durch zwei verschiedene Signale im Zytosol nach medikamentdser Induktion einer
mitochondrialen Dysfunktion in HeLa-Zellen bedingt wird. Zum einen fuhrt die Akkumulation
fehlgefalteter Proteine im Mitochondrium zu einer vermehrten Freisetzung von reaktiven
Sauerstoffen in das Zytosol. Zum anderen kommt es durch Defekte des mitochondrialen
Proteinimports zu einer Anhdufung von mitochondrialen Proteinvorlaufern im Zytosol '°.

Weitere Unterschiede zwischen embryonalen und adulten Kardiomyozyten zeigten sich in
einem reduzierten HSF1-Protein-Level (Abbildung 36) und einer signifikant erhdhten
Phosphorylierung der MAP-Kinase p38 (Abbildung 35) in adulten, nicht aber in embryonalen
Kardiomyozyten nach AMA-Behandlung. Verschiedene Studien demonstrierten bereits die
kardioprotektiven Effekte von HSF1. Zou et al. (2003) zeigten beispielsweise, dass eine
Uberexpression von HSF1 in Kardiomyozyten der Maus zu einem verminderten apoptotischen
Zellverlust im Myokard im Rahmen eines Ischamie-Reperfusionschadens flhrte. Zudem
zeigten die Herzen der Mause mit einer Uberexpression von HSF1 eine reduzierte InfarktgroRe
als Kontrolltiere '®'. Huang et al. (2016) verdeutlichten ebenfalls die protektive Rolle von HSF1
bei einem Doxorubicin-induzierten Herzschaden (siehe Abschnitt 1.1). Ein Teil der
kardiotoxischen Wirkung des Medikamentes ist dabei bedingt durch den proteasomalen Abbau
und fehlende Kerntranslokation von HSF1, resultierend in einem apoptotischen Zelltod. Die
Autoren zeigten auRerdem, dass die Zugabe mit HSF1A, einem HSF1-Aktivator '®2, sowohl in
vivo als auch in vitro zu einer Reduktion eines apoptotischen Kardiomyozytenverlustes durch

Doxorubicin fiihrte 83

. Ein Verlust von HSF1 in adulten Kardiomyozyten konnte also
moglicherweise mitverantwortlich flr den drastischen Untergang der Zellen in Folge der
mitochondrialen Dysfunktion gewesen sein. Ob die Reduktion von HSF1 an dem Verlust der
adulten Kardiomyozyten unter AMA-Behandlung beteiligt war und ob HSF1 ein mdgliches

therapeutisches Ziel bei mitochondrialer Dysfunktion im Herzen bieten kdnnte, bleibt dabei in
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kiinftigen Studien zu klaren. Fir HSF1 wurde auch eine Regulation der Gene der UPR™
nachgewiesen '®. Demnach filhren mitochondriale ROS zu einer Oxidation des zytosolischen
HSP40-Proteins NDAJA1, was wiederum zu einer verstarkten Rekrutierung von HSP70 im
Zytosol fuhrt. HSP70 flhrt zu der Freisetzung von HSF1, welches in den Zellkern wandert und
die Transkription von Genen der UPR™ bedingt. Embryonale Kardiomyozyten zeigten keine
Induktion von HSF1 als Teil der UPR™-Signalkaskade und auch, wie bereits beschrieben,
keine Induktion der UPR™ Proteine '°.

Fir die Stress-induzierte MAP-Kinase p38 sind im Herzen eine Reihe an Funktionen
beschrieben 818 Mitochondrien spielen eine entscheidende Rolle im Pathomechanismus
des Ischamie-Reperfusionsschadens, in dem es durch eine vermehrte Produktion von ROS
und eine Depolarisation der mitochondrialen Membran zu einer mitochondrialen Schwellung
und Ruptur kommt, einhergehend mit einem vermehrten Nekro-apoptotischem Zellverlust 8.
Kumphune et al. (2015) konnten anhand von isolierten Mitochondrien des adulten
Rattenherzens nach Ischamie-Reperfusion zeigen, dass eine Inhibition von p38 eine
Schwellung der Mitochondrien vermindert und ultrastrukturellen Veranderungen sowie eine
Depolarisation der Mitochondrienmembran und somit einhergehenden apoptotischen
Zellverlust reduziert. Eine Reihe weiterer Studien weisen auf den pro-apoptotischen Effekt von
p38 im Herzen hin '8 So kénnte p38 also auch in adulten Kardiomyozyten unter AMA-
Behandlung gegebenenfalls einen eher negativen Effekt auf das Uberleben der Zellen haben,
sodass diese von einer Inhibition profitieren kénnten. Die vermehrte Phosphorylierung und

damit Aktivierung der p38-MAP-Kinase zeigte sich auch in mit AMA behandelten H9c2-Zellen
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und in embryonalen HCCS-defizienten Mausherzen ', Damit unterscheiden sich die
Ergebnisse von den embryonalen Kardiomyozyten, in denen keine vermehrte
Phosphorylierung von p38 unter AMA nachgewiesen werden konnte.

Als zentralen Punkt zeigen unsere Ergebnisse die wesentliche Abnahme in der Stresstoleranz
der sich differenzierenden Kardiomyozyten. Mogliche Erklarungen bieten insbesondere
unterschiedlich hohe ROS-Level aufgrund von metabolischen Eigenschaften der
Energiegewinnung und Unterschiede in zellularen, stressreaktiven Signalwegen wie der Heat-

Shock-Response, der ISR und den antioxidativen Mechanismen bzw. der Redox-Homdostase.

5.3 Aktivierung der ER-Stress Achse in embryonalen Kardiomyozyten bei Komplex-lll-
Inhibition

Durch Alterungsprozesse oder Erkrankungen wie einer Ischamie des Herzens kann es zu

einem Ungleichgewicht der Proteinhoméostase des Endoplasmatischen Retikulums (ER)

kommen. Durch ein Missverhaltnis zwischen der Kapazitdt der Faltungsmaschinerie des

Zellkompartiments und fehlerhaft synthetisierten Proteinen kann es zu einer Anhaufung von

ungefalteten oder fehlgefalteten Proteinen im ER kommen. Um deren proteotoxische
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Wirkungen zu vermindern und die Proteinhoméostase wiederherzustellen, gibt es die UPRF®
' Im Rahmen der UPR®® kommt es zu einer selektiven Induktion von Proteinen wie ER-
Chaperonen, die Faltungsprozesse und den Abbau fehlgefalteter Proteine innerhalb des ER
unterstitzen sollen. Die globale Proteinsynthese wird dabei reduziert, um so insgesamt die
Faltungsmaschinerie der Organelle zu entlasten '8 Abbildung 21 zeigt eine signifikante
Induktion von BiP, einem ER-Chaperon (auch bekannt als GRP78), in embryonalen
Kardiomyozyten unter AMA-Behandlung. BiP ist durch seine Interaktion mit IRE1, PERK und
ATF6 auf der luminalen Seite der ER-Membran ein wichtiger Faktor und an der UPR® beteiligt
% In Kardiomyozyten und auch anderen Zelltypen wird BiP im Rahmen von ER-Stress
induziert und soll im Zuge dessen auch als ER-Stresssensor dienen '*¢'%_ Die Induktion von
BiP deutet somit in embryonalen Kardiomyozyten unter Behandlung mit AMA auf ER-Stress
hin. Eine Ursache fur ER-Stress bei mitochondrialer Dysfunktion kann der vermehrte oxidative
Stress sein, der sowohl in mit AMA behandelten, embryonalen Kardiomyozyten (siehe
Abbildung 22) als auch in H9c2-Zellen uber eine vermehrte Produktion von ROS mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoffes MitoSOX und die Hyperoxidation von PRDX nachgewiesen wurde '%.
Uber Kontaktstellen, sogenannte MAM (Mitochondria-associated membrane), kénnen ROS
von den Mitochondrien direkt in das ER transportiert werden 8% Des Weiteren beeinflussen
die Kontaktstellen zwischen ER und Mitochondrien viele Prozesse wie die Autophagie,
Apoptose, Inflammation und die Regulation des Calciumhaushaltes '®°. Durch ihre zahlreichen
Funktionen werden ihnen zudem eine Rolle in der Pathogenese verschiedener
kardiovaskularer Erkrankungen zugesprochen '°. Vermehrter oxidativer Stress kann im
Endoplasmatischen Retikulum zu einer Ansammlung fehlgefalteter Proteine fihren und damit

zu ER-Stress und einer Stérung der zelluldaren Homoostase '8°.

Dabei verfugt das
Endoplasmatische Retikulum Uber nur geringe antioxidative Mechanismen im Vergleich zu
anderen Zellorganellen wie den Mitochondrien . Die mitochondriale Funktion und die des
Endoplasmatischen Retikulums hangen unter physiologischen Bedingungen eng zusammen,
weshalb das Endoplasmatische Retikulum auch bei einer mitochondrialen Dysfunktion beteiligt
sein kann %,

Ein Protein, welches an ebendieser Interaktion zwischen ER und Mitochondrien beteiligt ist,
ist das in der Mitochondrienmembran lokalisierte Protein Mitofusin (Mfn). Mitofusin ist zum
einen an der Fusion von Mitochondrien beteiligt und zum anderen an Mitofusin-vermittelten
Kontakten zwischen ER und Mitochondrien '**. Celardo et al. (2016) zeigten den direkten
Zusammenhang zwischen einer mitochondrialen Dysfunktion, ausgeldst durch Mutationen
mitochondrialer Enzyme und einer Aktivierung von stressreaktiven Signalwegen des
Endoplasmatischen Retikulums in neuronalen Zellen von Drosophila. Dabei ermittelten sie
eine Aktivierung von PERK und Induktion von BiP als typische Bestandteile der UPR®.

Ausgeldst wurde die ER-Stress-Achse dabei durch Mitofusin-vermittelte Membrankontakte
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zwischen den defekten Mitochondrien und dem Endoplasmatischen Retikulum. Ein
Knockdown von dMfn (Drosophila-Mitofusin) zur Reduktion der Mitofusin-Kontaktstellen
konnte ER-Stress reduzieren und damit zellprotektiv wirken, ohne die mitochondriale Funktion
positiv zu beeinflussen. Die vermehrte Produktion von ROS in embryonalen Kardiomyozyten
oder auch Kontaktstellen zwischen Mitochondrien und ER bieten mégliche Erklarungen fir die
Induktion von BiP und damit einem ER-Stress bei einer Komplex-lll-Inhibition.

