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Zusammenfassung

Herz-Kreislauf-Erkrankungen, haufig mit einer Herzhypertrophie einher-
gehend, sind die hdufigsten Todesursachen in Deutschland. Es wird zwi-
schen einer physiologischen und einer pathologischen Hypertrophie un-
terschieden, wobei die pathologische Hypertrophie zu einer Herzinsuffizi-
enz fihren kann. Zusammen mit kardialer Hypertrophie treten Verdnde-
rungen des Herzstoffwechsels auf, wobei nicht abschlieRend geklart ist,
ob diese Modifikationen eine Folge des kardialen Remodelings sind oder
zur Pathogenese beitragen. Mause ohne den CREB-regulierten Transkrip-
tions-Coaktivator CRTC1 (Crtc1”") entwickeln spontan eine milde Hyper-
trophie und kardiale Dysfunktion. Da RNA-Seq- und Proteomics-Analysen
in Crtc17- Mausen Veranderungen der Expression von an Stoffwechsel-
prozessen beteiligten mRNA und Proteinen zeigten, wurden in dieser Ar-
beit Gene fiir Schliisselenzyme des kardialen Stoffwechsels und der Mito-
chondrienphysiologie von Crtc17- Mausen untersucht. Als Vergleich dien-
te Herzgewebe von Mybpc3 Knock-in (Mybpc3X) Mausen, einem etablier-
ten Mausmodell fur Hypertrophe Kardiomyopathie (HCM). Im Kontrast
zu Crtc1”/” Mausen wurde im Herzgewebe von Mybpc3¥ Mausen erhéhte
CRTC1 mRNA- und Proteinmengen nachgewiesen.

In Crtc17- Mausen wurde die mRNA Menge in 5-6, 10-13, 25-30 und 45-
52 Wochen alten Mausen gemessen und mit ihren Wildtypgeschwistertie-
ren verglichen. Es wurde untersucht, ob eine Verdanderung des Expressi-
onsmusters von Genen fiir Schliisselenzyme des kardialen Stoffwechsels
und der Mitochondrienphysiologie in Abhangigkeit des Alters bei Crtc1”
Mausen vorliegt. Die mRNA Expression von den Metabolismus und die Mi-
tochondrien betreffenden Genen war in Herzen von Crtc17~ Mausen groRk-
tenteils unverandert im Vergleich zu ihren Wildtypgeschwistertieren. Die
mMRNA Expression von fir die Mitochondrienbiogenese essenziellen Ge-
nen wie Ppargcla, mt-Nd1 und Dnm1l war in Herzen der Mybpc3 Mause
verringert. Bei Crtc17- Mausen wurde keine veranderte mRNA oder Prote-
in Expression von PGC-1a gemessen, obwohl| CRTC1 an den murinen PGC-
1la Promotor im Herzgewebe rekrutiert wurde. Der mitochondriale Tran-
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skriptionsfaktor A (TFAM) wird durch PGC-1a induziert und die kardiale
Tfam mRNA Expression war bei Crtc17- Mausen erhéht. Der Sauerstoff-
verbrauch kardialer Mitochondrien, gemessen mittels einer Clark-Elektro-
de, war bei Crtc17- Mausen im Vergleich zu ihren Wildtypgeschwistertie-
ren unverandert. Elektronenmikroskopische Aufnahmen der linken Ven-
trikel von Crtc17- Mausen zeigten keine morphologischen Veranderungen
der Mitochondrien. Ebenso war die mitochondriale Funktion gemessen
anhand der Ca®*-Retentionskapazitit, des Membranpotentials sowie des
Redoxstatus unverdndert.

In einem zweiten Projektteil wurde nach einer GefaRverletzung in Ca-
rotisarterien eine verminderte Crtc mRNA Expression gemessen. Untersu-
chungen zur Regulation des Sphingosin-1-phosphat (S1P)-Systems zeigten
eine unveranderte mRNA Expression der S1P-Rezeptoren sowohl in den
Herzen als auch in den thorakalen Aorten von Crtc1”7~ Mausen verglichen
mit ihren Wildtypgeschwistertieren. Im Promotor-Luciferase-Reportergen
Assay konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung mit Ca?* den huma-
nen S1P-Rezeptor 3 Promotor aktiviert (S1PR3), aber weder CREB noch
CRTC1 wurden in Mausherzen an die Promotoren von S1PR3 oder der
Sphingosinkinase 1 (SPHK1) rekrutiert.

Zur Beschreibung des kardialen Phanotyps der Crtc1”- Mause wurde
die Kontraktilitit, Ca?*-Handling und die Ca*-Sensitivitit von Kardiomyo-
zyten gemessen; sie zeigten keine Verdanderungen im Vergleich mit ihren
Wildtypgeschwistertieren. Anders als in vorherigen Arbeiten wurde in den
Herzen der Crtc17- Mause eine erhohte Crtc2 und Crtc3 mRNA Expression
gemessen. Konsistent mit vorherigen Ergebnissen wurden auch in dieser
Arbeit wenige Effekte direkt auf der Ebene der Kardiomyozyten beobach-
tet. Zusammengenommen kénnen die Ergebnisse dieser Arbeit die Hypo-
these, dass CRTC1 an der Regulation kardialen Stoffwechsels auf zelluldrer
Ebene beteiligt sei, nicht bestatigen. CRTC1 kdnnte jedoch als ein zentraler
Regulator des Metabolismus und des Sympathikotonus agieren.
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Abstract

Cardiovascular diseases, often accompanied by cardiac hypertrophy, are
the most frequent causes of death in Germany. A distinction is made bet-
ween physiological and pathological hypertrophy, whereby pathological
hypertrophy can lead to heart failure. Together with cardiac hypertrophy,
changes in cardiac metabolism occur, although it is not conclusively un-
derstood whether these modifications are a consequence of cardiac re-
modeling or contribute to the pathogenesis. Mice lacking the CREB-re-
gulated transcription coactivator CRTC1 (Crtc17") spontaneously develop
mild hypertrophy and cardiac dysfunction. Since RNA-Seq and proteomics
analyses in Crtc1”- mice showed alterations in the expression of mRNA
and proteins involved in metabolic processes, genes for key enzymes of
cardiac metabolism and mitochondrial physiology of Crtc17- mice were
investigated in this work. Heart tissue from Mybpc3 knock-in (Mybpc3¥)
mice, an established mouse model for hypertrophic cardiomyopathy (HCM),
was used as a comparison. In contrast to Crtc1”" mice, increased CRTC1
mRNA and protein levels were detected in heart tissue from Mybpc3¥
mice.

In Crtc1”~ mice, mRNA levels were measured in 5-6, 10-13, 25-30 and
45-52 week old mice and compared to their wild-type littermates, to in-
vestigate whether there is an age-dependent change in the expression
pattern of genes encoding key enzymes of cardiac metabolism and mi-
tochondrial physiology in Crtc1”- mice. The mRNA expression of genes
related to metabolism and mitochondria was largely unchanged in he-
arts from Crtc1”" mice compared to their wild-type littermates. The mR-
NA expression of genes essential for mitochondrial biogenesis, such as
Ppargcla, mt-Nd1 and Dnm1/, was decreased in hearts of Mybpc3* mice.
No altered mRNA or protein expression of PGC-1a was detected in Crtc1”-
mice, although CRTC1 was recruited to the murine PGC-1a promoter in
heart tissue. Mitochondrial transcription factor A (TFAM) is induced by
PGC-1a and cardiac Tfam mRNA expression was increased in Crtc1”" mice.
Oxygen consumption of cardiac mitochondria measured by a Clark elec-
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trode was unchanged in Crtc17- mice compared to their wild-type litter-
mates. Electron micrographs of the left ventricles of Crtc1” mice showed
no morphological changes in mitochondria. Similarly, mitochondrial func-
tion as measured by Ca?* retention capacity, membrane potential and re-
dox status was unchanged.

In a second part of the project, reduced Crtc mRNA expression was
measured in carotid arteries after vascular injury. Studies on the regulati-
on of the sphingosine-1-phosphate (S1P) system showed unchanged mR-
NA expression of S1P receptors in both the hearts and thoracic aortas of
Crtc1”7~ mice compared to their wild-type littermates. In a promoter luci-
ferase reporter gene assay, treatment with Ca?* activated the human S1P
receptor 3 promoter (S1PR3), but neither CREB nor CRTC1 were recrui-
ted to the promoters of S1PR3 or sphingosine kinase 1 (SPHK1) in murine
cardiac tissue.

To characterise the cardiac phenotype of the Crtc17- mice, cardiomyo-
cyte contractility, Ca®* handling and Ca?* sensitivity were measured; they
showed no changes compared to their wild-type littermates. Unlike pre-
vious work, increased Crtc2 and Crtc3 mRNA expression was measured
in the hearts of Crtc1”~ mice. Consistent with previous results, few effects
were observed directly at the cardiomyocyte level. Taken together, the re-
sults of this work do not confirm the hypothesis that CRTC1 is involved in
the regulation of cardiac metabolism at the cellular level. However, CRTC1
may act as a central regulator of metabolism and sympathetic tone.
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1. Einleitung

1.1. Kardiale Hypertrophie und
Herzinsuffizienz

Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind die hdufigsten Todesursachen in Deutsch-
land [2]. In 2019 war die Herzinsuffizienz Ausloser fir 11 % der Sterbefille
durch Herz-Kreislauf-Erkrankungen [173]. Die Herzinsuffizienz ist ein kom-
plexes klinisches Syndrom, welches durch Funktionsstérungen im Herz-
Kreislaufsystem bedingt und durch hamodynamische, renale und neuro-
hormonale Kompensationsmechanismen gekennzeichnet ist [184].

Um eine erhohte kardiale Arbeitslast auszugleichen, reagieren Kardio-
myozyten mit Wachstum, um die kardiale Pumpfunktion zu erhéhen und
die Wandspannung zu verringern. Kardiomyozyten sind im erwachsenen
Herzen terminal differenziert, daher kommt es nicht zu einer Zunahme
der Kardiomyozytenzahl, sondern einzelne Kardiomyozyten nehmen an
GroRe zu. Ein adaptives Remodeling kann zum Beispiel bei Leistungssport-
ler:innen und Schwangeren auftreten. Diese physiologische Hypertrophie
des Herzmuskels sorgt fiir eine Leistungssteigerung und deckt den erhoh-
ten Sauerstoffbedarf des Korpers. In der Regel ist diese adaptive Hyper-
trophie reversibel und durch eine normale kardiale Funktion und Angio-
genese gekennzeichnet [38].

Auch Erkrankungen wie arterielle Hypertonie, Aortenstenose, geneti-
sche Mutationen oder diabetische Kardiomyopathien kdnnen eine erhoh-
te Arbeitsbelastung des Herzens zur Folge haben. Damit einhergehende
neurohumorale Signale, zum Beispiel ein Anstieg von Noradrenalin und
Angiotensin, sorgen fiir ein maladaptives Remodeling. Auf Dauer kann
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das zu einer linksventrikuldaren Hypertrophie (LVH), zum Verlust von Kar-
diomyozyten, einer ventrikuldren Dilatation, einer Abnahme der kontrak-
tilen Funktion und schlieBlich zur Herzinsuffizienz fihren [66] [69] [159]
(Abbildung 1.1). Unterschieden wird eine Herzinsuffizienz mit erhaltener
Ejektionsfraktion (HFpEF) und Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektions-
fraktion (HFrEF) [21].

Gesundes Herz

Volumen-
Uberlastung

A Sport,
7 Schwangerschaft
Druck-

tiberlastung

B

Exzentrische
Hypertrophie/
dilatiertes Herz

Konzentrische Physiologische
Hypertrophie Hypertrophie

Abbildung 1.1.: Morphologische Verdnderungen bei kardialer Hypertrophie.

Bei physiologischer Hypertrophie durch Sport oder Schwangerschaft sind Kardiomyozyten vergroRert,
ohne Entwicklung einer Fibrose. Die Herzfunktion ist normal oder verbessert. Die konzentrische Hyper-
trophie ist insbesondere mit einer Zunahme der linksventrikularen Wanddicke, Fibrose und beginnender
kardialer Dysfunktion verbunden. Sie ist nur teilweise reversibel und kann sich zu einer exzentrischen
Hypertrophie entwickeln. Die exzentrische Hypertrophie ist mit vergroRerten Ventrikelhohlrdumen bei
relativ dinnen Waénden, ausgedehnter Fibrose, Myozytenabsterben und kardialer Dysfunktion verbun-
den. Abbildung adaptiert von Chung und Leinwand [38] und erstellt mit BioRender [4].

Obwohl die physiologische Hypertrophie sich ebenso wie eine patho-
logische Hypertrophie zundchst als kompensatorische Reaktion auf kar-
dialen Stress entwickelt, unterscheiden sie sich stark in den zugrunde lie-
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genden molekularen Mechanismen, dem kardialen Phanotyp und der Pro-
gnose. Eine pathologische Hypertrophie geht einher mit Fibrose, Apopto-
se oder kardialer Dysfunktion. Zudem werden wieder Gene induziert, die
normalerweise wahrend der Embryogenese exprimiert werden. Dazu ge-
horen das atriale natriuretische Peptid (ANP), Brain natriuretisches Pep-
tid (BNP), B-Myosin schwere Kette (B-MHC) und skelettales a-Aktin. Diese
Geninduktion wird als Reaktivierung des fetalen kardialen Genprogramms
bezeichnet [63] [100]. AuRerdem scheinen auch Gene, die fir Calcium
(Ca®*)-sensitive Proteine kodieren, bei maladaptiver kardialer Hypertro-
phie verdndert zu sein [131].

Mutationen in Genen der Sarkomerproteine kdnnen eine hypertrophe
Kardiomyopathie (HCM) auslosen, die hdufigste genetisch bedingte Herz-
erkrankung weltweit [51] [143] [183]. Dabei kénnen verschiedene Muta-
tionen zu einem dhnlichen Phanotyp fiihren. Die Mehrheit der HCM-aus-
I6senden Mutationen betreffen das Gen fiir das Myosin-bindende Protein
C3 (MYBPC3) [28].

Die kardiale Hypertrophie wird von Verdanderungen der Genexpression
und Veranderungen im Stoffwechsel begleitet, allerdings wird jede Form
der Hypertrophie durch unterschiedliche zellulare Signalwege reguliert.
Studien der letzten Jahre deuten vermehrt darauf hin, dass bisher un-
erkannte Mechanismen, einschlieRlich des zelluldren Stoffwechsels, der
Proliferation, nicht-kodierender RNAs, Immunreaktionen, Translationsre-
gulation und epigenetischer Modifikationen, die kardiale Hypertrophie po-
sitiv oder negativ regulieren kbnnen [118] [131].

1.2. Elektromechanische Kopplung

Bei der elektromechanischen Kopplung, also dem Prozess der elektrischen
Erregung der Myozyte bis hin zur Kontraktion, spielt Ca* eine entschei-
dende Rolle, sowohl fur die elektrische Aktivitdt des Herzens, als auch fiir
die kontraktionsauslosende Aktivierung der Myofilamente. Wahrend des
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Aktionspotentials 6ffnen spannungsabhéngige Natrium (Na*)-Kanile, was
zur schnellen Depolarisation der Zellmembran und damit zur Offnung der
spannungsabhingigen L-Typ-Ca%*-Kanéle (LTCC) fiihrt. Der Ca®*-Einstrom
aktiviert lokal innerhalb einer zelluldren Ca%*-Mikrodomane der T-Tubuli
Ryanodinrezeptoren (RyR) in der Membran des sarkoplasmatischen Reti-
kulums (SR) und fiihrt dadurch zu einer Ca®*-induzierten Ca?*-Freisetzung.
Diese lokale Aktivitatssynchronisation kann bei Herzinsuffizienz durch ei-
ne Reorganisation der T-Tubuli verloren gehen [168]. Das ins Zytosol ge-
langte Ca®* bindet an Troponin C (TnC) des Troponinkomplexes der diin-
nen Filamente, welches dann mit Troponin | (Tnl) assoziiert. Daraufhin
wird die Aktin-Bindestelle fiir Tropomyosin frei. Dadurch kann Myosin an
Aktin binden und die Kontraktion unter Verbrauch von Adenosintriphos-
phat (ATP) ausldsen. Bei der anschlieRenden Relaxation dissoziiert Ca%*
von TnC bei sinkender Ca%*-Konzentration ab. Ca%* wird hauptsachliche
durch die sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca®*-ATPase (SERCA), den
sarkolemmalen Na*/Ca?*-Austauscher (NCX) und die plasmalemmale Ca*-
ATPase aus dem Zytosol entfernt (Abbildung 1.3.2 oben).

Insbesondere das sympathische Nervensystem reguliert die Herzfunkti-
on. Dabei spielen vor allem die Katecholamine Adrenalin und Noradena-
lin eine grolRe Rolle, die am Herzen an a;-, B1- und B,-Adrenozeptoren
binden. Durch B-adrenerge Stimulation kommt es zur verstarkten und be-
schleunigten Kontraktion (positiv inotroper Effekt) sowie zu einer beschleu-
nigten Relaxation (positiv lusitroper Effekt). Noradrenalin bindet an stimu-
lierende Gas-gekoppelte B;-Adrenozeptoren, dem am haufigsten expri-
mierten B-Adrenozeptor-Subtyp im Herzen. Dadurch werden Adenylatcy-
clasen aktiviert, was eine gesteigerte Bildung von zyklischem AMP (cAMP)
auslost. cAMP aktiviert die Proteinkinase A (PKA), die verschiedene Prote-
ine phosphoryliert (unter anderem LTCC, MYBPC3, Phospholamban (PLN),
Tnl) und dadurch zu dem positiv inotropen Effekt der Katecholamine durch
eine Erhdhung der Ca®*-Transienten-Amplitude fiihrt.

In HCM und kardialer Hypertrophie kann dieses fein abgestimmte Zu-
sammenspiel gestort sein, insbesondere durch eine verstarkte Ca?*-Sensi-
bilisierung der Aktinfilamente und dadurch einer Hyperkontraktilitat der
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Filamente. Daraus folgt ein erhdhter ATP-Verbrauch, der wiederum an-
dere ATP-abhéangige Prozesse einschrankt, was unter anderem zu einem
gestdrten Ca®*-Handling fiihrt. Ca%* hat aber nicht nur Einfluss auf die
Kontraktilitat der Kardiomyozyten, sondern wirkt auch auf die Energieho-
moostase. Uber den mitochondrialen Ca%*-Uniporter (MCU) gelangt Ca?*
in den Matrixraum der Mitochondrien und induziert dort die Reaktionen
des Citratzyklus. Gestortes Ca%*-Handling kann durch eine mitochondria-
le Ca?*-Uberladung vermehrt reaktive Sauerstoffspezies (ROS) freisetzen
und zur Apoptose und damit zur Pathogenese der Herzinsuffizienz beitra-
gen [29].

1.3. Kardialer Stoffwechsel

Die kardiale Pumpleistung verbraucht so viel Energie, dass das Herz seinen
gesamten ATP-Pool mehrere Male pro Minute neu synthetisieren muss.
Im versagenden Herzen fiihrt eine metabolische Dysfunktion der Kardio-
myozyten zu einer Verringerung der Kapazitat fur die ATP-Synthese [110].

1.3.1. Mitochondrien und Energiebereitstellung

ATP wird in den Mitochondrien synthetisiert. In Kardiomyozyten nehmen
Mitochondrien ein Zellvolumen von liber 30 % ein. Mitochondrien sind zu-
dem entscheidend fiir das Redox-Gleichgewicht und die lonen-Homdosta-
se der Zelle. Sie sind dynamische Organellen, die an benachbarte Struk-
turen gebunden sind, insbesondere Uber die Proteine Mitofusin (MFN)
1 und 2 an das SR. Mitochondrien unterliegen kontinuierlicher Spaltung
und Vereinigung (fission und fusion) zur mitochondrialen Biogenese und
Qualitatskontrolle. Beschadigte Mitochondrien werden durch Mitophagie
eliminiert und recycelt. Stérungen der mitochondrialen Funktion spielen
eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie des myokardialen Remodelings
und der Progression der Herzinsuffizienz [29]. Mitochondrien sind in der
Lage zelltoxisches Ca%* aus dem Zytosol abzufangen. Wenn es zu einer mi-
tochondrialen Ca?*-Uberladung kommt, 6ffnet die permeability transition
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pore (PTP) und entldsst mitochondriale Proteine und reaktive Sauerstoff-
spezies (ROS), die zur Apoptose beitragen.

ROS sind sowohl freie Sauerstoffradikale wie Superoxide (-02-) und Hy-
droxylradikale (-OH) als auch potente Oxidantien wie Wasserstoffperoxid
(H202) [46] [205]. In physiologischen Konzentrationen kénnen ROS intra-
zellulare Signalfunktionen tibernehmen [43]. Allerdings konnen sie durch
ihre hohe Reaktivitat zahlreiche zelluldre Strukturen schadigen und Muta-
tionen verursachen. Reduzierende Enzyme wie die Superoxiddismutase,
Katalase und Glutathionperoxidase bauen ROS ab. Eine libermalRige ROS-
Produktion wird als oxidativer Stress bezeichnet. Die Mehrzahl der ROS
werden innerhalb der Mitochondrien produziert [15] [32] [114]. Die mito-
chondriale DNA (mtDNA) ist aufgrund ihrer Nahe zur Hauptproduktions-
statte der ROS sowie fehlendem schiitzenden Proteingerist anfalliger flr
Mutationen als die chromosomale DNA im Zellkern. Der mitochondriale
Transkriptionsfaktor A (TFAM) aktiviert die mitochondriale Transkription
und Genomreplikation. Zentraler Regulator der mitochondrialen Biogene-
se ist der Transkriptionsfaktor Peroxisom Proliferator-aktivierter Rezeptor
gamma Koaktivator 1-alpha (PGC-1a).

Das gesunde Herz kann seine Substratverwertung je nach Energiebe-
darf und Substratverfigbarkeit flexibel wechseln. Unter aeroben Bedin-
gungen stammen 60-90 % des ATP, das durch oxidative Phosphorylierung
erzeugt wird, aus der Fettsdureverwertung und B-Oxidation und der Rest
aus dem Glucosestoffwechsel [29]. Eine Ausnahme ist das sich entwickeln-
de Herz, welches auf die Glycolyse zur Energiegewinnung angewiesen ist,
da die B-Oxidation nur unter aeroben Bedingungen erfolgen kann. Mit der
Geburt findet ein Wechsel von der Glycolyse zur oxidativen Phosphorylie-
rung statt [56]. Im adulten gesunden Herzen wird unter Belastung der An-
teil aus dem Glucosestoffwechsel erhht. Obwohl der kardiale Stoffwech-
sel bei physiologischer und pathologischer Hypertrophie unterschiedlich
reguliert wird, wird in beiden Fallen zunachst von Fettsdure- auf Kohlen-
hydratoxidation umgestellt [110] [131].
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1.3.2. Glucose zur Energiegewinnung

Glucose ist Ausgangspunkt zahlreicher Stoffwechselwege, unter anderem
werden Kohlenhydrate zu Glucose zerlegt und so zur Energiegewinnung
nutzbar gemacht. Nahezu alle Zelltypen bendtigen Transportsysteme um
Glucose durch ihre Plasmamembranen zu transportieren. Die Glucose-
aufnahme durch erleichterte Diffusion gelingt mithilfe von spezifischen
Carriern die als Glucosetransporter dienen (GLUT). Verschiedene GLUT
werden gewebs- oder zellspezifisch exprimiert und zum Teil durch exter-
ne Stimuli reguliert. Insbesondere werden Insulin-abhdngige und Insulin-
unabhéangige Transporter unterschieden. Der Insulin-unabhangige GLUT1
ist am weitesten verbreitet und scheint die basale Glucoseversorgung zu
gewahrleisten. GLUT1 wird besonders in fetalen Zellen und in den Kapilla-
ren des zentralen Nervensystems exprimiert. AuBerdem erfolgt die Glu-
coseaufnahme in die B-Zellen des Pankreas Gber GLUT1. GLUT4 ist fur
die Insulin-abhdngige Glucoseaufnahme verantwortlich und kommt aus-
schliefRlich in Adipozyten, Skelettmuskel- und Herzmuskelzellen vor.

Im Zytosol der Zellen wird Glucose wahrend der Glycolyse zu Pyruvat
abgebaut, dabei konnen pro Mol Glucose zwei Mol ATP gebildet werden.
Unter anaeroben Bedingungen muss Pyruvat weiter zu Lactat umgewan-
delt werden, um das fiir die Glycolyse bendtigte Nicotinamidadenindinu-
kleotid (NAD*, reduzierte Form ist NADH) zu erzeugen. Unter aeroben Be-
dingungen wird Pyruvat in die mitochondriale Matrix transloziert und dort
Uber eine dehydrierende Decarboxylierung zu Acetyl-Coenzym A (Acetyl-
CoA) umgesetzt. Diese Reaktion wird von einem fein regulierten Multien-
zymkomplex, dem Pyruvatdehydrogenase-Komplex (PDH-Komplex) kata-
lysiert. Teil des PDH-Komplexes sind sowhl eine inhibierende Pyruvatde-
hydrogenase Kinase (PDK) als auch eine aktivierende Pyruvatdehydroge-
nase Phosphatase (PDP). Reguliert wird die PDH-Aktivitat indirekt durch
Adenosindiphosphat (ADP), Pyrophosphat und Pyruvat, welche die PDK
hemmen und durch Magnesium (Mg?*) und Ca?*, welche die PDP aktivie-
ren. Acetyl-CoA und NADH hemmen die aktive, dephosphorylierte PDH.
Bei erhohtem Energiebedarf kommt es zu einem Anstieg der Ca%*-Konzen-
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tration und fiihrt Gber die Aktivierung der PDP zur Dephosphorylierung
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Abbildung 1.2.: Ubersicht kardialer Stoffwechsel und elektromechanische Kopplung.

Der Calciumionen (Ca?*)-Einstrom durch spannungsabhangige L-Typ-Ca*-Kanile (LTCC) aktiviert lokal
Ryanodinrezeptoren (RyR) in der Membran des sarkoplasmatischen Retikulums (SR) und fihrt zu ei-
ner Ca**-induzierten Ca®*-Freisetzung. Die steigende Ca’*-Konzentration |6st den Kontraktionsvorgang
aus. Ca®* wird hauptséchlich durch die sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca®*-ATPase (SERCA), den
Na'*/Ca?*-Austauscher (NCX) und die Ca®*-ATPase aus dem Zytosol entfernt. Auch Mitochondrien kén-
nen Ca®* aus dem Zytosol eliminieren. Uber den mitochondrialen Ca?*-Uniporter (MCU) gelangt Ca%* in
den Matrixraum der Mitochondrien. Bei einer mitochondrialen Ca?*-Uberladung 6ffnet die permeabili-
ty transition pore (PTP) und entlasst vermehrt reaktive Sauerstoffspezies (ROS), was zur Apoptose bei-
tragen kann. Im Matrixraum induziert Ca?* die Reaktionen des Citratzyklus und férdert dadurch die Bil-
dung der Reduktionsdquivalente Nicotinamidadenindinukleotid (NADH) und Flavin-Adenin-Dinukleotid
(FADH,, reduzierte Form). Diese geben an den Komplexen der Elektronentransportkette (I, CoQ, II, Cytc,
1V) Elektronen und Protonen (H*) ab und sorgen so fiir die Aufrechterhaltung des pH-Gradienten (ApH)
und des Membranpotentials (AWy). Durch den H*-Riickfluss {iber die F1/Fo-ATP-Synthase wird Adenosin-
triphosphat (ATP) aus Adenosindiphosphat (ADP) synthetisiert. In den Citratzyklus wird Acetyl-Coenzym
A (Acetyl-CoA) eingeschleust, welches sowohl aus dem Glucose- als auch aus dem Lipidabbau stammen
kann. Glucose gelangt in die Zellen durch erleichterte Diffusion tiber Glucosetransporter (GLUT) und wird
im Zytosol zu Pyruvat abgebaut. Pyruvat transloziert in die mitochondriale Matrix und wird dort von ei-
nem Multienzymkomplex, der Pyruvatdehydrogenase (PDH) zu Acetyl-CoA umgesetzt. Aus dem Lipidab-
bau stammendes Acyl-CoA wird Gber Carnitin-Palmitoyltransferasen (CPT) in den Matrixraum geschleust
und wird Uber die B-Oxidation zu Acetyl-CoA abgebaut. Bei ausreichendem Energiespeicher wird die
CPT durch die Acetyl-CoA-Carboxylase (ACC)-Aktivitat indirekt gghemmt. Bei Energiemangel wird die ACC
durch die AMP-abhéangige Proteinkinase (AMPK) phosphoryliert und damit deaktiviert. Die AMPK sorgt
durch Phosphorylierung verschiedener Transkriptionsfaktoren dafiir, dass energieliefernde Vorgange wie
die B-Oxidation und die Mitochondrienbiogenese gesteigert werden. Abbildung erstellt mit BioRender [4].

1.3.3. Fettsaurestoffwechsel

Neben der Decarboxylierung von Pyruvat durch die PDH wird Acetyl-CoA
fir den weiteren Abbau im Citratzyklus auch Uber Fettsdureoxidation (p-
Oxidation) im Matrixraum der Mitochondrien bereit gestellt. Fettsduren
mussen vor ihrem Abbau durch Kettenldngen-spezifische Acyl-CoA-Syn-
thetasen zu Acyl-CoA aktiviert werden. Acyl-CoA-Molekile mit Kettenlan-
gen Uber 12 Kohlenstoffatomen miissen liber das Carnitin-Acyltransfera-
se-System (CAT) in den Matrixraum gelangen. Die Carnitin-Palmitoyltrans-
ferase 1 (CPT-1) ist in der duReren Mitochondrienmembran lokalisiert. Die
CPT-1 katalysiert die Umesterung des Acyl-CoA mit L-Carnitin zu Acylcar-
nitin und CoA, da Acylcarnitin mithilfe von Porinen die duRere Mitochon-
drienmembran passieren kann. Dies ist der geschwindigkeitsbestimmen-
de Schritt der B-Oxidation der Fettsdauren. CPT-1 wird durch Malonyl-CoA,
welches bei der Fettsdaurebiosynthese gebildet wird, inhibiert. Schilddri-
senhormone induzieren die Expression von CPT-1 um den erhdhten Ener-
giebedarf zu decken. AuBerdem steigern langkettige Fettsauren die CPT-
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1-Expression durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors Peroxisom Proli-
ferator-aktivierter Rezeptor alpha (PPARa). PPARa induziert zusatzlich En-
zyme der B-Oxidation [109]. Acylcarnitin wird durch die Carnitin-Acylcar-
nitin-Translokase (CACT) durch die innere Mitochondrienmembran trans-
portiert. Dort regeneriert die Carnitin-Palmitoyltransferase 2 (CPT-2) das
Acyl-CoA und Carnitin. Intramitochondrial werden die Fettsauren in dem
sich wiederholenden Prozess der B-Oxidation schrittweise zu Acetyl-CoA
abgebaut. So kénnen geradzahlige Fettsdauren vollstandig zu Acteyl-CoA
abgebaut und in den Citratzyklus eingeschleust werden.

Acetyl-CoA kann, wenn es nicht zur Energiegewinnung benotigt wird, auch
zur Fettsdurebiosynthese genutzt werden. Die Acetyl-CoA-Carboxylase
(ACC) ist das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Fettsaurebiosyn-
these aus Acetyl-CoA. Langkettige Acyl-CoA hemmen die ACC, Glucose
und Insulin induzieren sie. Auflerdem kann die ACC durch die AMP-abhan-
gige Proteinkinase (AMPK) und die cAMP-abhangige PKA phosphoryliert
und damit deaktiviert werden. Beide Kinasen verhindern damit Fettsdu-
resynthese bei Energiemangel (AMPK bei steigendem AMP-Spiegel) be-
ziehungsweise erhéhtem Energiebedarf (PKA bei Katecholamin-Signalen).
Katecholamine sind zudem die wichtigsten Stimulatoren der Lipolyse. Bei
gehemmter ACC wird weniger Malonyl-CoA gebildet, welches zu erhdhter
CPT-1-Aktivitat und dadurch zu einem gesteigerten Einstrom von Acyl-Car-
nitin in die mitochondriale Matrix und damit zu gesteigerter B-Oxidation
der Fettsduren fuhrt.

1.3.4. Mitochondriale Atmung

Das Acetyl-CoA aus Fettsdureoxidation und PDH-abhdngiger Decarb-
oxylierung wird im Citratzyklus oxidativ zu CO, und H,0 abgebaut. Der
Citratzyklus findet im Matrixraum der Mitochondrien statt und ist das
Bindeglied von Substratabbau und Endoxidation. Der Citratzyklus, aber
auch die B-Oxidation und in deutlich geringerem AusmaR die Glycolyse,
liefern die Reduktionsdquivalente Nicotinamidadenindinukleotid und
Flavin-Adenin-Dinukleotid (NADH/H* und FADH,). Die Reduktionsaqui-
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valente werden durch die Atmungskette oxidiert und liefern dadurch
den Wasserstoff, der spater mit Sauerstoff reagiert. Um die dabei frei
werdende Redoxenergie zur ATP-Synthese nutzen zu kénnen, speichern
Mitochondrien sie in Form eines elektrochemischen Protonengradienten
Uiber ihre innere Membran. Bei der schrittweisen Ubertragung der
Elektronen der Reduktionsaquivalente auf den Sauerstoff nutzen die
Atmungskettenkomplexe die frei werdende Energie, um Protonen Uber
die innere Mitochondrienmembran zu pumpen und so den Gradienten
aufzubauen. Das entstehende Membranpotential (AW) ist eine Voraus-
setzung der oxidativen Phosphorylierung.

