Adenin-Nukleotid-Translokator 1 als Komponente des
intrazellularen Signalings:
Protektive Wirkung durch Modulation der

interzellularen Kommunikation

Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades des

Doktors der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

eingereicht im Fachbereich Biologie, Chemie und Pharmazie

der Freien Universitat Berlin

vorgelegt von
Diplom Biochemikerin Julia Winter

geboren in Pritzwalk

Berlin, im November 2015



Diese Arbeit wurde angefertigt vom 01.03.2011 bis zum 27.11.2015 am Institut fir Kardiologie und
Pulmologie der Charité — Universitatsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin, unter der Leitung

von Prof. Dr. med. Heinz-Peter Schultheiss und Dr. rer. nat. Andrea Dorner.

1. Gutachter: Prof. Dr. Heinz-Peter Schultheiss

2. Gutachter: Prof. Dr. Markus Wahl

Disputation am: 02.Juni 2016



FUR MEINE FAMILIE






INHALTSVER ZEICHNIS 1
INHALTSVER ZEICHNIS
INNAIESVEIZEICRNIS ...ttt et e s ettt e bt e e st e e sab e e e bee e smreesabeeesneeennreas 1
O =310 1T 0 o= USRS 5
1.1 Adenin-Nukleotid-Transloator........cceeiiiiiiiiieiieeeeeee et 5
1.11 Struktur und Funktion des Adenin-Nukleotid-Translokators .........cccceeeevieiienieneennene 5
1.1.2 ANT in kardiologischen ErkrankuUngen ...........ooiiiieei it 7
1.1.3 ANT1 beglinstigt das ZellUberleben ... e 8
1.2 Kardioprotektives SigNaling ........ec o iiii it e et e e et e e e e aaeeeean 9
1.2.1 Mitogen-aktivierte Proteinkinasen.........ccueeeiiiiiiiiiiiie e 9
1.2.1.1 Extrazellular Signal regulierte Kinasen 1 und 2 ......cccceeeeieeeiiiieee e 9
1.2.1.2  Erk1/2 0in Kardialen Zel@N ..o e ettt ettt te e e e e e ee e e eseeaeeeeesseaenanes 10
1.2.2 Proteinkinase Bu..........ooouieiiiiiiiee ettt e e s 10
1.2.2.1  AKT in Kardialen Zellen .........oooeeeeiieeeeeeeeee ettt et 11
1.2.3 (00 F=T o 1T o o TIPSRt 11
1.2.3.1  Hitzeschockprot@in 90........coiciiiii ittt srr e e e eare e e e ebaeeeenes 12
1.2.3.2  HitzeschoCkprotein 27 .......ooo ittt e e sta e e e eata e e s ebaee e enes 13
1.3 o] | B R U=y =T o] o) <] o TR UERPROt 14
1.4 AT <] w40 V=R 17
2. Material Und MethOden .........oo i s s e e 19
21 Y L= T | TSP ST P ST 19
21.1 ChemMIKAlIEN c..eeeieeeee et et sttt 19
2.1.2 PUFFEN UNA LOSUNGEN oottt ettt e et e e et e e e saaae e e s e eaaaeesenstaeeeenneeas 20
2.13 VerbrauchSmMateriali@n .......coo e e 21
214 LCT=T = | (= PP PR S PPPRTOPPRRORE 22
2.15 ZelIKUITUIMEAIEN ...ttt e s s e s e s b e e smneesaree s 23
2.1.6 StIMUIAtIONSIEAZENZIEN ..t e e e bte e e e e breeeenes 23
2.1.7 PRIMET ceii i 24
2.1.8 N A1 o T oY1 USSR 24
2.1.9 Kommerzielle TeStSYStEME. ......uuiiiiiei ittt e e e ere e e e e e e e nreaae s 25
2.0.00 ENZYMNE e 25
2.2 Y =T o oo 1= o FO PP U ST USPSPRPP 25
221 SEEIIIISATION ..t e e e 25

2.2.2 Tierexperimentelles ArbeiteN ... s 25



INHALTSVER ZEICHNIS 2

2.2.2.1  ANTI1-transgene Ratten ..., 25
2.2.2.2 Herzentnahme aus adulten Ratten ..........oceeiieiiiiiinieniceceeeeeee e 26
2.2.2.3 Praparation neonataler Rattenkardiomyozyten .........ccccecoveievciieiiiciee e, 26
2.2.3 Zellkulturversuche und zellbiologische Methoden ..........ccccvieeiiiiiii e, 27
2.2.3.1  ZellzahlbeStIMMUNE ......uviiieeee et e e e re e e e e e e e e e eebaraeeeaaeeens 27
2.2.3.2  Hypoxie-Induktion in NRCM ...........uiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt eerree e e e e e e e eennrae e e e e e 27
2.2.3.3  Generieren von KUAH zur Stimulation von NRCM ........ccceeueururereineeessseeenne s 28
2.2.3.4 Analyse der interzellularen Kommunikation von NRCM mittels
StIMUIATIONSVEISUCREN ... e 28
2.2.3.5  Caspase-3/7-AKEIVIEAESTEST ......covvieeereeecee ettt et 29
224 Proteinbiochemische Methoden..........cooiiiiiiiiiiece e e 29
2.2.4.1 Herstellung von Gesamtzellextrakten aus Herzgewebe...........cocevevcvveiiiiiieeeccieeeenns 29
2.2.4.2 Herstellung von Zellextrakten aus NRCM.........cccueiieiiiieiiiiiee e e e eevee e 29
2.2.4.3 Konzentrationsbestimmung voNn Prot@inNen .........ccoecuveeeeciieeiciieee e ccivee e 30
2.2.4.4  ACETONTAIIUNG woeeeeeeeeeeee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e nrraaeeeaeeeas 30
2.2.4.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese..........cocceeeeeeccciiiiie e 30
2246 IMMUNO-BIOT....ciiiiiiie et 31
2.2.4.7  IMMUNTEIDUNG . .c.oiiiiiiiee ettt e e st e e e et e e e e eeataeeeesnsaeeesnsaeeean 32
2.2.4.8  ImMUNPrazipitation ..o 32
2.2.49 Massenspektroskopische ANalySEN .......cccccviiiiiiiiieciiiee et 33
2.2.4.10 Proteinquantifizierung durch Sprectral Counting ........cccceeeeiiieiiiieee e, 34
2.2.5 Analysen mit Hilfe von Online-Datenbanken ..........cccccooeeciiiieeii e, 35
2.2.5.1 Proteinanalysen der MassenSPEKLIrEN.........cccveeeeeeiecciiiiiee e e e e 35
2.2.5.2 Bestimmung der zelluldren Lokalisation von Proteinen........ccccccceeeeciveeeccveeeccnneennn, 35
2.2.5.3 Zuordnung von Proteinen zu SigNalWegeN.......ccceeeeciieeiecieee e e 35
D N o <11 Vol U1y =T T V=S P 36
2.2.5.5  SEQUENZANAIYSEN ccc..eeeetiieeee ettt e e e e ettt e e e e e e et e e e e e e e e e snbtr e e e e aeeeeeeeanrrraeaeaeaans 36
2.2.6 Molekularbiologische ANAlYSEN.......ccoeiiiiieeie e e e e 36
2.2.6.1 Isolation genomischer DNA aus Schwanzspitzenbiopsien ..........cccocvveeeeivieeeeccveeennns 36
2.2.6.2 Polymerasekettenreaktion .......ccceicciiiiiiiiie e 36
2.2.6.3  Agarose-GelelektrophoreSe ......c.eeeciiiiiiciiiec e e 37
2.2.7 StatistisChe EVAlUIEIUNZEN.....cciii e e e e e e e e rrae e e e e e 38
T =3 = =1 o V[ TSR 39
3.1 Interaktom des kardialen Adenin-Nukleotid-Translokators..........cccecveeeiiieniiieiieenieeeniieene 39

3.1.1 Analyse des basalen ANT1-Interaktoms mittels IP/MS.......cccceeveeveeeeecirecireere e, 39



INHALTSVER ZEICHNIS 3

3.1.2 Verifizierung des basalen ANT1-Interaktoms mittels IP/WB.......c...cccceeevveeecreeecveennnen.. 42
3.1.3 Veranderung des ANT1-Interaktoms bei transgener ANT1-OE und Induktion von
[ Y7 0T 0 )= N 43
3.2 Proteinexpression der ANT1-interagierenden HSP90, HSP75, CRYAB und HSP27................ 44
3.2.1 Expression der ANT1-interagierenden HSPsin NRCM .........ccccvvveeieiciiiieeee e, 44
3.2.2 Hitzeschockproteingehalt von Kulturliberstanden neonataler
RattenkardiomMyOzZYteNn .......coi i 45
3.2.3 Proteinexpression ANT1-interagierender HSPs bei Kultivierung von NRCM in
V=Y =T [ g T=To 10 o o TSRS 47
3.24 Phosphorylierungszustand von HSP27 in ANT1tg-NRCM.......cccveiviiieeencieee e, 48
3.3 CaSPASE 3-/7-AKEIVITET ...veevveiireiiiecie ettt e cre v ettt et e esteesteeeteeetreesaeeeabeeasesareeareenreenrens 50
3.4 Einfluss sekretierter Proteine auf kardioprotektive Signalwege.........ccccccvvveeecieeeeccieee e, 50
34.1 Einfluss von Komponenten eines hypoxisch generierten Uberstandes auf die
Expression von HSP90, HSP75 und CRYAB in NRCM ......cccooiviiiiiiieeee e 51
3.4.2 Einfluss von Komponenten eines hypoxisch generierten Uberstandes auf die
Expression und den Aktivierungszustand von HSP27 in NRCM .........cccoccvveevivieeeennen. 53
343 Aktivierung von AKT durch ins Kulturmedium freigesetzte Proteine.......ccccccccecuuvnneeenn. 55
3.4.4 Aktivierung von Erk1/Erk2 durch ins Kulturmedium freigesetzte Proteine.................. 56
3.4.5 Caspaseaktivitat bei Stimulation mit Komponenten des Kulturiiberstandes ............... 59

3.5 Einfluss kardialer Toll-Like-Rezeptoren auf die Regulation von Signalwegen in

ANTIEG-NRCM ..ttt ettt et e b e bt e s bt e s bt e e saeesatesanesateemeeenneenneen 60
3.5.1 Toll-Like-Rezeptor 2/4-Expression nach 24 Stunden hypoxischer Inkubation.............. 60
3.5.2 Caspaseaktivierung bei Blockade vON TLR2/4 ........uveecueeeeeeeeeeeeee e et 61
353 Beeinflussung der Expression kardialer TLR 2/4 durch ins Kulturmedium freigesetzte

PrOTEINE ..ttt e 61

354 Einfluss der kardialen TLR2/4 auf die Aktivierung und Expression der protektiven

Signalwege und KOMPONENTEN..........uiiiiiii et eaeea e e 62

A, DISKUSSION .ttt ettt st st st ettt bt bbbt e b e s bt e bt e sheesaeesanesaees 64
4.1. ANT als Komponente intrazellularer SignalWege ........coocveieeciii e 64
4.1.1 ANT1 als Komponente des Energiestoffwechsels ........cccoeecviieiiciiiiccciii e, 66
4.1.2 ANT1 als Komponente des Calcium-Signalings und der Muskelkontraktion ................ 68
4.1.3 ANT1 als Komponente des Zytoskelettes.....cooviiieeeeiicccceee e, 69
4.1.4 ANT1 als Komponente des ProteinmetabolisSmus.........cccccccviveeeeiiiccciiiiee e, 69
4.1.5 ANT1 als Apoptose regulierende KOmMpPoNnNente.......cccccveeeeciieeeiciiee e 70

4.2 Die ANT1-OE beeinflusst die Bindung von Hitzeschockproteinen an das
F N I R o A=Y | o P UTRSRN 72



INHALTSVER ZEICHNIS 4
4.3 Die ANT1-OE beeinflusst die Expression und Sekretion von Hitzeschockproteinen in

INRCIML. . ettt sttt sttt s e s bt e e at e e sabeesabee s abaeesabaesabeesabebeesabaesabaeensaeenabaesabeesnsseennns 74

4.4 Einfluss der ANT1-OE auf die interzelluldare Kommunikation.........cccoceeereeniieenieeinieeensineenns 77
4.4.1 In NRCM erfolgt eine interzellulare Kommunikation durch Komponenten des

KUAH. co.c ettt st s ettt bbb st sn bt s snnnns 77

4.4.2 HSP27 als funktionelle Komponente des KUAH .........ccoiiieiieiieeceeceeeee e 78

443 Die ANT1-OE flihrt zu einer erhdhten Sensitivitat gegeniiber extrazelluldre Stimuli ... 83

4.5 Beteiligung der kardialen TLR2 und TLR4 an der in ANT1tg-NRCM veranderten
YT ={ g ¥ 1 [Ta Vo 1U1 2 u o o TP PURRROE 84

45.1 Die Unterschiede in der TLR-Expression sind nicht allein auf die ANT1-OE
ZUPUCKZUTURIEN ottt e te e sbeessaee e 84

4.5.2 Die veranderte TLR2/4-Expression in ANT1tg-NRCM geht mit einer anti-apoptotischen

ALY S UT Y= =TT oY o= USSR 85
453 Die Aktivierung protektiver Signalwege, sowie die Expression anti-apoptotischer HSPs

Wird durch TLR VEIrMItteI. .. eeeeieeiieiieeee e e e 87

LT AV -1 o1 0 aT=T 01 2= 15 U o PSR 89
ST Y012 o - V2 91
R AN o] {80 YA V7T =1 ol o [ o | E ST 93
8. LIteratUurverzeiChniS . ....ccciiiiiiiiieie et st sttt 100
9. PUDIIKatiONSVEIZEICANIS ...c.eeiiieiieeeee ettt et 120
N O Y LY o} i =T 0 1T o[0T o =T o TSRS 120

S I B (o] o Ted ¢ T o 1T =T U UERPROt 120
10. (DT a1 &Y= = (U T oV - U SSUR 121
11. LEDENSIAUT ... st e e sar e nareas 122
12. Eidesstattliche EFKIGrUNG .....ooeviiice e e e e e e aaeeeeas 123
13. F N1 T o= PSP 124



EINLEITUNG 5

L EINLEITUNG

1.1 Adenin-Nukleotid-Transloator

1.1.1 Struktur und Funktion des Adenin-Nukleotid-Translokators

Der Adenin-Nukleotid-Transkolator (ANT) ist ein in der inneren Mitochondrienmembran (IMM)
lokalisierter Transporter. Er tauscht mitochondriales ATP gegen zytosolisches ADP durch einen
Antiport-Mechanismus aus [1] und ist daher eine wesentliche Komponente des Energiestoffwechsels.
In stark energieverbrauchenden Geweben wie dem Herzmuskel ist der ANT mit 14 % des
gesamten mitochondrialen Proteins das meist exprimierte Protein dieses Zellkompartiments
[2]. In Sdugetieren sind vier Isoformen des ANT (ANT1-4) bekannt [3;4]. ANT1 stellt mit 70 % des
Gesamt-ANT-Gehaltes die am starksten vertretene Isoform dar. Sie wird vor allem in Skelett- und
Herzmuskeln sowie im Gehirn exprimiert [5;6]. ANT2 ist die dominate Isoform aller ibrigen Gewebe
[5]. ANT3 wird ubiquitar, allerdings nur in geringen Mengen [7] und ANT4 in undifferenzierten
embryonalen Stammzellen, in den Testes und in der Leber exprimiert [3].

Der ANT liegt als Homodimer in der IMM vor. Jedes Monomer ist 30 kDa grof§ und besteht aus sechs
Transmembranhelices [8]. Diese sind in drei Domanen angeordnet, in denen jeweils zwei Helices ein
membranstandiges Strukturelement bilden. Die jeweiligen Domanen sind Uber hydrophile,
matrixexponierte und externe Loops verbunden [9;10]. Die Loops seitens der Matrix enthalten kurze
Helices. Sowohl der Carboxyterminus als auch der Aminoterminus des Proteins ragen in den
Intermembranraum. Die Nukleotidbindungsstellen befinden sich jeweils in der zweiten Doméane der
jeweiligen monomeren Untereinheit [1]. Bei Substratbindung auf der zytosolischen (c-State) und der
matrixzugewandten Seite (m-State) kommt es zu einer Konformationsdnderung, bei der die
Nukleotide durch den Proteinkanal transportiert werden [11] (Abbildung 1.1, modifiziert nach
[12;13]). Der Transport ist abhangig vom Membranpotential und erfolgt in Richtung des ATP-Exports
[14]. Grundsatzlich ist der Transport jedoch in beide Richtungen moglich [15;16].

Der ANT ist eng an die Funktion der Oxidativen Phosphorylierung gekoppelt [17]. In Herzen von
neugeborenen Schafen korreliert der Gehalt an ANT1-Protein mit dem Sauerstoffverbrauch fiir die
Oxidative Phosphorylierung [18]. Dies ist im Wesentlichen auf die Bereitstellung von ADP fiir die
Synthese von ATP zurlickzufiihren [18;19].

Darliber hinaus spielt der ANT eine Rolle in der Apoptose. Die intrinsische Apoptose geht mit der
Offnung der mitochondrialen Permeabilititspore (MPTP) einher [20]. Auch wenn die endgiiltige

Struktur dieser Pore noch nicht vollstandig geklart ist, gilt es als sicher, dass der ANT zusammen mit
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anderen Komponenten, wie dem ladungsabhangigen Anionenkanal (VDAC) und dem Transporter fir
anorganisches Phosphat (PiC), die Porenoffnung reguliert [21]. Nach neusten Erkenntnissen stellen
diese Komponenten, entgegen anfanglicher Vermutungen, keine porenformenden sondern
regulatorische Komponenten der MPTP dar. Nach neusten Erkenntnissen geht man davon aus, dass
die ATP-Synthase eine porenformende Komponente ist, welche mit ANT und PiC eine Superstruktur
bildet, in der eine Untereinheit der ATPase, der sogenannte C-Ring, wahrend der Porenoffnung eine
entscheidende Konformationsdanderung durchlauft. Dabei kommt es vermutlich zur Ausbildung eines
unspezifischen Kanals [21]. Der ANT interagiert wiederum mit anderen porenregulierenden
Komponenten wie Bax oder Bcl2 und beeinflusst so die Regulation der Porenéffnung [22-25].

Neben seiner Lokalisation in der IMM ist der ANT auch in der Plasmamembran nachweisbar. Loers et
al. zeigten, dass sich etwa 0,6 % des ANT1- und 2,5 % des ANT2-Gesamtproteins in der
Plasmamembran von Nervenzellen des Gehirns befinden [26]. Die Funktionen des ANTs in der
Plasmamembran sind noch weitestgehend ungeklart. Fir Neuronen ist beschrieben, dass er an der
Regulation des Neuritenwachstums beteiligt ist [26]. In Krebszellen wird die Funktion des ANTs in der
Plasmamembran mit einer Beteiligung am Energiestoffwechsel und der Chemotaxis beschrieben [27].
Auch in Leishmania wurde die Funktion des ANTSs in der Plasmamembran mit einer Beteiligung an der
Chemotaxis und dariiber hinaus als ATP-Sensor, also einer Beteiligung am Energiestoffwechsel,

erklart [28].

Intermembranraum

Matrix

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Struktur und des Transportmechanismus von ANT. Der ANT liegt in der IMM als
Homodimer vor. ledes Monomer, hier unterschiedlich hell dargestellt, hat sechs Transmembranhelices die tunnelartig in
der IMM angeordnet sind. Diese sind durch zytosolische und matrixexponierte Loops (hier schwarz dargestellt)
miteinander verbunden. Bei Substratbindung kommt es zur Konformationsanderung, was den Austausch von
zytosolischem ADP3 gegen mitochondriales ATP*, entsprechend des Membranpotentials, ermoglicht. Abbildung
modifiziert nach Metelkin 2006 und Klingenberg 2008 [12;13].
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1.1.2 ANT in kardiologischen Erkrankungen

Der Adenin-Nukleotid-Translokator spielt in unterschiedlichen Herzkrankheiten eine Rolle. Bereits
1989 wurden ANT-spezifische Autoantikérper in Patienten mit Myokarditis und dilatativer
Kardiomyopathie (DCM) identifiziert [29]. Diese Antikorper blockieren die Aktivitat der kardialen
Mitochondrien, welche lUberwiegend ANT1 exprimieren, nicht aber die der Mitochondrien aus der
Leber, welche viel ANT3 enthalten. Es wurde beobachtet, dass eine DCM mit einer Verringerung der
ANT-Transport-Kapazitdt und einer damit verbundenen Storung des kardialen Energiestoffwechsels
einhergeht [30].

Die Immunisierung von Meerschweinen mit Rinder-ANT, flihrte zur Bildung von Antikdrpern, deren
Funktionalitat sich auch hier durch die Verringerung der ANT-Aktivitat zeigte. Es kam zu verringertem
myokardialem Energiestoffwechsel, begleitet von verringertem Sauerstoffverbrauch und
Lactatazidose [31].

Auch in der Virus-Myokarditis wird eine Beteiligung des ANT auf unterschiedliche Weise diskutiert.
Das 2C-Protein aus Coxackievirus B3 (CVB3) zeigt eine dhnliche Oberflachenstruktur wie ANT [32]. Im
Rahmen der immunologischen Abwehrreaktion koénnte es daher zur Bildung von Antikérpern
kommen, die sowohl mit dem viralen 2C-Protein als auch mit ANT reagieren. In Mausen konnte
bereits gezeigt werden, dass eine CVB3-Infektion zur Bildung von ANT-spezifischen Autoantikdrpern
und den damit verbundenen Symptomen fiihrt [33]. Dariber hinaus kénnen Virusproteine direkt
oder indirekt mit ANT interagieren und somit dessen Funktion beeinflussen [34]. Ein weiterer
diskutierter Mechanismus ist, dass Viren die Freisetzung von bestimmten Zytokinen induzieren, die
dann wiederum Einfluss auf die ANT-Expression ausiben [7].

Eine Fehlfunktion des ANT wird auBBerdem mit dem Senger Syndrom assoziiert [35]. Bei dieser
autosomal rezessiv vererbbaren Krankheit kommt es im Laufe der Zelldifferenzierung zum Verlust
des ANT [36]. Sie zeichnet sich durch angeborenen grauen Star, hypertrophe Kardiomyopathie,
mitochondriale Myopathie, Laktatazidose und Storungen im Fettstoffwechsel, insbesondere
hinsichtlich der Lipidzusammensetzung der Mitochondrienmembranen aus. Der Phanotyp von ANT1-
Knockout-Mausen, zeichnet sich ebenfalls durch hypertrophe Kardiomyopathie begleitet von
Laktatazidose aus und zeigt daher ein dhnliches Krankheitsbild wie das Senger Syndrom. Dariber
hinaus ist der Verlust von ANT1 in Mausen durch Muskelschwache, verringerte Oxidative
Phosphorylierung, erhéhten oxidativen Stress und vermehrte Mutationen mitochondrialer DNA
gekennzeichnet [37;38]. Eine weitere, mit einer ANT-Fehlfunktion einhergehende Krankheit ist die
autosomal dominant vererbbare progressive externe Ophthalmoplegie. Es konnte gezeigt werden,
dass funf Punktmutationen im ANT1-Gen mit dieser Krankheit assoziiert sind [39]. Sie zeichnet sich

durch die progrediente Lahmung der duBeren Augenmuskulatur, aber auch durch Muskelschwache
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der Extremitaten, Herzrhythmusstorungen, Kardiomyopathien und Storungen des peripheren oder
des Zentralnervensystems, einhergehend mit verringerter Oxidativer Phosphorylierung, aus [39].
Auch in der myokardialen Ischamie ist die ANT-Aktivitat verringert. Bei diesem Krankheitsbild kommt
es zu Storungen des Fettsauremetabolismus. Die B-Oxidation kommt zum Erliegen, was zur Folge hat,
dass sich langkettiges Acyl-CoA anreichert. Dieses bindet und inhibiert dann den ANT [40;41].
Dariber hinaus kann die ANT-Funktion auch direkt durch Oxidation von Thiolgruppen durch reaktive
Sauerstoffspezies (ROS), die unter hypoxischen Bedingungen gebildet werden, modifiziert und damit
inaktiviert werden [42].

Zusammenfassend kann man festhalten, dass eine ANT-Fehlfunktion zu schwerwiegenden
Dysregulationen der Oxidativen Phosphorylierung und mit schwerwiegenden Fehlfunktionen der

Muskulatur, insbesondere der des Herzens fiihrt.

1.1.3 ANT1 begiinstigt das Zelliiberleben

Im Gegensatz zu den zahlreichen Defekten, die eine ANT-Fehlfunktion auslost, wirkt sich eine ANT1-
Uberexpression (ANT1-OE) positiv auf den Energiemetabolismus und das Zelliiberleben kardialer
Zellen aus. ANT1-transgene (ANT1tg) Ratten, welche ANT1 herzspezifisch Uberexprimieren, zeigten
eine erhohte ANT-Funktionalitdt und erhohte Aktivitdten der Komplexe II-IV der Atmungskette. Die
ANT1-OE fiihrte unter pathophysiologischen Bedingungen, simuliert durch Renin-Uberexpression, zur
Verringerung mitochondrialer Schadigung durch Stabilisierung der Oxidativen Phosphorylierug und
zu verringerter Apoptose [43]. Des Weiteren verbesserte die transgene Uberexpression von ANT1 die
kontraktile Funktion von Rattenkardiomyozyten [44]. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass eine
TGFR-1-induzierte Apoptose in Rattenkardiomyozyten durch Uberexpression von ANT1 verringert
werden konnte. Dies war mit stabilisiertem Membranpotential und verringerter Offnung der
mitochondrialen Permeabilitdtspore assoziiert [45]. Auch hypoxisch stimulierte, neonatale Ratten-
kardiomyozyten zeigten bei transgener ANT1-OE eine verringerte Apoptose, begleitet von
verringerter ROS-Bildung und aktivierten anti-apoptotischen Signalwegen wie dem AKT- und MAPK-
Signaling [46].

In Mausen, in denen eine diabetische Kardiomyopathie induziert wurde, wirkte eine transgene,
myokardiale Uberexpression des ANT1 ebenfalls kardioprotektiv [47].

AulRerdem konnte in Ratten und Kaninchen gezeigt werden, dass die ANT1-Transkription im Rahmen
eines durch ischamische Prakonditionierung induzierten, kardioprotektiven Genprogrammes hoch
reguliert wird [48;49].

Der ANT1 tragt demnach maligeblich zur Zellstabilisierung und einer damit verbundenen hdheren

Uberlebensrate kardialer Zellen bei.
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1.2 Kardioprotektives Signaling

Neben dem ANT gibt es noch weitere Komponenten, deren Aktivierung mit einer verbesserten
Uberlebensrate von kardialen Zellen, insbesondere nach Stresssituationen, einhergeht. Im Folgenden

sollen einige dieser Komponenten genauer vorgestellt werden.

1.2.1 Mitogen-aktivierte Proteinkinasen

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) sind Serin-/Threonin-Kinasen, die ein groBes Spektrum
von externen Stimuli in zelluldre Signale umwandeln und in einer dreistufigen Kaskade aus Kinasen
reguliert werden [50]. Externe Komponenten, wie Zytokine, Wachstumsfaktoren oder zelluladrer
Stress, stimulieren unterschiedliche Rezeptoren, wie beispielsweise Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK),
Zytokinrezeptoren oder auch Toll-Like-Rezeptoren (TLR) [50;51] und induzieren damit die Aktivierung
der MAPK. Ublicherweise erfolgt zundchst die Aktivierung einer MAPK-Kinase-Kinase (MAPKKK),
welche wiederum die MAPK-Kinase (MAPKK) phosphoryliert und damit aktiviert [52]. Die MAPKK
aktiviert dann die Kinaseaktivitat der typischen MAPK indem sie Threonin und Thyrosin an einem
typischen Sequenzmotiv (Threonin-X-Thyrosin) phosphoryliert. MAPK erkennen dann das
Sequenzmotiv Prolin-X-Threonin/Serin-Prolin unterschiedlicher Substrate und phosphorylieren diese
an Serin oder Threonin [53]. MAPK regulieren beispielsweise die Genexpression, die Mitose, das
ZellGberleben, die Zelldifferenzierung oder die Apoptose [50]. Es gibt mehrere MAPK-Kaskaden die in
der Zelle ablaufen kdnnen. Die drei wichtigsten sind die JNK-Kaskade, die p38MAP Kinase-Kaskade
und die MAPK/Erk-Kaskade [52]. Besonders die MAPK/Erk-Kaskade ist in kardioprotektiven

Mechanismen involviert und soll daher im Folgenden genauer betrachtet werden.

1.2.1.1 Extrazelluldr Signal regulierte Kinasen 1 und 2

Die Extrazelluldr Signal regulierten Kinasen 1 und 2 (Erk1/Erk2) gehéren zu den Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen. Erkl und Erk2 sind in ihren Sequenzen zu 83 % identisch und zeigen in ihren
Funktionen eine sehr hohe Homologie. Wegen ihrer groRen Ahnlichkeit, werden sie haufig als Erk1/2
zusammengefasst, sind aber dennoch nicht véllig identisch in ihren Funktionen. Beispielsweise wurde
gezeigt, dass ein Erk2 Knockout bei Mausen zum Tod der Embryos fiihrt und dass Erkl die fehlende
Funktion von Erk2 nicht kompensieren konnte [54]. Erk1/2 wird ubiquitdr exprimiert und liegt im
inaktiven Basalzustand zytoplasmatisch vor [55]. Die Aktivierung von Erk1/2 wird durch
unterschiedliche Stimuli, wie z.B. Wachstumsfaktoren, Serum, Liganden von G-Protein gekoppelten
Rezeptoren oder durch zellularen Stress, induziert. Durch die Rezeptoraktivierung (z.B. RTK) erfolgt

zunachst die Rekrutierung und Aktivierung des G-Protein Ras (Rat sarcoma). Dies aktiviert dann Raf
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(rapidly accelerated fibrosarcoma, eine MAPKKK), diese dann MEK1/2 (MAPK/ERK Kinase 1/2, gehort
zu den MAPKK), die dann wiederum die MAPK Erk1/2 phosphoryliert. Neben Raf sind noch andere
MAPKKK (z.B. Mos, Tpl2) bekannt, die die Aktivierung von MEK1/2 und damit eine Aktivierung von
Erk1/2 bewirken kdnnen [52]. Die Stimulation von Erk1/2 durch TLR erfolgt beispielsweise via Tpl2
[56-58]. Welche MAPKKK den Signalweg induziert, hangt vom Stimulus und vom Zelltyp ab [59]. Wird
Erk1/2 aktiviert, transloziert ein signifikanter Teil des Proteins in den Zellkern und kann dort
Substrate phosphorylieren [55]. Weitere Substrate befinden sich im Zytoplasma oder sind Membran-
oder Zytoskelett-assoziiert [60]. Darliber hinaus existieren auch mitochondriale Substrate. STAT3
beispielsweise, ist ein Substrat von Erk2, welches bei Aktivierung im Mitochondrium zu einem
vermehrten Elektronentransport tber die Elektronentransportkette beitriagt [61]. Eine Ubersicht der
Substrate haben Yoon et al. in einem Review zusammengestellt [62]. Die Aktivierung von Erk1/2
beeinflusst, entsprechend seiner groen Anzahl an Substraten, auch eine Vielzahl zellularer Prozesse
zu denen unter anderem die Zellbewegung, die Zelldifferenzierung, die Zellproliferation, das

Zelliiberleben oder die Apoptose gehdren [60;63].

1.2.1.2 Erk1/2 in kardialen Zellen

Die MAPK Erk1/2 spielen eine Rolle in der Kardiogenese. Es konnte gezeigt werden, dass Erk1/2 in die
Differenzierung von Maus-Kardiomyozyten involviert ist [64]. Dariiber hinaus konnten Krankheiten,
wie das Noonan-Syndrom, das Leopard-Syndrom, das Costello-Syndrom und das Cardio-Facio-
Futaneous-Syndrom mit Fehlfunktionen im MAPK/Erk-Weg assoziiert werden. Diese Krankheiten
gehen mit geistigen Behinderungen, muskuldaren Verdanderungen und angeborenen Herzfehlern
einher [65;66]. Bueno et al. zeigten, dass die Aktivierung von Erkl1/2 zu kardialer Hypertrophie,
begleitet von verstarkter kardialer Funktion und partieller Resistenz gegen Apoptose fiihrt [67]. Die
Phosphorylierung von Erk1/2 geht also mit einer verringerten Apoptose und damit mit einer
kardioprotektiven Wirkung, insbesondere bei Ischamie, einher [68]. Die kardioprotektive Wirkung
wird durch unterschiedliche Mechanismen erklart [69]. Einerseits fihrt die verstarkte
Phosphorylierung zur Verringerung der TNFa-Induzierten Apoptose [70], andererseits wird die

Expression anti-apoptotischer Faktoren induziert [71;72].

1.2.2 Proteinkinase B

Die Proteinkinase B (PKB oder AKT) spielt eine wichtige Rolle in einer Vielzahl von zelluldren
Prozessen, wie der Zellproliferation, der Regulation des Zellzyklus oder der Apoptose [73]. Es
existieren drei hochgradig homologe Isoformen [74-76]. Die Isoformen PKBa und PKBy werden

ubiquitar exprimiert. Die Isoform PKBB hingegen tritt vorwiegend in Insulin-sensitivem Gewebe auf
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und ist malRgeblich am Insulinsignaling beteiligt [77;78]. Alle drei Isoformen haben eine N-terminale
PH-Domane, die eine Bindung an Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphat (PIP3) ermdoglicht, eine
C-terminale hydrophobe Domine und eine zentrale Kinase-Domine, die die Ubertragung von
Phosphatresten auf unterschiedliche Substrate ermdglicht [79]. Die Proteinkinase B gehort zu den
Serin-/Threonin-kinasen. Sie phosphoryliert Substrate mit der Erkennungssequenz Arginin-X-Arginin-
X-X-Serin/Threonin-Aspraragin/Asparaginsaure und dndert damit deren Aktivierungszustand [80]. Bei
der Aktivierung von AKT erfolgt zunachst ein extrazelluldres Signal, welches Rezeptoren wie
Rezeptor-Thyrosin-Kinasen (RTK) oder Toll-Like-Rezeptoren [81] stimuliert, die dann wiederum die
Phosphoinositid-3-Kinase  (PI3K) aktivieren. Diese bewirkt die Phosphorylierung von
Phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphat (PIP2) zu PIP3. PIP3 interagiert anschlieBend mit AKT, welches
dann phosphoryliert (T308,5473) und damit aktiviert wird [79]. Es wurde beobachtet, dass AKT mit
Hitzeschockprotein 27 (Heat shock protein 27, HSP27) interagiert. Dadurch wird die Phosphorylierung
und damit auch die Aktivierung von AKT stabilisiert [82]. Aktivierte Proteinkinase B wirkt positiv auf
das Zellliberleben, indem sie die Apoptose blockiert. Dies kann durch unterschiedliche Mechanismen
erfolgen. Beispielsweise werden pro-apoptotische Komponenten, wie Bax [83], GSK3R [84] oder

Caspase-9 [85] inhibiert und die Apoptose damit unterbunden.

1.2.2.1 AKT in kardialen Zellen

Auch in kardialen Zellen spielt AKT eine grofle Rolle [86]. In Rattenkardiomyozyten konnte die
protektive Wirkung von AKT nachgewiesen werden, welche mit verringerter Apoptose und einer
erhéhten Uberlebensrate der Zellen einher ging [87-89]. Auch in Kaninchenherzen war die
Aktivierung von AKT mit einer verringerten InfarktgrofRe assoziiert [90]. Neben der kardioprotektiven
Wirkung wurde gezeigt, dass AKT auch einen Einfluss auf das Zellwachstum im Herzen hat. Zum
Beispiel wurde beobachtet, dass eine Uberexpression von PI3K in Mausherzen mit einer erhdéhten
AKT-Aktivierung und einer VergroRerung der Kardiomyozyten verbunden ist [91]. Auch bei der
transgenen Uberexpression von konstitutiv aktivem AKT wurde ein vergroRBertes Herz und
vergroBerte Kardiomyozyten in Mausen nachgewiesen [92]. Darliber hinaus konnte gezeigt werden,
dass AKT die kontraktile Funktion und den Calciumhaushalt von Kardiomyozyten unter hypoxischen

Bedingungen stabilisiert [93].

1.2.3 Chaperone

Chaperone sind Proteine, die die Faltung anderer Proteine kontrollieren. Sie sind hoch konserviert
und kommen in allen Lebewesen vor [94;95]. Einige Chaperone werden als Antwort auf

Stressbedingungen, wie erhéhte Temperatur [96], Ischdamie [97], Hypoxie [98], freie Radikale
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(reaktive Sauerstoff-Spezies, ROS) [99] oder Hypothermie [100;101] verstarkt exprimiert. Da
erstmalig eine Expressionsinduktion von Chaperonen, nach der Erhéhung der Temperatur [96],
beobachtet wurde, bekamen diese Proteine den Namen Hitzeschockproteine (HSP).

Klassische Chaperone werden auch unter Basalbedingungen exprimiert. Ihre Funktion besteht darin,
unreife Proteine reversibel zu binden und damit Interaktionen, welche zu fehlerhafter Aggregation
oder Missfaltung und damit verbundenem Aktivitatsverlust fihren wiirden, zu vermeiden.

Durch die Bindung von Chaperonen wird auch der Transport von Proteinen in andere
Zellkompartimente ermdoglicht. Bereits gefaltete Proteine kdnnten Membranen nicht passieren und
demnach nicht an ihren Funktionsort gelangen [102;103].

Wenn eine Zelle extremen Stressbedingungen ausgesetzt ist, kann es zur Proteindenaturierung und
verstarkter Expression von HSPs kommen [104]. Denaturierte Proteine kdnnen dann von HSPs
erkannt und zurtickgefaltet oder abgebaut werden [95;105;106].

Zellen, die HSPs durch Stress anreichern, entwickeln eine temporare Toleranz gegen anschlieSend
auftretende Stressepisoden [107]. In kardialen Zellen fiihrt die Anreicherung von HSPs zu einer
besseren Vertraglichkeit von Ischamie/Reperfusion, begleitet von einer Verbesserung der kardialen
Funktion [108]. Chaperone haben also einen groRRen Einfluss auf die Funktionalitat und das
Uberleben vieler Zellen.