Ein Transkriptionsfaktor, der entscheidend an der intrauterinen Proliferation sowohl
embryonaler als auch adulter Kardiomyozyten nach einem Myokardschaden ist, ist Tbx20 (T-
Box-Transkriptionsfaktor 20) '"192, Thx20 ist unter anderem entscheidend an der Entwicklung
des Herzens durch Proliferation von Kardiomyozyten beteiligt '°'. Dadurch flhrt ein Verlust zur
Fehlbildung des embryonalen Herzens '9'%*. Doch nicht nur in embryonalen Herzen ist Tbx20
essentiell, sondern auch in adulten Herzen scheint Tbx20 eine wichtige Rolle flr die kardiale
Funktion zu spielen. Ein Knockout von Tbx20 flhrte zu schweren Kardiomyopathien und
Arrhythmien, die im Tod der Mause resultierten '%°. Eine Uberexpression von Tbx20 in adulten
Kardiomyozyten der Maus hingegen forderte die Proliferation und verbesserte die kardiale
Funktion und das Uberleben und filhrte zu einer Reduktion der InfarktgroBe nach
Myokardinfarkt in Mausherzen '%2. Das et al. (2023) konnten zudem zeigen, dass Tbx20 durch
Induktion von ER-Stress in H9c2-Zellen und adulten Mausherzen in vivo hochreguliert wurde,
was zu einer Proliferation der Kardiomyozyten flihrte und eine Apoptose einschrankte.
Vermittelt wurde die Erhéhung von Tbx20 dabei durch die UPRER und insbesondere durch die
vermehrte Expression von ATF6, welcher direkt an den Promoter des tbx20-Gens bindet und
dadurch dessen Expression fordert . Damit nimmt die UPRER eine entscheidende Funktion
bei der Regenerationsfahigkeit des adulten Herzens ein.

Die gezeigte Induktion von ER-Stress und eine méglicherweise damit einhergehende Induktion
der UPR®R in mit AMA behandelten, embryonalen Kardiomyozyten kénnte damit auch hier eine
zellprotektive Rolle einnehmen. Als Limitation der Arbeit ist hier zu erwdhnen, dass trotz der
deutlichen Hochregulation von BiP in embryonalen Kardiomyozyten bei mitochondrialer
Komplex-llI-Inhibition nur ein ER-Stress-Marker untersucht wurde. Um ein umfassenderes Bild
einer hier anzunehmenden Beeintrachtigung des ER durch die induzierte mitochondriale
Dysfunktion zu erhalten, mussten zukinftig noch weitere ER-Stress-Marker getestet werden.
Beispiele hierfiir waren die Phosphorylierung von PERK (induziert in H9c2-Zellen) ', die
Induktion von ATF6 oder gegebenenfalls auch Tbx20. Wahrend embryonale Kardiomyozyten
24 Stunden nach einer AMA-Behandlung eine signifikante Induktion von BIiP zeigten
(Abbildung 21), blieb diese sowohl in embryonalen als auch adulten Kardiomyozyten 2
Stunden nach AMA-Behandlung aus (Abbildung 37). Damit scheint BiP erst mit einer gewissen

zeitlichen Latenz in embryonalen Kardiomyozyten aktiviert zu werden. Um eine Aktivierung in
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adulten Kardiomyozyten naher zu untersuchen, missten daher gegebenenfalls noch
Untersuchungen zu einem spateren Zeitpunkt nach Beginn einer AMA-Behandlung erfolgen.
Die Aktivierung der ER-Stress-Achse durch BiP in mit AMA behandelten, embryonalen
Kardiomyozyten, spiegelte sich in H9c2-Zellen durch eine vermehrte Induktion der Kinase
PERK wider ', Bei scheinbar vermehrtem ER-Stress kénnte ein Nachweis einer gesteigerten
Aktivitat von PERK auch in embryonalen Kardiomyozyten als Upstream-Kinase fur die
verstarkte Phosphorylierung von elF2a verantwortlich sein (siehe Abschnitt 14).

Eine verstarkte Aktivitdt von PERK oder eine Induktion von BiP/GRP78 konnte in embryonalen
HCCS-defizienten Kardiomyozyten in vivo nicht gezeigt werden, und auch andere Marker fur
ER-Stress, wie ATF6 oder IRE1/XBP1, wurden nicht aktiviert '°'. Zum einen kann der ER-
Stress, der sich in H9c2-Zellen und in embryonalen Kardiomyozyten zeigte, ein auf die
Zellkultur begrenztes Phanomen sein, welches in vivo nicht auftritt. Zum anderen kann es
erneut mit der Dynamik der Stressantwort in Zusammenhang stehen. H9c2-Zellen und
embryonale Kardiomyozyten zeigten ER -Stress 24 Stunden nach der Komplex-IlI-Inhibition.
Die Untersuchung von Hccs-Knockout-Herzen erfolgte zum Stadium 13,5 dpc. Gegebenenfalls
fuhrte die anhaltende mitochondriale Dysfunktion und der damit einhergehende ER-Stress zu
einer Adaptation der Hccs-defizienten Kardiomyozyten, um einen Zelltod zu vermeiden, der
durch dauerhaften und unkontrollierten ER-Stress und damit einhergehende Stressantworten
bedingt wird "3,

Der mit einer mitochondrialen Dysfunktion verbundene ER-Stress und die damit
einhergehende Aktivierung von BiP und gegebenenfalls der UPRER in embryonalen
Kardiomyozyten konnte an der hohen Toleranz der embryonalen Kardiomyozyten bei
Komplex-llI-Inhibition beteiligt sein und damit einen Angriffspunkt zellprotektiver Strategien

bieten.

5.3.1 Methodische Aspekte zur Quantifizierung der Zellzyklusaktivitat in
Kardiomyozyten

Ki67 ist ein gangiger Marker fur die Beurteilung der Proliferation von Zellen und wird

zellzyklusabhangig exprimiert. Klinisch findet er daher insbesondere bei dem Grading und der

Beurteilung der Zellteilungsrate in Tumoren Anwendung %’

. Wenn es um die Beurteilung der
Proliferation von Kardiomyozyten geht, muss klar zwischen der Proliferation und einer
Aktivierung des Zellzyklus ohne eine zwangslaufige Entstehung neuer Kardiomyozyten
differenziert werden '?2. Laut Auchampach et al. (2022) sollte als Proliferation lediglich der
Prozess bezeichnet werden, bei dem aus einem einzelnen Kardiomyozyten zwei neue
Kardiomyozyten entstehen. Ki67 ist ein Indikator fiur die Zellzyklusaktivitdt und wird
insbesondere in der G,-Phase und wahrend der Mitose exprimiert '*¢. Dabei kann durch Ki67

jedoch nicht zwischen einer abgeschlossenen Zellteilung (Zytokinese) im Rahmen einer
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Proliferation und einer Endomitose (oder Endore(du)plikation) unterschieden werden 2%, Als
Endomitose wird eine Verdopplung der genomischen DNA und damit der Chromatiden ohne
eine darauffolgende Zellteilung bezeichnet, sodass es zu der Entstehung von polyploiden

% Im Rahmen der Endomitose treten

Zellen oder multinukledren Zellen kommt
Kardiomyozyten in den Zellzyklus ein. Dabei kommt es auch zum Abschluss der DNA-
Synthese wahrend der S-Phase und zum Eintritt in die Mitose, ohne das es allerdings zum

122 Wahrend Ki67 also einen Marker fiir

Abschluss der Zellteilung (Zytokinese) kommen muss
die Zellzyklusaktivitat darstellt, kann durch die Immunfluoreszenzfarbung nicht unterschieden
werden, ob die Zelle sich letztendlich auch teilen und proliferieren wird. Andere Studien zeigten
auch, dass es im Rahmen einer Hypertrophie von Kardiomyozyten zu einer vermehrten
Expression von Ki67 kam '%°. Das Wissen Uber die Hintergriinde einer Ki67-Expression ist also
notwendig, um die korrekte Interpretation der Daten in Kardiomyozyten zu gewahrleisten.
Unsere Versuche haben dabei keine Unterschiede in der Zellzyklusaktivitat von embryonalen
Kardiomyozyten bei einer Komplex-lll-Inhibition im Vergleich zur Kontrollgruppe gezeigt
(Abbildung 15). Die Rate an Ki67-positiven Zellen lag bei Kardiomyozyten dabei nur bei 3 %.
In Nicht-Kardiomyozyten lag die Rate mit rund 60 % deutlich héher und zeigte signifikante
Unterschiede zwischen mit Antimycin A und mit DMSO behandelten Zellen. Diese
Unterschiede kdnnten in Nicht-Kardiomyozyten aufgrund der deutlich hdheren Anzahl Ki67-
positiver Kerne mit héherer Sensitivitdt messbar sein. Die mit Oligomycin behandelten Zellen
zeigten jedoch trotz der relativ geringen Zellzyklus-Rate signifikante Unterschiede, mit einer
Reduktion auch in den embryonalen Kardiomyozyten. Die Ergebnisse unterstreichen durch die
erhaltene Zellzyklusaktivitat in AMA-behandelten, embryonalen Kardiomyozyten insbesondere
deren Toleranz gegenuber einer Komplex-lll-Inhibition und bestarken die im Vergleich
herabgesetzte Resistenz gegenlber der Komplex-V-Inhibition mit Oligomycin. Die Ki67-
Farbung und die erhaltene Kontraktion dienen somit insbesondere auch trotz mitochondrialer
Dysfunktion als Abbild des Wohlbefindens der Zellen. Insbesondere wird dies auch noch
einmal vor dem Hintergrund deutlich, dass oxidative DNA-Schaden auch in neonatalen
Kardiomyozyten einen Zellzyklus-Arrest bewirkten '°.

Ein in der Literatur kritisierter Aspekt bei der Quantifizierung von Zellzyklusaktivitat in
Kardiomyozyten ist die teils fehlende Nutzung von Kernmakern bei der Interpretation von Ki67
oder anderen nukledr lokalisierten Markern fir die Zellzyklusaktivitat '?2. Werden zur
Identifizierung der Kardiomyozyten im Zellverbund lediglich Sarkomerproteine verwendet, ist
die genaue Zuordnung der Ki67-positiven Zellkerne zu Kardiomyozyten schwierig ', Die
genaue Zuordnung von Zellkernen zu Kardiomyozyten liegt laut Ang et al. (2010) im Falle einer
reinen Anfarbung mit Sarkomerproteinen wie Troponinen im Myokard-Gewebe in der
Histologie bei 78-83 %. Auch wenn die Zuordnung von Kardiomyozyten in der Histologie

gegenuber der Zellkultur, in der eine bessere raumliche Abgrenzung der Kardiomyozyten
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méglich ist, noch einmal schwieriger ist, kénnen Uberlappungen eine genaue Zuordnung doch
erschweren. Um eine genauere Zuordnung von Kernen zu ermdglichen, testeten wir drei
mogliche Kardiomyozyten-Kernmarker: GATA4, MEF2 und Nkx2.5 (Abbildung 13), welche
allesamt Transkriptionsfaktoren darstellen, die bei der Differenzierung von Kardiomyozyten

22 |In Bezug auf die einzelnen

wahrend der frihen Herzentwicklung eine Rolle spielen
Kernmarker gibt es dabei gewisse Einschrankungen bei der Interpretation der Daten. Der
Transkriptionsfaktor GATA4 wird nicht ausschlief3lich von Kardiomyozyten, sondern auch von
Fibroblasten exprimiert 222!, Mef2, ein Transkriptionsfaktor der kardialen Entwicklung, kann
neben Kardiomyozyten auch von den glatten Muskelzellen der Gefalte exprimiert werden
122202 Dje Expression des Transkriptionsfaktors Nkx2.5 nimmt zwar mit dem Alter und
fortschreitender Differenzierung ab, eignet sich aber aufgrund seiner spezifischen Anfarbung
gut zur Kernfarbung in den embryonalen und neonatalen Kardiomyozyten '?2. Aufgrund seiner
Spezifitdt bei deutlicher Anfarbung in der Immunfluoreszenzanalysen erfolgten die weiteren

Versuche mit Nkx2.5.