Die Komplexe der mitochondrialen Elektronentransportkette sind die
NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase (auch NADH-Dehydrogenase, Komplex
1), die Succinat:Ubichinon-Oxidoreduktase (Komplex 1l), die Ubihydro-
chinon:Cytochrom-c-Oxidoreduktase (Komplex Ill) und die Cytochrom-c-
Oxidase (Komplex IV). Sie sind in der inneren Mitochondrienmembran
lokalisiert und tragen vermutlich zur Formung der Cristae bei. Die
Elektronenibertragung zwischen den Komplexen wird durch zwei mobile
Substrate, das Cytochrom c und das Ubichinon gewdhrleistet. Teilweise
in der inneren Membran liegt die F;/Fo-ATP-Synthase (manchmal als
Komplex V bezeichnet). Der F;-Teil ragt in die Matrix wahrend der Fo-Teil
in der Membran liegt. Dieser Teil enthalt ein Protein welches Oligomycin
binden kann, einen Hemmstoff der F1/Fo-ATP-Synthase. Die F;/Fo-ATP-
Synthase nutzt den Protonengradienten zur ATP-Synthese aus ADP und
Phosphat, der oxidativen Phosphorylierung (Abbildung 1.3.2).
Mitochondrien oxidieren nur dann Substrate, wenn ADP und Phos-
phat zur Verfligung stehen. Diese Kopplung von Substratoxidation und
ATP-Synthese wird als Atmungskontrolle bezeichnet und verbindet die
Elektronentransportkette mit dem Citratzyklus. Der Sauerstoffverbrauch
von Mitochondrien bei Substratverfiigbarkeit (Stufe 2; in Stufe 1 ist
lediglich Sauerstoff verfiigbar) ist relativ gering und kann durch Zugabe
von ADP (Stufe 3, Pull-Aktivierung) erhoht werden. Entkoppler der
Atmungskette wie das korpereigene Thermogenin oder das kiinstliche
FCCP (Carbonylcyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon) ermdoglichen
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einen passiven Rickstrom von Protonen und heben so den Gradienten
auf. Da die Komplexe der Atmungskette weiterhin Elektronen transpor-
tieren, ist die Substratoxidation und damit der Sauerstoffverbrauch der
Mitochondrien im entkoppelten Zustand maximal. Wird die ATP-Synthese
durch Oligomycin gehemmt, verbrauchen intakte Mitochondrien keinen
Sauerstoff.

Bei Energiemangel und steigender AMP-Konzentration wird die AMPK ak-
tiviert. Die AMPK sorgt durch Phosphorylierung verschiedener Enzyme
und Transkriptionsfaktoren dafiir, dass energieverbrauchende Synthese-
vorgange wie Glycogenbiosynthese, Fettsdaurebiosynthese, Cholesterin-
biosynthese und Proteinbiosynthese abgeschaltet und dafiir energielie-
fernde Vorgédnge wie Glycolyse und B-Oxidation der Fettsduren gesteigert
werden. Ist ausreichend ATP und NADH vorhanden, wird der Citratzyklus
gehemmt. ADP kann den Citratzyklus aktivieren, wird im Zytoplasma al-
lerdings kurzzeitig durch das Phosphokreatin-Kreatin-System abgefangen
und zur Auffiillung der ATP-Speicher genutzt. Herzinsuffizienz ist mit ge-
ringeren Phosphokreatin-Speichern verbunden [56]. Externe Stimuli zur
Steigerung der ATP-Synthese erhéhen die mitochondriale Ca?*-Konzentra-
tion, welche neben der PDH auch Enzyme des Citratzyklus und Atmungs-
kettenkomplexe aktiviert. Ca®* ist damit ein zentraler Regulator sowohl
der elektromechanischen Kopplung der Muskelkontraktion, als auch der
mitochondrialen ATP-Produktion.
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1.4. S1P-System

Sphingosin-1-Phosphat (S1P) ist ein bioaktiver Lipidmediator mit parakri-
nen und autokrinen Effekten auf die kardiovaskuldre Funktion [77]. S1P
gehort zu den Sphingolipiden, die 10-20 % der Membranlipide ausma-
chen und bei denen das Glycerin der Phosphoglyceride durch den Ami-
nodialkohol Sphingosin ersetzt ist. Die De-novo-Synthese von S1P wird im
endoplasmatischen Retikulum initiiert. Ceramid wird durch eine Cerami-
dase zu Sphingosin deacyliert, das wiederum durch die Sphingosin-Kinase
(SPHK) Isoform 1 oder 2 zu S1P phosphoryliert wird [77] [82] [138]. Die
humane SPHK1 und SPHK2 weisen eine 80 %ige Homologie auf und wer-
den ubiquitar exprimiert [77]. SPHKs regulieren das Zellschicksal indem
sie das Gleichgewicht von pro-apoptotischem Ceramid und Sphingosin
und anti-apoptotischem S1P kontrollieren. Dieses Gleichgewicht wird als
,Sphingolipid-Rheostat” bezeichnet [133]. Ein gestorter Fettsdurestoff-
wechsel in der Pathogenese der Herzinsuffizienz kann zur Akkumulation
schadlicher Lipidprodukte wie Ceramid fiihren und ist mit Kardiolipotoxi-
zitat assoziiert [59]. Dabei fordert die SPHK1-Aktivitat allgemein die Zell-
proliferation und das Zelliberleben [142]. Im Gegensatz dazu kann die
SPHK2 im Zellkern die DNA-Synthese hemmen [71] und unter Stressbe-
dingungen die Induktion der Apoptose (iber eine Ca®*-Aufnahme in Mito-
chondrien férdern [117] (Abbildung 1.3).

Die Stimulation der SPHKs fiihrt zu einer erhéhten S1P-Produktion
und der anschlieenden Wirkung als intrazellulares Signalmolekil oder
der Freisetzung ins Blut. Intrazellular kommt es zu einer G-Protein-
und Inositoltrisphosphat-unabhingigen Ca?*-Freisetzung [54] [55] [122].
Mehr als 50 % des extrazellularen S1P wird durch High Density Lipopro-
teine (HDL) transportiert. Etwa 30-40 % werden an Albumin gebunden
und weniger als 10 % werden von Lipoproteinen niedriger Dichte (LDL)
und Lipoproteinen sehr niedriger Dichte (VLDL) transportiert [82] [97]. Die
kardioprotektive Wirkung von HDL kdnnte auf dessen S1P-Gehalt zuriick-
zufiihren sein [82]. Die Konzentration von S1P im Plasma liegt zwischen
0,1 und 1,2 uM und korreliert bei Patienten mit Herzinsuffizienz negativ
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Abbildung 1.3.: Sphingolipid-Rheostat.

Als ,,Sphingolipid-Rheostat” wird das Gleichgewicht von pro-apoptotischem Ceramid und Sphingosin und
anti-apoptotischem Sphingosin-1-Phosphat (S1P) bezeichnet. Sphingosin wird durch Deacylierung aus
Ceramid gebildet. Eine Akkumulation schadlicher Lipidprodukte wie Ceramid ist mit Kardiolipotoxizitat
assoziiert. S1P entsteht durch Phosphorylierung von Sphingosin durch die Sphingosin-Kinasen 1 und 2
(SPHK1 und SPHK2). Die Aktivitat der SPHK1 fordert die Zellproliferation und das Zelltiberleben, die SPHK2
kann zur Apoptose beitragen indem sie die DNA-Synthese im Zellkern hemmt und unter Stressbedingun-
gen die Induktion der Apoptose iiber eine Ca?*-Aufnahme in Mitochondrien férdert. S1P hat im kardio-
vaskuldren System Einfluss auf die Herzfrequenz, die kardiale Kontraktilitdt, den vaskuldren Tonus und die
endotheliale Funktion. Abbildung erstellt mit BioRender [4].

mit dem Schweregrad der Herzinsuffizienz. Patienten der NYHA-Klassen
Il und IV haben niedrigere Plasma-S1P-Spiegel als Patienten der NYHA-
Klassen | und 11 [138].

Extrazelluldres S1P vermittelt Signale Uber G-Protein-gekoppelte S1P-
Rezeptoren (S1PR) [138]. Die molekulare Wirkung ist dabei von der un-
terschiedlichen Expression der Rezeptor-Isoformen 1-5 in verschiedenen
Geweben abhangig [77]. Die S1PR 1, 2 und 3 werden vorwiegend in kar-
diovaskuldren Geweben exprimiert, wahrend S1PR4 fiir das lymphatische
System und S1PR5 fiir das Immun- und Nervensystem charakteristisch
ist [26]. Obwohl Kardiomyozyten, kardiale Fibroblasten, Endothelzellen
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und glatte GefdBmuskelzellen alle S1IPR 1, 2 und 3 exprimieren, zeigen
sie unterschiedliche Muster der S1PR-Expression. S1PR1 ist der vorherr-
schende Rezeptortyp der Kardiomyozyten, in kardialen Fibroblasten wird
S1PR3 stark exprimiert. In Endothelzellen ist S1P-Signalisierung haupt-
sachlich S1PR1- und S1PR3-vermittelt, in glatten GefaBmuskelzellen be-
sonders durch S1PR2 und S1PR3 [158].

Durch die unterschiedliche Rezeptor-Ausstattung verschiedener Gewebe
hat S1P pleiotrope Funktionen und reguliert viele zelluldre Prozesse wie
Zellwachstum, Proliferation, Migration und Apoptose [77]. Defekte S1P-
SignalUbertragung kann aufgrund einer gestorten Vaskulo- oder Kardio-
genese zu embryonaler Letalitat fiihren. S1P reguliert im kardiovaskula-
ren System den vaskuldren Tonus, die endotheliale Funktion und Integri-
tdt und die Feinabstimmung der kardialen Kontraktilitdt und Herzfrequenz
durch den S1PR-Signalweg [138], aber auch chronische Prozesse wie Hy-
pertrophieentwicklung. Ein Ungleichgewicht der S1P-Produktion und -
SignalUbertragung scheint mit der Pathogenese diverser kardiovaskuladrer
Erkrankungen wie arterieller Hypertonie, Atherosklerose, endothelialer
Dysfunktion, hypertrophen und fibrotischen Herzerkrankungen und Herz-
insuffizienz verknipft zu sein [77] [138].

1.5. Crtcl-defiziente Mause

Die B-adrenerge Signallibertragung fiihrt zu einem intrazellularem cAMP-
und Ca’*-Anstieg in Kardiomyozyten. Der Transkriptionsfaktor cAMP-
response element binding protein (CREB) wird durch beide second mes-
senger aktiviert und bindet nach Dimerisierung Uber seine Leuzin-Zipper-
Domédne an seine DNA-Bindungsstelle, das cAMP-Response-Element
(CRE). Die hoch konservierte und in vielen Genpromotoren vorkommende
palindromische CRE-Sequenz (5-TGACGTCA-3’) und CRE-Teilsequenzen
(5’-TGACG-3’ oder 5’-CGTCA-3’) werden von CREB erkannt [39]. Die Phos-
phorylierung von CREB durch PKA oder Ca®*-abhingig durch die Calci-
um/Calmodulin-abhéngige Proteinkinase IV (CaMK V) sorgt fiir die Re-
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krutierung des Co-Aktivatoren CREB bindendes Protein (CBP) an CREB.
Ein weiterer Co-Aktivator von CREB, der unabhdngig von der Phospho-
rylierung an CREB bindet, ist der CREB-regulierte Transkriptions-Coaktiva-
tor (CRTC) [6] [160]. Unter unstimulierten Bedingungen liegt CRTC phos-
phoryliert im Zytosol vor. Die Salz-induzierbare Kinase (SIK) kann CRTC
phosphorylieren und dadurch die Assoziation mit 14-3-3-Proteinen in-
duzieren. CRTC wird so im Zytosol sequestriert [160]. Hinweise deuten
auf eine Phosphorylierung und dadurch Inaktivierung der SIK durch die
PKA in Folge von B-adrenergen Stimuli hin [79] [81]. CRTC kann durch
die Calcium/Calmodulin-abhangige Phosphatase Calcineurin dephospho-
ryliert werden. Dadurch wird die Bindung an 14-3-3-Proteine aufgehoben
und CRTC transloziert in den Zellkern [18]. Dort interagiert CRTC mit dem
dimerisierten Leuzin-Zipper von CREB und bildet ein Homotetramer [39]
(Abbildung 1.4). CRTC kann im Zellkern durch die SIK phosphoryliert wer-
den und transloziert ins Zytoplasma [42].

CRTC1 ist eine der drei Isoformen der evolutiondr hoch konservierten
CRTC [72], die in verschiedenen Geweben unterschiedlich exprimiert wer-
den. CRTC1 wird am starksten im Gehirn exprimiert und steht im Zusam-
menhang mit dem Langzeitgedachtnis, dem Energiehaushalt, der neu-
ronalen Funktion und mit Stimmungsstérungen [6] [95]. Global Crtcl-
defiziente (Crtc17") Mause entwickeln einen depressionsihnlichen Pha-
notyp [23].

Die mRNA aller Crtc-Isoformen wird in geringen Mengen im Herzen und
Crtc1in Kardiomyozyten exprimiert [39]. In der Arbeitsgruppe von Prof. El-
ke Oetjen (Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, Deutschland) wur-
de die Regulation von CRTC1 in Kardiomyozyten und sein Einfluss auf
die Herzfunktion und kardiale Hypertrophie untersucht [127]. Isoprena-
lin induziert in Kardiomyozyten die Dephosphorylierung und damit Ak-
tivierung von CRTC1, die durch Propranolol unterbunden werden kann.
Crtc1”- Mause zeigen eine linksventrikuldre Dysfunktion, kardiale Hyper-
trophie und vergroRerte Kardiomyozyten. Die Isoprenalin-induzierte Kon-
traktilitat isolierter Trabekel und die Phosphorylierung von Tnl, MYBPC3,
PLN und RyR sind unverdandert [127]. Die mRNA- und Proteinmenge des
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Abbildung 1.4.: Regulation von CRTC.

Unter unstimulierten Bedingungen wird CRTC durch die Salz-induzierbare Kinase (SIK) phosphoryliert und
assoziiert anschlieBend mit 14-3-3-Proteinen (14-3-3). Dadurch wird CRTC im Zytoplasma sequestriert. Bei
B-adrenerger Stimulation wird zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP) aus Adenosintriphosphat (ATP)
gebildet, katalysiert durch die Adenylatzyklase. cAMP aktiviert die Proteinkinase A (PKA), die ihrerseits
die SIK durch Phosphorylierung hemmt. CRTC kann durch die Ca?*-Calmodulin-abhingige Phosphatase
Calcineurin dephosphoryliert werden. Dephosphoryliertes CRTC transloziert in den Zellkern, wo es an
den dimerisierten Leuzin-Zipper des DNA-gebundenen cAMP-response element binding protein (CREB)
bindet und die Gentranskription koaktiviert. Abbildung nach Morhenn [126], erstellt mit BioRender [4].

regulator of G-protein signaling 2 (RGS2) sind in Herzen von Crtc1”” Mau-
sen vermindert. Die verminderte RGS2 Expression kdnnte zu der erhdhten
Phosphorylierung der extracellular signal-regulated kinase (ERK) bei den
Crtc1”- Mausen und damit zur Entwicklung der Hypertrophie beitragen
[127]. Die CRTC1 Expression ist im Herzgewebe von Patienten mit Aor-
tenstenose oder HCM erho6ht, ebenso wie in Mausmodellen dieser Krank-
heiten, unter anderen bei Mybpc3 Knock-in (Mybpc3*) Mausen. Diese Er-
kenntnisse zeigen eine wichtige Rolle von CRTC1 bei der Regulierung der
Herzfunktion und des Kardiomyozytenwachstums [127].
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1.6. Zielsetzung

In humanem und murinem Herzgewebe wurde ein erhohter
CRTC1-Proteingehalt bei erworbener und vererbter Hypertrophie
festgestellt [127]. Mause mit einem globalen Crtc1-Defizit entwickeln
jedoch ohne Stimulus eine kardiale Hypertrophie und eine kardiale
Dysfunktion. Im Herzgewebe dieser Mduse wird das anti-hypertrophe
Protein RGS2 vermindert exprimiert und die Rgs2 Gentranskription ist
CRTC1-abhangig. Das Fehlen der RGS2-abhadngigen Inhibition des GPCR-
Signalling konnte der Grund fiir die Entwicklung der Hypertrophie sein.
Die gesteigerte Expression von CRTC1 bei maladaptiver Hypertrophie
kénnte so einen kompensatorischen Mechanismus zur Verzégerung der
Pathogenese darstellen, indem es die Rgs2-Gentranskription erhoht.
Parallel zur Entwicklung einer Hypertrophie werden Veranderungen im
systemischen und kardialen Stoffwechsel beobachtet. Dies geht einher
mit einer Anderung des Expressionsmusters verschiedener fiir den Stoff-
wechsel relevanter Gene, zum Teil zuriick zu einem fetalen Expressions-
muster [175] und einem Wechsel von der Nutzung aerober Stoffwechsel-
wege zur verstarkten Nutzung anaerober Stoffwechselwege [148]. Mito-
chondrien als Orte der Energiegewinnung beeinflussen die Hypertrophie-
entwicklung nicht nur durch die Stoffwechselanpassungen, sondern kén-
nen durch eine gestorte Funktion selbst zur Pathogenese beitragen [202].
In murinen Muskelzellen erhéht eine Uberexpression von CRTC Prote-
inen die basale Zellatmung und die Transkription von PGC-1a, dem zen-
tralen Regulator der Mitochondrienbiogenese [192]. RNA-Seqg- und Pro-
teomics-Analysen in Crtc1”7- M3usen zeigten Veranderungen der Expres-
sion von an Stoffwechselprozessen beteiligten mRNA und Proteinen, wie
die regulatorische Untereinheit der Pyruvatdehydrogenase Phosphatase,
Hexokinase 3 und Monocarboxylat-Transporter 1 [126].

Um die Rolle von CRTC1 fiir die Pathogenese einer kardialen Hypertrophie
zu analysieren, wurden im Herzgewebe von Crtc17- Mausen die Expressi-
on von Genen fiir Schliisselenzyme des kardialen Stoffwechsels, die mito-
chondriale Funktion sowie der kardiomyozytare Phanotyp untersucht.
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AuRerdem wurde der Einfluss von CRTC1 auf die Regulation des
S1P-Systems, welches unter anderem essenziell fiir die Revaskularisie-
rung nach GefidRverletzungen ist, in Herzen, GefaRen und an Promo-
tor-Modellen untersucht.

39






2. Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde die Regulation des kardialen Stoffwechsels und
die Funktion der Mitochondrien in Herzen von global Crtc1-defizienten
(Crtc17") Mi3usen untersucht. Crtc1”- Mause entwickeln eine kardiale Hy-
pertrophie [127]. Zum Teil wurden Ergebnisse verglichen mit den Daten
von Mybpc3 Knock-in (Mybpc3¥) Mausen, die eine hypertrophe Kardio-
myopathie (HCM) entwickeln [186] und im Kontrast zu den global defi-
zienten Crtc17- Mausen eine erhéhte CRTC1 Menge in ihren Herzen auf-
weisen [127]. Falls nicht anders angegeben wurden alle Mause im Alter
von 5 bis 6 Wochen untersucht und mit ihren Wildtypgeschwistertieren
verglichen.

2.1. Kardialer Stoffwechsel

Ein Merkmal des maladaptiven hypertrophen Herzens scheint ein Ener-
gieungleichgewicht zu sein [162], wahrend eine physiologische Herzfunk-
tion mit einem ausgeglichenen Phosphokreatin zu Adenosintriphosphat
(ATP) Verhaltnis verbunden ist [94]. In verschiedenen Modellen von Herz-
insuffizienz wird eine verstarkte Nutzung anaerober Stoffwechselwege
mit Glucose als hauptsachlicher Energielieferant beobachtet [148]. Dies
geht einher mit einer Anderung des Expressionsmusters verschiedener
fur den Stoffwechsel relevanter Gene, zum Teil zuriick zu einem feta-
len Expressionsmuster [175]. Zur Beschreibung des kardialen Metabolis-
mus wurde die mRNA Expression verschiedener an Stoffwechselprozes-
sen beteiligter Gene per RT-qPCR gemessen und die Proteinmengen eini-
ger beteiligter Proteine mittels Immunoblot. Crtc17- M&use wurden mit
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Mybpc3¥ Mausen im Alter von 5 bis 6 Wochen verglichen. Crtc17- Mause
wurden auRerdem im Alter von 10 bis 13, 25 bis 30 und 45 bis 52 Wochen
untersucht, um Unterschiede des Genstatus abhangig vom Alter detektie-
ren zu kbnnen.

2.1.1. Energiebilanz

Fir eine allgemeine Abschatzung des Energiestatus der Kardiomyozyten
wurde die mRNA Expression von Genen zweier Enzyme untersucht, die
eine konstante ATP-Bereitstellung ermdglichen und die ATP-Synthese bei
steigendem Bedarf indirekt erhéhen kénnen:

AMPK AMP-aktivierte Proteinkinase, nicht-katalytische Untereinheit
gammaz, kodiert durch Prkag2.
AMPK ist der ,,Energiesensor” der Zelle, der durch AMP aktiviert
und durch ATP gehemmt wird. AMPK phosphoryliert verschiedene
Enzyme (u.a. die Acetyl-CoA-Carboxylase) und Transkriptionsfakto-
ren und hemmt dadurch insgesamt energieverbrauchende zuguns-
ten von energieliefernden Vorgéangen.

AGAT L-Arginin:Glycin-Amidinotransferase, kodiert durch Gatm.
AGAT ist ein mitochondriales Enzym welches den ersten Schritt der
Kreatinsynthese katalysiert. Kreatin in Form von Phosphokreatin
dient der Uberbriickung des ATP Verbrauchs in den ersten Sekun-
den einer Muskelkontraktion.

Zwischen den Mausen wurden keine Unterschiede in der mRNA Expressi-
on der untersuchten Gene gemessen (Abbildung 2.1).

Die Menge der phosphorylierten Acetyl-CoA-Carboxylase (pACC) wurde
mit Hilfe eines Antikérpers gegen die phosphorylierte ACC gemessen. Dies
diente zur Abschatzung der AMPK-Aktivitdt, da die ACC bei ATP Mangel
durch die AMPK phosphoryliert und dadurch gehemmt wird. Die ACC Pro-
teinmenge gesamt oder phosphoryliert ist nicht unterschiedlich in Crtc1”-
und in Mybpc3¥ Mausen im Vergleich zum Wildtyp. Weder in Crtc1”" noch
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Abbildung 2.1.: mRNA Expression von die Energiebilanz betreffenden Genen in den Herzen von Crtc1 s
und Mybpc3 Mausen.

Quantitative (a) Prkag2 und (b) Gatm mRNA Expression bezogen auf Gnas im Herzgewebe von Crtc1””
und Mybpc3 Mausen verglichen mit Wildtypmausen (WT) wurde mittels RT-gPCR gemessen und mit
der AACt-Methode berechnet. Dargestellt als Mittelwert+SEM; die Anzahl der Mause ist in den Balken
angegeben.

in Mybpc3¥ Mausen wurde eine Verinderung der Phosphorylierung ge-
messen (Abbildung 2.2).

Bei der Uberpriifung altersabhingiger Unterschiede wurde sowohl in den
Herzen der Wildtypméuse als auch der Crtc17- Mause im Alter von 10 bis
13 Wochen eine erhdhte Prkag2 mRNA Expression verglichen mit 5 bis 6
Wochen alten Tieren des gleichen Genotyps gemessen. Ab einem Alter
von 25-30 Wochen war diese Erhdhung nicht mehr detektierbar (Abbil-
dung 2.3).
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Abbildung 2.2.: pACC Proteinmenge in den Herzen
von Crtc1”” und Mybpc3k‘ Mausen.

pACC Proteinmenge wurde mit einem Antikorper
gegen pACC im Immunoblot von Proben der Pro-
teinlysate aus den Herzen von Crtc1”, Mybpc3k"
und Wildtypmausen (WT) untersucht. Die totale
ACC Menge entsprechend mit einem Antikérper ge-
gen gesamte ACC. (a) Reprasentativer Immunoblot.
(b) Quantitative Auswertung bezogen auf die tota-
le ACC Menge. Dargestellt als Mittelwert+SEM; die
Anzahl der Mause ist in den Balken angegeben.

2.1.2. Fettsaurestoffwechsel
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Abbildung 2.3.: Prkag2 mRNA Expression inden
Herzen von Crtc1”" und Wildtypmé&usen ver-
schiedenen Alters.

Quantitative Prkag2 mRNA Expression bezogen
auf Gnas im Herzgewebe von Crtc1”" Mausen
verglichen mit ihren Wildtypgeschwistertieren
(WT) wurde mittels RT-gPCR gemessen und mit
der AACt-Methode berechnet. Dargestellt als
Mittelwert+SEM; n=5-8; *p<0,05 vs. jeweils jin-
gere WT Gruppe; +p<0,05 vs. jeweils jingere
Crtcl” Gruppe; ANOVA und Bonferroni-Test.

Bei verschiedenen Hypertrophieformen scheint es zu einer anteiligen Ver-
ringerung des kardialen Fettsduremetabolismus zu kommen. Zur Einschat-

zung des Fettsdurestoffwechsels wurden Gene untersucht die an der Re-

gulation und der Substratbereitstellung beteiligt sind:

PPARa Peroxisom Proliferator-aktivierter Rezeptor alpha, kodiert durch

Ppara.

PPARa reguliert die Expression von Genen, die an der Fettsaure-
aktivierung, der mitochondrialen Fettsdureaufnahme (iber CPT-1b)
und der B-Oxidation beteiligt sind.
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CPT-1b Carnitin-Palmitoyltransferase 1b, kodiert durch Cpt1b.
CPT-1b ist das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der B-Oxidati-
on, da es die Umwandlung von langkettigem Acyl-CoA zu Acylcarni-
tin und damit den Transport aus dem Zytoplasma in die Mitochon-
drien ermoglicht.

Zwischen Wildtypmausen und Crtc17- Mausen wurden keine Unterschie-
de in der mRNA Expression der untersuchten Gene gemessen (Abbil-
dung 2.4). In den Herzen der Mybpc3 Mause wurde im Vergleich zu
Crtc1”" und Wildtypméausen eine verminderte Ppara Expression gemes-
sen (Abbildung 2.4a) und eine erhdéhte Cpt1b Expression (Abbildung 2.4b),
obwohl PPARa an der Erh6hung der Transkription des CPT-1b Gens betei-
ligt ist [175].
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Abbildung 2.4.: mRNA Expression von den Fettsduremetabolismus betreffenden Genen in den Herzen
von Crtc1”" und Mybpc3" Mausen.

Quantitative (a) Ppara und (b) Cpt1b mRNA Expression bezogen auf Gnas im Herzgewebe von Crtc1””
und Mybpc3k’ Mausen verglichen mit Wildtypmausen (WT) wurde mittels RT-gPCR gemessen und mit der
AACt-Methode berechnet. Dargestellt als Mittelwert+SEM; *p<0,05 vs. WT; +p<0,05 vs. Crtcl'/'; ANOVA
und Tukey-Test; die Anzahl der Mause ist in den Balken angegeben.

Um altersabhingige Unterschiede entdecken zu kénnen wurden Crtc1”-
Mause zusatzlich im Alter von 10 bis 13 Wochen, 25 bis 30 Wochen und
45 bis 52 Wochen untersucht (Abbildung 2.5). Bezogen auf die jeweils jin-
gere Gruppe an Tieren war die Ppara mRNA Expression in den Herzen der
10-13 Wochen alten Wildtypmé&use erhoht, bei den 25-30 Wochen alten

45



2. Ergebnisse

Wildtypmausen vermindert. In 25-30 Wochen alten Crtc17- Mausen war
die Ppara mRNA Expression bezogen auf die jlingere Gruppe ebenfalls ver-
mindert, in 45-52 Wochen alten Tieren erh6ht (Abbildung 2.5a). Die Cpt1b
MRNA Expression unterschied sich nicht zwischen den Gruppen verschie-
denen Alters. Im Alter von 25-30 Wochen war die Cpt1b mRNA Expression
in den Herzen der Crtc17- Mause verglichen mit ihren gleichaltrigen Wild-
typgeschwistertieren erhoht (Abbildung 2.5b).
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Abbildung 2.5.: mRNA Expression von den Fettsdauremetabolismus betreffenden Genen in den Herzen
von Crtc1”” und Wildtypmausen verschiedenen Alters.

Quantitative (a) Ppara und (b) Cpt1b mRNA Expression bezogen auf Gnas im Herzgewebe von Crtc1””
Mausen verglichen mit ihren Wildtypgeschwistertieren (WT) wurde mittels RT-qgPCR gemessen und mit
der AACt-Methode berechnet. Dargestellt als Mittelwert+SEM; n=5-8; *p<0,05 vs. jeweils jingere WT
Gruppe; +p<0,05 vs. jeweils jlingere Crtcl” Gruppe; ANOVA und Bonferroni-Test; #p<0,05 vs. jeweils
gleichaltrige WT Gruppe; Student t-Test.

2.1.3. Glucosestoffwechsel

Bei der Pathogenese der Herzinsuffizienz scheint die ATP-Produktion
durch Glucose zunéachst erhéht, in einem spateren Stadium des allgemei-
nen Energiemangels vermindert. Zur Einschdtzung einer Verdnderung des
Glucosestoffwechsels wurden Gene untersucht, deren Produkte an der
Substratbereitstellung und dem Glucoseabbau beteiligt sind:

GLUT1 Glucose Transporter 1, kodiert durch Slic2al.
Glucosetransporter erleichtern die Diffusion von Glucose. GLUT1
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2.1. Kardialer Stoffwechsel

dient der Grundversorgung der Zellen mit Glucose und kommt in
allen, aber besonders haufig in fetalen Zellen vor.

GLUT4 Glucose Transporter 4, kodiert durch Slc2a4.
GLUT4 ist ein Insulin-abhdngiger Glucosetransporter der aus-
schlieBlich in Fett- und Muskelzellen vorkommt.

PDP Pyruvatdehydrogenase Phosphatase, regulatorische Untereinheit,
kodiert durch Pdpr.
PDP ist Teil des Pyruvatdehydrogenase-Komplex, der die oxidative
Decarboxylierung von Pyruvat katalysiert und dadurch die Glycolyse
mit dem Citratzyklus und der Fettsduresynthese verbindet. PDP de-
phosphoryliert und aktiviert die Pyruvatdehydrogenase (PDH) und
wird selbst unter anderem durch Ca?* aktiviert.

Zwischen Wildtypmausen und Crtc17- Mausen wurden keine signifikanten
Unterschiede in der mRNA Expression der untersuchten Gene gemessen
(Abbildung 2.6). In Herzen der Mybpc3% Miuse wurde im Vergleich zu
den Wildtypmausen eine verminderte Slc2a4 Expression gemessen (Ab-
bildung 2.6b). Die Pdpr Expression betreffend wurde lediglich eine erhéh-
te mRNA Expression bei Crtc1”~ Mausen im Vergleich zu Mybpc3X Mausen
beobachtet, nicht aber im Vergleich zu Wildtypmausen (Abbildung 2.6c).
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Abbildung 2.6.: mRNA Expression von den Glucosemetabolismus betreffenden Genen in den Herzen
von Crtc1”" und Mybpc3" Mausen.

Quantitative (a) SIcZal (b) Slc2a4, und (c) Pdpr mRNA Expression bezogen auf Gnas im Herzgewebe von
Crtc1” und Mybpc3 Mausen verglichen mit Wildtypméausen (WT) wurde mittels RT-gPCR gemessen und
mit der AACt-Methode berechnet. Dargestellt als Mittelwert+SEM; *p<0,05 vs. WT; +p<0,05 vs. Crtcl” - ;
ANOVA und Tukey-Test; die Anzahl der Mause ist in den Balken angegeben.
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2.1. Kardialer Stoffwechsel

Bei der Untersuchung altersabhangiger Unterschiede (Abbildung 2.7)
wurde bei 5-6 Wochen alten Crtc17- Mausen eine erhéhte Pdpr Expres-
sion im Vergleich mit gleichaltrigen Wildtypgeschwistertieren detektiert.
Da in dieser Darstellung die mRNA Expression nicht mit Mybpc3¥ Mau-
sen verglichen wurde, wurde ein anderer statistischer Test verwendet als
fur die Auswertung in Abbildung 2.6, die Daten fiir die Crtc17- Mause und
ihre Wildtypgeschwistertiere sind aber identisch. Die Slc2a4 Expression
schwankt bei den Wildtypmausen, im Alter von 10 von 13 Wochen war
die Expression erhéht, im Alter von 25 von 30 Wochen vermindert. In den
Herzen der Crtc17- Mause war die Slc2a4 Expression bezogen auf die jin-
gere Gruppe im Alter von 10 von 13 Wochen erhoht.
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Abbildung 2.7.: mRNA Expression von den Glucosemetabolismus betreffenden Genen in den Herzen
von Crtc1”” und Wildtypmausen verschiedenen Alters.