Chaperone werden haufig nach ihrem Molekulargewicht benannt. Man unterscheidet HSP110, HSP9O,
HSP70, HSP60, HSP40 und die kleinen HSPs (<35kDa)[95;109].

Im Folgenden sollen Hitzeschockproteine, die in dieser Arbeit von besonderem Interesse sind,

genauer vorgestellt werden.

1.2.3.1 Hitzeschockprotein 90

Hitzeschockprotein 90 (HSP90) ist eines der am stadrksten exprimierten HSPs und kommt unter
Basalbedingungen im Zytosol, im Zellkern, im Endoplasmatischen Retikulum (ER), in Mitochondrien
eukaryotischer Zellen und in Pflanzen auch in Chloroplasten vor [110]. Man unterscheidet vier
Klassen von HSP90 [111]. HSP90OAA, welche die induzierbare Form darstellt, HSP9OAB, welches der
basal exprimierten Form entspricht, HSP90B, welches im ER vorliegt und TRAP1 (tumor necrosis
factor receptor-associated protein 1), welches auch als mitochondriales HSP90 oder HSP75
bezeichnet wird [112]. Wie der Name vermuten l3asst, ist letzteres mit 75kDa, kleiner als die anderen
Mitglieder der HSP90-Familie [113]. Die Expression von HSP90 kann sowohl durch Hitze, als auch
durch Ischamie/Reperfusion induziert werden [114;115].

Eine Vielzahl der Substrate von HSP90 gehdrt zu den Transkriptionsfaktoren oder Kinasen. Sie sind an
der Zellzykluskontrolle, der Zelldifferenzierung, der Apoptose oder an der Signaltransduktion beteiligt

[110;116;117]. HSP90 verhindert eine unspezifische Aggregation von Proteinen [118] und kann die
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Konformation seiner Substrate modifizieren und diese damit aktivieren oder stabilisieren [119]. Es
liegt in der Zelle als Dimer vor. Jedes Monomer enthilt eine carboxyterminale (C-terminale)
Dimerisierungsdomadne welche an eine Mitteldomane grenzt. Die Mitteldomane ist an der
Substratbindung beteiligt und Gber einen geladenen Linker mit der aminoterminalen (N-terminalen)
Domane verbunden [110]. Letztere enthdlt eine tief eingelagerte ATP-Bindungsstelle. TRAP1 zeigt ein
besonderes Strukturmerkmal, das Leucin-X-Cystein-X-Glutaminsaure-Motiv, welches in allen anderen
HSP90 fehlt [113]. Dariber hinaus ist HSP90 mit Cofaktoren assoziiert [120-122]. Diese werden durch
die C-terminale Doméane gebunden [123]. Beispielsweise wird ANT durch HSP90, zusammen mit
HSP70 und HSP40 in loslicher Form gehalten, um den Transport zum Mitochondrium und die
Integration in dessen Membran zu sichern [124]. Des Weiteren werden Steroidrezeptoren nur in
Assoziation mit HSP56 und HSP70 von HSP90 gebunden und ihre Aktivitdt dadurch reguliert
[125;126].

HSP90 in kardialen Zellen

Es konnte gezeigt werden, dass HSP90 mit der Stickstoffmonoxidsynthase (NO-Synthase) interagiert
und so die Stickstoffmonoxidproduktion stabilisiert [127;128]. Gleichzeitig wird eine reduzierte
NO-Produktion, mit verringertem koronarem Blutfluss und einem Abfall der kardialen Leistung,
assoziiert [129]. Demnach stabilisiert HSP90, durch seine Interaktion mit der NO-Synthase, die
kardiale Leistungsfahigkeit.

Dartiber hinaus wurde gezeigt, dass HSP90 mit AKT interagiert, dessen Dephosphorylierung
verhindert und somit seine Aktivitat stabilisiert [130]. AuRerdem ist bekannt, dass eine erhohte ANT-
Expression in NRCM unter Hypoxie mit erhohter HSP90-Expression einhergeht [46]. Es ware daher
moglich, dass HSP90 auch dort einen stabilisierenden Effekt auf phosphoryliertes AKT und der damit

verbundenen Erhéhung des Zellliiberlebens hat.

1.2.3.2 Hitzeschockprotein 27

Hitzeschockprotein 27 (HSP27) gehort zu der Familie der kleinen Hitzeschockproteine (sHSP), zu
denen auch Crystallin (CRYAB), HSP20 und HSP22 sowie sechs weitere Proteine gehéren [131]. Sie
existieren unter Basalbedingungen und werden durch zytotoxischen Stress, wie Hitze oder oxidativen
Stress verstarkt exprimiert [132-134]. Eine verstarkte HSP27-Expression fiihrt zu Thermotoleranz und
auch zur Resistenz gegen oxidativen Stress [133;135]. Auch CRYAB zeigt diese Eigenschaften
[134;136]. CRYAB und HSP27 sind eng miteinander assoziiert. Es wurde mehrfach gezeigt, dass HSP27
und CRYAB miteinander interagieren [132;137]. Die Struktur der meisten sHSPs besteht in einem
hoch konservierten C-terminalen Bereich, der eine sogenannte a-Crystallin-Domane beinhaltet und

dem weniger konservierten, N-terminalen Bereich, der die hydrophobe WD/EPF-Domé&ne und
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Phosphorylierungsstellen enthalt [138]. Die N-terminale Domane ist wichtig fiir die Ausbildung von
dynamischen HSP27-Oligomeren unterschiedlicher GroRe (100-700kDa), indem sie intramolekulare
Interaktionen mit dem hydrophoben Bereich der a-Crystallin-Domane vermittelt [139].

Der Oligomerisierungszustand ist assoziiert mit der Chaperonaktivitat. Liegt HSP27 in Form grolRer
Oligomere vor, ist es in wenig oder unphosphoryliertem Zustand, zeigt Chaperonaktivitat und schiitzt
vor oxidativem Stress [140]. Andererseits wurde gezeigt, dass nach Einwirkung von zytotoxischem
Stress eine Phosphorylierung von HSP27 an unterschiedlichen Serinresten erfolgt und damit die
Dissoziation von HSP27-Oligomeren und ein Verlust der Chaperonfunktion induziert wird [141].
Dieses widerspriichliche Phdnomen ist noch nicht vollig aufgeklart. Es wird aber vermutet, dass dies
ein Recyclingmechanismus ist, um HSP27 von falsch gefalteten Proteinen, deren Umfaltung unter
akuten Stresssituationen nicht essentiell ist, zu befreien und flir andere Proteine zuganglich zu
machen [140]. Die Phosphorylierung von HSP27 erfolgt durch den p38-MAPK-Weg [142;143], der
durch zahlreiche Stimuli, unter anderem auch durch TLR-Aktivierung [51;144], durch Proteinkinase B
(AKT), C oder D induziert werden kann [145-149]. Neben seiner Funktion als Chaperon ist HSP27 auch
an der Modulation von F-Aktin beteiligt und nimmt so Einfluss auf die Muskelkontraktion und das
Zytoskelett [150-152]. Dartber hinaus vermittelt HSP27 die Degradation oxidierter Proteine tber das
Proteasom [153;154]. Des Weiteren schiitzt es vor Apoptose, indem es beispielsweise die Freisetzung
von Cytochrom C (CytC) aus dem Mitochondrium und damit die Aktivierung von Caspasen verhindert
[155-158]. Zusatzlich wird die Menge an ROS durch sHSPs verringert, was Folgeeffekte wie
Lipidperoxidation und Proteinoxidation reduziert [159;160]. AuSerdem konnte gezeigt werden, dass
HSP27 und CRYAB die Apoptose durch die Kontrolle der Aktivierung von AKT regulieren [149;161].
Auch in Kardiomyozyten konnte eine protektive Wirkung von HSP27 bei Ischamie nachgewiesen
werden [162;163]. Dariber hinaus wurde gezeigt, dass humanes Myokard Hsp27 nach Ischamie
freisetzt und dadurch die Toll-Like-Rezeptoren 2 und 4 stimuliert werden [164]. Aus diesem Grund

soll im Folgenden etwas genauer auf die Toll-Like-Rezeptoren eingegangen werden.

1.3  Toll-Like-Rezeptoren

Toll-Like-Rezeptoren (TLR) sind Membranproteine, die eine wesentliche Komponente in der
angeborenen Immunreaktion spielen. Sie erkennen unterschiedliche strukturelle Elemente von
Mikroorganismen (PAMPs, pathogen-associated molecular pattern) und induzieren dann eine
antigenunabhangige Immunantwort. Toll-Like-Rezeptoren werden in Immunzellen wie Neutrophilen,
Makrophagen, Monozyten oder Dendritischen Zellen, aber auch in einer Vielzahl von anderen Zellen
wie mesenchymalen und parenchymalen Zellen aus Leber, Haut, Hirn oder auch Herz exprimiert
[165]. Auch in Kardiomyozyten werden TLR exprimiert [166]. Die genaue Funktion in diesen Geweben

ist noch nicht vollstandig aufgeklart. Bei Zellschadigung werden, z.B. von Kardiomyozyten, bestimmte
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Komponenten (DAMPs, damage-associated molecular pattern) wie z.B. Hitzeschockproteine
freigesetzt [167], welche dann ebenfalls mit TLR interagieren und eine intrazellulare Signalkaskade
auslosen [164].

In Saugetieren sind bisher 13 Isoformen von Toll-Like-Rezeptoren identifiziert worden, wobei diese
sich von Art zu Art unterscheiden. In humanen Zellen sind TLR1-10, in Mauszellen beispielsweise TLR
1-9 und TLR11-13 vorhanden. In Ratten fehlt TLR1, aber TLR2-12 sind hingegen vorhanden
(www.uniprot.org).

Toll-Like-Rezeptoren haben eine konservierte, zytoplasmatische Doméne, die Toll/IL-1R (TIR)
Domédne genannt wird. Sie interagiert mit intrazelluliren Adaptermolekiilen und ist fiir die
Signaltransduktion essentiell. Des Weiteren haben sie eine extrazelluldre, funktionelle Domane die
leucinreiche Wiederholungen (LRR, Leucin-rich-repeats) enthdlt. Diese LRR formen eine
Hufeisenstruktur, welche direkt an der Erkennung der PAMPs/DAMPs beteiligt ist.

Die TLR-Isoformen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Spezifitat und ihrer Lokalisation innerhalb der
Zelle [51;168]. TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 und TLR6 sind auf der Zelloberflache lokalisiert und erkennen
beispielsweise Lipoproteine (TLR2 in Kombinantion mit TLR1 oder TLR6), Lipopolysaccharide (LPS,
erkannt durch TLR4) oder Flagelline (TLR5). TLR3, TLR7, TLR8 und TLR9 sind auf Endosomen lokalisiert
und fiir die Erkennung von Nukleinsduren (dsRNA, ssRNA, CpG DNA) verantwortlich [51;167].

TLR2, TLR3, TLR4 und TLR6 kommen in Kardiomyozyten vor [166;169], wobei TLR2 und TLR4 die hier
am starksten exprimierten Isoformen sind [170].

Wenn Toll-Like-Rezeptoren stimuliert werden, laufen bestimmte Signalkaskaden ab, die letztendlich
zur Zytokinproduktion flhren. Abhdngig von Ligand und Rezeptor werden bestimmte
Adapterproteine rekrutiert, Gber die vermittelt wird, welches Expressionsmuster aktiviert wird. In
Tabelle 1.1 ist dargestellt, welche HSPs an TLR2 und TLR4 als Liganden agieren (nach [51]).

Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von TLR Uber den MyD88 (myoloid differentiation
primary-response protein 88) abhangigen Weg, liber den auch die kardialen TLR2 und TLR4 fungieren
kénnen, unter anderem zur Aktivierung unterschiedlicher MAPK wie Erk, p38MAP Kinase oder JNK
flhrt [144;171]. Die Aktivierung von AKT kann ebenfalls durch die Aktivierung von TLR2 induziert
werden [172;173]. Toll-Like-Rezeptoren stimulieren eine Vielzahl von intrazellularen Signalkaskaden,
die sowohl pro- als auch anti-inflammatorisch wirken kdnnen und nehmen daher sowohl Einfluss auf

das Zellliberleben als auch auf die Apoptose [174;175].
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Tabelle 1.1: HSP-Liganden von TLR2 und TLR4.

Rezeptor Ligand Ursprung des Liganden Referenz
TLR2 Hitzeschockprotein 70 Wirt [176]
Hitzeschockprotein 60 Wirt [177]
Hitzeschockprotein 90 rekombinant, human [178]
Hitzeschockprotein 27 rekombinant, human [164]
Hitzeschockprotein 22 Wirt [179]
Alpha A Crystallin Wirt [179]

TLR4 Hitzeschockprotein 60 Chlamydia pneumoniae [180;181]
Hitzeschockprotein 60 Wirt [177]
Hitzeschockprotein 70 Wirt [182]
Hitzeschockprotein 27 rekombinant, human [164]
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1.4  Zielsetzung

Allein in Deutschland starben 2013 rund 130.000 Menschen an ischamischen Herzkrankheiten
(Quelle: Statistisches Bundesamt). Das entspricht 14,4 % aller Todesfalle in diesem Jahr und stellt
damit eine der haufigsten Todesursachen dar. Ischamische und hypoxische Zellschadigungen sind mit
einer verringerten ANT-Aktivitat, ATP-Mangel, verstarkter ROS-Produktion und damit verbundenem
Zelltod assoziiert. Es ist daher von zentraler Bedeutung die Mechanismen, die einer solchen
Schadigung entgegen wirken konnen, zu ermitteln und zu analysieren. Vorarbeiten unserer
Arbeitsgruppe haben bereits gezeigt, dass eine ANT1-Uberexpression (ANT1-OE) in neonatalen
Rattenkardiomyozyten (NRCM), bei hypoxischer Inkubation, mit verstarkter HSP90-Expression, einem
verstarkt aktivierten, kardioprotektiven AKT- und Erk-Signaling sowie mit verringertem Zelltod
einhergeht. Die Mechanismen, durch die diese Effekte verursacht werden, sind noch weitestgehend
ungeklart. Um die protektive Wirkung von ANT1 auch therapeutisch nutzen zu kénnen, ist es daher

von groRer Wichtigkeit das ANT-Signaling genauer zu analysieren.

Aus diesem Grund wurde zundchst untersucht, mit welchen Komponenten der ANT interagiert. Dazu
wurde das ANT-spezifische Immunprazipitat mittels Massenspektroskopie untersucht und

anschlieRend Riickschlisse auf involvierte Signalwege gezogen.

Da Hitzeschockproteine auch bei hypoxischem Stress eine protektive Funktion Gbernehmen, wurde
im zweiten Teil der Arbeit untersucht, wie sich die ANT1-OE auf die Expression der ANT-
interagierenden Hitzeschockproteine unter Hypoxie auswirkt. Es wurde bereits beschrieben, dass
myokardiale Zellen HSPs nach Ischamie ins Kulturmedium abgeben, die dann Toll-Like-Rezeptoren
stimulieren [164]. AuBerdem zeigten Kim et al., dass adulte Rattenkardiomyozyten HSP60 freisetzen
und so eine interzelluldire Kommunikation induzieren [183]. Es stellte sich die Frage, ob eine
Kommunikation unter NRCM erfolgt, indem ANT-interagierende HSPs in den Kulturiberstand
abgegeben werden und ob die ANT1-OE eine solche Kommunikation beeinflusst. Zur Klarung dieses
Sachverhaltes wurden die Kulturliberstande im dritten Teil dieser Arbeit hinsichtlich ihres HSP-
Gehaltes analysiert. Zusatzlich erfolgte die Untersuchung des intrazelluldren Signalings von
neonatalen Rattenkardiomyozyten nach Stimulation mit HSP enthaltendem Kulturiberstand und

rekombinantem HSP.

Um zu untersuchen, ob die Induktion intrazellularer Signalantworten durch TLRs vermittelt wird,
erfolgte im vierten Teil der Arbeit die Blockade der TLR2/4 bei gleichzeitiger Stimulation mit HSP oder

Kulturtiberstand.
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Dariber hinaus wurde analysiert, ob Unterschiede in der Signalantwort bei ANT1-OE in NRCM auf
Unterschiede in der Rezeptorexpression zurlickzufihren sind, indem die Expression der

kardiomyozytdren TLR2 und TLR4 ermittelt wurde.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Tabelle 2.1: Verwendete Chemikalien.

Substanz Hersteller

Acetonitril J. T. Baker, Center Valley/U.S.A.
Biozym Scientific, Hessisch

Agarose

Ammoniumbicarbonat
AmpliTag-Polimerase-Puffer (10x)
Bovine Serum Albumine (BSA)
Bromthymolblau (BTB)

Cell Lysis Buffer (10x)

Complete Mini Protease-Inhibitor-Cocktail
Coomassie-Blau (Coomassie® Brilliant Blue R-250)
DEPC-Wasser

DL-Dithiothreitol (DTT)

DMEM, low Glucose

dNTP Mix

Dubelco's Phosphate Buffered Saline (PBS, ohne Ca**, Mg”*)
EDTA

Eisessig

Ethanol (EtOH)

Ethidiumbromid

Fotales Rinderserum (FBS Gold)
5-Fluoro-2'-desoxyuridine (FUDR)
Glycerol

HBSS, Hank's Balanced Salt Solution

J. T. Baker Wasser

Kaliumchlorid

Kohlenstoffdioxid

Konzentrierte Salzsdure
Magermilchpulver

Methanol (MeOH)

Natriumchlorid

NuPAGE ® Transfer Buffer

NuPAGE® LDL Sample buffer, 4x
NuPAGE® MES SDS Running Buffer (20x),
OxPAPC

Oldendorf

Carl Roth, Karlsruhe

Applied Biosystems, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Minchen

Cell Signaling, Boston/U.S.A.
Roche Applied Science, Mannheim
Sigma Aldrich, Minchen

USB Corporation, Cleveland/U.S.A.
Sigma Aldrich, Minchen

GIBCO/ Invitrogen, Darmstadt
Abgene, Epsom/UK

PAA, Pasching/A

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Minchen

Sigma Aldrich, Miinchen

Carl Roth, Karlsruhe

GIBCO/ Invitrogen, Darmstadt

J. T. Baker, Center Valley/U.S.A.
Merck, Darmstadt

Linde AG, Berlin

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Lifetechnologies, Carlsbad/U.S.A.
Lifetechnologies, Carlsbad/U.S.A.
Lifetechnologies, Carlsbad/U.S.A.
Invivogen, Toulouse/Fr
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Substanz

Hersteller

Penicillin/Streptomycin

Pferdeserum (Donor Horse Serum)
PhosStop Phosphatase Inhibitor

rekombinantes, humanes HSP27, endotoxinfrei

Sauerstoffarmes Gas (CRYASTAL-Gemisch, 94 % N,, 5 % CO,,

1%0,)
Stickstoff
Tris Base
Tris HCI

Trypanblau-Lésung 0,4 %

Tween 20

Biochrom AG, Berlin
Biochrom AG, Berlin
Roche Applied Science, Mannheim

Enzo Life Sciences,
Farmingdale/U.S.A.

Air Liquide, Kornwestheim

Linde AG, Berlin

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Miinchen
Carl Roth, Karlsruhe

2.1.2 Puffer und Lésungen

Tabelle 2.2: Verwendete Puffer und Losungen.

Bezeichnung

Verwendung

Zusammensetzung

Ammoniumbicarbonat-
Lésung

Blocklésung

Complete Mini
Protease-Inhibitor-
Cocktail
Coomassie-Blau-
Entfarbel6sung

Coomassie-Blau-Lésung

DNA-Ladepuffer (6x)

DTT-Losung
Ethanol

FUDR-L6sung
IP-Puffer

Kollagenase-Losung

Laufpuffer

Lysepuffer

PhosStop Phosphatase
Inhibitor
Primer-Losung
Probenpuffer, 4x

Massenspektrometrie

Immunfarbung

Proteaseinhibition

Immunfarbung
Immunfarbung

Agarose-Gelelektrophorese

Probenpufferadditiv
Desinfektion

Inhibition der Fibroblasten
Immunprazipitation

Kollagenverdau

SDS-PAGE

Generieren von
Gesamtzellextrakten

Phosphataseinhibition

PCR
Denaturieren von Proteinen

20 mM in A. dest

5 % w/v Magermilchpulver (MaMiPu)
oder 1-3 % BSA in TBST

1 Tablette in 1 ml A. dest

10 % (v/v) Essigsaure, 30 % (v/v) Ethanol

0,2 % (w/v) Coomassie-Blau in 10 % (v/v)
Essigsaure, 30 % (v/v) Methanol

10 mM Tris HCI, 60 % (v/v) Glycerol, 60
mM EDTA, 1 % (w/v) Bromthymolblau
1M in A. dest

70% v/v in A. dest

2 mM in sterilem Wasser (1000x), final 2
uM

25 mM Tris HCI, 600 mM NaCl, pH 7.2
10 mg/ml in HBSS (10x), final 1 mg/ml
HBSS, sterilfiltriert

50 ml NuPAGE® MES SDS Running Buffer
ad 11 A. dest

100 pl Cell Lysis Buffer (10x), 100 pl
PhosStop Phosphatase-Inhibitor (10x),
100 pl Complete Mini Proteaseinhibitor
(10x) ad 1 ml A. bidest

1 Tablette in 1 ml A. dest

10 pM Primer in J. T. Baker Wasser
NuPAGE-Probenpuffer, mit 200 mM DTT
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Bezeichnung Verwendung

Zusammensetzung

RNAse A

Spullésun )
P g bis zur Blutleere

TAE-Puffer (50x)

TBS (10x) Immunfarbung
TBST Immunfarbung
Transferpuffer Western-Blot

Trypsinlosung

Trypsinlosung Massenspektrometrie

Isolation genomischer DNA
Spulen entnommener Herzen

Agarose-Gelelektrophorese

Andauen von Herzstlicken

20 mg/ml in DEPC-Wasser

130 mM NacCl, 30 mM KCl in A. dest,
sterilfiltriert

2 M Tris Base, 5,7 % (v/v) Eisessig, 50 mM
EDTA, pH 8.3

0,5 mM Tris Base, 1,38 M NaCl, 7 mM KCl,
pH 7.4 ad 1l A. dest

100 ml TBS (10x), 1 ml Tween 20 ad 1l A.
dest

50mI| NuPAGE ® Transfer Buffer mit 20 %
v/v MeOH ad 1| A. dest

0,6 mg/ml in HBSS

10 ng/ul in A. dest

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.3: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Verbrauchsmaterial

Hersteller

C-18 resin Tips, Bindungskapazitat 2 ug
EppendorfreaktionsgefaRe, 200 pl, 500 pl, 1500 pl,
2000 pl

Feather Disposable Scalpel No 11, No21
Feinpinzette Dumont # 5-45 Forceps"

Feinschere "Iris Scissors 11,5 cm"

ImmunBlot PVDF Membran

Mullkompresse, steril

NuPAGE® Novex Sharp prestained Proteinstandard
NuPAGE®Novex Bis-Tris-Gele

Pierce® Protein A/G-Agarose Beads

Pinzette "Standard Pattern Foreceps 14,5cm"
Pipettenspitzen, 10 ul, 100 pl, 1000 pl

Schere "Surgical Scissors 14,5 cm"

Serologische Pipetten, 5 ml, 10 ml, 25 ml

Spritze, PLASTIPAK 10 ml, 50 ml

Sterilfilter PharmAssure ®, 2 um

Whatman-Papier

Zellkulturflaschen, T75

Zellkulturplatten, 6-Well, 12-Well, 24-Well, 96-Well
Zellkulturschalen

Zellschaber

Zentrifugenréhrchen 15ml, 50ml

Omix Varian, Pittcon/U.S.A.
Eppendorf, Hamburg

PfmMedical, KoIn

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg
Fine Science Tools GmbH, Heidelberg
BIO-RAD, Miinchen

Fuhrmann Verbandstoffe, Much
Lifetechnologies, Carlsbad/U.S.A.
Lifetechnologies, Carlsbad/U.S.A.
Lifetechnologies, Carlsbad/U.S.A.
Fine Science Tools GmbH, Heidelberg
Sarstedt, Nimbrecht

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg
VWR, Dresden

BD Biosciences, Heidelberg

Pall GmbH, Dreieich

GE Healthcare, Miinchen

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

TPP Techno Plastic Products AG,
Trasadingen/CH

BD Biosciences, Heidelberg




MATERIAL UND METHODEN 22
2.1.4 Gerite

Tabelle 2.4: Verwendete Gerdte.

Gerat Hersteller Bemerkung

C 18 reverse Phase nano HPLC Saule
CO,-Inkubator CB150

Dounce Homogenisator, 1ml

Dynabeads ® Mx 1 Mixer
Fluorometer "Spektra Max Gemini"
Gelelektrophoresekammer

Genesys 6 UV-Vis Spektrophotometer

HERASafe Sterilbank

Hypoxiekammer (Modular Incubator Chamber)
Las 4000 mini-lmagers

LTQ-Orbitrap-Velos Massen Spectrometer

Magnetriihrer lab disc
Mehrkanalpipette, 200 pl

Microtitration plate reader Tecan Sunrise
Mikroskop DMIL DCF 480

Mikroskop Eclipse TS 100

Mikrowelle MW 7809
Mini Trans-Blot © Cell
Neubauer Zahlkammer, Neubauer Improved

NuPAGE® NovexMini Cell

Pipetten, 10 ul, 200 pl, 200 pl, 1000 pl
Pipetus®

PowerPac™ Basic Power Supply
Primus 96 advanced® Thermocycler
SmartSpec™ 3000

Thermokissen

Transiluminator BioDoc Analyze, CCD-Kamera
Trio Thermoblock

Wasserbad TWB5

Zentrifuge 5415 D

Zentrifuge 5810 R

Zentrifuge Avanti™ J-25

Zentrifuge mit Kiihlfunktion 5415 R

Thermo Scientific, Karlsruhe
Binder, Tuttlingen

OPS Diagnostics,
Lebanon/U.S.A.
Invitrogen Darmstadt
Molecular Devices, Sunnyvale/U.S.A.
OWL Separation Systems, Nottingham/UK
Thermoelectron, Waltham USA
Thermo Electron,

Waltham/U.S.A.

Billups-Rothenberg, Del Mar/U.S.A.
Fujifilm, Tokio/JP

Thermo Electron,

Waltham/U.S.A.

VWR International, Darmstadt
Eppendorf, Hamburg

Tecan, Mannedorf/CH

Leica, Wetzlar

Nikon Instruments,

Kingston/GB

Severin, Sundern

BIO-RAD, Miinchen

LO-Laboroptik GmbH, Bad Homburg
Lifetechnologies,

Carlsbad/U.S.A.

Eppendorf, Hamburg

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
BIO-RAD, Miinchen

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
BIO-RAD, Miinchen

NEB Biolabs, Ipswich, U.S.A.
Biometra, Gottingen
Biometra, Gottingen
Julabo, Seelbach
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Beckmann Coulter,
Fullerton/U.S.A.
Eppendorf, Hamburg

Rotor FA-45-24-11
Rotor FA-45-6-30
Rotor JA 25-50, JA
25-15

Rotor FA-45-24-11
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2.1.5 Zellkulturmedien

Tabelle 2.5: Fiir die Zellkultur verwendete Medien.

Bezeichnung

Zusammensetzung

Fibroblastenmedium
NRVM-Medium

Mangelmedium, C-

DMEM, low Glucose, 20 % v/v FBS Gold, 1 % v/v Penicillin/Streptomycin
DMEM, low Glucose, 10 % v/v FBS Gold, 10 % Pferdeserum, 1 % v/v

Penicillin/Streptomycin, 2 pM FUDR

DMEM, low Glucose, 1 % v/v Penicillin/Streptomycin, 2 uM FUDR

2.1.6 Stimulationsreagenzien

Tabelle 2.6: Verwendete Stimulationsreagenzien. Die Reagenzien wurden wie in dieser Tabelle beschrieben
angesetzt und vor Verwendung dunkel fiir zwei Stunden auf Eis vorinkubiert.

Experiment Zusammensetzun Dauer/
P & Begasungszustand
Stimulation mit KUAH KUAH (Kulturtiberstand hypoxisch kultivierter ANT1tg 30 mm/‘
NRCM) normoxisch
Stimulation mit KUAH  KUAH 240/ hormomsch ¥
hypoxisch
Blockade des KUAH mit 10 pg/ml Antikérper (HSP27-Antikdrper 30 min/
endogengen HSP27 im  oder unspezifisches Ziegen 1gG), direkt in KUAH .
normoxisch

KUAH
Blockade des

endogengen HSP27 im

KUAH

Blockade der TLR2/4
bei Stimulation mit
KUAH

Blockade der TLR2/4
bei Stimulation mit
KUAH

Stimulation mit
rhHSP27
Stimulation mit
rhHSP27

Blockade der TLR2/4
bei Stimulation mit
rhHSP27

Blockade der TLR2/4
bei Stimulation mit
rhHSP27

angesetzt

Mangelmedium mit 10 pg/ml Antikorper (HSP27-
Antikorper oder unspezifisches goat IgG), direkt in
Mangelmedium angesetzt

KUAH mit 30 ug/ml OxPAPC, Substanz direkt in KUAH
angesetzt

Mangelmedium mit 30 pg/ml OxPAPC, Substanz
direkt in Mangelmedium angesetzt

Mangelmedium mit 4 pg/ml rhHSP27, Substanz direkt
in Mangelmedium angesetzt

Mangelmedium mit 4 pg/ml rhHSP27, Substanz direkt
in Mangelmedium angesetzt

Mangelmedium mit 30 pg/ml OxPAPC und 4pg/ml
rhHSP27, Substanzen direkt in Mangelmedium
angesetzt

Mangelmedium mit 30 pg/ml OxPAPC und 4pg/ml
rhHSP27, Substanzen direkt in Mangelmedium
angesetzt

24 h/ normoxisch +
hypoxisch

30 min/
normoxisch

24 h/ normoxisch +
hypoxisch

30 min/
normoxisch

24 h/ normoxisch +
hypoxisch

30 min/

normoxisch

24 h/ normoxisch +
hypoxisch
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2.1.7 Primer

Tabelle 2.7: Zur Genotypisierung verwendete Primer.

Primerbezeichnung Orientierung

Nukleotidsequenz

ANT1 35 forward
ANT1 37 reverse
pOBGH3 forward

5'-GGA TGA TGA TGC AGT CTG G-3'
5'-CTA AAG CTG GAA GGC AGT G-3'
5'-TAG AAG GCA CAG TCG AGG-3'

2.1.8 Antikérper

Tabelle 2.8: Verwendete Antikorper. Antikorper wurden in der Immunprazipitation (IP), im Westernblot (WB)

und fur Stimulationsversuche verwendet.

Antikérper Hersteller Verwendung/ Blocklosung Ursprung
unspezifisches Santa Cruz Biotechnology, . . .
i e Dallas/U.S.A., IP (5 ug), Stimulation (10 pg/ml) Ziege
14-3-3 Cell Signaling, Boston/U.S.A. WB 1:2000 in 3 % BSA Kaninchen
AKT Cell Signaling, Boston/U.S.A. WB 1:750 in 3 % BSA Kaninchen
ANT 87/3 Dorner, Berlin WB 1:500 in 5 % MaMiPu Kaninchen
Santa Cruz Biotechnology, IP (5pg), WB 1:500in 5 % .
ANTN19 Dallas/U.S.A. MaMiPu Ziege
Anti-Ziege 1gG ) o . .
HRP-Konjugat Dako, Glostrup/DK WB 1:10.000 in 5 % MaMiPu Schwein
Anti-Maus IgG : o . -
HRP-Konjugat Dako, Glostrup/DK WB 1:10.000 in 5 % MaMiPu Ziege
Anti-Kaninchen _ o . ,
lgG HRP-Konjugat Dako, Glostrup/DK WB 1:10.000 in 5 % MaMiPu Ziege
a-Tubulin Merck Millipore, Darmstadt WB 1:1.000 in 5 % MaMiPu Maus
CRYAB Cell Signaling, Boston/U.S.A. WB 1:1.000 in 3 % BSA Kaninchen
Erk1/2 Cell Signaling, Boston/U.S.A. WB 1:250 in 3 % BSA Kaninchen
Santa Cruz Biotechnology,  Stimulation (10 pg/ml), WB .
H5P27 Dallas/U.S.A. 1:500 in 3 % BSA Ziege
HSP60 Cell Signaling, Boston/U.S.A. WB 1:1.000 in 3 % BSA Kaninchen
HSP75 Santa Cruz Biotechnology, g 1.500 in 5 9% MaMiPu Kaninchen
Dallas/U.S.A.
HSP90 Cell Signaling, Boston/U.S.A. WB 1:1.000 in 3 % BSA Kaninchen
LDHB Genetex, Irvine/U.S.A. WB 1:10.000 in 5 % MaMiPu Kaninchen
OPA1 Santa Cruz Biotechnology, g 1,500 in 5 9% MaMiPu Mouse
Dallas/U.S.A.
p-AKT (Ser 473) Cell Signaling, Boston/U.S.A. WB 1:1.000 in 3 % BSA Kaninchen
p-Erk1/2 (Thr . . ) o .
202/204) Cell Signaling, Boston/U.S.A. WB 1:1.500 in 3 % BSA Kaninchen
p-HSP27 (Serl5) Pierce, Rockford/ U.S.A. WB 1:500 in 3 % BSA Kaninchen
p-HSP27 (Ser85) Pierce, Rockford/ U.S.A. WB 1:2.000 in 3 % BSA Kaninchen
TLR2 Novus Biologicals, WB 1:5.000 in 1 % BSA Kaninchen
Littleton/U.S.A.
TLR4 bioss inc, Woburn/U.S.A. WB 1:500 in 3 % BSA Kaninchen
VDAC Acris, Hiddenhausen WB 1:1.000 in 5 % MaMiPu Kaninchen
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2.1.9 Kommerzielle Testsysteme

Die verwendeten Reaktionssysteme wurden nach Herstelleranweisung eingesetzt.

Tabelle 2.9: Verwendete Kits.

Produkt Hersteller

Apo-One® Homogeneous Caspase-3/7 Assay Promega, Mannheim

BCA Protein Assay Kit Pierce, Rockford/ U.S.A.

High Pure PCR Template Preparation Kit Roche, Mannheim

Pierce™ ECL Plus Western Blotting Substrate Lifetechnologies, Carlsbad/U.S.A.
Rodeo ECL Western Blotting Detection Reagent Amersham, Miinchen

2.1.10 Enzyme

Tabelle 2.10: Verwendete Enzyme

Enzym Hersteller

AmpliTag DNA-Polymerase Applied Biosystems, Darmstadt
Kollagenase Typ 2 Worthington, Lakewood/U.S.A.
RNAse A Serva, Heidelberg

Trypsin GIBCO/ Invitrogen, Darmstadt

2.2 Methoden

2.2.1 Sterilisation

Losungen wurden entweder steril Afiltriert (PorengréBe des Filters 0,2 pM) oder im
Dampfdruckautoklaven fiir 20 min bei 120 °C und 10° Pa autoklaviert. Gebrauchswaren wurden
autoklaviert, oder bei 220 °C iber Nacht (UN) erhitzt. Die Desinfektion der Arbeitsflichen und
Sterilbanke erfolgte mit 70 %igem Ethanol (ber eine Einwirkzeit von zwei Minuten. Darliber hinaus

erfolgte die Dekontamination der Sterilbanke durch UV-Licht.

2.2.2 Tierexperimentelles Arbeiten

2.2.2.1 ANT1-transgene Ratten

Die in dieser Arbeit verwendeten ANT1-transgenen (ANT1tg) Ratten sind von unserer Arbeitsgruppe
generiert und bereits beschrieben worden [43]. Charakteristisch fiir diese Tiere ist, dass sieben bis
neun Kopien des ANT1-Konstruktes genomisch integriert vorliegen. Der ANT1 wird herzspezifisch
unter Verwendung eines a-Myosin Heavy Chain (aMHC)-Promotors (iberexprimiert. Zur

Zuchtkontrolle wurden Schwanzspitzenbiopsien regelmaRig genotypisiert (Kapitel 2.2.6.1 bis Kapitel
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2.2.6.3). Die Versuchstiere wurden in der Forschungseinrichtung fiir Experimentelle Medizin Berlin in
einem 12 stlindigen Tag-Nacht-Rhythmus unter Einhaltung der deutschen Tierschutzverordnung
gehalten. Wasser und Nahrung standen den Tieren ad libitum zur Verfligung. Behordliche
Genehmigungen fiir die Durchfiihrung der tierexperimentellen Arbeiten lagen zu Versuchsbeginn vor

(Genehmigungsnummern: T0049/08, G0158/08).

2.2.2.2 Herzentnahme aus adulten Ratten

Adulte, drei Monate alte Ratten wurden mittels CO, narkotisiert und anschlieBend durch
Genickbruch getotet. Der Thorax wurde erdffnet und das Herz schnellstméglich entnommen, in
eiskalte Spullésung Uberfiihrt und das restliche Blut aus dem Herzen geschwemmt. AnschlieRend
wurden die Vorhofe und der rechte Ventrikel entfernt und verworfen. Der Ubrige linke Ventrikel
wurde in kleinere Gewebestlicke zerteilt und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Danach erfolgte

die Lagerung der Gewebe bei -80°C bis zur Weiterverarbeitung.

