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Zitat

Zwei Dinge sind zu unserer Arbeit notig: Unermiidliche Ausdauer

und die Bereitschaft, etwas, in das man viel Zeit und Arbeit gesteckt hat, wieder wegzuwerfen.

(Albert Einstein)
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Zusammenfassung / Summary

ZUSAMMENFASSUNG

Molekulare _Mechanismen _des kardialen Remodelings: Verbindung zwischen

Epigenetik und Energetik?

In der vorliegenden Arbeit sollten zum einen die Rolle von Histonmodifikationen und Histon
modifizierenden Enzymen bei der Reaktivierung des fetalen Genprogramms wiahrend der
Ausbildung der Herzinsuffizienz untersucht werden. Zum anderen sollte ein moglicher
Zusammenhang zwischen Energetik und Epigenetik an Hand der a-Ketoglutarat Dehydrogenase
(aKGDH), welche einen wichtigen Cofaktor (a-Ketoglutarat) fiir die JmjdC-containing
Histondemethylasen liefert, untersucht werden. Ferner sollte die Bedeutung dieses Enzyms fiir die
Entwicklung von oxidativem Stress erforscht werden. Durch vorausgegangene Versuche sowohl an
humanem Herzgewebe, als auch im Mausmodell des ,,Working Heart* konnte gezeigt werden, dass
es in insuffizienten Herzen bzw. nach erhohter himodynamischer Druckbelastung im Mausherz zu
einem nukledren Export der Histondeacetylase 4 (HDAC4) kommt. Dies fiihrte zur Demethylierung
von H3K9 und zu einem Bindungsverlust von HP1 — beides repressive Markierungen — im
Promotorbereich der beiden Markergene ANP und BNP, was in einer erhdhten Expression dieser
Gene resultierte. Fiir die Demethylierung von H3K9 wurde mittels primérer und stabiler Zellkultur
ein Modell entwickelt, bei dem die Histonmethyltransferase SUV39H1 durch HDAC4 an die
entsprechenden Promotoren rekrutiert wird und diese durch Methylierung von H3K9 in einem
inaktiven Zustand hilt. Durch den Export von HDAC4 kommt es zur Dissoziation dieses repressiven
Komplexes, so dass nun keine aktive Methylierung mehr stattfindet und gleichzeitig die beiden
Histondemethylasen JMJD1A und JMJD2A an H3K9 angreifen und den repressiven Zustand
autheben konnen. Da eine erhohte Expression von JMJD1A und JMJD2A nur in insuffizienten
Herzen, nicht aber im Mausmodell nachgewiesen werden konnte, lag eine Vermutung darin, dass es
durch eine Blockierung des Citratzyklusenzyms o KGDH zur Akkumulation seines Substrates o.-
Ketoglutarat (aKG) kommt, welches seinerseits Cofaktor fiir die JMJD-Demethylasen ist und
moglicherweise deren Aktivitdt erhoht. In einem Mausmodell mit Tieren, die eine heterozygote
Deletion der zweiten Untereinheit dieses Enzyms besitzen (DLST Maiuse) konnte allerdings ein
direkter Einfluss der aKGDH auf die Histonmethylierung und die Expression fetaler Gene im
Modell des Working Hearts nicht bewiesen werden. Allerdings zeigte sich — sowohl in Versuchen
an isolierten Mitochondrien von C57BL/6 Méusen und DLST Maiusen, als auch in isolierten Zellen
von DLST Maiusen — dass dieses Enzym eine essenzielle Rolle bei der Entgiftung der
mitochondrialen Sauerstoffradikale besitzt. Dabei wird das von der ac KGDH gebildete NADH fast

ausschlielich zur Regeneration von NADPH, einem wichtigen Cofaktor fiir Enzyme der
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antioxidativen Kapazitit, verwendet. Dieser Vorgang ist scheinbar direkt mit dem Vorhandensein
einer funktionalen, in der inneren mitochondrialen Membran verankerten Nicotinamid Nukleotid
Transhydrogenase (NNT) verbunden, welche die Umsetzung von NADH und NADP" zu NADPH
und NAD" katalysiert und damit eine essenzielle Rolle bei der Entgiftung von ROS und der

Progression der Herzinsuffizienz besitzt.

SUMMARY

Molecular mechanisms of cardiac remodeling: link from energetics to epigenetics?

The main topics of this thesis were on one hand to investigate the role of histone modifications and
histone modifying enzymes in reactivation of the fetal gene program during progression of heart
failure and on the other hand to elucidate a possible connection between epigenetics and cellular
energy demand in form of the enzyme a-ketoglutarate dehydrogenase (a KGDH) which provides an
important cofactor (a-ketoglutarate) to the Jmjc-containing histonedemethylases. In addition, this
enzyme’s contribution to generating or diminishing oxidative stress should be analyzed. In previous
studies from human tissue and in a mouse model of working heart, we showed stable nuclear export
of the histone deacetylase 4 (HDAC4) in failing hearts or after elevated hemodynamic workload in
mouse hearts. This led to demethylation of H3K9 as well as loss of HP1 binding — both repressive
marks — in the promoter region of the marker genes ANP and BNP resulting in increased expression
of these genes. The mechanism of demethylation was investigated in primary and stable cell culture
and I propose a mechanism that involves recruitment of the histone Methyltransferase SUV39H]1 at
distinct promoter regions by complexing with HDAC4 and HP1 to highly methylate H3K9 resulting
in a repressive state of the respect gene. HDAC4 export then leads to dissociation of the repressive
complex, so H3K9 methylation is abolished and H3K9 demethylation can be performed by histone
demethylases JIMJD1A and JMJD2A. Due to the fact that these enzymes are upregulated in failing
hearts but not in the working heart model I investigated a possible mechanism where JMJD activity
is increased by their cofactor a-ketogluterate which may accumulate due to a block of the Kreb’s
cycle enzyme oKGDH. I observed no correlation between oKGDH activity and histone
demethylation as well as Anp/Bnp reactivation in a working heart model with mice that have a
heterozygous deletion of the second subunit of aKGDH (DLST mice). However, experiments on
isolated heart mitochondria of C57BL/6 mice and DLST mice as well as experiments on isolated
cardiac myocytes of DLST mice showed that aKGDH is an essential enzyme in detoxification of

mitochondrial reactive oxygen species (ROS) by regulating antioxidative capacity. I think that the
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oKGDH derived NADH mainly regenerates NADPH — an important cofactor for the enzymes of the
antioxidativen capacity — instead of fueling the respiratory chain to support energy demand. In
addition, this seems to be directly connected to the presence of functional nicotinamide nucleotide
transhydrogenase (NNT) which is located in the inner mitochondrial membrane catalyzing the
reaction of NADH and NADP' to NADPH and NAD" and therefore playing an essential role in

eliminating ROS and preventing progression of heart failure.
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Einleitung Herzinsuffizienz

I. EINLEITUNG

1. Herzinsuffizienz

Laut den Leitlinien der ESC (European Society of Cardiology) von 2012 definiert sich die
Herzinsuffizienz als ,,Anomalie der Herzstruktur oder -funktion, die dazu fiihrt, dass das Herz nicht
mehr in der Lage ist eine angemessene Menge Sauerstoff an die entsprechenden Gewebe zu liefern*
[57]. Patienten zeigen dabei oft typische Symptome wie Atemnot oder Midigkeit, die allerdings
relativ unspezifisch sind, so dass die Diagnose durch weitere Parameter ergénzt werden muss [57].
Die Inzidenz einer Herzinsuffizienz bei Erwachsenen liegt in Industrieldndern bei etwa 1 — 2 % mit
einer Pravalenz von mehr als 10 % bei Menschen iiber 70 Jahren. Je nach Ursache und Auspriagung
des jeweiligen Krankheitsbildes muss eine entsprechende Therapie eingeleitet werden bis hin zu
operativen Eingriffen [57].

Bei liber 75 % der Patienten ist die Herzinsuffizienz eine direkte Folge einer — unter Umstédnden
schon seit Jahren bestehenden — arteriellen Hypertonie, welche zu Hypertrophie und letztendlich
Dilatation des linken Ventrikels fiithrt [33]. Die damit einhergehenden Umbauprozesse sollen

nachfolgend néher erlautert werden.

2. Kardiales Remodeling

2.1 Strukturelle Verinderungen

Wie oben erwdhnt kommt es durch eine dauerhafte Druckbelastung des Herzens (mechanisch oder
neurohumoral) zundchst zu einer Verdickung des linken Ventrikels und des Septums (Hypertrophie).
In dieser Phase vergroBern sich die Durchmesser der einzelnen Kardiomyozyten durch die
Einlagerung weiterer Sarkomere parallel zu den bereits vorhandenen Einheiten. Des Weiteren kann
bereits jetzt eine beginnende interstitielle Fibrose beobachtet werden [87]. Hilt die Belastung an,
gehen die Myozyten auf Grund =zelluldrer Signale von einem ,Breitenwachstum® in ein
,Langenwachstum* {iber, welches durch den Einbau von Sarkomeren in Serie gekennzeichnet ist.
Begleitet wird dieser Prozess von einem vermehrt auftretenden Zellverlust durch Apoptose und
Nekrose sowie einer fortschreitenden Fibrose, was letztendlich zur Dilatation des linken Ventrikels

und somit zur Herzinsuffizienz fiihrt [32, 88] (s. auch Abb. 1).
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Abb. 1: Progression der Herzinsuffizienz (verdndert nach [26, 32])

2.2 Molekulare Mechanismen

Die intrazelluliren Signalwege, die den oben genannten Umbauprozessen zu Grunde liegen sind
duBerst komplex, beeinflussen sich z.T. gegenseitig und sind bis heute nicht vollstindig aufgeklart.
Dennoch konnte bereits recht frith von mehreren Gruppen in humanem Gewebe eine Erhohung der
Genexpression des natriuretischen Peptides ANP nachgewiesen werden, welches auch mit der
klinische Schwere der Krankheit korreliert [20, 74]. Weitere Untersuchungen zeigten im Laufe der
Zeit, dass es bei der Ausprdagung der Herzinsuffizienz zu der sogenannten Reaktivierung des fetalen
Genprogramms als prohypertrophe Antwort kommt, bei dem neben ANP auch das zweite
natriuretische Peptid BNP reexprimiert wird [37]. Als weitere Indikatoren einer sich entwickelnden
Herzinsuffizienz wurden der Ubergang der schweren Myosinketten von der schnellen alpha- (mehr
Kraftentwicklung) in die langsamere beta-Form (weniger Kraftentwicklung) und eine erniedrigte
Expression der sarkoplasmatischen Retikulum Ca®” ATPase (SERCA) identifiziert [1, 60, 61].
Sowohl bei der Reaktivierung fetaler Gene, als auch bei anderen molekularen Verdnderungen
wiéhrend der Auspridgung der Herzinsuffizienz scheinen epigenetische Prozesse maf3geblich beteiligt
zu sein, welche in Abschnitt 3 ndher zusammengefasst sind. Da es sich beim Herzen um einen
permanent arbeitenden Muskel handelt, kommt neben den (epi)genetischen Prozessen auch dem
Energiehaushalt und der damit eng verbundenen Regulierung von mitochondrialem oxidativen

Stress eine wichtige Rolle zu. Ein Uberblick dazu ist in Abschnitt 4 zusammengefasst.
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3. Epigenetik der Herzinsuffizienz

Die Epigenetik beschiftigt sich urspriinglich mit erblichen Verdnderungen der Regulation der
Genexpression, die allerdings nicht auf die Verdnderung der DNA-Sequenz zuriickzufiihren sind
(Epi = iiber, neben;[89]). Zu den Hauptmechanismen der epigenetischen Genregulation gehdren die
immer grofler werdende Gruppe von regulatorischen, nichtkodierenden RNAs [25], die
sequenzspezifische DNA-Methylierung [30] und die Bindung und Organisation von Nukleosomen

sowie deren Verdnderung an einzelnen Histonen [71].

3.1 Non-coding RNAs

Der Ursprung dieser Art der Genregulation liegt in Versuchen an Pflanzen und dem Fadenwurm
C. elegans, bei denen durch Einfiihrung einer kiinstlichen doppelstrangigen RNA gezielt ein Gen
bzw. dessen Auspriagung ausgeschaltet werden konnte und dies auch an die Nachkommen vererbt
wurde [22, 63]. Im weiteren Verlauf wurde festgestellt, dass in C. elegans solche kleinen RNAs
auch endogen, also im zelleigenen Genom selbst codiert sind und dass diese jetzt MicroRNAs
(miRNAs) genannten Molekiile auch in hoheren Organismen vorkommen [42, 44]. So iiberrascht es
nicht, dass sie auch bei der Entstehung der Herzinsuffizienz beteiligt sind. Als Beispiel sei hier
miRNA-199b angefiihrt, deren Expression in kranken Herzen erhdht ist. Inhibierung dieser miRNA
im Tiermodell fiihrte zur Protektion der Tiere fiir die Ausbildung einer Hypertrophie und konnte
diese sogar riickgidngig machen [13]. Neuere Untersuchungen identifizierten eine weitere Klasse
regulatorischer RNAs: long non-coding RNAs (IncRNAs), welche ebenso wie die miRNAs bei der
Entwicklungen einer kardialen Hypertrophie beteiligt sein konnen [86]. Aufgrund der hohen
Target-Variabilitdt v.a. der miRNAs (eine miRNA hat viele Zielgene) muss sich ihre therapeutische

Funktionalitét allerdings noch bestdtigen.

3.2 DNA-Methylierung

Die Methylierung der DNA erfolgt fast ausschlieBlich an Cytosinresten, die sich in der
Sequenzabfolge 5°-CpG-3° befinden. Diese CpGs verteilen sich dabei relativ inhomogen iiber das
Genom und kommen in sog. CpG-Inseln gehduft vor. CpG-Inseln wiederum befinden sich meistens
in Promotorndhe von Genen, so dass der Methylierungsgrad der DNA (hohe Methylierung
= inaktives Gen, niedrige Methylierung = aktives Gen) iliber die Expression des entsprechenden
Gens entscheidet [58, 77]. Bei der Ausbildung der Herzinsuffizienz scheint aber weniger die

DNA-Methylierung an sich, als die Interaktion mit Methylierung erkennenden Enzymen wie
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MeCP2 eine Rolle zu spielen. So konnte die Gruppe von Lutz Hein zeigen, dass eine Repression von

MeCP2 im Mausmodell zur Protektion vor einer kardialen Hypertrophie fiihrt [53].

3.3 Histone und Histonmodifikationen

Bereits relativ frith konnte durch elektronenmikroskopische Aufnahmen und Rontgen-Diffraktions-
Analysen von DNA gezeigt werden, dass diese nicht als nackter Faden im Nukleus vorliegt, sondern
um die sog. Nukleosome gewickelt ist [38]. Das Nukleosom ist der Ausgangspunkt zur Verpackung
der DNA und damit zur Bildung von hoheren Chromatinstrukturen. Der so genannte Kernkomplex
enthélt je zwei Histone H2A, H2B, H3 und H4 und die DNA windet sich mit etwa 146 Basenpaaren
1,7-mal um das daraus entstehenden Oktamer. Die Nukleosomen sind dhnlich einer Perlenschnur
entlang der DNA aufgereiht, zwischen ihnen befindet sich die so genannte Linker-DNA.
Untereinander sind die Nukleosomen durch ein weiteres Histonmolekiil, das Histon H1, verbunden

(Abb. 2) [49].

\ Histonarme

Kernhistone

DNA

Abb. 2: Schematische Darstellung der DNA-Nukleosom-Interaktion und der Faltung der
DNA in Chromatin (verdndert nach [21, 24])
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Erste Analysen der Nukleosomen in vitro zeigten, dass sie durch die Packung der DNA in
Chromatin sowohl die Initiierung, als auch die Elongation der Transkription verhindern und somit
die Expression von Genen beeinflussen [29, 36]. Da es in vivo nicht immer sinnvoll ist, durch die
Bindung von Nukleosomen ein Gen stidndig in einem inaktiven Zustand zu halten, gibt es mehrere
Moglichkeiten, wie die DNA zuginglich gemacht wird. Ein wichtiger Angriffspunkt, um die mit
Nukleosomen besetzte DNA fiir Proteine und Enzyme zuginglich zu machen sind Modifikationen
der Histone. Die basischen Aminosduren in den Armen sind Ankerpunkte fiir diverse
Modifikationen, wobei die wichtigsten Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung und
Ubiquitinierung sind (Abb. 3).

A (A Acetylierung
® M| Methylierung
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g
® iy ® AUbiquitinierung
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Abb. 3: Ubersicht iiber die am hiufigsten vorkommenden Modifikationen der Histonarme. Die Buchstaben
entsprechen den Aminosduren Lysin (K), Arginin (R), Threonin (T) und Serin (S), die Zahlen geben die
entsprechende Position innerhalb des Proteins an (verdndert nach [24]).

Je nach Art der Modifikation kommt es dabei entweder zur Lockerung (Euchromatin = aktive Gene)
oder einer Verdichtung (Heterochromatin = inaktive Gene) des Chromatins. Wihrend
Phosphorylierung und Ubiquitinierung eher Einfluss auf strukturelle Eigenschaften der
Nukleosomen selbst haben, stehen die beiden anderen Modifikation in direktem Zusammenhang mit
der Expression von Genen. So fiihrt eine Acetylierung der Histone i. A. zur Entwindung der DNA
von den Nukleosomen, so dass diese fiir Transkriptionsfaktoren und RNA Polymerase besser
zugdnglich ist und das entsprechende Gen abgelesen werden kann [23, 43]. Im Falle der
Histonmethylierung bestimmt die Anzahl und Position der entsprechenden Modifikation, ob ein
positiver oder negativer Einfluss auf ein zugehoriges Gen ausgeiibt wird. Eine genomweite
Kartierung ergab dabei, dass z.B. die Monomethylierung von Histon 3 an den Lysinresten 9 und 27

5
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(kurz: H3K9 bzw. H3K27) sowie die Methylierung von H3K4 mit aktiven Genen verbunden ist,
wohingegen eine Di- oder Trimethylierung von H3K9 und H3K27 in Bereichen mit inaktiven Genen
gefunden wurde [9]. Des Weiteren bildet die Trimethylierung an H3K9 eine Modifikation, die von
dem Repressorprotein Heterochromatin Protein 1 (HP1) erkannt wird, so dass durch dessen Bindung
der heterochromatische Zustand weiter gefestigt wird [8]. Die Enzyme, welche das Anbringen der
Modifikationen katalysieren, werden entsprechend ihrer Funktion als Histonacetyltransferasen
(Acetylierung) bzw. -deacetylasen (Deacetylierung) und Histonmethyltransferasen (Methylierung)

und -demethylasen (Demethylierung) bezeichnet.

3.4 Histonmodifizierende Enzyme

Histonacetyltransferasen (HATs) wurden urspriinglich als Coaktivatoren bei der transkriptionellen
Genregulation identifiziert. Erst spater wurde klar, dass diese Aktivierung durch eine intrinsische
Acetylierungsaktivitdt bedingt ist [51]. Entsprechendes gilt auch fiir die Histondeacetylasen
(HDAC:S), welche aufgrund ihrer Deacetylierungsaktivitdt zunédchst als Corepressoren identifiziert
wurden. Aufgrund ihres strukturellen Aufbaus, ihrer Funktionsweise und z. T. ihrer Lokalisation
konnen HDACs in mehrere Familien aufgeteilt werden: Klasse 1, Klasse II und Klasse IV HDACs
(Metallionen als Cofaktor; Abb. 4) und Klasse III HDACs (Sirtuine; NAD" abhingig) [31].
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Abb. 4: Aufbau und Lokalisation metallionenabhingiger Histondeacetylasen (HDAC).
Pink: Deacetylasedomdne; Violett:  Kernlokalisierungsdomine; MEF2: Mef2
Bindedoméne; S: Serin Bindemotiv; SE14: Serin-Glutamat Tetradecapeptid; ZnF:
Zinc-Finger Motiv. Verédndert nach [31]

Interessanterweise besitzen alle Klasse Ila HDACs eine Bindedoméne fiir den Transkriptionsfaktor
Myocyte Enhancing Factor 2 (Mef2), wodurch ihnen eine spezielle Rolle in Kardiomyozyten
zukommt (s. Abschnitt 5).