5.4 Komplex-lll-Inhibition in embryonalen Kardiomyozyten im Vergleich mit dem in vivo
Hccs-Modell und in vitro H9c2-Zellen

Anhand des herzspezifischen Hecs-Knockout-Modells (siehe Abschnitt 1.4) konnte in vivo eine

hohe Stressresistenz der embryonalen Kardiomyozyten bei einer Fehlfunktion des Komplex Il

191 Nachfolgende Untersuchungen anhand von

der Atmungskette nachgewiesen werden
Zelllinien in vitro dienten der genaueren Identifizierung moglicher zellularer Mechanismen, die
zu der hohen Toleranz gegeniiber der mitochondrialen Dysfunktion fiihrten %2, Die
Behandlung von H9c2-Zellen erfolgte daher mit dem Komplex-IlI-Inhibitor Antimycin A, sodass
die Fehlfunktion der Atmungskette der der HCCS-defizienten Kardiomyozyten ahnelte, bei
denen mit Cytochrom C der Elektronentransporter zwischen Komplex Il und IV fehlt.
Verwendet wurden hierbei H9c2-Zellen als undifferenzierte Myoblasten der Ratte und die
differenzierten HL-1 Zellen des atrialen Mausherzens '°?. Die Erkenntnisse aus HCCS-
defizienten Kardiomyozyten in vivo und den Zelllinien wies einige Gemeinsamkeiten, aber
auch Unterschiede mit den hier dargestellten Versuchen in embryonalen Kardiomyozyten auf.
Embryonale Kardiomyozyten aktivierten unter AMA-Behandlung wie auch H9c2-Zellen und
HCCS-defiziente Kardiomyozyten eine Reihe von antioxidativen Proteinen und Enzymen.
HCCS-defiziente Kardiomyozyten "' und H9c2-Zellen %2 zeigten eine Induktion von SOD2
und PRDX3. Wahrend in embryonalen Kardiomyozyten keine signifikante Erhéhung von
PRDX3 nachgewiesen werden konnte, zeigte sich wie auch in H9c2-Zellen eine deutliche
Induktion von HO-1 (Abbildung 24) und eine verstarkte Signalintensitat von SOD2 in der
Immunfluoreszenzanalyse (Abbildung 27). Die Immunfluoreszenznachweise in embryonalen

Kardiomyozyten deckten zudem eine intrazellulare Umverteilung von SOD2 in embryonalen
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Kardiomyozyten unter AMA auf, was in Abschnitt 5.5 der Diskussion naher behandelt wird.
Eine Hyperoxidierung von Peroxiredoxin zu PRDX-SOs als Anzeichen fir anhaltenden
oxidativen Stress konnte sowohl in H9c2-Zellen als auch in embryonalen Kardiomyozyten in
vitro nachgewiesen werden. Die Aktivierung verschiedener antioxidativer Proteine und
Enzyme spiegelte die Relevanz des antioxidativen Systems in unreifen Kardiomyozyten bei
Komplex-Ill-Inhibierung wider. Als einen der wichtigsten antioxidativen Transkriptionsfaktoren
fur das Uberleben bzw. Wachstum von H9c2-Zellen konnten Griin et al. (2022) Nrf2
identifizieren. Ein Knockdown von Nrf2 duferte sich unter anderem in einer verminderten
Expression bzw. Induktion seines Target-Gens HO-1 und flhrte zu einem verminderten
Wachstum und Zellverlust in den H9c2-Zellen nach der AMA-Behandlung. Wahrend Nrf2 in
H9c2-Zellen sich also als essentieller Transkriptionsfaktor der Redox-Homdéostase
herausstellte, konnte eine Induktion in embryonalen Kardiomyozyten unter Behandlung mit
Antimycin A nicht sicher nachgewiesen werden, was zunachst einmal auf methodische
Einschrankungen im Western Blot zurtickzufiihren sein dirfte. So war Nrf2 in embryonalen
Kardiomyozyten im Western Blot nicht detektierbar und eine Quantifizierung somit nicht
maoglich. Auch in der Immunfluoreszenzanalyse zeigte sich keine vermehrte Signalintensitat
(Abbildung 26). Aus miindlichen Ubermittlungen der Arbeitsgruppe geht jedoch hervor, dass
der Nachweis des signifikanten Nrf2-Anstiegs in H9c2-Zellen lediglich auf Basis der RNA- und
Proteinexpression nachweisbar war, nicht jedoch Gber die Immunfluoreszenzanalyse, in der
sich wie auch in embryonalen Kardiomyozyten keine verstarkte Signalintensitat unter AMA
zeigte. Es ist also gut mdglich, dass Nrf2 in embryonalen Kardiomyozyten ebenfalls induziert
ist und der fehlende Nachweis lediglich auf methodischen Aspekten beruhte. Eine endguiltige
Aussage erfordert daher weitere Versuche zur genaueren Identifizierung der Dynamik der Nrf2
bei Komplex-lll-Inhibition in embryonalen Kardiomyozyten. HO-1 als eines der
nachgeschalteten Zielgene von Nrf2 zeigte sich in embryonalen Kardiomyozyten unter AMA
signifikant erhéht (Abbildung 24) und kénnte ein Hinweis fur die Aktivierung der Nrf2/HO-1-
Achse auch in Primarzellen sein. In der Literatur wird eine Induktion von HO-1 als Antwort auf
Stimuli wie Hypoxie, oxidativen Stress oder durch die Anwesenheit von Zytokinen beschrieben
und dient der Neutralisation von Zellstress, unter anderem von Kardiomyozyten 2%, Die
durch HO-1 entstehenden Metaboliten (Eisen, Biliverdin und Kohlenstoffmonoxid) beim Abbau
von Ham besitzen zum Teil antioxidative Eigenschaften 2%, So kann Bilirubin, welches tber
die Biliverdin-Reduktase aus Biliverdin gewonnen werden kann, mit ROS reagieren und dabei
selbst oxidiert werden. Dadurch kann es beispielsweise Hydroxyl-Radikale und Superoxid-
Anionen abfangen und damit die Ubermaflige Oxidation von Lipiden und Proteinen verhindern
204 Hull et al. (2016) konnte anhand einer durch das Anthrazyklin Doxorubicin induzierten,
mitochondrialen Schadigung in Mausen die kardioprotektive Wirkung von HO-1 verdeutlichen.

Dabei verhinderte die Uberexpression von HO-1 unter anderem eine Fragmentierung der
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Mitochondrien und ist mit einer vermehrten mitochondrialen Biogenese verbunden. Eine bei
Wildtyp-Mausen auftretende, dilatative Kardiomyopathie und eingeschrankte linksventrikulare
Auswurfleistung nach Doxorubicin konnte dadurch verhindert werden. Dies verdeutlicht die
protektive Wirkung von HO-1 auf die mitochondriale Qualitatskontrolle des Herzens 2%°. Auch
bei dem in vorherigen Abschnitten mehrfach erwahnten Ischamie-Reperfusionsschaden
konnte in Versuchen von Yet et al. (2001) die kardioprotektive Rolle einer genetisch
herbeigefiihrte Uberexpression von HO-1 durch eine Reduktion der InfarktgroRe in Mausen
gezeigt werden 2%, Griin et al. (2022) zeigten auerdem, dass lediglich ein Knockdown von
Nrf2, nicht jedoch von Nrf1 das Uberleben der H9c2-Zellen unter Komplex-lll-Inhibierung
beeintrachtigte 2. Auch wenn beide Transkriptionsfaktoren zwar dhnliche Zielgene haben,
kommt es jedoch nur bei einem Nrf2-Knockdown zu einer Reduktion von HO-1. Neben Nrf2
ist auch ATF4 an der transkriptionellen Regulation von HO-1 beteiligt. Dey et al. (2015)
konnten nachweisen, dass die gleichzeitige Aktivierung von ATF4 und Nrf2 zu einer
Hochregulation von HO-1 in der menschlichen Fibrosarkom-Zellinie HT1080 fiihrte 2°’. So
interagierten die beiden Transkriptionsfaktoren ATF4 und Nrf2 und banden an den HO-1-
Promoter, um seine Expression zu verstarken. Yuan et al. (2021) zeigte, dass ein Knockdown
von ATF4 zu einer signifikanten Reduktion der HO-1-Expression in Podozyten fiihrte 2°¢. Der
Knockdown von ATF4 fluhrte dabei zu einer gesteigerten Apoptose und einer verminderten,
zytoprotektiven Autophagie bei Diabetischer Nephropathie. Genau gegenteilige Effekte hat
eine Uberexpression von HO-1. Somit kénnte auch das in embryonalen Kardiomyozyten
signifikant induzierte ATF4 (Abbildung 17) als Interaktionspartner von Nrf2 oder als
Kompensation einer fehlenden Induktion von Nrf2 die transkriptionelle Regulation von HO-1 in
embryonalen Kardiomyozyten beeinflussen.

In H9c2-Zellen ging ein Knockdown von Nrf2 mit einem schlechteren Uberleben von H9c2-
Zellen unter Antimycin A einher ', Die signifikante Induktion verschiedener antioxidativer
Schutzmechanismen bei nachweislich vermehrtem oxidativem Stress in embryonalen
Kardiomyozyten unter AMA deutet ebenfalls auf deren Relevanz in Bezug auf ihre hohe
Toleranz hin. Zur genaueren Identifizierung der Relevanz von HO-1 und Nrf2 in embryonalen
Kardiomyozyten waren weitere Untersuchungen wie ein entsprechender Knockdown in
embryonalen Kardiomyozyten mit anschlieBender Untersuchung einer Antimycin-A-
Behandlung oder auch die Isolation embryonaler Kardiomyozyten aus NRF- oder HO-1-
Knockout-Mausen denkbar.