Quantitative (a) Slc2a1, (b) Slc2a4 und (c) Pdpr mRNA Expression bezogen auf Gnas im Herzgewebe von
Crtc1”" Mausen verglichen mit ihren Wildtypgeschwistertieren (WT) wurde mittels RT-gPCR gemessen
und mit der AACt-Methode berechnet. Dargestellt als Mittelwert+SEM; n=5-8; *p<0,05 vs. jeweils jingere
WT Gruppe; +p<0,05 vs. jeweils jiingere Crte1” Gruppe; ANOVA und Bonferroni-Test; #p<0,05 vs. jeweils
gleichaltrige WT Gruppe; Student t-Test.
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2.1. Kardialer Stoffwechsel

2.1.4. Mitochondriale Atmung

Zur Untersuchung der Funktionalitdt der Mitochondrien bei unterschied-
lichem Substratangebot wurden Crtc1”7~ Mause und Wildtypgeschwister-
tiere im Alter zwischen 13 und 16 Wochen in Kooperation mit der Grup-
pe von Prof. Christoph Maack (Universitatsklinikum Wirzburg, Deutsch-
land) untersucht. Bei isolierten Mitochondrien aus den Herzen von Crtc17
und Wildtypmausen wurde der Sauerstoffverbrauch mithilfe einer Clark-
Elektrode gemessen; zundchst unter der Zugabe von Substraten die den
Citratzyklus antreiben, Pyruvat und Malat. In einem weiteren Versuch
wurder der Sauerstoffverbrauch fettsduregetriggert durch Zugabe von
Oleoylcarnitin gemessen, um die Fettsdureoxidationskapazitdt der Mito-
chondrien zu prifen. In beiden Versuchsanordnungen wird ADP in stei-
gender Menge zugefiihrt, um hohere Geschwindigkeiten des Elektronen-
transports innerhalb der Atmungskette zu stimulieren. Am Ende wird Oli-
gomycin zur Kontrolle der Intaktheit der Mitochondrien hinzugegeben.
Oligomycin hemmt die Fo-Untereinheit der ATP-Synthase. Sinkt der Sauer-
stoffverbrauch nach Zugabe von Oligomycin wird erkennbar, dass der
vorherige Sauerstoffverbrauch durch die mitochondriale Elektronentrans-
portkette verursacht war (siehe auch Beschreibung im Methodenteil, Ka-
pitel 5.2.2). In beiden Versuchsanordnungen waren der Sauerstoffver-
brauch von Crtc17- Mausen und ihren Wildtypgeschwistertieren nicht un-
terschiedlich (Abbildung 2.8). Bei beiden Genotypen war der Sauerstoff-
verbrauch unter reiner Substratverfiigbarkeit gering und lieR sich durch
Zugabe von ADP konzentrationsabhangig steigern. Am meisten Sauerstoff
wurde bei einer supraphysiologischen ADP-Konzentration von 1 mM ver-
braucht. Das Absinken des Sauerstoffverbrauchs nach Zugabe von Oligo-
mycin |dsst auf intakte Mitochondrien bei beiden Genotypen schlieRen.

Als Mal fur die Kopplung von Elektronentransport und der oxidativen
Phosphorylierung kann der Sauerstoffverbrauch aus Stufe 3 (ADP getrie-
ben) im Verhaltnis zu Stufe 2 (reine Substratverfiigbarkeit) gesetzt wer-
den. Das Verhaltnis von Stufe 3 zu Stufe 4 (Hemmung der ATP-Synthese)
gilt als MaR fur die Integritat der Mitochondrien (Respiratory Control Ra-
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Abbildung 2.8.: Mitochondriale Atmung in den Herzen von crtc1”” und Wildtypmausen.

Quantitativer Sauerstoffverbrauch (O;) isolierter Mitochondrien aus Herzgewebe von Crtc1”" Mausen
verglichen mit ihren Wildtypgeschwistertieren (WT) bezogen auf Gesamtprotein und Zeit unter Zugabe
von (a) Pyruvat und Malat beziehungsweise (b) Oleoylcarnitin in Stufe 2; sowie unter steigender ADP-
Konzentration (Stufe 3) und Oligomycin (Stufe 4). Dargestellt als Mittelwert+SEM; Anzahl der Mduse n=6.
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2.1. Kardialer Stoffwechsel

tio, RCR). Ein geringer RCR-Wert kann auf geschadigte Mitochondrien hin-
deuten. Bei beiden Quotienten zeigte sich kein Unterschied zwischen den
Genotypen (Abbildung 2.9).
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Abbildung 2.9.: Stimulierte mitochondriale Atmung und Respiratory Control Ratio in den Herzen von
Crtc1”” und Wildtypméusen.

Crtc1” Miuse verglichen mit ihren Wildtypgeschwistertieren (WT). Verhaltnis von Stufe 3 zu Stufe 2 (vgl.
Abbildung 2.8) als MaR fiir Atmung unter reiner Substratverfligbarkeit im Verhaltnis zu Pull-Aktivierung
der Atmungskette durch ADP (a) unter Verfiigbarkeit von Pyruvat und Malat, (b) unter Verfligbarkeit von
Oleoylcarnitin. Verhaltnis von Stufe 3 zu Stufe 4 ist der Respiratory Control Ratio (RCR), als MaR fur die
Integritat der Mitochondrien. (c) Unter Verfligbarkeit von Pyruvat und Malat, (d) unter Verfiigbarkeit von
Oleoylcarnitin. Dargestellt als MittelwertxSEM; Anzahl der Mause n=6.
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2.2. Mitochondrienphysiologie

Von besonderer Bedeutung fiir die Energieversorgung des Herzmuskels
sind die Mitochondrien. Zur Untersuchung der Regulation kardialer Mi-
tochondrien wurden die mRNA Mengen verschiedener an der Biogenese
und dem Gleichgewicht von Spaltung und Vereinigung (fission und fusi-
on) der Mitochondrien beteiligter Gene per RT-qgPCR gemessen und die
Proteinmengen einiger beteiligter Proteine mittels Immunoblot. Crtc1”
Méuse wurden mit Mybpc3X Mausen im Alter von 5 bis 6 Wochen ver-
glichen. Crtc1”- M3use wurden auBerdem im Alter von 10 bis 13, 25 bis
30 und 45 bis 52 Wochen untersucht, um Unterschiede des Genstatus ab-
hangig vom Alter detektieren zu kénnen.

2.2.1. Mitochondrienbiogenese

Eine flexible Mitochondrienregulation ist essenziell fiir angemessene Re-
aktionen auf Veranderungen des Energiebedarfs. Die Mitochondrienbio-
genese betreffende untersuchte Gene:

PGC-1a. Peroxisom Proliferator-aktivierter Rezeptor gamma Koaktivator
1-alpha, kodiert durch Ppargcia.
PGC-1a verstarkt als Transkriptionsfaktor die Transkriptionsaktivitat
von PPARy und ist zentraler Regulator der mitochondrialen Bioge-
nese.

mt-Nd1 Mitochondriale NADH-Dehydrogenase 1, kodiert durch mt-Nd1.
Die NADH-Dehydrogenase (auch NADH:Ubichinon-Oxidoredukta-
se) ist Teil des Komplex | der mitochondrialen Elektronentransport-
kette und wird durch das mitochondriale Genom kodiert.

TFAM Mitochondrialer Transkriptionsfaktor A, kodiert durch Tfam.
TFAM aktiviert die mitochondriale Transkription und Genomrepli-
kation.

Zwischen Wildtypmausen und Crtc17- Mausen wurden keine Unterschie-
de in der mRNA Expression der untersuchten Gene gemessen (Abbil-
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2.2. Mitochondrienphysiologie

dung 2.10). In Mybpc3¥ Maiusen wurden im Vergleich zu den Wildtyp-
mausen eine verminderte Ppargcla und mt-Nd1 Expression gemessen.
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Abbildung 2.10.: mRNA Expression von die Mitochondrienbiogenese betreffenden Genen in den Her-
zen von Crtc1”" und Mybpc3"‘ Madusen.

Quantitative (a) Ppargcla, (b) Tfam, und (c) mt-Nd1 mRNA Expression bezogen auf Gnas im Herzgewebe
von Crtc1”" und Mybpc3k’ Mausen verglichen mit Wildtypméausen (WT) wurde mittels RT-qgPCR gemes-
sen und mit der AACt-Methode berechnet. Dargestellt als MittelwertSEM; *p<0,05 vs. WT; +p<0,05 vs.
Crtcl'/'; ANOVA und Tukey-Test; die Anzahl der Mause ist in den Balken angegeben.

Die Expression derselben Gene wurde auf altersabhéngige Unterschiede
in den Herzen von Crtc1”~ Mausen und ihren Wildtypgeschwistertieren
untersucht (Abbildung 2.11). Bezogen auf die jeweils jlingere Gruppe an
Tieren war die Ppargcla mRNA Expression in den Mausherzen sowohl bei
Crtc1”" als auch bei ihren Wildtypgeschwistertieren im Alter von 10-13
Wochen erhoht und im Alter von 25-30 wieder vermindert. Die Tfam Ex-
pression schwankt bei den Wildtypmausen, im Alter von 10-13 Wochen

55



2. Ergebnisse

war die Expression erhdht, mit steigendem Alter wurde eine verminder-
te Expression gemessen die dann bei 45-52 Wochen alten Mausen wieder
erhéht war. In Crtc17- Mausen war die Tfam Expression im Alter von 10-13
Wochen verglichen mit der jlingeren Gruppe erhoht. Im Alter von 25-30
Wochen war die Tfam mRNA Expression in den Herzen der Crtc1”- Mause
erhoht verglichen mit ihren gleichaltrigen Wildtypgeschwistertieren. Die
mt-Nd1 Expression war in den 25-30 Wochen alten Wildtypmausen bezo-
gen auf die jiingere Gruppe erhdht. Im Alter von 45-52 Wochen war die
mt-Nd1 Expression in den Crtc1”~ M&usen vermindert im Vergleich zu ih-
ren gleichaltrigen Wildtypgeschwistertieren.

Parallel zu den mRNA Untersuchungen wurde die Expression bestimm-
ter Proteine per Immunoblot quantitativ bestimmt. Vorherige Arbeiten
zeigten, dass PGC-1a durch CRTC1 reguliert wird [147][192]. In den hier
durchgefiihrten Experimenten wurde keine veranderte kardiale Protein-
expression von PGC-1a beobachtet, weder bei Crtc17- noch bei Mybpc3¥
Mausen (Abbildung 2.12).

Wu et al. zeigten, dass CRTC1 an der Transkription von PGC-1a im Mus-
kel beteiligt ist [192]. Um den Einfluss der Transkriptionsfaktoren CREB
und CRTC1 auf die Expression von PGC-1la im Herzen zu untersuchen,
wurde eine Chromatin-Immunprazipitation an Herzgewebe von Wildtyp-
mausen durchgefihrt. Durch die Verwendung von Antikérpern gegen
CRTC1 und CREB wurde die Bindung von endogenem CRTC1 und CREB
an den Ppargcla Promotor in Mausherzen untersucht. Da IgG nicht an
den Ppargcla Promotor bindet, wurde IgG als Negativkontrolle verwen-
det. Die anschlieffende PCR mit Primern fiir den Ppargcla Promotor zeig-
te eine Rekrutierung sowohl von CRTC1 als auch CREB an den Ppargcla
Promotor (Abbildung 2.13).
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Abbildung 2.11.: mRNA Expression von die Mitochondrienbiogenese betreffenden Genen in den Her-
zen von Crtc1” und Wildtypmé&usen verschiedenen Alters.

Quantitative (a) Ppargcla, (b) Tfam und (c) mt-Nd1 mRNA Expression bezogen auf Gnas im Herzgewebe
von Crtc1”" Méusen verglichen mit ihren Wildtypgeschwistertieren (WT) wurde mittels RT-gPCR gemes-
sen und mit der AACt-Methode berechnet. Dargestellt als Mittelwert+SEM; n=5-8; *p<0,05 vs. jeweils
jungere WT Gruppe; +p<0,05 vs. jeweils jiingere Crtc1”” Gruppe; ANOVA und Bonferroni-Test; #p<0,05
vs. jeweils gleichaltrige WT Gruppe; Student t-Test.
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Abbildung 2.12.: PGC-1a Proteinmenge in den Herzen von Crtc1”- und Mybpc3* Mausen.

PGC-1a Proteinmenge wurde mit einem Antikorper gegen PGC-1a im Immunoblot von Proben der Prote-
inlysate aus den Herzen von Crtcl'/', Mybpc3k' und Wildtypmé&usen (WT) untersucht. (a) Reprdsentativer
Immunoblot. (b) Quantitative Auswertung bezogen auf die CSQ Menge. Dargestellt als Mittelwert+SEM;
die Anzahl der Mause ist in den Balken angegeben.
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Abbildung 2.13.: Rekrutierung von CRTC1 und CREB an den murinen Ppargcla Promotor.

An Herzgewebe von Wildtypmé&usen wurde eine Chromatin-Immunprazipitation mit Antikdrpern gegen
CRTC1, CREB sowie mit IgG als Negativkontrolle durchgefiihrt. Die erhaltene DNA wurde mittels PCR und
Primern fir den Ppargcla Promotor amplifiziert.

2.2.2. Morphologie der Mitochondrien
Fission und Fusion

Das Gleichgewicht zwischen fission und fusion, also der Spaltung und Ver-
einigung von Mitochondrien, ist notwendig fiir eine normale Funktion.
Fission und fusion betreffende untersuchte Gene:

Dnm1l Dynamin 1-Like, kodiert durch Dnm1l.
Dnm1l ist eine GTPase welche die mitochondriale Spaltung (fission)
reguliert.

MFN2 Mitofusin-2, kodiert durch Mfn2.
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MFN2 ist an der mitochondrialen Vereinigung (fusion) und der
Aufrechterhaltung des mitochondrialen Netzwerkes (Gleichgewicht
von fission und fusion) beteiligt.

Zwischen Wildtypmausen und Crtc17- Mausen wurden keine Unterschie-
de in der mRNA Expression der untersuchten Gene gemessen (Abbil-
dung 2.14). Die Dnm1/ Expression betreffend wurde lediglich eine erhéhte
Expression in Crtc17- Mausen verglichen mit Mybpc3K Mausen beobach-
tet, nicht aber im Vergleich zu den Wildtypmausen.
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Abbildung 2.14.: mRNA Expression von fission und fusion betreffenden Genen in den Herzen von crtc1”
und Mybpc3* Miusen.

Quantitative (a) Dnm1/ und (b) Mfn2 mRNA Expression bezogen auf Gnas im Herzgewebe von Crtc1””
und Mybpc3k’ Mausen verglichen mit Wildtypmausen (WT) wurde mittels RT-gPCR gemessen und mit
der AACt-Methode berechnet. Dargestellt als Mittelwert+SEM; +p<0,05 vs. Crtcl'/'; ANOVA und Tukey-
Test; die Anzahl der Mause ist in den Balken angegeben.

Histologie

Zur histologischen Untersuchung der Mitochondrien wurden in der Grup-
pe von Prof. Gabriele M. Rune (Universitdtsklinikum Hamburg-Eppendorf,
Deutschland) elektronenmikroskopische Aufnahmen von Schnitten des
linken Ventrikels von Crtc17- Mausen und ihren Wildtypgeschwistertie-
ren im Alter von acht Wochen angefertigt (exemplarische Ausschnitte in
Abbildung 2.15).
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(b)

Abbildung 2.15.: Mitochondrien im linken Ventrikel von Wildtyp- und Crtc1”” Mausen.
Exemplarische Abbildungen der Mitochondrien in elektronenmikroskopischen Schnitten des jeweils lin-
ken Ventrikels von acht Wochen alten (a) Wildtyp- und (b) Crtc1”- Mausen.

Auf verblindet und zuféllig ausgewahlten Ausschnitten wurde die GréRRe
der Mitochondrien quantitativ ausgewertet. Dazu wurde der Umfang (Ab-
bildung 2.16a), der Feret Durchmesser (Abbildung 2.16b) und die Flache
der Mitochondrien (Abbildung 2.16c) gemessen. Die Berechnung 4 x 7 X
(A+(2xmx7)?) kann als MaR fir die Ndhe der Form der Mitochondrien
an einen Kreis herangezogen werden (Abbildung 2.16d). Kleine, rundere
Mitochondrien kénnen vermehrt nach ischdmischen Episoden auftreten
[137]. AuRerdem wurde (iber die Pixeldichte die Dichte der Cristae abge-
schatzt (Abbildung 2.16e). In den ausgewerteten Bildern wurden die Mito-
chondrien gezahlt (Abbildung 2.16f) und die Ldnge der Sarkomere gemes-
sen (Abbildung 2.16g). Bei diesen quantitativen Bestimmungen der Mi-
tochondrienhistologie wurden keine Unterschiede zwischen den Crtc1”
Mausen und ihren Wildtypgeschwistertieren gemessen (Abbildung 2.16).
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Abbildung 2.16.: Morphologische Merkmale der Mitochondrien in den linken Ventrikeln der crtc1”

Maéuse.

Quantitative Auswertung der Mitochondrienhistologie an Schnitten von linken Ventrikeln von Crtc1”" und
Wildtypmausen (WT) im Alter von acht Wochen mit Image)J [3]. Berechnet wurden der (a) Umfang, (b)
der maximale Feret-Durchmesser, (c) die Flache, (d) ein MaRB fiir die Kreisformigkeit, (e) die Pixeldichte als
MaR der Cristaedichte, (f) die Anzahl der Mitochondrien auf den ausgewahlten Ausschnitten und (g) die
Sarkomerlange. Dargestellt als Mittelwert+SEM; die Anzahl der Mitochondrien/Mé&use (a-e) beziehungs-
weise Bilder/M3use (f) oder Sarkomere/M&use (g) ist in den Balken angegeben.
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2.2.3. Funktion und Integritdt der Mitochondrien

Fir die dynamische Regulation der mitochondrialen antioxidativen Ka-
pazitat ist eine intakte Er-regungs-Kontraktions-Kopplung essenziell[17].
Diese Dynamik kann in versagenden Herzmuskelzellen durch maladaptive
Verdnderungen gestért sein und den Ca%*-Efflux aus der mitochondrialen
Matrix beschleunigen. Dadurch kann die Ca?*-abhiangige Stimulation der
Citratzyklus-Dehydrogenasen behindert werden, was zu einer Abnahme
der Reduktionslage der Mitochondrien fiihrt. Dies begrenzt die Elektro-
nenzufuhr zur Elektronentransportkette [115]. So beeintrdchtigt das ge-
storte intrazellulire Ca®*-Handling bei Herzinsuffizienz die Regeneration
der antioxidativen Kapazitat, was zur Emission von Reaktiven Sauerstoff-
spezies (ROS) aus den Mitochondrien fihrt [187].

Zur Untersuchung der Funktionalitit der Mitochondrien wurden Crtc1”
Mause und ihre Wildtypgeschwistertiere im Alter zwischen 13 und 16 Wo-
chen in Kooperation mit der Gruppe von Prof. Christoph Maack (Universi-
tatsklinikum Wiirzburg, Deutschland) untersucht. Ein permeability transi-
tion pore (PTP)-Assay wurde durchgefiihrt zur Bestimmung der Calciumre-
tentionskapazitat und der Redoxstatus der Kardiomyozyten wurde tber-
prift als MaR fir das Reduktionspotential der Mitochondrien. AuRerdem
wurde das Membranpotential als Mal fiir die Integritdt bestimmt.

Calciumretentionskapazitat

In einem PTP-Assay konnte die Calciumretentionskapazitdt von kardialen
Mitochondrien {berpriift werden. Alle 120 Sekunden wird Ca%* (10 pM)
appliziert und die extramitochondriale Ca®*-Konzentration gemessen. Je
schneller die extramitochondriale Ca?*-Konzentration sinkt, umso effek-
tiver wird das Ca* in die Mitochondrien aufgenommen. Cyclosporin A
(CsA) verhindert die Offnung der PTP und sorgt fiir eine Ca?*-Aufnahme
der Mitochondrien Ulber die physiologische Retentionskapazitdt hinaus.
Die kardialen Mitochondrien der Crtc1”- Mause scheinen Ca?* effektiver
aufzunehmen als die der Wildtypmause, es wurde aber kein Unterschied
zwischen den Genotypen gemessen (Abbildung 2.17).
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Calcium-Aufnahme
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Abbildung 2.17.: Calciumretentionskapazitdt von kardialen Mitochondrien aus Crtc1”” Mausen.
Relatives Fluoreszenzsignal (F/Fo) stellt tiber die Zeit extramitochondriale Calciumkonzentrationen nativer
(basal) und mit Cyclosporin A (CsA) behandelter Mitochondrien dar. Alle 120 Sekunden wurde Calcium
(10 uM) zugefihrt. Dargestellt als Mittelwert+SEM; Anzahl der Mause n=6.

Redoxstatus

Bei Herzinsuffizienz fihrt die Unfiahigkeit der Mitochondrien, reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) effizient zu eliminieren zu einem schadigenden
Uberfluss an ROS [187]. NADH/NADPH und FAD kénnen zur Abschitzung
des allgemeinen Oxidationsstatus einer Zelle herangezogen werden. Da
beide Komponenten autofluoreszierend sind, NADH/NADPH abnehmend
bei Oxidation, FAD zunehmend bei Oxidation, kdnnen sie ohne Fluores-
zenzfarbstoff direkt gemessen werden. Bei einem Stressprotokoll unter
Zugabe von Isoprenalin wurde NAD(P)H vermehrt oxidiert, erreichte nach
180 Sekunden Stimulation jedoch wieder den Ausgangswert. FAD lag un-
verandert vor. Zwischen Crtc1” - und Wildtypmaus-Kardiomyozyten wur-
den keine Unterschiede gemessen (Abbildung 2.18a).

Das Verhaltnis von NAD(P)H/FAD kann als sensitiver und ratiometrischer
Index des mitochondrialen Redoxstatus dargestellt werden. Hier zeigte
sich eine transiente Verschiebung in Richtung Oxidation wahrend erhoh-
ter Arbeitslast, welche am Ende der Stimulation wieder auf die Ausgangs-
werte zuriickging. Dies war bei Crtc17- und Wildtypmausen nicht unter-
schiedlich (Abbildung 2.18b).
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Abbildung 2.18.: Redoxstatus von isolierten Kardiomyozyten aus Crtc1”" Mzusen wihrend erhdhter
Arbeitslast.

(a) Prozentuale Angabe der Autofluoreszenz von NAD(P)H und FAD zur am Ende jeder Messung mit FCCP
und CN kalibrierten NAD(P)H und FAD Gesamtmenge. (b) Verhaltnis von NAD(P)H zu FAD als ratiome-
trischer Indikator des mitochondrialen Redoxstatus. Dargestellt als Mittelwert+SEM; Anzahl der Mause
n=4.
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2.2. Mitochondrienphysiologie

Membranpotential

Das mitochondriale Membranpotential ist kritisch fiir die ATP Produktion
und fiir das Uberleben der Zelle. Das Gleichgewicht des Membranpoten-
tials ist sensibel reguliert.

Die Messungen des mitochondrialen Membranpotentials ergaben (ber
den gesamten Verlauf der Messung in beiden Versuchsgruppen nahezu
konstant gleiche Werte; auch bei Erhéhung der Arbeitslast der Kardio-
myozyten durch Stimulation bei 5 Hz und Zugabe von Isoprenalin (Abbil-
dung 2.19a).

Unter Zugabe von FCCP und Oligomycin kann das Membranpotential nicht
durch ATP aufrechterhalten werden und sinkt von einem Maximalwert
auf einen Minimalwert ab. Der Maximalwert scheint bei Crtc17" Mé&u-
sen leicht erhéht, insgesamt wurden keine Unterschiede bei der Spann-
breite des Membranpotentials zwischen den Genotypen gemessen (Ab-
bildung 2.19b).
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Abbildung 2.19.: Membranpotential AWy, isolierter kardialer Mitochondrien aus Crtc1”- Mausen.

(a) Relatives Fluoreszenzsignal (F/Fo) wahrend erhohter Arbeitslast (5 Hz und Isoprenalin) bezogen auf
Fluoreszenzintensitat (Fo) unter Basalbedingungen (0,5 Hz) zu Beginn der Messung. (b) Maximales Mem-
branpotential (Max), minimales Membranpotential nach FCCP und Oligomycin Behandlung (Min) und die
Membranpotentialveranderung (Delta) von isolierten kardialen Mitochondrien von Crtc17" Miusen ver-
glichen mit ihren Wildtypgeschwistertieren. Dargestellt als Mittelwert+SEM; Anzahl der Mause n=2-3.
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2.3. Regulation des S1P-Systems

In einem zweiten Projektteil wurde ein Zusammenhang zwischen CRTC1
und dem System des bioaktiven Lipids Sphingosin-1-Phosphat (S1P) un-
tersucht. S1P wird tGber zwei Isoformen der Sphingosinkinase (SPHK1 und
SPHK2) synthetisiert und kann in kardiovaskuldaren Geweben an drei ver-
schiedene Rezeptoren binden. S1P aktiviert CREB [121], welches wieder-
um selbst die SPHK2 reguliert [125]. Theoretisch wéare ein Zusammenhang
zwischen S1P, welches unter anderem essenziell flir Revaskularisierung
nach GefdaBverletzungen ist, und der ausbleibenden Fibrose in Crtcl””
Mausen moglich. Moglicherweise ist dies auf eine verminderte tissue in-
hibitor of metalloproteinases 4 (Timp4) mRNA Expression zuriickzufiih-
ren. In verschiedenen Geweben werden TIMPs durch S1P aktiviert [120].
Um Zusammenhange der gegenseitigen Regulation und Involviertheit von
CRTC1 zu Giberprifen, wurden mRNA Daten erhoben und Promotor Unter-
suchungen durchgefiihrt.

2.3.1. GefdBverletzung

In der Arbeitsgruppe von Dr. Ginter Daum (Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf, Deutschland) wurden bei Wildtypmausen und Mau-
sen mit globalem S1P Rezeptor 3 knockout (S1pr37) jeweils die linke Ar-
teria carotis ligiert und nach 4, 7 und 14 Tagen beide Carotisarterien ent-
nommen und mRNA isoliert. Die Crtc1, Crtc2 und Crtc3 mRNA Expressi-
on wurde mittels RT-qPCR gemessen. In den Carotisarterien sowohl der
Wildtyp- wie auch der S1pr37- Mause wurde unabhingig von der Dauer
der Ligation eine verminderte mRNA Expression aller Crtc Isoformen ge-
messen. Zwischen den Genotypen wurden keine Unterschiede gemessen
(Abbildung 2.20).
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Abbildung 2.20.: Crtc mRNA Expression in Slpr3'/' und Wildtypmausen nach Ligatur der Arteria carotis.
Quantitative (a) Crtcl, (b) Crtc2 und (c) Crtc3 mRNA Expression bezogen auf Gnas in ligierten Carotisar-
terien (Ligatur) von Wildtyp (WT) und Slpr3'/' Mausen verglichen mit den nicht ligierten Carotisarterien
(Kontrolle) derselben Mause wurde mittels RT-gPCR gemessen und mit der AACt-Methode berechnet. An-
gegeben sind die Werte von 10 gepoolten Mausen; dargestellt als Mittelwert+SEM; *p<0,05 WT Ligatur
vs. WT Kontrolle, +p<0,05 Slpr3'/' Ligatur vs. Slpr3'/' Kontrolle; Student t-Test; n=3/30.
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2.3.2. S1P Rezeptor Expression

Um die Zusammenhange zwischen der mRNA Expression der S1P Rezep-
toren (S1pr) und CRTC1 auf transkriptioneller Ebene zu erforschen, wurde
die S1pr Expression in den Herzen und in den Aorten von Crtc17- Mausen
gemessen. Die mRNA Expression der S1P Rezeptoren 1, 2 und 3 ist un-
verdndert in den ganzen Herzen (Abbildung 2.21) sowie in der thorakalen
Aorta (Abbildung 2.22) von Crtc1”- Mausen verglichen mit ihren Wildtyp-
geschwistertieren.
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Abbildung 2.21.: S1pr mRNA Expression in den Herzen der Crtc1”” Miuse.

Quantitative (a) S1pri, (b) S1pr2 und (c) S1pr3 mRNA Expression bezogen auf Gnas im Herzgewebe von
Crtc1”" Miusen verglichen mit Wildtypmausen (WT) wurde mittels RT-qPCR gemessen und mit der AACt-
Methode berechnet. Dargestellt als Mittelwert+SEM; die Anzahl der Mause ist in den Balken angegeben.
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Abbildung 2.22.: S1pr mRNA Expression in den Aorten der Crtc1”” Méuse.

Quantitative (a) S1pr1, (b) S1pr2 und (c) S1pr3 mRNA Expression bezogen auf Gnas in thorakalen Aor-
ten von Crtc1”” Mausen verglichen mit Wildtypmausen (WT) wurde mittels RT-gPCR gemessen und mit
der AACt-Methode berechnet. Dargestellt als Mittelwert+SEM; die Anzahl der Mause ist in den Balken
angegeben.

2.3.3. Promotor Untersuchungen

Um den Einfluss der Transkriptionsfaktoren CREB und CRTC1 auf die Ex-
pression der Sphingosinkinase 1 (SPHK1) und des S1P Rezeptor 3 (S1PR3)
zu untersuchen, wurden Promotor-Luciferase-Reportergen Analysen und
eine Chromatin-Immunprézipitation durchgefiihrt.

Transkriptionelle Aktivitat des SPHK1 und S1PR3 Promotor

Fiir den Luciferase Assay wurden HEK293T Zellen mit Plasmiden transfi-
ziert, die das Luciferasegen unter der Kontrolle des zu untersuchenden
Promotors enthalten. Eine Behandlung dieser Zellen mit Forskolin akti-
viert den cAMP-Signalweg. In diesen Reportergenassays ist eine verstark-
te Luciferaseaktivitdt aufgrund einer erhéhten Transkription ein MaR fir
eine Erhohung der transkriptionellen Aktivitat des zu untersuchenden
Promotors.

Zunachst wurde untersucht, ob Forskolin in der HEK293T Zelllinie die
CRE-abhédngige Gentranskription steigert. Dazu wurde in HEK293T Zel-
len ein Plasmid transfiziert welches das Glihwirmchen Luciferasegen un-
ter der Kontrolle des minimalen Herpes-Simplex-Virus-Thymidin-Kinase
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(HSV-TK) Promotors (-81 bis +58 bp) und vier Kopien des CRE Ratten-So-
matostatinpromotors enthalt (Abbildung 2.23a). Zur Kontrolle der Trans-
fektionseffizienz wurde gleichzeitig ein Plasmid mit dem Grin-fluores-
zierenden-Protein (GFP) unter der Kontrolle des Cytomegaloviruspromo-
tors (CMV) kotransfiziert. Diese Zellen wurden mit Forskolin zur cAMP-Si-
gnalweg Aktivierung behandelt. AuRerdem wurde ein Calcium-lonophor
(A23187, Calcimycin) verwendet um Calcium-abhangige Signalwege zu
aktivieren.

Forskolin und Calcimycin erhéhten die CRE-abhangige Gentranskription
(Abbildung 2.23b). In einem weiteren Experiment wurde die Aktivierung
durch Forskolin zusammen mit Calcimycin getestet. Die relative Lucifera-
se Aktivitat ist deutlich erhdht bei der gemeinsamen Behandlung (Abbil-
dung 2.23c).

AnschlieBend wurde in HEK293T Zellen ein Plasmid transfiziert wel-
ches das Glihwiirmchen Luciferasegen unter der Kontrolle des humanen
Sphingosin Kinase 1 (SPHK1) Promotors enthélt. Das Promotorkonstrukt,
beschrieben von Anelli et al. [8] wurde zur Verfligung gestellt von Dr. Igor
Prudovsky (Maine Medical Center Research Institute, USA). Die Promo-
torsequenz enthélt eine CRE Teilsequenz, die als potenzielle Bindungstelle
fiir CREB dienen kann (Abbildung 2.24a). Zur Kontrolle der Transfektions-
effizienz wurde gleichzeitig ein Plasmid mit GFP kotransfiziert. Diese Zel-
len wurden mit Forskolin, S1P und Calcimycin behandelt. Da das Serum in
den Zellmedien S1P enthalten kann, wurden die Versuche an Zellen unter
Serumentzug durchgefiihrt. Zur Kontrolle wurden die Zellen mit den je-
weiligen Losungsmitteln der Substanzen behandelt. Die Behandlung mit
S1P, Forskolin und/oder Calcimycin steigerte die SPHK1-Promotor abhan-
gige Gentranskription nicht (Abbildung 2.24).

In einem weiteren Versuch wurden Zellen mit einem Plasmid mit dem
Gaussia Luciferasegen unter der Kontrolle des humanen S1P Rezeptor 3
(51PR3) Promotors transfiziert. Die Promotorsequenz enthéalt neun CRE
Teilsequenzen, welche als potenzielle Bindungstellen fiir CREB dienen
konnen (Abbildung 2.25a). Dieses Plasmid enthélt als interne Kontrolle
fiir die Transfektionseffizienz die Sequenz fiur die Alkalische Phosphatase

70



2.3. Regulation des S1P-Systems

(a)
HSV-TK Promaotor
—{cae[cre [ cre [ cre [ [ Tucferase |—
-81 +1 +58
(b) (c)

¥ 1000~ . ¥ 4000+
S 800 5 *
£ £

< <

o 600+ o

(%] w

8 g

£ 4200 £

] % ]

3 3

) -

g 2001 P

F s

¢ O & PO O
60\\ @‘" TN 'bQ. @
$°o Q @ ¢

Abbildung 2.23.: CRE-abhéngige Transkription in HEK293T Zellen durch Forskolin und Calcimycin.

(a) Ein Luciferase-Reportergen unter der Kontrolle des Herpes-Simplex-Virus-Thymidin-Kinase (HSV-TK)
Genpromotors (-81 bis +58 bp) und vier Kopien des CRE Ratten-Somatostatinpromotors wurde zusam-
men mit dem Expressionsplasmid fiir das Griin-fluoreszierende-Protein (GFP) transient in HEK293T Zel-
len kotransfiziert. Die Zellen wurden 6 Stunden vor der Ernte mit Forskolin (FSK; Endkonzentration 10 uM)
und/oder mit Calcimycin (Ca; Endkonzentration 50 nM, 500 nM und 5 uM) behandelt. Zur Kontrolle dien-
ten unbehandelte (Kontrolle) beziehungsweise mit dem Losungsmittel (DMSO) behandelte Zellen. (b, c)
Quantitative Auswertung zeigt die relative Luciferase Aktivitat zur Lichtintensitat von GFP bezogen auf
die Kontrolle. Dargestellt als Mittelwert+SEM von jeweils drei unabhangigen Experimenten mit Doppel-
bestimmungen. *p<0,05 vs. DMSO; Student t-Test.