Wie in Abbildung 3 zu sehen ist, tritt — im Gegensatz zur Acetylierung — die Histonmethylierung nicht
nur an Lysinresten, sondern auch Argininresten auf. Zusitzlich konnen diese Reste mono-, di-
(Arginin) und trimethyliert (Lysin) vorliegen (s.o0.). Bis ins Jahr 2004 wurde die Methylierung von
Histonen als irreversible Modifikation angesehen, doch durch die Entdeckung der H3K4 spezifischen
Histondemethylase LSD1 (Lysine specific demethylase 1) wurde klar, dass auch die
Histonmethylierung ein dynamischer Prozess ist [75]. Etwa zwei Jahre spdter wurde dann die erste
Histondemethylase der Gruppe der JmjC (Jumonji C) domain-containing demethylases (kurz Jmjd)
beschrieben [83]. Weitere Demethylasen folgten, die aufgrund ihrer relativ hohen Spezifitit fiir einen
bestimmten Lysinrest entsprechend als Aktivatoren (z.B. Demethylierung von H3K9) oder
Repressoren (z.B. Demethylierung von H3K4) fungieren (vgl. Abbildung 3). Auf die H3K9
spezifischen Histonmethyltransferase Suv39H1 und -demethylasen Jmjd1 und 2 wird im Abschnitt 5
ndher eingegangen. Die meisten der histonmodifizierenden Enzyme sind abhingig von Cofaktoren,
unter anderem auch von Zwischen- oder Nebenprodukten des Citratzyklus [34, 62], welcher innerhalb

der Mitochondrien der Zellen ablauft.
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4. Mitochondriale Energetik und oxidativer Stress

4.1 Mitochondrien — Energielieferanten der Zelle

Die Mitochondrien sind Zellorganellen, die von einer doppelten Zellmembran umgeben sind und in
elektronenmikroskopischen Aufnahmen meistens eine runde bis ovale Form zeigen. Der
mitochondriale Innenraum wird als Matrix bezeichnet und ist durch lamellenartige Einstiilpungen,

den Cristae, durchsetzt (Abb. 5) [68].

innere Membran

Intermembranraum

aullere Membran

Matrix Cristae

Abb. 5: Schematische Darstellung eines Mitochondriums mit innerer und &uferer
Membran sowie den charakteristischen Einstiilpungen der inneren Membran (Cristae)

Eine Hauptaufgabe der Mitochondrien ist die Gewinnung von Energie aus der Oxidation von
Redoxidquivalenten (NADH, FADH,), die Elektronen an die sog. Atmungskette — ein
Multienzymkomplex in der inneren mitochondrialen Membran — abgeben kénnen. Uber einen
mehrstufigen Prozess werden die Elektronen iiber die einzelnen Komplexe der Atmungskette
letztendlich auf Sauerstoff unter Bildung von Wasser iibertragen (mitochondriale Atmung). Die
durch diesen Vorgang frei werdende Energie dient dem Export von Protonen in den
Intermembranraum, so dass eine protonenmotorische Kraft entsteht, die letztlich zur Umwandlung

von ADP in ATP durch die F,Fo-ATPase genutzt wird (= oxidative Phosphorylierung; Abb. 6) [64].
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Intermembranraum

innere

Membran - Aly

Matrix

NADH NAD+

Abb. 6: Schematische Darstellung der oxidativen Phosphorylierung. ¢ Elektronen, H':
Protonen, Apy: protonenmotorische Kraft, O, Superoxid (s.u.). Verdandert nach [64]

Die fiir die mitochondriale Atmung und damit die Energiegewinnung der Zelle bendtigten

Redoxédquivalente NADH und FADH, stammen dabei iiberwiegend aus dem Citratzyklus.

4.2 Citratzyklus und antioxidative Kapazitat

Die Entdeckung des Citratzyklus geht auf den deutschen Wissenschaftler Hans Adolf Krebs zuriick,
der 1937 Citrat als zentralen Stoff wihrend des metabolischen Abbaus identifizierte und fiir seine
Aufklarung 1953 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet wurde [40]. Ausgangspunkt ist die
Kombination von Oxalacetat und dem aus diversen Abbaureaktionen stammende Acetylrest
Acetyl-CoA zum Citrat. Diese wird in mehreren Reaktionen wieder zu Oxalacetat unter Abspaltung

von CO, umgewandelt und der Kreislauf kann von vorne beginnen (Abb. 7).
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Acetyl-CoA CoA-SH @) citratsynthase

>_®< (@ Aconitase
Oxalacetat Citrat @ Isocitrat Dehydrogenase

@ @ a-Ketoglutarat Dehydrogenase
NADH @ Succinyl-CoA-Synthetase
@ Succinat Dehydrogenase
Malat i

NAD* Isocitrat @ Fumarase
NAD* Malat Dehydrogenase

H,0
Fumarat FADHZ o.-Ketoglutarat
NAD* CoA-SH

NADH

GDP + P,
Succmat Succinyl-CoA
CoA SH

Abb. 7: Schematische Darstellung des Citratzyklus und der an den einzelnen Reaktionen beteiligten Enzyme.

Wie bereits in Abbildung 6 gezeigt, gibt es innerhalb der Atmungskette fiir die Elektronen die
Moglichkeit diese an Komplex I und III frithzeitig zu verlassen und irreguldr auf Sauerstoff unter
Bildung des Superoxid Radikals (¢O;") iiberzuspringen. Dies geschieht v.a. dann, wenn sich die
Atmungskette in einem hoch reduziertem Zustand befindet, also bei hoher Elektronendichte
innerhalb der Atmungskette und gleichzeitig hoher Protonendichte im Intermembranraum auf Grund
fehlender ADP-Umsetzung (sog. State 4 Atmung) [39]. Dies bedeutet gleichzeitig, dass der
Citratzyklus durch die Lieferung von NADH und FADH, an die Atmungskette an der Entstehung
von ROS indirekt beteiligt ist. Somit ist eine Regulierung des Fluxes zwingend erforderlich und u.a.
von Ca’" abhingig (s.u.), als auch an die Entstehung von ROS gekoppelt. So fithrt oxidativer Stress
z.B. zu einer relativ schnellen, aber auch reversiblen Inaktivierung der Aconitase [11].

Das an der Atmungskette entstehende Superoxidradikal ist Ausgangspunkt zur Bildung weiterer
ROS wie H,0, oder des Hydroxylradikals (*OH), welche auf Grund ihrer hohen Reaktivitdt Schiaden
in diversen Makromolekiilen verursachen konnen [76]. Dementsprechend kommt nicht nur der
Regulation der Entstehung von ROS, sondern auch deren Entgiftung — der sog. antioxidativen
Kapazitit — bereits direkt im Mitochondrium eine wichtige Rolle zu.

Das an der Atmungskette gebildete Superoxid wird dabei durch die manganabhidngige Superoxid

Dismutase zundchst zu H,O, umgewandelt. Dieses wiederum wird innerhalb der Mitochondrien
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durch die Enzyme Peroxiredoxin und Glutathion Peroxidase durch die Oxidation von Thioredoxin
und Glutathion zu Wasser weiterverarbeitet. Die Regeneration von oxidiertem Glutathion und
Thioredoxin erfolgt dann liber die NADPH-abhidngigen Enzyme Thioredoxin Reduktase und
Glutathion Reduktase, wobei das dafiir benotigte NADPH wiederum durch Enzyme des Citratzyklus
regeneriert wird (Abb. 8) [3, 91].

Mn-SOD: Mn?*-abhingige Superoxid Dismutase
HZO NADPH GPX: Glutathion Peroxidase

GSH PRX: Peroxiredoxin
GR: Glutathion Reduktase
GSSG TR: Thioredoxin Reduktase
TRX; MEP: NADP-abhangige Malat Dehydrogenase
TRX, IDP,,,: NADP-abhangige Isocitrat Dehydrogenase
GSH/GSSG: reduziertes/oxidiertes Glutathion

H 20 5 NADP+ TRX,/TRX,: reduziertes/oxidiertes Thioredoxin

M ‘O, «——  Atmungskette

Abb. 8: Schematische Darstellung der mitochondrialen antioxidativen Kapazitdt. Veréndert nach [64].

Neben den beiden NADP-abhidngigen Enzymen aus dem Citratzyklus sorgt noch ein weiteres
Enzym fiir die Regeneration von NADPH: die Nicotinamid Nukleotid Transhydrogenase, kurz Nnt.
Dieses Enzym ist in der inneren mitochondrialen Membran lokalisiert und katalysiert die Reaktion
von NADH — ebenfalls aus dem Citratzyklus stammend — und NADP" zu NADPH und NAD" unter
Verbrauch der protonenmotorischen Kraft [72]. Eine Deletion der Exone 6 — 12 und damit dem
Funktionsverlust dieses Enzyms wurde in dem Mausstamm C57BL/6J nachgewiesen und fiihrte
zundchst zu einer verminderten Glukosetoleranz [81]. Da die Nnt grundsétzlich fiir die Regeneration
der antioxidativen Kapazitit verantwortlich ist, wiirde man in dieser Mauslinie unter pathologischem
Stress einen erhdhten oxidativen Stress erwarten. Entgegen dieser Hypothese konnten wir in einer
fritheren Studie zeigen, dass in dieser Situation — also bei pathologisch erhohter Nachlast des
Herzens — die Nnt den hohen Energieverbrauch an der Atmungskette zu kompensieren versucht und
von einem Vorwértsmodus in einen Riickwértsmodus wechselt. Dieser reverse Modus der Nnt hat
zur Folge, dass das fiir die antioxidative Kapazitdt wichtige NADPH wieder unter Bildung von
NADH — welches dann zur ATP Produktion an der Atmungskette zur Verfiigung steht — verbraucht
wird und somit nicht mehr zur Eliminierung der ROS bereitsteht. In den C57BL/6J-Méusen ohne

funktionell aktive Nnt bleibt das NADPH unangetastet und somit die antioxidative Kapazitit
11
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erhalten [65]. Dies zeigt zum einen, dass die Modulation von NADH und NADPH Redoxstatus
elementar fiir die Bildung und Entgiftung von ROS ist und zum anderen, dass der Citratzyklus und
seine Interaktion mit der Nnt ein wichtiger Mediator zwischen dem Bedarf an Energie einerseits und

der Regeneration der antioxidativen Kapazitdt andererseits darstellt (Abb. 9).

Reaktive
Sauerstoffspezies

Atmungs-
kette

ATP

NADPH /
_/ .

Antioxidative
Kapazitat

MEP/IDP,,

Abb. 9: Schematische Darstellung der Zusammenhinge zwischen Energiebedarf,
ROS Entwicklung und antioxidativer Kapazitt.

Wie bereits oben erwéhnt steht oxidativer Stress in direktem Zusammenhang mit der Funktion des
Herzens als permanent arbeitendem Muskel. Entsprechend konnte die Arbeitsgruppe um Belch
nachweisen, dass bei Patienten mit kongestiver Herzinsuffizienz deutlich mehr Lipidperoxide als
Mal fiir oxidativen Stress besitzen, als gesunde Kontrollpatienten und dass die Hohe des oxidativen
Stress direkt mit der Schwere der Krankheit verbunden ist [10]. Auf molekularer Ebene kommt es
dabei durch ROS nicht nur zur Schidigung der mitochondrialen DNA und damit letztendlich zum
Funktionsverlust des Mitochondriums [28, 79]; auch die elektromechanische Kopplung der
Kardiomyozyten und damit die Kontraktionsfihigkeit des Herzens wird durch eine fehlregulierte
Ca’"-Homdostase gestort [85]. Entsprechend zeigte sich in mehreren Tiermodellen, dass eine
herabgesetzte Féhigkeit zur Entgiftung von ROS zu einer Verschlechterung des kardialen
Phinotypen fiihrt, eine Verbesserung der antioxidativen Kapazitit hingegen die Ausprdgung einer

Herzinsuftizienz abschwéchen kann [15, 52].
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Da wie bereits erwdhnt mehrere wichtige Faktoren der antioxidativen Kapazitit aus dem
Citratzyklus stammen spielt dieser eine zentrale Rolle bei der Entstehung und Bekdmpfung von
ROS. Ein Schliisselenzym des Citratzyklus ist die a-Ketoglutarat Dehydrogenase, die — wie in
Abbildung 7 gezeigt — die Reaktion von a-Ketoglutarat (aKG) zu Succinyl-CoA unter Bildung von
NADH katalysiert.

4.3 Die a-Ketoglutarat Dehydrogenase

Das Enzym a-Ketoglutarat Dehydrogenase (aKGDH) ist ein Multienzymkomplex bestehend aus
mehreren Kopien der drei Untereinheiten a-Ketoglutarat Dehydrogenase (OGDH), Dihydrolipoyl
Succinyltransferase (DLST) und Dihydrolipoyl Dehydrogenase [80]. Da der Schritt von aKG zu
Succinyl-CoA als irreversibel gilt, kommt der aKGDH eine entscheidende Rolle bei der
Regulierung des Flux durch den Citratzyklus zu [12]. Entsprechend ist ihre Aktivitdt unter anderem
vom Verhdltnis von ADP zu ATP abhingig. So flihren hohe ADP-Konzentrationen (hoher
Energiebedarf) zu einer Aktivierung, hohe ATP-Konzentrationen (niedriger Energiebedarf)
hingegen zu einer Inaktivierung des Enzyms [67, 78]. Auch Ca®" — welches auch weitere Enzyme
des Citratzyklus positiv beeinflusst — fithrt zu einer erhohten Aktivitit dieses Enzyms [16, 54]. Da
zu einem Zeitpunkt mit hohen ATP-Konzentrationen (,,state 2 Atmung) die Wahrscheinlichkeit zur
Entstehung von ROS an der Atmungskette erhoht ist (s. Abschnitt 4.2) ist die a KGDH zusitzlich
auch sensitiv gegeniiber oxidativem Stress und wird durch H,O, reversibel in ihrer Aktivitét
gehemmt. Der dabei zu Grunde liegende Mechanismus ist allerdings indirekter Natur und auf die
reversible Glutathionylierung des Enzyms zuriickzufiihren, die neben einer Inaktivierung auch die
Funktionalitdt des Enzyms sicherstellt [4, 56, 66]. Somit ist die a KGDH nicht nur Modulator des

Citratzyklus, sondern greift auch indirekt in die Regulation der ROS-Produktion ein.
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3. Zielsetzung der Arbeit

5.1 Rolle der Jmjd-Histondemethylasen bei der Reaktivierung des fetalen Genprogramms

Wie bereits unter 2.2 beschrieben kommt es wéahrend der Entwicklung einer Herzinsuffizienz zur
Reaktivierung des fetalen Genprogramms. In diesem Zusammenhang ist durchaus die Beteiligung
von epigenetischen Prozessen denkbar. Wie in Abbildung 4 gezeigt besitzen die Klasse [Ta HDACs
eine Bindestelle fir MEF2 und reprimieren durch ihre Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor
spezifisch dessen Zielgene [59]. Diese sind unter anderem wichtig fiir die Differenzierung von
Kardiomyozyten, aber auch an prohypertrophen Signalwegen beteiligt. Sowohl HDAC4, als auch
die anderen Klasse ITa HDACs sind sensitiv fiir die Phosphorylierung durch die Ca**/Calmodulin-
abhingige Kinase II (CaMKII), wodurch es zur Dissoziation der HDACs von MEF2 und deren
Export aus dem Zellkern kommt, so dass MEF2-abhédngige Gene transkribiert werden konnen und es
zur kardialen Hypertrophie kommt [7, 48, 55, 92]. In ersten Versuchen an menschlichem Gewebe
verglichen wir Herzen von insuffizienten Patienten, die eine Transplantation erhielten, mit gesunden
Spenderherzen und untersuchten, ob sich auch hier ein nukledrer HDAC4-Export manifestiert und
ob dies zu Verdnderungen der Histonmodifikationen fiithrt. Als Zielgene dienten dabei die beiden
natriuretischen Peptide ANP und BNP, welche in der Diagnostik als wichtige Marker fiir

Herzinsuffizienz fungieren. Dabei stellten wir zundchst folgende Gegebenheiten fest:

» Wie erwartet war die Expression der beiden natriuretischen Peptide in den insuffizienten
Herzen deutlich erhoht, wohingegen die Gene aMHC und SERCA herabreguliert waren
(vgl. Abschnitt 2.2)

» In den insuffizienten Herzen kam es zu einem massiven nukledren HDAC4-Export, welcher
positiv mit der Reaktivierung von ANP und BNP korrelierte

> Uberaschenderweise kam es dagegen nur unwesentlich zu einer Erh6hung der Acetylierung
der Promotorregionen von ANP und BNP. Stattdessen konnten wir eine Demethylierung von
H3K27, aber v.a. von H3K9 im Promotorbereich feststellen.

» Diese Erniedrigung der Promotormethylierung korrelierte dabei ebenfalls positiv mit der
Reaktivierung von ANP und BNP und zog einen Verlust der Bindung von HP1 im

Promotorbereich unserer Markergene nach sich [27]
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Durch weitere Untersuchungen konnten wir zeigen, dass es sich bei den dafiir verantwortlichen
Enzymen moglicherweise um die Demethylasen Jmjd1 und Jmjd2 handelt, da die Expression dieser
Enzyme in den insuffizienten Herzen erhoht war. Ziel dieser Arbeit war es, die Beteiligung der
Histondemethylasen Jmjd1 und Jmjd2 an der Demethylierung des Promotorbereichs von ANP und
BNP im Modellsystem der neonatalen Rattenkardiomyozyten zu beweisen. Des Weiteren sollte eine
mogliche Rolle der Interaktion von HDAC4 mit der Histonmethyltransferase Suv39H1, welche
spezifisch H3K9 methyliert und so die Plattform fiir die Bindung von HP1 bildet, gezeigt werden.

5.2 a-Ketoglutarat Dehvdrogenase: Verbindung zwischen Energetik und Epigenetik?

In weiteren Untersuchungen der Rolle von Histonmodifizierung bei der Ausprigung der
Herzinsuffizienz kam die Methode des Working Heart Systems zum Einsatz, bei dem Mausherzen
einem definierten Stress in Form einer erhdhten Vor- oder Nachlast ausgesetzt wurden, um so die
hdmodynamischen Verhiltnisse bei einer Herzinsuffizienz zu simulieren. Auch in diesem Falle kam
es zu einem massiven Export von HDAC4 aus dem Nukleus, einer signifikanten Aktivierung von
ANP und BNP sowie zu einer signifikanten Demethylierung von H3K9 und dem Verlust von HP1
im Promotorbereich der beiden Gene. Diese Verdnderungen konnten dabei bereits nach 30 Minuten
erhohter Vor- oder Nachlast festgestellt werden [27]. Im Gegensatz zu den Daten im menschlichen
Gewebe kam es hier aber nicht zu einer erhdhten Expression der beiden Demethylasen Jmjd1 und
Jmjd2, so dass fiir diese friithe Antwort ein anderer Mechanismus verantwortlich sein konnte. Die
Reaktion der Histondemethylierung ist im Falle der Jmjd-Enzyme unter anderem von den

Cofaktoren Eisen und dem Citratzyklus-Intermedidr aKG abhidngig (Abb. 10).

R
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Ri_ N ~CHs CH,OH R\

Y

A A s A A A
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R
a-Keto- Succinat ]\|{]+/

glutarat  +CO,

Fe?+

Abb. 10: Reaktionsmechanismus der Histondemethylierung durch Jmjd-Enzyme. Im ersten
Schritt kommt es dabei zur Oxygenierung der Methylgruppe, die im zweiten Schritt als
Formaldehyd abgespalten wird. Veridndert nach [62].
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Aus diesem Grund ist es denkbar, dass sich durch die Erhohung der Vor- oder Nachlast eine
Aktivitdtsinderung der aKGDH ergibt, so dass sich aKG ansammelt und dies wiederum die
Aktivitdt der Jmjd-Demethylasen steigert wodurch es zu der beobachteten Demethylierung kommit.
Des Weiteren wurde von mehreren Gruppen in den letzten Jahren eine Rolle der aKGDH bei der
Bildung von ROS suggeriert. So zeigten Tretter und Kollegen an aus Schweineherzen isolierten
Enzymen, dass bei einer hohen Konzentration von NADH und dem Fehlen sonstiger Substrate die
oKGDH durchaus eine bedeutende Menge ROS produziert. Sind die restlichen Cofaktoren
allerdings anwesend, geht die Entstehung von ROS vollstindig zuriick [82]. Die Gruppe um Quinlan
et al. hingegen konnte einen nicht unerheblichen Beitrag der a KGDH bei der Produktion von ROS
in isolierten Skelettmuskelmitochondrien zeigen, denen als Substrat nur aKG zur Verfiigung
standen. Allerdings wurde in allen entsprechenden Versuchen der Komplex I Blocker Rotenon
benutzt, welcher seinerseits die Bildung von ROS an Komplex I forciert, so dass die gemessene
Menge an H,0O, in diesem Fall auch von dieser Quelle stammen konnte [69]. Tatsdchlich hat unsere
Gruppe — wie unter Abschnitt 4.2 beschrieben — gezeigt, dass die Fihigkeit des Citratzyklus zur
Regeneration von NADPH und der antioxidativen Kapazitit einen Hauptfaktor darstellt, um
mitochondriale ROS-Produktion zu minimieren.