Vergleicht man die Aktivierung verschiedener Komponenten der ISR, so konnte sowohl in
H9c2-Zellen 2, als auch in embryonalen Kardiomyozyten eine Induktion von ATF4 und CHOP
unter AMA-Behandlung nachgewiesen werden. Eine vermehrte Expression von CHOP lie3
sich auch in vivo in Hccs-defizienten Kardiomyozyten des embryonalen Hccs-Knockout-
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Herzens nachweisen Unterschiede zwischen den Zelllinien und embryonalen
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Kardiomyozyten zeigten sich in Hinblick auf eine Phosphorylierung von elF2a. als initialer
Schritt der ISR. Anders als embryonale Kardiomyozyten (Abbildung 17) zeigten H9c2-Zellen
keine vermehrte Phosphorylierung von elF2o unter AMA "2 Dies kénnte durch die in H9c2-
Zellen im Vergleich zu embryonalen Kardiomyozyten nachgewiesene Induktion der
Phosphatase GADD34 bedingt sein, welche als negativer Feedback-Loop eine effiziente
Dephosphorylierung von elF2a in H9c2-Zellen bewirken kdnnte (siehe Abschnitt 1.3.3). Eine
Studie von Novoa et al. (2003) zeigten in embryonalen Fibroblasten der Maus, dass der durch
GADD34 gebildete Feedback-Loop fir die Expression nachfolgender, stressinduzierter
Proteine im Rahmen der UPR®" wichtig ist 2°°. In Zellen, die durch eine induzierte Mutation kein
GADD34 bildeten, kam es durch eine anhaltende Unterdriickung der Proteinsynthese bei
Stressinduktion mithilfe von Thapsigargin oder Arsenit durch die fehlende Dephosphorylierung
von elF2a. zum einen zu einer Beeintrachtigung der Translation nachgeschalteter Ziele der
Stressreaktion wie bspw. ER-Chaperonen, aber auch zu der Aktivierung stressinduzierter
Genexpression wie beispielsweise von ATF4 und CHOP selbst. Dies beeintrachtigte auch das
Uberleben der Zellen im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen. Somit schiitzt eine
Dephosphorylierung von elF2a durch GADD34 die gestressten Zellen durch regelrechte
Induktion der stressinduzierten Genexpression vor einem Zelltod 2°°. Die Ergebnisse werfen
die Frage nach der zeitlichen Dynamik der Dephosphorylierung von elF2a bei mit AMA
behandelten, embryonalen Kardiomyozyten auf. Im Vergleich zu embryonalen
Kardiomyozyten war es bei H9c2-Zellen zu einem Zeitpunkt von 24 Stunden bereits zu einer
signifikanten Induktion von GADD34 gekommen. Moglicherweise besteht also eine andere
zeitliche Dynamik der Stressreaktion zwischen Zelllinie und embryonalen Kardiomyozyten.
Weitere Versuche zu unterschiedlichen Zeitpunkten kénnten Aufschluss Uber die genaue
zeitliche Dynamik der Aufhebung der Translationsinhibition durch p-elF2a in embryonalen
Kardiomyozyten geben. Offen bleibt die Frage nach dem zeitabhangigen Effekt, den eine friihe
oder spate Dephosphorylierung auf die Zellen haben kénnte. So koénnte eine frihere
Dephosphorylierung gegebenenfalls durch eine bessere Aktivierung stressinduzierter
Genexpression positive Effekte auf die Zellen haben. Gleichzeitig besteht durch fehlende
Inhibition der globalen Proteintranslation die Gefahr einer weiteren Akkumulation fehlgefalteter
Proteine innerhalb der Mitochondrien oder anderer Zellorganellen (durch fehlende Entlastung
der Faltungsmaschinerie innerhalb der Zellorganellen).

Ebenfalls im Rahmen der UPR™ werden verschiedene Chaperone wie unter anderem HSP60
aktiviert, die auRerdem die Hauptakteure der Heat-Shock-Response (siehe Abschnitt 1.3.2)
bilden °. Eine Induktion auf Proteinebene durch eine Behandlung mit Antimycin A
behandelten, embryonalen und adulten Kardiomyozyten (Abbildung 37) konnte nicht
nachgewiesen werden. In vivo zeigten embryonale Kardiomyozyten des Hccs-Knockout-

Models eine deutliche Induktion von HSP60 '°'. Dies untschied sich von den H9c2-Zellen, in
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denen HSP60 nach AMA-Behandlung nicht vermehrt nachgewiesen werden konnte. Trotzdem
fuhrte die Stummschaltung von HSP60 in mit AMA behandelten H9c2-Zellen zu einer
moderaten, aber signifikanten Reduktion des Wachstums '%?. Fan et al. (2020) verdeutlichten
die protektive Rolle von HSP60 im Herzen, in dem HSPG6O fiir eine korrekte Faltung und damit
fur die Funktion vieler mitochondrialer Proteine verantwortlich war 2'°. Ein Verlust von HSP60
in adulten Kardiomyozyten hatte demnach massive Auswirkungen auf die mitochondriale
Atmungskette. So kam es durch den Verlust von HSP60 zu Veranderungen des
mitochondrialen Membranpotentials und einer Uberproduktion von ROS. Resultat war
Herzversagen und der Tod der HSP60-Knockout-Mause innerhalb von 14 Wochen unter
Basal-Bedingungen.

Grin et al. (2022) zeigten in den differenzierten HL-1 Zellen bei mitochondrialer Dysfunktion
auf molekularer Ebene dhnliche Ergebnisse wie in H9c2-Zellen %2, ATF4, CHOP und p-elF2a.
zeigten sich in HL-1 Zellen signifikant induziert unter einer Behandlung mit 50 yM Antimycin A
und ahnelten damit in vielen Teilen den weniger differenzierten H9c2-Zellen. In den adulten
Kardiomyozyten hingegen zeigte sich zwar eine vermehrte Phosphorylierung von elF2q, aber
auch eine signifikante Reduktion von CHOP bei einer Behandlung mit 1 yM Antimycin A Uber
2 Stunden (Abbildung 34). Gemeinsam hatten die Zelllinie und die adulten Kardiomyozyten die
signifikante Phosphorylierung und damit Aktivierung der p38-MAP-Kinase unter AMA.
Wahrend Kuznetsov et al. (2015) eine erhdhte Toleranz von HL-1 Zellen gegenlber einer
Hypoxie/Reoxygenierung im Rahmen eines Ischamie-Reperfusionsschadens im Vergleich zu
H9c2 Zellen nachwiesen ', zeigten HL-1 Zellen gegeniiber einer Komplex-lll-Inhibition eine
deutlich geringere Toleranz '°%. Dies bedeutete keine grundsatzlich erhéhte Toleranz der
undifferenzierten H9c2-Zellen gegenuber HL-1 Zellen, sondern zeigte eine Abhangigkeit
gegenuber der Art des zellularen Stresses. Grun et al. (2022) konnte HL-1 Zellen durch eine
medikamentdse Aktivierung der embryonalen Signalwege wie der ISR oder der Heat-Shock-
Response nicht retten 92, Aufgrund der in Abschnitt 2 naher beschriebenen, deutlichen
Unterschiede zu Priméarzellen Iasst dies jedoch keine direkten Rickschlisse auf mogliche
positive Effekte auf das Uberleben adulter Kardiomyozyten zu und misste durch weitere
Versuche geklart werden.

Wahrend H9c2-Zellen und embryonale Kardiomyozyten in der Aktivierung verschiedener
stressreaktiver  Signalwege bei mitochondrialer Komplex-lll-Inhibierung viele
Gemeinsamkeiten aufwiesen, so zeigten die ebenfalls vorhandenen Unterschiede noch
einmal, dass die Ergebnisse der Zelllinien nicht in ihrer Ganze auf Primarzellen Ubertragbar
sind 103104134211 - Anglysen des Transkriptoms zeigten, dass die immortalisierten Zelllinien
grundlegenden Unterschiede in Bezug auf ihre kardialen und metabolischen Eigenschaften im
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Vergleich zu primaren Zellkulturen aufweisen So unterscheiden sie sich in
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Genexpressionsmustern, ihrer mitochondrialen Aktivitat und ihrem Metabolismus von
Primarzellen, was sich auf die Ergebnisse der in-vitro-Studien auswirken kann 134,

Die fehlende Kontraktion und der damit veranderte Metabolismus, die Unterschiede in der
Sarkomerstruktur, dem Calcium-Handling, der Membranpotentiale und die potentielle
Differenzierung von H9c2-Zellen hin zu Skelett-Myoblasten, sind moégliche Grinde fur ein
abweichendes Verhalten und Reaktion auf Stimuli wie einer mitochondrialen Dysfunktion der
Zelllinien (siehe Abschnitt 2). Die H9c2-Zellinien, das Hccs-Knockout-Modell und auch die
primaren embryonalen Kardiomyozyten bestatigten jedoch alle die hohe Toleranz der

embryonalen Kardiomyozyten gegeniber einer Komplex-Ill-Inhibition.

5.5 Intrazellulare Umverteilung von HSP60 und SOD2 in embryonalen Kardiomyozyten
nach AMA-Behandlung

Die Komplex-Ill-Inhibition in embryonalen Kardiomyozyten zeigte neben der Induktion
verschiedener Enzyme und Proteine zur Aufrechterhaltung der PQC und Redox-Homdostase
auch eine veranderte intrazellulare Verteilung mitochondrial lokalisierter Proteine.
Mitochondrien sind dynamische Zellorganellen, die jederzeit fusionieren und sich wieder
trennen kénnen (Fission) und dadurch Grof3e, Anzahl und Vernetzung kontrollieren. Auch die
Prozesse der Mitophagie, also der Entfernung geschadigter Mitochondrien und der
mitochondrialen Biogenese, der Neubildung von Mitochondrien, sind Teil der mitochondrialen
Dynamik 22, So variieren die Lange, Form, GréRe und Anzahl der Mitochondrien innerhalb der
Zellen 2*2'* Wie bereits erwahnt, durchlaufen auch Mitochondrien postnatale Veranderungen
(siehe Abschnitt 5.1). Unmittelbar nach der Geburt kommt es zu einer vermehrten
mitochondrialen Fusion und einer Biogenese innerhalb der Kardiomyozyten 2'°. Ein
vermindertes HIF-Signaling postnatal wirkt dabei als Ausléser fiur die mitochondrialen
Reifungsprozesses des Herzens. Dieser fiihrt zu morphologischen Veranderungen der eher
fragmentierten pranatalen Mitochondrien hin zu in Lange und Breite vergrofRerten
Mitochondrien postnatal, die einen deutlich gréReren prozentualen Anteil der Kardiomyozyten
einnehmen. Des Weiteren fuhrt der Abfall von HIF zu einer vermehrten oxidativen
Phosphorylierung der postnatalen Kardiomyozyten 2'°.

Gleichzeitig dient die mitochondriale Dynamik der Qualitatskontrolle der Zellorganellen 8. Die
mitochondriale Dynamik ist dabei unter anderem abhangig vom zellularen Metabolismus, um
so auf Nahrstoffangebot und Energiebedarf der Zellen zu reagieren 2'°. So zeigten Rambold
et al. (2011) eine Fusion nach Nahrstoffmangel in embryonalen Fibroblasten der Maus 2"". Kim
et al. (2011) beschrieben die Fission beziehungsweise Fragmentierung von Mitochondrien in
HL-1 Zellen als Reaktion auf Hypoxie, um dadurch eine Anpassung der Zellen an einen
niedrigen Sauerstoffgehalt zu ermdglichen 2'®. Auch in-vivo-Versuche in der Maus haben

gezeigt, dass die adulte myokardiale Funktion von der Regulation von Fusion und Fission
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abhangig ist und in Zusammenhang mit dem kardialen Stoffwechsel stehen 2'°. Wai et al.
(2015) zeigten, dass durch Vermeidung einer mitochondrialen Fragmentierung das Herz vor
Zelltod und Herzversagen geschutzt wird. Die mitochondriale Fragmentierung flhrte dabei zu
einer Umstellung des Stoffwechsels im Herzen, von der Fettsdure- auf eine

219

Glukoseverwertung Die mitochondriale Dynamik bildet damit einen wichtigen

Mechanismus der mitochondrialen Qualitatskontrolle 2.