(secreted alkaline phosphatase, SeAP) unter Kontrolle des konstitutiv ak-
tiven Cytomegalievirus (CMV) Promotors. Die Zellen wurden mit Forskolin
und Calcimycin behandelt. Da die Gaussia Luciferase zu Gber 95 % sezer-
niert wird [14], konnen mehrmals Proben von demselben Well enthom-
men werden, da die Zellen nicht abgeschabt werden miissen. Eine Stun-
de nach Behandlungsbeginn konnte eine erhdhte Luciferase Aktivitat bei
der Behandlung mit S1P gemessen werden. Nach sechs Stunden war die
Luciferase Aktivitdt nach der Behandlung mit Calcimycin erhoht (Abbil-
dung 2.25).
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Abbildung 2.24.: SPHK1 Promotoraktivitat.

(a) Ein Luciferase-Reportergen unter der Kontrolle des Sphingosin Kinase 1 (SPHK1) Promotors [8] wurde
zusammen mit dem Expressionsplasmid fur das Grin-fluoreszierende-Protein (GFP) transient in HEK293T
Zellen kotransfiziert. Die Zellen wurden 6 Stunden vor der Ernte behandelt mit Sphingosin-1-phosphat
(S1P; Endkonzentration 0,3 uM, 1 uM und 3 pM), mit Forskolin (FSK; Endkonzentration 10 uM) oder mit
Calcimycin (Ca; Endkonzentration 5 uM). Zur Kontrolle dienten unbehandelte (Kontrolle) beziehungsweise
mit dem Lésungsmittel (DMSO+NaOH) behandelte Zellen. (b) Quantitative Auswertung zeigt die relative
Luciferase Aktivitat zur Lichtintensitat von GFP bezogen auf die Kontrolle. Dargestellt als Mittelwert+SEM
von jeweils drei unabhangigen Experimenten mit Doppelbestimmungen.
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Abbildung 2.25.: S1PR3 Promotoraktivitat.

(a) Ein Luciferase-Reportergen unter der Kontrolle des humanen S1P Rezeptor 3 (S1PR3) Promotors (-
1274 bis +158 bp) wurde transient in HEK293T Zellen transfiziert. Die Zellen wurden 1 und 6 Stunden vor
der Ernte mit Sphingosin-1-phosphat (S1P; Endkonzentration 1 pM), mit Forskolin (FSK; Endkonzentration
10 uM) oder mit Calcimycin (Ca; Endkonzentration 5 uM) behandelt. Zur Kontrolle dienten unbehandelte
(Kontrolle) beziehungsweise mit dem Losungsmittel (DMSO, NaOH) behandelte Zellen. (b) Quantitative
Auswertung zeigt die relative Luciferase Aktivitat zur Lichtintensitat von SeAP bezogen auf die jeweilige
Kontrolle. Dargestellt als Mittelwert+SEM von jeweils drei unabhéngigen Experimenten mit Doppelbe-
stimmungen. *p<0,05 S1P vs. NaOH; entspr. Ca vs. DMSO; Student t-Test.
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Chromatin-lmmunprazipitation

Durch eine Chromatin-Immunprazipitation mit Antikérpern gegen CRTC1
und CREB wurde die Bindung von endogenem CRTC1 und CREB an die
Promotoren der Sphingosinkinase 1 (kodiert durch Sphk1) und des S1P

Rezeptor 3 (kodiert durch S1pr3) in Mausherzen untersucht. Da IgG weder

an den Sphk1 Promotor noch an den S1pr3 Promotor bindet, wurde IgG

als Negativkontrolle verwendet.

Eine anschlieBende PCR mit entsprechenden Primern zeigte keine Bin-

dung von CRTC1 oder CREB an die Promotoren von Sphk1 oder S1pr3im
murinen Herzen (Abbildung 2.26 und 2.27).

Muriner Sphki Promotor

CRE Teilseq.
+894 bp +250 bp +1031 bp
Input Input  Anti Input  Anti

IgG Kontrolle Kontrolle CRTC1 Kontrolle CREB

137bp

Abbildung 2.26.: Rekrutierung von CRTC1 und
CREB an den murinen Sphk1 Promotor.

An Herzgewebe von Wildtypmausen wurde ei-
ne Chromatin-Immunpréazipitation mit Antikor-
pern gegen CRTC1, CREB sowie mit IgG als Nega-
tivkontrolle durchgefiihrt. Die erhaltene DNA wur-
de mittels PCR und Primern fiir den Sphk1 Promo-
tor amplifiziert.
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Abbildung 2.27.: Rekrutierung von CRTC1 und
CREB an den murinen S1pr3 Promotor.

An Herzgewebe von Wildtypmausen wurde ei-
ne Chromatin-Immunprazipitation mit Antikor-
pern gegen CRTC1, CREB sowie mit IgG als Nega-
tivkontrolle durchgefiihrt. Die erhaltene DNA wur-
de mittels PCR und Primern fir den S1pr3 Promo-
tor amplifiziert.



2.4. Kardialer Phdnotyp

2.4. Kardialer Phanotyp

Crtc1”- Mause wurden von Morhenn et al. [127] beziglich ihres kar-
dialen Phanotyps untersucht. Ergdnzend zur echokardiographischen Aus-
wertung wurde in dieser Arbeit die Kontraktilitit und das Ca*-Handling
der Kardiomyozyten untersucht. Zudem wurde auch in den fiir diese Ar-
beit untersuchten Mausherzen die CRTC Expression sowie phanotypische
Marker fir eine kardiale Hypertrophie Gberpruft.

2.4.1. Kontraktilitat

Ergdanzend zur bereits bekannten eingeschrankten kardialen Funktion
[127] wurde die Kontraktilitit isolierter Kardiomyozyten von Crtc1”~ Mau-
sen und Wildtypgeschwistertieren im Alter von 13 bis 16 Wochen gemes-
sen. Dies wurde in Kooperation mit der Gruppe von Prof. Christoph Maack
(Universitatsklinikum Wirzburg, Deutschland) untersucht. Dazu wurden
im vorher bereits beschriebenen Stressprotokoll (Kapitel 2.2.3 und siehe
auch Beschreibung im Methodenteil, Kapitel 5.2.2) die Sarkomerlénge ge-
messen und jeweils die diastolische und die systolische Sarkomerlange so-
wie die fraktionelle Sarkomerverkiirzung, die Zeit bis zur maximalen Sar-
komerverkiirzung, die Zeit bis zur 50 %igen Sarkomerrelaxation sowie die
Zeit bis zur 90 %igen Sarkomerrelaxation errechnet und verglichen. Die
Kardiomyozyten von Crtc17- Mausen zeigten keine verinderte Kontrak-
tilitat im Vergleich zu ihren Wildtypgeschwistertieren. Unter Isoprenalin-
einfluss war die Verkirzung der Sarkomere beider Genotypen in gleichem
Ausmal verstarkt (Abbildung 2.28).

Zur Uberpriifung der Erholung der Kardiomyozyten nach dem Stressproto-
koll oder ob sich Arrhythmien entwickeln, wurde im Anschluss die Anzahl
der Kontraktionen gemessen die auf einen Impuls folgen. Sowohl bei den
Crtc1” als auch bei Wildtypmausen wurde keine arrhythmische Kontrak-
tion festgestellt (Abbildung B.1 im Anhang).
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Abbildung 2.28.: Kontraktilitédt isolierter Kardiomyozyten von Crtc1/” Miusen.

Kardiomyozyten von Crtc1” und Wildtypma&usen (WT) zu Beginn unter Stimulationsfrequenz von 0,5 Hz;
anschlieRend Einwaschen von Isoprenalin (Iso 30 nM); Erhéhung der Frequenz auf 5 Hz und zuletzt Aus-
waschen von Isoprenalin und Senkung der Frequenz auf 0,5 Hz (Erholungsphase). (a) Diastolische (oben)
und systolische (unten) Sarkomerldnge. (b) Fraktionelle Sarkomerverkiirzung prozentual des Basalwertes.
(c) Zeit bis zur maximalen Sarkomerverkirzung. (d) Zeit bis zur 90 beziehungsweise 50 %igen Sarkomer-
relaxation. Dargestellt als Mittelwert+SEM; Anzahl der Mduse n=4.
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2.4. Kardialer Phdnotyp

2.4.2. Calcium-Handling

Bei der Entwicklung der hypertrophen Kardiomyopathie (HCM) spielt die
diastolische Dysfunktion eine entscheidende Rolle. Sie ist gekennzeich-
net durch eine erhohte myokardiale Aktivierung bei niedrigen diastoli-
schen Ca%*-Konzentrationen [162]. Ein abnormales Ca?*-Handling bei dia-
stolischer Dysfunktion kann durch B-adrenerge Stimulation verschlechtert
werden [190].

In Kooperation mit der Gruppe von Prof. Christoph Maack (Universitats-
klinikum Wiirzburg, Deutschland) wurde im Stressprotokoll (siehe Kapi-
tel 2.4.1) die intrazellulire Ca®*-Konzentration mit dem ratiometrischen
Farbstoff Indo-1 gemessen. Es wurde die diastolische Ca%*-Konzentration,
die systolische Ca?*-Konzentration, sowie die Amplituden der zytosoli-
schen Ca?*-Transienten der Kardiomyozyten beider Gruppen berechnet
und verglichen. Zwischen Crtc1”" und Wildtypméausen wurde kein Unter-
schied festgestellt (Abbildung 2.29).

Bei einem gestérten Ca%*-Handling scheint insbesondere eine erhdhte
Ca%*-Sensitivitit der Myofilamente eine Schliisselrolle in der Pathophy-
siologie der HCM zu spielen [162]. Das Verhaltnis von Sarkomerldange zu
intrazelluldrer Ca?*-Konzentration beziehungsweise Fraktionsverkiirzung
zu Ca®*-Amplitude kann einen Aufschluss (iber die Reaktivitit der Myo-
filamente bei entsprechender Ca2*-Konzentration geben. Crtc1”- Mause
zeigen im Vergleich zu ihren Wildtypgeschwistertieren keine veranderte
Ca%*-Sensitivitdt (Abbildung 2.30).
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Abbildung 2.29.: Calciumkonzentration in isolierten Kardiomyozyten von Crtc1” Mausen.
Kardiomyozyten von Crtc1”" und Wildtypmausen (WT) zu Beginn unter Stimulationsfrequenz von
0,5Hz; anschlieRend Einwaschen von Isoprenalin (Iso 30 nM); Erhéhung der Frequenz auf 5Hz und
zuletzt Auswaschen von Isoprenalin und Senkung der Frequenz auf 0,5Hz (Erholungsphase). (a) Sy-
stolische (oben) und diastolische (unten) Calciumkonzentration. (b) Calciumamplitude (systolische
Calciumkonzentration —diastolische Calciumkonzentration). (c) Zeit bis zur maximalen Calciumkonzentra-
tion. (d) Zeit bis zur 80 beziehungsweise 50 %igen Absenkung der Calciumkonzentration. Dargestellt als
Mittelwert+SEM; Anzahl der Mause n=2.
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Abbildung 2.30.: Calciumsensitivitat isolierter Kardiomyozyten von Crtc1”” Mausen.

Verhiltnis von Sarkomerlinge zu intrazellulirer Ca?*-Konzentration beziehungsweise Fraktionsverkiir-
zung zu Ca®*-Amplitude (vgl. Abbildungen 2.28 und 2.29) als MaR fiir die Calciumsensitivitit der Sarkome-
re von Crtc1”" und Wildtypmausen (WT). (a) Sarkomerlange gegen intrazelluldre Calciumkonzentration.
(b) Fraktionsverkirzung gegen Calciumamplitude. Dargestellt als MittelwertSEM; n=2.

2.4.3. Kardiale CRTC Expression

Zur Uberpriifung der kardialen CRTC Ausstattung wurde insbesondere die
Crtc mRNA Expression in Herzen von Crtc1”" und Mybpc3¥ Miusen ge-
messen sowie die CRTC1 und CRTC2 Proteinmenge. In den fiir diese Arbeit
untersuchten Herzen der Mybpc3¥ Mause wurde eine erhéhte Menge an
CRTC1 Protein gefunden (Abbildung 2.31).

Bei der Uberpriifung der anderen Crtc Isoformen in den Herzen der
Mybpc3¥ Miusen wurde eine erhohte Crtcl und Crtc3 Menge auf Tran-
skriptionsebene gemessen (Abbildung 2.32). Anders als in vorherigen Ar-
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Abbildung 2.31.: CRTC1 Proteinmenge in den Herzen von Mybpc3* Miusen.

CRTC1 Proteinmenge wurde mit einem Antikérper gegen CRTC1 im Immunoblot von Proben der Proteinly-
sate aus den Herzen von Mybpc3k’ und Wildtypmausen (WT) untersucht. (a) Reprasentativer Immunoblot.
(b) Quantitative Auswertung bezogen auf die Calsequestrin (CSQ) Menge. Dargestellt als Mittelwert+SEM;
*p<0,05; Student t-Test; die Anzahl der Mause ist in den Balken angegeben.

beiten wurde in den Herzen von Crtc17- Mausen eine erhéhte Menge an
Crtc2 und Crtc3 auf Transkriptionsebene im Vergleich zu ihren Wildtypge-
schwistertieren gemessen (Abbildung 2.33).

Die Proteinmenge von CRTC2 in den Herzen der M&use war unverandert
(Abbildung 2.34).

Die mRNA Expression von Crtc2 und Crtc3 in den Herzen der Crtc17~ Mau-
se und ihrer Wildtypgeschwistertiere wurde in Mausen verschiedenen Al-
ters Gberprift um altersabhédngige Unterschiede messen zu kénnen (Ab-
bildung 2.35). Bezogen auf die jeweils jingere Gruppe an Tieren war die
Crtc3 mRNA Expression in den Wildtypmé&usen im Alter von 10-13 Wo-
chen erhéht und die Crtc2 und Crtc3 mRNA Expression vermindert in den
25-30 Wochen alten Mausen. Im Alter von 45-52 Wochen war die Crtc3
Expression erhoht. In den Herzen der Crtc1”/~ Miause bezogen auf die je-
weils jiingere Gruppe an Tieren war die Crtc2 mRNA Expression bei den
25-30 Wochen alten Mausen vermindert und die Crtc3 mRNA Expressi-
on in den 45-52 Wochen alten Mausen erhéht. Die Crtc2 und die Crtc3
Expression war erhoht in den Crtc17- Mausen im Vergleich zu ihren Wild-
typgeschwistertieren im Alter von 5-6 Wochen. Im Alter von 45-52 Wo-
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Abbildung 2.32.: Crtc mRNA Expression in den
Herzen von Mybpc3’“ Mausen.

Quantitative Crtcl, Crtc2 und Crtc3 mRNA Ex-
pression bezogen auf Gnas im Herzgewebe von
Mybpc3k’ Maéusen verglichen mit Wildtypmausen
(WT) wurde mittels RT-gPCR gemessen und mit
der AACt-Methode berechnet. Dargestellt als Mit-
telwert+SEM; *p<0,05; Student t-Test; die Anzahl
der Mduse ist in den Balken angegeben.
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Abbildung 2.33.: Crtc2 und Crtc3 mRNA Expressi-
on in den Herzen von Crtc1”- Musen.
Quantitative Crtc2 und Crtc3 mRNA Expression be-
zogen auf Gnas im Herzgewebe von Crtc1”” Méu-
sen verglichen mit ihren Wildtypgeschwistertie-
ren (WT) wurde mittels RT-gPCR gemessen und
mit der AACt-Methode berechnet. Dargestellt als
Mittelwert+SEM; *p<0,05; Student t-Test; die An-
zahl der Mause ist in den Balken angegeben.
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Abbildung 2.34.: CRTC2 Proteinmenge in den Herzen von Crtc1”” und Mybpc3“ Madusen.

CRTC2 Proteinmenge wurde mit einem Antikdrper gegen CRTC2 im Immunoblot von Proben der Prote-
inlysate aus den Herzen von Crtc1”", Mybpc3k" und Wildtypma&usen (WT) untersucht. (a) Reprasentativer
Immunoblot. (b) Quantitative Auswertung bezogen auf die Calsequestrin (CSQ) Menge. Dargestellt als
Mittelwert+SEM; die Anzahl der Mause ist in den Balken angegeben.
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chen war die Crtc2 Expression in den Herzen der Crtc1”" vermindert im
Vergleich zu gleichaltrigen Wildtypgeschwistertieren.
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Abbildung 2.35.: Crtc2 und Crtc3 mRNA Expression in den Herzen von crtc1”" und Wildtypmausen ver-
schiedenen Alters.

Quantitative (a) Crtc2 und (b) Crtc3 mRNA Expression bezogen auf Gnas im Herzgewebe von Crtc1”” Mau-
sen verglichen mit ihren Wildtypgeschwistertieren (WT) wurde mittels RT-qPCR gemessen und mit der
AACt-Methode berechnet. Dargestellt als Mittelwert+SEM; n=5-8; *p<0,05 vs. jeweils jingere WT Grup-
pe; +p<0,05 vs. jeweils jlingere Crtcl” Gruppe; ANOVA und Bonferroni-Test; #p<0,05 vs. jeweils gleich-
altrige WT Gruppe; Student t-Test.

2.4.4. Herz- und Korpergewicht

In dieser Arbeit sollte der Einfluss von CRTC1 auf die Veranderungen
des kardialen Stoffwechsels in Mausmodellen mit erhéhter CRTC1 Men-
ge (Mybpc3k Mause) mit den Auswirkungen eines totalen CRTC1 Man-
gels (Crtc1”- Mause) verglichen werden. Zur phanotypischen Beschrei-
bung dieser beiden Mausmodelle wurde Kérpergewicht, Herzgewicht und
Tibialdnge gemessen. Bei 5-6 Wochen alten Mausen ist eine kardiale
Hypertrophie in Mybpc3X Mausen bereits vorhanden (Abbildung 2.36a
und 2.36b). Sie haben zudem ein hoheres Korpergewicht als Wildtyp-
mause (Abbildung 2.36c). Bei Crtc17- Mausen ist dagegen noch keine
Hypertrophie messbar durch Vergleich der Koeffizienten aus Herzge-
wicht zu Korpergewicht beziehungsweise Herzgewicht zu Tibialange (Ab-
bildung 2.36a und 2.36b). Crtc17- Mause zeigen kein erhdhtes Korperge-
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wicht (Abbildung 2.36c).
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Abbildung 2.36.: Kardiale Hypertrophie von Crtc1”” und Mybpc3ki Mausen.

(a) Herzgewicht (HG) bezogen auf Kérpergewicht (KG) be2|ehungswe|se (b) bezogen auf die Tibialdnge (TL)
und (c) Kérpergewicht (KG) von 5-6 Wochen alten Crtc1”" und Mybpc3 Mausen im Vergleich zu Wildtyp-
mausen (WT) wurde als MaRB fir eine kardiale Hypertrophie bestimmt. Dargestellt als Mittelwert+SEM;
*p<0,05; ANOVA- und Tukey-Test; die Anzahl der Mause ist in den Balken angegeben.

Bei der Organentnahme fiir unter anderem die spatere mRNA- und Pro-
teinextraktion wurden ebenfalls das Kérpergewicht, Herzgewicht und die
Tibialange gemessen. So konnte die Hypertrophieentwicklung Gberprift
werden.

Bei den fir diese Arbeit dlteren untersuchten Mausen wurden bei den
Koeffizienten fiir das Mal} der kardialen Hypertrophie keine Unterschiede
gemessen (Abbildung 2.37).

Andere Arbeitsgruppen beobachteten ein erhohtes Koérpergewicht bei
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Abbildung 2.37.: Kardiale Hypertrophie von Crtc1”" Mausen verschiedenen Alters.

(a) Herzgewicht (HG) bezogen auf Kérpergewicht (KG) beziehungsweise (b) bezogen auf die Tibialdnge
(TL) von 5-6, 10-13, 25-30 und 45-52 Wochen alten Crtc1”" Mausen und ihren Wildtypgeschwistertieren
(WT) wurde als MaR fur eine kardiale Hypertrophie bestimmt. Dargestellt als Mittelwert+SEM; die Anzahl
der Mdause ist in den Balken angegeben.

Crtc1”- M3usen im Vergleich zu ihren Wildtypgeschwistertieren [5] [22]
beziehungsweise eine erhdhte Gewichtszunahme [154]. Zur Uberpriifung
wurden die Korpergewichte der geopferten Mause verglichen. Im Ver-
gleich von Crtc1”- Mausen zu ihren gleichaltrigen Wildtypgeschwister-
tieren wurden keine Unterschiede im Korpergewicht gemessen (Abbil-
dung 2.38a). Auch bei der Uberpriifung der Verdnderung der Gewichts-
zunahme (A Gewichtszunahme) sind keine Unterschiede erkennbar (Ab-
bildung 2.38b).
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Abbildung 2.38.: Kérpergewicht von Crtc1”" Mausen verschiedenen Alters.

(a) Kérpergewicht der Crtc1”* Mause und ihrer Wildtypgeschwistertiere (WT). Dargestellt als Mittel-
werttSEM; die Anzahl der M&use ist in den Balken angegeben. (b) A der Gewichtszunahme (Kérperge-
wichtszunahme verglichen mit der jingsten Gruppe) der Crtc1”” Mause und ihrer Wildtypgeschwister-
tiere (WT). Dargestellt als Mittelwert+SEM; n=5-16.
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3. Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Wirkung von CRTC1 im murinen Herzen unter-
sucht. Im Besonderen wurde der Effekt eines CRTC1 Mangels auf den kar-
dialen Stoffwechsel und die Mitochondrienbiogenese bei der Entwicklung
einer Hypertrophie untersucht. Global Crtc1-defiziente (Crtc17") Mause
wurden mit Mybpc3 Knock-in (Mybpc3X) Mausen, die erhdhte CRTC1-
Proteinmengen im Herzen zeigen, verglichen. Die hypertrophe Kardio-
myopathie der Mybpc3X Mause wurde von Nicolas Vignier und Saskia
Schlossarek et al. beschrieben [186]. Bei Crtc17- Miusen im Alter von 10-
13 Wochen fanden Morhenn et al. eine kardiale Hypertrophie, gemessen
durch ein erhdhtes Verhaltnis von Herzgewicht zu Kérpergewicht sowie
Herzgewicht zu Tibialange [127]. Der transkriptionelle Stoffwechselstatus
beider Mauslinien wurde im Alter von 5-6 Wochen verglichen.

Die mRNA Expression von Genen den Metabolismus betreffend war in
Herzen von Crtc17- Mausen groRtenteils unverandert im Vergleich zu
ihren Wildtypgeschwistertieren. Die Phosphorylierung der Acetyl-CoA-
Carboxylase (ACC) als indirektes MaR fiir die AMP-abhdngige Proteinki-
nase (AMPK)-Aktivitdt war in den Herzen von Crtc1”~ und Mybpc3¥ Mau-
sen nicht unterschiedlich. Den Fettsdurestoffwechsel betrachtend war die
Carnitin-Palmitoyltransferase-1b (CPT-1b) Expression erhoht, obwohl CPT-
1b unter anderem durch den Peroxisom Proliferator-aktivierten Rezeptor
a (PPARa) induziert wird und die Ppara Expression vermindert war, so-
wohl in Mybpc3¥ Mausen im Alter von 5-6 Wochen als auch bei Crtc17
Méusen im Alter von 25-30 Wochen. In den Herzen der Mybpc3 Méau-
se war die mRNA Expression von Genen den Glucosestoffwechsel betref-
fend, des Glucosetransporter 4 (GLUT4) und der Pyruvatdehydrogenase
Phosphatase (PDP), verringert. Altersabhangig war zu beobachten, dass
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die mRNA Expression einiger notwendiger Gene fir einen hoheren En-
ergieumsatz (AMPK, GLUT4, Peroxisom Proliferator-aktivierter Rezeptory
Koaktivator 1-a (PGC-1a)) sowohl bei Crtc17 als auch bei Wildtypmausen
im Alter von 10-13 Wochen am hdochsten war. Der Sauerstoffverbrauch
kardialer Mitochondrien von Crtc17- Mausen war im Vergleich zu ihren
Wildtypgeschwistertieren unverdndert, sowohl unter Citratzyklus-Antrieb
als auch Fettsdure getriggert.

Die mRNA Expression von Genen essenziell fiir die Mitochondrienbioge-
nese waren in Herzen der Mybpc3X Mause verringert. Obwohl CRTC1 an
den murinen PGC-1a Promotor im Herzen rekrutiert wurde, wurde bei
Crtc1”7- Mausen keine veranderte mRNA oder Protein Expression von PGC-
la gemessen. Der mitochondriale Transkriptionsfaktor A (TFAM) wird
durch PGC-1a induziert und die kardiale Tfam mRNA Expression war bei
Crtc1”- Mausen erhdht. Die Expression der mitochondrialen NADH-Dehy-
drogenase 1 (MT-ND1) war in 45-52 Wochen alten Crtc1”" Mausen ver-
mindert. Marker fir fission und fusion waren unverandert in den Herzen
von Crtc1”- und Mybpc3¥ Mausen. Die Morphologie der Mitochondrien
aus linken Ventrikeln von Crtc17- Mausen war unauffallig. Ebenso wurde
keine veranderte mitochondriale Funktion festgestellt.

Morhenn et al. stellten bei Crtc1”- Mausen keine Fibrose bei gleichzeiti-
ger Entwicklung einer kardialen Hypertrophie und Dysfunktion fest [127].
Kardiovaskuldres Remodeling betreffend wurde in einem zweiten Pro-
jektteil nach einer GefaRverletzung von Carotisarterien eine verminder-
te Crtc mRNA Expression in den Carotisarterien gemessen. Untersuchun-
gen zur Regulation des Sphingosin-1-phosphat (S1P)-Systems zeigten ei-
ne unveranderte mRNA Expression der S1P-Rezeptoren sowohl in den
Herzen als auch in den thorakalen Aorten von Crtc1”~ Méausen vergli-
chen mit ihren Wildtypgeschwistertieren. Im Promotor-Luciferase-Repor-
tergen Assay konnte gezeigt werden, dass Forskolin und Calcimycin die
CRE-abhangige Gentranskription in HEK Zellen erhohen. HEK Zellen wur-
den daraufhin als geeignetes Modell fiir die Untersuchung der CRE-abhan-
gigen Gentranskription betrachtet. Eine Behandlung mit Calcimycin akti-
viert den humanen S1P-Rezeptor 3 Promotor (S1PR3), aber weder CREB
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noch CRTC1 wurden in Mausherzen an die Promotoren von S1PR3 oder
der Sphingosinkinase 1 (SPHK1) rekrutiert.

Bei der Uberpriifung der Kontraktionsfunktion wurde keine verdnderte
Kontraktilitdt der Kardiomyozyten von Crtc17~ Méausen gemessen. Das
Ca?*-Handling und die Ca%*-Sensitivitat der Crtc17- Kardiomyozyten zeig-
ten keine Veranderungen im Vergleich mit Kardiomyozyten der Wildtyp-
geschwistertiere. Anders als in vorherigen Arbeiten wurde in den Herzen
der Crtc1”7- Mause erhohte Crtc2 und Crtc3 mRNA Expression gemessen.
Im Alter von 45 bis 52 Wochen zeigten Crtc17- Mause hingegen eine ver-
minderte Crtc2 mRNA Expression. In den Herzen von Mybpc3% Mausen
wurden erh6hte CRTC1 Proteinmengen sowie eine erhéhte mRNA Expres-
sion gemessen. Mybpc3¥ Mause entwickeln sehr friih eine Hypertrophie
wahrend Crtc17- Mause im Alter von 5-6 Wochen noch keine Hypertro-
phie zeigten. Anders als in einer vorherigen Arbeit wurde hier auch zu spa-
teren Zeitpunkten keine Hypertrophie festgestellt. Die von anderen Grup-
pen beobachtete stirkere Gewichtszunahme der Crtc17- Mause konnte
hier nicht bestatigt werden.

3.1. Kardialer Stoffwechsel

Das Herz ist ein flexibles Omnivor, welches sowohl Fettsduren als auch
Kohlenhydrate zur ATP-Gewinnung verwenden kann, anders als zum Bei-
spiel das Gehirn, welches ausschlieflich Glucose als Substrat nutzen kann
[29]. Dennoch werden im gesunden, erwachsenen Herzen hauptséachlich
Fettsduren als Substrat und die Sauerstoff-abhangige B-Oxidation zur
Energiegewinnung verwendet [90]. In verschiedenen Zustdnden des
gestressten Herzens, zum Beispiel unter Hypoxie, Ischamie, Hypertrophie
oder Atrophie wird eine verstarkte Nutzung anaerober Stoffwechselwege
mit Glucose als hauptsdchlichem Energielieferanten beobachtet [148].
Dies geht einher mit einer Anderung des Expressionsmusters verschiede-
ner fur den Stoffwechsel relevante Gene, zum Teil zuriick zu einem fetalen
Expressionsmuster [175]. Rajabi et al. zeigen, dass ein transkriptioneller
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Regulationsmechanismus an der Re-Induktion eines fetalen Stoffwech-
selprogramms wahrend verschiedener Krankheitszustande des Myokards
beteiligt sein muss [148]. CRTC1 reguliert den Energiestoffwechsel im
Gehirn, und es gibt Hinweise auf eine CRTC1-abhdngige Regulation des
Stoffwechsels in Blut und Fettgewebe [152]. In dieser Arbeit wurde ein
moglicher Effekt von CRTC1 auf den kardialen Stoffwechsel und der
Einfluss auf die Entwicklung der Hypertrophie untersucht.

Ein moglicher Grund fiir eine Verschlechterung der Herzfunktion ist das
aus dem Energiegleichgewicht gebrachte hypertrophe Herz. Die vermin-
derte Nutzung von Fettsduren als Energielieferant wird als moglicher
Grund fir eine verringerte Energiebereitstellung des Herzmuskels und da-
mit als Pathomechanismus in der Entwicklung der Herzinsuffizienz dis-
kutiert. Kurzfristig scheint die Umstellung auf eine anaerobe Glucose-
basierte Energiebereitstellung als Reaktion auf zum Beispiel einen Myo-
kardinfarkt schiitzende Effekte zu haben, moglicherweise durch eine ver-
minderte Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und eine mo-
derate Kardiomyozytenproliferation [27]. Bezogen auf den Sauerstoffver-
brauch ist die Effizienz der Energiegewinnung groRer bei Verwendung von
Kohlenhydraten als Substraten als bei der Nutzung von Lipiden [93]. Bei
Hypertrophie ist zudem das Verhéltnis von Phosphokreatin (PCr) zu ATP
verringert, was mit einer schlechteren Prognose verbunden ist [132]. Eine
physiologische Herzfunktion ist mit ausgeglichenem Phosphokreatin zu
ATP Verhaltnis verbunden [94]. Die L-Arginin:Glycin-Amidinotransferase
(AGAT) katalysiert den ersten Schritt der Kreatinsynthese. Agat-defiziente
Mause zeigen im Herzen signifikante Unterschiede in der Expression von
Genen, die den kardialen Energiestoffwechsel, die kardiale Hypertrophie
und Fibrose, die Immunantwort und das Reizleitungssystem des Herzens
beeinflussen [75]. Crilley et al. untersuchten energetische Anomalien bei
Patienten mit genetischen Mutationen in den Genen fiir B-Myosin schwe-
re Kette, kardiales Troponin T oder MYBPC3. Die Autoren fanden bei al-
len Patienten, unabhangig von der jeweiligen Mutation, ein verminder-
tes PCr/ATP Verhaltnis im Herzmuskel; selbst ohne phanotypische Ausbil-
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dung einer Hypertrophie [40]. Die Autoren sehen darin eine Bestatigung
der Verbindung zwischen verandertem kardialen Energiehaushalt und der
Entwicklung der hypertrophen Kardiomyopathie (HCM). Unklar blieb al-
lerdings, ob der Phanotyp sich tatsachlich noch auspragt. Crtc1”" Mau-
se zeigten keine veranderte Agat mRNA Expression im Herzen; im Hippo-
campus von Crtc17- Mausen beobachteten Cherix et al. ein verringertes
Verhaltnis von Phosphokreatin zu Kreatin [35]. Die Crtc1 Deletion kdnnte,
ahnlich wie andere HCM-auslésende Mutationen, Anomalien im Energie-
haushalt hervorrufen die méglicherweise zur phdnotypischen Ausbildung
einer HCM beitragen.