2.2.2.3 Priiparation neonataler Rattenkardiomyozyten

Die Praparation neonataler Rattenkardiomyozyten (NRCM) erfolgte nach Vetter et al. [184] aus
ventrikuldarem Gewebe ein bis drei Tage alter Ratten. Zunachst wurden die Versuchstiere in 70 %igem
Ethanol desinfiziert. Nach Dekapitation erfolgte ein Sternalschnitt bis kurz Gber das Zwerchfell und
die Herzentnahme. Nach jedem Tier wurde das Praparierbesteck in 70 %igem Ethanol desinfiziert
und in HBSS gesplilt. Das Herz wurde schnellstmoglich in eisgekihltes HBSS, welches sich in einer
sterilen Petrischale auf Eis befand, Uberfiihrt. Die Vorhofe der Herzen wurden abgetrennt und
verworfen. Im Anschluss daran wurde das restliche Herz vorsichtig in eine weitere Petrischale mit
frischem HBSS uberfihrt und dort geteilt. Danach wurden die Herzstiicke in ein 15 ml
Zentrifugenréhrchen mit ca. 1 ml/Herz Trypsinlosung Uberfihrt und 18 Stunden bei 4 °C und
langsamer Rotationsbewegung (max. 5 rpm) angedaut. Im Anschluss erfolgte die Freisetzung der
kardialen Zellen mittels Kollagenaseverdau. Dazu wurden die angedauten Herzhalften zunachst in
Fibroblasten-Medium gewaschen, in 20 ml frischem Fibroblasten-Medium in ein Becherglas
Uberfiihrt und langsam fir 5 min bei 37 °C geriihrt. Anschliefend wurde mdoglichst viel des klaren
Uberstandes abgenommen und verworfen. Danach wurden den Herzstiicken 5 ml Kollagenase-
Losung (1 mg/ml) zugesetzt. Der Ansatz wurde erneut 4 min bei 37 °C langsam geriihrt. Der nun nicht
mehr klare, Zellen enthaltende Uberstand wurde abgenommen und in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen
auf Eis Uberflhrt. Die Gewebestiicke wurden erneut mit Kollagenase-Losung versetzt und der Verdau
wiederholt, bis die Sticke vollstandig verdaut waren. Im Anschluss wurde die gesammelte

Zellsuspension durch eine sterile Mullkompresse in ein weiteres 50 ml Zentrifugenréhrchen filtriert,
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um restliche Gewebefragmente abzutrennen und 5 min bei 1.200 rpm (Rotor JA 25-50) zentrifugiert.
Die pelletierten Herzzellen wurden in 20 ml Fibroblasten-Medium resuspendiert, in eine
Zellkulturflasche tberfiihrt und 60 min bei 37 °C und Luft mit 5 % CO, im Brutschrank inkubiert. Die
NRCM verblieben im Uberstand und konnten nach erfolgter Inkubation in ein neues
Zentrifugenréhrchen tberflhrt und erneut 5 min bei 1.200 rpm (Rotor JA 25-50) abzentrifugiert
werden. Die Zellen wurden in NRVM-Medium (1 ml/Herz) resuspendiert, ausgezahlt (Kapitel 2.2.3.1)
und ausgesat. Dazu wurde eine Stocklosung (600.000 Zellen/ml) angesetzt und wie in Tabelle 2.11
dargestellt ausgesat.

Tabelle 2.11: Schema zur Aussaat neonataler Rattenkardiomyozyten.

Plattenformat Zellzahl/ Well Volumen Stockl6sung [ul]
6 Well 1.200.000 2.000
12 Well 600.000 1.000
24 Well 300.000 500
96 Well 60.000 100

Die Zellen wurden tber Nacht im Brutschrank (37 °C, Luft mit 5 % CO,) kultiviert, am nachsten Tag
zweimal mit HBSS gewaschen, mit frischem Medium versehen und fiir unterschiedliche Versuche

verwendet.

2.2.3 Zellkulturversuche und zellbiologische Methoden

2.2.3.1 Zellzahlbestimmung

Vor dem Aussden der Zellen erfolgte die Bestimmung der Zellzahl. Dazu wurden die Zellen 1:1 mit
Trypanblau verdiinnt. Trypanblau passiert die Zellmembran toter Zellen und farbt diese blau an.
Lebende Zellen werden durch die kontrastreiche Losung besser sichtbar, bleiben aber ungefarbt. Die
generierte Zellsuspension wurde auf eine Neubauer-Zahlkammer gegeben und die Zellen in acht
GroBquadraten nach Herstelleranweisung ausgezahlt (Zellzahl pro GroRquadrat: nQ). Danach

erfolgte die Berechnung der Zellzahl. Dabei galt:

Zellen

Zellzahl (in ) = (Mittelwert nQ = 2 x 10%)

2.2.3.2 Hypoxie-Induktion in NRCM

Die Hypoxiekammer wurde vor Beginn mit 70 %igem Ethanol desinfiziert und mit sterilem Aqua
bidest, welches sich in einer Zellkulturschale befand, bestiickt. Im Anschluss wurden die Zellen in der

Kammer platziert und diese verschlossen. Danach erfolgte (iber Befiillungsschlauche der Austausch
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der Luft durch sauerstoffarmes Gas (94 % N,, 5 % CO,, 1 % 0,), indem die Kammer 4 Minuten lang
mit einer Flussrate von 25 |/min gespllt wurde. Nach den 4 Minuten wurde die Kammer
schnellstmoglich luftdicht verschlossen und fiir 24 Stunden bei 37 °C im Brutschrank platziert. Die
Inkubation der Kontrollgruppen erfolgte unter normoxischen Bedingungen (Luft mit 5% CO,
entspricht 74,3% N,, 20% O,, 5% CO,, 0,7 % sonstige Luftbestandteile) fir die gleiche Dauer im selben
Brutschrank. Nach der Inkubation wurden die Platten schnellstmdglich auf Eis positioniert, um den
Stoffwechsel zu reduzieren und so die Reoxygenierung zu vermeiden. Die Zellen wurden zweimal mit
HBSS gewaschen, die Restfllssigkeit vollstdndig abgesaugt und die Zellen auf Trockeneis
schockgefroren. Die Zellen wurden anschlieend bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.

Die Caspasemessung (Kapitel 2.2.3.5) erfolgte stets direkt nach der Entnahme aus dem Brutschrank

mit lebenden Zellen.

2.2.3.3 Generieren von KUAH zur Stimulation von NRCM

ANT1tg-NRCM wurden 24 Stunden hypoxisch in Mangelmedium kultiviert (Abschnitt 2.2.3.2). Der
Kulturiiberstand der Zellen wurde in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen auf Eis gesammelt und
anschlieRend fir 5 min bei 1200 rpm (Rotor JA 25-50) abzentrifugiert um restliche Zellen unzerstort
abzutrennen. Der Uberstand wurde anschlieBend 30 min bei 4 °C und 12.000 rpm (Rotor FA-45-6-30)
abzentrifugiert um Zellbruchstiicke abzutrennen. AnschlieBend wurde der generierte Uberstand

aliquotiert und bei -20 °C bis zur Verwendung gelagert.

2.2.3.4 Analyse der interzelluliren Kommunikation von NRCM mittels Stimulationsversuchen

Die NRCM wurden wie in Abschnitt 2.2.2.3 vorbereitet und auf Mangelmedium umgesetzt. Nach
zweistiindiger Inkubation im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, erfolgte die Stimulation mit
rekombinantem, humanem HSP27 (rhHSP27), die Stimulation mit Kulturiiberstand von hypoxisch
kultivierten ANTtg-NRCM (KUAH), die Blockade des im KUAH enthaltenen HSP27 mit spezifischen
Antikorpern und die Blockade der kardialen TLR2 und TLR4 mit OxPAPC. Die Reagenzien wurden nach
Herstellerangaben oder wie zuvor in der Literatur beschrieben [164;185], in den entsprechenden
Medien angesetzt und zwei Stunden dunkel auf Eis vorinkubiert (Tabelle 2.6). Fir die
Stimulationsversuche wurde das Mangelmedium durch das entsprechende Reagenz ausgetauscht. Je
nach Ansatz wurden die Zellen kurzzeitig (30 Minuten) normoxisch, oder langzeitig (24 Stunden)
hypoxisch oder normoxisch kultiviert (Abschnitt 2.2.3.2). Nach der entsprechenden Kultivierungs-
dauer wurden die Zellen direkt fir das Caspaseassay (Abschnitt 2.2.3.5) verwendet oder
schnellstmoglich auf Eis gestellt, zweimal mit HBSS gewaschen, auf Trockeneis schockgefroren und

bis zur Proteinextraktion bei -80 °C gelagert.
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2.2.3.5 Caspase-3/7-Aktivitiitstest

Caspasen sind wichtige Enzyme bei der Initiation des programmierten Zelltodes durch Apoptose und
Nekrose und stellen daher einen idealen Marker zur Ermittlung der Zellstabilitat dar. Die Aktivitat der
Caspasen in NRCM wurde daher mit Hilfe des Apo-One® Homogeneous Caspase-3/7 Assays bestimmt.
Dazu wurden NRCM in 96-Well-Platten, wie in Kapitel 2.2.2.3 beschrieben, ausplattiert und nach
Bedarf mit Stimulationsreagenzien normoxisch oder hypoxisch kultiviert. Nach der Behandlung
wurde der Kulturiberstand der Zellen abgenommen. Die Zellen wurden mit 60 ul frischem
Mangelmedium und 60 pul APO-Reagenz (frisch angesetzt) je Well versetzt und fiir 16 h bei
Raumtemperatur (RT) im Dunkeln inkubiert. Als Kontrolle wurden das identische Volumen an APO-
Reagenz und Mangelmedium in ein leeres Well gegeben und als Hintergrundkontrolle gemessen. Das
Apo-Reagenz enthielt einen Lysepuffer und ein Substrat, dass durch die aktiven Caspasen-3/7 in
fluoreszierendes Rhodamin 110 umgesetzt wurde. Die Fluoreszenz wurde nach der genannten
Inkubationszeit im Spektrofluorometer bei einer Extinktionswellenldnge von 499 nm, einer
Emissionswellenlange von 521 nm und einem Cut-off von 515 nm ermittelt. Im Anschluss erfolgte der

Abgleich der gemessenen Caspaseaktivitat auf die Zellzahl.

2.2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.2.4.1 Herstellung von Gesamtzellextrakten aus Herzgewebe

Die linksventrikuldren Herzstiicke wurden aus dem Gefrierschrank (-80 °C) entnommen und in
flissigem Stickstoff zum Verarbeitungsort transportiert. Die Gewebestiickchen wurden mit Stickstoff
in einen Morser gegeben und in 30-50 mg grolle Stiicke zerschlagen, gewogen, in EppendorfgefaRe
Uberfiihrt, mit dem 10-fachem Volumen an eiskaltem Lysepuffer versetzt und mit einer Schere
zerkleinert. Anschliefend wurde diese Suspension in einen 1 ml Dounce-Homogenisator Gberfiihrt
und 60 s auf Eis homogenisiert. Das Proteinhomogenat wurde in EppendorfgefaRe Uberfiihrt und
danach eine Stunde auf Eis lysiert. Im Anschluss wurden die Proben 30 min bei 16.000 xg und 4 °C
abzentrifugiert. Das unldsliche Zellpellet wurde verworfen und der Uberstand fiir weitere Analysen

verwendet. Die Lagerung der Proteinlésungen erfolgte bei -20 °C.

2.2.4.2 Herstellung von Zellextrakten aus NRCM

Die Zellkulturplatten wurden aus -80 °C entnommen und zwischenzeitlich auf Trockeneis gelagert.
Die Platten wurden dann einzeln auf 37 °C vorgewarmte Thermokissen gelegt und in jedes Well einer

6-Well-Platte schnellstmdglich 120 pl Lysepuffer pipettiert. Die Zellen wurden anschlieBend, schnell
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und griindlich mittels Zellschaber geldst, in ein Eppendorfgefall Giberfihrt und 60 min auf Eis lysiert.
Die unloslichen Zellbestandteile wurden 30 min bei 16.000 xg und 4 °C abzentrifugiert. Der

proteinhaltige Uberstand wurde abgenommen und bis zur Weiterverarbeitung bei -20 °C gelagert.

2.2.4.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen erfolgte mittels BCA Protein Assay Kit der Firma Pierce
im 96-Well-Plattenformat. Bei diesem Assay wird abhdngig von der Proteinmenge ein rotvioletter
Farbkomplex gebildet, dessen Absorption bei 562 nm kolorimetrisch bestimmt wird. Zur
Durchfiihrung des Assays wurde ein Standard von 50-1.000 ng/ul BSA in Aqua bidest. hergestellt und
das BCA-Reagenz frisch vor der Verwendung, nach Angaben des Herstellers angesetzt. 10 ul des
Standards, 10 ul Aqua bidest. als Blank, 10 pl Proteinldosung bzw. entsprechender Puffer (5-fach
verdiinnt, Doppelbestimmung) wurden in Wells einer 96-Well-Mikrotiterplatte (MTP) vorgelegt und
anschlieRend mit Hilfe einer Mehrkanalpipette mit 150 ul BCA-Reagenz versetzt. Wenn die
Probenzahl sehr gering war, wurde der identische Reaktionsansatz in 1,5 ml Reaktionsgefalien
durchgefihrt. Es erfolgte eine 15 minltige Inkubation im Wasserbad bei 60 °C. Nach einer kurzen
Auskihlungsphase bei Raumtemperatur erfolgte die Absorptionsbestimmung bei 562 nm im

Photometer. Die Proteinmengen wurden anhand des mitgefiihrten Standards berechnet.

2.2.4.4 Acetonfillung

Um die gesammelten Kulturliberstdande hinsichtlich ihres Gehaltes an HSPs zu analysieren, wurden
diese zunachst mit Aceton gefillt. Dazu wurden 250 pl KU mit 5-fachem Volumeniiberschuss (1250 pl)
-20 °C kalten Acetons versetzt, zweimal auf Eis invertiert, schnellstméglich in einen -20 °C kalten
Gefrierschrank tberfiihrt und dort iber Nacht gelagert. Fiir jede Probe wurden zweimal 250 pl KU
gefallt. Am nachsten Tag erfolgte zunachst die Zentrifugation einer der beiden Proben fiir 30 min bei
16.000 xg und 4 °C. Im Anschluss wurde der Uberstand verworfen, der zweite Fillungsansatz der
identischen Probe auf das Pellet transferiert und die Probe erneut zu den genannten Bedingungen
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet getrocknet, mit 15 pl 4-fach SDS-

Probenpuffer versetzt und wie unter 2.2.4.5 und 2.2.4.6 beschrieben analysiert.

2.2.4.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Analyse der Proteinexpressionsmuster in Geweben oder Zellen oder zur Identifikation von
immunprazipitierten (IP) Proteinen, erfolgte die Durchfihrung einer SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Proteine werden dabei anhand ihrer Molekularmasse aufgetrennt.

10-30 pg Protein wurden mit 4-fachem Protein-Probenpuffer versetzt und 10 min bei 100 °C
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denaturiert. Dabei kam es zum Aufbruch der Tertidr- und Sekundarstrukturen. Im Falle von
Immunprazipitationsproben wurden die Beads, an welchen das zu analysierende Protein gebunden
war, direkt mit 10 pl 4-fach Protein-Probenpuffer versetzt und ebenfalls 10 min bei 100 °C
denaturiert. Die Proben wurden anschlieRend mit Hilfe von NuUPAGE®Novex Bis-Tris-Gelen, welche
einen kontinuierlichen Acrylamidgradienten von 4-12 % enthielten, aufgetrennt. Zur Identifizierung
der ProteingrofRe wurde der Proteinstandard NUPAGE®NovexSharp prestained und der NUPAGE®MES
SDS Laufpuffer verwendet. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei 100 V fir ca. 120 min. Im

Anschluss an die SDS-PAGE erfolgte der Transfer der Proteine mittels Immuno-Blot.

2.2.4.6 Immuno-Blot

Bei diesem Verfahren werden Proteine aus einem Polyacrylamidgel mit Hilfe eines elektrischen
Feldes auf eine Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF-Membran) Ubertragen. In dieser Arbeit
erfolgte das Immuno-Blotting (Westernblotting, WB) lber das Tankblotverfahren, in einer Mini
Trans-Blot® Cell von BIO-RAD. Dazu wurden pro Gel zunichst zwei zur Blottingkammer gehérende
Schwammchen und sechs Whatman-Filter in Transferpuffer getrankt. Danach erfolgte die Aktivierung
der PVDF-Membran in Methanol. Diese wurde im Anschluss kurz in Aqua bidest. gespilt und
ebenfalls in Transferpuffer Uberfihrt. Nach Abschluss der SDS-PAGE, erfolgte der Aufbau des
Westernblots in einer Gitterkassette. Dazu wurde einer der vorbereiteten Schwamme, drei Lagen des
in Transferpuffer getrankten Filterpapieres, das Gel, im Anschluss die aktivierte PVDF-Membran
gefolgt von drei weiteren Lagen vorbereiteten Filterpapieres und dem zweiten Schwammchen (Abb.

2.1) luftblasenfrei Gbereinander gelegt und in der Kassette durch Einklemmen fixiert.

Anode (+

ngws i Schwamm

[ ]

: : Filterpapier
I EEEEEEE—b—— PVDF-Membran

- ] Gel

: : } Filterpapier
[ ]

Schwamm
Kathode (-)

Abb. 2.1: Schematischer Aufbau eines Westernblots. Die Proteine wandern aufgrund ihrer Ladung aus dem Gel in
Richtung der Anode und werden so auf die PVDF-Membran (ibertragen.

Die Kassette wurde in der in Abb. 2.1 gezeigten Orientierung in einem Einsatz platziert, in dessen
Wanden Platindrahte als Elektroden eingebaut waren und anschlieend nach Herstellerangaben in
die Blotkammer eingesetzt. Der Transfer erfolgte in Transferpuffer unter Verwendung eines
Kihlakkus fir 90 min bei 200 mA. Im Anschluss erfolgte die Detektion der geblotteten Proteine

mittels Immunfarbung.



MATERIAL UND METHODEN 32

2.2.4.7 Immunférbung

Mit Hilfe der Immunfarbung werden Proteine, die auf eine PVDF-Membran transferiert wurden,
visualisiert. Hierbei bindet ein Primarantikorper an ein spezifisches Protein. Dieser Primarantikdrper
wird anschlieRend von einem Horse-Raddish-Peroxidase (HRP)-gekoppelten Sekundarantikérper
gebunden. Die Kopplung der HRP ermoglicht die Umsetzung eines Substrates, welches
Chemilumineszenzsignale abgibt. Diese konnen detektiert werden und stellen direkt proportional die
Menge des gebundenen Proteins dar.

Die Membran wurde aus der Blotkammer direkt in Blocklésung Gberfiihrt und 1 h bei RT auf einem
Schittler inkubiert, um die restlichen aktivierten Bereiche der PVDF-Membran zu blockieren. Im
Anschluss erfolgte die Inkubation mit einem Primarantikdrper in entsprechender Verdiinnung (siehe
Tabelle 2.8), angesetzt in Blockldsung oder BSA, fiir 1 h bei Raumtemperatur oder UN bei 4 °C auf
einem Schittler. Wenn die Verwendung des Antikérpers in BSA erforderlich war, wurde die
Membran vor Inkubation mit Primarantikdrper zweimal kurz in TBST gewaschen. Nach der Inkubation
mit Primarantikorper, wurden die Blots dreimal mit TBST fiir 10 min bei RT gewaschen. Anschlieend
erfolgte die Behandlung mit einem HRP-gekoppelten Sekundarantikorper, welcher 1:10.000 in
Blocklosung angesetzt wurde, fiir 1 h bei RT. Danach erfolgten drei weitere Waschschritte mit TBST
fir 10 min, welche ebenfalls bei Raumtemperatur durchgefiihrt wurden. Nach dem Waschen wurde
die Membran auf eine Folie Uberflihrt, mit 1 ml ECL-Reagenz versehen und 5 min im Dunkeln
inkubiert. Danach wurden die Signale mit Hilfe des Las 4.000 mini-Imagers von Fujifilm visualisiert.
Die densitometrische Auswertung erfolgte mit dem Programm Multi Gauge (Version 3.2). Hierbei
wurde die Quantifizierung der Signale in Relation zum aufgetragenen Gesamtprotein durchgefihrt.
Dazu wurde die Membran nach der Entwicklung der Antikdrper eine Minute in Coomassie-Blau-
Losung gefarbt, 30 min mit Entfarber entfarbt, bei RT getrocknet und unter WeiBlicht ebenfalls im
Las 4.000 mini-Imager visualisiert. Zur Auswertung wurden mindestens fiinf Proteinbanden

quantifiziert und aufsummiert.

2.2.4.8 Immunpridzipitation

Die Immunprazipitation wurde im Rahmen dieser Dissertation optimiert. Dazu erfolgte die Testung
zahlreicher ANT-Antikorper, die Erprobung unterschiedlicher Beadpraparate, die Ermittlung der
optimalen Reaktionstemperatur, die Optimierung der lonenstiarke und des pH-Wertes des
IP-Puffers, sowie die Anpassung des Antikorper-Proteinmengen-Verhaltnisses im Reaktionsansatz. Im
Folgenden ist das optimierte Prozedere beschrieben.

Zunachst wurden 100 pg Protein aus Gesamtzellextrakt von Geweben oder NRCM mit 15 pl 10-fach
Phosphataseinhibitor, 15 pul 10-fach Proteaseinhibitor und IP-Puffer auf 150 pl aufgefiillt und bis zur
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Verwendung auf Eis gelagert. Circa 100 pl Protein A/G-Beads wurden dreimal in 500 pl IP-Puffer
gewaschen. Der Uberstand wurde abgesaugt und verworfen. AnschlieBend wurde die Proteinldsung
auf die Beads gegeben, 2,5 h bei Raumtemperatur im Uberkopfschiittler inkubiert und danach 1 min
bei 3.000 xg abzentrifugiert. Der proteinhaltige Uberstand wurde in ein neues EppendorfgefiR
Uberfuhrt, mit 5 ug ANT-spezifischem AntikGrper (Santa Cruz Biotechnology, Dallas/U.S.A.) versehen
und Uber Nacht bei 4 °C geschiittelt. Die Beads (PC, Preclean-Beads) wurden mit 300 ul IP-Puffer
versetzt und im Kiithlschrank UN gelagert. Am nichsten Tag wurden 100 ul frische Protein A/G-Beads
wie beschrieben mit IP-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurde die Protein-Antikdrper-Komplex-
haltige Losung vollstandig auf die frischen Beads liberfiihrt und erneut 2,5 h bei Raumtemperatur im
Uberkopfschiittler inkubiert. Danach erfolgte die Zentrifugation der Proben fiir 1 min bei 3.000 xg.
Der Uberstand wurde verworfen und die Beads mit 300 pl IP-Puffer versetzt (IP-Beads). Die PC-Beads
wurden zusammen mit den IP-Beads dreimal mit jeweils 500 ul IP-Puffer gewaschen und
anschlieRend fiir Westernblot- oder Massenspektroskopische Analysen eingesetzt.

Zur Kontrolle wurde die IP mit 5 pg unspezifischen Ziegen-lgGs analog zur eigentlichen Immun-

prazipitation durchgefiihrt und ebenfalls mittels Westernblot oder Massenspektroskopie analysiert.

2.2.4.9 Massenspektroskopische Analysen

Die massenspektroskopischen (MS) Analysen wurden von Frau Dr. Elke Hammer vom Institut fir
funktionelle Genomforschung der Universitdt Greifswald durchgefiihrt. Die Beads mit den daran
gebundenen Proteinen (Immunprazipitationsproben, IP: sowohl mit ANT-Antikdrper als auch mit
unspezifischen Ziegen-lgGs; Precleankontrolle, PC) wurden dreimal in 100 ul Ammoniumbicarbonat-
Losung gewaschen und anschlieBend 16 h bei RT in 30 ul Trypsinlésung unter Schiitteln verdaut. Die
Reaktion wurde mit Essigsdure (finale Konzentration: 1 %) abgestoppt. AnschlieRend erfolgte die
Aufreinigung des Uberstandes mittels C-18 Spitzen einer Bindungskapazitit von 2 pg. Die
gebundenen Peptide wurden in zwei Schritten eluiert. Die erste Elution erfolgte mit 5 pl 50 %igem
Acetonitril und die zweite mit 5 pl 80 %igem Acetonitril. Im Anschluss wurden beide
Elutionsfraktionen gepoolt und auf 1-2 pul Gesamtvolumen eingedampft. Danach wurde die Probe mit
2 %igem Acetonitril in 0,1 %iger Essigsaure auf 20 ul aufgefillt. Diese Probe wurde dann mittels nano
HPLC unter Verwendung einer ,,C-18 reverse phase nano Saule” aufgetrennt. Zur Elution wurde ein
nicht linearer Acetonitril-Gradient von 0-100 % in 0,1 % Essigsaure mit einer konstanten Flussrate von
0,3 ul/min verwendet. Fir die MS/MS abhingige sequenzielle Isolation und Fragmentierung, wurde
fur die 20 am starksten auftretenden lonen in der linearen lonenfalle, eine kollisionsinduzierte
Dissoziation von 10.000 lonen festgelegt. Der Ausschluss bereits selektierter Proteine erfolgte fiir die
Breite des entsprechenden Peptidpeaks liber 60 Sekunden. Die detektierten Signale wurden mit Hilfe

der SORCERER/SEQUEST-Suche Proteinen der Swissprot Rattendatenbank (Stand: Oktober/2011) mit
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einer Massentoleranz von 10 ppm zugeordnet. Bei der Zuordnung wurden bis zu zwei nicht
gespaltene Trypsinsequenzen und eine Methionin-Oxidation als tolerierbare Modifikationen
angegeben. Eine Carbamidomethylierung von Cystein wurde als gegebene Modifikation festgelegt.
Peptide die via MS/MS identifiziert wurden galten als signifikant, wenn der ladungsabhangige
X-Korrelations-Wert fiir 2-fach geladene Peptide 2,2 und fiir 3-fach geladene Peptide groler als 3,7

war. Die ermittelten Peptide wurden anschlieBend mittels Spectral Counting quantifiziert.

2.2.4.10 Proteinquantifizierung durch Sprectral Counting

In dieser Arbeit wurden ANT-assoziierte Komponenten durch die LC/MS-Analyse von
Immunprazipitierten Proteinen ermittelt. Dazu wurden mehrere Replikate einer Versuchsgruppe
immunprazipitiert und analysiert. AuBerdem erfolgte die entsprechende Analyse von Kontrollen, die
mit unspezifischen Ziegen-lgGs durchgefiihrt wurden (siehe Kapitel 2.2.4.8). Zunichst wurde die
Anzahl aller Spektren einer Probe aufsummiert und alle Proben innerhalb einer Gruppe Uber den
Mittelwert der Spektrensumme aufeinander angeglichen. Anhand dieser Spektrenzahlen wurde dann
kontrolliert, ob die ermittelten Proteine spezifisch oder unspezifisch wahrend der
Immunprazipitation an die Agarosebeads banden. Dazu wurde festgelegt, dass die Summe der
Spektren des zugeordneten Proteins, mindestens die Anzahl der Replikate der IP-Proben, in unserem
Fall drei, sein musste. Zusatzlich musste der Mittelwert der Spektren der IP-Proben signifikant
(p<0,05) groRer als der Mittelwert der Spektren der PC-Kontrolle sein. Im Anschluss wurden die
Spektren jeder PC-Probe von jeder IP-Probe abgezogen. Die so ermittelten Proteine wurden dann
mittels Spectral Counting quantifiziert [186-188].

Je nach GroRe eines Proteins, entstehen unterschiedlich viele Peptide pro Protein bei der
Trypsinierung der Proben. Die ermittelte Spektrenanzahl spiegelt daher die Anzahl der Peptide
wieder, die einem bestimmten Protein zugeordnet wurden und entspricht nicht der realen
Stoffmenge des zugeordneten Proteins. Aus diesem Grund musste die Anzahl der Spektren
hinsichtlich der Proteinlange normalisiert werden, indem die Anzahl der ermittelten Spektren fir
jedes Protein durch die Anzahl der Aminosduren des entsprechenden Proteins dividiert wurde
(SpC/AS). Des Weiteren wurden die unterschiedlichen Proben mittels eines Normalisierungsfaktors,
des NSAF-Wertes, untereinander normalisiert, um unterschiedliche Probengruppen miteinander

vergleichen zu kdnnen. Bei der Berechnung des Normalisierungsfaktors fiir jede Probe galt:

SpC/AS

NSAF = —
¥ SpC/AS
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Die normalisierten Spektren (SpCormaizes) €rmittelten sich dabei nach:

SPCrormatizea = 100 * log(NSAF + 1)

Die so ermittelten normalisierten Spektren kénnen nun untereinander verglichen werden und lassen
eine Aussage Uber die Ambundanz der entsprechenden Proteine in der Probe zu. Um zu ermitteln
wie viel eines Proteins an ANT bindet, wurden die normalisierten Spektren in Abhangigkeit zu ANT1,
also als Prozent von ANT1 ermittelt und so miteinander verglichen. Analog wurde auch mit den IgG-
IP-Kontrollen verfahren. Proteine die an die unspezifischen IgGs banden, wurden aus dem

Interaktom von ANT1 entfernt.

2.2.5 Analysen mit Hilfe von Online-Datenbanken

2.2.5.1 Proteinanalysen der Massenspektren

Die Zuordnung der mittels MS detektierten Spektren zu Proteinen erfolgte mit Hilfe eines Sequest-
Algorithmus (Sorcerer built 4.04, Research Inc. Milpitas, CA, U.S.A.) gegen eine Rattendatenbank
(www.ebi.ac.uk/swissprot/) aus dem Jahre 2011. Proteine, die nach dieser Suche als
uncharakterisierte Proteine gekennzeichnet und als Komponenten des ANT1-Interaktoms identifiziert
wurden, wurden im Mai 2015 nachtraglich mit Hilfe von uniprot.org, lUber die zugeordnete
Zugangsnummer aktualisiert und entsprechende Proteinnamen zugeordnet. Die Schnittmengen von
ANT1-Interaktionspartnern aus Gewebeproben und NRCM, wurden mit Hilfe von

»,Genevenn” (genevenn.sourceforge.net) erstellt.

2.2.5.2 Bestimmung der zellulédren Lokalisation von Proteinen

Die zellulare Lokalisation der Komponenten des ANT-Interaktoms wurde mit Hilfe von uniprot.org
und www.compartments.jenslab.org unter Auswahl der Spezies Rattus norvegicus durchgefiihrt. Um
die Lokalisation nicht mitochondrialer ANT1-Interaktionspartner in anderen Spezies zu ermitteln,

erfolgte deren Analyse zusatzlich unter Auswahl der Spezies Homo sapiens und Mus musculus.

2.2.5.3 Zuordnung von Proteinen zu Signalwegen

Die Zuordnung von Proteinen zu entsprechenden Prozessen sowie die Zuordnung von pro- als auch
anti-apoptotischen Eigenschaften erfolgte lber pantherdb.org, david.abcc.ncifcrf.gov und mit Hilfe

von uniprot.org.
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2.2.5.4 Proteinclustering

Die Zuordnung Apoptose-regulierender ANT1-Interaktionspartner zu entsprechenden Clustern
erfolgte mit Hilfe der Protein-Protein-Interaktions-Datenbank STRING (string-db.org). Zur
Identifikation der Cluster wurde die Zuordnung der Proteine zur Spezies Rattus norvegicus, ein

mittleres Konfidenzintervall von 0,4 und das MCL-Clustering (Markov Clustering) Stufe 5 festgelegt.

2.2.5.5 Sequenzanalysen

Die Ermittlung der Proteinsequenzen von humanem und Ratten-HSP27 erfolgte auf uniprot.org.
Diese Sequenzen wurden anschlieRend mit Hilfe der bei uniprot.org hinterlegten BLAST-Analyse

verglichen.

2.2.6 Molekularbiologische Analysen

2.2.6.1 Isolation genomischer DNA aus Schwanzspitzenbiopsien

Um WT- und ANT1tg-Ratten zu genotypisieren, wurden regelmaRig Schwanzspitzenbiopsien (ca. 3
mm) entnommen. Aus diesen wurde dann mittels des High Pure PCR Template Preparation Kits von
Roche genomische DNA isoliert. Dazu wurden die Schwanzspitzen mit 200 pl Lysepuffer und
40 pl Proteinase-K-Lésung (im Kit enthalten) UN bei 55 °C im Wasserbad inkubiert. Am nichsten Tag
erfolgte die Aufreinigung der DNA nach Angaben des Herstellers. Die Elution der DNA erfolgte mit
200 ul warmem Elutionspuffer. AnschlieBend wurde 1 pl RNAse A zugesetzt, gefolgt von 15 minitiger
Inkubation bei RT. 1,5 pl der DNA-L6sung wurde anschlieRend in die Polymerasekettenreaktion

eingesetzt (Kapitel 2.2.6.2) und die restliche DNA-L6sung bei -20 °C gelagert.

2.2.6.2 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) ist eine Methode zur
Vervielfaltigung von DNA-Fragmenten. Mit Hilfe einer thermostabilen Polymerase werden dabei,
unter Verwendung spezifischer Primer, die gewlinschten DNA-Fragmente synthetisiert. In dieser
Arbeit wurde die PCR zur Identifikation der ANT1tg-Ratten verwendet. In dieser PCR wurden drei
Primer benutzt. Durch diese Konstellation war es moglich mit nur einem PCR-Ansatz zwischen WT-
und ANT1tg-Tieren zu unterscheiden. Das Primerpaar ANT1 35 und ANT1 37 identifizierte die ANT1-
transgene DNA durch die Amplifikation eines 350 bp groBen Fragmentes, wohingegen durch das

Primerpaar ANT1 37 und pOBGH3 in WT-Proben ein 750 bp groRes Fragment amplifiziert wurde. Die
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WT und ANT1tg Proben lieRen sich also eindeutig voneinander unterscheiden. Der Reaktionsansatz
wurde wie in Tabelle 2.12 dargestellt zusammen pipettiert.

Tabelle 2.12: Zusammensetzung einer PCR-Reaktion.

Komponente Volumen in pl

Polymerasepuffer (10x) 2,5
dNTP's 0,5
Primer: ANT1 35 0,5
Primer: ANT1 37 0,5
Primer: pOBGH3 0,5

Wasser 18,75
AmpliTag-DNA-Polymerase 0,25
DNA 1,5

Die Proben wurden in einem PCR-Thermocycler der Firma PeqLAB amplifiziert. Das verwendete
Programm bestand aus dem in Tabelle 2.13 dargestellten Schema.

Tabelle 2.13: PCR Reaktionsschema.

Temperatur in °C Dauerins Funktion Anzahl der
Zyklen

120 °C 120 Aufheizphase 1x

94 °C 180 Aktivierung der Polymerase 1x

94 °C 30 Denaturieung der DNA

61 °C 30 Primeranlagerung 34x

72 °C 60 Elongation

72 °C 600 finale Elongation 1x
4°C oo Lagerung 1x

Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden im Anschluss mittels Agarose-Gelelektrophorese

analysiert.

2.2.6.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient zur Analyse von DNA-Fragmenten. Diese werden in einem
elektrischen Feld mit Hilfe ihrer Ladung transportiert und anhand ihrer GréRe aufgetrennt. Die
Auftrennung von PCR-Fragmenten (Abschnitt 2.2.6.2) erfolgte in Agarosegelen, welche vor der
Verwendung frisch hergestellt wurden. Dazu wurde 1 % w/v Agarose in TAE-Puffer in der Mikrowelle
aufgekocht, mit 1 pl Ethidiumbromid versetzt und anschliefend in eine dafiir vorgesehene Apparatur
gegossen. Ethidiumbromid ist ein DNA-interkalierender Farbstoff, welcher die Visualisierung von DNA
unter UV-Licht (254-366 nm) ermoglicht. Er lagert sich in der DNA ein, wahrend diese durch das Gel
wandert. 10 pl des PCR-Produktes wurden mit 5 ul DNA-Ladepuffer versetzt und auf das Gel
aufgetragen. Zur GroBenabschatzung wurden 3 pul eines 100 bp Markers aufgetragen. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte in TAE-Puffer bei einer Spannung von 6-8 V/cm? (iber eine
Dauer von 30-45 min. Nach ausreichender Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte die Detektion

der DNA-Banden mit Hilfe einer CCD-Kamera.
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2.2.7 Statistische Evaluierungen

Aufgrund der kleinen Probenanzahl (n<20) musste davon ausgegangen werden, dass den
Messwerten keine Normalverteilung zugrunde lag. Aus diesem Grund erfolgte der statistische
Vergleich zweier Gruppen mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests. Wenn mehr als zwei Gruppen
miteinander verglichen wurden, wurde der einfaktorielle ANOVA bzw. Kruskal-Wallis-Test
angewendet. Die statistische Evaluierung erfolgte mit Hilfe von Graphpad Prism 5. Alle Angaben
erfolgten als MittelwertxSEM, Signifikanz wurde fiir p-Werte kleiner als 0,05 postuliert, wobei

*p<0,05; **p<0,01 und ***p<0,001 galt.
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3. ER GEBNISSE

3.1 Interaktom des kardialen Adenin-Nukleotid-Translokators

3.1.1 Analyse des basalen ANT1-Interaktoms mittels IP/MS

Eine myokardiale ANT1-Uberexpression beeinflusst nicht nur den Energiestoffwechsel des Herzens,
sondern nimmt auch Einfluss auf andere Prozesse wie Apoptose und Signaltransduktion. Wir
ermittelten daher, welche Proteine ANT-assoziiert vorliegen und in welche Prozesse diese
Komponenten involviert sind. Dazu wurden Gewebelysate aus WT-Rattenherzen und Lysate aus
isolierten WT-NRCM generiert, der Translokator zusammen mit seinen Interaktionspartnern durch
Immunpréazipitation (IP) gefallt und die Prazipitate anschlieRend mittels Massenspektroskopie (MS)
analysiert (siehe Kapitel 2.2.4.9 und 2.2.4.10). Komponenten, die sowohl in den Prazipitaten aus WT-
Gewebe, als auch in denen der WT-NRCM vorkamen, stellten das Grundgerist des ANT-Interaktoms,
das sogenannte ,Core-Interaktom”, dar. In den Prazipitaten dieser Proben war nur ANT1
nachweisbar, weshalb im Folgenden von einem ANT1-spezifischen Interaktom ausgegangen wird.
Dieses Interaktom enthielt 115 Proteine (vollstdndige Liste siehe Anhang, Tabelle Al). 55 % dieser
Komponenten sind laut uniprot.org (Spezies: Rattus norvegicus) mitochondrial lokalisiert. Die
zweitgroBRte Gruppe der ANTI1-interagierenden Komponenten bestand mit 21 % aus zytoplas-

matischen Komponenten und die drittgroRte Gruppe aus Proteinen des Zytoskelettes (Abb 3.1).