Dementsprechend sollte nicht nur die Rolle der aKGDH bei der Demethylierung der Histone
untersucht werden, sondern auch ihre Funktion bei der Entstehung und Eliminierung von
mitochondrialem oxidativem Stress. Hierzu wurden Méuse mit einer heterozygoten Deletion der
zweiten Untereinheit der o KGDH verwendet und mit ihren WT Geschwistern unter verschiedenen
Stressprotokollen verglichen. Des Weiteren wurde die Rolle der aKGDH fiir mitochondrialen
oxidativen Stress an Hand von Versuchen mit dem selektiven a KGDH-Inhibitor KMV (s. Material

und Methoden) in C57BL/6N und C57BL/6J Mitochondrien untersucht.
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Materialien

II. MATERIAL UND METHODEN

1. Materialien

1.1 Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid (30%)
ADP

Agarose (SeaKem” LE Agarose)
o-Ketoglutarat
Ammoniumpersulfat

Amplex UltraRed
ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel
Ascorbinsdure

ATP

B-Mercaptoethanol
BDM (2,3-Butandionmonozim)
Bromphenolblau

BSA

Calciumchlorid (Losung)
Calciumchlorid (Feststoft)
Chloroform

Citrat

Complete mini Proteaseinhibitor

Cyanid
Cystein

DAPI

DCEF (2',7'-dichlorodihydrofluoresceindiacetat)
Dikaliumhydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat

DMSO

DNCB (2,4-Dinitrochlorbenzol)

DNP (2,4-Dinitrophenol)

Bio-Rad GmbH, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Lonza Rockland Inc., Rockland, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Calbiochem, San Diego, USA

Roche Diagnostics Deutschland GmbH,
Mannheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
VWR, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
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Materialien

DTNB (5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoesiure)
Doppelt deionisiertes Wasser (ddH,O)

EDTA

EGTA
Ethanol
Ethidiumbromid

Fccp

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Braun AG, Melsungen, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
VWR, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

(Carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone)

FCS
Formaldehyd (36,5%)

Glukose

Glycerin

Glycin

Glutathion reduziert (GSH)
Glutathion oxidiert (GSSG)

Goat Serum

Heparin-Natrium
HEPES
Horse Serum (HS)

Igepal

Isocitrat

Isofluran

Isoprenalin

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydrogencarbonat

Ketavet (Wirkstoft: Ketamin)

KMV (3-Methyl-2-Oxovalerat)

18

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
VWR, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Braun AG, Melsungen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Abbott GmbH & Co. KG, Ludwigshafen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Zoetis Deutschland GmbH, Berlin,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland



Material und Methoden

Materialien

Laminin

Lithiumchlorid

M2VP (1-Methyl-2-vinylpyridin Triflat)
Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Malat

Mannitol

Methanol

NAD"

NADP"

Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogencarbonat

Neonatal Calf Serum (NCS)
Oligomycin

Penicillin/Streptomycin (P/S)
Phenolrot

Pipes

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)
Protein A/G Agarose

Pyruvat

Rimadyl (Wirkstoff: Carpofen)

Rompun (Wirkstoff: Xylazin)

Rotenon

Saccharose

Taurin
TEMED
TMRM (Tetramethylrhodaminmethylester)

Roche Diagnostics Deutschland GmbH,

Mannheim, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
VWR, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

VWR, Darmstadt, Deutschland

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Zoetis Deutschland GmbH, Berlin,

Deutschland
Bayer AG, Leverkusen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
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Tris-Base
Tris-HCI
Triton X-100
Tween 20

Wasserstoffperoxid

1.2 Reaktionskits
High Pure RNA Isolation Kit

peqGold TriFast

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
peqLab TaqgPol all inclusive

TagMan Master Mix

KAPA™ SYBR® Fast ABI Prism®

QIAquick PCR purification kit

Amersham ECL Detection Reagent

BioRad DC™ Protein Assay

1.3 Enzyme
Collagenase Typ 11

DNAse I (peqlLab)
Glutathionreduktase

Horse Radish Peroxidase (HRP)
Liberase TH

Pankreatin

Proteinase (bakterial; 7 — 14 U/mg)
Proteinase K (20 ™%/ 1)

RNAse H (2 Y/,)
Superoxiddismutase (SOD)
Trypsin

20

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Roche Diagnostics Deutschland GmbH,
Mannheim, Deutschland

VWR, Darmstadt, Deutschland

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
VWR, Darmstadt, Deutschland

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
VWR, Darmstadt, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

GE Healthcare, Freiburg, Deutschland
Bio-Rad GmbH, Miinchen, Deutschland

Worthington, Lakewood, USA

VWR Life Science, Erlangen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Roche Diagnostics Deutschland GmbH,
Mannheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
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1.4 Losungen und Puffer
ADS-Puffer:

AfCS Stock (10x):

AfCS Spiillosung (250 ml):

AfCS Verdaulosung:

Stopp 1 Losung:

116 mM NacCl

20 mM HEPES
0,8 mM Na,HPO4
5,6 mM Glukose
5,4 mM KCI

0,8 mM MgSO,

pH auf 7,35 einstellen, steril filtrieren

1,13 M NaCl

47 mM KCl

6 mM KH,PO4

6 mM Na,HPOg,

12 mM MgSO4

120 mM NaHCOs3
100 mM KHCO;
100 mM HEPES
0,32 mM Phenolrot

25 ml AfCS Stock (10x)
10 mM BDM

30 mM Taurin

5.5 mM Glukose
ddH»0 ad 250 ml

pH auf 7,46 einstellen

20 ml AfCS Spiillosung

200 pl Liberase TH (7,2 ™/im1)
40 pl Trypsin (70 ™%/ 1)

12,5 mM CaCl,

9 ml AfCS Spiillosung

1 ml FCS
12,5 mM CaCl,
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Stopp 2 Losung:

Normaltyrode Stock (10x):

Normaltyrode (NT):

Tyrode Working Heart:

Atmungspuffer (AP):

22

28,5 ml AfCS Spiillosung
1,5 ml FCS
12,5 mM CaCl,

1,3 M NaCl

50 mM KCl

10 mM MgCl,
100 mM HEPES

100 ml Normaltyrode Stock (10x)
2 mM Pyruvat

0,3 mM Ascorbinsiure

10 mM Glukose

1 mM CaCl,

ddH»O ad 1000 ml

pH auf 7,54 einstellen

2,5 mM CaCl,
116 mM NacCl
4,5 mM KCl

25 mM NaHCO;
1,3 mM NaH,PO4
5,6 mM Glukose
1,6 mM MgSOy4

Direkt nach Herstellung mit O, begasen

137 mM KCI

2,5 mM MgCl,

2 mM KH,PO4

0,5 mM EGTA

20 mM HEPES

pH 7,2 mit KOH oder HCI
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Isolationspuffer (IS):

Mitochondrien Suspensionspuffer (MSS):

GSH-Pufter:

ChIP Bufter:

Low Salt Buffer:

High Salt Buffer:

225 mM Mannitol

75 mM Saccharose

2 mM HEPES

1 mM EGTA

pH 7,4 mit Tris-Base oder Tris-HCI

225 mM Mannitol

75 mM Saccharose

2 mM HEPES

pH 7,4 mit Tris-Base oder Tris-HCI

106,1 mM K,;HPO4
18,7 mM KH,PO4
6,3 mM EDTA

0,01 % SDS

1,1 % Triton X-100
1,2 mM EDTA

16,7 mM TRIS pH 8,1
167 mM NacCl

0,1 % SDS

1 % Triton X-100

2 mM EDTA

20 mM TRIS pH 8,1
150 mM NacCl

0,1 % SDS

1 % Triton X-100

2 mM EDTA

20 mM TRIS pH 8,1
500 mM NacCl
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Li Wash Buffer:

TE-Puffer (10x)

Elutionspufter (ChIP):

PBS (10x):

TBS (10x):

TBS-T (1x):

Pufter [P-A:

24

0,25 M LiCl

1 % Igepal

1 mM EDTA

10 mM TRIS pH 8,0

100 mM Tris-Cl (pH 8,0)
10 mM EDTA (pH 8,0)

1 % SDS
0,1 M NaHCO;

1,37 M Na(Cl

27 mM KCl

20 mM KH,POq4
100 mM Na,HPO4

500 mM TRIS-Base
1,5 M NaCl

1 ml Tween 20
100 ml 10 x TBS
ddH,0 ad 1000 ml

150 mM NacCl

50 mM TRIS-HCI
1 mM EDTA

1 % Triton X-100
1 mM PMSF

pH auf 7,4 einstellen, sterilfiltrieren

2 Complete mini Tablette pro 10 ml Puffer
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Pufter IP-B:

Pufter [P-Wash:

Puffer Resin Wash:

Lammli-Puffer (2x):

TAE-Puffer (50x):

Elektrophorese-Puffer (SDS-PAGE):

Transfer-Puffer:

500 mM NacCl

50 mM TRIS-HCI

1 mM EDTA

1 % Triton X

1 mM PMSF

pH auf 7,4 einstellen, steril filtrieren

2 Complete mini Tablette pro 10 ml Puffer

50 mM TRIS-HCI (pH 8,0)

Steril filtrieren

0,1 M Glycin

pH auf 3,5 einstellen, steril filtrieren

4 % SDS

20 % Glycerin

120 mM TRIS-HCI pH 6,8
0,02 % Bromphenolblau

2 M TRIS-HCI

250 mM Natriumacetat
500 mM EDTA

pH auf 7,8 einstellen

25 mM TRIS-HCI

0,1 % SDS

200 mM Glycin

pH auf 8,2 — 8,4 einstellen

25 mM TRIS-HCI

192 mM Glycin
20 % Methanol
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1.5 Kulturmedien

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
Medium 199 Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
F10 Medium Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

1.6 Oligonukleotide

Alle im Folgenden aufgelisteten Primer fiir PCR-Reaktion wurden von der Firma mwg (Eurofins
Genomics, Ebersberg, Deutschland), die verwendeten siRNAs von der Firma Qiagen (Hilden,

Deutschland) bezogen (Tab. 1 und 2).

Tab. 1: Verwendete Oligonukleotide fiir die ChIP Assays aus neonatalen und adulten Rattenkardiomyozyten
mit entsprechender Annealing Temperatur Ty,

Primer Sequenz Twm [°C]
rat_ ANPprom_ For 5’-ACAAGCTTCGCTGGACTGAT-3’ 60
rat_ ANPprom_Rev 5’-GCTGTCTCGGCTCACTCTCT-3’ 60
rat BNPprom_For 5°-GAGCAGGAAACAAGGACCTG-3’ 60
rat BNPprom_Rev 5’-GGGTGGGGTTATCTCTGAT-3’ 60

Tab. 2: Auflistung der verwendeten siRNAs fiir knock-down Experimente in NRCM.
Als Kontrolle wurden entsprechende scrambled siRNAs verwendet.

Zielgen siRNA-ID/Sequenz (Sense) Bemerkung
Jmjdla Rn_Jmjdla_3 5‘-Cy3-Label
Jmjd2a Rn_LOC313539_1 5‘-Cy3-Label
Jmjdla scrambled 5’-CUCACCGAUUACCGUACUATT-3’ -
Jmjd2a scrambled 5"-GCUCGAAACGCCUAUAGAATT-3’ -
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1.7 Expressionsvektoren

Die fiir die ColP- und Immunfluoreszenzversuche verwendeten Expressionsvektoren fiir die

einzelnen Proteine wurden von der Abteilung Molekulare Kardiologie und Epigenetik (AG Prof. Dr.

Johannes Backs) der Universitétsklinik Heidelberg zur Verfligung gestellt

1.7 Antikorper

Alle verwendeten Antikorper sind in nachfolgender Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tab. 3: Auflistung der verwendeten Antikorper sowie Zuordnung zu der entsprechenden Methode

Antigen AK-Nummer Firma Methode

H3K9 Dimethylierung ab1220 Abcam, Cambridge, UK ChIP
H3K9 Trimethylierung ab8898 Abcam, Cambridge, UK ChIP
Natiirliches IgG sc-2025 Santa-Cruz, Heidelberg, Deutschland ChIP
Myc-Tag sc-789 Santa-Cruz, Heidelberg, Deutschland ColP
FLAG-Tag-HRP A8592 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland ColP
FLAG-Tag F7425 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland Immunfluoreszenz
Rabbit IgG

VEC-TI-1000 Biozol, Eching, Deutschland Immunfluoreszenz
(Sekundarantikérper)

1.8 TagMan Sonden

Alle verwendeten Sonden zur Durchfiihrung der Realtime-PCR wurden von Applied Biosystems

(Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) bezogen und sind in nachfolgender Tabelle 4

aufgelistet.
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Tab. 4: Verwendete TagMan-Sonden zur Analyse der Genexpression

Gen Probe-Nummer

Nppa (ANP) Rn00561661 ml
Nppb (BNP) Rn00676450 gl

Jmjdla Rn00598469_ml
Jmjd2a Rn01417083_ml
Atp2a2 (Serca) Rn00568762_ml
Fhil Rn01402101_m1
Gapdh Rn99999916_s1

1.9 Eukarvotische Zelllinien

Hek293T-Zellen:

Bei dieser seit dem Ende der 1970er Jahre bestehenden Zelllinie handelt es sich um adhérent
wachsende, embryonale Nierenzellen (Human Embryonic Kidney). Der Zusatz T steht fiir eine
spezielle Form dieser Zellen, die zusdtzlich das grofle T-Antigen des SV40 Virus exprimieren, so
dass ein verbessertes Wachstum und eine groflere Adhdrens erreicht wurden. Sie wurden von der
Abteilung Genetik/Epigenetik (AG Prof. Dr. Jorn Walter) der Universitit des Saarlandes zur Verfligung
gestellt.

Cosl-Zellen:

Bei dieser stabilen Zelllinie handelt es sich um adhdrent wachsende, fibroblastendhnliche
Nierenzellen der griinen Meerkatze. Auch diese Zellline besitzt das grole T-Antigen des SV40
Virus; sie wurde von der Abteilung Molekulare Kardiologie und Epigenetik (AG Prof. Dr. Johannes
Backs) der Universititsklinik Heidelberg zur Verfligung gestellt.

1.10 Mauslinien
CS57BL/6N- und C57BL/6J-Méuse wurden von der Firma Charles River (Sulzfeld, Deutschland)

erworben. DLST"-Mzuse und WT Geschwisterpaare wurden von Lexicon Pharmaceuticals im
Auftrag von Prof. Dr. Gary E. Gibson hergestellt [90] und mit freundlicher Genehmigung durch
Prof. Dr. Stéphane Heymans und Dr. Ward Heggermont (Zentrum fiir molekulare und vaskulére
Biologie der KU Leuven) an unser Labor weitergegeben. Sowohl WT als auch DLST"-Miuse

zeigen keinen basalen Phénotypen, DLST”"-Miuse hingegen sind embryonal letal. Alle Méause
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wurden in den entsprechenden Rédumlichkeiten des Zentrum fiir molekulare und vaskuldre Biologie

der KU Leuven geziichtet und genotypisiert und zum Tierstall der Klinisch-Experimentellen

Chirurgie (Leiter: Prof. Dr. Michael Menger) versandt. Alle Versuchstiere wurden im Tierstall der

Klinisch-Experimentellen Chirurgie entsprechend den dort vorgegebenen Richtlinien in einem

12h/12h Tag/Nacht-Rhythmus gehalten bei freiem Zugang zu Futter und Wasser.

1.11 Instrumente und Maschinen

Zentrifugen:

Galaxy 16HD

Heraeus Fresco 21

Heraeus Megafuge 1.0/1.0R

Heraeus Biofuge pico

Mikroskope:

Eclipse Ti-S (IonOptix-Anlage)
Eclipse E600

Alphaphot-2 YS2

SUZ 645 Binokular mit

Schott KL.1500 LCD Licht

Wasserbdder:
GFL 1086
Haake DC10-B3

Ecoline Staredition E 100

Sonstiges:
Pipetten

Préparierbesteck

VWR, Darmstadt, Deutschland

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

Nikon GmbH, Diisseldorf, Deutschland

Schott AG, Mainz, Deutschland

GFL mbH, Burgwedel, Deutschland
Thermo Electron GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Lauda GmbH & Co. KG,
Lauda-Konigshofen, Deutschland

VWR, Darmstadt, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
FST GmbH, Heidelberg, Deutschland
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GeneGenius bio imaging System
Curix 60 Entwicklermaschine
Photometer DU" 730
CO;,-Inkubator Heraeus Heracell 150
Binder Inkubator
Zellkultur-Sterilbank Safe 2020
Kern ABS Feinwaage

peqlab advanced primus 96 PCR-Maschine
Applied StepOne Plus (Realtime)
Nanodrop 2000

Infinite M200 pro Plattenreader

Fluovac Isofluran-System

Branson Sonifier 250

VWR Tube Rotator (Uberkopfschiittler)
pH-Meter CyberScan pH510

Oxygraph Clark-Elektrode

Ismatec REGLO digital MS-4/8 Schlauchpumpe

Unterdruckpumpe

Heizung TC-324B (Zellkammer)
Heizung (Zufluss)
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Syngene Europe, Cambridge, UK
Agfa HealthCare NV, Mortsel, Belgien
Beckman Coulter GmbH, Krefeld Deutschland

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA WTC

Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland
Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern,
Deutschland

VWR, Darmstadt, Deutschland

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
Tecan Group Ltd., Méannedorf, Schweiz
Harvard Apparatus, Holliston, USA

Branson Ultrasonics, Danbury, USA

VWR, Darmstadt, Deutschland

Eutech Instruments, Landsmeer, Niederlande
Hansatech Instruments Ltd., Norfolk, UK
Cole-Parmer GmbH, Wertheim, Deutschland
Schwarzer Precision GmbH & Co. KG,
Essen, Deutschland

Warner Instruments, Hamden, USA

SI Heidelberg, Heidelberg, Deutschland
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2. Methoden

2.1 Isolation von adulten Kardiomvozyten

Zur Isolation von adulten Kardiomyozyten wurde ein Langendorff-Perfusions-System verwendet,
bei dem iiber einen Drei-Wege-Hahn zwischen Spiil- und Verdaulosung umgeschaltet werden kann.
Dabei werden beide Losungen durch das Gegenstromprinzip auf eine Temperatur von 37°C erwéarmt
bevor sie das Herz erreichen. Der prinzipielle Aufbau der Anlage ist in nachfolgender Abbildung 11

vereinfacht dargestellt:
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Abb. 11: Schematischer Aufbau des verwendeten Langendorff-Perfusions-Systems.
Mittels peristaltischer Pumpe werden Spiil-‘und Verdaulosung zundchst durch halb
befiillte Kolbchen geleitet, welche zum Schutz vor Lufiblasen zwischengeschaltet sind.
Danach erfolgt der Durchtritt durch Spiralkolben, wodurch die jeweilige Losung auf eine
Temperatur von 37°C erwdrmt wird. Durch den Drei-Wege-Hahn kann wéhrend der
Perfusion zwischen beiden Losungen gewéhlt werden.