Eine AMPK-induzierte Phosphorylierung fiihrt zur Retention von CRTC1
im Zytosol [144]. Die AMPK dient als Energiesensor der Zelle; das En-
zym wird aktiviert durch erhéhte AMP-Spiegel und aktiviert verschiede-
ne Stoffwechselwege um die ATP-Synthese zu steigern. Die AMPK ist ein
heterotrimeres Protein, bestehend aus je einer a-, - und y-Untereinheit.
Wiéhrend die a-Untereinheit die katalytische Untereinheit darstellt und
die B-Untereinheit vermutlich regulatorische Funktionen hat, ist die y-Un-
tereinheit der Ort der AMP-Bindung [197]. Dabei gibt es fiir jede Unter-
einheit verschiedene Isoformen, die zum Teil gewebsspezifisch exprimiert
werden [172] [179] [36]. Eine konstitutiv aktive AMPK durch Mutationen
im Gen der y2-Untereinheit verursacht eine Glykogenspeicherkrankheit,
die eine HCM imitiert [9]. Roberts et al. schlieRen daraus, dass sich die Pa-
thogenese und der pathologische Phanotyp bei sarkomerischer und nicht-
sarkomerischer HCM unterscheiden, obwohl der Brutto-Herz-Phanotyp
dhnlich erscheint [151]. Kim et al. beobachteten ebenfalls eine hypertro-
phe Kardiomyopathie aufgrund einer y2-Mutation, allerdings unabhangig
vom Glykogenvorkommen [87]. Bei Mausen ist die y2-Untereinheit stark
exprimiert im fetalen Herzen, die Expression nimmt nach der Geburt ab
und steigt bei Herzhypertrophie und Herzinsuffizienz an [88]. Diese Beob-
achtung stimmt mit der Theorie der Riickkehr zu einem fetalen Expressi-
onsmuster Gberein. Mutationen im Gen der y2-Untereinheit der AMPK
treten bei HCM Patienten auf und unterstiitzen die These, dass HCM-
Myokard eine veranderte AMPK-Sensitivitat aufweist [101] und dadurch
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eine ausreichende Versorgung mit ATP nicht erfolgen kann [19]. Aufgrund
der besonderen Relevanz der y2-Untereinheit fir die Entwicklung der
HCM wurde diese fur die mRNA-Expressionsuntersuchungen als Ziel aus-
gewahlt. Die mRNA Expression der y2-Untereinheit der AMPK (Prkag2)
war in den Herzen der Crtc1”- und Mybpc3¥ Méause unverandert, wih-
rend in den Herzen der Mybpc3 Mause konsistent mit anderen Studien
eine Tendenz zu einer erhohten AMPK-Aktivitat, gemessen als Phospho-
rylierung von ACC, beobachtet wurde (p=0,0589). Moglicherweise kdnnte
eine erhdhte AMPK-Aktivitit in den Herzen der Mybpc3¥ Mause vermehrt
CRTC1 hemmen und so eine verstarkte CRTC1-Wirkung durch die erhéhte
CRTC1 Menge ausgleichen.

Mitochondriale ROS kbnnen ebenfalls die AMPK aktivieren, welche durch
Phosphorylierung von PGC-1a eine antioxidative Reaktion auslést, die
die Produktion mitochondrialer ROS begrenzt [146]. Moglicherweise
erhdlt eine AMPK-Aktivierung so nicht nur die Energiehomdostase,
sondern verbessert Gber PGC-1a auch die Mitochondrienfunktion [189].
Bei beeintrachtigter Glucoseverwertung, zum Beispiel bei diabetischer
Kardiomyopathie, scheint die AMPK-Aktivierung fiir eine Anpassung der
Energiegewinnung zu sorgen [84]. Insgesamt konnte die AMPK-Aktivie-
rung im erkrankten Herzen ein Kompensationsmechanismus sein, der
vor Energiemangel schiitzt. Moglich ist gleichzeitig, dass eine dauerhaft
erhohte Fettsdureoxidation bei kardialem Stress, ausgelost durch die
aktive AMPK und die damit verbundene verminderte Glucoseverwertung,
auch negative Effekte auf die Entwicklung einer Hypertrophie und die
kardiale Funktion haben kann [44].

Bei dem Ubergang des kardialen Stoffwechsels von der fetalen zur adulten
Form spielt PPARa eine entscheidende Rolle [104]. Langkettige Fettsauren
binden und aktivieren PPARa welches die Expression mehrerer Gene re-
guliert, welche die Fettsdureaufnahme und -oxidation kontrollieren, un-
ter anderen CPT-1b. PPARa ist auRerdem ein Schliisselfaktor bei der tran-
skriptionellen Regulierung der Substratpraferenz im Herzen [175]. Wie in
anderen Untersuchungen zu kardialer Hypertrophie [157] war die Ppara
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mRNA Expression in Herzen der Mybpc3% Mause verringert. Paradoxer-
weise war aber die Cpt1b Expression erhoht. Dies war ebenfalls der Fall
bei dlteren Crtc1”7- Mausen (25-30 Wochen). Sharma et al. konnten zeigen,
dass in diabetischen Rattenherzen die Bindung von PPARa an den CPT-1b
Promotor erhéht war und dadurch ebenfalls die CPT-1b Expression, ob-
wohl die Proteinmenge von PPARa unverdandert war [163]. Die Menge
von PPARa entspricht also nicht zwingend der Aktivitat und eine Rekru-
tierung an den Promotor unabhangig von der totalen Menge kdnnte die
erhdhte Cpt1b mRNA Expression in den Herzen der Crtc1”- und Mybpc3¥
Mause erklaren. Auch moglich ware eine PPARa-unabhangige Steigerung
der Transkription durch andere Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel
signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) [191]. Wahrend
eine verstarkte CPT-1b-Aktivitdt grundsatzlich die Susbtratverfiigbarkeit
flr die B-Oxidation erhéht, kann sie abhangig von der HCM-Form negati-
ve Auswirkungen auf die Herzfunktion haben. Eine Hemmung der CPT-1b-
Aktivitat verbessert zum Beispiel die kardiale Funktion bei lipotoxischer
Kardiomyopathie in adipésen Mausen [201].

Im gestressten beziehungsweise erkrankten Myokard sind sowohl Gene
fiir den Fettsaurestoffwechsel als auch fiir den Glucosestoffwechsel run-
terreguliert [148]. Fiir den aeroben Glucosestoffwechsel und den Uber-
gang von der Glycolyse zum Citratzyklus ist die Aktivitat der Pyruvatde-
hydrogenase (PDH) notwendig. Sie wird durch die PDP aktiviert. Eine er-
hohte PDP-Aktivitat fihrt zu verminderter mitochondrialer Funktion [68].
Da die regulatorische Untereinheit der PDP in einer mRNA-Seg-Analyse
der Crtc1”/~ Mause erhdht war (unveréffentlicht), wurde in dieser Arbeit
die Expression der Pdpr untersucht. Bei 5-6 Wochen alten Crtc1”~ M&u-
sen wurde die im Vergleich zu den Wildtypgeschwistertieren héhere mR-
NA Expression bestatigt. Bei dlteren Mausen wurden keine Unterschiede
festgestellt, lediglich bei den 25-30 Wochen alten Crtc1”7~ Mausen war ei-
ne Tendenz zu einer erhdhten Pdpr Expression erkennbar (p=0,0587). Bei
Herzinsuffizienz im Endstadium konnten Sheeran et al. eine erhohte PDH-
Aktivitat beobachten, ausgeldst durch eine starkere Expression von PDH-
Proteinen und eine verminderte Expression der Pyruvatdehydrogenase
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Kinase 4 (PDK4) [164]. Sie vermuten darin eine Erleichterung des Gluco-
sestoffwechsels angesichts anderer versagender bioenergetischer Pfade
bei Herzversagen. Diese Ergebnisse deuten jedoch darauf hin, dass eine
Regulation der PDH-Aktivitat eher abhangt von einer verminderten PDK-
Aktivitat als von einer erhdhten PDP-Aktivitat. Der Einfluss von CRTC1 auf
die PDP konnte dementsprechend weniger relevant sein als die Regulati-
on der PDK-Aktivitat fur den Glucosestoffwechsel.

Die Glucoseaufnahme im Herzen wird insbesondere reguliert durch
den Insulin-unabhangigen Glucosetransporter GLUT1 und den Insulin-
abhangigen Glucosetransporter GLUT4. Die mRNA Menge von Glut4 sinkt
in kranken Herzen verglichen mit gesunden, adulten Herzen auf ein dhn-
liches Level wie im fetalen Herzen [150]. Fiir die Expression von Glutl
gibt es widersprichliche Veroffentlichungen, die eine gleichbleibende
[148] oder ebenfalls verringerte Glut1 Expression zeigen [150] in erkrank-
ten und fetalen Herzen verglichen mit gesunden, adulten Herzen. Mog-
licherweise spielt eine unterschiedliche Insulinsensitivitat bei der GLUT-
Ausstattung eine Rolle. Insulin steigert die Expression von GLUT1, aller-
dings bleibt der Effekt aus bei erhohter Glucoseverfiigbarkeit [103]. Bei
Typ-2-Diabetes, gekennzeichnet durch erhéhte Insulinspiegel und eine
periphere Insulinresistenz, ist die GLUT1- und GLUT4-Menge im Herzen
reduziert [78]. HCM-Patienten zeigen erhdhte Insulinspiegel und eine In-
sulinresistenz [128]. Auswirkungen einer sinkenden Insulinsensitivitat und
eines erhohten kardialen Energiebedarfs kdnnten, je nach Stadium, ent-
gegengesetzte oder sich verstarkende Effekte auf die GLUT-Ausstattung
haben. Dabei bleibt offen, ob die Entwicklung einer HCM direkten Ein-
fluss auf die GLUT-Ausstattung hat und diese zur Entwicklung eines Typ-2-
Diabetes beitrigt oder andersherum. In den Herzen der Mybpc3X Mause
wurde eine verringerte Glut4 und eine gleichbleibende Glutl Expression
gemessen. Bei Herzinsuffizienz wird die kardiale Funktion und der Gluco-
sestoffwechsel verbessert durch die Aktivierung von AMPK und Hochre-
gulierung von GLUT1. Ein knockdown von GLUT1 hingegen beeintrachtigt
die systolische und diastolische Funktion isolierter Kardiomyozyten [76].
In murinen embryonalen Stammzellen wird die GLUT1 Expression PKA-
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abhangig erhoht, durch Bildung des CREB/CBP/CRTC2 Komplexes [89].
Auch in der Sequenz des GLUT4 Promotors gibt es eine CRE-Sequenz, die
Expression ist durch CREB aktivierbar [7]. In Adipozyten wird GLUT4 durch
CRTC2 und CRTC3 reguliert (CRTC1 wurde nicht untersucht) [67]. Cherix et
al. beobachteten im Hippocampus von Crtc1”- Mausen einen verringerten
Glucose-Verbrauch allerdings ohne basale Anderung der Glut1 oder Glut4
MRNA Expression. Diese Mause zeigen nach 18 Wochen sozialer Isolation
eine verringerte mRNA Expression von Glut4 im Vergleich zu Wildtypmau-
sen, aber unverdanderte Glut1 und Glut3 mRNA Mengen [35]. Das Hirn ist
glucosepflichtig mit GLUT1 und GLUT3 als vorherrschenden Glucosetrans-
portern [174]. Bei depressivem Verhalten und Fettleibigkeit tritt aber eine
verringerte Aktivierung von GLUT4 im Gehirn auf, vermutlich durch eine
verminderte Insulin-Sensitivitat [60]. Einen ahnlichen Phanotyp beobach-
ten andere Gruppen bei CRTC1-Deletion: depressiv-dhnliches Verhalten,
erhohtes Korpergewicht und eine erhéhte Leptin-Konzentration, Insulin-
Resistenz und Glucose-Intoleranz [5] [22] [23] [86] [35]. Trotz der Modula-
tion des peripheren Glucosestoffwechsels durch CRTC1 [85] und Hinwei-
sen auf eine CRTC-abhédngige GLUT Regulierung, war die kardiale mRNA
Expression von Glutl und Glut4 in Crtc17- Mausen unverandert. Ein Aus-
gleich der Transkriptionsaktivierung durch kompensatorische Hochregu-
lation von CRTC2 oder CRTC3 im Herzen ware moglich.

In murinen Muskelzellen induzierte eine Uberexpression mit CRTC1,
CRTC2 oder CRTC3 die basale Zellatmung [192]. Ebenso wurde die mito-
chondriale Maximalkapazitat erhéht. Bei CRTC1 Mangel ist die Zellatmung
im Hippocampus nicht verandert [35]. Durch CRTC2 und CRTC3 steigt
die B-Oxidationsrate in Muskelzellen, eine CRTC1-Uberexpression erhéht
die B-Oxidation nicht [192]. Kim et al. beobachteten in der Leber von
Crtc17- Miusen eine stark beeintrachtigte Fettsdureoxidation [86]. Unab-
hangig vom Substratangebot war die Zellatmung in den Kardiomyozyten
der Crtc17- Mause unverandert im Vergleich mit ihren Wildtypgeschwis-
tertieren. Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass eine lokale Wirkung
von CRTC1 auf den Stoffwechsel Organ-abhangig ist. AuRerdem kdnnten
CRTC2 und CRTC3 einen CRTC1-Mangel ausgleichen, da die Funktionen
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sich zum Teil Uberschneiden oder CRTC2 und CRTC3 sogar groReren Ein-
fluss haben. Im Herzen scheint CRTC1 keine wesentlichen Funktionen fiir
den Stoffwechsel zu regulieren, die nicht von CRTC2 oder CRTC3 kompen-
siert werden kénnen.

3.2. Mitochondrienphysiologie

Die mitochondriale Biogenese ist ein komplexer Prozess zur Initialisie-
rung der Replikation mitochondrialer DNA (mtDNA) und der Expression
mitochondrialer Proteine, die sowohl vom nukledren als auch vom mi-
tochondrialen Genom kodiert werden. Daher spielt die mitochondriale
Biogenese eine zentrale Rolle bei der Optimierung der zelluldren mito-
chondrialen Funktion [188]. PGC-1a wird als ein zentraler Regulator der
mitochondrialen Biogenese angesehen [193] [189]. PGC-1a transaktiviert
den nukledren Respirationsfaktor 1 (NRF-1), der seinerseits den mtDNA-
Transkriptionsfaktor A (TFAM) aktiviert, der die mtDNA-Transkription und
-Replikation reguliert [198] [204]. Eine Uberexpression von TFAM in M&u-
sen mit transversaler Aortenverengung (TAC) reduziert pathologisches
kardiales Remodeling durch Hemmung einer Aktivierungskaskade der
Matrix-Metalloproteinase 9 (MMP9) [99]. Bei Herzversagen ist TFAM ver-
mindert [70]. Heterozygote TFAM knockout-Tiere haben eine reduzierte
mtDNA-Kopienzahl, eine verminderte mitochondriale Transkription und
eine Stérung der Atmungskette im Herzen [102]. Bei 25-30 Wochen al-
ten Crtc1”/- Mausen war die Tfam mRNA Expression verglichen mit ihren
Wildtypgeschwistertieren erhoht.

Ratten mit Herzinsuffizienz durch Aortenstenose zeigen keine Anderung
des mtDNA-Gehalts, obwohl PGC-1a und TFAM runterreguliert sind [53].
In TAC Mausen sind PGC-1a und durch PGC-1a regulierte Gene runterre-
guliert. Bei TAC und gleichzeitigem Fehlen von PGC-1a ist die Entwicklung
der kardialen Dysfunktion beschleunigt [10]. Mause mit kardialem PGC-
la knockout entwickeln eine Kardiomyopathie mit Herzdilatation, die zu
Herzversagen fiihrt [96]. Bei Patienten mit Herzinsuffizienz beobachteten
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Karamanlidis et al. jedoch einen verminderten Gehalt an mtDNA bei er-
hohter PGC-1a-Proteinmenge [80]. Dabei ist zu beachten, dass diese Pa-
tienten bereits therapiert wurden und Medikamente erhielten die einen
Einfluss auf die PGC-1a Expression haben kénnen, zum Beispiel Betablo-
cker.

Bi-adrenerge Signale verringern die PGC-1a Menge [165]. Eine Hemmung
des B1-Adrenozeptors andererseits vermindert die Belegung von PGC-1a
an die Promotoren der Zielgene [163]. PGC-1la wird unter anderem
Uber PKA-CREB-CRTC1 reguliert [139] [178] [198]. Ebenso kann CRTC1
die Transkription von PGC-la. auch Ca?*-abhingig Uber Calcineurin
erhohen [160] [192]. In Muskelzellen erhéhen auch CRTC2 und CRTC3
die PGC-1a Expression [192]. In neuronalen Zellen reduziert ein CRTC1
knockout PGC-1a und die mtDNA Menge [30]. Ebenso in Crtc1”- murinen
embryonalen Fibroblasten, was zu einer vermehrten mitochondrialen
Dysfunktion fuhrt [86]. CREB aktiviert nicht nur die Transkription von
PGC-1a, sondern bindet auch an mitochondriale DNA und reguliert
unter anderem Proteine des Komplex | der Atmungskette, insbesondere
mt-Nd1 [139]. Ob CRTC1 ebenfalls in die Mitochondrienmatrix und damit
an mitochondriale DNA binden kann ist nicht bekannt. Bei HCM-Patienten
war die Menge und die Aktivitat des Komplex | erhoht [108]. In den meis-
ten Untersuchungen zu Herzversagen bei Tiermodellen war die PGC-1a
MRNA Expression vermindert, in einigen unverandert und bei wenigen
humanen Proben erhéht (wobei ein moglicher Medikamenteneinfluss
beachtet werden sollte). Bei Untersuchungen zu den mitochondrialen
Genen und Genen fiir Stoffwechselprozesse die von PGC-1la reguliert
werden, waren diese in Menschen vermindert [136]. Wie erwartet,
waren Marker fiir die Mitochondrienbiogenese bei Mybpc3¥ Mausen
vermindert. Obwohl in vorherigen Arbeiten und auch in dieser bestatigt
werden konnte, dass CRTC1 an der Regulierung von PGC-1a beteiligt
ist, wurden in Crtc1”- Mausherzen keine Hinweise auf eine verinderte
Expression oder eingeschriankte Mitochondrienbiogenese gefunden.
Allerdings zeigte CRTC1 positive wie auch negative Effekte auf die Mi-
tochondrienbiogenese, moglicherweise abhangig vom Gewebe und der
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Spezies. Im Herzen sind auch CRTC2 und CRTC3 exprimiert, die ebenfalls
an der Regulierung von PGC-1a beteiligt sind. Es ist nicht auszuschlieRen,
dass es zu einer lokalen Kompensation kommt.

Das Gleichgewicht von fission und fusion ist entscheidend fiir die Forde-
rung oder Verhinderung einer Kardiomyozytenhypertrophie [140]. Bei ei-
nem Ungleichgewicht kann es zu einer Akkumulation defekter Mitochon-
drien oder einer erhéhten Mitophagie und dadurch Verlust von Mitochon-
drien kommen [170]. Zwei wesentliche Mediatoren des Gleichgewichts
von mitochondrialer Spaltung und Vereinigung sind DNM1L (DRP1 beim
Menschen) und MFN2. Wahrend DRP1 insbesondere die mitochondriale
Spaltung (fission) reguliert, ist MFN2 beteiligt an der mitochondrialen Ver-
einigung (fusion) und der Aufrechterhaltung des mitochondrialen Netz-
werkes. Die mitochondriale Fusion in adulten Kardiomyozyten ist notwen-
dig, um eine normale mitochondriale Morphologie aufrechtzuerhalten
und defekte mtDNA mit intakter mtDNA auszutauschen [33]. In verschie-
denen Modellen linksventrikuldrer Hypertrophie ist MFN2 runterreguliert
[45] [62]. Eine Anreicherung von mutierter mtDNA fiihrt zu hypertropher
Kardiomyopathie in Mausen [199]. Um die Akkumulation defekter Mito-
chondrien zu verhindern muss im ausgewogenen Verhiltnis Mitophagie
stattfinden. Aber auch bei der Entwicklung des adulten Stoffwechsels ist
MFN2-vermittelte Mitophagie notwendig, um fetale Mitochondrien aus-
zutauschen durch adulte Mitochondrien, die eher auf den Fettstoffwech-
sel spezialisiert sind [61]. Die UbermaRige Aktivierung der mitochondria-
len Spaltung (durch Aktivierung von DRP1) hat negative Effekte auf die mi-
tochondriale Funktion und die Entwicklung einer kardialen Hypertrophie
[140] [64]. In Zellmodellen mit Phenylephrin-induzierter Kardiomyozyten-
hypertrophie ist DRP1 hochreguliert [74] [57]. DRP1 hat allerdings auch
Funktionen bei der mitochondrialen Atmung, der Bioenergetik und der
ROS-Signalisierung in adulten Kardiomyozyten unabhéangig von morpho-
logischen Verdanderungen [200]. Dies lassen auch Untersuchungen vermu-
ten, bei denen die VergroRerung oder Verkleinerung der Mitochondrien
nicht die Ursache des kardialen Phdnotyps war, welcher durch eine ge-
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netische Deletion der mitochondrialen fission und fusion Faktoren her-
vorgerufen wurde [169]. Song et al. kommen zu dem Schluss, dass eine
verminderte mitochondriale Dynamik in Mausherzen weniger schadlich
ist als ein Ungleichgewicht von fission und fusion [169].

DRP1 wird durch a;-adrenerge Signale {iber Ca®*-Calcineurin aktiviert
[140] wahrend MFN2 durch den AMPK-CREB-PGC-1a-Signalweg reguliert
wird [105] [106]. Uber beide Signalwege wird auch CRTC1 aktiviert bezie-
hungsweise greift in die Regulierungsmechanismen mit ein. In den hier
untersuchten Mausen gab es keine unterschiedliche Regulation von DRP1
oder MFN2, wobei in Crtc1”- Mausen eine Tendenz (p=0,0723) zu er-
hohter Dnm1/ mRNA Expression erkennbar war, wie in Formen von a;-
induzierter Hypertrophie [74] [57]. Bei einem Einfluss von CRTC1 in der
Aktivierung von DRP1 Uber Ca?*-Calcineurin wiirde bei Crtc17- Mausen
jedoch eine Verminderung von DRP1 erwartet werden.

Eine Verdnderung der Morphologie kdnnte Hinweise liefern auf ein Un-
gleichgewicht zwischen fission und fusion oder beitragen zur kardiovasku-
laren Pathogenese. Bei Herzinsuffizienz und HCM kann es zu morphologi-
schen Veranderungen der Mitochondrien kommen [47] [182], allerdings
ist der Zusammenhang zwischen morphologischen Veranderungen und
funktionellem Status oder Prognose bei Menschen nicht abschlieRend ge-
klart [13]. Nach ischdmischen Episoden treten vermehrt kleine, runde-
re Mitochondrien auf [137]. In Rattenherzen nach Myokardinfarkt sahen
Campos et al. eine Zunahme des Verhaltnisses von Anzahl zu GroRRe der
Mitochondrien und eine Anhaufung von kleineren, kugelférmigeren Mi-
tochondrien bei gleichbleibendem Membranpotential [25]. Einzelne Pa-
tienten mit HCM und Mutationen der mitochondrialen DNA weisen eine
erhoéhte Anzahl von Mitochondrien auf, sowie eine Zunahme ihrer Gro-
Re und eine veranderte Morphologie mit konzentrischen und abnormal
angeordneten Cristae [11], andere Untersuchungen gehen von einer ver-
ringerten Anzahl der Cristae der inneren Mitochondrienmembran (IMM)
bei Herzinsuffizienz aus [161]. Bei einer Palmitat-induzierten Kardiomyo-
zytenhypertrophie in neonatalen Ratten fanden Xue et al. gelockerte,
fragmentierte und lysierte Cristae. Dies ging einher mit einer Abnah-
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me des mitochondrialen Netzwerks und Uberproduktion mitochondria-
ler ROS [194]. Morphologische Verdnderungen der Mitochondrien beein-
flussen die Protonenleitfahigkeit, was einen Effekt auf die ATP-Synthese
und ROS-Produktion haben kann und schlieRlich das Membranpotential
destabilisieren kann [34]. Allerdings ist die Morphologie nicht zwingend
verdndert bei beeintrachtigter Funktionalitat [149].

In C. elegans wird durch eine CRTC1-Hemmung die Mitochondrienfunk-
tion verbessert, wahrend das mitochondriale Netzwerk in Muskelzellen
durch konstitutiv aktives CRTC1 fragmentiert [24] [101]. Dies spricht eher
fiir eine negative Wirkung von CRTC1 auf die Mitochondrienfunktion.
In den linken Ventrikeln der untersuchten Crtc1”- Mause zeigen sich
Tendenzen zu etwas vergréRerten Mitochondrien, ohne erkennbare
verinderte Cristaedichte oder Form. Die Crtc17~ Maiuse wurden in
einem Alter untersucht, in dem sie nach vorherigen Untersuchungen
eine kardiale Dysfunktion ohne Zeichen einer kardialen Hypertrophie
entwickelt hatten [127]. Zusammen mit der Beobachtung, dass die Tfam
mRNA Expression in den Herzen von Crtc17- Mausen erhéht war, konnte
dies eher auf eine Mitochondrien-protektive Wirkung der Crtc1-Deletion
hindeuten.

Eine entscheidende Funktion intakter Mitochondrien ist ihre Ca?*-
Retentionskapazitit. Ca?* innerhalb der Mitochondrienmatrix stimuliert
die Dehydrogenasen des Citratzyklus und tragt damit zu einer ausgegli-
chenen Reduktionslage der Kardiomyozyten bei. Ca®* ist auch ein ent-
scheidender Modulator der Mitochondrienpermeabilitat. Eine mitochon-
driale Ca?*-Uberlastung induziert eine anhaltende Offnung der permea-
bility transition pore (PTP) was zur Apoptose flihren kann [16]. Durch
die PTP-Offnung wird die Erhaltung des Membranpotentials erschwert
[41] und lokale Veranderungen des Potentials beglinstigen Arrhythmien
[16]. In versagenden Kardiomyozyten ist der Ca?*-Efflux aus der mito-
chondrialen Matrix beschleunigt [187] und die maximale Aufnahme von
Ca?* bis zur Offnung der PTP, also die Ca’*-Retentionskapazitit, ist ver-
ringert, was zu einer verstarkten ROS-Freisetzung aus den Mitochon-
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3.2. Mitochondrienphysiologie

drien fuhrt [25] [41]. Nicht nur eine Zunahme der ROS-Bildung, son-
dern auch eine verminderte Fahigkeit der Mitochondrien ROS zu eli-
minieren, scheint den Uberfluss an ROS aus den Mitochondrien bei
Herzinsuffizienz zu erklaren [187]. Die antioxidative Kapazitat der Mito-
chondrien ist mit der mitochondrialen Ca%*-Regulation verkniipft. Durch
die Stimulation der Citratzyklus-Dehydrogenasen werden Reduktions-
dquivalente (NADH und FAD) regeneriert. Ist diese Regeneration einge-
schrankt, ist das NADH/NAD* beziehungsweise FADH,/FAD Verhiltnis ver-
mindert. Die Oxidation des mitochondrialen Redox-Zustandes beeintrach-
tigt die Abstimmung zwischen Energieangebot und -nachfrage [115]. Mi-
tochondriale ROS aktivieren die AMPK und I6sen damit eine PGC-1a-
abhangige antioxidative Reaktion aus, die die Produktion mitochondria-
ler ROS begrenzt [146]. Entsprechend der unveranderten Mitochondri-
enbiogenese und -morphologie zeigten Crtc1”- Mause keine verdnder-
te Funktion der kardialen Mitochondrien. Dabei muss beachtet werden,
dass C57BL/6-Mdause von Jackson Laboratories (C57BL/6J) durch eine
Funktionsverlustmutation der Nikotinamid-Nukleotid-Transhydrogenase
(NNT) vor mitochondrialem oxidativem Stress geschitzt sind [134]. Dies
kdnnte ein Grund sein fiir die Erhaltung der Mitochondrienfunktion trotz
der erwarteten Einschrankung durch Einfluss auf PGC-1a durch den CRTC1
Mangel. Allerdings sahen andere Wissenschaftler auch bei C57BL/6J Hin-
tergrund eine mitochondriale Dysfunktion in Crtc1”~ murinen embryo-
nalen Fibroblasten [86]. Bei Crtc1”~ Mausen mit C57BL/6N Hintergrund
hingegen zeigten Cherix et al. kirzlich ein unverandertes NADH/NAD*-
Verhaltnis im Hippocampus [35]. Die Autoren beobachteten ebenso wie in
dieser Arbeit keine basal verminderte PGC-1a Expression oder verander-
te mtDNA Expression. Sie schlieRen daraus, dass die mitochondriale Akti-
vitat nicht direkt durch die CRTC1-Deletion beeinflusst wird. Dies deutet
darauf hin, dass die Deletion von CRTC1 unstimuliert keinen Effekt auf die
Expression von PGC-1a und seinen Zielgenen hat, obwohl es an den PGC-
la-Promotor rekrutiert wird. Eine erhdhte Tfam mRNA Expression im Her-
zen, die Tendenzen zu leicht vergréBerten Mitochondrien und einer ver-
besserten Ca2*-Retentionskapazitat der Crtc17- Mause kdnnten Hinweise
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auf eine stabile Mitochondrienfunktion sein. Dies kdnnte zu einer Verbes-
serung der kardialen Funktion bei HCM beitragen. Offen bleibt, ob in dem
Fall die Crtc1-Deletion selbst fiir den positiven Effekt verantwortlich ware,
wie esin C. elegans der Fall ist, oder ob im murinen (und humanen) Herzen
eine vorteilhafte Kompensation durch CRTC2 und CRTC3 stattfindet.

3.3. Kardiales Remodeling

Die Entwicklung einer maladaptiven kardialen Hypertrophie geht einher
mit der Umwandlung von kardialen Fibroblasten in Myofibroblasten so-
wie interstitieller Fibrose infolge GibermaRiger Produktion von extrazellu-
ldrer Matrix [153]. Crtc17- Miuse entwickeln keine Fibrose bei kardialer
Hypertrophie [127]. Allerdings soll die Funktionsverlustmutation des NNT
beim C57BL/6J Stamm vor pathologischem Remodeling schitzen [134].
CRTC1 bindet an den tissue inhibitor of metalloproteinases 4 (TIMP4) Pro-
motor und Timp4 mRNA ist in den Herzen der Crtc17- Mause vermin-
dert [126]. Unveroffentlichte Ergebnisse der AG Oetjen zeigen, dass nach
Isoprenalin-Behandlung die mRNA Expression von Timp2 in Herzen von
Wildtypmausen erhoht ist, nicht aber bei Crtc17- Mausen. CRTC1 greift al-
so moglicherweise in die Regulation des Remodeling ein. TIMPs inhibieren
Matrix-Metalloproteinasen (MMP) [177], die zum GefdRumbau beitragen
und beim Umbau von Arterien hochreguliert werden [52]. Kardiales Re-
modeling ist mit einer Deregulierung der Matrix-Metalloproteinasen ver-
bunden [49]. MMP2 und MMP9, die eine Schliisselrolle in Umbaupro-
zessen spielen [52], werden TIMP-abhangig durch S1P beziehungsweise
SPHK1 gehemmt [120] [195] [12]. S1P ist ein bioaktives Lipid, welches
unter anderem essenziell flr die Revaskularisierung nach GefaRverlet-
zungen ist. SPHK1 wird in Lasionen der Atherosklerose exprimiert [83]
und ein S1PR3 knockout in Mdusen verursacht groRere Lasionen nach
Carotisarterien-Ligatur [83] [166]. 51pr3'/' Mause sind vor einer SPHK1-
vermittelten Fibrose geschiitzt [176]. Uberexpression von SPHK1 |8st eine
Kardiomyozytendegeneration und Fibrose aus, hat allerdings nach Myo-
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kardinfarkt kardioprotektive Auswirkungen [176] [116]. Takuwa et al. be-
obachteten zudem erhéhte Werte der Marker fiir oxidativen Stress und
vermuten unter anderem eine verstarkte ROS-Produktion als Ausléser der
Fibrose durch SPHK1-Uberexpression [176]. Eine Deletion des SPHK1 Gens
schitzt nicht vor Fibrose, aber vor einer Angiotensin ll-induzierten Hyper-
trophie [167]. Nach S1P-Behandlung zeigen Mause eine kardiale Myozy-
tenhypertrophie [20] und die kontinuierliche Verabreichung von S1P bei
Ratten wie auch bei Wildtypmausen fiihrt zu Bluthochdruck, nicht jedoch
bei S1pr3”7- Mausen [48]. S1P beeinflusst die Herzmuskelkontraktion, bei
Mausen wurden negativ inotrope und negativ chronotrope Effekte be-
obachtet [77]. Darliber hinaus verhinderte eine S1P-Behandlung die Ent-
wicklung der TAC-induzierten kardialen Hypertrophie [196]. Andererseits
vermindert die Hemmung von S1PR-vermittelten Signalen bei HCM die
Ca%*-Reaktvitat der Myofilamente und verbessert die diastolische Funk-
tion [155]. Im Allgemeinen werden S1P kardioprotektive Eigenschaften
zugeschrieben, da die meisten Studien zeigten, dass S1P die Lebensfa-
higkeit der Kardiomyozyten verbessert, vor ischamischen Schadigungen
schiitzt und bei Herzinsuffizienz vorteilhaft sein kdnnte. Auf der ande-
ren Seite wurde gezeigt, dass S1P auch pro-hypertrophe Eigenschaften
besitzt [77]. In dieser Arbeit wurden Hinweise auf wechselseitige Regu-
lation von SPHK1 beziehungsweise S1PR3 und CRTC1 beziehungsweise
CREB gesucht. Bereits bekannt ist, dass S1P CREB aktiviert [121], welches
wiederum selber die SPHK2 reguliert [125]. Wahrend Ca%* den humanen
S1PR3 Promotor aktivierte, wurde in dieser Arbeit keine Regulation von
Sphk1 oder S1pr3 durch CREB oder CRTC1 im murinen Herzen festgestellt.
Entsprechend war die mRNA Expression der S1pr weder in den Herzen
noch in den thorakalen Aorten der Crtc1”~ Miuse verindert. Nach ei-
ner Ligation der Arteria carotis war die mRNA Expression aller Crtc Iso-
formen verringert, in Wildtypmausen ebenso wie in Slpr3'/' Madusen. Die
S1P Signalweiterleitung in der Carotisarterie Giber den S1PR3 scheint also
keinen Einfluss auf die Crtc Expression zu haben. Dies deutet auf unab-
hangige Mechanismen bei GefaRverletzung und Fibroseentwicklung von
CRTC1 beziehungsweise S1PR3 hin. Méglicherweise bleibt die Fibroseent-
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wicklung bei den hier untersuchten Crtc1”~ Miusen aus, da sie einerseits
durch die NNT Mutation vor pathologischem Remodeling und oxidati-
vem Stress geschiitzt sind und der CRTC1 knockout eine S1P-unabhangige
TIMP-Hemmung verursacht. Die Senkung der Crtc mRNA Expression in Ge-
falen nach Ligation wirft die Frage auf, ob CRTC eine aktive Rolle bei der
GefaRreparatur Gbernimmt oder die Verminderung ein unbeteiligtes Pha-
nomen ist.