B Mitochondrium
H Zytoplasma

i Zytoskelett

M Golgi Apparat

M ER/SR

M Plasmamembran
id Plasmavesikel

i Endosom

L Extrazellulare Matrix

i unbekannt

Abb. 3.1: Lokalisation der ANT1-Interaktionspartner. Die Interaktionspartner des ANT1 wurden mittels IP/MS bestimmt
und anschlieRend mit Hilfe von uniprot.org ihrer zelluldren Lokalisation zugeordnet. ER Endoplasmatisches Retikulum, SR
Sarcoplasmatisches Retikulum.



ER GEBNISSE 40

Die ermittelten Proteine des ANT1-Interaktoms wurden mit Hilfe von Onlineanalysen (uniprot.org,
david.abcc.ncifcrf.gov, pantherdb.org) 12 zelluldren Prozessen zugeordnet, welche in Tabelle 3.1.
dargestellt sind.

Tabelle 3.1: ANT1-assoziierte Signalwege in Rattenherzen. Dargestellt sind die ermittelten zelluldren Prozesse,
die Anzahl der zugeordneten Komponenten und deren Gensymbole. ANT wurde aus Rattenherzgewebe und
NRCM immunprazipitiert und das Prazipitat anschlieBend massenspektroskopisch analysiert. Die ermittelten
Komponenten wurden mit Hilfe von Onlineanalysen den dargestellten zellularen Prozessen zugeordnet. Ein
Prozess wurde aufgefiihrt wenn ihm mindestens drei Komponenten zugeordnet werden konnten.

Zelluldrer Prozess Anzahl der Beteiligte Komponenten [Gen-ID]
Komponenten
Acaa2, Actcl, Aldh2, Arf4, Cryab, Gnb2l1, Hk2, Hsp90ab1,
Apoptose 18 Hspb1, Ldha, Opal, Slc25a3, Slc25a4, Tcpl, Tgm2, Trapl,
Vdac2, Ywahz
N . Acad9, Atp5al, Atp5b, Atp5cl, Atp5f1, Atp5h, Cox4il,
Oxidative Phosphorylierung 14 Cox5a, Gbas, Ndufal0, Ndufs1, Ndufs3, Sdha, Uqcrc2
Membrantransport 14 Cltc, Dpysl2, Ehd4, Rab1, Rab11b, Rab14, Rab18, Rab2a,
P TfGdi2, Timm44, Tomm22, Arf4, Hsp90ab1, Tcpl
. . Afg3l2, Dnpep, Lonp1, Npepps, Pitrm1, Psmc, Psmc3,
Proteindegradation 12 Psmc5, Psmd14, Psmd2, Psmd3, Spg7
Muskelkontraktion und 10 Actal, Actcl, Afg3l12, Ak3, Atp2a2, Casq2, Mybpc3, Myhe6,
Muskelentwicklung Myh7, Slc25a4
Fettsiuremetabolismus 10 Acaa2, Acadvl, Acatl, Acot2, Acsl1, Aldh2, Aldh9a1l, Cptlb,
Got2, Hsd17b10
Aldh2, Aldh9a1l, DId, Hk2, Ldha, Ldhb, Pdhal, Pdhb, Pfkm,
Glycolyse/Gluconeogenese 10
Ogdh
Aminosdauremetabolismus 8 Aldh2, Aldh9a1l, Bckdha, DId, Got2, Hsd17b10, Mccc2, Ogdh
Tricarbonsaurezyklus 8 Dld, Idh2, Idh3B, Ogdh, Pdhal, Pdhb, Sdha, Sucla2
Mechanische 8 Actal, Actb, Dpysl2, Dyncih1, Ldb3, Tubalb, Tubb2c, Tubbs
Zellstabilisierung
Proteinfaltung 7 Cct3, Cryab, Hsp90ab1, Hspb1, Lonp1, Tcpl, Trapl
Ca2+—SignaIing 6 Atp2a2, Casq2, Immt, Pygm, Ryr2, Tgm2

Der ANT1 war mit Proteinen assoziiert, die an der Muskelkontraktion, dem Energiestoffwechsel, dem
Proteinmetabolismus, am Membrantransport, der mechanischen Zellstabilisierung oder dem
Ca’*-Signaling beteiligt sind. Auffallig war, dass die groRte Gruppe der ANT1-interagierenden Proteine
in die Regulation der Apoptose involviert ist. Es fanden sich sowohl pro- als auch anti-apoptotische

Komponenten unter den ANT1-Interaktionspartnern (Tabelle 3.2, Einordnung nach uniprot.org).

Tabelle 3.2: Apoptose-assoziierte ANT1-Interaktionspartner. Dargestellt ist die Proteinbezeichnung, der
Genname, die Zugangsnummer, die Gen-ID und der Einfluss der ANT1-Interaktionspartner auf die Apoptose (T
pro-apoptotisch, |, anti-apoptotisch).

Zugangs- Regulation der

Proteinbezeichnung Gensymbol Gen-ID
nummer Apoptose

3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial Acaa2 P13437 ACAA2 N
Actin, alpha cardiac muscle 1 Actcl P68035 ACTC N
Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial Aldh2 P11884 ALDH2 J
ADP-ribosylation factor 4 Arf4 P61751 ARF4 N
Alpha-crystallin B chain Cryab P23928 CRYAB J
Guanine nucleotide-binding protein subunit Gnball P63245 GBLP N

beta-2-like 1
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Proteinbezeichnung Gensymbol Zugangs- Gen-ID Regulation der
nummer Apoptose
Hexokinase-2 Hk2 P27881 HXK2 J
Heat shock protein HSP 90-beta Hsp90ab1l P34058 HS90B N
Heat shock protein beta-1 Hspbl P42930 HSPB1 J
L-lactate dehydrogenase A chain Ldha P04642 LDHA ™
lsqform 3 of Dynamin-like 120 kDa protein, Opal Q2TA68 OPA1 N
mitochondrial
Inorganic phosphate carrier Slc25a3 Q6IRH6 Slc25a3 N}
ADP/ATP translocase 1 Slc25a4 Q05962 ADT1 N
T-complex protein 1 subunit alpha Tepl P28480 TCPA N
9WVJ
Tissue-type transglutaminase Tgm?2 QIWVIe h 6 T
Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial Trapl Q5XHZ0 TRAP1 J
Voltage—dependent anion-selective channel Vdac2 P81155 VDAC2 ¢
protein 2
14-3-3 protein zeta/delta Ywhaz P63102 14337 J

Die Apoptose regulierenden Komponenten des ANT1-Interaktoms wurden mit Hilfe von string-db.org
hinsichtlich bekannter Zusammenhange untersucht und in Cluster eingeteilt. Mit Ausnahme von
OPA1 waren alle Komponenten liber Coexistenz, Coexpression, Homologie, experimentelle Daten,
Literatur oder weitere Informationen in hinterlegten Datenbanken miteinander assoziiert. Es wurden
vier Cluster ermittelt, von denen das grofite die Hitzeschockproteine HSP90AB1, HSPB1, TRAP1 und

CRYAB sowie kardiales a-Aktin enthielt (Abb. 3.2).

TGM2

— ARF4

—,HSPI0AB1

== Coexpression mmmmm Coexistenz === Eyperimente Datenbanken Literatur Homologie

Abb. 3.2: Apoptose regulierende ANT1-Interaktionspartner. Die Apoptose regulierenden ANT1-Interaktionspartner wurden
mit Hilfe von string-db.org hinsichtlich bekannter Zusammenhange untersucht und in MCL-Cluster eingeteilt. Welche Art
der Verbindung unter den Komponenten besteht, ist durch die Farbe der Verbindungslinien gekennzeichnet. Gepunktete
Linien deuten die Assoziationen an, durchgezogene verdeutlichen die verstarkte Gruppierung einzelner Komponenten. Das
zugrunde gelegte mittlere Konfidenzintervall lag bei 0,4.

Durch die Assoziation des ANT1 mit Komponenten, die unabhangig von der Regulation der MPTP in

die Apoptose eingreifen, zeichnet sich ab, dass ANT1 auch Uber die Regulation der MPTP hinaus,
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einen Einfluss auf die Apoptose und damit auf das Zelliiberleben nimmt. Aus diesem Grund lag der

Schwerpunkt in den weiteren Untersuchungen auf den Komponenten der Apoptoseregulation.

3.1.2 Verifizierung des basalen ANT1-Interaktoms mittels IP/WB

Um das Interaktom zu verifizieren, wurden die Immunprazipitate zusatzlich mittels Westernblot
analysiert und einige Komponenten stichprobenartig nachgewiesen. Der Schwerpunkt lag dabei auf
Komponenten, die die Apoptose regulieren. Es wurden CRYAB, OPA1, 14-3-3, VDAC, HSP75 und
HSP27 analysiert. HSP75 und HSP27 konnten weder in der Negativkontrolle (NK) noch im Préazipitat
mittels Westernblot detektiert werden (o. Abb.). Die anderen Komponenten reicherten sich mit
ANT1 im Prazipitat an (Abb. 3.3). Zuséatzlich wurden auch ANT1-Interaktionspartner der anderen
Signalwege begutachtet. Sowohl LDHB, welches eine Rolle in der Glykolyse spielt, als auch a-Tubulin,
welches als Komponente des Zytoskelettes zur Zellstabilisierung beitragt, reicherten sich mit ANT1 im
Immunprazipitat an. Komponenten, wie beispielsweise HSP60, die zuvor nicht mittels MS als ,Core-
Komponenten” identifiziert wurden, waren auch bei Analyse mittels Westernblot nicht verstarkt im

Prazipitat nachweisbar.

NK |P PK Abb. 3.3: Coprizipitierte Interaktionspartner von ANT1.

ANT1 wurde aus Gesamtzellgewebelysaten 3 Monate alter

WT-Ratten immunprazipitiert und das Prazipitat mittels

-—— Westernblot  hinsichtlich  coprazipitierter  Interaktions-

CRYAB ‘ partner, die (A) zuvor mittels Massenspektroskopie (MS)

ermittelt wurden, analysiert. Dargestellt sind die

— Negativkontrolle (NK), welche das unspezifisch an die Beads

VDAC gebundene Protein darstellt, die ANT-Immunprazipitation

(IP) und das aufgetragene Gewebelysat (PK). Proteine die

zuvor nicht via MS als Komponenten des ANTL1-Core-

LDHB Interaktomes identifiziert wurden, wie beispielsweise HSP60

(B), reicherten sich nicht in der IP-Fraktion an.

OPA1
a-Tubulin
HSP90
14-3-3
ANT

HSP&0
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3.1.3 Verianderung des ANT1-Interaktoms bei transgener ANT1-OE und Induktion von

Hypoxie

Es wurde beobachtet, dass unter Basalbedingungen besonders viele Proteine mit dem ANTI1-
Interaktom assoziiert waren, die einen Einfluss auf die Apoptose und damit das Zelllberleben
austben. Dem groRten Cluster dieser Komponenten gehorten die Hitzeschockproteine HSP90, HSP75,
HSP27 und CRYAB an. Da von HSPs ein enormes Potential zur Sicherung des Zelliiberlebens ausgeht,
wurden deren Assoziation mit dem ANT1 im Folgenden genauer analysiert. Es stellte sich die Frage,
wie sich die HSP-Interaktionen mit dem ANT1-Interaktom unter Hypoxie und bei transgener
Uberexpression von ANT1 verandern. Aus diesem Grund wurden WT- und ANT1tg-NRCM 24 Stunden
normoxisch oder hypoxisch kultiviert und deren Proteinlysate mittels ANT1-IP und anschlieRender
MS analysiert und verglichen. In Abb. 3.4 ist die Menge der HSPs, die an das ANT1-Interaktom bindet,

dargestellt.
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Abb. 3.4: Anderung der Menge der an das ANT1-Interaktom gebundenen HSPs. WT- und ANT1tg-NRCM wurden 24
Stunden normoxisch oder hypoxisch in Vollmedium kultiviert, anschlieRend Gesamtzellextrakte generiert und diese mittels
IP/MS analysiert. Dargestellt ist die normalisierte Spektrenanzahl der Hitzeschockproteine (A) HSP9OAB, (B) HSP75, (C)
HSP27 und (D) CRYAB in % der normalisierten Spektren von ANTL. NN= nicht nachweisbar; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
zwischen den beiden verbundenen Bedingungen; n=7-9.

Die transgene Uberexpression von ANT1 wirkte sich in NRCM unter normoxischen Kulti-
vierungsbedingungen nicht auf die Bindung von HSP90AB an das ANT1-Interaktom aus. Unter
Hypoxie war die Bindung von HSP90AB an das ANT1-Interaktom in WT-NRCM, im Vergleich zur
normoxischen Kultivierung, ebenfalls unverandert. In ANT1tg-NRCM hingegen war eine Assoziation

von HSP90AB mit dem ANT1-Interaktom unter Hypoxie nicht mehr nachweisbar. Die durch Stress
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induzierbare Form von HSP90 (HSP90AA), war weder unter normoxischen noch unter hypoxischen
Kultivierungsbedingungen im ANT1-Interaktom vertreten.

Bei ANT1-OE war mehr Trap1, welches auch HSP75 genannt wird, an das ANT1-Interaktom gebunden
als in WT-NRCM. Hypoxische Kultivierungsbedingungen wirkten sich in keiner der beiden Zellformen
auf die Bindung von HSP75 an das ANT1-Interaktom aus.

Die kleinen HSPs, welche durch Hspbl (HSP27) und Cryab (CRYAB) vertreten werden, banden unter
normoxischen Kultivierungsbedingungen in ANT1tg-NRCM starker an das ANT1-Interaktom als in WT-
NRCM, l6sten sich unter Hypoxie jedoch in beiden Zellformen vom Interaktom ab und waren nicht

mehr nachweisbar (NN).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die ANT1-OE zu einer vermehrten Bindung der
interagierenden Hitzeschockproteine HSP75, CRYAB und HSP27 an das ANT1-Interaktom fiihrte.
Dartiber hinaus wurden HSP90, HSP27 und CRYAB unter hypoxischen Bedingungen vermehrt von
ANT1tg-NRCM aus dem ANT1-Interaktom freigesetzt.

3.2 Proteinexpression der ANT1-interagierenden HSP90, HSP75, CRYAB und
HSP27

3.2.1 Expression der ANT1-interagierenden HSPs in NRCM

Um zu Uberprifen, ob eine vermehrte Bindung der HSPs an ANT1 in ANT1tg-NRCM auf eine
veranderte HSP-Expression zurlickzufiihren war, wurde der HSP-Proteingehalt in normoxisch und
hypoxisch kultivierten NRCM mittels Westernblot ermittelt (Abb. 3.5).

Die Expression von HSP27 war bereits unter normoxischen Kultivierungsbedingungen in ANT1tg-
NRCM um 24,5 % erhoht. Hypoxieinduktion fiihrte in keiner der beiden Zellformen zu einer
signifikanten Veranderung der HSP27-Menge. Die Expression von CRYAB unterschied sich unter
normoxischen Bedingungen nicht zwischen beiden Zelltypen. Hypoxieinduktion fiihrte in beiden
Zellformen zu einer Verringerung der CRYAB-Proteinmenge (ANT1tg-NRCM auf 78,99 % und WT-
NRCM auf 72,05 % des normoxischen WT).

Auch die Expression von HSP75 unterschied sich nicht zwischen beiden Zellformen bei normoxischer
Kultivierung. Unter Hypoxie kam es sowohl in WT- als auch in ANT1tg-NRCM zu einem signifikanten
Anstieg der HSP75-Expression auf ca. 200 % des normoxischen WT.

Der HSP90-Gehalt unterschied sich unter normoxischen Kultivierungsbedingungen nicht zwischen
WT- und ANT1tg-NRCM. Unter Hypoxie blieb der HSP90-Gehalt in WT-Zellen unverandert. In ANT1tg

Zellen kam es hingegen zu einem signifikanten Anstieg von HSP90 auf 120,2 % des normoxischen WT.
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Abb. 3.5: Expression von Hitzeschockproteinen (HSP) unter Basalbedingungen und Hypoxie. Graphische Darstellung von
Proteinmengen der Gesamtzellextrakte aus WT- und ANT1tg-NRCM. Die Zellen wurden 24 Stunden unter normoxischen
oder hypoxischen Bedingungen kultiviert, Gesamtzellextrakte generiert und diese mittels Westernblot analysiert.
Dargestellt sind (A} HSP27, (B) CRYAB,(C) HSP75 und (D) HSP90 in Prozent zum normoxischen WT. Die Quantifizierung
erfolgte in Relation zum mit Coomassie gefirbten Gesamtprotein. *p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. WT/Normoxie oder
zwischen den beiden verbundenen Bedingungen; n=6-12.

Zusammenfassend ldsst sich also festhalten, dass die ANT1-OE unter normoxischen Bedingungen mit
einer verstarkten HSP27-Expression einherging. Diese wurde unter hypoxischen Kultivierungs-
bedingungen aufrechterhalten. Zusatzlich war die ANT1-OE unter Hypoxie mit einem Anstieg der
HSP90-Expression assoziiert. Die veranderte Bindungsstarke der HSPs an das ANT1-Interaktom bei
ANT1-OE ist nicht auf eine erhdhte Expression dieser Komponenten zuriickzufiihren. Stattdessen ist

das veranderte ANT1-Bindungsverhalten ein durch die ANT1-OE bedingter Prozess.

3.2.2 Hitzeschockproteingehalt von Kulturiiberstinden neonataler

Rattenkardiomyozyten

Hitzeschockproteine werden unter Stresssituationen wie Hypoxie verstarkt exprimiert. Da eine
erhohte Expression der ANT1-interagierenden HSPs unter Hypoxie in WT-NRCM ausschlieBlich fir
HSP75 und in ANT1tg-NRCM nur fiir HSP75 und HSP90 nachweisbar war, stellte sich die Frage, ob
HSPs moglicherweise vermehrt aus hypoxischen Zellen heraus geschleust werden. Jin et al. zeigten,
dass HSP27 von humanem Myokardium nach Hypoxie sekretiert wurde [164]. Auch die Freisetzung
von HSP60 aus adulten Rattenkardiomyozyten unter Hypoxie ist bekannt [183]. Um die Sekretion der
ANT1-interagierenden HSPs aus NRCM zu bestéatigen, erfolge die Bestimmung des Gehaltes dieser

Proteine im Kulturtberstand mit Hilfe spezifischer Antikorper mittels Westernblot. Da die Detektion
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der HSPs im Kulturmedium mit Serum wegen zu groBer Hintergrundsignale nicht méglich war (o.

Abb.), erfolgte die Kultivierung der NRCM in Medium ohne Serum (Mangelmedium, C-).

Hsp27 (Abb. 3.6) wurde von ANT1tg-NRCM bereits unter normoxischen Bedingungen wesentlich
starker (173,6 %) in den Kulturiiberstand abgegeben als von WT-NRCM. Hypoxische Bedingungen
fihrten sowohl in WT- als auch in ANT1tg-NRCM zu einem signifikanten Anstieg der HSP27-
Proteinmenge im Kulturliberstand. Der grofSte Proteingehalt an HSP27, war mit 201,1 % des

normoxischen WT, im Kulturiiberstand hypoxisch generierter ANT1tg-NRCM nachweisbar.

CRYAB wurde ebenfalls vermehrt von ANT1tg-NRCM in den Kulturiberstand freigesetzt. Hypoxie
flhrte jedoch im Vergleich zur normoxischen Kultivierung, in keiner der beiden Zelltypen, zu einer

Veranderung der abgegebenen CRYAB-Proteinmenge.

Auch HSP90 wurde von ANT1tg-NRCM unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen verstarkt
in den Kulturtiberstand abgegeben (Abb. 3.6). Weder in den WT noch den ANT1tg Kardiomyozyten

verstarkten hypoxische Bedingungen die Freisetzung von HSP90.
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Abb. 3.6: Gehalt von Hitzeschockproteinen im Kulturiiberstand (KU). WT- und ANT1tg-NRCM wurden 24 Stunden unter
normoxischen oder hypoxischen Bedingungen in Mangelmedium ohne Serum kultiviert und die Kulturliberstdnde
anschlieBend mittels Westernblot analysiert. Dargestellt sind (A) HSP27, (B) CRYAB, (C) HSP90 und (D) HSP75 in Prozent zum
normoxischen KU der WT-Zellen. Die Quantifizierung erfolgte in Relation zum mit Coomassie gefiarbten Gesamtprotein.
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. WT/Normoxie oder zwischen den beiden verbundenen Bedingungen; n=4-11.

HSP75 hingegen wurde sowohl unter Basalbedingungen (38,8 % des WT) als auch bei hypoxischer
Kultivierung (63,8 % des normoxischen WT) in geringerem Male von ANT1tg-NRCM als von
WT-NRCM in den Kulturiiberstand freigesetzt (Abb. 3.6). Hypoxische Bedingungen fiihrten in
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WT-NRCM zu keiner Veranderung der HSP75-Proteinmenge im Kulturiberstand. Bei ANT1tg-NRCM
kam es hingegen zu einem leichten Anstieg der abgegebenen Menge an HSP75.

Es lasst sich also festhalten, dass HSP75 im Gegensatz zu HSP27, CRYAB und HSP90, weder unter
normoxischen, noch unter hypoxischen Kultivierungsbedingungen vermehrt von ANT1tg-NRCM in
den Kulturiberstand freigesetzt wurde. Dies deutet auf eine aktive Sekretion der HSPs und nicht auf
eine unspezifische Freisetzung durch Zelllyse hin. HSP27, CRYAB und HSP90 wurden zwar unter
normoxischen Bedingungen vermehrt von ANT1tg-NRCM in den Kulturiiberstand freigesetzt, eine
weitere Erhohung der HSP-Proteinmenge im Kulturiiberstand hypoxisch kultivierter NRCM wurde

jedoch nur fiir HSP27 beobachtet.

3.2.3 Proteinexpression ANT1-interagierender HSPs bei Kultivierung von NRCM in

Mangelmedium

Da die Analyse der sekretierten HSPs nur bei Kultivierung in Mangelmedium erfolgen konnte, wurde
kontrolliert, ob sich deren Proteinexpression unter Serummangel von der bei Kultivierung in
Vollmedium (siehe Abb. 3.5) unterschied. Die Detektion der Proteine erfolgte im Westernblot mit

Hilfe spezifischer Antikorper.

Auffallig war, dass die Hypoxieinduktion bei Kultivierung in Mangelmedium zu einer Abnahme der
HSP90-Expression in beiden Zellformen fihrte. Dennoch enthielten hypoxisch kultivierte ANT1tg-
NRCM mehr HSP90 als vergleichbar kultivierte WT-NRCM (Abb. 3.7). Unter hypoxischen
Kultivierungsbedingungen ging die ANT1-OE demnach, unabhdngig vom Serumgehalt des

Kulturmediums, mit einer groReren Menge an intrazellularem HSP90 einher.

Die Expression von HSP75 wurde sehr stark durch den Serumgehalt des Kulturmediums beeinflusst.
Bereits unter normoxischen Kultivierungsbedingungen kam es in ANT1tg-NRCM zu einer vermehrten
Expression von HSP75. Diese blieb in ANT1tg-NRCM unter hypoxischen Kultivierungsbedingungen
aufrechterhalten, wohingegen es in WT-NRCM bei Hypoxie und gleichzeitigem Serummangel zu einer
Abnahme der HSP75 Proteinmenge kam. Bei Kultivierung in Vollmedium unterschied sich die HSP75-
Expression nicht zwischen beiden Zelltypen. Hypoxieinduktion flihrte in WT- und in ANT1tg-NRCM zu

einem Anstieg der HSP75-Expression.
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Abb. 3.7: Expression von Hitzeschockproteinen unter Basalbedingungen und Hypoxie. Graphische Darstellung von
Proteinmengen der Gesamtzellextrakte aus WT- und ANT1tg-NRCM. Die Zellen wurden 24 Stunden unter normoxischen
oder hypoxischen Bedingungen kultiviert, Gesamtzellextrakte generiert und diese mittels Westernblot analysiert.
Dargestellt sind (A} HSP9Q, (B) HSP75 und (C) CRYAB in Prozent zum normoxischen WT. Die Quantifizierung erfolgte in
Relation zum mit Coomassie gefarbten Gesamtprotein. *p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. WT/Normoxie oder zwischen

den beiden verbundenen Bedingungen; n=8-16.
Die Expression von CRYAB bei Kultivierung in Mangelmedium wich leicht von der Expression in

Vollmedium ab. ANT1tg-NRCM zeigten bei Kultivierung in Mangelmedium eine erhéhte CRYAB-
Expression (Abb. 3.7). Diese trat in Vollmedium nur tendenziell, nicht aber signifikant auf. Auch unter

hypoxischen Kultivierungsbedingungen enthielten ANT1tg-NRCM mehr CRYAB als WT-NRCM.

Der HSP27-Proteingehalt unterschied sich bei Kultivierung in Mangelmedium nur minimal zu der in
Vollmedium. Lediglich in WT-NRCM kam es unter Hypoxie zu einer Verringerung der HSP27-
Expression (Abb. 3.8). Damit zeigten ANT1tg-NRCM sowohl bei normoxischer als auch bei

hypoxischer Kultivierung eine héhere HSP27-Expression als WT-NRCM.

Die Expression der HSPs bei Kultivierung in Mangelmedium entsprach demnach nicht dem Gehalt der
im KU detektierten HSPs. Dies ist ein weiteres Indiz fiir die aktive Sekretion der ANT1 interagierenden
HSPs durch NRCM. Dariber hinaus wird ersichtlich, dass ANT1tg-NRCM auf Stresssituationen wie
Serummangel, mit erhohter HSP-Expression reagieren. Auch unter Hypoxie ging die ANT1-OE mit

einer vermehrten HSP-Expression in den NRCM einher.

3.2.4 Phosphorylierungszustand von HSP27 in ANT1tg-NRCM

Wie bereits erwahnt, wurden HSP27, CRYAB und HSP90 unter normoxischen Bedingungen vermehrt
von ANT1tg-NRCM in den Kulturiiberstand freigesetzt. Eine weitere Erhéhung der HSP-Proteinmenge
im Kulturtiberstand hypoxisch kultivierter NRCM wurde jedoch nur fiir HSP27 beobachtet. Da gerade
phosphoryliertem HSP27 eine Rolle bei der ischdmischen Prakonditionierung zugeordnet wird [189-
191], wurde zusatzlich zur Proteinexpression auch der Phosphorylierungszustand von HSP27
ermittelt (Abb. 3.8). Durch den Phosphorylierungszustand von HSP27 wird die Funktion und der

Oligomerisierungszustand dieses Proteins beeinflusst.
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Die Phosphorylierung von HSP27 an Serin 15 (pSer15Hsp27) war in ANT1tg Kardiomyozyten bereits
unter Normoxie um 85,2 % erhdht. Unter Hypoxie stieg die Phosphorylierung in beiden Zellformen an.
In normoxisch kultivierten ANT1tg-NRCM war die p15HSP27/HSP27-Ratio im Vergleich zu WT-NRCM
erhoht. Unter Hypoxie stieg das Verhéltnis von p15HSP27/HSP27 in beiden Zelltypen an. Da
WT-NRCM sowohl eine verringerte Expression von HSP27 als auch eine erhohte Phosphorylierung an
Serin 15 zeigten, stieg die sich daraus ergebende Ratio sehr stark (auf 294,1 % des normoxischen WT)
an und war signifikant héher als die Ratio in ANT1tg-NRCM (erhdht auf 216,2 %).

Die Phosphorylierung an Serin 85 (p85Hsp27) war in ANT1tg-NRCM bereits unter normoxischen
Bedingungen erhéht (um 67,5 %). Unter Hypoxie stieg diese in WT-NRCM auf 168,5 %, in ANT1tg
Kardiomyozyten sogar auf 337,5 % des normoxischen WT an.

Fur das Verhiltnis von p85HSP27/HSP27 (Abb. 3.8/E) ergab sich fir ANT1tg unter Normoxie eine
Erhéhung von 32,5 % im Vergleich zum WT. Unter Hypoxie erhdhte sich das Verhaltnis in WT- um
134,7 %, in ANT1tg-NRCM stieg es auf 285,1% des normoxischen WT (um 152,6 %) an. Dies war vor

allem auf die, in ANT1tg-NRCM sehr starke, Phosphorylierung zurlickzufiihren.
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Abb. 3.8: HSP27-Expression und -Aktivierung unter Basalbedingungen und Hypoxie. Graphische Darstellung von
Proteinmengen der Gesamtzellextrakte aus WT- und ANT1tg-NRCM. Die Zellen wurden 24 Stunden unter normoxischen
oder hypoxischen Bedingungen kultiviert, Gesamtzellextrakte generiert und diese mittels Westernblot analysiert.
Dargestellt sind (A) Gesamt-HSP27, (B) plS5HSP27, (C) das pl5HSP27/HSP27-Verhiltnis, (D) p85HSP27 und (E) das
p85HSP27/HSP27-Verhéltnis in Prozent zum normoxischen WT. Die Quantifizierung erfolgte in Relation zum mit Coomassie
gefarbten Gesamtprotein. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. WT/Normoxie oder zwischen den beiden verbundenen
Bedingungen; n=8-16.

Es lasst sich also festhalten, dass die transgene ANT1-OE neben der verstarkten Expression von
HSP27 mit einer vermehrten Phosphorylierung an Serl5 und Ser85 assoziiert war. Die
Phosphorylierung war fir beide Phosphorylierungsstellen in ANT1tg-NRCM unter Hypoxie am

hochsten.
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3.3 Caspase 3-/7-Aktivitat

Es stellte sich die Frage, ob eine mit der ANT1-OE einhergehende, verstdrkte Expression und
Sekretion der HSPs, speziell unter hypoxischen Bedingungen, mit einer zellstabilisierenden Wirkung
und damit verringerter Zellzerstérung einhergeht. Aus diesem Grund wurde die Caspase-3/7-Aktivitat,
als Marker fiir apoptotischen und nekrotischen Zelltod, in normoxisch und hypoxisch kultivierten

NRCM ermittelt (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9: Caspase-3/7Aktivitdt in NRCM unter Hypoxie. WT- und ANT1tg-NRCM wurden 24 Stunden normoxisch oder
hypoxisch in Mangelmedium kultiviert und anschlieBend mittels Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay der Firma
Promega analysiert. Dargestellt ist die Caspase-3/7 Aktivitdt, normalisiert auf die Zellzahl, in Prozent zum normoxischen WT.
* p<0,05 vs. WT/Normoxie, n=4.

Bereits unter normoxischen Bedingungen war in ANT1tg-NRCM eine geringere Caspaseaktivierung zu
beobachten. Hypoxieinduktion fiihrte in WT-NRCM zu einem Anstieg der Caspaseaktivitat auf
113,2 % des normoxischen WT. In ATN1tg-NRCM hingegen blieb die Capsase-3/7 Aktivierung unter
hypoxischen Kultivierungsbedingungen unverandert. Diese Ergebnisse zeigen, dass die ANT1-OE
sowohl bei Serummangel als auch bei Hypoxie, mit einer geringeren Caspaseaktivierung und damit

verringertem intrazellularem Stress einhergeht.

3.4 Einfluss sekretierter Proteine auf kardioprotektive Signalwege

ANT1tg-NRCM geben Hitzeschockproteine in ihre Umgebung ab. Unter Hypoxie wurde dies vermehrt
flr HSP27 beobachtet. Um zu Gberpriifen, ob NRCM durch Komponenten des Kulturiiberstandes die
Aktivierung zellprotektiver Signalwege induzieren, wurden WT- und ANT1tg-Zellen mit
Kulturiiberstand von hypoxisch kultivierten ANT1tg-NRCM (KUAH) inkubiert. Zudem wurde in
Parallelversuchen das freigesetzte HSP27 mit Hilfe spezifischer Antikérper blockiert und zusatzlich ein
Stimulationsversuch mit rekombinantem, humanem HSP27 (rhHSP27) durchgefiihrt. Die Stimula-
tionsversuche erfolgten fiir beide Genotypen lber 30 Minuten unter normoxischen und fir 24
Stunden unter normoxischen sowie hypoxischen Kultivierungsbedingungen in Mangelmedium.

Die Detektion der Expression ANT1-interagierender, protektiver Hitzeschockproteine wie HSP90,
HSP75, CRYAB und HSP27 sowie die Detektion der Aktivierung der protektiven Kinasen AKT und

Erk1/2 erfolgte durch spezifische Antikdrper mittels Westernblot.
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3.4.1 Einfluss von Komponenten eines hypoxisch generierten Uberstandes auf die

Expression von HSP90, HSP75 und CRYAB in NRCM

Weder die kurzzeitige noch eine 24 stiindige Inkubation mit KUAH oder rhHSP27 fiihrte in NRCM zu

einer relevanten Verdanderung der HSP90-Proteinexpression (0. Abb.).

Die kurzzeitige Stimulation mit KUAH reduzierte die HSP75-Proteinmenge in ANT1tg-NRCM um
41,1 %. Diese konnte nicht durch die Antikérper-Blockade des im KUAH enthaltenen HSP27
aufgehoben werden und ist daher nicht auf im KUAH enthaltenes HSP27 zuriickzufiihren (0. Abb.).
Auch die kurzzeitige Stimulation von ANT1tg-NRCM mit rhHSP27 fiihrte zu einer vergleichbaren
Reduktion der HSP75-Proteinmenge um 39,6 %. In WT-NRCM wurde die HSP75-Expression nicht
durch die 30 miniitige Stimulation mit KUAH oder rhHSP27 beeinflusst (Abb. 3.10).

Eine 24 stiindige Stimulation mit KUAH hatte weder unter normoxischen, noch unter hypoxischen
Bedingungen einen Einfluss auf die HSP75-Proteinexpression in einer der beiden Zellformen. Die 24
stiindige Stimulation mit rhHSP27 hingegen filihrte sowohl in WT- (28 %) als auch in ANT1tg-NRCM
(122,5 %) zu einem signifikanten Anstieg der HSP75-Proteinmenge (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: HSP75-Expression in NRCM bei Stimulation mit KUAH oder rhHSP27. Die Zellen wurden (A) 30 Minuten unter
normoxischen oder (B) 24 Stunden unter normoxischen oder hypoxischen Bedingungen mit Mangelmedium (C-),
Kulturlberstand von 24 Stunden hypoxisch kultivierten ANT1tg-NRCM (KUAH) oder rekombinantem, humanem HSP27
(rhHSP27) inkubiert. AnschlieBend wurden Gesamtzellextrakte generiert und diese mittels Westernblot analysiert.
Dargestellt ist die HSP75-Proteinmenge in Prozent zum normoxischen WT in C-. Die Quantifizierung erfolgte in Relation zum
mit Coomassie gefarbten Gesamtprotein. Die statistische Auswertung fir diese Abbildung erfolgte nur fir den Vergleich der
unterschiedlichen Stimulationsreagenzien miteinander. ¥ p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. normoxischem WT/C-; n=4-12.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Stimulation mit KUAH keine Erhéhung der HSP75-Expression
induzierte. Eine Stabilisierung der NRCM durch eine Kulturliberstand-vermittelte Expressions-
erhéhung von HSP75 ist demnach nicht moglich. RhHSP27 hingegen induzierte unter hypoxischen
Bedingungen in beiden Zellformen eine Erhéhung des HSP75-Proteingehaltes. WT-NRCM reagierten
dabei wesentlich schwacher auf die Stimulation als ANT1tg-NRCM. Die erhohte HSP75-Expression in

ANT1tg-NRCM ist demnach nicht als eine Reaktion auf die Stimulation mit Komponenten des KUAH
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zu interpretieren, sondern muss durch andere Mechanismen, die mit der ANT1-OE einhergehen,

induziert werden.

Bei kurzzeitiger Stimulation mit KUAH kam es in ANT1tg-NRCM zu einem leichten Anstieg der CRYAB-
Expression um 17,5 %. Dieser Effekt wurde durch HSP27-Antikdrper neutralisiert (o. Abb.). Die 30
minUtige Stimulation mit rhHSP27 hatte jedoch in keiner der beiden Zelltypen einen Einfluss auf die
CRYAB-Expression. Eine langzeitige Stimulation mit KUAH hatte unter normoxischen Kultivierungs-
bedingungen keinen signifikanten Effekt auf die CRYAB-Expression, unter Hypoxie verringerte sich
diese jedoch in beiden Zellformen. Die Stimulation mit rhHSP27 hingegen hatte einen anderen Effekt.
Bei langzeitiger Kultivierung kam es, im Vergleich zur Kultivierung in Mangelmedium unter
normoxischen Bedingungen, in ANT1tg-NRCM zu einer deutlichen Erhéhung der CRYAB-Menge.
Unter hypoxischen Bedingungen war diese in WT- und ANT1tg-NRCM erhoht (Abb. 3.11). Auffallig
war, dass bei Stimulation mit rhHSP27 die CRYAB-Expression unter Hypoxie in beiden Zelltypen etwa
jener unter Normoxie in Mangelmedium auftretenden Basalexpression entsprach. Die Kultivierung
mit rhHSP27 verhindert demnach in beiden Zellformen den Hypoxie-induzierten Verlust der CRYAB-

Proteinmenge.
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Abb. 3.11: CRYAB-Expression in NRCM bei Stimulation mit KUAH oder rhHSP27. Die Zellen wurden (A) 30 Minuten unter
normoxischen oder (B) 24 Stunden unter normoxischen oder hypoxischen Bedingungen mit Mangelmedium (C-),
Kulturiberstand von 24 Stunden hypoxisch kultivierten ANT1tg-NRCM (KUAH) oder rekombinantem, humanem HSP27
(rhHSP27) inkubiert. Anschlielend wurden Gesamtzellextrakte generiert und diese mittels Westernblot analysiert.
Dargestellt ist die CRYAB-Proteinmenge in Prozent zum normoxischen WT in C-. Die Quantifizierung erfolgte in Relation zum
mit Coomassie gefarbten Gesamtprotein. Die statistische Auswertung fir diese Abbildung erfolgte nur fir den Vergleich der
unterschiedlichen Stimulationsreagenzien miteinander. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. normoxischem WT/C-; n=4-12.