Unter physiologischen Bedingungen zeigten sich Mitochondrien in kultivierten, embryonalen
Kardiomyozyten insbesondere perinuklear und wiesen nur ein gering ausgepragtes Netzwerk
in der Peripherie auf. HSP60 (Abbildung 29) und SOD2 (Abbildung 27), zwei primar
mitochondrial lokalisierte Proteine zeigten in mit Antimycin A behandelten Zellen eine bis in
die Peripherie reichende, diffuse Anfarbung in der Immunfluoreszenzanalyse, mit scheinbarem
Verlust eines organisierten Netzwerkes. Wie in Abschnitt 4.2.4 erlautert, blieb die Induktion
verschiedener Komponenten der UPR™ auf Proteinebene, darunter YME1L1, PMPCB, ClpP
und auch HSP60, aus (Abbildung 37). Dies lasst vermuten, dass die hier beschriebenen
Veranderungen der HSP60-Immunfluoreszenzfarbung in AMA-behandelten, embryonalen
Kardiomyozyten eher auf Veranderungen im intrazelluldren mitochondrialen Netzwerk als auf
Veranderungen der HSP60-Proteinexpression zurickzufiihren waren.

Die nach Komplex-lll-Inhibition sichtbare, periphere Anordnung kann auf eine Fragmentierung
der Mitochondrien im Sinne einer Fission hindeuten. Die mitochondriale Fission ist fir die
Reparatur und Erhaltung der Zellorganellen von Bedeutung. Durch die Spaltung wird die
Beseitigung von geschadigten, mitochondrialen Anteilen erleichtert, die im Anschluss durch
Mitophagie abgebaut werden kénnen 82%°, Ashrafian et al. (2010) zeigten, dass eine Mutation
des Gens Dnm1l (Dynamin-1-like), das fir die mitochondriale Fission essentiell ist, in einer
autosomal dominant vererbten, dilatativen Kardiomyopathie in Mausen resultierte #'. Die
betroffenen Kardiomyozyten zeigten reduzierte mitochondriale Enzymkomplexe und einen
ATP-Mangel. Grund dafir kdnnte eine fehlende Qualitatskontrolle durch den Abbau defekter
mitochondrialer Bestandteile sein. Um die Zellorganelle und ihre Stoffwechselprozesse
aufrechtzuerhalten, ist dabei immer ein Gleichgewicht aus Fission und Fusion erforderlich. Die
Fusion ermdglicht den Austausch von verschiedenen Bestandteilen der Mitochondrien und ist
fur die bioenergetischen Eigenschaften wie dem mitochondrialen Membranpotential der
Zellorganelle relevant 8 Weitere, mindlich vermittelte Ergebnisse der Arbeitsgruppe
bestatigten eine Fragmentierung der Mitochondrien auch in mit Rotenon und mit Antimycin A
behandelten, neonatalen Kardiomyozyten. Mit Oligomycin behandelte Zellen hingegen zeigten
eine Veranderung des mitochondrialen Netzwerkes im Sinne einer perinukledren
Akkumulation in Clustern. Die Ergebnisse zeigten also eine Abhangigkeit der mitochondrialen
Dynamik von der Art der mitochondrialen Dysfunktion beziehungsweise des jeweils

beeintrachtigten Komplexes. Leonard et al. (2015) untersuchten die mitochondriale Dynamik
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anhand einer Photorezeptor-Zellinie eines retinalen Tumors der Maus, behandelt mit
verschiedenen Inhibitoren der Atmungskette wie beispielsweise Antimycin A 22, Bereits ab
einer Konzentration von 1 nM fiihrte Antimycin A zu einer Reduktion des mitochondrialen
Netzwerkes und bei hdheren Konzentrationen auch insgesamt zu einer Abnahme der
gemessenen Mitochondrienflache 2?2, Man kénnte also davon ausgehen, dass embryonale
Kardiomyozyten eine Behandlung mit Antimycin A unter anderem deshalb tolerieren, weil sie
eine hohe Plastizitat der mitochondrialen Dynamik aufweisen und schnell zwischen Fusion und
Fission wechseln konnen. Adulte Kardiomyozyten hingegen konnten durch eine Reduktion
ihrer mitochondrialen Dynamik und einer ,starren’ Mitochondrienmorphologie eine Behandlung
mit Antimycin A weniger gut tolerieren.

Ebenfalls signifikant erhoht in embryonalen Kardiomyozyten war COXIV bei Behandlung mit
Antimycin A (Abbildung 17). COXIV ist eine nuklear codierte Untereinheit der Cytochrom C
Oxidase und durch die Ubertragung von Elektronen auf molekularen Sauerstoff an der
mitochondrialen Atmungskette beteiligt. Als Protein spezifisch fur die mitochondriale
Atmungskette, kann es als Hinweis fur eine Neubildung von Mitochondrien im Sinne einer
mitochondrialen Biogenese herangezogen werden 2%, Yin et al. (2008) zeigten, dass es bei
einer Hypoxie des neonatalen Gehirns in der Ratte bereits in einem Zeitraum von 6 Stunden
durch mitochondriale Biogenese zu einer Zunahme der Mitochondrien mit gleichzeitigem
Anstieg von HSP60 und COXIV kam 2%, Als Bestandteil der mitochondrialen Dynamik kann
durch gesteigerte mitochondriale Biogenese auf einen erhdhten Energiebedarf der Zelle
reagiert werden. Dabei kommt es zu einer Neubildung der Zellorganellen aus bereits
bestehenden Mitochondrien #'2. Im Falle der embryonalen Kardiomyozyten kénnte es also
durch die mitochondriale Dysfunktion und einen resultierenden Energiemangel zu einer
mitochondrialen Biogenese mit diffuser Verteilung in der Zelle gekommen sein.

Aktuell durchgefiihrte Analysen mithilfe der Transmissionselektronenmikroskopie von mit AMA
behandelten, neonatalen Kardiomyozyten sollen erste Einblicke in die mitochondriale Dynamik
bei Inhibition verschiedener Komplexe der Atmungskette bieten. Dabei kdnnen die Frage nach
Fusion und Fission unter anderem in Abhangigkeit vom jeweils inhibierten Komplex

beantwortet werden.

5.6 Die unterschiedlichen Effekte einer Komplex-l-, -lll- und -V-Inhibition der
mitochondrialen Atmungskette auf embryonale Kardiomyozyten

Die Effekte verschiedener Inhibitoren der Atmungskette unterscheiden sich bei Behandlung

embryonaler Kardiomyozyten teilweise drastisch. Embryonale Kardiomyozyten hatten eine

hohe Toleranz gegentiber einer Komplex-IlI-Inhibition mit 50 uM Antimycin A Gber 24 Stunden.

Sie zeigten keine signifikante Reduktion ihrer Zellzahl, erhielten ihre Morphologie und

Kontraktilitdt und wiesen keine Veranderungen ihrer Zellzyklusaktivitat auf. Anders verhielt es
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sich mit dem Komplex-I-Inhibitor Rotenon in einer Konzentration von 10 uM Uber 24 Stunden.
Bei der Behandlung kam es bereits in der Analyse mittels Phasenkontrastmikroskopie
(Abbildung 41) schnell zu sichtbaren morphologischen Veranderungen der embryonalen
Kardiomyozyten, die auf einen massiven Zelluntergang hindeuteten. Die Zellen rundeten sich
ab und verloren ihre Adharenz, so dass die Zelldichte deutlich abnahm. Eine mogliche
Erklarung fur die unterschiedlichen Effekte von Rotenon und Antimycin A bietet die bei
Hemmung der Atmungskette entstehenden ROS. Bei mit Antimycin A behandelten,
embryonalen Kardiomyozyten konnten wir durch den MitoSOX-Assay eine gesteigerte
Produktion von mitochondrialen Hyperoxidanionen nachweisen (Abbildung 22), sowie eine
Hyperoxidation von PRDX im Western Blot (Abbildung 23). Die Frage nach einer gesteigerten
Produktion von ROS in mit Rotenon behandelten, embryonalen Kardiomyozyten wurde im
Rahmen der vorliegenden Studie nicht untersucht. In H9c2-Zellen konnte jedoch eine
vergleichbare Induktion von ROS zwischen mit Rotenon und mit Antimycin A behandelten
Zellen festgestellt werden. Rotenon induzierte in H9c2-Zellen dabei einen Zellzyklusarrest und
Apoptose '°2. Eine mdgliche Begriindung wére die unterschiedliche Lokalisation der gebildeten
ROS innerhalb der Mitochondrien ?2*. An Komplex |, inhibiert durch Rotenon, kommt es zu
einer Freisetzung von ROS in die mitochondriale Matrix ??°. Komplex lll, inhibiert durch
Antimycin A, setzt ROS sowohl in die Matrix als auch in den Intermembranraum in etwa
gleichen Mengen frei ??°. Bei gleichen Mengen an ROS in mit Antimycin A und Rotenon
behandelten H9c2-Zellen konnte auch in embryonalen Kardiomyozyten bei einer Komplex-IllI-
Inhibition durch die unterschiedliche Verteilung eine mehrere Kompartimente Ubergreifende
Entgiftung mit Nutzung paralleler antioxidativer Pfade der verschiedenen Kompartimente

erreicht werden 225,

Die unterschiedliche Lokalisation und damit Beanspruchung
verschiedener Zellkompartimente bzw. der jeweiligen antioxidativen Mechanismen konnte
moglicherweise Einfluss auf das Uberleben der Zellen haben®?®. Die in der mitochondrialen
Matrix befindliche mitochondriale DNA ist dabei unter anderem aufgrund eines weniger gut
entwickelten Reparatursystems besonders empfindlich gegentiber aul3eren Einflissen (siehe
auch Abschnitt 1.1) °, weshalb auch hier die Verteilung von ROS von Bedeutung fiir das
Uberleben der Zellen sein kénnte. Wie in Abschnitt 1.2.2 erwahnt, haben ROS jedoch nicht
nur schadigende Wirkungen, sondern dienen aulRerdem als Signalmolekiile ?*’. Madungwe et
al. (2016) zeigten die schadigende Wirkung von entstandenen ROS bei Komplex-I-Inhibition,
wahrend pathologische Bedingungen, die zu einer Produktion von ROS an Komplex Il fihrten,
sogar einen kardioprotektiven Effekt hatten 228, Letzteres kdnnte nach Ischdmie-Reperfusion
des Herzens durch eine Inhibition der Calcium-abhéangigen Offnung sogenannter
mitochondrial permeability transition pore (mPTP) bedingt sein ??®. Untersucht wurden dazu
isolierte Mitochondrien, gewonnen aus adulten Mausherzen. Durch Erhéhung der

mitochondrialen Membranpermeabilitat bei Offnung der mPTP kam es zu einer Stérung der
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oxidativen Phosphorylierung und damit der ATP-Synthese, resultierend im Zelltod 222, ROS,
gebildet durch Komplex lll, konnten durch eine verbesserte mitochondriale Speicherfahigkeit
von Calcium zu einer verbesserten funktionellen Erholung und einer reduzierten Infarktgrofie
Langendorff-perfundierter Maus-Herzen fuhren. Eine Inhibition von Komplex | hingegen flhrte
zu einer reduzierten Speicherfahigkeit von Calcium, einhergehend mit einer schnelleren
Offnung der mPTP, resultierend in einer ausgedehnteren Infarktgroie und einer verminderten
funktionellen Erholung #%2.