3.4. Phianotyp der Crtcl/- Mause

Vorherige Arbeiten in der AG Oetjen zeigten in Crtc1”/- Maiusen eine
konzentrische linksventrikuldre Hypertrophie ohne Fibrose, vermutet
durch konstitutiv erhéhte Gag Signale durch eine Verminderung des
regulator of G-protein signaling 2 (RGS2) [127]. In anderen Modellen von
HCM und Aortenstenose ist die CRTC1-Menge hochreguliert. Morhenn
et al. beobachten bei Crtc1”~ Mausen im Alter von 8 bis 9 Wochen
bereits eine kardiale Dysfunktion, gekennzeichnet durch verminderte
Ejektionsfraktion, fractional shortening und Herzzeitvolumen, ohne
Zeichen einer kardialen Hypertrophie. Diese wird erst bei Mdusen im
Alter von 10 bis 13 Wochen erkennbar, beim Vergleich der Koeffizienten
aus Herzgewicht zu Korpergewicht beziehungsweise Tibialdange [127].
Kontraktionsveranderungen, insbesondere diastolische Dysfunktion
kann bei genetischer HCM ohne beziehungsweise vor Entwicklung einer
Hypertrophie auftreten [119] [107] [130] [129] [124]. Allerdings sahen
Morhenn et al. bei isolierten Muskelstreifen der Crtc1”- Mause keine
unterschiedliche isoprenalininduzierte Kraftentwicklung und keine veran-
derte Phosphorylierung von Phospholamban (PLN), Troponin | (Tnl) und
MYBPC3 durch Isoprenalin in isolierten Kardiomyozyten [127]. Daraus
leiteten die Autoren ab, dass das Fehlen von CRTC1 in Kardiomyozyten
die Kontraktilitdt nicht beeintrachtigt, sondern der globale CRTC1-Mangel
zur kardialen Dysfunktion beitragt. Diese Theorie unterstitzend zeigten
die isolierten Kardiomyozyten von den fiir diese Arbeit untersuchten
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Crtc1”- Mausen keine verinderte Kontraktilitit. Ebenso wurden keine
Hinweise auf ein beeintrachtigtes Ca%*-Handling beobachtet. Wihrend
Mybpc3k Mause die fiir HCM und Herzinsuffizienz typische erhéhte Ca*-
Sensitivitat zeigen [50], war die Kopplung von Erregung und Kontraktion,
die bei Herzinsuffizienz beeintrachtigt ist [16] [58], in Crtc1”- Miusen
unverdndert. Moglicherweise war die zuvor beobachtete kardiale Hyper-
trophie der Crtc1”- Mause eher physiologisch als maladaptiv und damit
auch potenziell reversibel. Das kénnte erkldren warum die Crtc17- Mause
keine Fibrose zeigten, welche bei pathologischer Hypertrophie auftritt,
nicht aber bei der physiologischen Form.

Vorherigen Untersuchungen entsprechend wurden erhéhte CRTC1 Prote-
inmengen in den Herzen der Mybpc3 Mause gemessen. Allerdings war
auch die Crtc3 mRNA Expression erhoht. In den Herzen von 5-6 Wochen
alten Crtc1”- Mausen war die mRNA Expression von Crtc2 und Crtc3 er-
hoht, anders als vorher und in dieser Arbeit bei dlteren Mausen beob-
achtet [127]. Die CRTC2 Proteinmenge war unverandert im Vergleich zu
Wildtypmausen. Dennoch bleibt die Frage offen, ob einige erwartete Ef-
fekte des CRTC1 Mangels (zum Beispiel die Regulation von PGC-1a) aus-
blieben aufgrund einer kompensatorischen Hochregulation von Crtc2 und
Crtc3. Auch CRTC2 und CRTC3 erhdhen die PGC-1a Expression in Mus-
kelzellen [192]. Da CRTC1 eine hohere Affinitdt zu inhibierenden 14-3-3
Proteinen aufweist als CRTC2 und CRTC3, ist die cAMP-abhangige Induk-
tion von CRTC1 schwacher [171]. CRTC3 ist zudem basal aktiv, da es im
Zellkern vorliegt und die CREB-Aktivierung dadurch effektiver verstarken
kann als CRTC1 oder CRTC2 [160]. CRTC1 wird am starksten im Gehirn ex-
primiert und ist mit dem Energiehaushalt und Stimmungsstérungen as-
soziiert [6] [23]. CRTC2 fordert die Glucosehomdostase und wird vorwie-
gend in der Leber exprimiert [92]. CRTC3 wird im weien und braunen
Fettgewebe stark exprimiert und ist an der Energiebilanz beteiligt [39]
[6]. Die unterschiedliche Expression und Funktion der Isoformen unter-
streichen die Hypothese, dass CRTC1 weniger lokale Wirkungen auf den
kardialen Stoffwechsel und Funktion hat, sondern eher periphere Effek-
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te durch Wirkung im Gehirn. Kim et al. vermuten periphere Auswirkun-
gen auf die Glucoseaufnahme ins Herz durch CRTC1-vermittelte Leptin-
Signale im Gehirn [85]. Altarejos et al. beobachteten in Crtc1”- Mausen ei-
ne erh6hte Leptinkonzentration und Glucose-Intoleranz. AulRerdem zeig-
ten sie, dass Crtc1”7- Méause im Vergleich zu Wildtypmausen hyperpha-
gisch sind, dadurch ein erhohtes Korpergewicht aufweisen und unfrucht-
bar sind. Im Vergleich zu den Kontrollen fraRen Crtc1”- Mause im Alter
von 12-14 Wochen mehr und verbrauchten weniger Energie [5]. Diese Er-
gebnisse konnten in der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden. We-
der waren Crtc17- Mause unfruchtbar, noch wurden sie fettleibig. Im Ge-
genteil, mRNA Expression von Genen fiir einen héheren Energieumsatz
(Ampk, Glut4, Pgc-1a) bei Mausen im Alter von 10-13 Wochen war erhoht.
Allerdings ist nicht klar, welchen exakten genetischen Hintergrund die
von Altarejos et al. verwendeten C57BL/6 Mause haben. Hwijin Kim be-
obachtete schon vor einer Gewichtszunahme Glucoseintoleranz und eine
Insulin-Resistenz bei Crtc1”- Miusen mit C57BL/6) Hintergrund [86], die
aufgrund der NNT-Funktionsverlustmutation bereits anfalliger fur Glukos-
eintoleranz und die Entwicklung von Diabetes mellitus sind [156] [180].
Allerdings beschrieb er lediglich Symptome von Fettleibigkeit, einschlieR-
lich erhohter Gewichtszunahme (nicht erhdhtes Korpergewicht) und vis-
zeraler Adipositas, ohne die Daten zu zeigen. Da wir kein erhéhtes Kor-
pergewicht bei den Crtc1”- Mausen mit C57BL/6J Hintergrund im Ver-
gleich zu ihren Wildtypgeschwistertieren sehen, stellt sich die Frage, ob
die durch Crtcl-Deletion verursachte Adipositas von weiteren Faktoren
abhangt, die durch den genetischen Hintergrund auftreten oder ausblei-
ben kdnnen. Breuillaud et al. erzeugten mit derselben Strategie wie Alta-
rejos et al. Crtc1”/~ Mause auf einem C57BL/6N Hintergrund, die fruchtbar
sind und ab 16 Wochen Alter ein hoheres Korpergewicht haben als ihre
Wildtypgeschwistertiere [22]. Im Zeitraum der Anfertigung der vorliegen-
den Arbeit veréffentlichten Mitarbeiter derselben Arbeitsgruppe Ergeb-
nisse, die geschlechtsabhangige Unterschiede bei der kumulativen Ge-
wichtszunahme zeigen, allerdings ohne das absolute Kérpergewicht zu
vergleichen [154]. Lu et al. zeigen insbesondere bei Frauen einen Zu-
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sammenhang zwischen CRTC1-Polymorphismus und einer Zunahme des
Korperfettanteils [112]. Eine weitere Studie zeigte die starkste Assoziati-
on von CRTC1 Polymorphismen mit der Fettmasse bei pramenopausalen
Frauen [37]. In einer anderen Kohorte wurde ein Zusammenhang beob-
achtet bei Patienten mit einer schweren depressiven Stérung zwischen
CRTC1-Polymorphismen und einem erhéhten Body-Mass-Index und einer
erhohten Fettmasse, nicht jedoch bei gesunden Patienten [145]. Diese As-
soziationen zeigen die Bedeutung von CRTC1 fiir das Kérpergewicht und
Iasst die These aufstellen, dass ein CRTC1 Mangel basal keine Auswirkun-
gen auf das Kérpergewicht hat, jedoch im Zusammenhang mit dem Ge-
schlecht oder Depressionen. Weltweit leiden {iber 264 Miollionen Men-
schen an Depressionen, Frauen sind starker betroffen als Manner [73].
Depressionen erhéhen das Risiko fiir die Entwicklung von Adipositas und
andersrum erhoht Adipositas das Risiko einer Depression [113]. Sowohl
Depressionen als auch Adipositas erhéhen das Risiko fiir kardiovaskulare
Erkrankungen [1] [141] und kardiovaskuldre Erkrankungen gehen haufig
einher mit Adipositas und Depressionen [181].

Zusammengenommen kénnen die Ergebnisse dieser Arbeit die Hypothe-
se, dass CRTC1 an der Regulation des kardialen Stoffwechsels beteiligt sei,
nicht bestatigen. Unter unstimulierten Bedingungen scheint eine Crtc1-
Deletion nicht zwingend einen Effekt zu haben. Zur Auspragung eines
Phanotyps tragen bei Mausen der weitere genetische Hintergrund und
bei Menschen andere Faktoren oder Ko-Morbiditdten dazu bei. Allerdings
sind kardiovaskulare Erkrankungen, Adipositas und Depression miteinan-
der verbunden und veranderte CRTC1-Signale spielen bei diesen Krank-
heitsbildern eine Rolle. CRTC1 kdnnte zum schadlichen Zusammenspiel
dieser Krankheiten beitragen.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten auf eine Relevanz von CRTC1
bei der Entwicklung von verschiedenen Volkskrankheiten wie Herz-
Kreislauferkrankungen und Adipositas hin. Es gibt jedoch keine Anhalts-
punkte fiir weitere Untersuchungen zum Effekt von CRTC1 auf den kardio-
myozytiren Metabolismus. Eine Uberpriifung vorheriger Ergebnisse wie
der Entwicklung der Hypertrophie und der kardialen Dysfunktion ergab
Unstimmigkeiten. Zuvor wurde die spontane Entwicklung einer Hypertro-
phie bei globalem Crtc1 knockout beobachtet. Die einhergehende kardia-
le Dysfunktion ist ein Zeichen fir eine pathologische und damit irreversi-
ble Hypertrophie. Das Fehlen einer Fibrose spricht eher fiir eine physio-
logische, reversible Hypertrophie. In dieser Arbeit wurde keine sponta-
ne Hypertrophie beobachtet. Nahere Untersuchungen zur Hypertrophie-
Entwicklung sollten sowohl klaren, ob sich durch Crtc1-Deletion spontan
eine pathologische oder eine physiologische Hypertrophie entwickelt, als
auch den Einfluss der Deletion auf die induzierte Entwicklung einer Hyper-
trophie. Das Modell der transversalen Aortenkonstriktion kann dariber
Auskunft geben, ob Crtc17- Mause durch einen Stimulus eine stirkere Hy-
pertrophie entwickeln, CRTC1 also eher positive Effekte auf die kardiale
Funktion hat oder eine Hemmung vorteilhaft ware.

Im Gegensatz zu dieser Methode bietet eine Behandlung mit Angiotensin
Il den Vorteil, den Hypertrophie-auslésenden Stimulus nur fiir einen defi-
nierten Zeitraum zu applizieren. Dadurch kann nach der Behandlung fest-
gestellt werden, ob die Hypertrophie sich zuriickbildet, also reversibel ist,
oder pathologisch, falls sie bestehen bleibt. Ein besonderes Augenmerk
sollte auf die Fibrose-Entwicklung gelegt werden, da diese sowohl Hin-
weise liefern kann welche Art der Hypertrophie sich entwickelt als auch
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einen moglichen Schutzmechanismus darstellen. Sollte sich keine Fibrose
bei einer irreversiblen Hypertrophie entwickeln, sollte dieser Prozess na-
her untersucht werden. In dieser Arbeit wurde kein Zusammenhang zwi-
schen CRTC1 und dem S1P-System gezeigt, sodass der Fokus weiter auf
der direkten Regulation von TIMPs liegen kdnnte.

Konsistent mit vorherigen Ergebnissen wurden auch in dieser Arbeit nur
wenige Effekte der Crtc1-Deletion ohne externe Stimulation auf Kardio-
myozyten direkt beobachtet. Dennoch ware eine Untersuchung einer zen-
tralen Auswirkung einer Crtc1-Deletion interessant. Vorherige Untersu-
chungen deuteten bereits einen erhéhten Sympathikotonus an. Erste Un-
tersuchungen von Morhenn et al. zeigen einen erhdhten Blutdruck und
eine Steigerung der Herzfrequenz. Das bietet ein interessantes Feld fir
weitere Untersuchungen.

Diese Arbeit zeigt, dass CRTC nach einer GefalRverletzung runterreguliert
wird. Noch ist nicht klar, welche Bedeutung dies hat, ob zum Beispiel CRTC
bei der Angiogenese eine Rolle spielt. Dies ist ein interessanter Punkt fur
weitere Untersuchungen. Eine Untersuchung der LasionsgroRe nach Li-
gation der Arteria carotis in Crtc1-defizienten Mausen verglichen mit ih-
ren Wildtypgeschwistertieren kdnnte erste Hinweise dazu geben. Dabei
sollte auch die mRNA Menge von Crtc2 und Crtc3 per qPCR untersucht
werden, da diese bei Ligation der Arteria carotis in Wildtypmausen eben-
falls verringert waren. AnschlieBend ware es sinnvoll, Schlisselfaktoren
der Angiogenese in Crtcl-defizienten M&dusen per gPCR oder Immuno-
blot zu untersuchen, wie Fibroblast Growth Factor (FGF), Vascular Endo-
thelial Growth Factor (VEGF), Platelet Derived Growth Factor (PDGF) und
Hypoxie-induzierbarer Faktor (HIF). Sinnvoll ware eine Differenzierung der
verschiedenen Zelltypen bei dieser Untersuchung.

Analysen zu Polymorphismen zeigten Geschlechts-abhangige Unterschie-
de bei Menschen. Dies deutet daraufhin, dass auch bei tierexperimentel-
len Untersuchungen auf das Geschlecht geachtet werden sollte.
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5. Material und Methoden

5.1. Material

5.1.1. Chemikalien

Tabelle 5.1.: Chemikalien

Stoff H- und P-Satze Hersteller
Acrylamide/Bis-Losung H: 302, 312, 315, 317, Bio-Rad, Miinchen,
37,5:1 30% 319, 340, 350, 361,372  Deutschland

P: 260, 280, 281,
305+351+338, 405, 501

Adenosintriphosphat H:/ Carl Roth, Karlsruhe,
(ATP) Dinatriumsalz P:/ Deutschland
Agar-Agar, H:/ Carl Roth, Karlsruhe,
bakteriologisch P:/ Deutschland
Agarose, Standard H:/ Carl Roth, Karlsruhe,

P:/ Deutschland
Albumin Fraktion V (BSA) H:/ Carl Roth, Karlsruhe,

P:/ Deutschland
Ammoniumperoxodisulfat H: 272, 302, 315, 317, Carl Roth, Karlsruhe,
(APS) 319, 334, 335 Deutschland

P: 261, 280, 302+352,

305+351+338,

332+313, 3374313
Ampicillin-Natriumsalz H: 317, 334 Sigma-Aldrich, St.

P: 261, 280, 342+311 Louis, MO, USA
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Bromphenolblau

Calcimycin A23187

Calciumchlorid Dihydrat
(CaC|2 X HzO)
Chloroform

cOmplete, Mini,
EDTA-freier Protease
Inhibitor Cocktail

Coomassie Brillantblau G
250

Desoxycholsdure,
Natriumsalz

Dimethylsulfoxid (DMSO)

1,4-Dithiothreitol (DTT)

DNA-Ladefarbstoff (6x)

dNTP Mix, 10 mmol/L

112

H:/

P:/

H: 315, 319, 335

P: 261, 264, 280,
302+352, 304+340,
305+351+338, 312,
3324313, 337+313, 362
H: 319

P: 305+351+388

H: 302, 315, 319, 331,
351, 361d, 372

P: 202, 260, 302+352,
304+340,
305+351+338, 308+313
H: 315, 319

P: 264, 280, 302+352,
332+313, 337+313,
362+364

H:/

P:/

H: 302

P:301+312, 330

H:/

P:/

H: 302, 315, 319, 412
P: 264, 270, 273, 280,
337+313, 501

H:/

P:/

H:/

P:/

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

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Roche Diagnostics,
Mannheim,
Deutschland

Serva Electrophoresis,
Heidelberg,
Deutschland
Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA
Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA
Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA

Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA
Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA
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Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM)
Hoch-Glucose
Dulbecco’s
Phosphate-Buffered
Saline (DPBS) ohne
Calcium und Magnesium
Essigsaure 100%

Ethanol, absolut

Ethanol 99%, vergallt

Ethidiumbromid

H: 226, 290, 314

P: 210, 280,
303+361+353,
305+351+338, 310

H: 225,319

P: 210, 240,
305+351+338, 403+233
H: 225,319

P: 210, 240,
305+351+338, 403+233
H: 331, 341

P: 261, 280, 304+340,
311, 403+233

Ethylendiamintetraessigsaurél: 319

(EDTA)
Ethylenglycol-
bis(aminoethylether)-

N,N,N’,N’-tetraessigsdure

(EGTA)

Fetales Kalberserum
(FBS) Superior
Formaldehyd 37%

P:305+351+338
H:/
P:/

H:/

P:/

H:301+311+331, 314,
317, 335, 341, 350, 370
P:303+361+353,
304+340,
305+351+338, 308, 310

Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA

Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA

Th. Geyer, Renningen,
Deutschland

AppliChem, Darmstadt,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Biochrom, Berlin,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland
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Forskolin (FSK)

D(+)-Glucose, wasserfrei

Glycerol

Glycin

Glycylglycin
Glykogen 10 ug/uL
Hefeextrakt

Kaliumchlorid (KCI)

H: 312
P: 280
H:/
P:/
H:/
P:/
H:/
P:/
H:/
P:/
H:/
P:/
H:/
P:/
H:/
P:/

Kaliumdihydrogenphosphat H: /

(KH2PO4)

P:/

Dikaliumhydrogenphosphat H: /

(K2HPO4)
Kohlenstoffdioxid (CO,)

Lithiumchlorid (LiCl)

D-Luciferin, Kaliumsalz

Magnesiumchlorid
(MgCl)
Magnesiumsulfat
(MgSO4 X Hzo)
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P:/

H: 280

P: 202, 261, 262, 280.3,
410+403

H: 302, 315, 319
P: 280, 302+352,
305+351+338
H:/

P:/

H:/

P:/

H:/

P:/

Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland
AppliChem, Darmstadt,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

TMG, Krefeld,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Promega, Mannheim,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland
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Mangandichlorid-
Tetrahydrat (MnCl;, x 4
H,0)

2-Mercaptoethanol

Metafectene PRO

Methanol

Milchpulver

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumhydroxidlosung

1 mol/L (NaOH)

Natriumlaurylsulfat (SDS)

Natriumorthovanadat
(Na3VOy4)

H: 302, 318, 373, 411
P: 273, 280, 301+312,
330, 305+351+338,
310, 391, 501

H: 301+331, 310, 315,
317, 318,373,410

P: 270, 280, 302+352,
330, 304+340,
305+351+338, 310
H:/

P:/

H: 225, 301+311+331,
370

P: 210, 240, 280,
302+352, 304+340,
308, 310, 403+233
H:/

P:/

H:/

P:/

H: 314

P: 280, 303+361+353,
304+340, 310,
305+351+338

H: 228, 302+332, 315,
318, 335, 412

P: 210, 261, 280,
302+352,
305+351+338, 312
H:302+312+332

P: 280

Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Biontex, Miinchen,
Deutschland

VWR International,
Darmstadt,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

AppliChem, Darmstadt,
Deutschland
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Nonidet P40

Nuklease-freies dH,0

Penicillin/Streptomycin
(10,000 U/10 mg/mL)

1,4-

H: 302, 318, 411

P: 280, 301+312,
305+351+338

H:/

P:/

H: 317, 334, 360, 371
P:302+352, 304+340,
201, 260, 333+313, 261
H:/

PiperazindiethansulfonsdureP: /

(PIPES)
PhosSTOP Phosphatase
Inhibitor

Ponceau 2R

2-Propanol (Isopropanol)

Protein A-Agarose,
schnell flieRend 50%
(v/v)

Proteinase K (20 pug/uL)

Protein A-Sepharose
CL-4B

Restore PLUS Western
Blot Stripping Puffer
RNAprotect Tissue
Reagent
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H: 302

P: 264, 270,301+312,
330, 501

H:/

P:/

H: 225, 319, 336

P: 210, 261,
305+351+338

H:/

P:/

H: 334
P:304+340, 261,
342+311, 284
H:/

P:/

H: 290

P: 390, 234
H:/

P:/

AppliChem, Darmstadt,
Deutschland

Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA
Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA

Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA

Roche Diagnostics,
Mannheim,
Deutschland
Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA

Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA

Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA

GE Healthcare Life
Sciences, Freiburg,
Deutschland

Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA
QIAGEN GmbH, Hilden,
Deutschland
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Sphingosin-1-Phosphat

Salzsdure (HCI) 1 mol/L

Stickstoff, flissig (N,)

N,N,N’,N’-

Tetramethylethylendiamin

(TEMED)

Triton X 100

H:/
P:/

H: 290
P:/

H: 281

P: 282, 336+315, 403
H: 225, 332, 302, 314
P: 210, 233, 280,
301+330+331,

305+351+338, 308, 310

H: 302, 318, 411

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

VWR International,
Darmstadt,
Deutschland

TMG, Krefeld,
Deutschland

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe,

P: 273, 280, Deutschland
305+351+338
Trizma base (C4H11NO3) H:/ Sigma-Aldrich, St.
P:/ Louis, MO, USA
Trypsin-EDTA-L6sung 10X H:/ Sigma-Aldrich, St.
0.5% Trypsin, 0.2% EDTA P:/ Louis, MO, USA
Trypton H:/ Carl Roth, Karlsruhe,
P:/ Deutschland
Tween 20 H:/ Carl Roth, Karlsruhe,
P:/ Deutschland
5.1.2. Kits

Tabelle 5.2.: Kits

Kit mit H- und P-Satzen

Hersteller

Amersham ECL Western Blotting Analysis

System

GE Healthcare, Little
Chalfont, UK
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Bradford Protein Assay

FastGene Plasmid Mini Kit
H: 226, 315, 319, 334
P: 210, 261, 280, 304+340, 342+311

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

H: 360, 351
P: 201, 202, 308+313, 314, 280
Hot FirePol DNA Polymerase

KAPA Mouse Genotyping Hot Start Kit
H: 301, 370

P: 270, 264, 310, 312, 330
NucleoBond Xtra Maxi kit for
transfection-grade plasmid DNA

H: 226, 315, 319, 334

P: 210, 261, 280, 304+340, 342+311
Pierce BCA protein assay kit

H: 400, 411

P: 273,391, 501

PCRBIO SyGreen Mix Hi-ROX (2x)
H: 319

RNAzol B

H: 302, 3124332, 314, 341, 373, 411

P: 201, 280, 303+361+353, 304+340, 310,
305+351+338, 501

RNeasy Mini Kit

H: 225, 226, 302, 312, 314, 318, 319, 332, 412

P: 210, 264, 280, 305+351+338+310

BioRad Laboratories,
Miinchen, Deutschland
NIPPON Genetics
EUROPE GmbH, Diiren,
Deutschland

Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA

SolisBioDyne, Tartu,
Estland

KAPA Biosystems,
Wilmington, MA, USA

MACHEREY-NAGEL
GmbH & Co. KG, Diren,
Deutschland

Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA

NIPPON Genetics
EUROPE GmbH, Diiren,
Deutschland
WAK-Chemie Medical
GmbH, Steinbach,
Deutschland

Qiagen GmbH, Hilden,
Deutschland
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5.1.3. Gerate und Software

Tabelle 5.3.: Gerdte

Geratename

Hersteller

ABI Prism 7900HT sequence
detection system
Bio Rad PowerPac basic

Bio Rad T100 (Thermocycler)

Bioruptor Plus sonication device
(Ultraschallgerat)
Centro LB 960 Luminometer

ChemiDoc Touch Imaging
System
Chirurgische Instrumente

Digitale Prazisionsschieblehre
(0-100 mm)

Eismaschine

Eppendorf BioPhotometer
Eppendorf Zentrifuge 5424R
Eppendorf Referenz 2 Pipette
Eppendorf Thermomixer
comfort 1,5 mL

EVO 120 Autoklav

FiveEasy pH FE20

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

BioRad Laboratories, Miinchen,
Deutschland

BioRad Laboratories, Miinchen,
Deutschland

Diagenode, Seraing (Ougrée), Belgien

Berthold Technologies, Bad Wildbad,
Deutschland

BioRad Laboratories, Miinchen,
Deutschland

Fine Science Tools, Heidelberg,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Pollin Electronic, Pférring, Deutschland

Hoshizaki, Amsterdam, Niederlande

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Meditech, Henstedt-Ulzburg,

Deutschland
Mettler-Toledo, Giessen, Deutschland
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FluoroCount Microplate Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Fluorometer,
Halogen-Lichtquelle, 485 nm,

530 nm

Gefrierschrank (-20 °C) Liebherr, Biberach an der Rif3,
Deutschland

Gefriertruhe (-80 °C) Kryotec, Hamburg, Deutschland

GFL Hin- und Her-Schiittler 3006  GFL Gesellschaft flir Labortechnik,
Burgwedel, Deutschland

Kihlschrank, 4 °C Liebherr, Biberach an der RiR,
Deutschland

Heraeus Function Line Inkubator Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

USA

Heraeus Heracell Inkubator Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Heraeus Multifuge X3R Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

Zentrifuge USA

HeraSafe Sterilbank Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Horizontal gel system Peglab Technologies, Erlangen,
Deutschland

Innova 4000 Incubator shaker New Brunswick Scientific, Nurtingen,
Deutschland

NanoDrop ND-1000 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

spectrophotometer USA

Pipettierer Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

RCT Basis-Magnetriihrer IKA-Werke GmbH, Staufen im Breisgau,
Deutschland

Rotina 35R Zentrifuge Hetterich, Tuttlingen, Deutschland

RS-TRO5 Rollenmischer Phoenix Instrument, Garbsen,

Deutschland
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Sartorius Laborwaage BP 610

Sartorius Laborwaage MC 210 P

Ultra-pure water system Milli-Q

UltraTurrax T8

VacuGene Pumpe

Wasserbad

Sartorius laboratory, Géttingen,
Deutschland

Sartorius laboratory, Gottingen,
Deutschland

Merck-Millipore, Darmstadt,
Deutschland

IKA-Werke GmbH, Staufen im Breisgau,
Deutschland

Pharmacia fine chemicals, Piscataway,
NJ, USA

GFT, Burgwedel, Deutschland

Julabo, Seelbach, Deutschland

Tabelle 5.4.: Software und Online-Tools

Softwarename Hersteller

ABI 7900HT SDS 2.4.1 Software Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Benchling Benchling, Inc., San Francisco, CA, USA
BioRender BioRender, Toronto, ON, Kanada

GraphPad Prism 5

Imagel
Image Lab 5.2.1 Software

GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA,
USA

National Institute of Health, USA
BioRad Laboratories, Miinchen,
Deutschland
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5.1.4. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 5.5.: Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

10 cm Agar-Platte

96-well Platte, weil}

384-well Platte, klar

Bioruptor Microtubes 0,65 mL
Cellstar 6-well Zellkulturplatte
Cellstar Tube 15 mL

Cellstar Tube 50 mL

Deckgldser 24 x 60 mm
Eppendorf-Reaktionsgefdafe 0,2 mL;
0,5mL; 1,5mL; 2mL
Gel-Ladespitzen, Multiflex 1-200 pL
Glasware

Handschuhe, Nitril

Kaniilen 20G; 27G; 30G

Kunststoffkivetten 1 cm
Low DNA-binding tube
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Greiner Bio One, Frickenhausen,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA

Diagenode, Seraing (Ougrée),
Belgien

Greiner Bio One, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio One, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio One, Frickenhausen,
Deutschland

Assistent, Glaswarenfabrik Karl
Hecht, Sondheim v. d. Rhon,
Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

A. Hartenstein, Wiirzburg,
Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland
Schott, Mainz, Deutschland

VWR International, Darmstadt,
Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
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Manual Phase Lock Gel(R) tubes
Nitrocellulose-Membran

Parafilm

Pipettenspitzen 10 uL; 20 uL; 200 pL;
1mL

Serologische Pipetten 5 mL; 10 mL;
25mL

Spritzen 2 mL; 5mL; 10 mL
Whatmanpabpier (Filterpapier)

Zahlkammer Fuchs-Rosenthal

Zahlkammer Neubauer 0,1 mm;
0,0025 mm?

Zellkulturschalen 15 cm
Zellschaber

5 Prime, Hilden, Deutschland
BioRad Laboratories, Miinchen,
Deutschland

American National Can™,
Greenwich, CA, USA

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland
Schleicher und Schuell, Dassel,
Deutschland

Assistent, Glaswarenfabrik Karl
Hecht, Sondheim v. d. Rhon,
Deutschland

Marienfeld Superior, Lauda
Konigshofen , Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, NiUmbrecht, Deutschland

5.1.5. Primer

Tabelle 5.6.: Primerpaare

Name Primersequenz (5’ —3’) erwartete
Fragmentlan-
ge [bp]

CPT 1b forw TGTGAGTGACTGGTGGGAAG 194

CPT 1b rev CCATGACCGGCTTGATCTCT

Crtcl forw AGACAGACAAGACCCTTTCTAAGCA 67

Crtcl rev CAGGACTTGGGCCTGGAA
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Crtc2 forw GGCCTTCGAGGAGGTGATG 71
Crtc2 rev TATAAGCCAGTCGCAGTTTTTGG

Crtc3 forw ACACCTGTGGGAGAGCAAGG 216
Crtc3 rev CCAAAGAGGTGGTCGCTGGT

Dnm1l forw GCCTCAGATCGTCGTAGTGG 192
Dnm1l rev TTCCATGTGGCAGGGTCATT

Ga forw CAAGGCTCTGTGGGAGGAT 147
Gog rev CGAAGCAGGTCCTGGTCACT

GLUT1 forw ATGGATCCCAGCAGCAAGAAGG 157
GLUT1 rev CGTAGCGGTGGTTCCATGTT

GLUT4 forw CAGCGCCTGAGTCTTTTCTTCT 201
GLUT4 rev GTAGCTCTGTTCAATCACCTTCTG

Mfn2 forw ACCAGCTAGAAACTTCTCCTCT 144
Mfn2 rev CTTGACGGTGACGATGGAGT

mt-Nd1 forw TCCGAGCATCTTATCCACGC 134
mt-Nd1 rev GTATGGTGGTACTCCCGCTG

Pdpr forw CCTGGAAATACACAGCCCTCA 166
Pdpr rev CCCGTGTGCGTCATACTCAT

PGC-1a forw TCTCAGTAAGGGGCTGGTTG 151
PGC-1a rev AGCAGCACACTCTATGTCACTC

PPARa forw GTATCTCACCGGGAGGCGT 200
PPARa rev AGATGGGGCTCTCTGTGTCC

Prkag2 forw TTGACCCTATCAGTGGGAACG 129
Prkag2 rev CGATTCCAAGCTCATCCAGGT

S1prl forw ATCATGGGCTGGAACTGCATCA 158
Slprl rev CGAGTCCTGACCAAGGAGTAGAT

S1pr2 forw CAGACGCTAGCCCTGCTCAAGA 137
S1pr2 rev TAGTGGGCTTTGTAGAGGA

S1pr3 forw ACAACCGCATGTACTTTTTCAT 141
S1pr3 rev TACTGCCCTCCCTGAGGAACCA
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S1pr3 Promotor forw ATCTGGTCAGTGTCAGTCTGCC 113
S1pr3 Promotor rev CAAATGGCTTCGGGGAAATGCT
Sphk1 Promotor forw TTCATGATCCGGTCAGGCTGTC 137
Sphkl1 Promotor rev CCCCGACCGAGTTTCTCAGTAT
Tfam forw CCCCTCGTCTATCAGTCTTGTC 190
Tfam rev TTCTGGTAGCTCCCTCCACA

5.1.6. Antikorper

Tabelle 5.7.: Priméare Antikorper
Antikorper Anwendung Spezies Klon Hersteller
pACC WB 1:1000 Kaninchen Polyklonal Cell Signaling
ACC WB 1:1000 Kaninchen Polyklonal Cell Signaling
Calsequestrin ~ WB 1:10000 Kaninchen Polyklonal Thermo Fisher
CRTC1 WB 1:1000 Kaninchen Polyklonal Cell Signaling
CRTC2 WB 1:1000 Kaninchen Polyklonal Thermo Fisher
Maus IgG ChiP Maus Polyklonal Sigma-Aldrich
PGC-1a WB 1:6000 Kaninchen Polyklonal Santa Cruz
TORC1 Chip Kaninchen Monoklonal Abcam
(CRTC1)

Tabelle 5.8.: Sekundéare Antikorper, HRP-konjugiert
Antikorper Anwendung Spezies Klon Hersteller
Anti- WB: 1:20000 Ziege Polyklonal Dianova
Kaninchen
Anti-Maus WB: 1:20000  Schaf Polyklonal Dianova
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5.1.7. Plasmide

Tabelle 5.9.: Plasmide

Name Promotor Referenz

4xSomCRE-  Herpes Simplex Virus-Thymidin Kinase  Oetjen et al., 1994

Luc (HSV-TK), -81 bis +58 bp [135]

GFPtpz (oYY Canberra-Packard,
Dreieich,
Deutschland

SPHK1 humane Sphingosin Kinase 1 (SPHK1), Anelli et al., 2008 [8]

-3000 bp
S1PR3 humaner S1P Rezeptor 3 (S1PR3), GeneCopoeia,

-1274 bis +158 bp

Rockville, USA

5.1.8. Restriktrionsenzyme

Tabelle 5.10.: Restriktionsenzyme

Enzym Hersteller
Kpn | Fermentas
Hind 1l Thermo Fisher
Nde | Thermo Fisher
Xba | Thermo Fisher

5.1.9. DNA- und Proteinmolekulargewichtsmarker

DNA- und Proteinmolekulargewichtsmarker fur die DNA-Analyse auf Aga-
rosegelen und fiir die Proteinanalyse auf SDS-PAGE von Thermo Scientific,
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Waltham, MA, USA:
GeneRuler 100 bp DNA Ladder
GeneRuler 1 kb DNA Ladder
GeneRuler 1 kb plus DNA Ladder
PageRuler Prestained Protein Ladder (10 kDa - 170 kDa)

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (10 kDa - 250 kDa)
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5.1.10. Vorratslosungen

APS 10%

APS 1g

dH,0 ad 10 mL

SDS 10%

SDS 10g

dH,0 100 mL

TRISO0,5M

Tris 60,6¢g

dH,0 ad1lL

TRIS1,5M

Tris 181,7¢g

dH,0 ad1lL
5.1.11. Zellen
Bakterien

Fir die Plasmidamplifikationen wurde der hitzekompetente Escherichia
coli One Shot Stbl3-Stamm von Invitrogen verwendet.