Die Stimulation mit rhHSP27 erhohte die Menge an CRYAB unter hypoxischen Bedingungen in beiden
Zelltypen. Dieser Effekt trat bei Kultivierung mit KUAH jedoch nur bei kurzzeitiger Stimulation in
ANT1tg-NRCM auf. Die Stimulation der CRYAB-Expression durch HSP27 im Kulturiiberstand, war in

ANT1tg-NRCM jedoch moglich.
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3.4.2 Einfluss von Komponenten eines hypoxisch generierten Uberstandes auf die

Expression und den Aktivierungszustand von HSP27 in NRCM

Die Funktion von HSP27 ist abhangig vom Phosphorylierungszustand des Proteins. Es wurde
beschrieben, dass vorwiegend unphosphoryliertes HSP27 Chaperonaktivitat zeigt. Phosphoryliertes
HSP27 hingegen stabilisiert das Zytoskelett, wandert in den Zellkern und induziert dort die Expression
von Proteinen. Andererseits aggregiert es an dieser Stelle aber auch wieder und tGbernimmt dort
Chaperonfunktion [140;141;152]. AulBerdem (ibt HSP27 in den unterschiedlichsten Phosphorylie-
rungszustanden Einfluss auf die Apoptose aus [192]. Das HSP27 der Ratte besitzt zwei bedeutende
Phosphorylierungsstellen, ein Serinrest an Position 15 (Ser15) und einen an Position 85 (Ser85) [193].
Aus diesem Grund wurde der Phosphorylierungszustand an diesen beiden Serinresten wahrend der

Stimulationsversuche untersucht.

WT-NRCM zeigten bei der kurzzeitigen Stimulation mit KUAH keine Veranderung in ihrer HSP27-
Expression (Abb. 3.12). In ANT1tg-NRCM hingegen kam es zu einer Erhdhung der HSP27-
Proteinmenge. Die Phosphorylierung von HSP27 war bei kurzzeitiger Stimulation mit KUAH in beiden
Zelltypen identisch reguliert. Die Phosphorylierung an Ser15 blieb unverandert und wirkte sich daher
nicht auf die p15HSP27/HSP27-Ratio aus. Die Phosphorylierung an Ser85 war in beiden Zellformen
erhoht. In WT-NRCM kam es daher zu einer erhdohten p15HSP27/HSP27-Ratio. In ANT1tg-NRCM
dnderte sich das Verhéltnis von p85HSP27/HSP27 nicht, da sowohl die HSP27-Expression, als auch
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Abb. 3.12: HSP27-Expression und -Aktivierung in NRCM bei kurzzeitiger Stimulation mit Komponenten des KUAH. Die
Zellen wurden 30 Minuten unter normoxischen Bedingungen mit Mangelmedium (C-), Kulturiberstand von 24 Stunden
hypoxisch kultivierten ANT1tg-NRCM (KUAH) oder rekombinantem humanem HSP27 (rhHSP27) inkubiert. Anschliefend
wurden Gesamtzellextrakte generiert und diese mittels Westernblot analysiert. Dargestellt sind (A) Gesamt-HSP27, (B)
p85HSP27, (C) das p85HSP27/HSP27-Verhiltnis, (D) pl5HSP27 und (E) das pl5HSP27/HSP27-Verhiltnis in Prozent zum
normoxischen WT in C-. Die Quantifizierung erfolgte in Relation zum mit Coomassie gefarbten Gesamtprotein. Die
statistische Auswertung fir diese Abbildung erfolgte nur flr den Vergleich der unterschiedlichen Stimulationsreagenzien
miteinander. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. normoxischem WT/C-; n=4-17.
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p85HSP27 zunahm. Die kurzzeitige Stimulation mit rhHSP27 war nicht komplett identisch zu der mit
KUAH, zeigte aber eine vergleichbare Regulationsrichtung. Die HSP27-Proteinexpression war in
beiden Zellformen bei 30 minltiger Stimulation mit rhHSP27 erhoht, allerdings war der Anstieg in
ANT1tg-NRCM wesentlich starker (WT: 23,9 % vs. ANT1tg: 254,8 %). Die Phosphorylierung an HSP27
in WT-NRCM war in diesem Ansatz unverandert, was zur Abnahme der p15HSP27/HSP27-Ratio und
der p85HSP27/HSP27-Ratio fiihrte (Abb. 3.12). In ANT1tg-NRCM kam es an beiden Phosphorylie-
rungsstellen zu einer verstarkten Phosphorylierung. Da diese an Serl5 im Vergleich zur Protein-
expression jedoch weniger erhoht war, kam es zu einer verringerten p15HSP27/HSP27-Ratio. Die
Phosphorylierung an p85HSP27 war in ANT1tg-NRCM um 264 % erhoht, was sich auf die Ratio mit
einem minimalen Anstieg auswirkte. Auch auf die kurzzeitige Stimulation mit rhHSP27 reagierten
WT-NRCM schwicher als ANT1tg-NRCM. Auch hier konnten die Effekte des KUAH gréRtenteils durch
die Stimulation mit rhHSP27 reproduziert werden. Lediglich die verstarkte Phosphorylierung an Ser85

in WT-NRCM schien nicht durch im KUAH enthaltenes HSP27 induziert worden zu sein.

Auf die langzeitige Stimulation mit KUAH reagierten ANT1tg-NRCM sensitiver als WT-NRCM (Abb.
3.13). WT Zellen zeigten unter normoxischen Kultivierungsbedingungen keine signifikanten Ver-
anderungen in ihrem HSP27-Signaling. Lediglich unter Hypoxie fiihrte die Stimulation mit KUAH zu
einer Reduktion der p15/p85HSP27 zu HSP27-Ratios. In ANT1tg-NRCM fiihrte die Stimulation mit
KUAH unter normoxischen Bedingungen zu erhéhten p15HSP27 und p85HSP27 zu HSP27-Ratios, was
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Abb. 3.13: HSP27-Expression und -Aktivierung in NRCM bei 24 stiindiger Stimulation mit Komponenten des KUAH. Die
Zellen wurden 24 Stunden unter normoxischen oder hypoxischen Bedingungen mit Mangelmedium (C-), Kulturiiberstand
von 24 Stunden hypoxisch kultivierten ANT1tg-NRCM (KUAH) oder rekombinantem humanem HSP27 (rhHSP27) inkubiert.
AnschlieBend wurden Gesamtzellextrakte generiert und diese mittels Westernblot analysiert. Dargestellt sind (A) Gesamt-
HSP27, (B) p85HSP27, (C) das p85HSP27/HSP27-Verhiltnis, (D) p15HSP27 und (E) das pl15HSP27/HSP27-Verhiltnis in
Prozent zum normoxischen WT in C-. Die Quantifizierung erfolgte in Relation zum mit Coomassie gefarbten Gesamtprotein.
Die statistische Auswertung flr diese Abbildung erfolgte nur flr den Vergleich der unterschiedlichen Stimulationsreagenzien
miteinander. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. normoxischem WT/C-; n=4-16.
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vor allem durch eine erhohte Phosphorylierung an beiden Positionen zustande kam. Unter
hypoxischen Bedingungen nahmen zum einen die Phosphorylierung in ANT1tg-NRCM an beiden
HSP27-Phosphorylierungsstellen und zum anderen auch die damit verbundenen Ratios ab. Dies war
vor allem auf die reduzierte Phosphorylierung an beiden Serinresten zuriickzufiihren. Diese Effekte
waren nur fir normoxisch kultivierte ANT1tg-NRCM durch langzeitige Stimulation mit rhHSP27
reproduzierbar. Die Stimulation mit rhHSP27 fiihrte sowohl unter normoxischen als auch unter
hypoxischen Kultivierungsbedingungen zu einer Erhéhung der HSP27-Expression. Vergleichbar zu
CRYAB konnte auch der Verlust der HSP27-Proteinmenge, der durch Hypoxie bei Kultivierung in
Mangelmedium induziert wurde, durch Behandlung der NRCM mit rhHSP27 in beiden Zelltypen
aufgehoben werden. Die Phosphorylierung an Ser85 wurde bei langzeitiger Stimulation mit rhHSP27
nur in ANT1tg-NRCM erhoht. Das hatte zur Folge, dass unter beiden Begasungszustdnden die
p85HSP27/HSP27-Ratio in ANT1tg-NRCM anstieg, in WT-NRCM jedoch abfiel. Die Phosphorylierung

an Serl15 war bei langzeitiger Kultivierung mit rhHSP27 in keinem der Ansatze detektierbar.

Es wird ersichtlich, dass WT- und ANT1tg-NRCM unterschiedlich auf die Stimulation mit rhHSP27
reagierten. Der Einfluss des KUAH auf normoxisch kultivierte ANT1tg-NRCM hinsichtlich der
Expression und Aktivierung war identisch zu dem bei Stimulation mit rhHSP27 und kann daher durch
im KUAH enthaltenes HSP27 erklart werden. Unter hypoxischen Kultivierungsbedingungen scheint
HSP27 im Kulturliberstand nur eine untergeordnete Rolle zu spielen, da die aktivierenden Effekte des
KUAH auf die HSP27-Phosphorylierung unter diesen Bedingungen nicht mehr nachweisbar waren.
Zusatzlich fiel auf, dass ANT1tg-NRCM wesentlich sensitiver auf die Stimulation mit rhHSP27 und

KUAH reagierten als WT-NRCM.

3.4.3 Aktivierung von AKT durch ins Kulturmedium freigesetzte Proteine

Eine kurzzeitige Stimulation mit KUAH hatte in ANT1tg-NRCM keinen Effekt auf die pAKT/AKT-Ratio,
in WT-NRCM wurde diese jedoch reduziert (Abb. 3.14). Dies war sowohl auf eine erhohte AKT-
Expression, als auch auf eine verringerte AKT-Phosphorylierung zuriickzufiihren. Dieser Effekt konnte
nicht durch Stimulation mit rhHSP27 simuliert werden. Die 30 mindtige Stimulation mit rhHSP27
fuhrte in beiden Zelltypen zu einer erhéhten pAKT/AKT-Ratio, was in beiden Fallen auf die reduzierte
AKT-Expression und auf die erhéhte AKT-Phosphorylierung zuriickzufiihren war.

Die langzeitige Stimulation mit KUAH verursachte nur in ANT1tg-NRCM und nur unter normoxischen
Bedingungen eine Erh6hung der pAKT/AKT-Ratio und damit eine Aktivierung des AKT-Signalings. Dies

war einerseits auf eine reduzierte AKT-Expression, andererseits auch auf eine erhdhte
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AKT-Phosphorylierung zurlickzufiihren. Auch dieser Effekt konnte nicht durch rhHSP27 induziert
werden (Abb. 3.14).
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Abb. 3.14: AKT-Aktivierung in NRCM bei Stimulation mit KUAH oder rhHSP27. Die Zellen wurden (A) 30 Minuten unter
normoxischen oder (B) 24 Stunden unter normoxischen oder hypoxischen Bedingungen mit Mangelmedium (C-),
Kulturtiberstand von 24 Stunden hypoxisch kultivierten ANT1tg-NRCM (KUAH) oder rekombinantem, humanem HSP27
(rhHSP27) inkubiert. AnschlieBend wurden Gesamtzellextrakte generiert und diese mittels Westernblot analysiert.
Dargestellt ist das pAKT/AKT-Proteinverhaltnis in Prozent zum normoxischen WT in C-. Die Quantifizierung erfolgte in
Relation zum mit Coomassie gefdarbten Gesamtprotein. Die statistische Auswertung fiir diese Abbildung erfolgte nur flr den
Ver’gleich der unterschiedlichen Stimulationsreagenzien miteinander. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. normoxischem
WT/C-; n=4-16.

vs]

250+ .
- [ O

O KUAH
3 =3 rhHSP27

150- —

N
[=]
o
1
n
o
IO

100

-
o
e

[% WT Normoxie/C-]
3

pAKT/AKT Ratio/
Gesamtprotein [%WT C-

o

o
L

pAKT/AKT-Ratio/Gesamtprotein

Die Aktivierung des AKT-Signalings erfolgte zwar durch rhHSP27, eine AKT-aktivierende Funktion des
KUAH war aber nur bei langzeitiger, normoxischer Kultivierung von ANT1tg-NRCM beobachtbar.
RhHSP27 hingegen hatte unter diesen Bedingungen keine aktivierende Funktion auf das AKT-
Signaling. Es ist daher davon auszugehen, dass das HSP27 des KUAH nur eine untergeordnete Rolle

bei der Aktivierung des AKT-Signalings spielt.

3.4.4 Aktivierung von Erk1/Erk2 durch ins Kulturmedium freigesetzte Proteine

Die kurzzeitige Stimulation mit KUAH beeinflusste das Erk1/2-Signaling sowohl in WT- als auch in
ANT1tg-NRCM. Erk1 und Erk2 wurden bei kurzzeitiger Stimulation mit KUAH zwar identisch reguliert,
allerdings unterschieden sich die Reaktionen zwischen beiden Zelltypen. In WT-NRCM kam es zu
einer Verringerung der Erkl/2-Aktivierung, was auf die erhohte Erkl/2-Proteinexpression bei
gleichzeitig reduzierter Erk1/2-Phosphorylierung zuriickzufiihren war. ANT1tg-NRCM reagierten
entgegengesetzt. Sowohl fir Erkl als auch fiir Erk2 kam es zur Erhohung der Ratio der
phosphorylierten zur unphosphorylierten Form (Abb. 3.15). Dies war auf eine erhohte
Phosphorylierung von Erk1/2 zuriickzufiihren. Die Effekte, die bei kurzzeitiger Stimulation mit KUAH
hinsichtlich der Erk1/2-Aktivierung auftraten, konnten in beiden Zellformen durch HSP27-Antikorper
reduziert, aber nicht neutralisiert werden (0. Abb.). Die durch KUAH induzierten Effekte sind daher
nicht oder nur teilweise auf darin enthaltenes HSP27 zurlickzufiihren. Diese Beobachtung wurde
dadurch bekraftigt, dass beide Zellformen auf die kurzzeitige Stimulation mit rhHSP27 anders
reagierten, als auf die Stimulation mit KUAH. Es kam in WT-NRCM zu einer verstarkten Aktivierung

des Erkl-Signalings. Die Erhéhung der pErk1l/Erkl-Ratio war durch eine reduzierte
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Erk1-Expression und eine erhéhte Erk1l-Phosphorylierung zu erklaren. In ANT1tg-NRCM hingegen
flihrte die Stimulation mit rhHSP27 zu einer Verringerung von pErkl und damit auch zu einer
Reduktion des pErk1/Erk1-Verhaltnisses. Erk2 war in beiden Zelltypen bei 30 minitiger Stimulation
mit rhHSP27 identisch reguliert. Die Erk2-Expression war erhoht und die Erk2-Phosphorylierung
nahm in WT- tendenziell, in ANT1tg-NRCM sogar signifikant ab. In beiden Zellformen trug sowohl die
reduzierte Erk2-Phosphorylierung als auch die erhohte Proteinexpression dazu bei, dass die
pErk2/Erk2-Ratio im Vergleich zu den jeweiligen Kultivierungen unter Basalbedingungen reduziert

und damit die Erk2-Aktivierung verringert war.
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Abb. 3.15: Erk1l/2-Aktivierung bei kurzzeitiger Stimulation mit Komponenten des Kulturliberstandes. Dargestellt ist der
Erk1/2-Aktivierungszustand von WT- und ANT1tg-NRCM im Vergleich zur Kultivierung in Mangelmedium (C-}. Die Zellen
wurden 30 min unter normoxischen Bedingungen mit unterschiedlichen Ansatzen stimuliert (C- = Mangelmedium ohne
Serum, KUAH = Kulturliberstand von ANT1tg-NRCM die 24 Stunden hypoxisch kultiviert wurden, rhHSP27 = rekombinantes,
humanes HSP27). AnschlieBend wurden Gesamtzellextrakte generiert und diese mittels Westernblot analysiert. Dargestellt
sind (A) das pErkl1/Erk1-Verhiltnis und (B) das pErk2/Erk2-Verhiltnis in Prozent zum WT in C-. Die Quantifizierung erfolgte
in Relation zum mit Coomassie gefarbten Gesamtprotein. Die statistische Auswertung fur diese Abbildung erfolgte nur flr
den Vergleich der unterschiedlichen Stimulationsreagenzien miteinander. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. WT/C- oder
zwischen den beiden verbundenen Bedingungen; n=4-15.

Bei 24 stiindiger Stimulation mit KUAH kam es nicht nur bei Normoxie sondern auch bei Hypoxie zu
einer Aktivierung des Erk1-Signalings in WT-NRCM (Abb. 3.16). Unter Normoxie war dies zum einen
auf eine verringerte Proteinexpression und zum anderen auf eine erhohte Erkl-Phosphorylierung
zurtickzufihren (o. Abb.). Unter Hypoxie wurde die Erh6hung der pErk1/Erk1-Ratio vor allem durch
eine verringerte Proteinexpression hervorgerufen. In ANT1tg-NRCM wurde die Erk1-Aktivierung
sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie herunter reguliert. Die Blockade des im KUAH
befindlichen HSPs durch Hsp27-AK wirkte der erhdhten Erk1-Aktivierung in WT-NRCM nicht entgegen
(Daten nicht gezeigt). Die Erhdhung ist damit nicht auf im KUAH enthaltenes HSP27 zuriickzufiihren.
Das Erk2-Signaling wurde bei 24 stiindiger Kultivierung mit KUAH weder normoxisch noch hypoxisch
von einer der beiden Zellformen aktiviert.

Die 24 stiindige Stimulation mit rhHSP27 reproduzierte die Effekte des KUAH nicht und fiihrte nur
unter Hypoxie in beiden Zelltypen zu einer Erhéhung der pErk1/Erkl- und pErk2/Erk2-Ratio und
damit zur verstarkten Aktivierung des Erk1/2-Signalings. Neben der erhéhten Erk1/2-Expression, war
auch die Erk1/2-Phosphorylierung verstarkt. Dabei hatte jeweils die Erhohung der Phosphorylierung

den entscheidenden Einfluss auf die ermittelten Ratios (0. Abb.).



ER GEBNISSE 58

[ b
S - S 2501
% 300 — 'E-UT ke *k I c-
Ex 5 3 2001 D3 KUAH
® o - -3 (3 rhHSP27
@ [=]
S E 2009 = N 2 o E 150- . =
=] 2 >k FRk Lo
E=1 [ | m 1‘-“' =
3 E o — 100 %
~ = 100 -

2 -
= E = <2 504
I i &
x 0 = 0-
Ll - - 11}
= WT ANT WT ANT -3 WT ANT WT ANT

Normoxie Hypoxie Normoxie Hypoxie

Abb. 3.16: Erk1/2-Aktivierung bei 24 stiindiger Stimulation mit Komponenten des Kulturiiberstandes. Dargestellt ist der
Erk1/2-Aktivierungszustand von WT- und ANT1tg-NRCM im Vergleich zur Kultivierung in Mangelmedium (C-). Die Zellen
wurden 24 Stunden unter normoxischen oder hypoxischen Bedingungen mit unterschiedlichen Ansdtzen stimuliert (C- =
Mangelmedium ohne Serum, KUAH = Kulturiiberstand von ANT1tg-NRCM die 24 Stunden hypoxisch kultiviert wurden,
rhHSP27 = rekombinantes, humanes HSP27). AnschlieBend wurden Gesamtzellextrakte generiert und diese mittels
Westernblot analysiert. Dargestellt sind (A) das pErk1/Erk1-Verhiltnis und (B) das pErk2/Erk2-Verhiltnis in Prozent zum
normoxischen WT in C-. Die Quantifizierung erfolgte in Relation zum mit Coomassie gefarbten Gesamtprotein. Die
statistische Auswertung fiir diese Abbildung erfolgte nur fiir den Vergleich der unterschiedlichen Stimulationsreagenzien
miteinander. ¥ p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. WT/C- oder zwischen den beiden verbundenen Bedingungen; n=4-16.

Es bleibt festzuhalten, dass die langzeitige Stimulation mit KUAH nur das Erk1-Signaling in
normoxisch und hypoxisch kultivierten WT-NRCM aktivierte. Dieser Effekt war nicht auf im KUAH
enthaltenes HSP27 zuriickzufihren. Es sei jedoch erwahnt, dass sowohl das Erk1- als auch das Erk2-
Signaling in beiden Zellformen unter hypoxischen Kultivierungsbedingungen durch rhHSP27 aktiviert
wurden. Damit zeigt rhHSP27 ein grolRes Potential zur Induktion protektiver Signalwege unter

Stresssituationen wie Hypoxie.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die unterschiedlichen Zelltypen hinsichtlich ihres Erk1/2-
Signalings unterschiedlich auf die Stimulation mit KUAH und rhHSP27 reagierten. KUAH aktivierte im
Kurzzeitversuch zum einen das Erkl- zum anderen auch das Erk2-Signaling in ANT1tg-NRCM. Bei
langzeitiger Kultivierung aktivierte KUAH jedoch nur das Erk1-Signaling in WT-NRCM. Die Effekte die
durch die Stimulation mit KUAH induziert wurden, waren nicht identisch zu denen in den
vergleichbaren Experimenten mit rhHSP27. Dennoch fiihrte die Blockade des im KUAH enthaltenen

HSP27 zu einer Reduktion der induzierten Veranderungen.

Insgesamt fiel auf, dass vor allem ANT1tg-NRCM auf die Stimulation mit KUAH reagierten. Es kam in
diesen Zellen bei normoxischer Langzeitkultivierung zu einer verstarkten Aktivierung des AKT-
Signalings. Dieses wurde nicht durch HSP27 im KU induziert und war unter Hypoxie nicht mehr
nachweisbar. Auch die Expression von CRYAB und HSP27 sowie die Phosphorylierung von HSP27
waren in normoxischen ANT1tg-NRCM verstarkt. Auch diese Effekte konnten unter Hypoxie nicht
beibehalten werden, wurden allerdings durch HSP27 des KUAH vermittelt. Auf die Aktivierung von
Erk1/2 wirkte sich die Stimulation mit KUAH anders aus. Hier kam es zwar bei kurzzeitiger Stimulation

zu einer verstarkten Aktivierung von Erk1 und Erk2 in ANT1tg-NRCM, bei langzeitiger Stimulation mit
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KUAH war jedoch nur das Erk1-Signaling in WT-NRCM verstarkt aktiviert. Diese Erhdhung konnte
auch unter Hypoxie aufrechterhalten werden und war nicht auf im KUAH enthaltenes HSP27
zurlickzufiihren. Eine Expressionserhohung von HSP90 oder HSP75 als Reaktion auf die Stimulation

mit KUAH war nicht zu beobachten.

3.4.5 Caspaseaktivitit bei Stimulation mit Komponenten des Kulturiiberstandes

Die Stimulation mit KUAH fiihrte unter normoxischen Kultivierungsbedingungen in WT-NRCM und
unter Hypoxie in beiden Zelltypen zu einer verstirkten Caspaseaktivierung (Abb. 3.17/A). In
normoxisch kultivierten ANT1tg-NRCM hingegen blieb die Caspaseaktivitit bei Behandlung mit KUAH

unverandert.
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Abb. 3.17: Caspase-3/7 Aktivitidt in NRCM bei Stimulation mit KUAH oder rhHSP27. WT- und ANT1tg-NRCM wurden 24
Stunden normoxisch oder hypoxisch mit (A) Kulturlberstand hypoxisch kultivierter ANT1tg-NRCM (KUAH) oder (B)
rekombinantem, humanem HSP27 (rhHSP27) in Mangelmedium behandelt und anschlieRend mittels Apo-ONE®
Homogeneous Caspase-3/7 Assay der Firma Promega analysiert. Dargestellt ist die Caspase-3/7 Aktivitat im Vergleich zur
Kultivierung mit Mangelmedium (C-), normalisiert auf die Zellzahl, in Prozent zum normoxischen WT/C-. Die statistische
Auswertung fiir diese Abbildung erfolgte nur fir den Vergleich der unterschiedlichen Stimulationsreagenzien miteinander. *
p<0,05, n=4.

Die Stimulation mit rhHSP27 hingegen flihrte nur in normoxisch kultivierten WT-NRCM zu einer
Aktivierung der Caspase (Abb. 3.17/B). Die Unterschiede in der Caspaseaktivierung zwischen beiden
Zellformen, welche bei Kultivierung in Mangelmedium (C-) auftraten, wurden weder bei Stimulation
mit KUAH, noch bei Stimulation mit rhHSP27 aufgehoben. Es kam auch nicht zu einer Reduktion der
Caspaseaktivitat in WT-NRCM.

Es wird ersichtlich, dass keines der beiden Stimulationsreagenzien einen protektiven Effekt auf WT-
NRCM, welcher sich durch eine verringerte Caspaseaktivitdt im Vergleich zur Kultivierung mit
Mangelmedium (C-) ausdriicken wirde, auslibte. Die Stimulation mit rhHSP27 wirkte sich auf
ANT1tg-NRCM jedoch auch nicht toxisch aus, da es weder unter Hypoxie, noch unter Normoxie zu
einer vermehrten Caspaseaktivierung in diesen Zellen kam. Auch die Stimulation mit KUAH war unter
normoxischen Kultivierungsbedingungen nicht toxisch. Unter Hypoxie jedoch, kam es neben den WT-

NRCM auch in ANT1tg-NRCM zu einem Anstieg der Caspaseaktivitat.
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3.5 Einfluss kardialer Toll-Like-Rezeptoren auf die Regulation von Signalwegen

in ANT1tg-NRCM

Wie bereits erwahnt kann die Stimulation mit HSPs die Aktivierung von Toll-Like-Rezeptoren
induzieren [164]. AuRerdem wurde beschrieben, dass eine TLR-Aktivierung zur Aktivierung von
Erk1/2 oder auch AKT fihren kann [144;173]. Da ANT1tg-NRCM sich von WT-NRCM in ihrer Reaktion
auf die Stimulationsreagenzien unterschieden, stellte sich die Frage, ob die Rezeptorexpression
bereits durch eine ANT1-OE oder hypoxische Kultivierungsbedingungen verandert war. Aus diesem
Grund wurde zunichst der Gehalt der kardialen TLR2/4 in ANT1tg- und WT-NRCM unter

normoxischen und hypoxischen Kultivierungsbedingungen bestimmt.

3.5.1 Toll-Like-Rezeptor 2 /4-Expression nach 24 Stunden hypoxischer Inkubation

Die Toll-Like-Rezeptor 2 (TLR2)-Expression war in ANT1tg Kardiomyozyten unter normoxischen
Bedingungen 54,7 % hoher als in WT-NRCM (Abb. 3.18). Unter hypoxischen Bedingungen war sowohl
in WT- als auch in ANT1tg-NRCM eine Absenkung des TLR2-Gehaltes zu beobachten. Es kam zur
Aufhebung des Expressionsunterschiedes zwischen beiden Zelltypen.

Auch die Toll-Like-Rezeptor 4 (TLR4)-Expression war basal in ANT1tg-NRCM im Vergleich zu den WT-
Zellen leicht erhoht (27,6 %). Hypoxieinduktion fiihrte in ANT1tg-NRCM zu einer Erhéhung des TLR4-
Gehaltes um 145,3 %. In WT-NRCM blieb die TLR4-Expression unter Hypoxie unverdndert.
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Abb. 3.18: Expression von Toll-Like-Rezeptor 2/4 unter Basalbedingungen und Hypoxie. Graphische Darstellung von
Proteinmengen der Gesamtzellextrakte aus WT- und ANT1tg-NRCM. Die Zellen wurden 24 Stunden unter normoxischen
oder hypoxischen Bedingungen kultiviert, Gesamtzellextrakte generiert und diese mittels Westernblot analysiert.
Dargestellt sind (A) Toll-Like-Rezeptor 2 und (B) Toll-Like-Rezeptor 4 in Prozent zum normoxischen WT. Die Quantifizierung
erfolgte in Relation zum mit Coomassie gefarbten Gesamtprotein. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. WT/Normoxie oder
zwischen den beiden verbundenen Bedingungen; n=8-16.

WT-NRCM blieben unter Hypoxie nahezu konstant in der Expression von TLR2 und TLR4. ANT1tg
Zellen hingegen zeigten bereits basal eine erhéhte TLR2/4-Expression im Vergleich zu WT-Zellen.
Dartiber hinaus regulierten ANT1tg-NRCM TLR2 unter Hypoxie herunter, TLR4 hingegen wurde unter
Hypoxie starker exprimiert. Die ANT1-OE ging damit unter normoxischen und auch unter hypoxischen

Kultivierungsbedingungen mit einer Veranderung der Expression der kardialen TLR2 und TLR4 einher.
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3.5.2 Caspaseaktivierung bei Blockade von TLR2 /4

Die Blockade von TLR2 und TLR4 in NRCM fiihrte in jedem Ansatz zu einem Anstieg der
Caspaseaktivierung, was fir eine anti-apoptotische Funktion der kardialen TLR2/4 in NRCM spricht
(Abb. 3.19). Darilber hinaus wurde ersichtlich, dass der Anstieg der Caspaseaktivitat in ANT1tg-NRCM
sowohl unter Normoxie (WT: 29,5 £3,2 % vs. ANT1tg: 70,9 £0,9 %) als auch unter Hypoxie (WT: 87,7
14,9 % vs. ANT1tg: 117,51 +1,4 %) wesentlich starker erfolgte als in WT-NRCM. Eine verringerte
Caspaseaktivierung in ANT1tg-NRCM war bei Blockade der TLR2/4 nicht mehr nachweisbar.
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Abb. 3.19: Caspase-3/7 Aktivitdt in NRCM bei Blockade von TLR2 und TLR4. WT- und ANT1tg-NRCM wurden 24 Stunden
normoxisch oder hypoxisch in Mangelmedium (C-) oder mit TLR2/4 Inhibitor OxPAPC kultiviert und anschlieRend mittels
Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay der Firma Promega analysiert. Dargestellt ist die Caspase-3/7 Aktivitat,
normalisiert auf die Zellzahl, in Prozent zum normoxischen WT/C-. Die statistische Auswertung fur diese Abbildung erfolgte
nur fir den Vergleich der unterschiedlichen Stimulationsreagenzien miteinander. * p<0,05, n=4.

3.5.3 Beeinflussung der Expression kardialer TLR 2/4 durch ins Kulturmedium

freigesetzte Proteine

Um zu Uberpriifen, ob die in ANT1tg-NRCM veranderte Expression von TLR2 und TLR4 durch die im
KUAH enthaltenen Komponenten induziert wurde, erfolgte die Analyse der TLR-Expression auch nach
entsprechenden Stimulationsversuchen mit KUAH und rhHSP27.

Die 30 minitige Stimulation mit KUAH hatte nur einen geringen Einfluss auf die TLR-Expression.
Lediglich TLR2 war in WT-NRCM erhoht (26,3t7,76 %). Die kurzzeitige Stimulation mit
rekombinantem humanem HSP27 hingegen fihrte in WT und in ANT1tg-NRCM zu einer signifikant
erhéhten Expression von TLR2 und TLR4 (Abb. 3.20). Die Blockade des im KUAH enthaltenen HSP27
durch Hsp27-AK neutralisierte die erhohte TLR2-Expression in WT-NRCM (o. Abb.). Diese Ergebnisse
zeigen, dass eine Erhéhung der TLR2-Expression, wie sie in normoxisch kultivierten ANT1tg-NRCM zu
beobachten war, grundsatzlich durch HSP27 induzierbar ist, in ANT1tg-NRCM jedoch nicht durch
KUAH erfolgte.

Die Expression von TLR4 ist unter normoxischen Bedingungen zwar theoretisch auch durch HSP27

stimulierbar, wurde jedoch in keiner der Zelltypen durch KUAH induziert. Eine Expressionserhéhung



ER GEBNISSE 62

von TLR4 unter hypoxischen Kultivierungsbedingungen, so wie man sie in ANT1tg-NRCM bei
Kultivierung in Basalmedium (Abschnitt 3.5.1) beobachten konnte, wurde in keiner der beiden
Zellformen durch KUAH oder rhHSP27 induziert (o. Abb.). Die erhdhte Expression von TLR4 in
hypoxisch kultivierten ANT1tg-NRCM ist daher nicht auf einen externen Stimulus durch

Komponenten des KUAH zuriickzufiihren.
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Abb. 3.20: Toll-Like-Rezeptor 2/4 Expression unter Stimulation mit KUAH oder rhHSP27. Toll-Like-Rezeptor 2/4 (TLR2/4)
Proteingehalt von WT- und ANT1tg-NRCM. Die Zellen wurden 30 min unter normoxischen Bedingungen mit Mangelmedium
(C-), Kulturiberstand von 24 Stunden hypoxisch kultivierten ANT1tg-NRCM (KUAH) oder rekombinantem, humanem HSP27
(rhHSP27) stimuliert. AnschlieBend wurden Gesamtzellextrakte generiert und diese mittels Westernblot analysiert.
Dargestellt sind (A} TLR2 und (B) TLR4 in Prozent zum WT in C-. Die Quantifizierung erfolgte in Relation zum mit Coomassie
gefarbten Gesamtprotein. Die statistische Auswertung flr diese Abbildung erfolgte nur flir den Vergleich der
unterschiedlichen Stimulationsreagenzien miteinander. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. WT/C- oder zwischen den
beiden verbundenen Bedingungen; n=4-16.
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3.5.4 Einfluss der kardialen TLR2 /4 auf die Aktivierung und Expression der protektiven

Signalwege und Komponenten

Um zu analysieren, ob der Einfluss der Komponenten des KUAH auf die Expression und die
Aktivierung protektiver Signalkomponenten in NRCM durch die kardialen TLR2 und TLR4 vermittelt
wurde, erfolgte die Blockade von TLR2/4 mit OXPAPC bei gleichzeitiger Stimulation mit KUAH oder
rhHSP27 tber eine Dauer von 30 min.

Die durch kurzzeitige rhHSP27-Stimulation induzierte Aktivierung des AKT-Signalings in WT- und
ANT1tg-NRCM konnte vollstdndig durch die Blockade der TLR2/4 mit OXPAPC neutralisiert werden.
Auch die Reduktion der AKT-Aktivierung in WT-NRCM bei Stimulation mit KUAH wurde vollstindig
durch die Blockade der TLR2/4 neutralisiert. Die AKT-Aktivierung durch Komponenten des Kultur-
Uberstandes wurde demnach durch TLR2/4 vermittelt (0. Abb.).

In WT-NRCM fiihrte die kurzzeitige Stimulation mit KUAH zu einer Reduktion und die Stimulation mit
rhHSP27 zu einer Aktivierung des Erk1-Signalings. Beide Effekte konnten nicht durch Blockade der
Toll-Like-Rezeptoren verhindert werden. In ANT1tg-NRCM hingegen in denen die Stimulation mit
KUAH zu einer Aktivierung und die Stimulation mit rhHSP27 zu einer Reduktion der Erk1-Aktivierung
fihrte, wirkte die Blockade der TLR2/4 den beobachteten Effekten entgegen (o. Abb). Dies zeigt, dass

die Aktivierung von Erk1 nur in ANT1tg-NRCM (ber die Aktivierung von Toll-Like-Rezeptoren erfolgt.
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Die kurzzeitige Stimulation mit rhHSP27 fiihrte zu einer Reduktion der Erk2-Aktivierung in beiden
Zelltypen. Auch diese konnte durch die Blockade der Toll-Like-Rezeptoren 2/4 mit OxPAPC
neutralisiert werden. Die Effekte der Stimulation mit KUAH auf Erk1/2 hingegen wurden in keiner der
Zellformen durch OxPAPC verhindert. Das bedeutet, dass rhHSP27 sowohl in WT- als auch in ANT1tg-
NRCM (iber die Stimulation von TLR2/4 Einfluss auf die Aktivierung von Erk2 nimmt, die Anderungen
die durch den KUAH induziert wurden, aber nicht via TLR2/4 vermittelt werden.

Die Expression von HSP75 wurde nur in ANT1tg-NRCM nicht nur durch KUAH sondern auch durch die
Stimulation mit rhHSP27 reduziert. Nur die Reduktion durch rhHSP27 konnte durch die Blockade der
TLR2/4 verhindert werden (0. Abb). Der Effekt des KUAH blieb trotz Blockade der TLR2/4 bestehen.
Dies lasst schlussfolgern, dass die Reduktion der HSP75-Expression nicht Giber TLR2/4 vermittelt wird.
Da die rhHSP27 vermittelte Stimulation durch OxPAPC neutralisiert wurde, ist davon auszugehen,
dass die KUAH vermittelte Reduktion von HSP75 nicht auf im KUAH enthaltenes HSP27
zuriickzufiihren ist und unterstiitzt die Beobachtungen die bei Blockade des im KUAH enthaltenen
HSP27 gemacht wurden. Auch die Blockade des HSP27 im KUAH konnte der Reduktion der HSP75-
Proteinmenge nicht entgegen wirken.

Die Expression von CRYAB wurde nur bei kurzzeitiger Stimulation von ANT1tg-NRCM mit KUAH
erhoht und konnte durch Blockade der TLR2/4 verhindert werden. Die KUAH vermittelte Stimulation
der CRYAB-Expression in ANT1tg-NRCM wird demnach durch TLR2/4 vermittelt.

Auch die bei kurzzeitiger Stimulation mit KUAH und rhHSP27 auftretenden Verdnderungen in der
Expression und der Phosphorylierung von HSP27 (siehe Abschnitt 3.4.2) wurden durch die Blockade
der TLR2/4 neutralisiert. Die Regulation des Phosphorylierungszustandes und der Expression von
HSP27 erfolgt demnach ebenfalls durch Signaltransduktion mit Hilfe der kardialen TLR2 und TLR4
(0.Abb).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass TLR2 und TLR4 an der Expressionserhéhung
protektiver HSPs und der Aktivierung des protektiven AKT- und Erk1/2-Signalings sowohl in WT- als
auch in ANT1tg-NRCM beteiligt sind. Ausnahmen stellen die KUAH vermittelte
Expressionsveranderung von HSP75 und die Regulation des Erk1/2-Signalings dar. Die Aktivierung des
Erk1-Signalings wird nicht nur bei Stimulation mit rhHSP27 sondern auch bei Stimulation mit KUAH
ausschlieBlich in ANT1tg-NRCM durch die Signalweiterleitung von TLR2/4 vermittelt. Die Aktivierung
von Erk2 hingegen erfolgte unabhdngig vom Phanotyp der Zellen, aber abhangig vom
Stimulationsreagenz durch TLR2/4. Hier kommt es nur bei Stimulation mit rhHSP27 zu einer

Signalweiterleitung durch die genannten Toll-Like-Rezeptoren.
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4. DISKUSSION

Hypoxische Zellschadigungen sind mit einer verringerten ANT-Aktivitat, ATP-Mangel, verstarkter ROS-
Produktion und damit verbundenem Zelltod assoziiert [40;41] Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe
zeigten, dass eine ANT1-OE unter hypoxischen Kultivierungsbedingungen in NRCM protektiv wirkte,
indem sie mit einer verstirkten Aktivierung des Erk1/2- und AKT-Signalings sowie verringerter
Apoptose einherging. Im ersten Teil der Dissertation sollte untersucht werden, welche Proteine mit
dem ANT1 assoziiert sind. Es wurde ermittelt, ob der ANT1 mit Komponenten assoziiert ist, die eine

Aktivierung von AKT oder Erk1/2 stabilisieren.