Li et al. (2003) zeigten, dass Antioxidantien wie Glutathion, N-Acetylcystein und Vitamin C eine
Rotenon-induzierte Apoptose in der Promyelozytenleukdmie-Zelllinie HL-60 reduzieren
konnten ?%°, Die Frage, ob der Einsatz solcher Antioxidantien auch im Falle der embryonalen
Kardiomyozyten das Uberleben unter Rotenon oder auch von adulten Kardiomyozyten unter
AMA verbessern konnte, ware durch weitere Versuche zu klaren.

Wie in Abschnitt 1.2.2 erwahnt, bezeichnen ROS eine Gruppe verschiedener hochreaktiver
Oxidantien, darunter Sauerstoffradikale wie O.-- (Hyperoxidanionen) oder °OH (Hydroxyl-
Radikale) und zum anderen nichtradikalische Oxidantien wie Wasserstoffperoxid (H202) 2.
Auch von Interesse fur die Toleranz embryonaler Kardiomyozyten gegenuber Inhibitoren der
Atmungskette kdnnte daher die Art der ROS sein, die bei einer mitochondrialen Dysfunktion in
Abhangigkeit von dem jeweiligen Komplex entstehen. Weitere Aspekte, die einen Einfluss auf
das Uberleben und Wachstum der Zellen unter den verschiedenen Inhibitoren habe kénnte,
ware unter anderem der Schweregrad des ATP-Mangels, eine Induktion von Apoptose und
Veranderungen des mitochondrialen Membranpotentials. Wahrend Rotenon in H9c2-Zellen
eine Apoptose induzierte, konnte gleiches fur eine Behandlung mit Antimycin A nicht
nachgewiesen werden '%2. TMRM-Assays in embryonalen Kardiomyozyten (Abbildung 22)
konnten keine eindeutigen Veranderungen des mitochondrialen Membranpotentials von mit
Antimycin A behandelten Zellen zeigen. In H9c2-Zellen reduzierten sowohl AMA als auch
Rotenon die TMRM-Intensitat in der Akutphase von einer Stunde nach Behandlung, nicht
jedoch nach 24 Stunden "2, Tada-Oikawa et al. (2023) zeigten, dass Rotenon durch Bildung
von H2O; signifikante Veranderungen des Membranpotentials hervorrufen kann, einhergehend
mit einem apoptotischem Zelluntergang in HL-60 Zellen, also menschlichen promyeozytaren
Leukamiezellen 2%,

Eine Komplex-V-Inhibition mit 5 yM Oligomycin zeigte einen leichten Effekt auf die
embryonalen Kardiomyozyten, der phasenkontrastmikroskopisch zwischen Antimycin A und
Rotenon einzuordnen ist. Oligomycin wies sichtbare Veranderungen in der
Phasenkontrastmikroskopie embryonaler Kardiomyozyten auf und zeigte ein signifikant
geringeres Wachstum im MTT-Assay behandelter H9c2-Zellen (Abbildung 40). Eine
verminderte Zellzahl der embryonalen Kardiomyozyten zeigte sich bereits durch eine

Abnahme der Konfluenz in der Phasenkontrastmikroskopie und bestatigte sich durch die
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Quantifizierung der Kardiomyozytendichte in der Immunfluoreszenz (Abbildung 43). Die
verminderte Zellzahl embryonaler Kardiomyozyten bei einer Komplex-V-Inhibition konnte sich
dabei zunachst durch einen Zellzyklusarrest erklaren lassen, der durch Ki67-Quantifizierung
der mit Oligomycin behandelten Zellen deutlich wurde (Abbildung 44). Die verminderte Anzahl
Ki67-positiver Zellkerne in mit Oligomycin behandelten embryonalen Kardiomyozyten kénnte
fir einen Austritt aus dem Zellzyklus sprechen. Damit zeigten sich bei den embryonalen
Kardiomyozyten ahnliche Effekte wie in H9c2-Zellen, die in Reaktion auf Oligomycin und
Rotenon ebenfalls ein signifikant vermindertes Wachstum und einen Zellverlust zeigten '%.
Auch in mit Oligomycin behandelten, embryonalen Kardiomyozyten besteht die Frage nach
vermehrtem oxidativem Stress und dem Einfluss auf die embryonalen Kardiomyozyten, die in
weiteren Versuchen geklart werden missten. Oligomycin beeinflusst auRerdem die Na*/K*-
ATPase (NKA). Bei der Na*/K*-ATPase handelt es sich um ein Membranprotein, welches
mithilfe von ATP einen aktiven Transport von Na* und K* liber die Zellmembran bewirkt. Die
NKA bewegt dabei Na*-lonen aus dem Zytoplasma in den Extrazellularraum und K* in die
entgegengesetzte Richtung #*'. Oligomycin interagiert mit der Na*/K*-ATPase und bewirkt
dadurch eine verzdgerte Freisetzung von Natrium auf der extrazellularen Seite, wahrend die
Bindung oder der Transport von Kalium nicht beeinflusst zu sein scheint 22, Durch seine Rolle
bei der Regulation des intrazellularen Natrium-Haushaltes, ist die NKA eng mit der kardialen
Funktion verknlpft. Verandert sich die intrazellulare Konzentration des Natriums, kann es
unter anderem zu Veranderungen des Calcium-Haushaltes kommen, was wiederrum die
Kontraktilitdt des Herzens beeinflusst und zu Herzrhythmusstérungen und Zelltod fihren kann
231 Die Inhibition der ATPase legt auch bei Oligomycin einen ATP-Mangel als Ursache fiir den
Zellverlust nahe. Pinson et al. (1994) zeigten in kultivierten, ventrikularen Kardiomyozyten der
Ratte eine deutliche Depletion des zellularen ATP unter einer Behandlung mit Oligomycin 2%,
Die embryonalen Kardiomyozyten zeigten bei Behandlung mit Oligomycin eine deutliche
Aktivierung von CHOP und ATF4 in der Immunfluoreszenz (Abbildung 45). Soweit aufgrund
des massiven Zellverlustes beurteilbar, zeigten ATF4 und CHOP keine vermehrte
Signalintensitat in mit Rotenon behandelten, embryonalen Kardiomyozyten in der
Immunfluoreszenzanalyse (Abbildung 45). In H9c2-Zellen konnte bei Behandlung mit
Oligomycin und auch Rotenon eine Induktion von CHOP und ATF4 in Western-Blot-Analysen
nachgewiesen werden "2, Dabei kann es durchaus sein, dass CHOP je nach Inhibitor eine
unterschiedliche Funktion auf das Zelliberleben hat. Denn wie in Abschnitt 5.1 naher
beschrieben, kann CHOP sowohl das Uberleben der Zellen fordern, als auch bei anhaltendem

Stress zu einem Zelluntergang fuhren.
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5.7 LDH-Freisetzung bei Inhibition von Komplex I, lll, und V in embryonalen
Kardiomyozyten
Wahrend Antimycin A in der Phasenkontrastmikroskopie keine morphologischen Unterschiede
der embryonalen Kardiomyozyten hervorrief, lieBen sich bei Oligomycin insbesondere in der
Immunfluoreszenzmikroskopie strukturelle Veranderungen im Sinne eines Verlustes der
Sarkomer-Organisation darstellen (Abbildung 42). Dabei handelte es sich um keine
einheitliche morphologische Veranderung, sondern betraf nur einen Teil der behandelten
Kardiomyozyten innerhalb eines Wells. Der Effekt von Oligomycin auf die embryonalen
Kardiomyozyten wurde auch noch einmal durch die Zelldichte verdeutlicht, in der sich eine
signifikante Reduktion der Zellzahl pro Flache der Kardiomyozyten und Nicht-Kardiomyozyten
und auch der Zellzyklusaktivitat zeigte. Mit 50 yM Antimycin behandelte Zellen zeigten
hingegen weder eine signifikante Reduktion der Zellzahl noch eine Abnahme ihrer
Zellzyklusaktivitat. Trotz der scheinbar hdéheren Toleranz embryonaler Kardiomyozyten
gegenulber einer Antimycin A Behandlung, zeigte der LDH-Assay eine signifikant hohere
Freisetzung ins Kulturmedium bei Behandlung mit Antimycin A im Vergleich zu DMSO,
wahrend mit Oligomycin behandelte Zellen keine LDH-Freisetzung zeigten (Abbildung 46).
Eine Erklarung fir die erhdhten LDH-Werte bei Komplex-lll-Inhibition durch Antimycin A
kénnte ein Untergang von Nicht-Kardiomyozyten sein, die einen Anteil von rund 20-30 % im
Zellverbund ausmachten (Abbildung 14). Die Zellzdhlung embryonaler Kardiomyozyten
(Abbildung 14) zeigte eine leichte Reduktion der Gesamtzellzahl und Nicht-Kardiomyozyten,
bei unveranderten Werten der Kardiomyozyten. Dies kann bedeuten, dass Antimycin A einen
nicht signifikanten aber doch milden Effekt auf die Nicht-Kardiomyozyten hatte und in diesen
einen Zelltod ausldste. Dadurch kénnte es bei entsprechender Sensitivitat des LDH-Assays zu
erhéhten LDH-Werten im Kulturmedium kommen. Eine weitere mdgliche Erklarung flr einen
Anstieg von LDH-Aktivitat in Zellen mit einer mitochondrialen Dysfunktion ist der veranderte
zellulare Metabolismus. Zur Aufrechterhaltung der Energieversorgung der Zellen kénnen
andere Stoffwechselprozesse zur Produktion von ATP wie die Glykolyse aktiviert werden 2%,
Fibroblasten der Haut von Patienten mit MERRF, einer Mitochondriopathie, die mit einer
Fehlfunktion der Komplexe der Atmungskette einhergeht, zeigten vermehrten oxidativen

Stress im Vergleich zu gesunden Probanden 2%,

Dabei zeigte sich eine erhdhte
Laktatproduktion und eine signifikante Induktion der Lactatdehydrogenase (LDH), die Laktat
zu Pyruvat umwandelt 2**. Wie bereits in Abschnitt 5.1 erlautert, besitzen fetale
Kardiomyozyten eine hohe Proliferationskapazitat, die postnatal schnell verloren geht. Als ein
Grund hierfur wird unter anderem die postnatale Umstellung des zellularen Metabolismus von
Glykolyse auf oxidative Phosphorylierung angesehen. Das Enzym Lactatdehydrogenase A
(LDHA) soll unter anderem durch posttranslationale Modifikation von Proteinen an der

Regulation der Zellproliferation beteiligt sein und damit eine Moglichkeit bieten, die
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Regenerationsfahigkeit des Herzens nach der Geburt zu férdern 2*°. Chen et al. (2022) haben
gezeigt, dass eine Uberexpression der LDHA zu der Induktion verschiedener glykolytischer
Metabolite und Gene flhrte, oxidativen Stress verminderte und die Proliferation von
Kardiomyozyten der Maus forderte. Ein Kardiomyozyten-spezifischer Knockout im neonatalen
Maus-Herzen fiinrte zu einer vermehrten Fibrose und schlechteren Uberlebensrate nach
apikaler Resektion 2°. Zum einen kénnte eine erhdéhte LDH-Aktivitat also im Rahmen des
veranderten Metabolismus bei mitochondrialer Dysfunktion bedingt sein, zum anderen bietet
sie sogar eine mogliche Strategie zum Schutz und zur Verbesserung der
Proliferationskapazitat der Kardiomyozyten.