Zelllinien
Flr die Promotor-Luciferase-Reportergen Analy-
sen wurden humane embryonale Nierenzellen

(HEK293T) von Cell Biolabs verwendet. Die Zellen wurden in Dul-
becco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Hoch-Glucose mit 1% Pe-
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nicillin/Streptomycin und 10% fetalem Rinderserum (FBS) (DMEM
Komplettmedium) bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 9 % CO, kultiviert.
Die Zellen wurden zweimal wochentlich durch einen 3- bis 5-min(tigen
Aufschluss mit Trypsin/EDTA bei 37 °C von der Zellkulturschale gel6st. Die
Zellen wurden von der Schale entnommen, 3 Minuten lang bei 140xg
zentrifugiert und mit DMEM-Komplettmedium gewaschen. Die Zellen
wurden mit einer Dichte von maximal 10.000 Zellen/cm? ausgesit.

5.1.12. Tiermodelle

Alle Untersuchungen mit Versuchstieren wurden unter Einhaltung des
Tierschutzgesetzes vom Bundesministerium fiir Erndhrung und Landwirt-
schaft durchgefuhrt. Die Mduse wurden in der Forschungstierhaltung
des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf geziichtet und unter Stan-
dardkafigbedingungen in offenen Kafigen bei einem 12-stliindigen Dunkel-
Licht-Zyklus mit freiem Zugang zu Wasser und Standardfutter (Altromin
GmbH & Co. KG, Lage, Deutschland) bei 20 bis 24 °C und 45 bis 65 % Luft-
feuchtigkeit gehalten.

Crtcl-defiziente Mause

Global Crtci-defiziente Mause (Crtc1”") wurden in der Gruppe von
Dr. Jean-René Cardinaux (Universitat Lausanne, Schweiz) erzeugt und uns
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt [22]. Crtc17~ M&use wurden in
der Forschungstierhaltung des Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
auf einem C57BL/6J-Hintergrund gehalten und seit mehreren Genera-
tionen in Hamburg geziichtet. Crtc17- Mause mit C57BL/6N-Hintergrund
sind lebensfahig, fruchtbar und entwickeln einen depressiv-dhnlichen und
hyperphagischen Phanotyp mit erhohtem Korpergewicht im Alter von
16 Wochen [22]. Fir die Experimente wurden mannliche und weibliche
Crtc1”- Mause und ihre Wildtypgeschwistertiere verwendet.
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Mybpc3 Knock-in Mause

Knock-in M&duse mit einer humanisierten Punktmutation im Mybpc3-Gen
(Mybpc3X) wurden in der Gruppe von Prof. Lucie Carrier (Universitatskli-
nikum Hamburg-Eppendorf, Deutschland) erzeugt und uns freundlicher-
weise zur Verfiigung gestellt [186]. Mybpc3¥ Mause wurden auf einem
C57BL/6J-Hintergrund gehalten. Mybpc3X Mause zeigen eine Myozyten-
und linksventrikulare Hypertrophie, reduzierte kardiale Funktion und in-
terstitielle Fibrose [186].

S1pr3-defiziente Mause

cDNA aus Carotisarterien von S1pr3-defizienten Mausen (S1pr37") wur-
de uns freundlicherweise von Dr. Ginter Daum (Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf, Deutschland) zur Verfligung gestellt [91].

5.2. Methoden

Wenn nicht anders angegeben wurde fiir Experimente autoklaviertes, de-
ionisiertes Wasser (dH,0) verwendet. Zur Einstellung des pH-Wertes von
Puffern und Lésungen wurden 1 mol/L NaOH oder 1 mol/L HCl verwendet.

5.2.1. Tiere

Ligation der Arteria carotis

Die Zucht und Operation der S1pr3”- Mause und ihrer Wildtyp-
geschwistertiere wurde durch die Arbeitsgruppe von Dr. Gin-
ter Daum (Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, Deutschland)
durchgefiihrt. Die linke Arteria carotis communis wird frei prapariert und
in der Nahe der Carotisbifurkation ligiert wie von Kumar und Lindner
[98] beschrieben. Jeweils eine Gruppe von 10 Méausen wird geopfert 4,
7 und 14 Tage nach der Operation. Die rechte Arteria carotis dient als
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unoperierter Vergleich. Die mRNA wird in cDNA umgeschrieben und von
jeweils 10 Mausen zur Analyse gepoolt.

Organentnahme

Die Organentnahme fiir mRNA- und Protein-Analysen wurde von der
Behorde fiir Gesundheit und Verbraucherschutz der Freien und Hanse-
stadt Hamburg (ORG 664) genehmigt. Die Mause wurden nach einer CO,-
Anésthesie durch eine zervikale Dislokation geopfert und anschlieRend
gewogen. Die Herzen wurden nach medianer Thorakotomie ziigig entfernt
und in 0,9 %iger NaCl-Losung gesplilt, um restliches Blut auszuwaschen.
Nach kurzer Trocknung auf Papier wurden die Herzen gewogen, bevor sie
in flissigem Stickstoff eingefroren wurden. Das Gewebe wurde entweder
ganz bei -80 °C gelagert oder mit einem Stahlmdrser in flissigem Stick-
stoff pulverisiert und bei -80 °C gelagert. Lunge, Leber und Gehirn wurden
herausgeschnitten, gewogen, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei
-80 °C gelagert. Das Schienbein wurde extrahiert und mit einem digita-
len Prazisionsschieber gemessen. Fiir die Aortenentnahme wurden Mau-
se nach CO,-Anésthesie zur Tétung mindestens 10 Minuten in der CO,-
Kammer zur Beobachtung gelassen. Nach der medianen Thorakotomie
wurde die Vena Cava eingeschnitten und die Aorta mit einer stumpfen Ka-
niile Giber den linken Ventrikel mit 20 mL eiskalter Ringerlosung gespilt.
AnschlieRend wurde das Gewebe um die Aorta entfernt und die thoraka-
le Aorta entnommen. Die Aorta wurde erneut in Ringerlésung gewaschen
und Gber Nacht in 800 uL RNAprotect Tissue Reagent bei Raumtempera-
tur fixiert. Am nachsten Tag wurde die Aorta bei -80 °C eingefroren und
gelagert.

Histologie

Alle Arbeitsschritte fir die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wur-
denim Institut fiir Neuroanatomie in der Gruppe von Prof. Gabriele M. Ru-
ne (Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, Deutschland) durchge-
flhrt. Zusammen mit Dr. Lepu Zhou wurden die linken Ventrikel der Mau-
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se entnommen und fixiert. Die Mause wurden durch CO, getdtet und zur
ersten Fixierung wurde eine Mischung aus 1 % Glutaraldehyd und 1 % Pa-
raformaldehyd verwendet. Die anschlieRende Einbettung und Kontrastie-
rung wurde von Barbara Holstermann wie bereits beschrieben durchge-
flhrt [185][203]. Ultradiinne Schnitte wurden ebenfalls von Barbara Hols-
termann mit dem Ultramikrotom Leica EM UC7 hergestellt. Untersucht
wurden Schnitte von zwei unterschiedlichen Ebenen im Ventrikel. Die Auf-
nahmen wurden an einem Philips CM 100 von Barbara Holstermann ge-
macht.

Von jeder Maus wurden von zwei Ebenen im Ventrikel Aufnahmen ge-
macht. Von jeder Ebene wurden fiinf Ubersichtsbilder in einer 700fa-
chen VergroRerung an unterschiedlichen Stellen aufgenommen. Zu jedem
Ubersichtsbild wurde verblindet eine Nahaufnahme in 3900facher Ver-
groRerung zur Auswertung ausgewahlt. Dabei wurde die Lage der Sarko-
mere als Kriterium herangezogen. Auf jeder Nahaufnahme wurden zehn
Mitochondrien umrandet (links oben beginnend, nur vollstindig aufge-
nommene Mitochondrien) und fiinf Sarkomerlangen nachgezeichnet. Al-
le vollstandig abgebildeten Mitochondrien wurden auf den zufdllig zur
Auswertung ausgewahlten Nahaufnahmen gezahlt. Die Bilder wurden mit
dem Programm Image) [3] ausgewertet. Die Mitochondrien wurden um-
randet und der Mitochondrienumfang, die Mitochondrienfliche und der
Feret Durchmesser von Image) berechnet. Die Berechnung 4 X 7 x (A +
(2 x 7™ x r)?) wurde als MaR fiir die Ndhe der Form der Mitochondri-
en an einen Kreis herangezogen und ebenfalls vom Programm berechnet.
Die Cristaedichte wurde als relativer Grauwert innerhalb der umrande-
ten Mitochondrien bezogen auf den mittleren Grauwert eines Sarkomers
derselben Aufnahme bezogen. Die Sarkomerldnge wurde als Linie von Z-
Scheibe zu Z-Scheibe gezogen. Aus den Werten wurde je Parameter der
Mittelwert pro Maus berechnet und am Ende vier Werte je Genotyp ver-
glichen.
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5.2.2. Zellen und Zellorganellen

Alle Experimente an isolierten Kardiomyozyten und Mitochondrien wur-
den am Universitatsklinikum Wirzburg in der Gruppe von Prof. Chris-
top Maack von den Arbeitsgruppen von Dr. Alexander Nickel und Dr. Mi-
chael Kohlhaas durchgefiihrt wie bereits beschrieben [134].

Myozytenisolation

Kardiomyozyten wurden nach dem AfCS Procedure Protocol (Isolation of
Adult Mouse Cardiac Myocytes from One Heart, AfCS Procedure Protocol
PP00000125 Version 1, 11/05/02) mithilfe einer Langendorff Perfusions-
anlage isoliert.

Jeder Messvorgang an isolierten Kardiomyozyten begann mit einer 0,5 Hz
Feldstimulation und sollte die Arbeitslast der Kardiomyozyte unter Ruhe-
bedingungen darstellen. Nach 60 Sekunden wurde Isoprenalin mit einer
finalen Konzentration von 30 nM eingewaschen zur B-adrenergen Stimu-
lation der Kardiomyozyte. Sobald eine Zunahme der Kontraktionsamplitu-
de beobachtet werden konnte, wurde die Feldstimulation fiir 180 Sekun-
den auf 5Hz erhoht. Dies simuliert eine physiologische Arbeitslasterhé-
hung in einer Stresssituation, die Gabe von Isoprenalin steigert die Herz-
frequenz auf das gleiche Niveau wie starke korperliche Betdtigung. An-
schlieBend wurde die Stimulationsfrequenz auf 0,5 Hz zuriickgestellt und
Isoprenalin ausgewaschen.

In den isolierten ventrikuldren Kardiomyozyten wurden die Autofluores-
zenzen von NAD(P)H und FAD*, die intrazelluldre Ca®*-Konzentration mit-
tels Indo-1, das mitochondriale Membranpotential via TMRM* und die
Sarkomerldange und deren Veranderung gemessen. Die Experimente wur-
den mit einem Auflichtfluoreszenzmikroskop der Firma Nikon sowie einer
Anlage der Firma lonOptix durchgefiihrt. Dieses System ist in der Lage,
wahrend des Messprotokolls die Kontraktionsparameter von elektrisch
stimulierten Kardiomyozyten mithilfe einer speziellen Kamera (MyoCam-
S) simultan aufzuzeichnen.
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Redoxstatus

Der Redoxstatus der Kardiomyozyten wurde (ber die autofluoreszieren-
den Molekile NAD(P)H und FAD bestimmt. Die Absorptionsmaxima von
NADH und NADPH sind identisch und liegen im ultravioletten Wellenlan-
genbereich bei 260 nm und 340 nm. Bei 340 nm zeigen die oxidierten For-
men NAD* und NADP* keine signifikante Absorption. Dabei stammt die
Mehrzahl der Fluoreszenzsignale des NAD(P)H kardialer Zellen aus den
Mitochondrien und nur ein geringer Teil aus dem Zytosol. Bei dem oxi-
dierten Coenzym FAD liegt ein Absorptionsmaximum bei 450 nm, wah-
rend sein reduzierter Redoxpartner, FADH, in diesem Wellenlangenbe-
reich kaum absorbiert. Das ratiometrische Verhaltnis von NAD(P)H/FAD
ist ein sensitiver Parameter des Oxidations/Reduktionsstatus, also ,Re-
doxstatus” der Zelle und verandert sich bei Anderung des metabolischen
Zustandes und der Sauerstoffversorgung der Zelle. Durch die Bestimmung
lassen sich Rickschliisse auf die metabolische Aktivitat der Zelle ziehen,
wobei eine Verschiebung in Richtung Oxidation auf einen erhéhten Um-
satz der Reduktionsdquivalente hindeutet.

Kontraktion

Wahrend des gesamten Messprotokolls wurden die Kontraktionen derim
Fokus liegenden Kardiomyozyte von der MyoCam-S erfasst. Im Nachhin-
ein konnten so Kontraktionen gemittelt und daraus die folgenden Para-
meter bestimmt werden: diastolische und systolische Sarkomerlange, die
fraktionelle Sarkomerverkiirzung, die Zeit bis zur maximalen Sarkomer-
verkilrzung, die Zeit bis zur 50 %igen Sarkomerrelaxation sowie die Zeit
bis zur 90 %igen Sarkomerrelaxation.

Calciumkonzentration

Zur Messung der intrazelluldren Ca%*-Konzentration wurde der ratiome-
trische Fluoreszenzfarbstoff Indo-1, AM verwendet. Indo-1 gehort zu
den Ca?*-Indikatoren mit hoher Ca?*-Affinitit. Das Absorptionsmaximum
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liegt bei 346 nm, ungebundenes Indo-1 hat ein Emissionsmaximum bei
485 nm, durch die Ca®*-Bindung verschiebt sich das Emissionsmaximum
auf 410 nm. Um Veridnderungen der Ca®*-Konzentration sensitiv messen
zu kdnnen wurden sowohl die Ca®*-freie und Ca?*-gebundene Form ge-
messen und zueinander ins Verhaltnis gesetzt. Gleichzeitig mit der Mes-
sung der Fluoreszenz von Indo-1 wurde auch das mitochondriale Mem-
branpotential beziehungsweise dessen Verdnderungen mittels TMRM*
gemessen.

Membranpotential

TMRM* ist ein Rhodamin-Fluoreszenzfarbstoff der aufgrund seiner positi-
ven Ladung in den negativ geladenen Mitochondrien akkumuliert. Veran-
derungen des Membranpotentials wurden mittels TMRM™ gleichzeitig mit
der Messung der Fluoreszenz von Indo-1 zur Ca?*-Bestimmung gemessen.

Mitochondrienisolation

Kardiale Mitochondrien wurden in den Gruppen von Prof. Chris-
toph Maack nach der Methode von Mela und Seitz [123] isoliert. Die an-
schlieRende Proteinbestimmung erfolgte mittels Bio-Rad Dc Protein Assay
nach Lowry et al. [111].

Mitochondriale Atmung

Die mitochondriale Atmung wurde als Sauerstoffverbrauch der Mito-
chondrien unter Verwendung einer Clark-Elektrode gemessen. Die Clark-
Elektrode besteht meist aus einer Platin-Kathode und einer Silber-Anode,
die beide von einer semipermeablen Membran bedeckt sind und liber
eine Elektrolytldsung in Verbindung stehen. Durch angelegte Spannung
wird an der Kathode Sauerstoff reduziert und an der Anode Silber oxi-
diert. Der entstehende Elektronenfluss ist proportional zum Sauerstoff-
verbrauch und kann mit einem Nanoamperemeter gemessen werden.
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Zu Beginn des Versuchs wurde die Respiration von isolierten ventrikuldren
Mitochondrien bei ausreichend vorhandenem Sauerstoff (O,) durch die
Verfugbarkeit von Substrat und ADP limitiert. Dieser Zustand wird als Stu-
fe 1 bezeichnet. Als nachstes wurden Pyruvat und Malat als Substrate fiir
die Mitpchondrien in die Messkammer hinzugefiigt und abgewartet, bis
sich Stufe 2 etabliert hatte. In Stufe 2 wird die Atmung bei ausreichend O,
und ADP durch die Verfiligbarkeit von Substrat begrenzt. Anschliefend er-
folgte eine steigende Zugabe von ADP bis zur stabilen Stufe 3. Dabei ist die
Elektronentransportkette und die ATP-Produktion an der F;Fo-ATPase am
Ende der Atmungskette maximal stimuliert, da es keine Begrenzung durch
O,, ADP oder Substrat mehr gibt. Am Ende des Messprotokolls wurde Oli-
gomycin, ein Hemmstoff der F;Fg-ATPase in die Messkammer hinzuge-
fligt. Durch Hemmung der F;Fo-ATPase wurde Stufe 4 herbeigefiihrt. Dies
soll den Zustand, in dem die Respiration in Abwesenheit von ADP gemes-
sen wird, simulieren. Stufe 4 ist kein physiologischer Zustand und dient
ausschlieRlich zur Beurteilung der mitochondrialen Integritdt. Die Restat-
mung, auch als Leak-Atmung bezeichnet, gibt Aufschluss tGber die Funkti-
on der inneren Mitochondrienmembran, Gber die bei defekten Mitochon-
drien ein Protonenfluss stattfindet und die Leak-Atmung verursacht. Bei
intakten Mitochondrien nimmt der Sauerstoffverbrauch in Stufe 4 Wer-
te in der GroRenordnung der Atmung in Stufe 2 an. Rechnerisch wurde
der respiratorische Kontrollindex (RCR) bestimmt, der aus dem Verhaltnis
von Stufe 3 und Stufe 4 beziehungsweise Stufe 2 gebildet wird und ein
weiteres Mal fur die Kopplung und korrekte Funktion von Mitochondrien
darstellt. Ein kleiner RCR-Wert deutet auf geschadigte Mitochondrien hin.

Calciumretentionskapazitat

Zur Messung der Ca?*-Retentionskapazitit der isolierten Mitochondrien
wurde ein nach Chen et al. [31] adaptierter PTP-Assay durchgefiihrt. Der
Injektor des Messgerates gab wahrend des Versuchsprotokolls zehnmal
Ca%* in einer Endkonzentration von 10 pM in einem Abstand von jeweils
120 Sekunden ab. Die extramitochondriale Ca%*-Konzentration wurde bei
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37 °C mit dem Farbstoff Calcium Green-5N (C3737) gemessen. Cyclosporin
A (CsA) inhibiert die PTP und eine Inkubation des Reaktionsansatzes mit
CsA diente als Positivkontrolle.

5.2.3. Proteine

Tabelle 5.12.: Puffer und Losungen fiir Inmunoblot

Lysepuffer

Tris

Glycerol

EDTA

NazVO,

SDS

DTT

Protease Inhibitoren
Phosphatase Inhibitoren
in dH,0

Ladepuffer

Tris

SDS
Bromphenolblau
Glycerol

in dH,0

Laufpuffer
Tris

Glycin

SDS

in dH,0

40 mmol/L

13% (v/v)

5 mmol/L

1 mmol/L

4% (w/v)

1 mmol/L

1x (frisch vor Gebrauch zugegeben)
1x (frisch vor Gebrauch zugegeben)

130 mmol/L
4% (w/v)
0,02 % (w/v)
50% (v/v)

25 mmol/L
192 mmol/L
3,5 mmol/L

137



5. Material und Methoden

Transferpuffer
Tris

Glycin
Methanol

in dH,0

TBS Puffer
Tris

NaCl

in dH,0

TBS-T Puffer
TBS Puffer
Tween 20

Sammelgel
Acrylamid/Bis
30%

Tris 0,5 mol/L
SDS 10 %
TEMED

APS 10 %
dH,0

37,5:1

Trenngel
Acrylamid/Bis 37,5:1
30%

Tris 1,5 mol/L

SDS 10%

TEMED

APS 10%

dH,0

138

25 mmol/L
192 mmol/L
20% (v/v)

50 mmol/L
150 mmol/L

99,9 % (v/v)
0,1% (v/v)

400 pL

750 pL
30 pL
3uL
30 uL
1,8mL

8%
1,33 mL

10%
1,67mL

1,25mL
50 puL
5uL

50 pL
2,3mL

1,25 mL
50 pL
5uL

50 uL
2mL
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Proteinextraktion

Gesamtprotein aus dem Herzgewebe der Mause wurde durch Zugabe von
50 bis 500 pL Lysepuffer, abhdngig von der Menge des Gewebes, und Ho-
mogenisierung mit dem UltraTurrax extrahiert. Proteinlésungen wurden
aliquotiert bei -80 °C gelagert.

BCA Test

Fiir die Immunoblot-Analysen wurde der Gesamtproteingehalt mit dem
Pierce BCA-Protein-Assay-Kit gemaR den Anweisungen des Herstellers be-
stimmt. Beim ersten Teil des BCA-Tests wird Cu?* durch die Peptidbin-
dungen der Proteine in einem alkalischen Milieu quantitativ zu Cu* re-
duziert (basierend auf der Biuret-Reaktion, wie im ersten Teil des Lowry-
Test). Zwei Bicinchoninsduremolekile bilden durch die Chelatierung von
einem Cu*-lon einen violett gefarbten Komplex. Im Bereich von 20 bis
2000 pL/mL Protein verlauft die Absorption des Komplexes bei einer Wel-
lenldange von 562 nm bei zunehmender Proteinkonzentration linear. Das
Hintergrundsignal wurde unter Verwendung einer Probe mit Lysepuffer
anstelle einer Proteinprobe gemessen.

Immunoblot

Um den Gehalt eines bestimmten Proteins zu quantifizieren, kdnnen
denaturierte Proteine in einem elektrischen Feld auf einem Natrium-
dodecylsulfat (SDS)-Polyacrylamid-Gel nach GroRe getrennt werden.
SDS Uberdeckt die eigentliche Ladung des Proteins und es entsteht eine
negative Gesamtladung des Proteins, die zur Migration der Proteine zur
Anode fiihrt. GroRere Proteine migrieren dabei langsamer als kleine
Proteine. Nach der Auftrennung nach GrofRe kénnen die Proteine in
einem elektrischen Feld auf eine Membran Ubertragen und durch
spezifische Antikorper nachgewiesen werden. Ein priméarer Antikorper ist
gegen das nachzuweisende Antigen gerichtet, wahrend ein sekundarer
Antikorper gegen den ersten Antikdrper gerichtet ist. Der sekundére
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Antikérper ist mit einer Meerrettichperoxidase (HRP, von engl. horse-
radish peroxidase) konjugiert. Die Zugabe von ECL-Detektionsreagenz
(ECL von engl. enhanced chemiluminescence) fihrt zu einem Chemi-
lumineszenzsignal, das mit einer lichtempfindlichen CCD-Kamera (CCD
von engl. charge-coupled device) detektiert werden kann (Abbildung 5.1).

(@) zeliyse (2) proteiniosung () sps-pace

Proteine
Herzpulver T

+ Lysepuffer und / ’\
Zerkleinerung mit g II '|
UltraTurrax Lyse Lt ‘ /
— - —
'i\ 4 |
\_,/ ‘ Zellreste
@ Elektrotransfer @ Proteinnachweis

Luminol + H;0, * Lichtemission

HRP \-\_/
JL\ sekundarer

Antikorper

NC Membran Zielprotein . primarer Antikdrper

Abbildung 5.1.: Schematische Darstellung und Prinzip des Proteinnachweises per Immunoblot.
Proteine kdnnen nach Zelllyse per SDS-PAGE nach GroRe getrennt und in einem elektrischen Feld auf ei-
ne Membran tUbertragen werden. Der Nachweis geschieht mit einem primaren Antikorper der gegen das
nachzuweisende Antigen gerichtet ist, wahrend ein sekundarer Antikdrper gegen den ersten Antikorper
gerichtet ist. Der sekundare Antikorper ist mit einer Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert. Die HRP ka-
talysiert die Reaktion von Luminol mit H, 0, unter Lichtemission, die mit einer Kamera gemessen werden
kann. Abbildung adaptiert und erstellt mit BioRender [4].

Gleiche Proteinmengen (30 oder 200 ug) wurden mit Lysepuffer auf
gleiche Volumina eingestellt. 10 uL Ladepuffer mit frisch hinzugefugten
0,57 uL 2-Mercaptoethanol wurden zugegeben und die Proben zur De-
naturierung der Proteine 5 Minuten bei 95 °C erhitzt. Zur Auftrennung
wurden abhangig von der GroRe des Zielproteins ein 8%- oder 10%iges
Polyacrylamidgel in Laufpuffer verwendet (siehe Tabelle 5.13).
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Tabelle 5.13.: Antikorper Anwendung fiir Immunoblot

Antikoérper Proteinmenge  Polyacrylamidgel Losung
pACC 30 g 8% 5% BSA
ACC 30 g 8% 5% BSA
CRTC1 200 pg 10% 5% BSA
CRTC2 200 pg 10% 5% Milch
PGC-1a 30 pg 8% 5% Milch

Die Proteine wurden bei 80V (Bio Rad PowerPac) bis zum Erreichen des
Trenngels, gefolgt von 100V bis zum Ende des Laufs entsprechend ih-
rer molekularen GrofRe aufgetrennt. Zur GrofRenabschatzung wurde der
PageRuler oder der PageRuler Plus-Proteinmolekulargewichtsmarker ver-
wendet. Die Proteine wurden bei 400 mA fir 2 Stunden in Transferpuf-
fer auf eine Nitrocellulose (NC)-Membran tbertragen. Nach drei 5-10 mi-
nutigen Waschschritten mit TBS-Puffer wurde die Membran in 5 %iger
Milch in TBS-T-Puffer fir 2 Stunden bei Raumtemperatur geblockt, um
unspezifische Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren. Nach drei-
maligem Waschen mit TBS-T-Puffer wurde der jeweilige primare Anti-
korper Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurde nach drei
Waschschritten mit TBS-T-Puffer der entsprechende sekundare Antikor-
per fur 2 Stunden bei Raumtemperatur aufgetragen, gefolgt von drei
Waschschritten mit TBS-T-Puffer. Zur Detektion der Chemilumineszenz
wurde das Amersham ECL Western Blotting Analysis System mit dem Che-
miDoc Touch (BioRad) den Herstellerangaben entsprechend verwendet.
Die Quantifizierung der optischen Dichte der Signale wurde mit der Image
Lab 5.2.1 Software durchgefiihrt. Der quantifizierte Proteingehalt wurde
auf Calsequestrin oder das Gesamtprotein als Beladungskontrolle norma-
lisiert. Zur Quantifizierung des Gesamtproteingehalts von ACC nach der
Quantifizierung des phosphorylierten Proteins (pACC) wurde der Anti-
korper durch 3-minitige Inkubation mit 2 mL Restore PLUS Western Blot
Stripping Puffer von der Membran entfernt. Die Membran wurde dreimal
in TBS-Puffer gewaschen und in 5 %iger Milch in TBS-T-Puffer fiir 2 Stun-
den geblockt. Nach drei Waschschritten mit TBS-T-Puffer wurde mit dem

141



5. Material und Methoden

primaren Antikorper fur das Gesamtprotein inkubiert und der Nachweis
wie oben beschrieben fortgesetzt.

5.2.4. Nucleinsauren
RNA Isolierung

RNA wurde mit dem RNAzol B-Kit gemaR den Herstelleranweisungen
aus Herzpulver der Mause extrahiert. 1 mL RNAzol wurde zu 30 bis
50 mg Herzgewebe gegeben und mit einem UltraTurrax homogenisiert.
Die wassrige und die organische Phase wurden durch Zugabe von 0,2 mL
Chloroform pro 1 mL RNAzol getrennt. DNA und Proteine blieben in der
organischen Phase, wahrend RNA durch Isopropanol aus der wassrigen
Phase ausgefallt werden konnte. Nach zwei Waschschritten mit eiskaltem
75 %igem Ethanol wurde die RNA in 15 bis 30 uL nukleasefreiem dH,0
gelost.

RNA aus Aorten wurde zusammen mit Dr. Markus GeiRen in der Arbeits-
gruppe von Dr. Glinter Daum mit dem RNeasy Mini Kit gemaR den Her-
stelleranweisungen isoliert.

Bestimmung der RNA Konzentration

RNA-Konzentration, Reinheit und Qualitat wurden mit dem NanoDrop
ND-1000 Spektrophotometer bestimmt. Die RNA-Absorption bei einer
Wellenlange von 260 nm und die Annahme, dass 1 Einheit Absorption der
RNA 40 ng/uL entspricht, wurde zur Konzentrationsbestimmung herange-
zogen. Die Absorption wurde auch bei einer Wellenldnge von 230 nm und
280 nm bestimmt. Je weiter entfernt das Verhéltnis von A260/280 von 2
entfernt ist, umso eher kdnnten noch Proteine oder Phenol vorhanden
sein. Das Verhaltnis von A260/230 ist ein MaR fiir die RNA-Reinheit und
liegt Gblicherweise im Bereich von 1,8 bis 2,2.
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Reverse Transkription

RNA wurde mit dem High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, wel-
ches Zufallsprimer enthalt, gemaR den Anweisungen des Herstellers
revers-transkribiert. 10 uL Probe mit 0,5 bis 1 ug Gesamt-RNA wurde mit
einer gleichen Menge 10x RT-Mastermix gemischt. Die Reverse Transkrip-
tion wurde bei 25 °C fiir 10 Minuten, 37 °C fir 120 Minuten und 85 °C fuir 5
Minuten durchgefihrt. Die Proben wurden bis zur weiteren Verwendung
bei -80 °C gelagert.

Quantitative PCR

Die quantitative PCR (qPCR) wurde auf dem ABI Prism 7900HT Se-
quenzdetektionssystem unter Verwendung des 2x qPCRBIO SyGreen
Mix Hi-ROX Kits gemaR den Herstelleranweisungen durchgefiihrt. Das
Fluoreszenzsignal des DNA-Doppelstrang (dsDNA) interkalierenden Fluo-
reszenzfarbstoffs steigt proportional zur cONA-Konzentration. Der passive
ROX-Referenzfarbstoff dient als interne Referenz zur Normalisierung des
SYBR-Fluoreszenzsignals (Abbildung 5.2).

cDNA aus revers transkribierter RNA wurde in dH,0 verdiinnt und mit
denin Tabelle 5.6 angegebenen Primerpaaren amplifiziert. Fir jede Probe
wurden Triplikate gemessen. Das verwendete PCR-Programm ist in Tabel-
le 5.14 aufgefihrt.
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Abbildung 5.2.: Schematische Darstellung und Prinzip der quantitativen PCR mit Fluoreszenzfarbstoff.
Das Fluoreszenzsignal des DNA-Doppelstrang (dsDNA) interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green
wird hoher, je hoher die Konzentration von doppelstrangiger, amplifizierter DNA ist. Abbildung adaptiert
und erstellt mit BioRender [4].