4.1. ANT als Komponente intrazelluldarer Signalwege

Mittels ANT-spezifischer Immunprazipitation und anschlieBender Massenspektroskopie wurde das
ANT-Interaktom aus Zelllysaten von Herzgewebeproben und NRCM bestimmt. Komponenten, die
unter allen Bedingungen im ANT-Interaktom vorhanden waren, bildeten das ,Core” des Interaktoms.
In den Prazipitaten der zur Ermittlung des Core-Interaktoms verwendeten Proben war ausschlieBlich
ANT1 detektierbar, weswegen von einem ANT1-spezifischen Core-Interaktom ausgegangen werden
kann. Die Interaktionspartner wurden zusatzlich stichprobenartig mittels Westernblotanalyse
verifiziert. Das ANT1-Core-Interaktom bestand aus 115 Proteinen. 54,8 % dieser Proteine waren
mitochondriale Proteine, unter welchen sich auch bekannte ANT-Interaktionspartner wie der VDAC
oder PiC befanden [21;194;195]. Neben den mitochondrialen, befanden sich vor allem
zytoplasmatische Proteine, Proteine des Zytoskelettes, des Golgi Apparates, aber auch der
Plasmamembran und des Endoplasmatischen Retikulums im Interaktom. Dies ist dadurch zu erklaren,
dass auch indirekte Interaktionspartner des ANT1 detektiert wurden. Das bedeutet, dass direkte
Interaktionspartner des ANT1 als Bindeglied zwischen ANT1 und anderen, wie beispielsweise
zytosolischen  Proteinen  fungieren kdnnen. Der VDAC, welcher in der &ulleren
Mitochondrienmembran lokalisiert ist, stellt eine solche Komponente dar. Es ist bekannt, dass
Tubulin mit dem VDAC interagiert und so, zusammen mit dem ANT, der mitochondrialen
Kreatinkinase (mtCK), dem PiC und der ATP-Synthase (CV), ein sogenanntes , Mitochondriales
Interaktosom® bildet [196;197]. Mit Ausnahme der mtCK, konnten alle Komponenten des
kardiomyozytdren ,Mitochondrialen Interaktosomes” auch in unserem ANT1-Interaktom
nachgewiesen werden. Die Komponenten dieses Interaktosoms sind jedoch variabel. Pedersen et al.
entwickelten ein Modell, indem das Mitochondriale Interaktosom von Krebszellen ohne mtCK

gebildet wird. Eine weitere Modifikation des Interaktosoms kanzerenogener Zellen besteht in der
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Bindung von HK2 anstelle von Tubulin [198]. Es wird vermutet, dass die genannten Modifikationen
einen erhohten glykolytischen Stoffwechsel in Krebszellen beglinstigen und so zu dem sogenannten
»Warburg-Effekt” beitragen [197]. Das von uns ermittelte Core-Interaktom besteht aus Komponenten,
die sowohl in Gewebeproben adulter Ratten als auch in NRCM mit ANT1 coimmunprazipitiert
wurden. Da die mtCK nur in den Gewebeproben adulter Rattenherzen im ANT1-Interaktom
nachweisbar war (Daten nicht gezeigt), ist davon auszugehen, dass das detektierte Interaktom in
adulten Tieren, trotz der fehlenden mtCK im Core-Interaktom, dem bereits beschriebenen
Interaktosom von Kardiomyozyten dhnelt. Fiir NRCM jedoch lassen die ermittelten Daten den Schluss
zu, dass das Mitochondriale Interaktosom eher dem von Krebszellen entspricht. Wie bereits erwahnt
gehen die in diesen Zellen auftretenden Modifikationen mit einem erhohten glykolytischen
Stoffwechsel einher [197;199]. Auch wenn man bei NRCM nicht vom Warburg-Effekt sprechen kann,
ist auch fur diese Zellen ein erhohter glykolytischer Stoffwechsel beschrieben worden [200] und
unterstltzt die Vermutung Uber die Zusammensetzung des in diesen Zellen auftretenden
Mitochondrialen Interaktosoms. Die von Pedersen und Saks beschriebenen Modelle des
Mitochondrialen Interaktosomes [197;198] zeigen als zytoplasmatische Interaktionspartner
entweder HK2, oder Tubulin. In unserem Core-Interaktom treten jedoch beide Komponenten auf.
Dies konnte auf die unterschiedliche Behandlung der Zellen zurlickzufiihren sein. Der Nachweis des
Interaktosoms bei Saks et al. erfolgte in permeabilisierten Zellen in denen die Stabilisierung der
Mitochondrien durch Interaktion mit Zytoskelettkomponenten erhalten blieb [197]. Da in unseren
Versuchen eine Lyse des verwendeten Probenmaterials zur Proteinisolation durchgefiihrt wurde,
kam es mit der Zerstérung der Zellstruktur wahrscheinlich auch zur partiellen Ablésung des Tubulins
vom Interaktosom. Eine vermehrte Bindung von HK2 ware unter diesen Bedingungen moglich und
koénnte den gleichzeitigen Nachweis von HK2 und Tubulin im ANT1-Interaktom erklaren.

Eine weitere Erklarung fir die Detektion nicht mitochondrial lokalisierter , ANT-
Interaktionspartner” ist, dass der ANT nicht nur in der inneren Mitochondrienmembran, sondern
auch in der Plasmamembran lokalisiert ist und so auch Proteinen anderer Zellkompartimente
zuganglich sein kann [26-28]. Ob der ANT tatsachlich in der Plasmamembran von Kardiomyozyten
lokalisiert ist, ist bisher noch nicht untersucht worden.

Dariber hinaus sind die Lokalisationsorte der Interaktionspartner moglicherweise noch nicht
vollstandig bekannt. Wird die Lokalisation der Komponenten des ANT1-Interaktoms mit Hilfe der
Datenbank ,,Compartments” (compartments.jensenlab.org) bestimmt, welches neben Onlinedaten-
banken auch bestimmte Algorithmen zur Lokalisationsvorhersage verwendet, finden sich unter den
115 Proteinen nur noch 24 (21 %), die in der Ratte nicht mitochondrial auftreten. Siebzehn von
diesen 24 Komponenten wird in Human- oder Mauszellen eine mitochondriale Lokalisation

zugeordnet. Damit sind 93,3 % der ANT1-Core-Interaktionspartner in einer der drei Spezies
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mitochondrial lokalisiert. Es ware denkbar, dass auch Proteine, denen bisher nur in Maus und
Mensch eine mitochondriale Lokalisation zugeordnet wurde, auch in Rattenzellen mitochondrial

vorkommen.

4.1.1 ANT1 als Komponente des Energiestoffwechsels

Komponenten des ANT1-Interaktoms konnten vor allem dem Energiestoffwechsel, wie dem
Fettsduremetabolismus, der Glykolyse/Gluconeogenese, dem Tricarbonsdurezyklus und der
Oxidativen Phosphorylierung zugeordnet werden.

Wahrend der B-Oxidation von Fettsduren, der Glykolyse und auch im Zitratzyklus werden
Reduktionsdquivalente  (NADH, FADH,) gebildet, deren Elektronen mit Hilfe der
Atmungskettenkomplexe I-IV (CI-CIV) unter Bildung von Wasser auf Sauerstoff Gbertragen werden.
Dabei wird gleichzeitig ein Protonengradient zwischen Matrix und Intermembranraum aufgebaut.
Diesen Protonengradienten nutzt die ATP-Synthase (Komplex V, CV) um ATP aus ADP und
anorganischem Phosphat (P;) zu generieren [201]. Damit dieser Prozess ungehindert ablaufen kann,
muss ausreichend ADP als Substrat in der mitochondrialen Matrix zur Verfligung stehen. Der ANT
tauscht mitochondriales ATP gegen zytosolisches ADP aus und ist so maRgeblich an der Bereitstellung
von ADP im Mitochondrium beteiligt. Bei ANT-Fehlfunktion ist dies nicht gewahrleistet und es kommt
zur Inhibierung der ATP-Produktion [38]. Die Funktion des ANT ist demnach eng mit der
Funktionalitat der Oxidativen Phosphorylierung (OxPhos) gekoppelt [18;19;202]. Der ANT1 ist mit
besonders vielen Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe Cl (Ndufal0, Ndufs1, Ndufs3) und CV
(Atp5al, Atp5b, Atp5cl, Atp5fl, Atp5h) assoziiert. Es ist bekannt, dass der ANT zusammen mit dem
PiC und der ATP-Synthase einen Proteinkomplex, das sogenannte , ATP-Synthasom” bildet [203].
Chen et al. [203] vermuteten, dass entweder der ANT, oder der PiC mit dem C-Ring der ATP-Synthase
interagieren. Diese Hypothese konnte nicht durch unsere Ergebnisse bestatigt werden, da die im
ANT1-Interaktom detektierten Untereinheiten der ATP-Synthase keine Komponenten des C-Rings
sind. Stattdessen fanden sich zwei andere Untereinheiten des Fy-Teils (Atp5f1, b1-Untereinheit und
Atp5h, d-Untereinheit), also des membranlokalisierten Teils der ATP-Synthase, im ANT1-Interaktom.
Diese Beobachtung ldsst vermuten, dass die Assoziation von ANT1 mit der ATP-Synthase eher lber
diese Untereinheiten erfolgt. Moglicherweise kommt es durch die zur Lyse verwendeten
Detergenzien zu einer Dissoziation der anderen ATP-Synthase-Untereinheiten vom detektierten
ANT1-Core-Interaktom, was die Abwesenheit dieser Komponenten im ANT1-Interaktom erklaren
kénnte. Sowohl die bl- als auch die d-Untereinheit des Fy-Teils, bilden eine Verbindung mit dem
F.-Teil Gber einen peripheren Ast [201]. Das kdonnte erklaren, warum die a-, B- und y-Einheit des

F.-Teils der Synthase ebenfalls im ANT1-Interaktom detektierbar waren. Dariber hinaus wird der
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C-Ring der ATP-Synthase (CV) als strukturelle Komponente der MPTP diskutiert [204;205]. Auch wenn
die Komponenten des C-Rings nicht als Bestandteile des ANT1-Interaktoms identifiziert wurden,
kénnte die Assoziation des ANT1 mit den detektierten Untereinheiten der ATP-Synthase bei der
Induktion der Apoptose zu strukturellen Veranderungen, indirekt auch zu Veranderungen des
C-Ringes und einer vermehrten Porenoffnung beitragen. Auch Komplex | der Atmungskette ist an der
Regulation der Porendffnung beteiligt, denn die Blockade dieses Komplexes mit Rotenon hatte eine
Inhibition der MPTP zur Folge [206]. Die Assoziationen von Cl und CV mit dem ANT1 lassen demnach
vermuten, dass eine Porenoffnung bei Apoptoseinduktion durch die Assoziation von ANT1 mit den
genannten Untereinheiten modifiziert wird. Dafiir spricht auch, dass sich einige Untereinheiten von
Cl und CV unter Hypoxie aus dem ANT1-Interaktom ablésen und andere sich anlagern (Abb. Al, siehe
Anhang). Es wire denkbar, dass der ANT1 bei den strukturellen Anderungen der beiden Komplexe,
welche wahrend der Porenéffnung durchlaufen werden [207;208], eine Rolle spielt, indem er je nach
eigener Konformation den offenen oder den geschlossenen Zustand der MPTP durch Assoziation mit
den jeweiligen Untereinheiten stabilisiert. Dass der ANT in seinem c-State die Offnung der MPTP und
in seinem m-State die geschlossene Pore stabilisiert, ist mehrfach gezeigt worden [209-211]. Eine
weitere Erklarung fiir die Assoziation von ANT1 mit den Atmungskettenkomplexen ist die Ausbildung
sogenannter ,mitochondrialer Superkomplexe“[212]. Unter anderem zeigten Acin-Pérez et al., dass
Cl, Clll und CV miteinander assoziiert sind [213]. Die Beobachtung, dass neben den Untereinheiten
von Cl und CV auch Untereinheiten von Clll im ANT1-Interaktom zu finden sind, lasst vermuten, dass
der ANT1 eine weitere Komponente in diesem Superkomplex darstellt.

Auch bei der Fettsdaure-vermittelten Entkopplung der Atmungskette spielt der ANT eine Rolle [214].
Wenn die B-Oxidation z.B. durch hypoxischen Stress zum Erliegen kommt, reichert sich langkettiges
Acyl-CoA an, welches an den ANT bindet und ihn in seiner Funktion inhibiert [40]. Neben Acyl-CoA
inhibiert auch Palmitoylcarnithin die Funktion des ANT [215;216]. Moglicherweise erfolgt durch die
Assoziation des ANT1 mit der Carnithin-Palmitoyl-Transferase (CPT1b), welche die Fettsduren an
Carnithin bindet um diese fiir den Membrantransport vorzubereiten und damit sowohl die Menge an
Acyl-CoA als auch an Acylcarnithin beeinflusst, eine Rickkopplung auf die ANT-Aktivitdt. Dies ware
ein weiterer denkbarer Mechanismus, durch den die Atmungskette beeinflusst werden kénnte. Die
Blockade des ANT durch Acyl-CoA wirkt sich auch auf die Glykolyse aus. Die ANT-Funktion beeinflusst
das ATP/ADP-Verhiltnis im Zytoplasma und bestimmt so, ob der Zellmetabolismus oxidativ oder
glykolytisch ablauft. Eine ANT-Fehlfunktion fuhrt zu einer Reduktion der ATP/ADP-Ratio im Zytosol
und stimuliert dadurch die ATP-Produktion durch Glykolyse [217]. Die Interaktion des ANT mit
Komponenten der Glykolyse-Enzyme ist noch nicht beschrieben worden. Eine Ausnahme bildet die

HK2. HK2 ist bei der Ausbildung der MPTP indirekt, Gber den VDAC, mit ANT assoziiert [194]. Es wére
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denkbar, dass die Assoziation der Glykolyse-Komponenten mit dem ANT1-Interaktom Einfluss auf
deren Enzymaktivitat und damit den glykolytischen Stoffwechsel nimmt.

Ahnliches lasst sich auch fiir die Komponenten des TCA-Zyklus schlussfolgern, mit denen der ANT
assoziiert ist. Es wird zwar diskutiert, dass die Aktivitat des ANT auch Einfluss auf die Aktivitat der am
TCA-Zyklus beteiligten Pyruvat-Dehydrogenase (PDH) und 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase (20GDH)
nimmt [218;219], aber Assoziationen zwischen Proteinen des TCA-Zyklus und dem ANT Uber
Proteinkomplexe sind bisher noch nicht beschrieben worden. Méglicherweise kommt es bei der
Bindung der Enzyme an das ANT1-Interaktom zu einer Konformationsanderung, welche mit einer
Anderung der Enzymaktivitit (allosterischer Effekt) einhergeht. Eine Blockade der aktiven Zentren
der Enzyme durch die Bindung an das ANT1-Interaktom ware ebenfalls denkbar und kénnte den
vermuteten Zusammenhang zwischen ANT-Aktivitat und der Aktivitdt von PDH und 20GDH erkladren
[218;219].

4.1.2 ANT1 als Komponente des Calcium-Signalings und der Muskelkontraktion

Das Endoplasmatische Retikulum, ist der groRte Speicher des zelluldren Calciums und daher eine
wichtige Zellorganelle bei der Betrachtung des Ca**-Signalings. Eine Interaktion von
Endoplasmatischem Retikulum (ER), in dessen Membranen ANT1-Interaktomkomponenten wie z.B.
der Ryr2 oder Atp2a2 (SERCA2A) lokalisiert sind, mit Mitochondrien ist vielfach beschrieben worden
[220-222]. Die ,Bindungsstellen” zwischen beiden Zellorganellen werden als sogenannte
Mitochondrien-assoziierte-Membranen (MAM) bezeichnet und erméglichen den Austausch von Ca®*
zwischen Mitochondrium und ER [221;222]. Komponenten, von denen bekannt ist, dass sie in den
MAMs vertreten sind, sind der VDAC und SERCA2A. Allerdings ist SERCA2A vorwiegend unter
apoptotischen Bedingungen in MAMs lokalisiert [223]. Unter Hypoxie, bei der es in WT-NRCM
verstarkt zur Apoptoseinduktion kommt [46], ist allerdings keine vermehrte Anreicherung von
SERCA2A im ANT1-Interaktom nachzuweisen (Daten nicht gezeigt). Dies spricht gegen eine
Beteiligung des ANT1 oder Komponenten des ANT1-Interaktoms, an MAMs unter Hypoxie. Ein
weiteres Argument dafiir, dass die Assoziation von ANT mit Komponenten des Ca**-Signalings nicht
durch die Beteiligung an MAMs zu erklaren ist, ist, dass der VDAC in diesen ,Bindungsstellen” (iber
HSP70 mit IP3R des ER verbunden ist [224]. Im ANT1-Interaktom finden sich weder HSP70 noch IP3R
(siehe Tabelle Al, Anhang). Auch andere Proteine, die an der Ausbildung von MAMs beteiligt sind,
sind nicht im Interaktom nachweisbar [222;223]. Unter den untersuchten Bedingungen lasst sich das
ANT1-Interaktom daher nicht als Bestandteil der klassischen Bindungsstelle zwischen ER und
Mitochondrium einordnen. Moglicherweise stellt das ANT1-Interaktom, oder zumindest einige

Komponenten dieses Proteinkomplexes, eine bisher nicht bekannte Proteinassoziation in den MAMs
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dar. Eine Assoziation von ANT1 mit Komponenten des Ca*"-Signalings ist fir die Zelle sinnvoll, da die
ANT-Aktivitat und die damit verbundene Regulation der Oxidativen Phosphorylierung von der
intrazelluliren Ca**-Konzentration abhangig ist [225;226]. Dariber hinaus ist Ca®* auch fur die
Kontraktion von Muskeln wichtig. Es konnte gezeigt werden, dass der ANT auch in diesen Prozess
involviert ist. Eine durch Palmitoylcarnithin induzierte Fehlfunktion des ANT fiihrt beispielsweise zu
post-translationalen Verianderungen des Ryr2-Rezeptors. Dies induziert eine fehlerhafte Ca®-
Freisetzung und geht mit Muskelkontraktionsstérungen einher [216]. Die ANT1-OE hingegen ist mit
einer vermehrten kontraktilen Funktion, begleitet von einer erhohten Proteinexpression
myofibrilarer Proteine, wie Aktin, Troponin | oder Myosin (MHC) aber auch einer erhéhten SERCA2A-
Expression und vermehrter Ca**-Aufnahme ins ER assoziiert [44]. Die selbe Arbeit demonstriert auch,
dass die ANT1-OE in Kardiomyozyten mit morphologischen Verdnderungen wie einer erhdhten
Zelllange oder erhohtem Zellvolumen einhergeht. Eine Stabilisierung von Aktinfilamenten durch
ANT1 konnte die anti-apoptotische Wirkung der ANT1-OE bestdrken, da eine Aktindegradation mit
verstarkter Apoptose assoziiert ist [227]. Dariber hinaus kann durch die raumliche Nahe von Aktin
und Myosin zu ANT1 das ATP, welches fiir die Muskelkontraktion bendtigt wird, dem

Kontraktionsapparat schneller zur Verfligung gestellt werden.

4.1.3 ANT1 als Komponente des Zytoskelettes

Im ANT1-Core-Interaktom finden sich auch Proteine wie Tubulin, die an der mechanischen
Zellstabilisierung beteiligt sind. Wie bereits beschrieben, ist die Funktion der Mitochondrien und
deren Aufbau sehr stark mit der Bindung von Tubulin an den VDAC assoziiert [197]. Der Nachweis
von Tubulin a und Tubulin b im ANT1-Interaktom kann daher auf die indirekte Interaktion des ANT1
mit Tubulin Gber den VDAC zuriickgefiihnrt werden. Darlber hinaus ist der Transport von
Zellorganellen, wie z.B. Mitochondrien, entlang der Mikrotubuli ATP-abhadngig [201;228]. Die
raumliche Nahe von ANT1 zu Proteinen, die an solchen Transportmechanismen beteiligt sind, kdnnte

daher die ausreichende Versorgung dieser Prozesse mit ATP sicherstellen.

4.1.4 ANT1 als Komponente des Proteinmetabolismus

Weitere Proteine die im ANT1-Interaktom zu finden waren, sind am Transport von Proteinen durch
und zu biologischen Membranen und an der Proteinfaltung beteiligt. Dies ist darauf zurickzufihren,
dass hydrophobe, membranstindige Proteine, wie der ANT, durch bestimmte
Transportmechanismen an ihren Bestimmungsort gelangen miissen, damit sie im hydrophilen

Zytoplasma nicht aggregieren. Beispielsweise sind Timm44 und Tomm22 am Transport von Proteinen
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durch die Mitochondrienmembran beteiligt [229]. Aber auch Chaperone, wie HSP90, verhindern die
Proteinaggregation von ANT im Zytosol [124]. Dass der ANT auch durch andere Chaperone, wie sie
neben HSP90 im Interaktom zu finden waren (z.B. HSP27, CRYAB, HSP75, CCT3, TCP1, etc.),
stabilisiert wird, ist wahrscheinlich. Moglicherweise stabilisieren diese Chaperone auch andere
Komponenten die im ANT1-Interaktom zu finden waren und interagieren nur indirekt mit dem ANT1.
Ein Beispiel daflir ware HSP75. Es wird vermutet, dass dieses Chaperon an der Ausbildung der MPTP
beteiligt ist, indem es Gber Cyclophilin D (CypD) mit der ATP-Synthase und damit indirekt auch mit

dem ANT assoziiert ist [21].

Die zweite Gruppe von Proteinen des ANT1-Interaktoms, welche mit dem Proteintransport assoziiert
wird, ist die Gruppe der Rab-Proteine. Sie sind am Transport von Proteinen mit Hilfe von Vesikeln und
so an der Organisation von Membranen und der Sekretion von Proteinen beteiligt [230;231].
Moglicherweise wird Uber einen solchen Mechanismus der putative Einbau des ANT in die
Plasmamembran von Kardiomyozyten gewahrleistet. Auch diese Hypothese ist noch nicht bestatigt
worden und bietet viel Potential flir weitere Untersuchungen. Darliber hinaus konnten diese
Proteine auch an der Freisetzung der ANT1-interagierenden HSPs aus den NRCM durch Exosomen in

den Kulturiiberstand beteiligt sein [232;233].

Dariiber hinaus sind einige Komponenten des ANT1-Core-Interaktoms Proteine, die an der
Proteindegradation beteiligt sind. Unter ihnen finden sich zahlreiche Peptidasen und andere
Komponenten des Proteasoms. Proteine, die z.B. durch oxidativen Stress modifiziert, bzw. geschadigt
wurden, werden in den Zellen durch Ubiquitin markiert und so dem Proteinabbau zugefiihrt [201].
Ubiquitin reicherte sich zwar nicht mit ANT1 im Prazipitat an, war aber sowohl in der
Immunpréazipitation des ANT als auch in den entsprechenden Kontrollen detektierbar (Daten nicht
gezeigt). Es ist also davon auszugehen, dass die Assoziation von Komponenten des ANT1-Interaktoms
mit Proteasen auf den in jeder Zelle stattfindenden Proteinkatabolismus zuriickzufiihren ist. Eine
vermehrte Anreicherung von ANT1 in der rdaumlichen Nahe von Proteasen und
Proteasomkomponenten wiirde die Bereitstellung der zur Proteinspaltung benoétigten Menge an ATP

gewadhrleisten [201;234].

4.1.5 ANT1 als Apoptose regulierende Komponente

Eine weitere Gruppe der ANT1-assoziierten Proteine kann die Apoptose beeinflussen und diese an
unterschiedlichen Stellen regulieren. Beispielsweise greift YWAHZ (14-3-3C) an vielen Stellen,

unabhangig von der MPTP, in die Regulation der Apoptose ein [235]. Auch OPA1 ist an einem MPTP



DISKUSSION 71

unabhangigen Mechanismus zur Permeabilisierung von Mitochondrien beteiligt [236;237]. Dabei
stabilisiert OPA1 unter nicht apoptotischen Bedingungen die Cristae-Struktur in den Mitochondrien.
Diese Stabilisierung fihrt zur Assemblierung der mitochondrialen Superkomplexe [238], welche wie
bereits beschrieben, aus unterschiedlichen Komplexen der Atmungkette zusammengesetzt sind
[212;213]. OPA1 nimmt demnach Einfluss darauf, ob die Zusammensetzung der mitochondrialen
Superkomplexe erfolgt und damit auch auf deren Aktivitat. Walther et al. zeigten, dass eine ANT1-OE
mit einer vermehrten Aktivierung von ClI, Clll und CIV einher ging [43]. Es wédre daher denkbar, dass
ein Zusammenhang zwischen der Assoziation von OPA1 mit dem ANT1-Interaktom und der Aktivitat
der Atmungskettenkomplexe besteht. Die ANT1-OE in NRCM flihrte zur Dissoziation von OPA1 aus
dem ANT1-Interaktom (Abb. A2, Anhang). Die vermehrte Freisetzung von OPA1l aus dem ANT1-
Interaktom konnte einer apoptoseinduzierten Modifikation der Cristae-Struktur entgegen wirken
[237] und so zum anti-apoptotischen Effekt der ANT1-OE beitragen [46].

Auch die Assoziation von Aktin mit dem ANT1-Interaktom kdnnte sich auf die Apoptose auswirken,
da die Aufspaltung von Aktinfilamenten zu vermehrter Apoptose fiihrt [227]. Wie bereits erwahnt,
ging die ANT1-OE in Kardiomyozyten mit erhéhtem Zellvolumen und einer gréBeren Zelllange einher
[44]. Ob sich dieser Effekt jedoch tatsachlich auf eine Stabilisierung der Aktinfilamente durch die
direkte oder indirekte Interaktion mit ANT1 erklaren lasst und ob diese Aktinfilamet-Stabilisierung
mit einer anti-apoptotischen Wirkung einhergeht, bleibt Inhalt zuklinftiger Analysen. Bekannt ist
jedoch, dass der ANT, als Regulator der MPTP, Einfluss auf die Apoptose nimmt [194;239]. Neben
einigen Komponenten wie VDAC, PiC oder HK2, die zusammen mit ANT an der Regulation der MPTP
beteiligt sind, finden sich, wie bereits erwahnt, Chaperone im Interaktom des ANT1. Eine direkte
Interaktion des ANT1 mit den Chaperonen HSP75, CRYAB oder HSP27 ist bisher noch nicht
beschrieben worden. Es wird jedoch vermutet, dass HSP75, zusammen mit HSP90 und HSP60, direkt
Einfluss auf die Apoptose nimmt, indem durch ihre Chaperonfunktion die strukturellen
Verdnderungen bei der Offnung der MPTP unterstiitzt werden [21]. HSPs kénnen neben dem Einfluss
auf die MPTP auch an vielen anderen Stellen in die Apoptose eingreifen. Beispielsweise verhindert
HSP27 die Aktivierung von Caspasen, komplexiert zytosolisches CytC oder inhibiert die Freisetzung
von CytC aus dem Mitochondrium, indem es Bid blockiert [240]. AuBerdem stabilisieren kleine
pHSP27-Dimere Aktinfilamente und wirken so anti-apoptotisch [241]. Darliber hinaus kénnen HSPs
AKT stabilisieren. HSP90 interagiert zum Beispiel mit AKT, verhindert dessen Dephosphorylierung und
stabilisiert somit seine Aktivitat [130]. Auch HSP27 und CRYAB, welche sich ebenfalls im ANT1-

Interaktom befinden, regulieren die Apoptose durch die Kontrolle der AKT-Aktivierung [149;161].

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass der ANT Einfluss auf eine Vielzahl von intrazellularen

Prozessen, wie den Energiestoffwechsel, die Muskelkontraktion oder die Apoptose, nimmt. Das
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ermittelte ANT1-Interaktom enthalt viele Komponenten, die an diesen Prozessen beteiligt sind, was
die Relevanz des ANTSs fiir diese Prozesse unterstreicht. Viele der beobachteten Interaktionen sind
noch nicht beschrieben und bieten neue Erklarungsmoglichkeiten fiir bereits bekannte
Zusammenhange.

Besonders interessant ist, dass der ANT moglicherweise auch unabhangig von der MPTP Einfluss auf
die Apoptose nimmt. Auffallig sind dabei die Assoziationen mit den Hitzeschockproteinen, da diese
die bei ANT1-OE bereits beschriebene Aktivierung protektiver Kinasen wie AKT und Erk1/2
beeinflussen kdnnen. Besonders hervorzuheben sind dabei die bisher unbekannten Assoziationen
von ANT1 mit HSP27 und CRYAB, da diese Komponenten neben der Aktivierung von AKT an einer

Vielzahl anti-apoptotischer Mechanismen beteiligt sind.

4.2 Die ANT1-OE beeinflusst die Bindung von Hitzeschockproteinen an das
ANT1-Interaktom

Hitzeschockproteine greifen an vielen unterschiedlichen Stellen in die Apoptose ein und sind daher
wichtige Komponenten des anti-apoptotischen Signalings. Eine Interaktion von ANT mit
Hitzeschockproteinen ist nur fir HSP90 bekannt. HSP90 ist am Transport des ANT zum
Mitochondrium beteiligt und verhindert dessen Aggregation im Zytosol [124]. Darliber hinaus wird
vermutet, dass HSP75 indirekt tiber CypD und ATP-Synthase, bei der Ausbildung der MPTP, mit dem
ANT assoziiert ist [21;242]. Eine Interaktion von ANT mit den kleinen HSPs CRYAB und HSP27 ist
bisher noch nicht beschrieben. In dieser Arbeit wurde untersucht, wie sich die Anlagerung von HSP90,
HSP75, CRYAB und HSP27 an das ANT1-Interaktom unter Hypoxie verhalt und ob die ANT1-OE dieses

Verhalten beeinflusst.

Unter Hypoxie kam es bei ANT1-OE zur vermehrten Freisetzung von HSP90 aus dem ANTI1-
Interaktom (Abb. 3.4). Dies war begleitet von einer erhohten zelluldren HSP90 Expression (Abb. 3.5).
Klumpe et al. zeigten bereits, dass die ANT1-OE unter Hypoxie mit einer verstarkten HSP90-
Expression, AKT-Aktivierung und verringerter Caspase3/7-Aktivierung einhergeht [46]. HSP90 stabili-
siert die Aktivitat von AKT, welche (iber NFkB-Aktivierung, Phosphorylierung von Bad oder Uber
Phosphorylierung von Caspase-9 die Apoptose inhibiert (Review [240]). ANT1tg-NRCM sind damit in
der Lage, sich effektiver vor Stresssituationen wie Hypoxie zu schiitzen, indem es zu verstarkter
HSP90-Expression und Freisetzung von HSP90 aus dem ANT1-Interaktom kommt. Demzufolge steht
HSP90 in ANT1tg-NRCM vermehrt fiir anti-apoptotische Prozesse zur Verfligung und tragt
wahrscheinlich dazu bei, dass es unter hypoxischen Kultivierungsbedinungen zu verringerter
Caspaseaktivierung kommt [46]. Moglicherweise dient ANT dabei als Stresssensor, wobei die

Weitergabe des Stresssignals durch die Ablésung von HSPs aus dem ANT1-Interaktom erfolgt.
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AuBerdem fihrte die ANT1-OE zu einer vermehrten Bindung von HSP75 an das ANT1-Interaktom,
welche unter Hypoxie unverandert bestehen blieb. Es wurde beschrieben, dass Hypoxie zu einer
vermehrten Expression von HSP75 in NRCM fihrt und eine HSP75-OE bei hypoxischem Stress
protektiv wirkt, indem es die Offnung der MPTP blockiert [243]. Ersteres konnte bestétigt werden, da
die Expression von HSP75 nach 24 stiindiger, hypoxischer Inkubation sowohl in WT- als auch in
ANT1tg-NRCM erhoht war. Trotz der unter hypoxischen Bedingungen in beiden Zelltypen erhdhten
HSP75-Expression konnte nur in ANT1tg-NRCM eine vermehrte Bindung von HSP75 an das ANT1-
Interaktom gezeigt werden. Diese vermehrte Rekrutierung von HSP75 an das ANT1-Interaktom ist auf
die ANT1-OE zuriickzufiihren und nicht vom Sauerstoffgehalt wahrend der Kultivierung abhangig, da
diese bereits unter normoxischen Bedingungen in ANT1tg-NRCM zu beobachten war. Die vermehrte
Bindung von HSP75 an das ANT1-Interaktom bei ANT1-OE stabilisiert wahrscheinlich Komponenten
der Pore, reduziert damit die Offnung der MPTP und trigt so zu der anti-apoptotischen Wirkung der
ANT1-OE bei. Dass die ANT1-OE zu einer verminderten Porendffnung fihrt, konnte bereits durch
Heger et al. gezeigt werden [45] und unterstiitzt die o.g. Hypothese. Gleichzeitig wird durch unsere
Ergebnisse aber auch deutlich, dass die von Xiang et al. beschriebene Regulation der MPTP [243] in
WT Zellen nicht durch eine vermehrte Bindung von HSP75 an Komponenten der MPTP erfolgt, da
eine vermehrte Bindung von HSP75 an das ANT1-Interaktom in WT-NRCM trotz verstarkter HSP75-
Expression nicht zu beobachten war. HSP75 muss also noch weitere, nicht durch Interaktionen mit
Porenkomponenten vermittelte, protektive Funktionen ausiiben, die zur Stabilisierung der MPTP

unter Hypoxie fuhren.

Auch die Expression von CRYAB wurde nicht durch die ANT1-OE beeinflusst, allerdings fihrte die
ANT1-OE unter normoxischen Kultivierungsbedingungen zu einer vermehrten Bindung von CRYAB
und HSP27 an das ANT1-Interaktom. Unter Hypoxie wurden beide HSPs sowohl von ANT1tg- als auch
von WT-NRCM vollstéandig aus dem ANT-Interaktom freigesetzt. Diese Beobachtungen lassen
vermuten, dass die kleinen HSPs unter hypoxischen Bedingungen als Signalproteine aus dem ANT1-
Interaktom entlassen werden. Beiden Komponenten werden protektive Wirkungen zugesprochen.
Durch die vermehrte Hsp27- und CRYAB-Prasenz im ANT1-Interaktom der ANT1tg-NRCM, konnte
deren Loslosung zu einer verstarkten positiven Signaltransduktion in diesen Zellen fiihren. Sowohl
HSP27 als auch CRYAB stabilisieren z.B. die anti-apoptotisch wirkende AKT-Aktivierung [161;244].
Dariber hinaus ging die ANT1-OE mit einer vermehrten Expression von HSP27 einher. Diese blieb
auch unter hypoxischen Kultivierungsbedingungen aufrechterhalten. Da HSP27 anti-apoptotisch
wirkt, indem es neben der Aktivierung des AKT-Signalings auch an vielen anderen Stellen in die

Apoptose eingreift [240], erhoht dies zusatzlich die protektive Wirkung der ANT1-OE [46].
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Die Menge der mit dem ANTI1-Interaktom assoziierten HSPs war nicht mit einer vergleichbaren
Proteinexpression korreliert. Die Veranderungen der Bindung von HSPs an das ANT1-Interaktom

waren demnach nicht auf entsprechende Veranderungen in der Proteinexpression zurlickzufiihren.

Die ANT1-OE fiihrt zu einer erhohten Rekrutierung von HSPs an das ANT1-Interaktom. Diese
Rekrutierung wird nicht durch Veranderungen in der HSP-Expression bestimmt. Unter
Stressbedingungen scheint dies die mitochondriale Integritat zu stabilisieren. AuRerdem ermoglicht
die vermehrte Bindung von HSPs an das ANT1-Interaktom die Freisetzung einer gréBeren Menge an
Signalkomponenten und ermoglicht damit die Induktion einer verstarkten protektiven
Signaltransduktion. Dies ist ein weiterer Mechanismus, durch den der ANT seiner bekannten Rolle als

Regulator von Leben und Tod der Zelle gerecht wird.

4.3 Die ANT1-OE beeinflusst die Expression und Sekretion von
Hitzeschockproteinen in NRCM

Hypoxisch geschadigtes Myokard entldsst HSPs in den Extrazellularraum und kommuniziert so mit
koronaren, vaskularen Endothelzellen oder adulten Kardiomyozyten [164;245]. Im zweiten Teil dieser
Arbeit wurde untersucht, ob eine Sekretion der ANT1-interagierenden HSPs durch NRCM erfolgt und

wie diese durch Uberexpression von ANT1 beeinflusst wird.

Da die Menge an sekretierten HSPs zu gering war, um die durch Serum induzierten Hinter-

grundsignale im Westernblot zu Gberdecken, erfolgte die Kultivierung der NRCM in Mangelmedium.

Bereits unter normoxischen Kultivierungsbedingungen kam es zur Freisetzung von HSP90, HSP75,
CRYAB und HSP27 in den Kulturiiberstand. ANT1tg-NRCM sekretieren HSP90, CRYAB und HSP27
starker, HSP75 jedoch schwacher als WT-NRCM. Dieser Unterschied deutet auf eine aktive Sekretion
und nicht auf einen unspezifischen Mechanismus, wie er beispielsweise bei Zelllyse auftreten wiirde,
hin. Diese Beobachtungen gehen mit denen von Gupta et al. und Hunter-Lavin et al. einher, welche
zeigten, dass HSPs auch unter Basalbedingungen, unabhangig vom Zelltod, aus der Zelle entlassen
werden [246;247].