Das jeweilige Herz wird dabei retrograd durch die Aorta mit der entsprechenden Losung durchspiilt.
Als Richtlinie diente das Protokoll der AfCS (T. O’Connell, Y. Ni: Isolation of Adult Mouse
Cardiac Myocytes from One Heart; AfCS Procedure Protocol PPO0000125 Version 1 [11/05/02]),

welches an die jeweilige Tierart angepasst wurde.
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Aus Mdusen:

Vor der eigentlichen Isolation erfolgte zunédchst die subkutane Applikation von 250 I.E. Heparin zur
Verhinderung der Koagulation sowie 5 ™/, Carprofen zur Schmerzlinderung. Nach etwa 10 min.
wurden die Mduse mittels Inhalationsnarkose (Isofluran; Fluss: 5% Isofluran mit 0,5 ml/min) betdubt
und mittels Zwischenzehenreflex die Narkosetiefe tiberpriift. Nach dem Ausbleiben des Reflexes
und damit bei einer ausreichend tiefen Narkose wurde der Brustkorb vom Bauchraum aufwirts
eroffnet und das Herz freigelegt. Danach erfolgte die Entfernung des Herzens, welches in eine P6
Schale mit Spiillosung zur Freipridparierung der Aorta iiberfiihrt wurde. Im Anschluss wurde die
Aorta in einer weiteren P6 Schale kaniiliert, mittels Ethicon Mersilene 5-0 Priparierfaden (Johnson
& Johnson Medical GmbH, Norderstedt, Deutschland) fixiert und in die vorbereitete Langendorft-
Anlage eingesetzt. Das Herz wurde zunédchst 4 min. mit Spiillosung und anschlieBend zwischen 4
und 8 min. mit Verdaulosung bei einer Flussrate von 1,75 ) in perfundiert (die Verdauzeit wurde je
nach Linie, Geschlecht und Verdauerfolg [s.u.] angepasst). Das verdaute Herz wurde dann unterhalb
der Vorhofe mittels Feinschere von der Kaniile entfernt und in einer P6 Schale mit Spiillésung
aufgefangen. Dort erfolgte mittels vier Schnitten die sternformige Offnung des Herzens, welches
dann in eine weitere P6 Schale bestehend aus 5 ml Spiillosung und 5 ml ,,Stopp 1 zum Abstoppen
des Verdaus iiberfiihrt wird. Hier erfolgt ein 4 miniitiges Schwenken um die Kardiomyozyten in
Losung zu bringen. Das verdaute Herz wurde danach verworfen und die Zellsuspension in ein 15 ml
Falcon tiberfiihrt (zur Kontrolle des Verdaus wurde ein Tropfen Suspension lichtmikroskopisch
beurteilt und die Verdauzeit ggf. angepasst). Die Zellen wurden 8 min. bei RT sedimentiert (erstes
Pellet), der Uberstand wurde danach in ein frisches 15 ml Falcon iiberfiihrt und 1 min. bei 800 g und
RT zentrifugiert (zweites Pellet). Dieser Uberstand wurde verworfen, beide Pellets wurden in je 5 ml
,Stopp 2¢ aufgenommen und in einer P10 Schale vereinigt. Hier erfolgte der Ca*"-Aufbau durch
sukzessive Zugabe von CaCl, im Abstand von jeweils 4 min. zum Erreichen folgender
Ca’"-Konzentrationen: 50 pl 10 mM CaCl, (= 62 uM Endkonzentration) — 50 pl 10 mM CaCl,
(112 uM Endkonzentration) — 100 pl 10 mM CaCl, (212 uM Endkonzentration) — 30 pul 100 mM
CaCl, (500 uM Endkonzentration) — 50 pul 100 mM CaCl, (1 mM Endkonzentration). Danach
wurde die Zellsuspension erneut in ein 15 ml Falcon iiberfiihrt und 8 min. bei RT sedimentiert. Der
Uberstand wurde in ein frisches 15 ml Falcon iiberfiihrt, 1 min. bei 800 g zentrifugiert und der
entsprechende Uberstand verworfen. Beide Pellets wurden danach in Medium M199 (+ 5% FCS,
+ 1% P/S, + 1% HEPES) aufgenommen, in einer P10 Schale vereinigt und unter

Standardbedingungen bei 37°C und 5% CO, inkubiert.
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Aus Ratten:

Die Behandlung der Ratten, die Betdubung (Flussrate: 5% Isofluran mit 0,5 ml/min) und die
Préaparation des Herzens erfolgten entsprechend dem Vorgehen bei Méusen. Zur Fixierung wurde
hier der Ethicon Ethibond Excel 4-0 Préparierfaden (ebenfalls Johnson & Johnson) benutzt. Nach
dem Einbringen des Herzens in die Langendorff-Anlage wurde dieses zunidchst 4 min. mit
Spiillssung und danach 5 min. mit Verdauldsung bei einer Flussrate von 8 ™/, perfundiert. Das
verdaute Herz wurde unterhalb der Vorhofe abgeschnitten, in einer P10 Schale mit Spiillosung
aufgefangen und mittels Feinschere zerkleinert. Zur Entfernung des Restgewebes wurde die
Zellsuspension in ein 50 ml Falcon filtriert und danach 1 min bei 800 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, das Pellet mit 1 x PBS (+ Complete mini Tablette) gewaschen und anschlieBend

in einer addquaten Menge 1 x PBS aufgenommen oder bei -80°C gelagert.

Beide Isolationen wurden auf Grund der schwierigen technischen Handhabung im Wesentlichen von

Michelle Gulentz und Nina Schnellbach durchgefiihrt.

2.2 Isolation von neonatalen Rattenkardiomvozyten

Die primidre Zellkultur der neonatalen Rattenkardiomyozyten (NRCM) dient als etabliertes
Modellsystem zur Untersuchung der molekularen Prozesse wihrend der Ausbildung der kardialen
Hypertrophie.

3 — 5 Tage alte Sprague-Dawley Ratten wurden mittels groBer Schere dekapitiert und der Brustkorb
mittels kleiner Schere senkrecht zur ersten Schnittfliche bis maximal zum Zwerchfell gedffnet um
Kontaminationen des Magen-Darm-Traktes zu vermeiden. Durch leichten Druck auf den
Unterkorper wurde das jeweilige Herz freigelegt, abgeschnitten und in einer P10 Schale mit
ADS-Puffer auf Eis gesammelt. Danach wurden die Vorhéfe und sonstiges Gewebe mittels
Feinschere abgetrennt und die Ventrikel in eine frische P10 Schale mit ADS-Puffer {iberfiihrt. Hier
erfolgte die Dissektion der Ventrikel mittels Cutter-Schere in ca. 1 mm grofe Stiicke. Der
ADS-Puffer wurde danach vorsichtig abgenommen ohne Gewebestiicke zu entfernen und diese
wurden in 10 ml Enzym-Mix (ADS-Puffer + 0,6 ™/, Pankreatin + 0,4 ™¢/, Collagenase Typ 2)
aufgenommen und mittels 25 ml-Stabpipette in eine sterile 250 ml Glasflasche {iberfiihrt. Nach
5 min. Schiitteln im Wasserbad bei 37°C und 86 “/nin wurde der erste Uberstand abgenommen und
verworfen. Die Gewebestiicke wurden erneut mit 10 ml Enzym-Mix bedeckt und 20 min. bei 37°C
und 86 Y/min im Wasserbad geschiittelt. Der Uberstand wurde in ein frisches 50 ml Falcon iiberfiihrt
und der Verdau mit 2 ml Neonatal Calf Serum (NCS) abgestoppt. Die Einzelzellen wurden durch
Zentrifugation fiir 5 min. bei 100 g und RT pelletiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in
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4 ml NCS durch sanftes Schiitteln resuspendiert. Der Verdau wurde fiinf weitere Male mit den
Verdauzeiten 25 min. (2x), 15 min. (1x) und 10 min. (2x) durchgefiihrt; die jeweiligen geldsten
Zellen wurden bis zur Weiterverarbeitung bei 37°C und 5% CO; im Brutschrank gelagert. Nach dem
letzten Verdau wurden alle Suspensionen in einem 50 ml Falcon gesammelt, die Zellen fiir 5 min.
bei 100 g und RT pelletiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 4 ml F 10 Medium
(+10% HS, + 5% FCS, + 1% P/S) durch sanftes Schiitteln resuspendiert und die Zellen durch einen
70 uM Zellfilter in ein frisches 50 ml Falcon {iberfiihrt, wobei der Filter vor und nach der
Suspension mit 1 ml Medium gespiilt wurde. Die Zellsuspension wurde anschlieBend auf zwei P6
Schalen aufgeteilt und zur Adhérierung der Fibroblasten (Kardiomyozyten adhédrieren zu diesem
Zeitpunkt nicht) fiir 60 min bei 37°C und 5% CO; im Brutschrank inkubiert. Danach wurden die
nicht adhdrenten Kardiomyozyten durch leichtes Klopfen vom Boden der Schale gelost und mit dem
Uberstand in ein frisches 50 ml Falcon iiberfiihrt. Dieser Vorgang wurde so lange durch Zugabe von
I ml Medium und anschlieBendes Klopfen wiederholt, bis nur noch eine vernachldssigbare Anzahl
nicht adhdrenter Kardiomyozyten zuriickblieb. Die gesammelten Kardiomyozyten wurden mittels
Neubauer Zdhlkammer gezihlt und in einer Dichte von 1,65 — 1,75 x 10° Zellen in 2,8 ml Medium
auf P6 Primaria™ Schalen (Becton Dickinson Labware Europe, Le Pont de Claix, Frankreich)
ausgesit (Kardiomyozyten konnen jetzt adhdrieren). Die Inkubation wéhrend der Versuche erfolgte

standardmifig bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank.

2.3 Transfektion neonataler Rattenkardiomvozyten

Die Transfektion der neonatalen Rattenkardiomyozyten mit entsprechenden siRNAs (s. Tab. 2)
erfolgte in drei Stufen: direkt nach dem Aussden und jeweils 48 h nach der vorangegangenen
Transfektion. Die Ernte erfolgte nach weiteren 72 h.

Pro Transfektion wurden 100 pl Medium F10 (+ 1% P/S) vorgelegt, jeweils 3 ul siRNA
(Endkonzentration: 20 nM) zugegeben und gevortext. Danach erfolgte die Zugabe von 7,5 pul
HiPerfect Transfektionsreagenz (Qiagen, Hilden, Deutschland) und die Ansdtze wurden gevortext
und fir 5 min. bei RT inkubiert. Pro P6 Schale wurden 100 pl Transfektionsmix tropfenweise
zugegeben, die Schalen geschwenkt und die Zellen wie beschrieben bei 37°C und 5% CO, inkubiert.
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2.4 Working Heart

Die Working Heart Anlage nutzt ebenfalls wie die Zellisolationsanlage die Perfusion nach
Langendorff, allerdings wird hier zusitzlich der linke Vorhof durch die zuleitende Vene kaniiliert.
Uber diese Zuleitung wird das Herz mit Tyrode befiillt, wodurch es zur Kontraktion des Herzens
innerhalb der Anlage kommt und somit die Tyrode wieder iiber die Aorta aus dem linken Ventrikel
ausgeworfen wird. Sowohl der Fiillungsdruck des Vorhofes (Vorlast), als auch der Druck gegen den
das Herz auswerfen muss (Nachlast) sind mechanisch regulierbar. Zur Messung von ventrikuldrem
Druck kann zusétzlich ein Katheter eingefiihrt werden, so dass aus Fiillungsdruck und
ausgeworfenem Volumen eine Druckvolumenkurve berechnet werden kann.

Die Méduse wurden wie unter 2.15 beschrieben getotet, das Herz entnommen und Vorhof sowie
Aorta kaniiliert. Nach der Einbringung in die Working Heart Anlage erfolgte das Setzen des
Katheters sowie einer externen Elektrode zur Stimulation des Herzens mit einer konstanten
Frequenz von 400 bpm. Dabei betrug die Vorlast bei allen Tieren konstant 10 mmHg, die Nachlast
bei den Kontrolltieren konstant 80 mmHg und bei den Nachlasttieren 120 mmHg fiir jeweils 30 min.
bei einer konstanten Temperatur von 37°C. Danach wurde das Herz unterhalb der Vorhofe
abgeschnitten, in drei Sektionen unterteilt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur
Weiterverarbeitung wurden die Herzen bei -80°C gelagert.

Ebenso wie bei der Langendorff-Isolation erfordert dieser Versuchsaufbau eine schwierige

technische Handhabung, so dass die Durchfiihrung von Jeanette Zimolong iibernommen wurde.

2.5 Isolation von RNA

Aus neonatalen Zellen:

Zur Isolation der Gesamt-RNA aus neonatalen Rattenkardiomyozyten wurde das High Pure RNA

Isolation Kit der Firma Roche Diagnostics entsprechend dem Herstellerprotokoll verwendet.

Aus Gewebe und adulten Zellen:

Zur Isolation der Gesamt-RNA aus Gewebe oder adulten Rattenkardiomyozyten wurde die
Extraktion mittels peqGOLD TriFast verwendet. Es handelt sich hierbei um die Aufreinigung
mittels Phenol/Chlorophorm. Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend dem Herstellerprotokoll, die
RNA wurde in 30 pl RNAse freiem Wasser gelost. Aus technischen Griinden wurden die
Gewebestiicke zundchst nur in 500ul TriFast mittels Elektropotter homogenisiert und das
Homogenat mit weiteren 500ul TriFast aufgefiillt. Zur Degradation von DNA-Kontaminationen

erfolgte die Zugabe von 1 Vol. DNAse-Mix bestehend aus 6 ul DNAse-Puffer, 6 pl DNAse und
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18 nl RNAse freiem Wasser. Ansidtze wurden 30 min. bei 37°C im Brutschrank inkubiert und

anschlieflend fiir 5 min. bei 75°C hitzeinaktiviert.

Die Bestimmung der Konzentration und Qualitdt der aufgereinigten RNA erfolgte mittels Nanodrop.

2.6 Reverse Transkription von RNA

Die reverse Transkription dient der Umschreibung von RNA in die sogenannte cDNA, welche in
weitere Versuche wie Realtime-PCR eingesetzt werden kann. Sie wurde mittels High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit entsprechend dem Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Ublicherweise
wurde 1 pg Gesamt-RNA zur Umschreibung eingesetzt.

2.7 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Durch die Polymerase-Ketten-Reaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) konnen definierte
Abschnitte der DNA in vitro amplifiziert werden. Begrenzt werden diese durch sequenzspezifische
Primer. Auf die Denaturierung der DNA folgt zunichst die Anlagerung (Annealing) und danach die
Elongation (Extension) der Primer. Sowohl der Standardansatz, als auch das in dieser Arbeit
standarmdfig verwendete PCR-Programm sind nachstehend zusammengefasst. Tabelle 1 fasst die

einzelnen Schmelztemperaturen zusammen.

PCR-Ansatz: PCR-Programm:
95°C - 5 min.
10x PCR-Puffer 2ul
dNTP-Mix (10 mM each) 0,5ul 95°C — 45 sek.
. Tum - 45 sek. 30-40 Zyklen

F (10 uM 4ul
Primer F (10 uM) 0.4u 72°C - 45sek.
Primer R (10 puM) 0,4ul
Taqg-Polymerase (SU/N) 0,125ul 2°c > 10 min.
Templat 1-4pl 4°C - 0
ddH,0 ad 20pl
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Sonderform quantitative Realtime-PCR.:

Bei dieser Form der PCR wird die entstehende Menge an Nukleinsdure mittels Fluoreszenz in
Echtzeit dokumentiert, so dass ein quantitativer Vergleich zwischen einzelnen Proben moglich ist.
Zur Detektion wurden entweder kommerziell erwerbliche TagMan®-Sonden (Thermo Fischer) oder
das interkalierende Reagenz SybrGreen verwendet. Der quantitative Vergleich der Proben erfolgte
mittels der AAC-Methode [46]. Die entsprechenden Ansdtze und Programme sind nachfolgend
aufgefiihrt.

TagMan-Sonden: PCR-Programm:

TagMan Mastermix 6ul 50°C — 2 min.
TagMan Sonde 0,5ul 95°C — 10 min.
Templat 1l 95°C — 15 sek.

40X

ddH,0O ad 20ul 60°C — 1 min.
SybrGreen: PCR-Programm:

SybrGreen Mix oul 95°C — 10 min.

Primer F 0,5ul 95°C — 15 sek.

) ) 40X
Primer R 0,5ul 60°C — 1 min.
Templat Tl
ddH,0 ad 20ul

2.8 ChIP-Assay

Bei der Chromatin Immunoprézipitation (kurz ChIP) handelt es sich um eine Methode zur
Anreicherung von DNA-Abschnitten iiber die spezifisch daran gebundenen Proteine. Hierdurch
konnen u.a. Histonmodifikationen identifiziert, charakterisiert und zwischen verschiedenen Proben
verglichen werden. Durch kovalente Verbindung der Proteine mit der DNA (,,Crosslinking®) und
anschlieBendem Scheren des Chromatins konnen {iiber spezifische Antikorper entsprechende
DNA-Fragmente geféllt und nach einem Aufreinigungsschritt mittels PCR analysiert werden. Als
Kontrolle dienen dabei eine unbehandelte Probe (,,Input*) und ein ChIP-Ansatz mit unspezifischem

Antikorper (,,lgG*). Das Grundprinzip des ChIP-Assays ist in Abb. 12 dargestellt.
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Abb. 12: Schematische Darstellung des ChIP-Assay. Nachdem alle an die DNA
bindenden Proteine kovalent an diese gebunden werden (Crosslink), wird das Chromatin
mittels Ultraschall oder enzymatischem Verdau in kleine Fragmente geschert. Inkubiert
man diese Fragmente mit spezifischen Antikorpern (hier als Beispiel ein Antikdrper
gegen die Methylierung des Histons H3) konnen mittels Agarose Beads die
entsprechenden Regionen auf dem Genom gefillt werden. Nach der Aufreinigung der
DNA kann mittels PCR mit spezifischen Primern (hier als Beispiel Primer fiir die
Promotorregion von ANP) die entsprechende Region amplifiziert und zwischen
verschiedenen Proben verglichen werden. Dabei gilt: je ofter das Protein in dieser
Region vorhanden ist, desto mehr Antikdrper bindet, desto mehr DNA wird gefillt und
desto hoher ist das Signal nach der PCR. K9/K27 = Lysin 9/27 von Histon H3; H3K9me
= Antikdrper gegen methyliertes H3K9.

Neonatale Kardiomyozyten wurden in den Schalen mit 1 ml 1xPBS bedeckt, mittels Schaber in
Losung gebracht und in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Adulte Kardiomyozyten wurden nach
deren Isolation zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 1 ml 1xPBS aufgenommen.
Der Crosslink erfolgte durch die Zugabe von 27,4 nl 36,5% Formaldehyd (Endkonzentration: 1%)
und 10 min. Schiitteln iiber Kopf bei RT. Durch Zugabe von 62,5 pul 2M Glycin (Endkonzentration:
125 uM) wurde der Crosslink gestoppt. Die Zellen wurden 5 min. bei 800 g zentrifugiert und der
Uberstand verworfen, das Pellet 2fach mit kaltem 1 x PBS gewaschen und in 1 ml ChIP Buffer
resuspendiert. Die Zellen verblieben fiir 10 min. auf Eis, danach erfolgte das Scheren des
Chromatins mittels Ultraschallsonde (Duty Cycle: 30 Impulse/min, Output Control: 3 — 4).
Zwischen den einzelnen Scherzyklen wurden die Ansétze fiir 1 — 2 sek. in fliissigem Stickstoff
»abgekiihlt“ und dann auf Eis gehalten. Zum Entfernen der Zelltriimmer wurden die Ansédtze 10 min
bei maximaler Geschwindigkeit und 4°C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefa3 iiberfiihrt. Die Ansdtze wurden danach 1:5 mit ChIP Buffer verdiinnt und zur
Minimierung von Hintergrundsignal wurden 4 ug unspezifischer Antikorper zugegeben und die
Ansitze fiir 1 h bei 4°C iiber Kopf geschiittelt. Danach erfolgte die Zugabe von 40 ul Protein A/G
Agarose und die Ansdtze wurden weitere 2 h bei 4°C iiber Kopf geschiittelt. Unspezifisch
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gebundene DNA wurde durch Zentrifugation von 5 min. bei 1000 g pelletiert und der Uberstand in
ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefdl} iiberfiihrt. 20% des Ansatzes verblieb als Input unbehandelt und
wurde bei -80°C gelagert, das restliche Chromatin wurde aliquotiert und iiber Nacht mit 4 pg des
entsprechenden Antikérpers bei 4°C iiber Kopf geschiittelt (Antikorper siehe Tabelle 3).
Immunkomplexe wurden durch die Zugabe von jeweils 30 ul Protein A/G Agarose und
anschlieBendem {iiber Kopf schiitteln bei 4°C fir 2 h gebunden und durch anschlieBende
Zentrifugation fiir 5 min. bei 1000 g gefdllt. Danach erfolgten drei Waschschritte mit Low Salt
Buffer, jeweils ein Waschschritt mit High Salt Buffer und Li Wasch Buffer und zwei Waschschritte
mit TE-Puffer jeweils mit 1 ml bei 4°C und iiber Kopf Schiitteln fiir 5 min. (Zentrifugation fiir
5 min. bei 1000 g; Uberstiinde jeweils verworfen). Zur Elution wurden die Immunkomplexe 30 min.
bei RT tiber Kopf in 250 pl Elution Buffer geschiittelt, danach 5 min. bei 1000 g zentrifugiert und
der Uberstand in einem frischen 1,5 ml ReaktionsgefiB iiberfiihrt. Die Elution wurde wiederholt und
der zweite Uberstand zu dem ersten Uberstand hinzugefiigt. Zum Aufheben des Crosslinks und der
Degradation evtl. gebundener RNA wurden die Ansédtze mit 30 pl SM NaCl (Endkonzentration:
300mM) und 10 pg RNAse versetzt und 5 h bei 65°C im Heizblock inkubiert; ab diesem Schritt
wurde auch die Input Kontrolle mitbehandelt. Durch Zugabe von 2,5fach Vol. 100% Ethanol wurde
die DNA iiber Nacht bei -20°C gefdllt. Nach 30 min. Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit
und 4°C wurde der Uberstand verworfen und das getrocknete Pellet in einer Lsung aus 40mM
TRIS-HCI pH 6,5, 10mM EDTA und 20 pg Proteinase K resuspendiert und 2 h bei 65°C im
Heizblock inkubiert und danach die DNA aufgereinigt.

2.9 Aufreinigung der DNA-Fragmente aus ChIP-Assay

Die Aufreinigung der mittels ChIP gewonnen DNA-Fragmente erfolgte mittels QIAquick PCR

purification kit entsprechend dem Herstellerprotokoll.