Tabelle 5.14.: Programm fiir qPCR

Temperatur Zeit

95°C 2 Minuten
40 Zyklen:

95°C 5 Sekunden
65°C 15 Sekunden
95°C 15 Sekunden
Dissoziationskurve:

60 °C 1 Minute
95°C 15 Sekunden

Bei jedem Experiment wurde eine Dissoziationskurvenanalyse durchge-
flihrt um Nebenprodukte (zum Beispiel Primer-Dimere) zu detektieren.
Dariiber hinaus wurden die Proben nach der gPCR auf einem Agarosegel
mit 0,04 % Ethidiumbromid untersucht, um mogliche Nebenprodukte der
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Amplifikation nachzuweisen. Normalisiert wurde auf die endogene Kon-
trolle Gog; eine Leer-Kontrolle ohne cDNA und eine Kontrolle ohne Rever-
se Transkriptase-Schritt, bei der das RT-Enzym fehlte, wurden in alle Ver-
suchsldufe einbezogen. Zur Auswertung der relativen mRNA-Expression
wurde der Ct-Wert (Ct von engl. cycle threshold, der Zyklus ab dem das
Fluoreszenzsignal den definierten Schwellenwert tbersteigt und den Be-
ginn der exponentiellen Fluoreszenz-Zunahme anzeigt) mit der Formel
2°28Ct yerwendet. Fiir die Berechnungen wurde der mittlere Ct-Wert der
Triplett-Messungen gebildet. ACt wurde durch Subtraktion des mittleren
Ct-Wertes des endogenen Kontrollgens vom mittleren Ct-Wert des zu un-
tersuchenden Gens erhalten. AACt wurde erhalten, indem der Mittelwert
von ACt aus der Referenzgruppe berechnet und vom ACt Wert jeder Probe
subtrahiert wurde. Unter der Annahme, dass sich die Amplikonkonzentra-
tion bei jedem Zyklus verdoppelt, liefert die Formel 2722t die relative Men-
ge an mRNA in jeder Probe, bezogen auf die Kontrolle, die auf 1 gesetzt
wurde. Vor der Anwendung wurde die Effizienz des Primerpaares getes-
tet. FUnf 1:5-Schritt-Verdiinnungen von anfanglich 500 ng cDNA wurden
mit einer Primerkonzentration von 400 nmol/L amplifiziert. Primer mit ei-
ner Effizienz von mehr als 90 % und weniger als 110 % und einem Korrela-
tionskoeffizienten (R?) von mehr als 0,95 wurden fiir den experimentellen
Einsatz verwendet. Die Analyse wurde mit der Software ABI 7900HT SDS
2.4 durchgefihrt.

Genotypisierung

Um zwischen Crtc1”", Wildtyp- und heterozygoten Mausen zu unterschei-
den, wurde die DNA von Schwanzspitzen mittels PCR analysiert.

Um die DNA aus dem Gewebe zu extrahieren, wurde das KAPA Mouse
Genotyping Hot Start Kit gemaR den Anweisungen des Herstellers ver-
wendet. Das Gewebe wurde mit KAPA Express Extraktions-Enzym und KA-
PA Express-Extraktions-Puffer bei 75 °C fir 10 Minuten verdaut; das Ver-
dauungsenzym wurde bei 95 °C flir 5 Minuten inaktiviert. Die PCR-Proben
wurden unter Verwendung der folgenden Komponenten pro Reaktion mit
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den in der Tabelle 5.16 aufgefiihrten Primern verwendet:

DNA aus Verdau lul
KAPA2G Fast Genotyping Mix 12,5puL
dH,0 9,875 uL
DMSO 1,25l
Primer a ,Intron 4-5 gen new” 0,125pulL
100 mmol/L

Primer b ,TORC1 Exon 5-3’“100 mmol/L 0,125 uL
Primer c ,GT-Beta-gal“100 mmol/L 0,125 uL

Tabelle 5.16.: Primer flir Genotypisierung

Name Primersequenz (5’ —3’)

Primer a , Intron 4-5 gen new” GGCAGTACATAGCTTCTCTGGTGA
Primer b ,TORC1 Exon 5-3"“ TGCAGGGCAGAGTCAGACTTGGT
Primer c ,GT-Beta-gal“ GACAGTATCGGCCTCAGGAAGATCG

Die PCR wurde im Bio Rad T100 Thermocycler unter Verwendung des in
Tabelle 5.17 aufgefiihrten Programms durchgefiihrt.

Tabelle 5.17.: Programm fiir Genotypisierung

Temperatur Zeit

94°C 3 Minuten
11 Zyklen:

94°C 15 Sekunden
65°C 15 Sekunden
-0,5 °C/Zyklus

72°C 30 Sekunden
24 Zyklen:

94°C 15 Sekunden
60°C 15 Sekunden
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72°C 30 Sekunden
72°C 10 Minuten

Die PCR-Produkte wurden in einem elektrischen Feld auf einem 1 %igen
Agarosegel mit 0,04 % Ethidiumbromid nach GroRe getrennt. Als Mole-
kulargewichtsmarker wurde der GeneRuler 1 kb DNA Ladder verwendet.
Die Primer a ,,Intron 4-5 gen new“ und b ,TORC1 Exon 5-3’“ amplifizieren
ein 670 bp Fragment aus dem Wildtyp-Allel, die Primer a ,,Intron 4-5 gen

|H

new” und c , GT-Beta-gal” amplifizieren ein 1197 bp Fragment aus dem

Crtc1-defizienten Allel. Bei heterozygoten Mdusen werden beide Frag-
mente amplifiziert.

Herstellung Plasmid DNA

Tabelle 5.18.: Puffer und Losungen fiir Herstellung Plasmid DNA

Transformationspuffer

MnCl, x4 H,0 55 mmol/L
CaCl; x2 H,0 15 mmol/L
KCl 250 mmol/L
PIPES 10 mmol/L
in dH,0

SOB Medium

Trypton 2% (w/v)
Hefeextrakt 0,5% (w/v)
NaCl 8,56 mmol/L
KCl 2,5 mmol/L
MgCl, 10 mmol/L
in dH,0

SOC Medium

D-Glucose 20 mmol/L
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MgS0O, 10 mmol/L
in SOB

LB Medium

NacCl 85,6 mmol/L
Trypton 1% (w/v)
Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
in dH,0

TE Puffer

Tris 10 mmol/L
EDTA 1 mmol/L
in dH,0

E. coli One Shot Stbl3 wurden in 25 mL SOB-Medium bei 37 °C fiir 6 bis 8
Stunden unter standigem Schiitteln inkubiert. Von dieser Kultur wurden
jeweils 2 mL, 4 mLund 10 mL mit 250 mL SOB-Medium gemischt und liber
Nacht bei 18 °C unter standigem Schitteln bebriitet. Bei Erreichen einer
maximalen optischen Dichte von 0,6 Aggg Einheiten/mL wurde die Kultur
weiter verwendet. Die Losung wurde 10 Minuten lang auf Eis gekihlt,
bevor sie 10 Minuten lang bei 1000 x g bei 4 °C zentrifugiert wurde. Der
Uberstand wurde verworfen, das Pellet wurde in 20 mL eiskaltem Trans-
formationspuffer und 1,5 mL DMSO resuspendiert und fiir 10 Minuten auf
Eis aufbewahrt. Die Bakterienlésung wurde aliquotiert, in fliissigem Stick-
stoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Fir die Transformation wurden die chemisch kompetenten E. coli auf Eis
aufgetaut und mit der Plasmid-DNA gemischt. 30 Minuten Inkubation auf
Eis flhren zu einer Aufnahme der DNA in die Bakterien. Ein Hitzeschock
von 90 Sekunden bei 42 °C erhoht die Effizienz. Die Mischung wurde 60 bis
120 Sekunden auf Eis gehalten, bevor 500 uL SOC-Medium hinzugefiigt
wurden. Anschliefend wurde 45 Minuten lang bei 37 °C erhitzt, damit die
Bakterien mit dem aufgenommenen Plasmid das erhaltene Antibiotika-
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resistenzgen exprimieren konnten. Nach Zentrifugation bei 1000 x g fur 1
Minute bei Raumtemperatur wurde der Uberstand durch leichtes Kippen
bis auf etwa 100 uL verworfen. Das Pellet wurde im verbleibenden Uber-
stand resuspendiert, auf eine Ampicillin- oder Kanamycin-haltige Agar-
platte (50 ug/mL) ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. Ein iso-
liert gewachsener Klon wurde geerntet und in 3 mL LB-Medium mit 0,1%
Ampicillin oder Kanamycin in einem 15 mL-Reaktionsrohrchen bei 22 °C
unter leichter Bewegung liber Nacht kultiviert, bis eine Dichte von 2 bis 6
Agoo Einheiten/mL erreicht war.

Mini-Praparationen wurde mit dem FastGene Plasmid Mini Kit entspre-
chend den Herstelleranweisungen durchgefiihrt. Pelletierte Bakterien
wurden in 200 pL Resuspensionspuffer gevortext, 200 uL Lysepuffer hin-
zugefigt und fiir 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 300 uL Neu-
tralisationspuffer wurde zugegeben, vorsichtig gemischt und anschlie-
Rend 2 Minuten bei 13.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
Filterrohrchen tberfiihrt und bei 13.000 x g fiir 30 Sekunden zentrifugiert.
400 pL Waschpuffer | wurden hinzugefiigt, erneut zentrifugiert und 600 uL
Waschpuffer Il hinzugefiigt. Nach 2 Minuten Zentrifugation wurden 30 pL
Elutionspuffer hinzugefiigt und der Filter fiir 2 Minuten bei Raumtempera-
tur inkubiert. Nach der Zentrifugation bei 13.000 x g fiir 2 Minuten wurde
das eluierte Plasmid bei -20 °C gelagert.

Maxi-Praparationen wurden mit dem NucleoBond Xtra Maxi Kit gemaf
den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Pelletierte Bakterien wur-
den in 18 mL Resuspensionspuffer aufgenommen, 18 mL Lysepuffer hin-
zugefiigt und fir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 12 mL Neutra-
lisationspuffer wurden zugegeben und vorsichtig gemischt bis zur Entfar-
bung der Mischung. Das Lysat wurde auf einen vorher dquilibrierten Nu-
cleoBond Xtra Column Filter gegeben. Nach dem Hinzufiigen von 15 mL
Aquilibrierungspuffer wurde der Filter verworfen und die Saule mit 25 mL
Waschpuffer gewaschen. Anschliefend wurde das Plasmid mit 15 mL Elu-
tionspuffer von der Saule eluiert. Zur Ausfallung wurden 10,5 mL Isopro-
panol zugegeben und die Probe bei 15.000 x g fiir 30 Minuten bei 4 °C zen-
trifugiert. Das Plasmid-DNA-Pellet wurde mit 4 mL 70 %igem Ethanol ge-

149



5. Material und Methoden

waschen und nach Zentrifugation in 100 uL TE-Puffer resuspendiert und
bei -20 °C gelagert.

Bestimmung der DNA Konzentration

Die DNA-Konzentration wurde mit dem NanoDrop ND-1000 Spektropho-
tometer unter der Annahme, dass 1 Einheit Absorption 50 ng/uL DNA ent-
sprechen, bestimmt. Die DNA-Absorption wurde bei einer Wellenlange
von 260 nm gemessen.

Restriktionsenzymverdau

Zur Bestatigung der korrekten Insertion der Konstrukt-DNA wurde die
Plasmid-DNA mit Restriktionsenzymen in dem mitgelieferten Puffer nach
Herstellerangaben verdaut. Die DNA wurde mit Enzymen flr 2 Stun-
den bei 37 °C verdaut. SPHK1-Promotor-Plasmide wurden mit Kpn | und
Hind 1l verdaut. S1PR3-Promotor-Plasmide wurden mit Nde | und Xba |
verdaut. Die DNA wurde mit DNA-Ladefarbstoff gemischt und nach Gro-
Re auf einem 1%igen Agarosegel mit 0,04% Ethidiumbromid getrennt. Zur
GroRenbestimmung wurde der GeneRuler 1 kb plus DNA Ladder verwen-
det.

Promotor-Luciferase-Reportergen Analysen

Tabelle 5.19.: Puffer und Lésungen fiir Promotor-Luciferase-Reportergen Analysen

Kratzpuffer

NacCl 150 mmol/L
EDTA 1 mmol/L
Tris 40 mmol/L
in dH,0
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Kaliumphosphatpuffer
Ko;HPO4

KH,PO4

DTT

Glycylglycinpuffer
Glycylglycin
MgS0O,4
EGTA

in dH,0
Luciferin  Vorratslé-
sung

DTT

D-Luciferin

in Glycylglycinpuffer

Luciferase Assay Mix
Glycylglycinpuffer
Kaliumphosphatpuffer
ATP 200 mmol/L

DTT 1 mol/L

Luciferinpuffer
Glycylglycinpuffer
Luciferin ~ Vorratslo-
sung

DTT 1 mol/L

Zur

Untersuchung der

100 mmol/L
100 mmol/L
1 mmol/L

25 mmol/L
15 mmol/L
4 mmol/L

10 mmol/L
1 mmol/L

7,8 mL
1,56 mL
104 pL
10,4 uL

2mL
500 uL

20 pL

CRE-abhangigen Gentranskription wurden

HEK293T-Zellen transient mit Luciferase-Reportergenkonstrukten trans-
fiziert. HEK293T-Zellen wurden in 6-Well-Kulturplatten kultiviert und
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in einer Dichte von etwa 110.000 Zellen/cm? in 2 mL DMEM ausgesat.
0,5 ug/mL Luciferase-Reportergen-Vektor wurden mit 0,1 ug/mL des
grin fluoreszierenden Protein (GFP)-Reportergen GFP-Topaz als Referenz
fir die Transfektionseffizienz kotransfiziert. Metafectene Pro (2 pug/mL)
wurde als Transfektionsreagenz nach den Anweisungen des Herstellers
verwendet. Die Zellen wurden fir 48 Stunden in DMEM bei 37 °C, 95 %
Luftfeuchtigkeit und 9 % CO, kultiviert.

Transfizierte HEK293T-Zellen wurden 6 Stunden vor der Ernte mit Forsko-
lin (10 umol/L), einem Calcium-lonophor (A23187, Calcimycin; 50 nmol,
500 nmol oder 5 umol/L) oder S1P (300 nmol, 1 umol/L oder 3 umol/L) be-
handelt. Das Medium wurde verworfen, die Zellen wurden mit 2 mL PBS
gewaschen und mechanisch mit einem Zellschaber in 1 mL Kratzpuffer ge-
erntet. Die Zellen wurden bei 3380 x g fiir 3 Minuten bei 4 °C pelletiert und
in 150 puL Kaliumphosphatpuffer resuspendiert. Um die Zellmembranen
zu zerstoren, wurden die Zellen dreimal in flissigem Stickstoff eingefro-
ren und bei 37 °C in einem Wasserbad aufgetaut. Nach Zentrifugation bei
18.400 x g fiir 3 Minuten bei 4 °C wurde der Uberstand weiter verwendet
oder bei -80 °C gelagert.

Mit Hilfe von Luciferase-Reportergen-Assays kann die Promotoraktivi-
tat durch die Luciferase-Aktivitdt bestimmt werden. Die Erhéhung der
Transkriptionsaktivitat fihrt zu einer proportional erhéhten Expression
des Reporterproteins Luciferase, dessen enzymatische Aktivitat bestimmt
werden kann. Die Luciferase ist ein Enzym, welches die Reaktion seines
Substrats Luciferin zu einem instabilen Dioxetan unter Verwendung von
O, und ATP katalysiert. Decarboxylierung fiihrt zu einem angeregten Zu-
stand, der bei Ubergang in den Grundzustand Licht mit einer Wellenlan-
ge von 560 nm emittiert. Um die Luciferase-Aktivitdt zu messen, wurden
20 pL der Probe mit 145 pL Luciferase Assay Mix auf einer weillen 96-Well-
Platte gemischt. Nach Zugabe von 80 pL Luciferinpuffer wurde die Licht-
emission bei 560 nm mit dem Centro LB 960 Luminometer fiir 10 Sekun-
den gemessen. Das Hintergrundsignal wurde mit Kaliumphosphatpuffer
ohne Zellextrakte gemessen.

Zur Abschatzung der Transfektionseffizienz wurde eine Kotransfektion mit
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einem GFP-Kontroll-vektor durchgefiihrt aufgrund der Annahme, dass
HEK293T-Zellen unterschiedliche Plasmide mit gleicher Wahrscheinlich-
keit aufnehmen. GFP enthalt ein fluoreszierendes Chromophor. Die GFP-
Variante GFP-Topas (GFPtpz) enthélt 4 Punktmutationen, die zu einer An-
derung des Emissionsspektrums auf 530 nm fiihren. GFPtpz unter Kon-
trolle eines CMV-Promotors (pGFPtpz-cmv) wurde kotransfiziert und die
Fluoreszenz wurde in 30 uL Proben fiir 1 Sekunde auf einer weillen 96-
Well-Platte mit dem FluoroCount Microplate Fluorometer nachgewiesen.
Das Hintergrundsignal wurde in 30 uL Kaliumphosphatpuffer gemessen.

Chromatinimmunoprazipitation

Tabelle 5.20.: Puffer und Losungen fiir Chromatinimmunoprazipitation

Zellkernlysepuffer

Tris 50 mmol/L
EDTA 10 mmol/L
SDS 1% (w/v)
Protease Inhibitoren 1x

in dH,0

Waschpuffer |

Tris 20 mmol/L
NaCl 150 mmol/L
EDTA 2 mmol/L
SDS 0,1% (w/v)
Triton X 100 1% (v/v)

in dH,0

Waschpuffer Il

Tris 20 mmol/L
NacCl 500 mmol/L
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EDTA 2 mmol/L
SDS 0,1% (w/v)
Triton X 100 1% (v/v)

in dH,0

Waschpuffer Il

Tris 10 mmol/L
LiCl 250 mmol/L
EDTA 1 mmol/L
Nonidet P40 1% (v/v)
Desoxycholsaure 1% (w/v)
in dH,0

TE Puffer

Tris 10 mmol/L
EDTA 1 mmol/L
in dH,0

Elutionspuffer |

Tris 10 mmol/L
EDTA 1 mmol/L
SDS 1% (w/v)
in dH,0

Elutionspuffer Il

Tris 10 mmol/L
EDTA 1 mmol/L
SDS 0,67 % (w/v)
in dH,0

Um die Rekrutierung von CRTC1 oder CREB an die CRE-Sequenz einer
Promotorregion zu untersuchen wurde eine Chromatinimmunoprazipita-
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tion (ChIP) durchgefiihrt. Bei der ChIP werden Protein:DNA-Interaktionen
quervernetzt und kénnen durch spezifische Antikorper ausgefillt wer-
den. Mittels PCR-Analyse mit spezifischen Primern kdnnen CRTC1- oder
CREB-gebundene Promotorregionen identifiziert werden (Abbildung 5.3).

Im Zelllysat: (1) quer und F i 2) ipitation mit
Antikdrpern fiir DNA-bindendes Protein

DNA:Protein-Komplex Ultraschall % F { i
10 Bt gwtnisiin N= A=
o “‘f@ Q

lfmcgmom L

% <, @ \\ P
Genomische . <] 1 = //’
DNA O Rt o b 0
@ Elution und Proteinverdau (‘D PCR mit Primern firr Protomorregion
DNA-Fragmente
- e r
TITTTTTITT T

Abbildung 5.3.: Schematische Darstellung der Chromatinimmunoprézipitation.

Nach Quervernetzung von DNA:Protein-Komplexen im Zelllysat wird genomische DNA fragmentiert und
mit spezifischen Antikorpern fiir die DNA-bindenden Proteine prazipitiert. Waschen, Eluieren und Prote-
inverdau liefert die zuvor gebundenen DNA-Fragmente welche anschlieBend per PCR mit Primern fir die
interessierenden Promotorregionen untersucht werden. Abbildung erstellt mit BioRender [4].

Die Chromatin-Immunprazipitation wurde nach Heinrich et al. durchge-
fihrt [65]. Ventrikuldres Herzgewebe von C57BL/6J-Wildtypmausen wur-
de mit einem Skalpell in Stiicke zerkleinert. Die Stlicke wurden 20 Minuten
in 1 mL 0,9 %iger NaCl-Lésung mit 1% Formaldehyd gemischt. Die Quer-
vernetzung durch Formaldehyd wurde durch Zugabe von 125 mmol/L Gly-
cin und Rotation fiir 5 Minuten gestoppt. Die Zellen wurden durch Zen-
trifugation bei 1500x g fiir 2 Minuten bei 4 °C pelletiert und in 800 pL
Zelllysepuffer aufgenommen. Die Zellen wurden durch durch drei Gefrier-
(flussiger Stickstoff) und Auftauzyklen (37 °C Wasserbad) lysiert. Nach Ho-
mogenisierung in einem 5 mL-Dounce-Homogenisator wurden die Zell-
partikel 10 Minuten lang auf Eis gelegt, bevor sie 5 Minuten lang bei
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4 °C bei 2350 x g zentrifugiert wurden. Die Zellkerne wurden lysiert durch
Zugabe von 600 pL Zellkernlysepuffer zum Pellet. Die Proben wurden in
Bioruptor Mikroréhrchen tberfiihrt und fir 10 Minuten auf Eis gestellt.
Durch Ultraschall im Bioruptor Plus Beschallungsgerat wurde die extra-
hierte DNA geschert (5x5s; 30s Pause, Stufe niedrig). Die Proben wur-
den in ein 1,5 mL-ReaktionsgefaR tGberfihrt und bei 15870 x g fuir 10 Mi-
nuten bei 4 °C zentrifugiert. Zur Vorreinigung wurden der Probe 2,4 %iges
Protein A Sepharose CL-4B zugesetzt und 1 Stunde bei 4 °C rotiert. An-
schlieBend wurden die Proben 2 Minuten bei 15870x g bei 4 °C zentri-
fugiert. Eine Inputkontrolle wurde aus dem Uberstand entnommen und
in einem Low DNA-binding tube bei 4 °C {iber Nacht gelagert. Zum ver-
bleibenden Uberstand wurden 3 ug CRTC1-Antikdrper (0,618 pg/uL), 3 pug
CREB-Antikorper (0,618 pug/uL) oder 1gG-Antikrper, gebunden an 30 L
Protein A-Agarose (1 pg/uL), hinzugefligt und tiber Nacht auf einer rotie-
renden Plattform inkubiert. Die Proben wurden zweimal mit 1 mL Wasch-
puffer I, einmal mit 1 mL Waschpuffer I, einmal mit 1 mL Waschpuffer
Il und einmal mit 1 mL TE-Puffer gewaschen. Nach jedem Schritt wur-
den die Proben bei 1500 x g fiir 2 Minuten bei 4 °C zentrifugiert, und der
Uberstand wurde verworfen. Die Proben wurden in Low DNA-binding tu-
bes Uberfiihrt, Protein:DNA-Komplexe wurden von der Agarose in 100 uL
Elutionspuffer | fiir 15 Minuten bei 65 °C (Eppendorf Thermomixer com-
fort) eluiert und bei 15870x g fiir 5 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Das
resultierende Pellet wurde mit 150 uL Elutionspuffer Il fiir 15 Minuten
bei 65 °C inkubiert und bei 15870x g fiir 5 Minuten bei 4 °C zentrifugi-
ert. Die Uberstinde aus den beiden Zentrifugationsschritten wurden in
einem Low DNA-binding tube zusammengefiihrt. Das Volumen der In-
putkontrollen wurde durch Zugabe von 0,8 % SDS (w/v) und 200 L TE-
Puffer eingestellt. Alle Proben wurden Gber Nacht bei 65 °C inkubiert, um
die Quervernetzung zu I6sen. Um die Proteine in der Probe zu verdau-
en, wurden 100 pg Proteinase K und 250 uL TE-Puffer zugegeben und die
Proben bei 37 °C flir 2 Stunden inkubiert. Zur Prazipitation hochmoleku-
larer RNA wurden 400 mmol/L LiCl zugegeben. Die DNA wurde durch ei-
ne Phenol/Chloroform-Extraktion unter Verwendung von Manual Phase
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Lock Gel-R6hrchen nach Herstelleranweisungen gereinigt. Die Probe und
500 uL Phenol wurden in das R6hrchen gegeben, griindlich gemischt und
bei 15870 x g fiir 2 Minuten zentrifugiert. Die resultierende obere, flissige
Phase wurde wiederum mit 500 pL Phenol in einem Manual Phase Lock
Gel-Réhrchen gemischt und bei 15870 x g fiir 2 Minuten zentrifugiert. Die
obere Phase wurde mit 500 pL Chloroform gemischt und bei 15870 x g fir
2 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
Low DNA-binding tube Uberfiihrt und die DNA wurde mit 1 puL Glykogen
(10 pg/uL) in 900 pL 100 %igem Ethanol 35 Minuten lang bei 15870 x g bei
4 °C ausgefallt. Nach dem Waschen mit 500 pL 70 %igem Ethanol wurde
die DNA in 20 pL TE-Puffer eluiert. Die Proben wurden mittels PCR analy-
siert oder bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Die aus der ChIP gewonnene DNA wurde mit promotorspezifischen Pri-
mern welche die CRE-Region flankieren amplifiziert (siehe Tabelle 5.6).
Die PCR-Reaktion mit dem in Tabelle 5.22 aufgefiihrten Programm wur-
de unter Verwendung der Hot FirePol-DNA-Polymerase in einem T100-
Thermocycler durchgefiihrt. Die PCR-Proben wurden unter Verwendung
der folgenden Komponenten in dH,0 verwendet:

Hot FirePol DNA Polymerase 2,5U

Hot FirePol BD Puffer 1x

MgCl, 1,25 mmol/L
dNTPs 200 umol/L
forward Primer 250 nmol
reverse Primer 250 nmol
DNA 0,02 x
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Tabelle 5.22.: Programm fiir PCR

Temperatur Zeit

95°C 12 Minuten
40 Zyklen:

95°C 15 Sekunden
50°C 20 Sekunden
75°C 15 Sekunden
75°C 10 Minuten

Amplifizierte DNA wurde mit Ladefarbstoff gemischt und auf einem 2 %-
Agarosegel mit 0,04 % Ethidiumbromid nach GréRe aufgetrennt. Zur Gro-
Renabschatzung wurde der GeneRuler 100 bp DNA Ladder verwendet.

5.2.5. Statistische Analyse

Die Analyse wurde mit der Software Graph Pad Prism 5 durchgefiihrt.
Die Daten wurden als Mittelwert+SEM ausgedriickt. Der Vergleich zweier
Gruppen wurde durch den Student t-Test durchgefihrt, fir den multiplen
Vergleich mehrerer Gruppen wurde eine Varianzanalyse (ANOVA) mit an-
schlieBendem Tukey-Test durchgefiihrt. Fir die Vergleiche der Gruppen
verschiedenen Alters wurde eine ANOVA mit Bonferroni-Test durchge-
flhrt. Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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Anhang A.

Auflistung der verwendeten
Gefahrenstoffe nach GHS

Tabelle A.1.: Gefahrenhinweise (H-Satze)

H225
H226
H228
H272
H280

H281

H290
H301
H302
H310
H312
H314

H315
H317
H318
H319

202

Flissigkeit und Dampf leicht entziindbar.

Flissigkeit und Dampf entziindbar.

Entziindbarer Feststoff.

Kann Brand verstarken; Oxidationsmittel.

Enthdlt Gas unter Druck; kann bei Erwdarmung explodie-
ren.

Enthédlt tiefgekihltes Gas; kann Kélteverbrennungen
oder -verletzungen verursachen.

Kann gegenliber Metallen korrosiv sein.

Giftig bei Verschlucken.

Gesundheitsschadlich bei Verschlucken.

Lebensgefahr bei Hautkontakt.

Gesundheitsschadlich bei Hautkontakt.

Verursacht schwere Verdtzungen der Haut und schwere
Augenschaden.

Verursacht Hautreizungen.

Kann allergische Hautreaktionen verursachen.
Verursacht schwere Augenschaden.

Verursacht schwere Augenreizung.



H331
H332
H334

H335
H336
H340
H341
H350
H351
H360

H361

H361d
H370
H371
H372

H373

H301+H311+H331
H301+H331
H302+H312+H332

H302+H332
H312+H332
H400
H410

H411

Giftig bei Einatmen.

Gesundheitsschadlich bei Einatmen.

Kann bei Einatmen Allergie, asthmaartige Symptome
oder Atembeschwerden verursachen.

Kann die Atemwege reizen.

Kann Schlafrigkeit und Benommenheit verursachen.
Kann genetische Defekte verursachen.

Kann vermutlich genetische Defekte verursachen.
Kann Krebs erzeugen.

Kann vermutlich Krebs erzeugen.

Kann die Fruchtbarkeit beeintrachtigen oder das Kind
im Mutterleib schadigen.

Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintrachtigen
oder das Kind im Mutterleib schadigen.

Kann vermutlich das Kind im Mutterleib schadigen.
Schéadigt die Organe.

Kann die Organe schadigen.

Schadigt die Organe bei langerer oder wiederholter Ex-
position.

Kann die Organe schadigen bei langerer oder wieder-
holter Exposition.

Giftig bei Verschlucken, Hautkontakt oder Einatmen.
Giftig bei Verschlucken oder Einatmen.
Gesundheitsschadlich bei Verschlucken, Hautkontakt
oder Einatmen.

Gesundheitsschadlich bei Verschlucken oder Einatmen.
Gesundheitsschadlich bei Hautkontakt oder Einatmen.
Sehr giftig flir Wasserorganismen.

Sehr giftig fur Wasserorganismen mit langfristiger Wir-
kung.

Giftig fir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.
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H412

Schadlich fur Wasserorganismen, mit langfristiger Wir-
kung.

Tabelle A.2.: Sicherheitshinweise (P-Satze)

P201
P202

P210

P233

P234

P240

P260

P261

P262

P264

P270

P273

P280

P282

P284
P301+P312

P301+P330+P331

204

Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

Vor Gebrauch alle Sicherheitshinweise lesen und ver-
stehen.

Von Hitze, heiBen Oberflachen, Funken, offenen Flam-
men sowie anderen Zindquellenarten fernhalten.
Nicht rauchen.

Behélter dicht verschlossen halten.

Nur in Originalverpackung aufbewahren.

Behalter und zu befiillende Anlage erden.

Staub / Rauch / Gas / Nebel / Dampf / Aerosol nicht
einatmen.

Einatmen von Staub / Rauch / Gas / Nebel / Dampf /
Aerosol vermeiden.

Nicht in die Augen, auf die Haut oder auf die Kleidung
gelangen lassen.

Nach Gebrauch ... griindlich waschen.

Bei Gebrauch nicht essen, trinken oder rauchen.
Freisetzung in die Umwelt vermeiden.
Schutzhandschuhe / Schutzkleidung / Augenschutz /
Gesichtsschutz tragen.

Schutzhandschuhe mit Kalteisolierung und zusétzlich
Gesichtsschild oder Augenschutz tragen.

[Bei unzureichender Belliftung] Atemschutz tragen.
Bei Verschlucken: Bei Unwohlsein Giftinformationszen-
trum / Arzt / ... anrufen.

Bei Verschlucken: Mund ausspiilen. Kein Erbrechen
herbeifiihren.



P302+P352

P303+P361+P353

P304+P340

P305+P351+P338

P308

P308+P313

P310

P311

P312

P314

P330
P332+P313

P333+P313

P336+P315

P337+P313

P342+P311

P362+P364

Bei Beriihrung mit der Haut: Mit viel Wasser / ... wa-
schen.

Bei Berlihrung mit der Haut [oder dem Haar]: Alle
kontaminierten Kleidungsstiicke sofort ausziehen. Haut
mit Wasser abwaschen [oder duschen].

Bei Einatmen: Die Person an die frische Luft bringen
und fiir ungehinderte Atmung sorgen.

Bei Kontakt mit den Augen: Einige Minuten lang behut-
sam mit Wasser spiilen. Eventuell vorhandene Kontakt-
linsen nach Maglichkeit entfernen. Weiter spiilen.

Bei Exposition oder falls betroffen:

Bei Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat ein-
holen / arztliche Hilfe hinzuziehen.

Sofort Giftinformationszentrum, Arzt oder ... anrufen.
Giftinformationszentrum, Arzt oder ... anrufen.

Bei Unwohlsein Giftinformationszentrum / Arzt / ... an-
rufen.

Bei Unwohlsein arztlichen Rat einholen / drztliche Hilfe
hinzuziehen.

Mund ausspilen.

Bei Hautreizung: Arztlichen Rat einholen / drztliche Hil-
fe hinzuziehen.

Bei Hautreizung oder -ausschlag: Arztlichen Rat einho-
len / arztliche Hilfe hinzuziehen.

Vereiste Bereiche mit lauwarmem Wasser auftauen.
Betroffenen Bereich nicht reiben. Sofort &rztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen.

Bei anhaltender Augenreizung: Arztlichen Rat einholen
/ arztliche Hilfe hinzuziehen.

Bei Symptomen der Atemwege: Giftinformationszen-
trum, Arzt oder ... anrufen.

Kontaminierte Kleidung ausziehen und vor erneutem
Tragen waschen.
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P390
P391
P403
P403+P233

P405
P410+P403

P501

Verschiittete Mengen aufnehmen, um Materialscha-
den zu vermeiden.

Verschittete Mengen aufnehmen.

An einem gut bellfteten Ort aufbewahren.

An einem gut bellfteten Ort aufbewahren. Behilter
dicht verschlossen halten.

Unter Verschluss aufbewahren.

Vor Sonnenbestrahlung schitzen. An einem gut belif-
teten Ort aufbewahren.

Inhalt / Behilter ... zuflihren.
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Anhang B.

Erganzende Daten

Arrhythmetischer Index
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Abbildung B.1.: Arrhythmie in isolierten Kardiomyozyten von Crtc1”” Mausen.

Arrhythmetischer Index zur Abschatzung der Integritdt der Kardiomyozyten nach dem Stressprotokoll.
Gemessen wurde die Anzahl der Kontraktionen pro Impuls. Dargestellt als Mittelwert+SEM; die Anzahl
der Zellen/M3use ist in den Balken angegeben.
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