Eine fehlende LDH-Erhéhung in mit Oligomycin behandelten, embryonalen Kardiomyozyten,
trotz signifikant reduzierter Zelldichte und sichtbaren morphologischen Effekten, kénnte unter
anderem durch einen Proliferationsstopp begriindet sein. Eine verminderte Zellzahl aufgrund
eines Proliferationsstopps wirde sich auch mit den Ergebnissen der Messung der
Zellzyklusaktivitat decken (siehe Abbildung 39). Des Weiteren besteht die Frage nach der Art
eines moglichen Zelluntergangs. Bei einem kontrollierten, apoptotischem Zellverlust bleibt die
Plasmamembran, anders als bei einem nekrotischen Zelltod, intakt '"°, sodass es nicht
zwangslaufig zu einer Freisetzung des intrazellularen LDH ins Medium kommt. Mit Oligomycin
behandelte Zellen kénnten also durchaus einen apoptotischen Zellverlust zeigen, ohne dass
sich dieser mit einer massiven Erhéhung von LDH &aufern misste. Eine genauere
Identifizierung der zugrundeliegenden Mechanismen durch Apoptose-Assays ware in
weiterfihrenden Untersuchungen denkbar. Eine deutliche Erhéhung der LDH-Freisetzung
zeigte sich bei einer Komplex-I-Inhibition in embryonalen Kardiomyozyten durch Rotenon. Hier
deckten sich die Ergebnisse mit dem bereits in der Phasenkontrastmikroskopie deutlich
sichtbarem Zelluntergang (Abbildung 46). Unter Rotenon schien es in embryonalen
Kardiomyozyten zu einem Zelluntergang mit Verlust der Membranintegritat zu kommen, was

zumindest in einem Teil der Zellen fiir eine Nekrose oder Nekroptose sprache.

5.8 Weitere Limitationen der Arbeit

Die vorliegende Arbeit beruht auf Vorarbeiten anhand der H9c2- und HL-1-Zellinien, sowie
dem herzspezifischen Hcecs-Knockout-Model der Maus. Durch die Vorarbeiten konzentrierte
die Studie sich bei der Charakterisierung der molekularen Mechanismen in embryonalen und
adulten Kardiomyozyten bei mitochondrialer Dysfunktion auf Signalwege, die bereits in den
vorherigen Studien identifiziert werden konnten. Untersuchungen wie die ,omics'-
Technologien kénnten weitere Signalwege aufdecken, die unvoreingenommen aufzeigen,
welche molekularen Mechanismen fir die Stressresistenz bzw. -Anfélligkeit von
Kardiomyozyten von Relevanz sein kdnnten und bisher nicht beachtet wurden. Der Begriff

,omics‘ bezeichnet einen umfassenderen und genomweiten Blick auf verschiedene Molekiile.
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Wahrend bei der Genetik beispielsweise einzelne Gene untersucht werden, kénnen durch die
Genomik ganze Genome betrachtet werden. Weitere Ansatze sind beispielsweise Proteomics,
Metabolomics oder Transcriptomics. Eine weitere Mdglichkeit sind sogenannte Single-Cell-
Analysen, die weiterfihrend noch einmal eine genauere Analyse von Kardiomyozyten,
getrennt von Nicht-Kardiomyozyten, ermoglichen wurde. Komplexere zellulare Vorgange und
molekulare Zusammenhange in Kardiomyozyten als Reaktion auf mitochondriale
Funktionsstorungen, oxidativen Stress und Energie-Mangel konnten damit womdglich
aufgedeckt und besser verstanden werden.

Ein wichtiger Aspekt sind bei der in-vitro-Untersuchung isolierter und Kkultivierter
Kardiomyozyten moégliche Unterschiede zu Bedingungen in vivo, die Einfluss auf die Reaktion
der Zellen unter Stress haben koénnen. Ein Aspekt ist dabei der Verlust der natirlichen
Umgebung der Kardiomyozyten innerhalb des Myokardgewebes, der zwar haufig eine
genauere Analyse und kontrollierte Bedingungen der Zellen in vitro ermdglicht, aber auch
Einfluss auf die Ergebnisse nehmen kann. So besteht die kardiale Funktion in vivo aus einem
komplexen Zusammenspiel verschiedener Zelltypen des Herzgewebes wie beispielsweise
Fibroblasten, Endothelzellen, Immunzellen oder Neuronen, die verschiedene zellulare,
molekulare und regulatorische Funktionen besitzen 2%¢2% Die Umgebung der Kardiomyozyten
und die Kommunikation mit anderen Zellen spielt eine entscheidende Rolle bei der kardialen
Entwicklung und der postnatalen Funktion und kénnte so auch Einfluss auf das Verhalten der
Zellen gegenlber Stress und pathologischen Bedingungen wie einer Komplex-IlI-Inhibition
haben. Einige kdnnten dabei protektiv sein, wahrend andere vielleicht den Stress und damit
einen Zelltod verstarken. Daneben kdnnen weitere exogene Faktoren wie Zytokine und
Wachstumsfaktoren oder die Zusammensetzung des Zellkulturmediums das Verhalten in vivo
und in vitro unterschiedlich beeinflussen und so auch die Reaktion auf eine mitochondriale
Dysfunktion mitbestimmen. Grun et al. (2022) zeigten beispielweise, dass je nach FBS-Charge
(fetal bovine serum) als Zusatz im Zellkulturmedium das Zellwachstum von H9c2-Zellen bei
AMA-Behandlung unterschiedlich beeinflusst wird '°2. Zusammenfassend ist es also durchaus
moglich, dass adulte Kardiomyozyten in vivo eine nicht so drastische Reaktion auf eine
mitochondriale Dysfunktion zeigen wie in den hier gezeigten in vitro Experimenten. Hierfur
kdnnte man Hccs in adulten Stadien durch einen induzierbaren Knockout im Mausherzen
inaktivieren (siehe Abschnitt 1.4). Umgekehrt kdnnten embryonale Kardiomyozyten in vivo

anfalliger sein als in vitro.

5.9 Fazit und Ausblick
Der mitochondriale Metabolismus gilt als einer der zentralen Faktoren, die zu einer erhohten
Anfalligkeit des adulten Herzens gegenuber Stress fuhren. Mit dem Alter kommt es zu einem

veranderten mitochondrialen Metabolismus, einer vermehrten Produktion von ROS und damit
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einhergehend zu oxidativen Schaden von DNA, Proteinen und Lipiden, die zu verschiedenen
zellularen Funktionseinschrankungen filhren 2. Eine Regeneration des adulten Herzens ist
dabei aufgrund der fehlenden Proliferation von Kardiomyozyten nur eingeschrankt mdglich.
Ein solcher Verlust der Regenerationsfahigkeit tritt bei Mausen bereits eine Woche postnatal
ein (siehe Abschnitt 5.1) 2*, Mitochondrien spielen eine zentrale Rolle in der Pathogenese
verschiedener kardiovaskularer Erkrankungen, darunter der Ischamie-Reperfusionsschaden
und verschiedene Kardiomyopathien. Des Weiteren sind sie entscheidend an der
Kardiotoxizitat von Doxorubicin beteiligt, einem Chemotherapeutikum der Gruppe der
Anthrazykline (siehe Abschnitt 1.1). Im Rahmen der in Abschnitt 2 naher erlduterten
Kardioprotektion kdnnten myokardiale Schadigungen minimiert oder kardiale Ereignisse sogar
verhindert werden. Mitochondrien riicken dabei immer wieder in den Vordergrund, wenn es
um die Entwicklung neuer therapeutischer Optionen kardialer Erkrankungen geht. Die
Ergebnisse der Arbeit bieten spannende Erkenntnisse zu der hohen Stresstoleranz
embryonaler Kardiomyozyten gegenuber einer mitochondrialen Dysfunktion, die im Verlauf der
Entwicklung verloren zu gehen scheint. Grundlage fur die Entwicklung neuer therapeutischer
und praventiver Strategien ist eine genaue Identifizierung zum einen der Grunde fir eine
verminderte Stresstoleranz in differenzierten Kardiomyozyten und zum anderen der méglichen
protektiven Signalwege. Die Reaktivierung einer embryonalen Zellprotektion kdnnte im Herzen
beispielsweise zu einer Reduktion des Kardiomyozytenverlustes innerhalb eines Infarktareal
fuhren. Andererseits konnten Kardiomyozyten im Randbereich eines Infarktes nach
gegebenenfalls temporarem Verlust ihrer Funktion/Kontraktilitdt trotzdem Uberleben, sich
erholen und ihre Funktion zurtickerlangen, bestenfalls sogar proliferieren und damit aktiv zur
Regeneration beitragen. Gleichzeitig konnten sie auch ohne vollstandigen Erhalt ihrer Funktion
durch das Sezernieren von bspw. Wachstumsfaktoren und Zytokinen als wichtige Aktivatoren
der Regeneration dienen und somit benachbarte Kardiomyozyten zur Proliferation anregen.
Weitere mdgliche Ansatze ware der Schutz von Herzmuskelzellen vor Behandlung mit
kardiotoxischen Medikamenten wie Doxorubicin und um langfristig Schaden abzumildern.
Anhnlich wie embryonale Kardiomyozyten zeigten unsere Versuche auch in neonatalen
Kardiomyozyten keine groferen Unterschiede in der Zelldichte oder morphologische
Anzeichen fur einen Zelltod wie nicht mehr adharente, schwimmende Zellen und auch ihre
Kontraktilitat blieb erhalten. Eine Abnahme der Regenerationsfahigkeit der neonatalen
Kardiomyozyten zeigten Porrello et al. (2011) 7 Tage nach Geburt. Die stark eingeschrankte
Proliferationskapazitat von Kardiomyozyten postnatal geht auch mit einem Verlust der
Regenerationskapazitat nach Gewebeschaden einher. Dabei wurde die
Regenerationskapazitdt nach partieller chirurgischer Resektion der Herzspitze im Maus-

Herzen evaluiert. Durch eine gesteigerte Proliferation konnte im Herzen zwei Monate spater
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in einer durchgeflihrten Echokardiografie eine normale systolische Funktion nachgewiesen
werden.