Wie die Sekretion oder der Einbau von HSPs in die Plasmamembran erfolgt, ist noch nicht vollstandig
aufgeklart. Es werden unterschiedliche Mechanismen, unter anderem die Freisetzung in Form von
Exosomen, diskutiert [232;240;246]. Rab11, welches an sekretorischen Prozessen beteiligt ist [248],
ist zusammen mit den HSPs im ANT1-Interaktom vorhanden und kdnnte ein Indiz fir die Freisetzung
der HSPs aus NRCM durch diesen Mechanismus sein. Die aktive Freisetzung von HSP60 aus adulten

Kardiomyozyten in Form von Exosomen ist bereits beschrieben worden [246] und unterstiitzt die
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Hypothese, dass auch andere HSPs in Exosomen aus NRCM freigesetzt werden. Dariber hinaus
zeigten Malik et al., dass neben HSP60 auch HSP27, HSP90 und CRYAB in Exosomen aus
Rattenkardiomyozyten enthalten sein kdnnen [249].

Ein weiteres Indiz fir eine aktive Freisetzung der HSPs ist, dass die Zusammensetzung der HSPs in
den Kulturtiberstanden nicht proportional zu den intrazelluldren HSP-Mengen war (vergleiche Abb.
3.6 mit Abb. 3.7 und Abb. 3.8/A). Bei unspezifischer Freisetzung ware dies der Fall.

Darliber hinaus zeigten ANT1tg-NRCM unter normoxischen Kultivierungsbedingungen eine geringere
Caspaseaktivierung als WT-NRCM (Abschnitt 3.3). Dies deutet darauf hin, dass ANT1tg-NRCM in
einem weniger gestressten Zustand vorliegen als WT-NRCM. Auch dieser Aspekt zeigt, dass die
vermehrte Freisetzung von HSP90 und den kleinen HSPs (sHSPs) aus ANT1tg-NRCM nicht unspezifisch
durch Freisetzung bei Zelllyse, sondern durch einen aktiven Sekretionsmechanismus erfolgen muss.
Gleichzeitig wird deutlich, dass sich die sekretierten HSPs nicht schadigend auf die NRCM auswirken,
denn auch dies wiirde von einer erhohten Caspaseaktivierung angezeigt werden.

Es ist bekannt, dass Serummangel in Kardiomyozyten zur Induktion von Apoptose fiihrt [250]. Die
hohere Caspaseaktivitdt in normoxisch kultivierten WT-NRCM (im Vergleich zu ANT1tg-NRCM) ist
wahrscheinlich auf diesen Effekt zurlickzuflihren. Gleichzeitig wird ersichtlich, dass die ANT1-OE auch
Stress durch Serummangel entgegen wirkt und die dadurch induzierte Caspaseaktivierung reduziert,
oder sogar verhindert. Dennoch ist nicht auszuschlielen, dass trotz der geringeren Caspase-
aktivierung einige Zellen durch Zelltod lysieren und ein gewisser Anteil der nachweisbaren
extrazellularen HSPs auf diesem Weg freigesetzt wurde.

Auch unter hypoxischen Kultivierungsbedingungen kam es in ANT1tg-NRCM nicht zu einer Anderung
der Caspaseaktivitat. In WT-NRCM hingegen fiihrte Hypoxieinduktion zu einem signifikanten Anstieg
dieses Parameters. Dieses Ergebnis zeigt, dass die ANT1-OE nicht nur Serummangel induziertem
Stress, sondern auch Hypoxie induziertem Stress entgegen wirkt. Diese in ANT1tg-NRCM auftretende
Wirkung kénnte durch den erhdhten HSP-Gehalt (sowohl intrazelluldr [HSP75,CRYAB,HSP27] als auch
extrazellular [HSP90, CRYAB, HSP27]) zu erklaren sein. Eine durch diese HSPs induzierte
Prakonditionierung unter normoxischen Kultivierungsbedingungen schitzt die ANT1tg-NRCM
vermehrt vor Hypoxie und verhindert so die Caspaseaktivierung unter diesen Bedingungen.
Hypoxische Kultivierungsbedingungen fihrten unter Serummangel in WT-NRCM zu einer reduzierten
Expression aller untersuchten HSPs. Diese Beobachtungen gehen mit den Beobachtungen von
Marunouchi et al. einher, welche zeigten, dass ein Myokardinfarkt in Ratten, welcher mit einer
Fehlfunktion des Herzens assoziiert ist, mit einer drastischen Reduktion der sHSPs, wie HSP27,
verbunden ist [251]. Es ist demnach denkbar, dass die WT-NRCM aufgrund zu starker Belastung
durch Hypoxie und gleichzeitigem Serummangel die Menge an HSPs reduzieren. Die ANT1-OE

verringert den HSP-Verlust und wirkt diesem Effekt entgegen. In hypoxischen ANT1tg-NRCM war die
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Expression von HSP75 und HSP27 gar nicht und die von HSP90 und CRYAB nur leicht reduziert. Der
intrazellulare Gehalt aller untersuchten HSPs war demnach unter diesen Kultivierungsbedingungen in
ANT1tg-NRCM signifikant hoher als in WT-NRCM. Diese Ergebnisse lassen schlussfolgern, dass die
ANT1-OE unter hypoxischen Kultivierungsbedingungen zu einer verringerten Degradation und damit
zu einer Stabilisierung des HSP-Gehaltes in NRCM fiihrt. Auch diese Stabilisierung der HSPs durch die
ANT1-OE tragt wahrscheinlich zu der ausbleibenden Caspaseaktivierung in ANT1tg-NRCM unter
hypoxischen Kultivierungsbedingungen bei.

AulRerdem war die ANT1-OE bereits basal mit einer verstarkten HSP27-Phosphorylierung assoziiert,
welche sich unter hypoxischen Kultivierungsbedingungen noch weiter steigerte. Auch wenn die
genauen Mechanismen zur Wirkungsweise von HSP27 noch nicht vollstandig aufgeklart sind, wird mit
zunehmendem Kenntnisstand immer deutlicher, dass die protektive Funktion von HSP27 nicht nur
allein durch die Proteinmenge, sondern auch durch den Phosphorylierungs- und Oligomerisierungs-
zustand bestimmt wird. Grundsatzlich gilt, unphosphoryliertes HSP27 liegt in groBen Oligomeren vor,
wohingegen phosphoryliertes HSP27 in kleineren Komplexen oder sogar als Dimer vorliegt [131].
HSP27 greift in den unterschiedlichsten Zustanden in die Apoptose ein. Beispielsweise kann es als
Multimer von 150-200 kDa mit Procaspase 3 interagieren und so die Aktivierung dieser verhindern
[192]. Ein weiteres Beispiel ist die Inhibition der Fas vermittelten Apoptose durch kleine Phospho-
Oligomere [252]. Dariiber hinaus wurde kirzlich gezeigt, dass die Aktivierung von AKT von
phosphoryliertem HSP27 induziert und so die Apoptose reduziert wird [244]. In den meisten Studien
wird der Phosphorylierungszustand von HSP27 jedoch leider nicht betrachtet oder nicht zwischen
den unterschiedlichen Phosphorylierungsstellen unterschieden, was eine Aussage Uber den
entsprechenden Zusammenhang zwischen Funktion und Aktivierungszustand oftmals nicht zulasst.
Da die ANT1-OE unter Hypoxie gleichzeitig mit der verstarkten Phosphorylierung von HSP27 an
beiden Phosphorylierungsstellen und einer verringerten Caspaseaktivierung einhergeht, ist davon
auszugehen, dass in diesem Fall vorwiegend phosphoryliertes HSP27 die verantwortliche
Komponente ist, die eine Caspaseaktivierung unter hypoxischen Kultivierungsbedingungen
verhindert. Daflir spricht auch, dass vermehrt phosphoryliertes HSP27 bei ischamischer
Prakonditionierung in der Ausbildung der protekiven Funktion involviert ist [189].

Dariber hinaus wirkte sich die ANT1-OE auch auf die Sekretion der HSPs unter Hypoxie aus. Es kam
zu einer vermehrten Freisetzung von HSP27, wohingegen in WT-NRCM keine veranderte Sekretion
der HSPs zu beobachten war. Es ist daher denkbar, dass die vermehrte Freisetzung von HSP27 aus

hypoxisch kultivierten ANT1tg-NRCM an dem protektiven Effekt in diesen Zellen mitwirkt.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass NRCM in der Lage sind HSPs aktiv zu sekretieren. Die ANT1-OE

flhrt dabei zu einer vermehrten Sekretion von HSP90, HSP27 und CRYAB, wohingegen HSP75 trotz
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verstarkter Proteinexpression in den NRCM verbleibt. Auch die Expression der kleinen HSPs ist bei
ANT1-OE unter normoxischen Kultivierungsbedingungen verstarkt. Unter Hypoxie geht die ANT1-OE
mit einer Verringerung des HSP-Verlustes, einer vermehrten Sekretion von HSP27, einer verstarkten
Phosphorylierung von HSP27 und einem Ausbleiben der Caspaseaktivierung einher. Insgesamt lasst
sich demnach festhalten, dass die ANT1-OE Einfluss auf den HSP27-Haushalt nimmt, wobei die HSP-
Proteinexpression, der HSP-Aktivierungszustand und die Lokalisation der HSPs beeinflusst werden.
Diese Effekte erkldaren die verbesserte Stressbewadltigung ANT1tg-NRCM bei Serummangel oder

Hypoxie und kdnnen die positive Wirkung auf das Zelliiberleben begriinden.

4.4 Einfluss der ANT1-OE auf die interzellulire Kommunikation

Wie bereits erwahnt, sind NRCM in der Lage Hitzeschockproteine zu sekretieren. Die Funktion
extrazelluldrer HSPs wird kontrovers diskutiert [232]. Extrazellulare HSPs wirken sich vor allem auf
das Immunsystem aus. Sie konnen sowohl pro-inflammatorische [240] als auch anti-
inflammatorische Signale induzieren [253-255]. Es wird davon ausgegangen, dass extrazellulare HSPs
als Komponenten eines Sensorsystems fiir Stressbedingungen im Extrazellularraum dienen, welches
je nach Bedarf unterschiedliche Reaktionen in den Zellen hervorrufen kann [232;256]. Die Wirkung
der ANT1-assoziierten HSPs als extrazellulare Signalkomponenten auf NRCM ist noch unzureichend
geklart. Wie bereits in Abschnitt 4.3 erwdhnt, war die vermehrte Sekretion dieser HSPs in ANT1-OE
NRCM nicht von einer Caspaseaktivierung begleitet. Aus diesem Grund kann eine zellschadigende
Wirkung der sekretierten HSPs auf ANT1tg-NRCM ausgeschlossen werden. Im dritten Teil dieser
Arbeit wurde daher untersucht, wie sich eine Stimulation mit KUAH und rhHSP27 auf die Aktivierung
anti-apoptotischer Kinasen (AKT und Erk1/2) und auf den Gehalt intrazelluldrer HSPs in NRCM

auswirkt. Darliber hinaus wurde untersucht, ob die ANT1-OE diese Prozesse beeinflusst.

4.4.1 In NRCM erfolgt eine interzellulaire Kommunikation durch Komponenten des

KUAH

Diese Arbeit zeigt, dass die Stimulation mit KUAH bereits nach 30 Minuten zu einer erhéhten
Aktivierung von Erk1/2 in ANT1tg-NRCM fuhrte. Diese wurde bei langzeitiger Kultivierung wieder
gesenkt. Stattdessen kam es zu einer verstarkten Aktivierung von AKT. Zimmermann et al. zeigten,
dass die Aktivierung von AKT eine Deaktivierung von Erk1/2 induziert [257]. Dies erklart, warum die
verstarkte Aktivierung von AKT in ANT1tg-NRCM bei langzeitiger Stimulation mit KUAH von einer
reduzierten Erk1/2-Aktivierung begleitet ist. Auch WT-NRCM reagierten auf die Stimulation mit KUAH.

In diesen Zellen kam es allerdings erst bei langzeitiger Kultivierung zu einer Aktivierung von Erk1,
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nicht aber Erk2. Dies deutet auf unterschiedliche Funktionen von Erkl und Erk2 in NRCM hin. Dass
Erk1/2 unterschiedliche, teilweise sogar entgegengesetzte Funktionen bei der Regulation der
Proliferation bzw. der Zellzykluskontrolle zeigen, wurde z.B. von Sturgill et al. oder Lloyd et al.
beschrieben [258;259]. Auch hinsichtlich der Apoptoseregulation wurden Unterschiede beobachtet.
Beispielsweise fiihrte eine Reduktion von Erkl, nicht aber von Erk2, in Krebszellen zu vermehrter
Expression von anti-apoptotischem XIAP und zur Reduktion von pro-apoptotischem NOXA und PUMA
[260]. Die meisten der in dieser Arbeit untersuchten Apoptosekomponenten wurden jedoch bei der
Reduktion beider Kinasen identisch reguliert, so dass sich im Endeffekt kein Unterschied in der
Uberlebensrate der Zellen darstellte. Demnach konnte, obwohl die Beobachtungen fiir einen
groReren Einfluss von Erk1 an der Regulation der Apoptose sprechen, nicht eindeutig gezeigt werden,

dass sich Erk1 und Erk2 tatsachlich in ihrem Einfluss auf diesen Prozess unterscheiden.

Neben der Aktivierung von AKT und Erk1/2 fiihrte die Stimulation mit KUAH in ANT1tg-NRCM auch zu
einer vermehrten Expression der kleinen HSPs und zur verstarkten Phosphorylierung von HSP27.
Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Kommunikation unter NRCM, vor allem bei ANT1-OE erfolgt,
indem Komponenten, die in den Kulturliiberstand abgegeben werden, intrazellulare Signale
induzieren. Dies unterstiitzt die Beobachtungen von Kim et al., die demonstrierten, dass

extrazellulares HSP60 in adulten Rattenkardiomyozyten eine Signalinduktion hervorruft [183].

4.4.2 HSP27 als funktionelle Komponente des KUAH

Extrazelluldres HSP27 wird vor allem mit der Induktion anti-inflammatorischer und damit anti-
apoptotischer Komponenten assoziiert [253;254;261;262]. Aus diesem Grund wurde analysiert, ob
die durch KUAH induzierten Effekte auf darin enthaltenes HSP27 zuriickzufiihren waren. Zu diesem
Zweck erfolgte die Blockade des im KUAH enthaltenen HSP27 mittels spezifischer Antikérper und die
Stimulation von NRCM mit rhHSP27.

Die aktivierenden Effekte des KUAH auf AKT und Erk1/2 waren nicht auf darin enthaltenes HSP27
zuriickzufiihren. Dies lasst sich daraus schlussfolgern, dass die Blockade des endogenen HSP27 im
KUAH die ermittelten Veridnderungen, beziiglich der protektiven Kinasen, nicht verhindern konnte.
HSP90, welches in Tumorzellen bereits als externe Signalkomponente mit der Aktivierung von AKT
und MAPK assoziiert wird [263], ist ein moglicher Kandidat, der neben HSP27 diese Aktivierungen
induzieren kann. HSP90 wurde durch ANT1tg-NRCM ebenfalls verstarkt in den Kulturiiberstand
sekretiert. Darliber hinaus ist auch HSP70 eine Komponente, welche als extrazelluldres Protein die

Aktivierung protektiver Kinasen induziert. Dass exosomales HSP70 zur Aktivierung von Erk1/2, nicht
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aber zur Aktivierung von AKT in Kardiomyozyten adulter Ratten flihrt, ist kiirzlich von Vicencio et al.
beschrieben worden [233]. Die von Vicencio et al. durchgefiihrten Untersuchungen erfolgten tber
einen Stimulationszeitraum von nur 5 Minuten und unterschieden sich daher von unseren. Die
Versuchsanordnung dhnelt demnach unseren Kurzzeitversuchen, in denen auch wir keine AKT-
Aktivierung bei Stimulation mit KUAH beobachtet haben. Das schlieBt eine AKT-Aktivierung durch
exosomales HSP70 bei langerer Kultivierungsdauer aber nicht aus. Da HSP70 keine Komponente des
ANT1-Interaktoms darstellte, war die Analyse der Funktion von extrazellularem HSP70 nicht
Bestandteil dieser Arbeit.

Die verstarkte Expression der kleinen HSPs und die vermehrte Aktivierung von HSP27 wurden im
Gegensatz zur Aktivierung der protektiven Kinasen jedoch durch HSP27 im Kulturiiberstand
vermittelt, denn die Blockade des extrazellularen HSP27 durch spezifische Antikorper wirkte diesen
Beobachtungen entgegen. Wie bereits erwdhnt, geht eine vermehrte Expression und Aktivierung von
HSP27 mit anti-apoptotischen Effekten, wie beispielsweise verringerter Caspaseaktivierung, einher
(siehe Abschnitt 4.3)[192;240;264]. Dies lasst vermuten, dass die geringere Caspaseaktivierug in
ANT1tg-NRCM, sowohl unter normoxischen als auch unter hypoxischen Kultivierungsbedingungen,
zumindest teilweise als Reaktion auf die Stimulation mit extrazellularem HSP27 zu interpretieren ist.
Allerdings fiihrte weder die Stimulation mit KUAH, noch die mit rhHSP27 in ANT1tg Kardiomyozyten
unter normoxischen Bedingungen zu einer Reduktion der Caspaseaktivitdit im Vergleich zur
Kultivierung in Mangelmedium. Dieses Ergebnis ist so zu interpretieren, dass die ANT1tg-NRCM bei
Kultivierung in Mangelmedium bereits durch die Freisetzung der HSPs aus den Zellen wahrend der
Kultivierung, vor Apoptose als Reaktion auf Serummangel geschiitzt sind. Ein weiterer Zusatz von
Komponenten des KUAH zeigte keinen Unterschied zur Kultivierung in Mangelmedium, da es unter
diesen Bedingungen nicht zu einer Caspaseaktivierung kam, die unterbunden hatte werden kdnnen.
Gleiches gilt auch fiir die Stimulation mit rhHSP27 unter Hypoxie. Die Stimulation mit KUAH unter
Sauerstoffmangel jedoch, fiihrte auch in ANT1tg-NRCM zu einer verstarkten Caspaseaktivierung. Die
Stimulation mit KUAH unter Hypoxie wirkt sich demnach auch bei ANT1-OE nicht protektiv auf die
Zellen aus. Dies ist so zu erkldren, dass bei Stimulation mit KUAH, zusatzlich zu den wahrend der
Kultivierung freigesetzten Komponenten, auch noch die sekretierten Proteine des zugesetzten
Kulturiiberstandes enthalten sind. Zusammen mit dem Serummangel und der Hypoxieinduktion ist
dies moglicherweise eine zu groRe Stresssituation fir die NRCM, die auch bei zahlreichen
Schutzmechanismen durch die ANT1-OE zu einer vermehrten Caspaseaktivierung und damit
vermehrter Zellschadigung flihrt.

Obwohl die Veranderungen beziglich der Expression der kleinen HSPs und der Aktivierung von
HSP27 auf HSP27 als Komponente des Kulturliberstandes zurlickzufiihren waren, induzierte die

Stimulation mit rhHSP27 nicht exakt dieselben Reaktionen wie KUAH. Beispielsweise war der Effekt
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beider Stimulationsreagenzien auf die Expression und Phosphorylierung von HSP27 in ANT1tg-NRCM
an sich identisch, unterschied sich allerdings hinsichtlich der Intensitdat der Reaktionen. An dieser
Stelle sei erwahnt, dass sich das endogene HSP27 von dem rhHSP27 im Westernblot durch
unterschiedliches Laufverhalten (ohne Abb.) eindeutig voneinander unterschieden. Eine vermehrte
Detektion aufgrund additiver Effekte durch endogenes HSP27 und rhHSP27 kann demnach
ausgeschlossen werden. Die Unterschiede in der Intensitat der Reaktionen kénnten allerdings auf
unterschiedliche HSP27-Konzentrationen in den Stimulationsreagenzien zuriickzufiihren sein. Auch
hinsichtlich der Expression von CRYAB gab es Unterschiede zwischen der Stimulation mit KUAH und
rhHSP27. In ANT1tg-NRCM wurde bereits bei kurzzeitiger Stimulation mit KUAH eine
Expressionserhohung induziert. Die Stimulation mit rhHSP27 hingegen fiihrte erst bei langzeitiger
Kultivierungsdauer zu einer erhohten Expression von CRYAB. Moglicherweise induziert HSP27
indirekt die Stimulation intrazelluldrer Signalkaskaden, indem es mit anderen Proteinen interagiert,
die erst im Laufe der Kultivierungsdauer freigesetzt werden. Dies wiirde auch erkliren, warum KUAH,
welcher weniger HSP27 enthélt als der Ansatz mit rekombinantem HSP27 (Westernblot-Analysen,
nicht gezeigt), bereits bei kurzzeitiger Stimulation eine Expressionserhohung von CRYAB verursacht
und rhHSP27 erst bei langzeitiger Kultivierung. Bei der Stimulation mit KUAH wéren solche
Komponenten bereits zur Stimulationsinduktion im Ansatz enthalten und kénnen bereits nach 30
minUtiger Kultivierungsdauer einen Effekt hervorrufen. Kaiser et al. zeigten, dass die Stimulation mit
kombinierten extrazellularen HSPs, die Zytokinantwort von Monozyten im Vergleich zur
Einzelstimulation variiert [265]. Dabei traten nicht nur additive Effekte auf. Dies spricht flir ein
»,Netzwerkverhalten” extrazellularer Komponenten und unterstiitzt die o.g. Hypothese.
Moglicherweise sind die unterschiedlichen Ergebnisse auch auf die Unterschiede in der
Proteinsequenz (Proteinhomologie von 82,2 %) oder einen unterschiedlichen Polymerisierungs-
zustand von endogenem und rekombinantem HSP27 zuriickzufihren.

Die Phosphorylierung von HSP27 im KUAH, welche den Oligomerisierungszustand und auch den
Aktivierungszustand des endogenen, extrazellularen HSP27 bestimmt, war mittels Westernblot nicht
nachweisbar und deutet auf eine geringe Phosphorylierung und damit einen niedrigen
Aktivierungszustand des rhHSP27 (unphosphoryliert) hin. Es ware allerdings auch denkbar, dass der
Anteil an phosphoryliertem HSP27 zwar unterhalb der Nachweisgrenze im Westernblot lag, aber
dennoch biologisch aktiv war.

Dariber hinaus konnte das endogene HSP27 extrazellular auch in membranassoziierter Form
vorliegen und so eine hohere Aktivitat zeigen. Fiir HSP70 ist dies in Bezug auf Makrophagen gezeigt
worden [266]. HSPs, welche in Exosomen vorliegen, weisen lokal eine héhere Konzentration auf und

induzieren dadurch eine effektivere Signalinduktion [232;266]. Dass Kardiomyozyten HSP27 in
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Exosomen freisetzen, ist von Malik et al. beschrieben worden [249] und konnte ebenfalls die
beobachteten Unterschiede zwischen endogenem HSP27 und rhHSP27 erklaren.

Die Expression von HSP75 wurde in WT- und ANT1tg-NRCM nicht durch KUAH und von rhHSP27 nur
unter hypoxischen Kultivierungsbedingungen induziert. Ahnliches galt auch fiir die Aktivierung von
Erk1/2, welche erst unter hypoxischen Kultivierungsbedingungen bei Stimulation mit rhHSP27 in
beiden Zelltypen auftrat. Auch hier ware eine mogliche Erklarung, dass HSP27 erst in Kombination
mit Komponenten, die unter Hypoxie sekretiert werden, eine stimulierende Wirkung auf die HSP75-
Expression und die Erk1/2-Aktivierung austibt. Durch Interaktionen mit HSP27 kdénnte deren Struktur
in einer Konformation gehalten werden, die fir eine entsprechende Signalinduktion an Rezeptoren
erforderlich ist. Neben der Stabilisierung sekretierter Proteine ware es denkbar, dass externes HSP27
als Adapterprotein fungiert, die Rezeptoren an der Zelloberflaiche moduliert und so die Sensitivitat
fir bestimmte Signalmolekiile im Medium verandert. Dass HSP27 die Aktivitdt von Rezeptoren wie
dem Androgenrezeptor oder Her2 moduliert, ist beschrieben [267;268]. Allerdings wurde nicht
untersucht, ob diese Modulationen auf intra- oder extrazelluldares HSP27 zurickzufiihren war. Da
eine Stimulation von NRCM mit rhHSP27 jedoch stets mit einer erhéhten Expression des endogenen
HSP27 einherging, ist eine Modifikation der Rezeptoren sowohl durch extrazellulares, als auch durch
intrazellulares HSP27 moglich. Wenn die Signalmolekiile dann mit zunehmender Kultivierungsdauer
oder unter Stresssituationen wie Hypoxie ins Kulturmedium freigesetzt werden, kann durch eine
erhohte Rezeptoraktivierung die Induktion intrazellularer Signalkaskaden erfolgen. Ohne HSP27 ware
dies nicht moglich, da der Rezeptor nicht sensitiv genug fiir entsprechende Molekiile ware. Ein
weiterer Unterschied zwischen der Stimulation mit rhHSP27 und KUAH l3sst sich beziiglich der
CRYAB-Expression unter Hypoxie feststellen. Die langzeitige Stimulation mit KUAH fiihrte sowohl in
WT- als auch in ANT1tg-NRCM zu einer Abnahme der CRYAB-Proteinmenge, bei Stimulation mit
rhHSP27 kam es jedoch zu einer Zunahme der CRYAB-Expression. Dieser Unterschied lasst sich,
dhnlich wie die Caspaseaktivierung bei Stimulation mit KUAH und gleichzeitiger Hypoxieinduktion so
erklaren, dass der Kulturiiberstand alle Komponenten enthalt, die im Endeffekt Gber einen Zeitraum
von 48 h unter hypoxischen Bedingungen ohne Serum von den NRCM freigesetzt wurden. Es ist
denkbar, dass dies einen zu hohen Stress signalisiert und so zu einer CRYAB-Degradation flihrt. Wie
bereits erwahnt, war schon nach 24 h Kultivierung in Mangelmedium unter Hypoxie eine Abnahme
der CRYAB-Menge im Vergleich zur normoxischen Kultivierung zu beobachten, dieser Effekt wurde
durch die zusatzlichen Stresskomponenten im Kulturiberstand verstarkt. Bei Stimulation mit
rhHSP27 waren diese zusitzlichen Komponenten des KUAH nicht enthalten, was das Ausbleiben der
Reduktion von CRYAB in diesem Stimulationsansatz erklart. Mehr noch, durch Stimulation mit
rhHSP27 konnte der Verlust des CRYAB, welcher unter hypoxischer Kultivierung ohne Serum auftrat,

neutralisiert werden. Gleiches galt auch fir die Hypoxie induzierte Reduktion der HSP27-
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Proteinmenge in NRCM. Die Stimulation mit rhHSP27 zeigt damit einen prakonditionierenden Effekt
auf NRCM hinsichtlich der Expression der kleinen HSPs. Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass ANT1tg-
NRCM vermehrt HSP27 in den Kulturliberstand freisetzen und so einen Prakonditionierungseffekt
induzieren. Dieser geht mit einer Stabilisierung der kleinen HSPs unter Hypoxie einher und erklart die
ausbleibende Caspaseaktivierung bei in Mangelmedium kultivierten, hypoxischen ANT1tg-NRCM. Die
Expressionserhohung und vermehrte Phosphorylierung von HSP27 ist bei ischamischer
Prakonditionierung mehrfach beschrieben worden [190;191;269]. Auch bei Prakonditionierung durch
andere Stimulanzien wie Hitze oder Isofluran war eine vermehrte Expression und/oder Aktivierung
von HSP27 zu beobachten [270;271]. HSP27 ist demnach eine zentrale Komponente beim Schutz von
kardialem Gewebe durch Prakonditionierungseffekte. Die ANT1-OE tragt demnach durch die
vermehrte Sekretion von HSP27 zur Zellstabilitat mittels Prakonditionierung bei. Die Stimulation von
WT-NRCM mit rhHSP27 oder KUAH fiihrte jedoch nicht zu einer verringerten Caspaseaktivierung bei
Serummangel oder hypoxischem Stress und konnte den Prdkonditionierungseffekt in diesen Zellen
nicht bestatigen. Dieses Ergebnis zeigt, dass der protektive Effekt nicht allein auf Komponenten des
KUAH zuriickzufiihren ist. Eine Erkldrung dafiir, dass rhHSP27 und KUAH vor allem in ANT1tg-NRCM
prakonditionierend wirken, kann die veranderte Rezeptorauspragung und die damit assoziierte
Veranderung der Fahigkeit zur Wahrnehmung extrazellularer Stimuli sein (siehe Abschnitt 4.4.3).

Die Stimulation mit KUAH fiihrte bei ANT1-OE zu einer verstirkten Expression der kleinen HSPs. Dass
diese unter hypoxischen Kultivierungsbedingungen nicht aufrechterhalten wurden, ist so zu erklaren,
dass durch Kultivierung in Mangelmedium in Kombination mit Hypoxie und zusatzlicher Stimulation
von KUAH ein zu groRer Stress auf die Zellen ausgeilibt wurde, welcher auch durch ANT1-OE nicht
kompensiert werden konnte. Diese Hypothese wird auch von der Beobachtung gestitzt, dass die
Stimulation mit KUAH bei gleichzeitiger Hypoxieinduktion auch in ANT1tg-NRCM zu einer

Caspaseaktivierung fuhrte.

Zusammenfassend |3sst sich sagen, dass HSP27 nicht die alleinige Komponente des KUAH ist, die sich
auf das intrazelluldre Signaling auswirkt. Die Aktivierung von AKT und Erk1/2 erfolgte zwar durch
KUAH, wurde aber nicht durch darin enthaltenes HSP27 vermittelt. HSP27 nimmt dagegen Einfluss
auf den HSP-Haushalt von NRCM, speziell bezliglich der kleinen HSPs, wobei auch hier Unterschiede
zwischen den Stimulationen mit KUAH und rhHSP27 auftraten. Diese kénnten auf diverse
Unterschiede zwischen endogenem und rekombinantem HSP27, wie z.B. Aktivierungszustand,
Homologie, Konzentration und Assoziation mit Membranvesikeln zurlickzufiihren sein. Besonders
hervorzuheben ist dabei, dass rhHSP27 einen prakonditionierenden Effekt auf ANT1tg-NRCM austibt
und so die Degradation der kleinen HSPs unter hypoxischen Kultivierungsbedingungen verhindert.

Dieser Effekt konnte nur unter normoxischen Bedingungen durch KUAH bestitigt werden, was
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wahrscheinlich auf zu viele Stresskomponenten bei der Kultivierung unter hypoxischen Bedingungen
mit KUAH zuriickzufiihren ist. Diese (iberdecken in der Summe mit dem zusitzlichen Stress der
hypoxischen Kultivierungsbedingungen vermutlich den protektiven Effekt von sekretiertem HSP27.
Die ANT1-OE fiihrt zu einer verstarkten Sekretion von HSP27, was wiederum eine vermehrte HSP27-
Expression und HSP27-Phosphorylierung in  ANT1tg-NRCM induziert und damit den

prakonditionierenden Effekt bei Hypoxie (ohne zusatzliche Stimulation mit KUAH) unterstiitzt.

4.4.3 Die ANT1-OE fiithrt zu einer erh6hten Sensitivitit gegeniiber extrazellulire Stimuli

Auffillig ist, dass die ANT1tg-NRCM auf die Stimulation mit KUAH und teilweise auch auf die
Stimulation mit rhHSP27 sensitiver reagierten. Dies bedeutet, dass die Signalwahrnehmung von
Kardiomyozyten an ANT1 gekoppelt ist. Eine mogliche Erklarung fir diese Beobachtung ist eine
Funktion des ANT als Rezeptor. Der ANT ist in der Plasmamembran lokalisiert und kann daher
durchaus eine solche Funktion Gbernehmen [26;28]. Eine erh6hte ANT-Expression ware demnach mit
einer vermehrten Rezeptorprasenz vergleichbar. Da mehr ,Rezeptormolekiile” vorhanden sind kann
die Signalweiterleitung verstarkt erfolgen. Extrazellulire Komponenten kénnen mit dem ANT
interagieren und zur Freisetzung von Komponenten aus dessen Interaktom beitragen. Dies wiirde zur
Induktion intrazellularer Signale fiihren. Die Bestatigung der Rezeptorfunktion von ANT bleibt jedoch
Bestandteil weiterer Untersuchungen. Loers et al. zeigten jedoch, dass ANT, durch die Interaktion mit
Oberflachenrezeptoren wie L1, deren Funktion beeinflusst [26]. Auerdem wurde kirzlich von
Roussel et al. gezeigt, dass eine Palmitoylcarnithin induzierte Fehlfunktion des ANTs zu post-
translationalen Modifikationen des Ryr2 fiihrt und so dessen Aktivitat beeinflusst [216]. Dass die
ANT1-OE mit verringerter TGFRRII-Expression einhergeht, wurde von Heger et al. beschrieben [45].
Dariber hinaus konnte durch Jang et al. gezeigt werden, dass die Reduktion von ANT2 eine
Degradation von Her2/neu, einem weiteren Rezeptor, induziert [272]. Zuséatzlich beschreibt diese
Dissertation, dass die ANT1-OE unter normoxischen Bedingungen mit einer verstarkten TLR2-
Expression und unter Hypoxie mit einer vermehrten TLR4-Expression einhergeht. Dass HSPs Uber
diese Rezeptoren intrazelluldre Signale induzieren, wurde bereits mehrfach bewiesen [164;177;181].
Die ANT1-OE beeinflusst demnach das extrazellular stimulierte Signaling durch Modulation der

Expression oder der Funktion unterschiedlicher Rezeptoren.

Es bleibt festzuhalten, dass die ANT1-OE hinsichtlich der Aktivierung anti-apoptotischer Kinasen und
der Expression von HSPs mit einer verstirkten Sensitivitit gegen externe Stimuli wie KUAH und
rhHSP27 einhergeht. Die ANT1-OE induziert eine veranderte Expression der kardialen TLR2/4, was die

veranderte Signalwahrnehmung der ANT1-transgenen Zellen erklart.
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4.5 Beteiligung der kardialen TLR2 und TLR4 an der in ANT1tg-NRCM

verdnderten Signalinduktion

Toll-Like-Rezeptoren werden in kardialem Gewebe exprimiert, dabei sind TLR2 und TLR4 die am
starksten exprimierten Isoformen [170]. Die Funktion dieser Rezeptoren ist in nicht immunologisch
aktiven Zellen, wie z.B. Kardiomyozyten, noch nicht vollstandig aufgeklart. In dieser Arbeit wurde
untersucht, wie sich eine ANT1-OE auf die Expression von TLR2 und TLR4 auswirkt und ob die durch
KUAH und rhHSP27 induzierten Verdnderungen beziiglich der HSP-Expression und der Aktivierung

anti-apoptotischer Kinasen in NRCM durch TLR2/4 vermittelt wurden.

4.5.1 Die Unterschiede in der TLR-Expression sind nicht allein auf die ANT1-OE

zurickzufithren

Diese Arbeit zeigt eine erhohte TLR2-Expression in ANT1tg-NRCM bei 24 stiindiger Kultivierung in
Mangelmedium. Diese Erhéhung war bei kurzzeitiger Kultivierung nicht zu beobachten. Dies deutet
darauf hin, dass die erhohte TLR2-Expression ein Anpassungsmechanismus auf den Serummangel im
Kulturiiberstand darstellt, der verstarkt in ANT1tg-NRCM erfolgt. Unsere Studie zeigt, dass rhHSP27
die Stimulation der TLR2-Expressionserhéhung in beiden Zellformen induziert. Das endogene HSP27
verursachte jedoch nur in WT-NRCM eine Expressionserhéhung von TLR2. Aus diesem Grund ist
davon auszugehen, dass die TLR2-Expressionserhéhung in ANT1tg-NRCM bei Kultivierung in
Mangelmedium ein Anpassungsmechanismus auf Serummangel, nicht aber eine Reaktion auf das
durch ANT1tg-NRCM sekretierte HSP27 ist. Die fehlende Anpassung der TLR2-Expression an den
Serummangel bei kurzzeitiger Stimulation ist durch einen zeitabhangigen Effekt zu erklaren.
Moglicherweise verhindern Serumkomponenten eine TLR2-Expressionserhohung, so dass diese bei
Kultivierung in Vollmedium nicht nachweisbar ist. AuBerdem waére es denkbar, dass die Sekretion der
HSPs bei Kultivierung in Vollmedium nicht ausreichend stark ist und so eine HSP-vermittelte TLR2-
Expressionserhohung nicht induziert wird. Dies konnte neben dem zu starken Hintergrundsignal
durch Serumkomponenten, auch eine Erklarung dafiir sein, dass die HSPs im Kulturiberstand in
Vollmedium kultivierter NRCM nicht detektierbar waren (Daten nicht gezeigt). Dem widerspricht
allerdings, dass viele Arbeiten eine Sekretion von HSPs unter Basalbedingungen beschrieben
[246;247;273;274]. Dass HSPs erst unter Serummangel sekretiert werden, ist daher unwahrscheinlich
und unterstiitzt die Hypothese, dass Serumkomponenten die HSP-vermittelte TLR2-Expression
verhindern.

Auch die Expression von TLR4 wird nicht per se durch die ANT1-OE induziert. Die enorme TLR4-

Expressionserhohung tritt in diesen Zellen erst bei hypoxischer Kultivierung auf. Diese Beobachtung
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zeigt, dass die Expression von TLR4 zwar nur bei ANT1-OE erfolgt, jedoch letztendlich als
Anpassungsmechanismus auf hypoxischen Stress stattfindet. Die TLR4-Expression wird nicht durch
interzellulare Kommunikation reguliert, da weder bei kurzzeitiger, noch bei langzeitiger Stimulation

mit KUAH eine Verdnderung der TLR4-Expression beobachtet wurde.

Die ANT1-OE an sich fiihrt damit nicht zu einer verdanderten TLR-Expression und reguliert deren
Expression auch nicht durch interzelluldare Kommunikation. ANT1tg-NRCM sind jedoch flexibler in der
Modulation der Rezeptorexpression und passen sich dadurch besser an Stresssituationen wie

Serummangel oder Hypoxie an.