2.10 Gelelektrophorese

Diese Methode dient der GréBenauftrennung von DNA-Fragmenten in Agarosegelen durch Anlegen
einer Spannung. Die negativ geladene DNA wandert dabei entsprechend ihrer Grofle Richtung
Anode, die Laufgeschwindigkeit wird durch den Anteil (%) an Agarose definiert. Je nach Zweck
wurden Gele zwischen 1% (groe Fragmente) und 2% (kleine Fragmente) Agarose zur Auftrennung
benutzt. Die Laufspannung betrug 80V, die Anfarbung der Gele erfolgte mittels Ethidiumbromid

(0,5 *#/1) und die Dokumentation mittels GeneGenius bio-imaging system.
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2.11 Co-Immunpriizipitation

Bei der Co-Immunoprizipitation (ColP) handelt es sich um die Weiterentwicklung der
Immunprézipitation, bei der aus einem Ansatz mittels spezifischen Antikorpers ein Protein
aufgereinigt werden kann. Die ColP dient dabei zum Nachweis einer moglichen Interaktion des
aufgereinigten Proteins mit anderen Proteinen, die mit diesem aufgereinigt wurden. Dies kann aus
Gewebelysat fiir native Proteine erfolgen, aber auch mittels Zellkultur und sog. getaggten Proteinen
nachgewiesen werden. Bei der zweiten Form werden an zwei Proteine, die mutmaRlich miteinander
agieren, ein jeweiliges ,,tag® (dt.: ,,Markierung*‘) angehédngt, gegen die dann die Antikorper gerichtet
sind. Da es sich dabei um Standard-tags handelt, ist die Affinitdt des entsprechenden Antikorpers
gegen sein tag relativ hoch, so dass eine hohere Ausbeute und Spezifitét erreicht wird. Der Nachteil
ist, dass die getaggten Proteine kiinstlich in einer stabilen Zellkultur exprimiert werden und somit
nicht in ihrer exakten, nativen Umgebung interagieren miissen. Fiir diese Arbeit wurde das Prinzip
der ColP mittels Zellkultur und getaggten Proteinen in Anlehnung an Versuche von Johannes Backs
und Kollegen [7] gewdhlt.

HEK293T Zellen wurden unter Standardbedingungen (37°C, 5% CO;) in DMEM (+20 % FCS,
+ 1 % P/S) kultiviert, zur Transfektion in 6-well Platten bei 70 — 90 % Konfluenz ausgesit
(2 ml Suspension pro well) und 24 h zur Adhérierung bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Pro
Transfektion wurden 94 pl serum- und antibiotikafreies Medium in einem 1,5 ml Reaktionsgefal3
vorgelegt und jeweils 6 ul GeneJammer (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) zugegeben. Die
Ansdtze wurden dann 5 min. bei RT inkubiert und es erfolgte die Zugabe von jeweils 1 ug
HDAC4-myc und Suv39H1-FLAG Plasmid-DNA und bei den entsprechenden Proben 0,8 pg
CaMKII6B-T287D Plasmid-DNA. Danach wurden die Ansitze kurz gevortext, weitere 30 min. bei
RT inkubiert und pro well 100 pl Transfektionsmix tropfenweise zugegeben. Nach einer Inkubation
von 48 h bei 37°C und 5 % CO, wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit je 1 ml 1 x PBS
bedeckt und mittels Schaber in Losung gebracht. Die Zellsuspension wurde dann in ein 1,5 ml
ReaktionsgefiB iiberfiihrt, 4 min. bei 1000 g und 4°C zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Das Pellet wurde mit 1 ml 1 x PBS gewaschen, danach in 200 pl Puffer IP-A resuspendiert und in
fliissigem N, schockgefroren. Die Zellen wurden dann auf Eis wieder aufgetaut und in dieser Zeit
wurden die M2 Agarosebeads vorbereitet. Hierzu wurden 175 pl ANTI-FLAG M2 Agarose 2fach
mit Puffer Resin Wash und 3fach mit 1 x TBS gewaschen (Zentrifugation: 1 min. bei 3000 g und
4°C) und auf Eis gehalten. Die aufgetauten Zellen wurden durch 3-maliges ,,ziechen* durch eine
27G-Kaniile weiter aufgeschlossen und die Ansédtze zum Entfernen von Zelltrimmern 15 min. bei
maximaler Geschwindigkeit und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches 1,5 ml
Reaktionsgefa3 {iberfiihrt und davon 30 pl als Input zuriickbehalten (+ 30 pl 2 x Lammli + 1:20
B-Mercaptoethanol; Inputs wurden direkt 5 min. bei 95°C inkubiert und bei 4°C bis zur SDS-PAGE
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gelagert). Zum Rest wurden 30 ul M2 Agarose zugegeben, die Proben mit 700 ul Puffer IP-A
aufgefiillt und iiber Nacht bei 4°C auf dem Uberkopfschiittler inkubiert. Am niichsten Tag wurden
die Ansitze zunichst bei 300 g und 4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Beads 2 x
mit Puffer IP-B und 1 x mit Puffer [IP-Wash gewaschen (Zentrifugation: 3000 g bei 4°C). Nach dem
letzten Waschschritt wurde der Uberstand vollstéindig abgenommen und verworfen und Beads in
60ul 2 x Lammli resuspendiert. Die Ansdtze wurden dann 2 min. bei 95°C inkubiert, kurz bei
maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert und der Uberstand in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefd
iiberfiihrt. Danach erfolgte die Zugabe von 3 pl B-Mercaptoethanol (14,5 M), anschlieend wurden
die Proben 5 min. bei 95°C inkubiert und 1 min. bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die so aufgereinigten

Proteine wurden zusammen mit den gelagerten Inputs im Western Blot untersucht.

2.12 Western Blot

Die Methode des Western-Blot dient zur Detektion von Proteinen in einer Suspension, die zuvor
mittels SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylmid Gelelektrophorese) entsprechend der
Proteingrofe (oder anderen Auftrennungsmethoden) aufgetrennt wurde. Dabei werden die Proteine
mittels Spannung aus dem Acrylamid-Gel auf eine Trdgermembran (meist Nitrocellulose oder
PVDF) iibertragen und fixiert. Mittels spezifischer Antikorper konnen die Proteine von Interesse
nachgewiesen und analysiert werden; dabei wird zur Signalverstirkung meistens zunédchst ein fiir
das Protein spezifischer Primdrantikorper benutzt, der dann seinerseits durch einen gegen diesen
ersten Antikorper gerichteten Sekundarantikorper erkannt wird. Die Detektion erfolgt dann entweder
iiber Fluoreszenz oder Chemilumineszenz.

Die ColP-Proben wurden in einem 12 % Trenngel bei einer Laufspannung von 100 V aufgetrennt
und danach fir 2 h auf emne PVDF Membran bei 400 mA geblottet. Die
PVDF-Membran wurde dabei zuvor 10 min. in 100 % Methanol aktiviert und nach dem Blotten fiir
I h bet RT mit 5 % Magermilch in 1 x TBS-T geblockt. Die Membranen zur Detektion
des c-Myc-tags wurden mit entsprechendem Antikdrper in einer Verdiinnung von 1:2500 iiber Nacht
bei 4°C auf einem Uberkopfschiittler inkubiert. AnschlieBend wurden die Membranen 3 x mit
1 x TBS-T gewaschen (5 min. Schiitteln bei RT) und mit entsprechendem Sekundirantikérper
(goat-anti-rabbit) in einer Verdiinnung von 1:5000 fiir 1 h bei RT im Uberkopfschiittler inkubiert.
Die Membranen zur Detektion des FLAG-tags verblieben iiber Nacht bei 4°C in der Blocklosung
und wurden am nichsten Tag mit anti-FLAG-HRP Antikorper in einer Verdiinnung von 1:5000 fiir
1 h bei RT auf dem Uberkopfschiittler inkubiert. Die Detektion erfolgte mittels
Chemiluminszenzsystem der Firma GE Healthcare entsprechend dem Herstellerprotokoll und die

Entwicklung mittels Rontgenfilm in einer AGFA Entwicklermaschine.
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2.13 Immunfluoreszenzfirbung

Die Immunfluoreszenzfarbung dient der Farbung von Strukturen oder Proteinen innerhalb der Zelle
mittels fluoreszenzmarkierter Antikdrper. Durch Gegenfarbung der Zellen mit DAPI (Anfarbung des
Zellkerns) konnen so u.a. die Lokalisation oder Interaktion verschiedener Proteine nachgewiesen
werden. Auch hier erfolgte die Durchfithrung in Anlehnung an Backs und Kollegen [7].

Cosl-Zellen wurden in 24-well Platten auf 13 mm Coverslips bei 70 — 80% Konfluenz ausgesit
(500 pl Suspension pro well) und zur Adhérierung 24 h unter Standardbedingungen (37°C, 5% CO,)
in DMEM (+10 % FCS, + 1 % P/S) inkubiert. Pro Transfektion wurden 14 pl serum- und
antibiotikafreies Medium vorgelegt und jeweils 6 ul GeneJammer zugefiigt. Nach 5 min. Inkubation
bei RT wurden jeweils 750 ng HDAC4-GFP bzw. Suv39H1-FLAG und bei den entsprechenden
Proben 400 ng CaMKIIdB-T287D Plasmid-DNA zugegeben, kurz gevortext und 30 min. bei RT
inkubiert. Pro well wurden 20 pl Transfektionsmix zugegeben, die Zellen {iber Nacht bei 37°C und
5 % CO; inkubiert und fir 6 h ,,gehungert (serumfreies Medium). Danach wurde das Medium
abgenommen und die Zellen 10 min. bei RT mit 500 pl 4 % Formaldehyd in 1 x PBS fixiert. Nach
dreimaligem Waschen mit 1 ml 1 x PBS wurden die Zellen mit 500 pl 0,3 % Triton X in 1 x PBS fiir
weitere 10 min. permeabilisiert. AnschlieBend wurden die Zellen erneut 3 x mit 1 ml 1 x PBS
gewaschen und 1 h bei RT mit 500 pl 5 % goat serum in 1 x PBS geblockt (Verminderung von
Backgroundsignalen). Nach dem Blocken erfolgte die Inkubation mit anti-FLAG Antikorper in einer
Verdiinnung von 1:200 in 5 % goat serum in 1 x PBS + 0,05 % Triton X {iber Nacht bei 4°C. Am
nichsten Tag wurden die Zellen zunichst 3 x mit 1 ml 1 x PBS gewaschen und dann 1 h bei RT mit
anti-rabbit-TexasRed Antikorper in einer Verdiinnung von 1:400 in 5 % goat serum in 1 x PBS
+ 0,1 % Triton X inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit 1 ml 1 x PBS erfolgte die
DAPI-Fiarbung und nach weiteren drei Waschschritten mit 1 ml 1 x PBS das Eindeckeln mit
FluorSave™ (Merck, Darmstadt, Deutschland). Die Dokumentation der Ergebnisse wurde mittels

Fluoreszenzmikroskop bei einer Vergrof3erung von 400x durchgefiihrt.
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2.14 Messungen an der lonOptix Zellverkiirzungsanlage

Der grundlegende Aufbau der IonOptix Zellverkiirzungsanlage ist in nachfolgender Abbildung 13
dargestellt.

A
-

:

JEBD

A

T

i

Eo
€ 1LINd

Wheel
AR Controlter

Abb. 13: Schematischer Aufbau der IonOptix Zellverkiirzungsanlage inklusive Mikroskop,
Zubehor und Computer zur Aufzeichnung. Erkldrung der Zahlen siehe Text. Abbildungen
verwendet unter freundlicher Genehmigung der Firma IonOptix.

Die i1solierten Kardiomyozyten wurden in einer Zellkammer auf laminierten Deckgldsern ausplattiert
und fiir 5 min. zur Adhédrierung bei RT inkubiert. Die Zellkammer wurde in das Mikroskop
eingespannt @ und die Zellen iiber den Zufluss @ mit der jeweiligen LOsung umspiilt;
die Absaugung erfolgte dabei mittels Unterdruckpumpe . Sowohl die zustrdmenden
Losungen (Heizung II), als auch die Zellkammer (Heizung 1) wurden auf eine Temperatur von 37°C
erwdrmt. Die Lichtquelle des Mikroskops @ mit nachgeschaltetem Filter (T660LPXR;
Transmission > 660 nm) belichtet die Kardiomyozyten (roter Strahlengang), das Durchlicht gelangt
dann iiber einen Spiegel (Mikroskop unten) iiber den Side Port des Mikroskops durch den Cell
Framing Adapter auf die MyoCam @, iiber die ein Livebild der Kardiomyozyten auf dem PC in
das Programm IonWizard @ abgebildet wird. Gleichzeitig erfolgte iiber eine UV-Lampe (Xenon
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Short Arc -75XE, Ushio Inc., Tokyo, Japan; nicht eingezeichnet, koppelt von hinten in das
Mikroskop ein) die Anregung verschiedener Fluorophore (s.u.). Die Auswahl der entsprechende
Anregungswellenlidnge erfolgte dabei iiber den Filter Wheel Controller, das Anregungslicht selbst
(blauer Strahlengang) gelangte iiber einen dichroischen Spiegel (89017bs F/TR), welcher die
Exzitationswellenlénge spiegelt, die Emissionswellenldngen aber durchlisst, auf die Zellen. Ebenso
wie das Durchlicht gelangten die entsprechenden Emissionen (lila und griiner Strahlengang) via
Spiegel iiber den Side Port in den Cell Framing Adapter, wurden hier aber von einem weiteren
dichroischen Spiegel (650 DCXR) so abgelenkt, dass sie in die angeschlossenen Photomultiplier
(PMT 1 — 3) miindeten, welche die Signale dann zur Darstellung im Programm lonWizard iiber das
Flourescence System Interface @ leiteten. Zur Trennung von mehreren Fluoreszenzsignalen
kommt ein dritter dichroischer Spiegel vor PMT 1 (490 DCLP) und ein reiner Spiegel vor PMT 2
zum Einsatz. Wahrend der Messungen erfolgte die Feldstimulation iiber den an die Zellkammer
angeschlossenen Stimulator @ Alle erwidhnten Spiegel und Filter wurden tiber die Firma Chroma
Technology GmbH (Fiirstenfeldbruck, Deutschland), die Zellverkiirzungsanlage (sofern nicht anders
deklariert) von der Firma IonOptix (Dublin, Irland) bezogen.

Waihrend allen Messungen wurden die Zellen einem physiologischen Stressprotokoll unterzogen, bei
dem die Zellen zunichst unter 0,5 Hz Feldstimulation fiir 120 s mit NT perfundiert wurden. Danach
erfolgte das Einwaschen des P-adrenergen Agonisten Isoprenalin (30 nM) und die Erh6hung der
Feldstimulation auf 5 Hz sobald dieser Wirkung zeigte (stirkere Zellverkiirzung und kiirzere Time
to Peak) zur Simulation einer physiologischen Stresssituation. Nach weiteren 180 s wurden die
Zellen wieder unter Anfangsbedingungen gemessen und nach weiteren 60 s erfolgte die jeweilige

Kalibration der Fluoreszenzparameter (s.u. und Abb. 14).

Feldstimulation | 0,5 Hz | 5Hz I 0,5 Hz l

Perfusion | NT | 30 nM Isoprenalin | NT | FCcP

Abb. 14: Schematische Darstellung des angewendeten Stressprotokolls. Die Umschaltung auf 5 Hz
erfolgte ab einer sichtbaren Wirkung von Isoprenalin. Die Umschaltung wihrend der Kalibration
erfolgte nach einer sichtbaren Reaktion des jeweiligen Fluoreszenzsignals auf den entsprechenden
Stimulus.

Im Programm IonWizard wurden dabei folgende Parameter in Echtzeit aufgezeichnet und

protokolliert:
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Zur Bestimmung der Arbeitslast erfolgte die Messung der Sarkomerldnge iiber einen im Programm
hinterlegten Algorhythmus, welcher die unterschiedlichen Helligkeiten (,,Bdnderung*) innerhalb der
Sarkomere als Berechnungsgrundlage heranzieht.

Die Bestimmung des Redox-Potentials erfolgte anhand des Oxidationsstatus von NAD(P)H und
FAD mittels Autofluoreszenz (NAD(P)H: Apx = 340 nm, Ag, = 450 nm; FAD: Agx = 485 nm,
Aem = 525 nm). Aufgrund des gegensitzlichen Verhaltens kommt es bei einer Oxidation von
NAD(P)H zum Abfall, bei einer Oxidation von FAD zu einem Anstieg der jeweiligen
Autofluoreszenz und umgekehrt, so dass sich iiber die Ratio aus beiden Parametern eine
zuverldssige Aussage liber den Redoxstatus der jeweiligen Zelle machen ldsst. Zur Auswertung des
Redoxstatus mussten die Signale fiir NAD(P)H und FAD zusétzlich kalibriert werden (maximales
und minimales Signal). Hierzu wurden die Zellen zunédchst mit dem Ionophor FCCP (5 uM)
perfundiert. Dieser fiihrt durch den Transport von Protonen iiber die mitochondriale Membran zur
Dissipation des Membranpotentials und damit zur maximalen Oxidation von NADH und FAD
(= Minimum im NADH-Signal, Maximum im FAD-Signal). Danach erfolgte die Perfusion mit
Cyanid (4 mM), welches die Atmungskette blockiert und somit zu einer vollstindigen Reduktion
von NADH und FAD fiihrt (= Maximum im NADH-Signal, Minimum im FAD-Signal). Da auf
Grund eines moglichen Fehlens der Nnt das mitochondriale NADPH durch FCCP nicht oxidiert
werden kann (vgl. Einleitung), wurden die Zellen zusétzlich mit 10 mM H,O; perfundiert, welches
auch den NADPH Pool — sofern vorhanden — oxidiert.

Zur Bestimmung der zelluldiren ROS-Produktion wurden die Zellen zuvor mit 1 — 4 uM DCF fiir
25 min. bei 37°C gefarbt. Dieser Farbstoff erhélt seine charakteristische Fluoreszenzeigenschafte
(Aex = 495 nm, Agy, = 525 nm) durch Oxidation, welche durch das in den Zellen entstehende H,O,
erfolgt. Diese Oxidation ist irreversibel und das DCF-Signal folgt damit einem kumulativen Anstieg.
Am Ende des Protokolls erfolgte auch hier die Kalibration des Farbstoffes durch eine definierte
Menge H,O, (10 mM), so dass eine Aussage iiber das Ansprechen von DCF innerhalb der
jeweiligen Zelle gemacht werden konnte (interne Kontrolle).

Als zusédtzliche Parameter wurden handschriftlich Notizen {liber Zustand und Verhaltensweisen der
gemessenen Zellen (z.B. Vorkommen von Extrasystolen oder Arrhythmien bzw. ,,Spriinge* in einem
der Fluoreszenzsignale), die Beladung durch DCF zu Beginn jeder Messung sowie den Erfolg der

Kalibration durchgefiihrt, so dass jede Zelle in ihrer Gesamtheit beurteilt werden konnte.
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2.15 Isolation von Mitochondrien aus Gesamtherz

Alle Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Die Méuse wurden durch Injektion des Gemisches
Ketavet® (Ketaminhydrochlorid: 1000 ™¢/,) und Rompun® (Xylazinhydrochlorid: 100 ™%/,)
getotet, das Herz wie unter 2.1 beschrieben entnommen und in eine P6 Schale mit IS Puffer
iiberfiihrt. Dort erfolgte das Sdubern der Ventrikel von unerwiinschten Geweberesten sowie den
Vorhofen. Das gesduberte Herz wurde danach in ein 2 ml Reaktionsgefdl mit 500 pl IS Puffer
uberfiihrt, mittels Feinschere zerkleinert und die Gewebestliicke inklusive Puffer in einen
Glashomogenisator (A. Hartenstein GmbH, Wiirzburg, Deutschland) {iberfiihrt. Die Homogenisation
erfolgte mittels Kunststoffpistill in zwei Schritten zu je 7 min. wobei nach den ersten 7 min. weitere
500 pl IS Puffer in den Homogenisator hinzugefiigt wurden. Danach wurde das Homogenat wieder
in das 2 ml Reaktionsgefal liberfiihrt und zur Entfernung von Zelltrimmern 5 min. bei 400 g und
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches 2 ml ReaktionsgefdB iiberfiihrt und erneut
10 min. bei 7700 g und 4°C zentrifugiert. Der neue Uberstand (cytosolische Fraktion) wurde in ein
frisches 2 ml Reaktionsgefd3 {iberfiihrt und bei -80°C gelagert, das Pellet wurde in 700 pl MSS
Puffer resuspendiert. Danach erfolgte die Zugabe von weiteren 700 ul MSS und die Suspension
wurde erneut 5 min. bei 7700 g und 4°C zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde wiederholt und
das Pellet am Ende in 100 ul MSS Puffer aufgenommen.

Bei der Isolation von Mitochondrien aus bereits verdautem Herzen der Zellisolation (Punkt 2.1)
wurde wegen des sehr weichen Gewebes nur eine Homogenisation von 1 x 7 min. durchgefiihrt. Das

restliche Protokoll blieb unverandert.

2.16 Proteinisolation fiir GSH/GSSG Messungen

Die Herzstiicke zur Bestimmung des Gesamtglutathions wurden in 200 pl 1 x Lysepuffer (Millipore,
Darmstadt, Deutschland) aufgenommen, mittels Miccra D1 Homogenisator (Miccra GmbH,
Miillheim, Deutschland) homogenisiert (14500 — 18000 rpm) und das Homogenat 10 min. bei
maximaler Geschwindigkeit und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches 1,5 ml
Reaktionsgefal iiberfiihrt.

Die Herzstiicke zur Bestimmung des oxidierten Glutathions (GSSG) wurden in 300 pul GSH Puffer
+ 3mM M2VP (s. 2.18) aufgenommen und mittels Miccra D1 homogenisiert (14500 — 18000 rpm).