Neonatale Kardiomyozyten kdnnen auch nach Interventionen eine erstaunliche funktionelle
Erholung zeigen. Haubner et al. (2016) berichteten von einem Neugeborenen-Patienten mit
einem schweren Myokardinfarkt und akutem Linksherzversagen mit Durchfihrung einer
Thrombolyse-Therapie circa 28 Stunden nach Aufritt der Symptomatik. Innerhalb des
Krankenhausaufenthaltes von eineinhalb Monaten kam es zu einer laborchemischen und
funktionellen kardialen Verbesserung auf Werte, die altersgleichen, gesunden Kindern
entsprachen. Die weitere Entwicklung des Patienten unterschied sich nicht von anderen
Kindern seines Alters. Auf der Grundlage der erhobenen klinischen Daten hatte das Kind keine
offensichtlichen Anzeichen fir strukturelle Herzerkrankungen mit vollstandiger Erholung seiner
Herzfunktion 2*°. Besonders interessant ware hierbei daher auch die genaue Identifizierung
des Zeitpunktes bzw. des Differenzierungsstadiums, an dem es zu einer Abnahme der
Stresstoleranz der Kardiomyozyten im Laufe der Herz-Entwicklung kommt.

Die Erkenntnisse zu der hohen Stresstoleranz der embryonalen Kardiomyozyten kdnnten
zudem interessante Einblicke in die pranatale Herzentwicklung bieten und werfen die Frage
auf, ob die Resistenz und Plastizitdt der Zellen Einfluss auf die Vermeidung kardialer
Fehlbildungen, angeborener Herzfehler oder frihkindlicher Herzerkrankungen haben.
Wahrend der pranatalen Entwicklung muss das embryonale und fetale Herz immer wieder eine
hohe Anpassungsfahigkeit an sich andernde intrauterine Bedingungen wie einer Hypoxie oder
ein sich dnderndes Nahrstoffangebot beweisen (siehe Abschnitt 2) 971% So scheinen eine
mitochondriale Dysfunktion und damit einhergehender ER- und unkompensierter oxidativer
Stress an der Pathogenese eines Hypoplastischen Linksherzsyndroms beteiligt zu sein 4.
Die in unserer Arbeit gezeigte Resistenz der embryonalen Zellen kdnnte Voraussetzung fur
eine regelrechte intrauterine Entwicklung sein, insbesondere im Fall pathologischer
Bedingungen, um das Wachstum des Herzens auch unter (temporar) unglnstigen
Verhaltnissen aufrecht zu erhalten.

Zu den in embryonalen Kardiomyozyten unter Komplex-lll-Inhibierung identifizierten
Signalwegen zahlen die Integrated-Stress-Response, antioxidative Mechanismen der Redox-
Homoostase und Hinweise auf eine Aktivierung der ER-Stress-Achse. Eine Aktivierung der in
H9c2-Zellen identifizierten, mitochondrialen unfolded-protein-response '° konnte in den
primaren embryonalen Kardiomyozyten nicht nachgewiesen werden. Ein wichtiger Aspekt
weiterer Untersuchungen ware daher insbesondere die Identifikation der Signalwege, die im
Endeffekt wirklich relevant fir das Uberleben der Zellen sind. Wie in Abschnitt 5.8 naher
erlautert, konnten dazu ,omics'-Analysen und unbiased Screening dienen. Eine
Stummschaltung der Schlisselfaktoren von ISR oder Heat-Shock-Response hatten keinen

Einfluss auf das Uberleben oder das Zellwachstum von H9c2-Zellen unter AMA '%2. Beachtet
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man die Unterschiede zu den Primarzellen (siehe Abschnitt 2), kann auf dieser Grundlage
jedoch noch nicht in den embryonalen Kardiomyozyten von einer gleichen Reaktion
ausgegangen werden und musste durch weitere Untersuchungen bestatigt oder widerlegt
werden. Eine Aktivierung der ISR und Heat-Shock-Response wurde bereits in einer Reihe von
Publikationen als protektiv gegenliber verschiedensten Organpathologien beschreiben (siehe
Abschnitt 5.2). Im nachsten Schritt ware zu identifizieren, ob das Uberleben der adulten
Kardiomyozyten unter einer Komplex-IlI-Inhibition durch Aktivierung der einzelnen Signalwege
verbessert werden kann.

Als besonders relevant fir das Wachstum und Uberleben stellte sich in H9c2-Zellen der
Transkriptionsfaktor Nrf2 dar '°2. Mit den Mitochondrien als Hauptproduzent der intrazellular
gebildeten ROS stellt die Abwehr von oxidativem Stress einen haufigen Ansatz
kardioprotektiver Strategien dar. Dabei kénnen zum einen das Abfangen bzw. die
Neutralisierung von ROS, aber auch eine von vornerein verminderte Bildung von ROS
mégliche Strategien zur Vermeidung eines oxidativen Schadens der Zellen bieten ?*'. Die
embryonalen Kardiomyozyten haben dabei eine beeindruckende Resistenz gegeniber der
nachgewiesenen Bildung von ROS und dem resultierenden oxidativen Stress.

Insbesondere vor diesem Hintergrund ist eine genauere Identifizierung von Nrf2 und seiner
transkriptionellen Zielgene auch in embryonalen Kardiomyozyten entscheidend. Die Induktion
von HO-1 in embryonalen Kardiomyozyten konnten wir bereits nachweisen, weshalb die
Auswirkungen eines Fehlens von HO-1 oder auch einer Uberexpression in adulten
Kardiomyozyten spannende Optionen weiterer Versuche bieten. Hierbei sind noch einmal die
kardioprotektive Rolle von HO-1 und damit einhergehend die therapeutischen Optionen
hervorzuheben, die in unterschiedlichen Studien fur HO-1 belegt werden konnten (siehe
Abschnitt 5.4). Eine pharmakologische Induktion von HO-1 ist durch cobalt protoporphyrin
(CoPP) mdoglich. Fir die Behandlung mit CoPP konnten bereits kardioprotektive Effekte bei
Hypoxie 2*? oder auch bei einem Ischamie-Reperfusionsschaden %** nachgewiesen werden.
Ebenfalls ware eine Aktivierung von Nrf2 als vorausgehender Transkriptionsfaktor der HO-1
Expression denkbar. Auch Nrf2 bietet durch die in der Literatur haufig beschriebenen
kardioprotektiven Effekte (siehe Abschnitt 5.4) vielversprechende Mdglichkeiten

therapeutischer oder praventiver Strategien verschiedenster Pathologien.
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6. Zusammenfassung

Mitochondrien als zelluldre Energielieferanten sind wesentlich an der Pathogenese
verschiedener kardiovaskularer Erkrankungen beteiligt. Mit seinem hohen Energiebedarf ist
das Herz auf eine regelrechte Funktion der Zellorganelle angewiesen. Doch insbesondere mit
zunehmendem Alter kommt es zu mitochondrialen Funktionseinschradnkungen. Mitochondriale
Dysfunktionen duRern sich unter anderem in einer erhéhten Konzentration von ROS und einer
verminderten Bildung von ATP. Mit kardiovaskularen Erkrankungen als eine der
Haupttodesursachen weltweit, kénnen die Erkenntnisse (ber das zelluldre Uberleben im
Hinblick auf eine Schadigung der Mitochondrien wichtige therapeutisch und praventive
Optionen bieten. Durch ihre Beteiligung an der Pathogenese kardialer Erkrankungen riicken
Mitochondrien daher immer wieder in den Fokus der sogenannten Kardioprotektion. Die
Ergebnisse unserer Arbeit bestatigen die Unterschiede embryonaler und adulter
Kardiomyozyten bei einer mitochondrialen Dysfunktion. Embryonale Kardiomyozyten zeigen
eine hohe Resistenz gegeniber einer Komplex-llI-Inhibition. Die Phasenkontrastmikroskopie
zeigt einen konfluenten und synchron schlagenden Zellverbund ohne den Nachweis eines
signifikanten Zellverlustes in der Zellzéhlung, trotz einer nachweislich vermehrten Bildung
reaktiver Sauerstoffe. Dabei aktivieren die embryonalen Kardiomyozyten verschiedene
molekulare Schutzmechanismen, darunter die Integrated-Stress-Response, die Heat-Shock-
Response, antioxidative Proteine und Enzyme oder auch die ER-Stress-Achse. Dabei handelt
es sich um Signalwege zur Aufrechterhaltung der =zelluldren Integritdt und der
Proteinhomdostase. Im Gegensatz dazu kommt es bei adulten Kardiomyozyten bereits bei
deutlich geringeren Konzentrationen des verwendeten Inhibitors schnell zu einem Zellverlust.
Auch im Hinblick auf die Aktivierung der verschiedenen Signalwege zeigen sie deutliche
Unterschiede zu den embryonalen Kardiomyozyten, sodass sich daraus mdgliche Erklarungen
der verminderten Toleranz adulter Kardiomyozyten ergeben. Sowohl fir die pranatale
Entwicklung des Herzens, als auch fir das Verstandnis und den Umgang mit kardiovaskularen
Erkrankungen im Alter, kann eine genauere Differenzierung der molekularen Hintergriinde und
der zellularen Veranderungen bei mitochondrialen Funktionseinschrankungen wesentliche

Mdglichkeiten bieten.
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7. Summary

Mitochondria as cellular energy suppliers are significantly involved in the pathogenesis of
various cardiovascular diseases. With its high energy demand, the heart is dependent on
proper cellular organelle function. However, mitochondrial dysfunction occurs especially with
age. Mitochondrial dysfunction manifests itself, among other things, in an increased
concentration of ROS and reduced formation of ATP. With cardiovascular disease as a major
cause of death worldwide, insights into cellular survival regarding mitochondrial damage may
provide important therapeutic and preventive options. Due to their involvement in the
pathogenesis of cardiac diseases, mitochondria are therefore increasingly becoming the focus
of so-called cardioprotection. The results of our work confirm the differences of embryonic and
adult cardiomyocytes in mitochondrial dysfunction. Embryonic cardiomyocytes show high
resistance to complex Il inhibition. Phase contrast microscopy shows confluent and
synchronously beating cell layers without evidence of significant cell loss in cell counting. This
is all despite a demonstrable increase in the formation of reactive oxygens. In this context,
embryonic cardiomyocytes activate various molecular protective mechanisms, including the
integrated stress response, the heat-shock response, antioxidant proteins and enzymes, or
the ER stress axis. These are signaling pathways to maintain cellular integrity and protein
homeostasis. In contrast, adult cardiomyocytes experience rapid cell loss even at much lower
concentrations of the inhibitor used. They also show marked differences from embryonic
cardiomyocytes with respect to activation of the various signaling pathways, thus providing
possible explanations for the reduced tolerance of adult cardiomyocytes. Both for the prenatal
development of the heart and for the understanding and management of cardiovascular
disease in old age, a more precise differentiation of the molecular background and cellular

changes in mitochondrial dysfunction may offer significant opportunities.
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