4.5.2 Dieveranderte TLR2/4-Expression in ANT1tg-NRCM geht mit einer anti-

apoptotischen Wirkung einher

Die Funktion von kardialem TLR2 wird unterschiedlich diskutiert. Ein TLR2-KO in Doxorubicin
behandelten Mausen wirkte sich durch eine verringerte kardiale Apoptose aus [275]. Andererseits
zeigt die Aktivierung von TLR2 in Kardiomyozyten eine anti-apoptotische Wirkung bei oxidativem
Stress durch H,0,[276]. Auch bei der Chagas-Krankheit, welche mit einer vermehrten Expression von
TLR2 in Kardiomyozyten einhergeht, zeigt die TLR2-Aktivierung einen anti-apoptotischen Effekt [277].
Der Unterschied zwischen beiden Beobachtungen besteht darin, dass die TLR2-Funktion im ersten
Beispiel im gesamten Herzen betrachtet wurde, wohingegen die anti-apoptotische Funktion des TLR2
bei der Betrachtung von isolierten Kardiomyozyten auftrat. Diese Beobachtungen zeigen demnach
eine anti-apoptotische Funktion von TLR2 im Herzen, wenn dieser vermehrt in Kardiomyozyten
exprimiert wird. Die ANT1-OE ermoglicht den NRCM, sich an duere Bedingungen wie Serummangel,
durch eine vermehrte TLR2-Expression anzupassen. Diese Arbeit zeigt einen protektiven Effekt der
ANT1-OE auf Serummangel induzierten Stress, da nach 24 stiindiger Kultivierung bei Serummangel
eine geringere Caspaseaktivierung im Vergleich zu WT-NRCM beobachtet wurde. Dariber hinaus
fihrte die Blockade von TLR2/4 durch den Inhibitor OxPAPC sowohl in WT- als auch in ANT1tg-NRCM
zu einem signifikanten Anstieg der Caspaseaktivierung (Abb. 3.19). Dieses Ergebnis zeigt, dass TLR2
und TLR4 eine anti-apoptotische Wirkung in NRCM austben. Dariber hinaus ist der Anstieg der
Caspaseaktivierung in ANT1tg-NRCM wesentlich starker als in WT-NRCM. Das impliziert, dass die
erhéhte Menge an TLR auch einen groReren Effekt auf die Caspaseaktivierung nimmt. Die ANT1-OE in
NRCM fiihrt demnach bei Serummangel induziertem Stress, zu einer vermehrten TLR2-Expression,
welche mit einem anti-apoptotischen Effekt einhergeht.

Unter hypoxischen Kultivierungsbedingungen wird die TLR2-Expression in ANT1tg-NRCM wieder

deutlich herunter reguliert. Stattdessen kommt es in diesen Zellen zu einer vermehrten Expression
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von TLR4, wahrend sich die TLR4-Expression in WT Zellen nicht verandert. ANT1tg-NRCM reagieren
also, wie bereits erwahnt, mit einer veranderten TLR-Prasentation auf Stress. Die vermehrte TLR4-
Expression unter hypoxischen Bedingungen spielt bei der vermehrten Stressresistenz der ANT1tg
Kardiomyozyten eine wichtige Rolle. Es wurde gezeigt, dass Stresssituationen wie Ischamie zu einer
TLR4-Expressionserhohung im Myokard fiihren. Eine TLR4 Expressionserhéhung in isolierten
Kardiomyozyten nach Hypoxie, wurde jedoch nicht gezeigt (Review [170]). Diese Beobachtung wurde
in unserer Studie bestétigt, denn die TLR4-Expression in WT-NRCM war unter Hypoxie, im Gegensatz
zu ANT1tg-NRCM, nicht verandert. Auch die Funktion des kardialen TLR4 wird kontrovers diskutiert.
Beispielsweise wurde mehrfach gezeigt, dass LPS, ein TLR4-Agonist, bei Ischdmie eine anti-
apoptotische Wirkung auf Kardiomyozyten hat [278-280]. Auch IL-10, flhrte zu einer
Expressionserhohung und Aktivierung von TLR4 und war mit einer anti-apoptotischen Wirkung in
Kardiomyozyten assoziiert [281]. Zhu et al. zeigten ebenfalls, dass eine TLR4-Aktivierung in
Kardiomyozyten eine anti-apoptotische Funktion bei Zellschadigung durch Serummangel induziert
[282]. Entgegengesetzt zu diesen Beobachtungen, beschrieben andere Studien aber auch eine pro-
apoptotische Funktion von TLR4. Beispielsweise besitzen TLR4-KO Mause eine bessere myokardiale
Funktion nach Ischamie/Reperfusion als vergleichbare WT-Tiere [283]. Riad et al. beobachteten sogar
eine reduzierte Mortalitatsrate in TLR4-KO Mausen nach Myokardinfarkt [284]. Es wird vermutet,
dass die unterschiedlichen Beobachtungen darin begriindet liegen, dass in vitro nur die Effekte der
kultivierten Zellen eine Rolle spielen, in Geweben jedoch auch die TLR der Immunzellen eine Funktion
libernehmen [282]. Auch unsere Versuche demonstrieren, dass eine erhohte TLR4-Expression in
NRCM eine anti-apoptotische Wirkung hat, da die deutlich stressresistenteren ANT1tg—NRCM
verstarkte anti-apoptotische Reaktionen wie beispielsweise verringerte Caspaseaktivierung unter
Hypoxie zeigten. Unter diesen Kultivierungsbedingungen fiihrte die Blockade der TLR2/4 zu einer
vermehrten Caspaseaktivierung, wobei der Effekt in ANT1tg-NRCM starker auftrat als in WT-NRCM.
Auch diese Beobachtungen belegen die anti-apoptotische Wirkung der ANT1-OE bedingten TLR4-

Expressionserhéhung unter Hypoxie.

ANT1tg-NRCM zeigen eine erhohte Sensitivitdt gegenliber extrazelluldare Stimuli, z.B. bei Stimulation
mit KUAH oder rhHSP27. Diese ist unter normoxischen Kultivierungsbedingungen durch die erhéhte
TLR2-Expression und unter hypoxischen Kultivierungsbedingungen durch die erhohte TLR4-
Expression zu erklaren. Diese erhohte Sensitivitat, welche sich durch verstarkte Reaktionen auf
extrazellulare Stimuli und damit verstarkt aktivierte protektive Signalwege darstellt, bietet den NRCM

Schutz vor Stress wie Hypoxie oder Serummangel.
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Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass die ANT1-OE in NRCM dazu fihrt, dass eine veranderte
TLR-Expression als Antwort auf Stresssituationen erfolgt. Die TLR2-Expression ist zwar durch rhHSP27
stimulierbar, eine Expressionsinduktion durch KUAH in ANT1tg-NRCM konnte jedoch nicht
beobachtet werden. Die TLR2-Modifikation erfolgt daher vorwiegend als Anpassung auf Stress durch
Serummangel. Die TLR4-Expression wird ebenfalls nicht durch interzellulire Kommunikation
stimuliert und erfolgt vorwiegend als Anpassung auf hypoxische Kultivierungsbedingungen. Die
erhohte Flexibilitdt in der Rezeptorprasentation ANT1tg-NRCM, welche sich durch die erhoéhte
Expression von TLR2 und TLR4 in ANT1tg-NRCM darstellt, macht die NRCM sensitiver gegeniber
extrazelluldare Stimuli und ermdglicht so eine bessere Anpassung an Stresssituationen. Dies wird
durch eine geringere Caspaseaktivierung bei hypoxischem Stress oder Serummangel deutlich und
zeigt demnach einen protektiven Effekt auf die Zellen. AuRerdem wirkt sich die Blockade von TLR2
und TLR4 pro-apoptotisch durch drastische Caspaseaktivierung aus, was die protektive Funktion der
TLR2/4 in NRCM untermauert. WT-NRCM sind nicht so anpassungsfihig wie ANT1tg-NRCM. Sie
zeigten keine Anderung der TLR2/4-Expression bei extrazellulirem Stress und es kommt zu einer
hoheren Caspaseaktivierung bei Serummangel und Hypoxie im Vergleich zu ANT1tg-NRCM. Die
ANT1-OE in NRCM wirkt sich demnach durch eine verdanderte TLR-Expression aus, was den anti-

apoptotischen Effekt in diesen Zellen unterstiitzt.

4.5.3 Die Aktivierung protektiver Signalwege, sowie die Expression anti-apoptotischer

HSPs wird durch TLR vermittelt

Die Blockade von TLR2/4 zeigte, dass ein GrofRteil der durch interzellulire Kommunikation
beobachteten Effekte auf das AKT- und Erk1/2-Signaling sowie auf die HSP- Expression in WT und
ANT1tg-NRCM durch TLR2 und/oder TLR4 vermittelt werden. Eine Ausnahme stellte die KUAH
vermittelte Expressionsverringerung von HSP75 bei kurzzeitiger Stimulation dar. Die Verdanderung in
der HSP75-Expression als Reaktion auf rhHSP27 konnte zwar durch die Blockade der TLR verhindert
werden, allerdings galt dies nicht fir den KUAH vermittelten Effekt. Dieser war nicht auf das darin
enthaltene endogene HSP27 zurlickzufiihren. Dies wurde dadurch bestatigt, dass die Blockade des im
KUAH enthaltenen HSP27 durch Hsp27-spezifische Antikérper, die induzierte Reduktion der HSP75-
Expression nicht neutralisierte. Die Expression von HSP75 wird demnach zwar durch interzellulare
Kommunikation reguliert, ist jedoch nicht auf sekretiertes HSP27 zurlickzufiihren und erfolgt auch
nicht durch TLR2 oder TLR4.

Eine weitere Ausnahme war die Regulation des Erk1/2-Signalings. Es zeigte sich, dass die Regulation
von Erkl sich von der von Erk2 unterschied. Die Aktivierung des Erk1-Signalings wird sowohl bei

Stimulation mit rhHSP27, als auch bei Stimulation mit KUAH nur in ANT1tg-NRCM durch die
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Signalweiterleitung der TLR2/4 vermittelt. Dies konnte auf die vermehrte Expression dieser Toll-Like-
Rezeptoren und auf die damit verbundene Erhdohung der Rezeptoraktivierung in ANT1tg-NRCM
zurlickzufihren sein.

Die Erk2-Aktivierung hingegen wird unabhangig vom Phanotyp der Zellen, aber abhangig vom
Stimulationsreagenz durch TLR2/4 vermittelt. Hier kommt es nur bei Stimulation mit rhHSP27 zu
einer Signalweiterleitung durch TLR. Demnach erfolgt zwar eine interzellulare Kommunikation durch
KUAH, diese ist aber nicht TLR2/4 vermittelt. Da die rhHSP27 vermittelten Effekte durch Blockade der
TLR unterbunden werden konnten, lasst sich schlussfolgern, dass der Effekt, den KUAH auf die
Aktivierung von Erk2 nimmt, nicht, oder nur zu einem geringen Teil, durch darin enthaltenes HSP27
verursacht wurde. Auch an dieser Beobachtung wird deutlich, dass Erk2 und Erkl unterschiedlich
reguliert werden und unterstiitzt die Hypothese, dass diese zumindest partiell unterschiedliche

Funktionen in der Apoptoseregulation Glbernehmen (vergleiche Abschnitt 4.4.1).

Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass die Stimulation anti-apoptotischer Signalwege in
NRCM durch extrazelluldare Stimuli in Folge interzellularer Kommunikation erfolgt. Dabei wird die
Expression der kleinen HSPs, sowie die Aktivierung von HSP27, Erk1 und AKT durch TLR2/4 vermittelt.
Die Regulation der Aktivierung von Erk2 und die Expressionsanderung von HSP75 erfolgen nicht
durch die Stimulation von TLR2/4. Der in ANT1tg-NRCM beobachtete protektive Effekt, der mit einer
erhohten TLR2/4-Expression assoziiert werden kann, ist demnach zwar auf die Aktivierung von Erk1,
AKT und HSP27, sowie auf die verstarkte Expression der kleinen HSPs, nicht aber auf die Aktivierung

von Erk2 oder die verdanderte HSP75-Expression zuriickzufihren.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Der Adenin-Nukleotid-Translokator (ANT) ist ein vielseitiges Protein, welches neben der Funktion als
ADP-ATP-Austauscher in vielen weiteren Prozessen eine Rolle spielt. Die bekanntesten Beispiele
hierfir sind die Apoptose und die Oxidative Phosphorylierung. Dariiber hinaus ist bekannt, dass eine
ANT1-Uberexpression (ANT1-OE) unter hypoxischen Bedingungen mit vermehrt aktivierten
Proteinkinasen und verringerter Apoptose einhergeht. Wie die Regulation dieser Prozesse in
Abhangigkeit von ANT erfolgt, ist noch weitestgehend unbekannt.

Interaktionsstudien bestatigten, dass der ANT mit einer Vielzahl zellularer Komponenten assoziiert ist,
die fir das Zelliberleben essentiell sind. Es fanden sich vor allem Komponenten des
Energiestoffwechsels, der Muskelkontraktion, des Zytoskelettes, des Proteinmetabolismus und der
Apoptose im ANT1-Interaktom. Besonders interessant war dabei die bisher uncharakterisierte
Assoziation des ANT1 mit den kleinen Hitzeschockproteinen HSP27 und CRYAB. Neben HSP27 und
CRYAB fanden sich auch HSP90 und HSP75 im detektierten Proteinkomplex. Da diese Komponenten
an einer Vielzahl anti-apoptotischer Mechanismen beteiligt sind, die Uber die Regulation der
mitochondrialen Permeabilitatspore hinaus gehen, wurden die Expression, die Funktion und die
Bindung dieser Komponenten an das ANT1-Interaktom, in Abhadngigkeit von einer ANT1-OE, genauer
analysiert.

Diese Arbeit zeigt, dass die ANT1-OE zu einer vermehrten Expression und Aktivierung von HSP27
flhrte, was von einer geringeren Caspaseaktivierung bei Serummangel und hypoxisch induziertem
Stress begleitet war.

Dariber hinaus fiihrte die ANT1-OE zu einer vermehrten Bindung, vor allem der kleinen HSPs an das
ANT1-Interaktom. Dies ermoglichte unter Hypoxie eine vermehrte Freilassung dieser Komponenten
aus dem Proteinkomplex und war von einer verstarkten Sekretion dieser HSPs aus den ANT1tg-NRCM
ins Kulturmedium begleitet.

Es stellte sich die Frage, ob sekretierte Proteine, speziell HSP27, eine interzellulare Kommunikation
zwischen NRCM vermitteln und ob die ANT1-OE diese Kommunikation beeinflusst. Sowohl in WT- als
auch in ANT1tg-NRCM war eine Signalantwort auf extrazelluldre Stimuli wie KUAH und rhHSP27
detektierbar, wobei die Reaktionen in ANT1tg-NRCM wesentlich starker ausfielen als in WT-NRCM.
Das in den Kulturliberstand freigesetzte HSP27, induzierte in ANT1tg-NRCM eine vermehrte
Expression und Aktivierung von HSP27, sowie eine vermehrte Expression von CRYAB. Andere
Komponenten des KUAH induzierten, ebenfalls verstirkt in ANT1tg-NRCM, die Aktivierung

protektiver Kinasen wie AKT und Erk1/2.
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Diese Arbeit zeigt also, dass die ANT1-OE die Aktivierung und Expression protektiver
Signalkomponenten nicht nur durch eine vermehrte Sekretion von Proteinen in den Kulturtiberstand
beeinflusst, sondern auch, dass die ANT1-OE eine erhohte Sensibilitit der NRCM gegeniiber
extrazelluldre Stimuli induziert.

Da bereits bekannt ist, dass extrazellulire HSPs Toll-Like-Rezeptoren (TLR) stimulieren, wurde
ermittelt ob diese Rezeptoren an dem beschriebenen Effekt beteiligt sind. Dies erfolgte durch die
Analyse der Expression und der Funktion der kardialen TLR2 und TLR4.

Es zeigte sich, dass ANT1tg-NRCM auf Stresssituationen wie Hypoxie oder Serummangel, mit einer
vermehrten Flexibilitat in ihrer TLR-Expression reagieren. ANT1tg-NRCM reagierten auf Serummangel
mit einer vermehrten TLR2- und auf hypoxischen Stress mit einer vermehrten TLR4-Expression. In
WT-NRCM erfolgte diese Anpassung nicht. Die Blockade der genannten TLRs mit OxPAPC zeigte
zusatzlich, dass die Expressionserhohung und Aktivierung der kleinen HSPs, von Erkl und AKT,
welche durch KUAH und/oder rhHSP27 vermittelt werden, durch diese Rezeptoren an die ANT1tg-
NRCM weitergegeben werden. Daruber hinaus fihrte die TLR2/4-Blockade, sowohl bei Serummangel
als auch bei hypoxischem Stress, zu einem deutlichen Anstieg der Caspaseaktivierung in beiden
Zellformen, vermehrt jedoch in ANT1tg-NRCM. Dies unterstreicht die anti-apoptotische Funktion
dieser Rezeptoren in NRCM und verdeutlicht, dass der anti-apoptotische Effekt von der

Rezeptorexpression abhangt.

Es wird ersichtlich, dass der ANT1 eine zentrale Komponente des intrazelluldaren Signalings ist, die an
einer Vielzahl zelluldrer Prozesse beteiligt ist. Eine besondere Funktion wird dem ANT1 als
Komponente des anti-apoptotischen Signalings zuteil, da ANT1 dieses an den unterschiedlichsten
Stellen modulieren kann. Dabei beeinflusst die ANT1-OE die interzelluldre Kommunikation zwischen
NRCM. Dies erfolgt 1. durch die vermehrte Freisetzung von Signalmolekilen in den Kulturiberstand
und 2. durch eine Verdnderung der Rezeptorprasentation, die die Zellen zusatzlich sensitiver fir
externe Stimuli macht. Beide Mechanismen tragen zu einer vermehrten Aktivierung protektiver
Prozesse in NRCM bei und bieten Schutz vor Stressstimuli wie Hypoxie oder Serummangel. Damit
bietet die kardiomyozytire Uberexpression von ANT1 groRes Potential zur Behandlung ischdmischer

Schadigungen in Herzgewebe.



SUMMARY 91

6. SUMMARY

The adenine nucleotide translocase (ANT) is a multifunctional protein, which, beside its function as
ADT/ATP exchanger, is involved in many other cellular processes. Some well known examples are
apoptosis and oxidative phosphorylation. Previous findings indicated that overexpression of ANT1
(ANT1-OE) is associated with activation of anti-apoptotic signaling and reduced apoptosis, but it is
mostly unknown how these processes are regulated dependent on ANT.

Interaction analysis confirmed that ANT1 is associated with many cellular components, which are
essential for cell survival. Most of the identified components of the ANT1-interactome belong to the
energy metabolism, muscle contraction, cytoskeleton, protein metabolism and apoptosis. This work
identified an so far unknown association of ANT1 with the small heat shock proteins HSP27 and
CRYAB. As well as these chaperones, we also identified HSP75 and HSP90 as ANT1 associated
proteins. Because of their role as regulators of many anti-apoptotic mechanisms, alongside the
regulation of the MPTP, we analyzed the expression, the function and the association of these heat
shock proteins with the ANT1-interactome.

This work shows that ANT1-OE led to an increase in expression and activation of HSP27. These
findings were accompanied by a decrease in caspase activation at serum deprivation and hypoxic
stress.

The ANT1-OE further led to an increased binding of small HSPs to the ANT1-interactome. This higher
binding enables an increased release of those components under hypoxia. This release from the
ANT1-interactome was accompanied by an increase in the secretion of those HSPs to the
extracellular space.

We further investigated if an intercellular communication between NRCM is induced by secreted
proteins, especially by HSP27, and if this communication is influenced by the overexpression of ANT1.
WT-, as well as ANT1tg-NRCM reacted to extracellular stimuli like KUAH (culture supernatant
generated from hypoxic cultured ANT1tg-NRCM) or rhHSP27. These experiments also exhibit a higher
sensitivity of ANT1tg-NRCM in comparison to WT-NRCM.

The HSP27 of KUAH induced an increase of the expression of HSP27 and CRYAB, as well as an
increased activation of HSP27 in ANT1tg-NRCM. Other indefinite components of KUAH further
induced an increase in activation of protective kinases like AKT and Erk1/2, again in ANT1tg-NRCM.
This study indicates that overexpression of ANT1 influences the activation and expression of
protective signaling components by secretion of proteins to the extracellular space of NRCM, as well
as by elevated sensitivity of NRCM to extracellular stimuli. This led to the question, how the higher

sensitivity to extracellular stimuli is realized. It is well established, that extracellular HSPs signal
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through Toll like receptors (TLR). For that reason we analyzed the expression and the function of the
most abundant TLRs of cardiomyocytes, TLR2 and TLR4 in ANT1tg-NRCM.

The completed experiments indicated that ANT1tg-NRCM exhibit a higher flexibility on presenting
their TLRs. Serum deprivation led to increased TLR2 expression in ANT1tg-NRCM, while hypoxia led
to increased TLR4 expression. WT-NRCM did not exhibit an adaptive expression of TLRs to stress
conditions. Inhibition of TLR-function with OxPAPC indicated that the increase in expression and
activation of small HSPs, AKT, and Erk1, which was induced in ANT1tg-NRCM by stimulation with
KUAH or rhHSP27, was mediated by TLR2 and/or TLR4. Furthermore, the inhibition of TLR2/4 led to a
drastic increase of caspase activation at serum deprivation and hypoxic stress in both cell types,
whereby the increase was higher in ANT1tg-NRCM. This emphasizes the anti-apoptotic function of
the TLR2 and TLR4 in NRCM and that this effect is dependent on the amount of expressed TLR2/4.

This work shows that ANT1 is a central component of the intracellular signaling, which is involved in
many cellular processes. ANT1 holds a special function as component of the anti-apoptotic signaling,
because it regulates this process at many different points. Our results show that overexpression of
ANT1 influences the intercellular communication of NRCM. This is due to: 1. Increased secretion of
signaling components to the culture supernatant, and 2. Changes in the receptor expression, which
leads to higher sensitivity of ANT1tg-NRCM to extracellular stimuli. Both mechanisms take part in
mediating an increase of activated protective processes in NRCM and result in protection against
stresses like serum deprivation or hypoxia. This shows the high potential of ANT1 in order to reduce

ischemic damages in the heart.
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13. ANHANG
Tabelle A1l: Komponenten des ANT1-Core-Interaktoms. Mitochondrial lokalisierte Proteine sind grau hinterlegt.
Uniprot-
Nummer Proteinbezeichnung Zugangs- Gen- Molelfular Lokalisation
symbol -gewicht
nummer
1 14-3-3 protein epsilon P62260  Ywhae 29 kDa Zytoplasma
2 14-3-3 protein eta P68511  Ywhah 28 kDa Zytoplasma
3 14-3-3 protein zeta/delta P63102  Ywhaz 28 kDa Zytoplasma
4 26S protease regulatory subunit4  P62193 Psmcl 49 kDa Zytoplasma
5 Zf\s protease regulatory subunit Q63569  Psmc3 49 kDa Zytoplasma
6 26S protease regulatory subunit 8  P62198 Psmc5 46 kDa Zytoplasma
7 265 proteasome non-ATPase Q4FZT9  Psmd2  100kDa  Plasmamembran
regulatory subunit 2
g  285ribosomalprotein 531, BOBN56 Mrps31  44kDa  Mitochondrium
mitochondrial
9 2-?xog Iutarthe CEEATETES, Q5X178 Ogdh 116 kDa Mitochondrium
mitochondrial
10 2—ox01§ovalerate .dehydrogfenase P11960 Bckdha 50 kDa Mitochondrium
subunit alpha, mitochondrial
11 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase 070351 Hsd17b1 27 kDa Mitochondrium
type-2 0
12 3—I.<etoacyl—(..‘oA thiolase, P13437 Acaa2 42 kDa Mitochondrium
mitochondrial
13 40S ribosomal protein S18 P62271 Rps18 18 kDa ZYtopIasma/
Ribosomen
Mitochondrium/
14 40S ribosomal protein S3 P62909 Rps3 27 kDa Zytoplasma/
Ribosomen
15 4-trimethylaminobutyraldehyde Qo3 Aldhgal 54 kDa Mitochondrium/
dehydrogenase Zytoplasma
16 60S acidic ribosomal protein PO P19945  Rplp0 34 kDa Zytoplasma/
Ribosomen
17 f};z Zos”hof ructokinase, muscle P47858  Pfkm 86 kDa Zytoplasma
18 Ab2-417 F1LMP2 Tf 107 kDa  Plasmamembran
Acad9 protein, Acyl-CoA Mitochondrium/
19 Dehydrogenase Family, Member 9 RS ECCT Sk Zellkern
g0  AcetyFCoAacetyltransferase, P17764  Acatl  45kDa  Mitochondrium
mitochondrial
21 Actin, alpha cardiac muscle 1 P68035 Actcl 42 kDa Zytoskelett
22 Actin, alpha skeletal muscle P68136 Actal 42 kDa Zytoskelett
23 Actin, cytoplasmic 1 P60711 Actb 42 kDa Zytoskelett
24 Acyl-CoA thioesterase 2 Q6IMX8  Acot2 50 kDa Mitochondrium
o5 AcylCoenzyme Adehydrogenase,  gyioup  pcadvi  71kDa  Mitochondrium

very long chain
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Uniprot- Gen- Molekular
Nummer Proteinbezeichnung Zugangs- . Lokalisation
symbol -gewicht
nummer
26 Adenylate kinase 3 Q6P2A5 Ak3 25 kDa Mitochondrium
27 ADP/ATP translocase 1 Q05962 Slc25a4 33 kDa Mitochondrium
28 ADP-ribosylation factor 4 P61751 Arfa 20 kDa Golgi Apparat
g9  Aldehyde dehydrogenase, P11884 Aldh2  56kDa  Mitochondrium
mitochondrial
30 Alpha-crystallin B chain P23928  Cryab  20kpa Mitochondrium/
Zytoplasma
31  Asportate aminotransferase, PO0S07  Got2  47kDa  Mitochondrium
mitochondrial
32 Aspartyl aminopeptidase Q4V8H5  Dnpep 53 kDa Zytoplasma
33 ATP synthase subunit alpha F1LPO5  Atp5al 60 kDa Mitochondrium
34  ATPsynthase subunitb, P19511 Atp5fl  29kDa  Mitochondrium
mitochondrial
35 ATPsynthase subunit beta, P10719 AtpSb  56kDa  Mitochondrium
mitochondrial
36 A7.—P synthas'e subunit d, P31399 Atp5h 19 kDa Mitochondrium
mitochondrial
37 A7.—P synthas'e subunit gamma, P35435  Atp5cl 30 kDa Mitochondrium
mitochondrial
38 AP Rl CeE AR U 2 Q704E8  Abcb7 83 kDa Mitochondrium

member 7, mitochondrial
39 Calsequestrin-2 P51868 Casq2 48 kDa SR
Carnitine O-palmitoyltransferase

40 . Q63704 Cptlb 88 kDa Mitochondrium
1, muscle isoform

41 Clathrin heavy chain 1 P11442 Cltc 192 kDa Plasmavesikel

42 coP9 flgnalosome complex Q68FS2 Cops4 46 kDa Zytoplasma
subunit 4

43 Oytochromeb-clcomplexsubunit  pooee) oo agkpa  Mitochondrium
2, mitochondrial

aq ~ Oytochromecoxidasesubunitd . 5000 covait 20kpa  Mitochondrium
isoform 1, mitochondrial

45~ CytochromecoxidasesubunitSA, 11,40 coxsa  16kpa  Mitochondrium
mitochondrial

16 Cytoplasmic dynein 1 heavy chain P38650 Dynclhl 532 kDa Zytoplasma/
1 Zytoskelett

47  Dihvdrolipoyl dehydrogenase, Q6P6R2  DId 54kDa  Mitochondrium
mitochondrial

48 Dihy d‘r opyrimidinase-related P47942 Dpysl2 62 kDa Zytoskelett
protein 2

49 EH-domain containing 4 Q8R3Z27 Ehd4 61 kDa ER

5o  CElectron transfer flavoprotein P13803  Etfa 35kDa  Mitochondrium

subunit alpha, mitochondrial
51 Elongation factor G, mitochondrial Q07803 Gfm1 83 kDa Mitochondrium
Elongation factor Tu,

= mitochondrial

P85834 Tufm 50 kDa Mitochondrium
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Uniprot-
Nummer Proteinbezeichnung Zugangs- Gen- Molelfular Lokalisation
symbol -gewicht
nummer
Eukaryotic translation initiation
53 factor 3, subunit 5 (Epsilon) DAAC36 Eif3f 38 kDa Zytoplasma
(Predicted), isoform CRA _a
54 Eukaryotic translation initiation Q6P3V8 Eifaal 46 kDa Zvtoplasma
factor 4A1 ytop
55 Glioblastoma amplified sequence Q5RK08 Gbas 33 kDa Mitochondrium
sg  Clvcogen phosphorylase, brain P53534  Pygb 96 kDa Zytoplasma
form
5;  Glvcogen phosphorylase, muscle  poq015  puem  97kDa Zytoplasma
form
Mitochondrium/
. . e Plasmamembran/
58 Guan/.ne nuclept/de—b/nq/ng P63245 Gnb2l1 35 kDa Zytoplasma/
protein subunit beta-2-like 1
Zellkern/
Zytoskelett
59 H"fat shock ,erotem 75 kba, Q5XHZO  Trapl 80 kDa Mitochondrium
mitochondrial
60 Heat shock protein beta-1 P42930 Hspb1l 23 kDa Zytoplasma
61  Heat shock protein HSP 90-beta  P34osg P00 goy . Mitochondrium/
1 Zytoplasma
62  Hexokinase-2 P27881  Hk2  103kpa |iochondrium/
Zytoplasma
g3  Isocitratedehydrogenase [NAD] — ncarv |4h3g 42kDa Mitochondrium
subunit beta, mitochondrial
gq  Isocitratedehydrogenase [NADPL,  poecsn  |4h)  s1kDa Mitochondrium
mitochondrial
65 Isoform 3 (.)f Dynam/.n—llke 120 kDa Q2TA68 Opal 116 kDa Mitochondrium
protein, mitochondrial
Isoform SERCA2A of
66 Sarcoplasmic/endoplasmic P11507  Atp2a2 110 kDa ER/SR
reticulum calcium ATPase 2
g7  Leucine-rich PPR motif-containing  noceen  |more  157kDa Mitochondrium
protein, mitochondrial
68 L-lactate dehydrogenase A chain P04642 Ldha 36 kDa Zytoplasma
69 L-lactate dehydrogenase B chain P42123 Ldhb 37 kDa Zytoplasma
70  Lonprotease homolog, Q92455 Lonpl  106kDa  Mitochondrium
mitochondrial
71 Long-chain-fatty-acid-CoA ligase 1 P18163  Acsll  78kDa M'tOCh‘E’;d”“m/
72 LRRGT00050 Q6TXE9 Eprs 167 kDa Zytoplasma
73 Methylcr? ton?yl-CoA cqrboxylase Q5XIT9 Mccc2 62 kDa Mitochondrium
beta chain, mitochondrial
74 MICOS complex subunit Mic60 Q3KR86 Immt 82 kDa Mitochondrium
Mitochondrial 2-
75 oxoglutarate/malate carrier P97700 Slc25a11 34 kDa Mitochondrium

protein
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Uniprot- Gen- Molekular
Nummer Proteinbezeichnung Zugangs- . Lokalisation
symbol -gewicht
nummer
Mitochondrial import inner
76 membrane translocase subunit 035094 Timm44 51 kDa Mitochondrium
TIM44
77 Z’JZZZ’I’tO;_’Od,r\I/IGZIZITz z;'glr:;:ep tor Q75Q41 Tomm22 15 kDa Mitochondrium
78 Monocarboxylate transporter 1 P53987 Slcl6al 53 kDa Plasmamembran
79 Myosin-6 P02563 Myh6 224 kDa Zytoskelett
80 Myosin-7 P02564 Myh7 223 kDa Zytoskelett
81 x;’ ZS’”'b’"d’”g protein C, cardiac-  peon1 Mybpc3 141 kDa Zytoskelett
NADH dehydrogenase
82 (Ubiquinone) Fe-S protein 3 D3Z2G43  Ndufs3 30 kDa Mitochondrium
(Predicted), isoform CRA c
NADH dehydrogenase

83 [ubiquinone] 1 alpha subcomplex Q561S0 NdufalO 40 kDa Mitochondrium
subunit 10, mitochondrial
NADH-ubiquinone oxidoreductase

84 75 kDa subunit, mitochondrial Q66HF1  Ndufsl 79 kDa Mitochondrium
Nicotinamide nucleotide . .

85 Q5BJZ3 Nnt 114 kDa Mitochondrium
transhydrogenase

86 Paraplegin Q771147 Spg7 82 kDa Mitochondrium

g7 Fitrilysin metallepetidase 1 D3ZUF9  Pitrml  113kDa  Mitochondrium
(Predicted)

88 Probable saccharopine Q6AY30  Sccpdh 47 kDa unbekannt
dehydrogenase
Proteasome (Prosome, macropain)

89 265 subunit, non-ATPase, 14 FILMW6 Psmdl4 33 kDa Zytoplasma
Proteasome (Prosome, macropain)

90 265 subunit, non-ATPase, 3 Q5U257 Psmd3 61 kDa Zytoplasma

91 AT Al ARG R, FILN92  Afg3l2 89 kDa Mitochondrium
ATPase 2

92 groteln Ldb3, LIM Domain Binding Q5XIG1 Ldb3 31 kDa Zytoplasma

93 Protein Npepps, Aminopeptidase FIMOV7 Npepps 103 kDa extrazellulare

Puromycin Sensitive Matrix
Protein Slc25a13, Solute Carrier

94 Family 25 (Aspartate/Glutamate F1LZW6 Slc25al13 74 kDa Mitochondrium
Carrier), Member 13

g5 ProteinVwa8 Willebrand Factor A 37 \\c \\ag  214kDa  Mitochondrium
Domain Containing 8

Pyruvate dehydrogenase E1

96 . P26284 Pdhal 43 kDa Mitochondrium
component subunit alpha

g7  FPyruvate dehydrogenase E1 P49432 Pdhb  39kDa  Mitochondrium
component subunit beta

98 EZZJGD P dissociation inhibitor P50399  Gdi2 51 kDa Golgi Apparat

99 Ras-related protein Rab-11B 035509 Rabllb 24 kDa Endosomen
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Uniprot-
Nummer Proteinbezeichnung Zug:ngs- Gen- Molelfular Lokalisation
symbol -gewicht
nummer
100 Ras-related protein Rab-14 P61107 Rabl14 24 kDa Golgi Apparat
101 Ras-related protein Rab-18 Q5EB77 Rab18 23 kDa Golgi Apparat
102 Ras-related protein Rab-1A Q6NYB7 Rabl 15 kDa Golgi Apparat
103 Ras-related protein Rab-2A F1LP82 Rab2a 24 kDa Golgi Apparat
104 Ryanodine receptor 2 F1LRZ1 Ryr2 563 kDa SR
105 sle25a3 prote/nf IR Q6IRH6  Slc25a3 40 kDa Mitochondrium
phosphate carrier
Succinate dehydrogenase
106 [ubiquinone] flavoprotein subunit, Q92012 Sdha 72 kDa Mitochondrium
mitochondrial
107 Succinyl-CoA ligase subunit beta F1LM47 Sucla2 50 kDa MTEEREnE V)
xosomen
108 T-complex protein 1 subunit alpha  P28480 Tepl 60 kDa Zytoskelett
109 [ complexprotein 1 subunit Q6P502  Cct3 61 kDa Zytoplasma
gamma
. . Mitochondrium
110  [hioesterase superfamily member o) ng3 o1z 15 kDa Zellkern/ /
2 (Predicted)
Exosomen
Mitochondrium/
111 Tissue-type transglutaminase Q9WVIJ6  Tgm2 77 kDa Zytoplasma/
Exosomen
112 Tubulin alpha-1B chain Q6P9V9  Tubalb 50 kDa Zytoskelett
113 Tubulin beta-2C chain Q6P9T8  Tubb2c 50 kDa Zytoskelett
114 Tubulin beta-5 chain P69897 Tubb5 50 kDa Zytoskelett
115 ~ Voltage-dependent anion-selective g1 155 \gacp  32kpa Mitochondrium

channel protein 2
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404
B Abb. Al: Anderung der Menge

— 3 der an das ANT1-Interaktom
l gebundenen Untereinheiten
hk der Atmungskettenkomplexe |
- Ry und V. WT-NRCM wurden 24
l PR l Stunden  normoxisch  oder
i I hypoxisch  in  Vollmedium
kultiviert, anschliefend Ge-
samtzellextrakte generiert und
diese mittels IP/MS analysiert.
104 Dargestellt ist die normalisierte
Spektrenanzahl der  ANT1
interagierenden  Untereinhei-
NN NN NN ten aus (A) Komplex V [F1/FO
Ndufs1 Ndufs3 Ndufs2 Ndufs7 Ndufse Ndufvi  ATP Synthase, ATP Synthase]
501 und (B) Komplex | [NADH
Dehydrogenase] in % der
I normalisierten Spektren von
40 l ANT1. Einige Komplex-
untereinheiten binden sowohl
unter normoxischen, als auch
unter hypoxischen Be-
T x=x T dingungen, andere |6sen sich
unter Hypoxie ab, wieder
andere binden erst unter
. Hypoxie an das  ANT1-
Interaktom.
NN= nicht nachweisbar;
*n<0,05;**p<0,01; ***p<0,001
. . . NN NN NN zwischen den beiden verbun-
Ndufa13 Ndufal0 Ndufa9 Ndufa4 Ndufab Ndufai2 denen Bedingungen; n=8-9.
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Abb. A2: Anderung der Menge des an das ANT1-Interaktom gebundenen OPA1-Proteins. WT- und ANT1tg-NRCM wurden
24 Stunden normoxisch oder hypoxisch in Vollmedium kultiviert, anschlieRend Gesamtzellextrakte generiert und diese
mittels IP/MS analysiert. OPA1 ist bei ANT1-OE weder wunter normoxischen noch unter hypoxischen
Kultivierungsbedingungen im ANT1-Interaktom nachweisbar. Dargestellt ist die normalisierte Spektrenanzahl von OPA1 (A)
in % der normalisierten Spektren von ANT1. NN= nicht nachweisbar; *** p<0,001 zwischen den beiden verbundenen
Bedingungen; n=9.