46



Material und Methoden Methoden

2.17 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentrationsbestimmung fiir Mitochondrien und isolierte Proteine erfolgte mittels BioRad
DC™ Protein Assay. Hierzu wurden die Proben 1:10 in 20 pl ddH,O verdiinnt und mit 100 pl
Reagenz A versetzt. Nach kurzem Vortexen erfolgte die Zugabe von 800 ul Reagenz B, die Ansitze
wurden erneut gevortext und 15 min. bei RT inkubiert (bis zu 1 h moglich). Im Anschluss wurde
die optische Dichte der Proben bei 750 nm photometrisch bestimmt. Die Konzentrationsbestimmung
erfolgte immer in Triplikaten, als Leerwert dienten 20 ul ddH,O, die Standardkurve wurde einmalig

bestimmt und im Gerit gespeichert.

2.18 Bestimmung von gesamt GSH und GSSG

Das Prinzip der Bestimmung von GSH und GSSG beruht auf der Tatsache, dass zwei Molekiile
GSH mit einem Molekiil GSSG durch Oxidation oder Reduktion im Gleichgewicht stehen. Bereits
1958 beschrieb G.L. Ellman das Reagenz DTNB, welches durch Oxidation von GSH zu GSSG in
TNB (2-Nitro-5-thiobenzoat) umgewandelt wird [19]. Dieser Stoff kann dann kolorimetrisch bei
412 nm quantifiziert werden. Zur Bestimmung des gesamten Glutathions wird der Reaktion noch
Glutathionreduktase und NADPH im Uberschuss zugesetzt, so dass auch das bereits oxidierte
Glutathion wieder reduziert wird und fiir die Reaktion mit DTNB zur Verfligung steht (Abb. 15).

Zur Bestimmung des oxidierten Glutathions wird bei der Aufbereitung der Proben der Stoff M2VP
zugesetzt. Dieser reagiert mit freien Thiolgruppen und bindet somit das reduziert vorliegende GSH
(,,Maskierung®). Somit wird nach Zugabe der Glutathionreduktase ausschlieBlich das bereits

oxidierte GSSG gemessen (Abb. 15).

2TNB DTNB
>&<
Maskierung
M2VP ——— > 2 GSH GSSG
RED
GR
NADPH NADP*

Abb. 15: Prinzip der GSH/GSSG-Messung mittels DTNB. Erklarung sieche
Text; OX = Oxidation, RED =Reduktion, GR = Glutathionreduktase
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Die jeweilige Messung von GSH bzw. GSSG erfolgte in GSH-Puffer mit 0,6 mM DTNB und
0,4 mM NADPH. Kurz vor der entsprechenden Messung wurden 1,8 U Glutathionreduktase
zugegeben, 940 pul des Gemisches pro Kiivette vorgelegt und jeweils 50 pg (GSH) bzw. 400 pg
(GSSG) Lysat zugegeben und die Absorption bei 412 nm iiber 10 min. gemessen (Messintervall:
30 sek.). Zur besseren Detektion von GSSG wurden die entsprechenden Proben vor der Messung
einem Zyklus Freeze/Thaw unterzogen. Die Auswertung erfolgte an Hand von Eichkurven fiir GSH

und GSSG, die im Zuge fritherer Messungen bereits vorlagen.

2.19 Atmungsmessung

Durch die Messung der mitochondrialen Atmung kann eine Aussage iiber die Integritdt der
Mitochondrien und damit eine eventuelle Dysfunktion gemacht werden. Die Atmungsmessungen
erfolgten an einer Clark-Elektrode unter Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs in einem
geschlossenen System. Alle Versuche wurden bei 37°C durchgefiihrt, die Belegung der Elektrode
erfolgte durch Dr. Alexander Nickel. Vor jedem Messtag wurde eine Kalibration der Elektrode
durch die Bestimmung der maximalen Sauerstoffmenge (offenes System) und der minimalen
Sauerstoffmenge (Zugabe von Natriumdithionit zur Reduktion des vorhandenen Sauerstoffs)
durchgefiihrt. Zwischen den einzelnen Messungen wurde die Pufferkammer jeweils 15 x mit 70 %
EtOH und 10 x mit ddH,O gespiilt.

Die Pufferkammer wurde zunidchst mit Puffer AP befiillt und die Messung gestartet. Bei einem
stabilen Signal wurden 400 pg Mitochondrien zugegeben und die Kammer mit dem Deckel
verschlossen (Volumen: 2 ml). Nach 2 — 3 min. mit stabilem Signal erfolgte die Zugabe des
jeweiligen Substrates mittels Hamilton Pipette in einer Endkonzentration von 5 mM (state 2
Atmung). Nach weiteren 2 — 3 min. mit stabilem Signal wurde stufenweise ADP zugegeben um die
Endkonzentrationen 100 uM, 300 uM und 1 mM zu erreichen (state 3 Atmung). Zwischen den
einzelnen Zugaben lag jeweils mindestens 1 min. Zeitabstand. Vor dem endgiiltigen Aufbrauchen
des Sauerstoftfes erfolgte die Zugabe von Oligomycin in einer Endkonzentration von 1,2 uM (state 4

Atmung) und die Messung wurde nach weiteren 3 — 4 min. gestoppt.

2.20 Messung von NAD(P)H und Membranpotential

Die Bestimmung des NAD(P)H-Levels und des Membranpotentials (A¥Y,,) erfolgte in einer
parallelen Messung der Autofluoreszenz von NAD(P)H (Agx = 340 nm, Agy, = 450 nm) und dem
Fluoreszenzfarbstoff Tetramethylrhodaminmethylester (TMRM; Agx = 560 nm, Agn = 600 nm) im

Tecan infinite M200 pro Plattenreader als Triplikate bei 37°C (Messintervall zwischen zwei
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Messpunkten: 1 min.). Hierzu wurden 60 ug Mitochondrien in 160 pl Puffer AP aufgenommen und
10 min. bei RT im Dunkeln mit 0,1 uM TMRM angefarbt. Danach wurden pro well einer 96-well
Platte (UV flat transparent) 160 pl (= 60 ng) gefdarbte Mitochondrien zugegeben und die Messung
gestartet. Nach 20 min. erfolgte die Zugabe des jeweiligen Substrates in einer Endkonzentration von
5 mM und die Messung wurde fiir 15 min. fortgesetzt. Dann wurden jeweils die Effektoren ADP
(Endkonzentration: 1 mM), Rotenon (Endkonzentration: 8 uM) oder KMV (Endkonzentration:
10 mM) zugegeben und die Messung fiir weitere 10 min. fortgefiihrt. Im Anschluss erfolgte die
Kalibration mittels CN fiir 3 min. (Endkonzentration: 2,5 mM) und Oligomycin/DNP fiir 15 min.
(Endkonzentrationen: 1,2 uM/250 uM).

2.21 Bestimmung von H,O, in isolierten Mitochondrien

Die Messung mitochondrialer reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) erfolgte als Messung des
Gesamt-H,O, unter Verwendung des Indikators Amplex UltraRed (AmpRed). Dabei wird dem
Puffer neben AmpRed noch zwei weitere Substanzen beigefligt: 1. Superoxid Dismutase (SOD)
— dient der Umwandlung von Superoxid in H,0,. 2. Horse Radish Peroxidase (HRP)
— katalysiert die Umsetzung des durch H,O, oxidierten AmpRed zu Resorufin, welches dann
fluorimetrisch bestimmt werden kann (Agx = 535 nm, Agp, = 590 nm).

Die Messungen erfolgten in 96-well Platten (Flat black) im Tecan Fluoreszenzplattenreader in
Duplikaten. Hierzu wurden pro well 30 pg Mitochondrien vorgelegt und mit 170 pl
AmpRed-Mastermix (10 mM AmpRed, 100 Y/, SOD, 500 ™/1y und 5 mM Substrat in Puffer AP)
versetzt; flir die Leerwertbestimmung erfolgte die Zugabe von Mastermix ohne Substrat. Danach
wurden entsprechend 100 uM, 300 uM oder 1 mM ADP zugegeben und die Messung gestartet.
Diese erfolgte fiir 30 — 60 min. bei 37°C und einem Messintervall von 2 min. zwischen den

einzelnen Messpunkten.

Spezielle Protokolle:

e Depletion der antioxidativen Kapazitét: hier wurden die Mitochondrien vor Versuchsbeginn
fiir 5 min. mit 25 puM DNCB behandelt. Dies fiihrt zur Alkylierung von freiem GSH, so dass
dieses nicht mehr zur Entgiftung von H,O; bereitsteht.

e Dynamisches Protokoll: in Anlehnung an die Durchfiihrung der NAD(P)H/TMRM-
Messungen wurde fiir AmpRed ein entsprechendes Protokoll verwendet. Dabei wurde zu den
vorgelegten Mitochondrien Mastermix ohne Substrat zugegeben und die Messung direkt
gestartet (Messintervall: 1 min.). Nach 10 min. erfolgte die Zugabe von 5 mM Substrat und

die Messung wurde fiir 15 min. fortgefiihrt. Danach erfolgte die Zugabe der jeweiligen
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Eftektoren (s. Abschnitt 2.17) und die Messung wurde flir weitere 30 min. fortgefiihrt. Am
Ende der Messung erfolgte als Positivkontrolle fiir den Assay die Zugabe von 500 uM H,0,.

2.22 Bestimmung von Enzymaktivitiiten

Die Messungen der Enzymaktivitidten der vier Citratzyklusenzyme IDH, Aconitase, o KGDH und
MDH erfolgten in Duplikaten in 96-well Platten (UV flat transparent) im Tecan
Fluoreszenzplattenreader bei 37°C. Hierbei wurde die Zunahme von NAD(P)H wéhrend der
jeweiligen spezifischen Reaktion photometrisch durch die Messung der Absorption bei 340 nm
bestimmt. Jede Messung erfolgte iiber einen Zeitraum von 30 min. bei einem Messintervall von
I min. mit durch Freeze/Thaw aufgebrochenen Mitochondrien; die einzelnen Assays sind

nachfolgend aufgefiihrt.

IDH-Aktivitdt:
Pro well wurden 200 pl Mastermix bestehend aus 10 mM TRIS-HCI (pH 8,0), 0,2 mM NADP",
5 mM MgCl, und 2 mM Isocitrat vorgelegt, jeweils 5 pug Mitochondrien zugegeben, gemischt und

die Messung gestartet.

Aconitase-Aktivitdt:
Pro well wurden 200 pl Mastermix bestehend aus 36 mM TRIS-HCI (pH 7,4), 0,2 mM NADP",
0,8 mM Cystein, 0,4 mM MgCl, und 30 mM Citrat vorgelegt, jeweils 25 ug Mitochondrien

zugegeben, gemischt und die Messung gestartet.

aKGDH-Aktivitdt:
Pro well wurden 198 pl Mastermix bestehend aus 0,5 mM EDTA, 5 mM MgCl,, 25 mM KH;PO4
(pH 7,2), 1 mM NAD", 2,5 mM oKG, 0,2 mM TPP und 8 uM Rotenon vorgelegt und jeweils 10 pg

Mitochondrien zugegeben. Danach erfolgte die Zugabe von 2 pul 10 mM CoA-SH

(Endkonzentration: 0,1 mM), die Ansédtze wurden gemischt und die Messung gestartet.

MDH-Aktivitdt:
Pro well wurden 200 pl Mastermix bestehend aus 50 mM TRIS-HCI (pH 7,4), 0,2 mM NADP"

5 mM MgCl, und 5 mM Malat vorgelegt, jeweils 10 pg Mitochondrien zugegeben, gemischt und

die Messung gestartet.
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2.23 bioinformatische Arbeiten

Folgende Datenbanken und (Internet)Programme wurden fiir bioinformatische Arbeiten

herangezogen:

o

NCBI, National Center for Bioinformatical Information; Gen-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

o

UCSC Genome Browser; Gen-Datenbank (http://genome.ucsc.edu/)

o

Microsoft® Office 2010; Erstellen von Textdokumenten und Tabellen

o

PerlPrimer; Entwerfen von Primern (http://perlprimer.sourceforge.net/)

o

IonWizard; Aufzeichnung und Auswertung der Daten der Zellverkiirzungsanlage

o

GraphPad Prism 6.0; Erstellung von Diagrammen und statistische Auswertung

o

OxyGraph+ Software; Aufzeichnung und Auswertung der Sauerstoffmessungen

2.24 Mathematische und statistische Berechnungen

Die Auswertung folgender Parameter wurde mit Hilfe von Microsoft Excel® 2010 durchgefiihrt:
Realtime-PCR (ChIP und Genexpression), Western-Blots und ColPs, Enzymaktivitéten,
Sauerstoffverbrauch und respiratorischer Quotient, NADH/TMRM Parallelmessung, Bestimmung
von GSH/GSSG, ROS-Produktion (AmpRed und DCF) sowie Redoxstatus von NAD(P)H/FAD. Die
Auswertung der Kontraktionsdaten (systolische/diastolische Sarkomerlinge, Time to Peak,
Zellverkiirzung und Relaxationszeit) erfolgte direkt im Programm lonWizard. Alle statistischen
Berechnungen wurden mit Hilfe von GraphPad Prism Version 6.0 durchgefiihrt. Sofern nicht anders

vermerkt sind alle Ergebnisse als Mittelwert mit SEM (standard error of the mean) angegeben.
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ITI. ERGEBNISSE

Expressionsprofil _und __Histonmethylierung der NRCMs _dhnelt _humaner

Herzinsuffizienz

Zum Test, ob das Modellsystem der neonatalen Rattenkardiomyozyten (NRCM) zur Untersuchung
der Rolle von JMJDIA und JMID2A dienen kann, wurde aus NRCMs und adulten
Rattenkardiomyozyten RNA isoliert und die Expression verschiedener Markergene bestimmt. Wie
in Abbildung 16 A zu sehen ist, war, wie erwartet, eine deutlich erhohte Expression der beiden Gene
Anp (80-fach) und Bnp (7-fach) in den neonatalen Zellen im Vergleich zu adulten Zellen zu
beobachten. Interessanterweise war die Expression der beiden Demethylasen Jmjdla und Jmjd2a
ebenfalls in neonatalen Kardiomyozyten um das vier- bzw. neunfache erhoht bei einer gleichzeitigen
Expressionserhohung des Gens Fhll, welches unter direktem Einfluss von JMJID2A steht [94]. Die
Expression von SercaZa hingegen war in neonatalen Zellen deutlich erniedrigt im Vergleich zu

adulten Zellen.
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Abb. 16: (A) Relative Genexpression verschiedener Markergene in neonatalen (n = 6)
Rattenkardiomyozyten bezogen auf die Expression in adulten (n = 4) Rattenkardiomyozyten
(B) Realtime-PCR Analysen von ChIP-Assays fiir H3K9me2 und H3K9me3 im
Promotorbereich von Anp und Bmp in adulten sowie neonatalen Rattenkardiomyozyten
(jeweils n = 3). * p < 0,05 (mit Genehmigung verandert nach [27])

Als néchstes wurde untersucht, ob sich im Promotorbereich von Anp und Bnp entsprechende
Unterschiede in der Methylierung von H3K9 feststellen lassen. Hierzu wurden ChIP-Assays mit
neonatalen und adulten Zellen durchgefiihrt. Dabei zeigte sich sowohl fiir die Di-, als auch die
Trimethylierung von H3K9 in beiden Promotorbereichen eine Erniedrigung in den neonatalen

Kardiomyozyten (Abbildung 16 B).
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Vergleicht man diese Daten mit den aus den humanen Proben erhobenen Daten bzgl. Expression
und Methylierung, so kann eine gewisse Ahnlichkeit zwischen neonatalen Zellen und insuffizienten
Herzen gezogen werden. In beiden Fillen kam es zu einer Erhohung der Genexpression von
JMJIDIA und JMJD2A, verbunden mit einer erniedrigten Methylierung von H3K9 im
Promotorbereich von ANP und BNP und der dadurch bedingten erhohten Genexpression dieser
beiden Gene. Dies zeigte das Potential von NRCMs zur Untersuchung einer direkten Rolle von

JMID1A und JMJD2A bei der Reexpression des fetalen Genprogramms.

JMJIDIA und 2A sind redundant und kontrollieren die Expression von Anp und

Bnp nur zum Teil

Um eine Beteiligung der beiden H3K9-Demethylasen an der Expressionskontrolle von 4np und Bnp
zu zeigen, wurden NRCMs isoliert und in drei Schritten mit spezifischen siRNAs fiir Jmjdla und
Jmjd2a (,,Target-siRNAs*) transfiziert. Als Kontrolle wurden Zellen mit sog. Scrambled Kontroll-
siRNAs transfiziert; diese besitzen die gleiche Nukleotidzusammensetzung wie die spezifischen
siRNAs, allerdings in einer zufélligen Anordnung (englisch ,to scramble® = etwas durcheinander
bringen). Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz waren die beiden Target-siRNAs mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Cy3 markiert, so dass eine mikroskopische Beurteilung durchgefiihrt werden

konnte (Abb. 17).
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Durchlicht Epifluoreszenz

Scrambled Kontrolle
JMID1A/2A

DKO
JMID1A/2A

Abb. 17: Durchlicht- und Fluoreszenzaufnahmen von transfizierten neonatalen
Rattenkardiomyozyten kurz vor der Ernte. (A) Scrambled Kontrolle Durchlicht, (B) Scrambled
Kontrolle Epifluoreszenz, (C) Target-siRNAs Durchlicht, (D) Target-siRNAs Epifluoreszenz.
(mit Genehmigung veradndert nach [27])

Wie in Abbildung 17 zu sehen ist, konnte eine hohe Transfektionseffizienz der Target-siRNAs in
den NRCMs erreicht werden, bei der iiber 90 % der ausgesiten Zellen die rot fluoreszierenden
siRNAs aufwiesen. Da die entsprechenden Scrambled Kontrollen keine Fluoreszenz besallen, konnte
die Transfektionseffizienz hier nicht exakt bestimmt werden, sondern es wurde davon ausgegangen,
dass sich diese siRNAs dhnlich verhalten wie die Target-siRNAs.

Nach dem Ernten erfolgte sowohl die Isolation von RNA zur Untersuchung der Genexpression, als
auch ChIP-Assays zur Kontrolle des Methylierungsstatus. Hierbei zeigte sich zunidchst eine
mogliche redundante Funktion von JMJD1A und JMJID2A, da der Knock-Down (KD) von jeweils
nur einer Demethylase zur Erhohung der Expression der jeweils anderen Demethylase fiihrte. Die
Expression von Anp und Bmnp blieb in beiden Féllen unverdndert (s. Anhang Abb. A.l1). Im
Gegensatz dazu konnte durch die simultane Transfektion beider Target-siRNAs (DKD = doppelter
Knock-Down) ein signifikanter Riickgang der entsprechenden Genexpression von Jmjdla und
Jmjd2a erreicht werden. Gleichzeitig kam es zu einer schwachen, aber stabilen Verminderung der
Expression der beiden Zielgene Anp und Bnp sowie des ebenfalls von IMID2A regulierten Gens
Fhil (Abb. 18 A+B). ChIP-Analysen zeigten dabei, dass es im Promotorbereich von Anp und Bnp
durch das Fehlen der beiden Demethylasen entsprechend zu einer Remethylierung von H3K9 kam

(Abb. 18 C+D).
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Abb. 18: Expression verschiedener Gene und Methylierung im Promotorbereich von Anp und Bnp in
NRCMs nach siRNA-Transfektion. (A) relative mRNA Expression von Jmjdla und Jmjd2a (n = 4)
nach DKD im Vergleich zur Kontrolle, (B) relative mRNA Expression von Anp, Bnp und Fhll (n = 4)
nach DKD im Vergleich zur Kontrolle, (C) Reprisentatives PCR-Gel fiir die ChIP-Assays gegen
H3K9me2 und H3K9me3 im Promotorbereich von Anp und Bnp, (D) Kumulative Ergebnisse der
ChIP-Analysen zum Methylierungsstatus von H3K9 im Promotorbereich von Anp und Bnp (jeweils n
=3-15). ¥*p<0,05; ** p<0,01; *** p < 0,005 (mit Genehmigung verdndert nach [27])

Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl JMID1A, als auch JMJD2A direkt an der Regulation von Anp
und Bnp beteiligt sind. Allerdings sprechen sowohl die Tatsache, dass es sich nur um geringe
Expressionsdnderungen handelte, als auch unsere Daten aus den Working Heart Experimenten
(stabile Demethylierung auch ohne die Erhohung der Expression von Jmjdla und Jmjd2a [27])
dafiir, dass es mindestens einen weiteren Kontrollmechanismus fiir die Expression von Anp und Bnp
geben muss.

Neben einer vermehrten Entfernung der Methylierung von H3K9 konnte auch eine verringerte
Setzung dieser repressiven Markierungen zu den beobachteten Verdnderungen fiihren. Aus den
vorangegangenen Versuchen in humanem Gewebe geht hervor, dass die beiden
Histonmethyltransferasen G9A und SUV39HI in ihrer Expression nicht verdndert waren [27].
Allerdings konnte bereits 2002 gezeigt werden, dass SUV39HI1 mit diversen HDACs physikalisch
interagieren kann, um ein reprimiertes Stadium des entsprechenden Gens zu etablieren [84].
Entsprechend wire eine Rolle von SUV39H1 auch im Falle der Repression des fetalen

Genprogramms durch die Interaktion mit HDAC4 denkbar.
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Ergebnisse Kardiale Belastung fiihrt zum Verlust der HDAC4-SUV39H1-Interaktion

Kardiale Belastung fiihrt zum Verlust der HDAC4-SUV39H 1-Interaktion

Um eine mogliche Interaktion zwischen HDAC4 und SUV39H1 nachzuweisen, wurden zunichst
Immunfluoreszenzfarbungen durchgefiihrt. Hierzu wurden cosl-Zellen mit Plasmiden transfiziert,
die fir ein GFP-markiertes HDAC4 und eine FLAG-markiertes SUV39HI codierten. Zur
Simulation einer kardialen Belastung wurde zusitzlich bei der Hélfte der Ansétze eine konstitutiv
aktive Form der CaMKIIdB (CaMKII6B-T287D; mit Myc-Tag zur Detektion im Input) transfiziert,
welche selektiv. HDAC4 phosphoryliert und so dessen nukledren Export forciert [7]. Unter
Kontrollbedingungen ohne Kinase konnten beide Enzyme im Nukleus nachgewiesen werden, wobei
eine Colokalisation vorzuliegen schien (Abb. 19 A linke Reihe). Enthalten die Zellen zusétzlich
CaMKII6B-T287D, kam es zum Export von HDAC4 ins Cytosol mit einer punktuellen Verteilung,
wihrend SUV39H1 im Zellkern verblieb, dabei allerdings ebenfalls von einer homogenen

Verteilung in eine mehr punktuelle Verteilung iiberging (Abbildung 19 A rechte Reihe).
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Abb. 19: Lokalisation von HDAC4 und SUV39HI1 nach Transfektion in cosl-Zellen
mit und ohne Cotransfektion von CaMKIISB-T287D. (A) Reprisentative Aufnahmen
der Lokalisation von HDAC4 (GFP) und SUV39H1 (anti-FLAG TexasRed
Antikdrper). (B) Statistische Verteilung von HDAC4 und SUV39HI1 in Abhéngigkeit
von CaMKIISB-T287D (jeweils n = 4 unabhingige Experimente). * p < 0,05 (mit
Genehmigung verindert nach [27])
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Ergebnisse Kardiale Belastung fiihrt zum Verlust der HDAC4-SUV39H1-Interaktion

Bei der Berechnung der Verteilung von HDAC4 und SUV39H1 auf Zellkern und Cytosol wurden
Zellen, bei denen keine eindeutige Zuordnung erfolgen konnte, da sowohl Signal im Kern, als auch
im Cytosol vorlag, auch beiden Kompartimenten zugeordnet. Abbildung 19 B zeigt, dass sich
HDAC4 unter Kontrollbedingungen tiberwiegend (ca. 60 %) und SUV39H1 fast ausschlieBlich
(> 90 %) im Zellkern befand. Unter Einfluss von CaMKIIdB-T287D hingegen kam es zu einer
signifikanten Verschiebung der Lokalisation von HDAC4 in das Cytosol (ca. 90 %) wohingegen die
Lokalisation von SUV39H1 unveridndert blieb. Diese Daten sprechen fiir eine direkte Interaktion
zwischen HDAC4 und SUV39HI innerhalb des Zellkerns. Um dies spezifischer nachzuweisen,
wurden Coimmunoprézipitationen von HDAC4 und SUV39HI durchgefiihrt. Hierzu wurden
HEK293T-Zellen jeweils mit Myc-markiertem HDAC4 und FLAG-markiertem SUV39HI1
transfiziert. Wie bei der Immunfluoreszenz wurde auch hier bei der Hilfte der Ansitze die
konstitutiv aktive Kinase CaMKIIdB-T287D cotransfiziert. Mittels spezifischer Antikorper gegen
die FLAG-Markierung wurde SUV39H1 aus den Zelllysaten gefillt und im Western-Blot
nachgewiesen. Gleichzeitig wurde mit spezifischen Antikdrpern gegen die Myc-Markierung auf eine

mogliche direkte Interaktion mit HDAC4 getestet (Abb. 20).
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Abb. 20: Coimmunoprézipitation von SUV39H1 und HDAC4 in Abhingigkeit von
CaMKIISB-T287D. Links: Reprisentativer Western-Blot (vollstdndiger Blot sieche Anhang
Abb. A.8); IP = Immunprézipitation, IB = Immunoblot. Rechts: Densitometrische
Auswertung dreier unabhéngiger ColPs. (mit Genehmigung verdndert nach [27])
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Ergebnisse Kein Einfluss von o KGDH auf H3K9-Methylierung

Wie in Abbildung 20 zu sehen ist, konnte eine direkte Interaktion von HDAC4 und SUV39HI
nachgewiesen werden. Zusétzlich zeigte sich, dass durch die Anwesenheit der konstitutiv aktiven
CaMKII6B-T287D diese Interaktion gestort wurde und auf etwa 50 % des Signals der

Kontrollbedingung reduziert wurde.

Kein Einfluss von aKGDH auf H3K9-Methylierung
Wie in der Einleitung beschrieben ist die Reaktion der Demethylierung von H3K9 durch JIMJID1A

und JMJD2A unter anderem abhéingig von a-Ketoglutarat. Im Jahr 2007 konnte die Forschergruppe
um W. B. Dunn mittels Patientendaten eine erhohte Konzentration von aKG im Serum von
Patienten mit Herzinsuffizienz beobachten und als moglichen neuen Marker zur Diagnose dieser
Krankheit identifizieren [18]. Durch eine Erhéhung des aKG-Spiegels konnte somit auch eine
erhohte Aktivitdt der beiden Histondemethylasen verbunden sein. Um dies zu testen, wurden erneut
Working Heart Experimente an Miuseherzen durchgefiihrt. Die verwendeten Méuse besaflen dazu
eine heterozygote Deletion der zweiten Untereinheit der aKGDH (DLST™); als Kontrolle dienten
entsprechende Wildtyp Maiuse aus dem gleichen Wurf. Bei beiden Mauslinien wurde das
explantierte Herz in die Working Heart Apparatur eingebracht und entweder unter
Kontrollbedingungen oder einer erhohten Nachlast fiir 30 Minuten unterzogen (s. Material und
Methoden). Aus einem Teil der so behandelten Herzen wurden zunichst RNA zur Uberpriifung der
Genexpression von Anp und Fhll isoliert sowie ChIP-Assays in den entsprechenden

Promotorbereichen fiir die Di- und Trimethylierung von H3K9 durchgefiihrt (Abbildung 21).
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Ergebnisse Kein Einfluss von aKGDH auf H3K9-Methylierung
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Abb. 21: relative Genexpression bezogen auf WT Kontrolle und H3K9 Methylierung

(Promotorbereich) von Anp (A) und Bnp (B) in den vier Gruppen WT Kontrolle (n = 3),

DLST"" Kontrolle (n = 2), WT Nachlast (n = 2) und DLST"" Nachlast (n = 4).

Im Fall von Anp kam es nach der Vorlasterh6hung nicht wie erwartet zu einer gesteigerten, sondern
einer eher abgeschwichten Expression in den WT Tieren. Ein &hnliches Bild zeigten auch die
DLST"" Miuse, die unter den Kontrollbedingungen allerdings bereits eine deutliche hohere
Anp-Expression aufwiesen, als die WT Maiuse. Bei Fhl/l zeigte sich ein etwas anderes Bild: wéhrend
bei den WT Tieren die Expression durch die Vorlasterhohung anstieg, ging sie bei den DLST""
Tieren zuriick, erneut mit einer deutlich h6heren Expression bereits unter Kontrollbedingungen. Die
entsprechenden ChIP-Daten zeigen fast keine Unterschiede zwischen den Genotypen oder der
Behandlung und passen nur zum Teil zu den beobachteten Expressionsdnderungen. Entsprechend
scheint es in diesem Ansatz keine direkte Verbindung zwischen aKGDH-Aktivitdt, Genexpression
und H3K9-Methylierung zu geben. Aufgrund der geringen Gruppengrofie von WT Nachlast und

DLST"" Kontrolle war eine statistische Auswertung nicht moglich.

59



Ergebnisse In DLST"-Herzen liegt basal vermehrt ...

In DLST" -Herzen liegt basal vermehrt oxidiertes GSH vor _verglichen_mit WT

Herzen

Neben der RNA und den ChIP-Analysen wurden die in der Working Heart behandelten Herzen auch
zur Bestimmung des oxidativen Stresses verwendet. Hierzu wurde aus einem weiteren Teilstlick
Gesamtlysat isoliert, welches zur Bestimmung des Gesamt-GSH Gehaltes und des GSSG-Gehaltes
verwendet wurde (Abbildung 22).
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Abb. 22: Bestimmung des Gesamt-GSH und des Anteils an GSSG sowie ihr Verhéltnis
zueinander als Indikator flir oxidativen Stress in den einzelnen Gruppen WT Kontrolle
(n = 3), DLST" Kontrolle (n = 2), WT Nachlast (n = 2), DLST"" Nachlast (n = 4).
Aufgrund der n-Zahlen war auch hier keine statistische Auswertung moglich.

In der Menge des Gesamt-GSH unterschieden sich WT und DLST"" unwesentlich und in beiden
Fillen ging die Menge an GSH auch nur unwesentlich durch die erhohte Nachlast zuriick. Im
Gegensatz dazu besafien die beiden DLST"" Tiere bereits unter Kontrollbedingungen einen fast
doppelt so hohen GSSG-Spiegel, als die WT Tiere. Die Mengen an GSSG blieb in den DLST""
Tieren nach der Erhohung der Nachlast relativ gleich, wédhrend sie in den WT Kontrollen
entsprechend der Stressbedingung anstieg. Dies zeigt, dass die DLST"" Herzen mit der
heterozygoten Deletion der aKGDH bereits unter Kontrollbedingungen tendenziell einen
oxidierteren Redoxstatus besitzen, was ggf. Ausdruck fiir oxidativen Stress ist. Dieser Redoxstatus
wird nicht weiter oxidiert, wihrend die WT Herzen erst nach Nachlasterhohung einen &hnlichen
Redoxstatus entwickeln. Dies spiegelt sich auch in der Ratio von GSH zu GSSG wider und steht in
gewisser Weise im Kontrast zu den Ergebnissen verschiedener Arbeitsgruppen, dass die a KGDH an
sich eine relevante Quelle fiir ROS sein konnte und somit einen wesentlichen Teil zum oxidativen
Stress beitragen wiirde (s. Einleitung). Entsprechend sollte die Rolle der a KGDH fiir die Entstehung

von oxidativem Stress direkt an isolierten Mitochondrien ndher untersucht werden.
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Ergebnisse Unterschiedliche mitochondriale Atmung. ..

Unterschiedliche mitochondriale Atmung mit den Substraten aKG und P/M

Um die Funktion der aKGDH zunichst unabhéngig von einer moglichen Beeinflussung durch eine
Deletion zu untersuchen, wurden Mitochondrien aus Herzen von Maiusen der Linie C57BL/6N
isoliert. Zum Ausschluss oder Nachweis einer Beteiligung der NNT, welche eine wesentliche Rolle
in der mitochondrialen ROS-Elimination und Produktion besitzt (s. Einleitung), wurden fiir alle
folgenden Versuche entsprechend Mitochondrien aus den Herzen von C57BL/6J-Miusen (nicht
funktionelle NNT) isoliert. Mit diesen wurden zundchst Atmungsmessungen an einer Clark-
Elektrode unter der Verwendung der Substrate Pyruvat/Malat oder aKG als direkter Eintritt an der
oKGDH in den Citratzyklus (vgl. Abb. 7) durchgefiihrt. Die mitochondriale Atmung definiert sich
dabei als Sauerstoffverbrauch pro Zeit und eingesetzter Menge an Mitochondrien, der
respiratorische Quotient errechnet sich durch die Atmung unter ADP bzw. Oligomycin bezogen auf

die Atmung unter Substrat alleine (Abb. 23).
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Abb. 23: Mitochondriale Atmung in BL/6N (links; n = 6) und BL/6J Miusen (rechts; n = 5)
unter den Substraten Pyruvat/Malat (SmM; schwarz) und o-Ketoglutarat (5 mM; weiB).
Gezeigt sind sowohl Sauerstoffverbrauch (oben), als auch respiratorischer Quotient (RQ,
unten) mit Substrat alleine, | mM ADP und 1 mM ADP/1,2 uM Oligomycin. *** p < 0,005
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Ergebnisse NAD(P)H und AY,, besitzen verschiedene Maxima abhéngig vom Substrat

Sowohl in der state 2 (nur Substrat), als auch in der state 4 Atmung (Substrat, ADP und Oligomycin)
ergaben sich keine Unterschiede zwischen P/M oder aKG als Substrat in beiden Mauslinien. Im
Gegensatz dazu konnte eine deutlich schwichere state 3 Atmung (Substrat + ADP) in beiden Fillen
festgestellt werden, wenn die Mitochondrien oK G statt P/M als Substrat nutzten. Dies spiegelte sich
entsprechend auch in den signifikant unterschiedlichen respiratorischen Quotienten fiir beide
Mauslinien wider. Des Weiteren scheint die state 3 Atmung in BL/6N Mitochondrien marginal

niedriger zu sein, als in den BL/6J Mitochondrien.

NAD(P)H und A, besitzen verschiedene Maxima abhdngig vom Substrat

Um die Unterschiede in der mitochondrialen Atmung néher zu untersuchen, wurden wiederum in
C57BL/6N und C57BL/6J Mitochondrien sowohl die NAD(P)H-Level, als auch das
Membranpotential AW, unter FEinfluss der beiden Substrate P/M und oKG bestimmt. Die
Messungen erfolgten nach einem zeitlichen Protokoll, bei dem 15 Minuten nach Substratzugabe
(Plateauphase) zusitzlich entweder die Atmungskette an Komplex I mittels Rotenon blockiert oder
die oKGDH mittels des spezifischen Inhibitors KMV gehemmt wurde. Die Menge an
einzusetzendem Inhibitor wurde zuvor an isolierten Mitochondrien mittels Aktivititsmessung
bestimmt (s. Anhang Abb. A.2) und auf 10 mM festgesetzt. Der prozentuale Anteil an NAD(P)H
wurde durch die empirische Festsetzung des Maximums in der Plateauphase auf 100 % und des
Minimums nach Zugabe von Oligomycin/DNP (in den Diagrammen nicht beriicksichtigt) auf 0 %
berechnet. Da sich die Ergebnisse fir BL/6N und BL/6J Mitochondrien nicht mafBgeblich
unterschieden, sind zur besseren Ubersicht im Folgenden ausschlieBlich die Ergebnisse fiir die
BL/6N Mitochondrien aufgefiihrt (Abb. 24). Die entsprechenden Graphen fiir BL/6J Mitochondrien
sind dem Anhang zu entnehmen (Abb. A.3 und A.4).
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Ergebnisse

NAD(P)H und AW, besitzen verschiedene Maxima abhéngig vom Substrat
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Abb. 24: Prozentualer Anteil an NAD(P)H (oben) und Membranpotential (unten) in
BL/6N Mitochondrien unter Verwendung von Pyruvat/Malat (5 mM; links) oder
o—Ketoglutarat (5 mM; rechts) als Substrat. Zum Zeitpunkt S wurde das jeweilige
Substrat zugegeben, zum Zeitpunkt E entweder Puffer (Kontrolle, n = 7) oder die
Effektoren Rotenon (8 uM; n = 5) oder KMV (10 mM; n = 7). SEMs als diinne Linie der
entsprechenden Farbe dargestellt.
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Bereits in Abbildung 24 wird deutlich, dass Mitochondrien, die oK G als Substrat verwendeten, eine

andere Dynamik im Aufbau der NAD(P)H-Level und des mitochondrialen Membranpotentials

besallen, als Mitochondrien, die P/M verwendeten. Um diese Unterschiede etwas deutlicher

hervorzuheben wurden die jeweiligen Anstiege bezogen auf den niedrigsten Wert vor

Substratzugabe berechnet (Deltas der Anstiege). Die Ergebnisse sind in nachfolgender Abbildung 25

zusammengefasst.
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Ergebnisse NAD(P)H und AY,, besitzen verschiedene Maxima abhéngig vom Substrat
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Abb. 25: Netto Anstieg von NAD(P)H (A) und Membranpotential (B) in BL/6N Mitochondrien in

Abhéngigkeit der Substrate Pyruvat/Malat und o—Ketoglutarat und der Effektoren Rotenon und
KMV aus Abbildung 24. SEMs als diinne Linie der entsprechenden Farbe dargestellt.

Vergleicht man NAD(P)H-Level und Membranpotential unter Verwendung von P/M oder aKG ldsst
sich feststellen, dass in beiden Féllen das Plateau nach Substratzugabe unter aKG um etwa zwei
Drittel (NAD(P)H) bzw. ein Drittel (TMRM) niedriger liegt als unter P/M. Des Weiteren wurde
dieses Plateau fiir beide Parameter auch etwas langsamer erreicht. Durch die Blockierung der
Atmungskette mittels Rotenon verdnderte sich das Signal fir NAD(P)H unter P/M nicht,
wohingegen unter o KG eine Maximierung auf das Level von P/M erfolgte. Unter beiden Substraten
kam es dabei wie erwartet zur vollstindigen Dissipation des Membranpotentials. Im Gegensatz dazu
fiihrte eine Inhibition der aKGDH bei Verwendung beider Substrate zu einer Halbierung (P/M)
bzw. zum vollstindigen Verlust (aKG) des zuvor gebildeten NAD(P)H. Interessanterweise kam es
hierdurch nicht wie erwartet zu einer Erniedrigung des Membranpotentials, sondern in beiden Fillen
wurde dieses mehr oder weniger konstant gehalten bzw. unter P/M sogar nochmals leicht erhoht.
Diese Daten ergeben die Vermutung, dass das NADH aus der von der a KGDH katalysierten
Reaktion scheinbar sowohl erst mit Verzogerung und nur zu einem bestimmten Mal} flir die
Atmungskette zur Energiegewinnung zur Verfiigung gestellt wird. Da in diesem Fall auch weniger
Elektronen durch die Atmungskette geschleust werden, sollte sich das auf die Produktion von ROS
auswirken.

64



Ergebnisse oKGDH ist wichtig flir die Regeneration der antioxidativen Kapazitit via NNT

aKGDH ist wichtig fiir die Regeneration der antioxidativen Kapazitit via NNT

Um die Rolle der at KGDH fiir die mitochondriale ROS-Produktion zu untersuchen, wurde zundchst
erneut in BL/6N und BL/6J Mitochondrien die Gesamtmenge an H,O,-Emission mittels Amplex
UltraRed bestimmt. Das Messprotokoll wurde in Anlehnung an die kinetischen Messungen von
NAD(P)H und AY,, so gewéhlt, dass die Effektorzugabe innerhalb der Plateauphase fiir NAD(P)H
und Membranpotential (= 15 Minuten nach Substratzugabe) erfolgte. Anhand einer Eichmessung fiir
Amplex UltraRed (s. Anhang Abb. A.5) konnte die Menge an gebildetem H,O, bezogen auf die
eingesetzte Menge an Mitochondrien berechnet werden. Da sich fiir die mitochondriale H,O;-
Produktion zumindest unter einem der Substrate Unterschiede ergaben, sind im Folgenden die

Ergebnisse flir beide Mauslinien aufgefiihrt (Abb. 26).
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Abb. 26: Mitochondriale ROS-Produktion in C57BL/6N (oben) und C57BL/6J (unten) Méausen in
Abhiéngigkeit von den Substraten Pyruvat/Malat (5 mM; links) und a—Ketoglutarat (5 mM; rechts).
Zum Zeitpunkt S wurde das jeweilige Substrat, zum Zeitpunkt E entweder Puffer (Kontrolle, n = 5)
oder die Effektoren Rotenon (8 uM; n =4) bzw. KMV (10 mM; n = 6) zugegeben. SEMs als diinne
Linie der entsprechenden Farbe dargestellt.

65



Ergebnisse oKGDH ist wichtig fiir die Regeneration der antioxidativen Kapazitit via NNT

Unter Verwendung von P/M als Substrat zeigten sich zundchst keine Unterschiede zwischen den
beiden Mauslinien (Cave: unterschiedliche Y-Achsen). Durch die Zugabe von Rotenon erfolgte wie
erwartet ein massiver Anstieg der mitochondrialen H,O,-Emission im Vergleich zur Kontrolle.
Durch die Inhibition der aKGDH =zeigte sich interessanterweise ebenfalls eine mafBgebliche
Zunahme der ROS-Produktion, was darauf hindeutet, dass dieses Enzym eher an der Entgiftung von
H,0, (wahrscheinlich iiber NAPDH Regeneration) beteiligt, als eine relevante Quelle fiir ROS an
sich ist. Im Gegensatz dazu konnten unter Verwendung von aKG deutliche Unterschiede sowohl
zwischen BL/6N und BL/6J Mitochondrien, als auch gegeniiber P/M als Substrat beobachtet
werden. In N-Miusen kam es nach der Zugabe von Rotenon zu keiner Verdnderung der
ROS-Produktion, obwohl zu diesem Zeitpunkt die Konzentration an NAD(P)H und damit auch die
Wahrscheinlichkeit zur Bildung von ROS maximiert war. Auch die Inhibierung der c KGDH fiihrte
zu einem deutlich geringeren Anstieg der H>O,-Produktion verglichen mit den Messungen unter
P/M. Ein véllig anderes Bild zeigte sich hingegen in BL/6J Mitochondrien. Diese entwickelten unter
oKG bereits vor Zugabe der Effektoren eine deutlich hohere Menge ROS als in den drei anderen
Versuchsanordnungen. Wurde dann die Atmungskette mittels Rotenon blockiert, kam es wie unter
P/M zu einem massiven Anstieg der ROS-Produktion. Die Inhibition der aKGDH hingegen fiihrte
hier tatsdchlich zu einer Abnahme der ROS-Produktion. Da ein wesentlicher Unterschied zwischen
den beiden Mauslinien der Defekt in der NNT darstellt (s. Einleitung 4.2), konnten diese Daten
darauf hindeuten, dass die o KGDH zur Regeneration der antioxidativen Kapazitdt von der NNT
abhingig ist. Um dies zu testen, wurden erneut Messungen der ROS-Produktion in Mitochondrien
beider Mauslinien durchgefiihrt, welche zuvor mit dem Stoff DNCB behandelt wurden. Dieser fiihrt
durch die Alkylierung zur Depletion von GSH und damit zur Einschrdnkung der antioxidativen

Kapazitét [5] (Abb. 27).
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Abb. 27: Mitochondriale ROS-Produktion in C57BL/6N (oben) und C57BL/6J (unten) Méusen in
Abhéngigkeit von den Substraten Pyruvat/Malat (5 mM; links) und o—Ketoglutarat (5 mM; rechts).
Mitochondrien wurden jeweils 5 min. vor der Messung mit 25 uM DNCB inkubiert, die Zugabe der Substrate
(n =5) oder der zusitzlichen Effektoren Rotenon (8 uM; n = 5), KMV (10 mM; n = 3) oder die Kombination
Rotenon/KMV (n = 5) erfolgte direkt vor Messbeginn. Kontrolle = reine Mitochondrien (n = 5). SEMs als
diinne Linie der entsprechenden Farbe dargestellt.

Wie in Abbildung 27 zu sehen ist, kam es unter P/M auf Grund der fehlenden antioxidativen
Kapazitdt bereits nur durch Zugabe des Substrates zu einer starken ROS-Entwicklung in beiden
Mauslinien. Diese wurde durch die Blockierung der Atmungskette durch Rotenon noch weiter
gesteigert, wihrend die Inhibition der aKGDH weder alleine noch in Kombination mit Rotenon fiir
eine zusdtzliche Erhohung des mitochondrialen H,O; fiihrte. Im Gegensatz dazu erfolgte in BL/6N
Mitochondrien, die aKG als Substrat verwendeten, nach Substratzugabe eine geringere Steigerung
der ROS-Produktion trotz depletierter antioxidativer Kapazitit. Des Weiteren kam es durch die
Blockierung der Atmungskette nur zu einer geringen Erhéhung der H,O,-Bildung, wihrend die
Inhibition der tKGDH keinen Effekt zeigte. Erst durch die kombinierte Anwendung von a KGDH-
Inhibition und Blockierung der Atmungskette konnte eine deutlich gesteigerte ROS-Produktion
beobachtet werden. In BL/6J Mitochondrien zeigte sich hingegen unter aKG ein &hnliches Bild wie

unter P/M mit deutlich erhohter ROS-Entwicklung bereits nur durch Substratzugabe. Diese wurde
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wiederum durch die Zugabe von Rotenon noch weiter erhoht, wihrend es durch die Inhibition der
oKGDH hier erneut zu einer Abschwéchung der H,O,-Produktion kommt. Die Kombination von
Rotenon und KMV ergab auch hier keinen weiteren Effekt. Zusammengenommen sprechen diese
Ergebnisse dafiir, dass die a KGDH in Abhingigkeit von der NNT das von ihr gebildete NADH
hauptsichlich in die antioxidative Kapazitit tiberfiihrt. Erst durch ein Fehlen der NNT kommt es zur
Oxidation des NADHs an der Atmungskette, weshalb sich die Inhibition der t KGDH in N-Méusen
negativ, in J-Mdusen allerdings positiv auswirkt. Um diese These weiter zu unterstiitzen, wurden aus
der

DLST""-Mauslinie ebenfalls Mitochondrien isoliert und die Enzymaktivititen verschiedener

Citratzyklusenzyme sowie mitochondriale Atmung und ROS-Produktion untersucht.

Verminderte aKGDH-Aktivitit verringert _mitochondrialen O,-Verbrauch und
erhoht ROS-Emission

Die Isolation der Mitochondrien erfolgte auf Grund des Versuchaufbaus aus dem verdauten
Restherz, welches zur Isolation der Einzelkardiomyozyten verwendet wurde (s. unten und Material
und Methoden). Die Untersuchung der Enzymaktivitit wurde fiir die folgenden vier
Citratzyklusenzyme durchgefiihrt: Isocitrat Dehydrogenase (IDH), Aconitase, c KGDH und Malat
Dehydrogenase (MDH). Die aKGDH-Aktivitdt korrelierte dabei in den meisten Féllen mit dem
entsprechenden Genotyp, allerdings wiesen auch einige Miuse eine Abweichung auf, d.h. manche
WT Mitochondrien zeigten eine erniedrigte a KGDH-Aktivitit, wiahrend manche Mitochondrien aus
DLST"-Herzen eine erhdhte Aktivitit aufwiesen. Entsprechend wurden alle Tiere unabhidngig von
threm Genotyp anhand der experimentell ermittelten a KGDH-Aktivitdt in drei Tertile aufgeteilt
(niedrige, mittelstarke und hohe Aktivitdt) und die nachfolgenden Ergebnisse aus mitochondrialen

und zelluldren Experimenten gemédl} dieser drei Gruppen aufgeteilt (Abb. 28).
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Abb. 28: Enzymaktivititen der «KGDH, Aconitase, IDH und MDH in Mitochondrien aus
DLST-Herzen. Klassifizierung nach aKGDH-Aktivitdt ergab die Gruppen hoch (n = 5),
mittel (n = 6) und niedrig (n = 6). * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,005

Durch den Aktivititsverlust in der aKGDH wurden die Aktivititen der anderen Enzyme nicht
beeintrachtigt. Lediglich flir die Aconitase konnte eine Tendenz zu einer Gegenregulation in
Mitochondrien mit mittlerer Aktivitdt beobachtet werden. Um festzustellen, ob sich der Flux durch
den Citratzyklus verdndert, wurde die mitochondriale Atmung untersucht. Auf Grund des niedrigen
Probevolumens (Enzymaktivitit, Atmung und H>O,-Messungen erfolgten aus dem gleichen Herzen)

konnte hier nur die Atmung unter dem Substrat aKG gemessen werden (Abb. 29).
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Abb. 29: Sauerstoffverbrauch und respiratorische Quotienten der Mitochondrien mit hoher (n = 5),
mittlerer (n = 5) und niedriger (n = 5) aKGDH-Aktivitét unter a-Ketoglutarat als Substrat (5 mM).
Die Menge an ADP wurde sukzessive von 100 uM (+) iiber 300 uM (++) auf 1 mM (+++) erhoht,
die Zugabe von 1,2 pM Oligomycin erfolgte nur in der hochsten ADP-Konzentration Die
Abweichungen in den n-Zahlen zu Abb. 28 ergeben sich aus der Tatsache, dass zwei Méuse fiir die
Atmung nicht auswertbar waren. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,005

Vergleicht man die mitochondriale Atmung innerhalb der drei Gruppen, so lédsst sich feststellen,
dass die Mitochondrien mit mittlerer und niedriger a KGDH-Aktivitét in der state 3 Atmung ab einer
ADP-Konzentration von 300 uM einen signifikant niedrigeren Sauerstoffverbrauch besitzen. Im
state 2 (nur Substrat) ldsst sich nur eine Tendenz zu einem niedrigeren Sauerstoffverbrauch
feststellen, im state 4 (mit Oligomycin) zeigten sich keine Unterschiede. Entsprechend ergibt sich
fiir die respiratorischen Quotienten eine Tendenz in Richtung einer erniedrigten Atmung unter o KG
in Mitochondrien mit funktionell eingeschriankter a KGDH.

Um die Auswirkung der ac KGDH-Aktivitit auf die mitochondriale ROS-Produktion zu untersuchen,
wurden — unter den gleichen Bedingungen wie bei den Atmungsmessungen — Amplex UltraRed

Messungen zur Bestimmung des gesamt H,O, durchgefiihrt (Abb. 30).
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Abb. 30: Kinetik der H,0,-Produktion unter o-Ketoglutarat als Substrat (5 mM) in den
Mitochondrien mit hoher (A; n = 5), mittlerer (B; n = 6) und niedriger (C; n = 6) aKGDH-Aktivitét.
SEMs als diinner Linie der entsprechenden Farbe dargestellt. (D) Kumulative H,O,-Konzentration
nach 10 Minuten Messzeit. Die Zugabe von 100 uM, 300 pM und 1 mM ADP erfolgte nicht
sukzessive, sondern fiir jeden Messansatz separat direkt vor Messbeginn. SEMs als diinne Linie der
entsprechenden Farbe dargestellt. * p < 0,05; ** p < 0,01

Wie aus Abbildung 30 hervorgeht, kam es auch bei der mitochondrialen ROS-Emission zu
Unterschieden zwischen den einzelnen Gruppen. Wéhrend mit Substrat allein nur eine Tendenz zu
einer gesteigerten H,O,-Entwicklung in Mitochondrien mit mittlerer und niedriger
o KGDH-Aktivitdt zu beobachten ist, kommt es zumindest in Mitochondrien mit niedriger Aktivitét
zu einer signifikant erhohten ROS-Produktion in Anwesenheit von ADP im Vergleich zu
Mitochondrien mit hoher Aktivitdt (Abb. 30 D). In Verbindung mit den Ergebnissen aus den
Atmungsmessungen kann die bisher aufgestellte These weiter unterstiitzt und um folgenden Punkt
erweitert werden: die oKGDH ist nicht nur ein wichtiges Enzym zur Elimination von
mitochondrialen ROS, sondern kontrolliert durch den Flux des Citratzyklus scheinbar auch deren
Entstehung. Um dies nun in einem gréBeren physiologischeren Kontext zu tliberpriifen, wurde aus
den DLST-Herzen auch Kardiomyozyten isoliert und diese in einem Stressprotokoll an einer
IonOptix Zellverkiirzungsanlage hinsichtlich des mitochondrialen Redoxstatus sowie der zelluldren
ROS-Produktion untersucht.

71



Ergebnisse Redoxstatus und ROS-Produktion sind...

Redoxstatus _und ROS-Produktion _sind _abhdiingig von aKGDH-Aktivitiit _in

Kardiomyozyten

Die Herzen von WT und DLST™ Maiusen, welche spéter zur Isolation von Mitochondrien dienten,
wurden zuvor zur Isolation von Kardiomyozyten mittels Langendorff-Perfusion eingesetzt. In den so
gewonnenen Zellen wurde in der Zellverkiirzungsanlage zundchst der zellulire Redoxstatus von
NAD(P)H und FAD sowie die Kontraktilitit der einzelnen Zellen in einem definierten
Stressprotokoll untersucht (vgl. Material und Methoden). Entsprechend den Ergebnissen in
Mitochondrien wurden auch hier alle gewonnenen Daten nicht nach Genotyp, sondern gemil3 der

jeweils gemessenen a KGDH-Aktivitdt zusammengefasst (Abb. 31).
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Abb. 31: Redoxstatus von NAD(P)H und FAD (oben) und Ratio von NAD(P)H/FAD als
Maf des Oxidationsstatus (unten) in Zellen mit hoher (n = 29/3[Zellen/Herzen]), mittlerer
(n = 45/4) und niedriger (n = 32/3) aKGDH-Aktivitit. Zum Zeitpunkt t = 60 s erfolgte das
Einspiilen von Isoprenalin, ab t = 120 s die Erhéhung der Frequenz auf 5 Hz. SEMs als
diinne Linie der entsprechenden Farbe dargestellt. ### p < 0,005 innerhalb aller Gruppen;
* p < 0,05 hoch gegen niedrig; § p < 0,05 mittel gegen niedrig
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In Zellen mit hoher oder mittlerer aKGDH-Aktivitdt zeigte sich ein typischer Verlauf des
Redoxstatus von NAD(P)H und FAD, bei dem nach Erhdhung der Arbeitslast (B-adrenerge
Stimulation mit Isoprenalin und gleichzeitige Erhdhung der Schlagfrequenz auf 5 Hz) eine leichte
Oxidation stattfindet. Diese vollzieht im weiteren Verlauf eine geringe Erholung, erreicht aber nicht
mehr den Ausgangswert. Im Gegensatz dazu kam es in Zellen mit einer niedrigen o KGDH-Aktivitit
zu einem signifikanten Einbruch des Redoxstatus bereits alleine durch die
B-adrenerge Stimulation. Auch in diesen Zellen kommt es unter 5 Hz zu einer geringen Erholung,
bei der ebenfalls das Ausgangsniveau nicht erreicht wird und auch die Anpassung an die beiden
anderen Gruppen erst nach Ende des Stressprotokolls erfolgt. Dieser massive Einbruch im
Redoxstatus ist dabei nicht mit einer geringeren Arbeitslast verbunden, da in keinem Parameter der
Kontraktilitit Unterschiede zwischen den Gruppen bestanden (s. Anhang Abb. A.6). Um zu
iiberpriifen, ob der signifikante Einbruch des Redoxstatus in Zellen mit niedriger a KGDH-Aktivitét
Auswirkung auf die zellulire ROS-Produktion besitzt, erfolgten mit weiteren Zellen Messungen des
zelluldren H,O, unter dem gleichen Stressprotokoll (Abb. 32). Das DCF-Signal wurde dabei iiber
die interne Kontrolle (Zugabe von 10 mM H,0,, s. Material und Methoden) fiir jeden Messpunkt

normiert.
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Abb. 32: ROS-Produktion in Zellen mit hoher (n = 18/2), mittlerer (n = 12/2) und
niedriger (n = 23/3) aKGDH-AKktivitit. Oben: zeitlicher Verlauf der H,0,-Produktion
normiert auf den DCF-Anstieg mit gleichem Stressprotokoll wie Abb. 31. SEMs als
diinne Linie der entsprechenden Farbe dargestellt. Unten: Beladung der Zellen mit DCF
bei Versuchsbeginn (links) und Ansprechen von DCF auf H,O, zur Kalibration (interne
Kontrolle, rechts).

Aus Abbildung 32 geht hervor, dass in Zellen mit hoher und mittlerer aKGDH-Aktivitdt — wie
bereits fiir den Redoxstatus beobachtet — keine Unterschiede in der zelluliren H,O,-Produktion zu
beobachten waren. Im Gegensatz dazu kam es in Zellen mit niedriger a KGDH-Aktivitdt zu einer
signifikanten Zunahme der ROS-Produktion. Dementsprechend konnte auch im zelluliren Modell
die These bestitigt werden, dass die aKGDH eine zentrale Rolle insbesondere fiir die Elimination
von ROS spielt, wihrend kein Hinweis darauf gefunden wurde, dass unter physiologischen

Bedingungen die aKGDH eine relevante Quelle fiir ROS darstellt.
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IV. DISKUSSION

Jmjd-Histondemethylasen als Feinregulatoren

In vorangegangenen Versuchen unserer Arbeitsgruppe konnten wir zum ersten Mal den
Zusammenhang zwischen Histonmodifikationen und der Reaktivierung von Genen — in diesem Fall
ANP und BNP — zeigen, welche wihrend des kardialen Remodelings in Herzinsuffizienzpatienten
aktiviert werden [20, 37, 74]. Zu unserer Uberraschung konnten wir zwar in den kranken Herzen
einen massiven nukledren Export der Histondeacetylase HDAC4, aber nur marginale
Verdnderungen in der Acetylierung verschiedener Histonpositionen der Promotorregionen von ANP
und BNP feststellen. Vielmehr kam es zu einer stabilen Demethylierung von H3K9 bei einem
gleichzeitigen Verlust der Bindung von HP1, so dass der reprimierte Zustand der beiden Gene zu
Gunsten einer aktiven Form des Chromatins aufgehoben wird [27]. Ein moglicher Mechanismus
dabei deutete sich durch die gesteigerte Expression der beiden Histondemethylasen JMJD1A und
JMJID2A an, welche spezifisch die Demethylierung von H3K9 katalysieren [62]. Durch den
Vergleich von neonatalen und adulten Rattenkardiomyozyten konnte gezeigt werden, dass die
Expression sowohl von Anp und Bnp, als auch der beiden Demethylasen Jmjdla und Jmjd2a in den
neonatalen Zellen deutlich erh6ht war. Wie bei den humanen Daten ging diese Expressionserhohung
mit einer Demethylierung von H3K9 in den entsprechenden Promotorbereichen einher, so dass eine
direkte Rolle dieser beiden Enzyme fiir die Reaktivierung des fetalen Genprogramms angenommen
werden kann. Dies steht auch im Konsens mit Ergebnissen aus glatten Muskelzellen, bei denen die
Aktivierung von Jmjdla zu einer globalen Demethylierung von H3K9 und entsprechend einer
Aktivierung verschiedener zellspezifischer Gene fiihrte [47].

Des Weiteren scheint die Funktion von Jmjdla und Jmjd2a in dem angewandten Modellsystem der
neonatalen Rattenkardiomyozyten redundant zu sein, da sich die Genexpression von Anp und Bnp
nicht verdndert, wenn nur eine der beiden Demethylasen durch siRNAs herabreguliert ist. Vielmehr
kommt es durch diesen Einzelknockdown zur erhohten Expression der jeweils anderen
Demethylasen, was filir eine kompensatorische Anpassung spricht. Entsprechend konnte erst durch
einen parallelen Knockdown beider Histondemethylasen in neonatalen Rattenkardiomyozyten eine
stabile Herabregulation beider Enzyme herbeigefiihrt werden. Damit einhergehend waren eine
Remethylierung von H3K9 im Promotorbereich von 4Anp und Bnp sowie eine entsprechende
Herabregulierung dieser beiden Gene. Dies unterstreicht eine direkte Rolle der Jmjd-Demethylasen
bei der Reaktivierung fetaler Gene und damit auch der Entstehung der Herzinsuffizienz. Tatsédchlich
konnte die Arbeitsgruppe von Zhang und Kollegen zeigen, dass Jmjd2a durch die Regulierung des
Gens Fhll Anteil am kardialen Remodeling hat. FHL1 ist Teil der Mechanotransduktion im Herzen

und kann kardiale Hypertrophie via SRF und Myokardin auslosen. Entsprechend zeigte sich in
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threm Mausmodell nach einer Aortenkonstriktion ein milderer Phidnotyp der Hypertrophie in
Maiusen mit einem Jmjd2a-Knockout, aber ein schwererer Phianotyp wenn Jmjd2a liberexprimiert
wurde [94].

Dennoch gibt es mehrere Punkte, die dafiir sprechen, dass die beiden Jmjd-Demethylasen nur eine
modulierende Rolle spielen: 1. In der Studie von Zhang und Kollegen kam es in neonatalen
Rattenkardiomyozyten trotz eines Knockdown von Jmjd2a um ca. 80 % nur zu einer
Herabregulierung von Fhll, nicht aber Anp unter basalen Bedingungen [94]. 2. Auch im
vorliegenden Modell der neonatalen Rattenkardiomyozyten konnte nach doppeltem Jmjd-
Knockdown nur eine schwache Reduzierung der Expression von Anp, Bnp und Fhll beobachtet
werden, wobei man beachten muss, dass auch die Effizienz des DKD nur bei ca. 20 % (Jmjdla)
bzw. 50 % (Jmjd2a) lag (s. Abb. 18 A). 3. In vorangegangenen Versuchen konnten wir in einem
Working Heart Modell an Mdusen zeigen, dass eine Aktivierung von Anp und Bnp bereits sehr friih
als Antwort auf einen himodynamischen Stress erfolgt. Dieser Expressionsanstieg ist wiederum mit
der Demethylierung von H3K9 im Promotorbereich der beiden Gene verbunden. Eine
Expressionsdnderung der Histondemethylasen Jmjdla und Jmjd2a wie in den humanen Proben blieb
hier allerdings aus. Allerdings konnten wir auch dort einen massiven Export von HDAC4 aus dem
Nukleus beobachten und auch Versuche an HDAC4-Knockout Mausen zeigten, dass ein Fehlen von
HDAC4 eine wichtige regulatorische Rolle fiir die Methylierung von H3K9 spielt [27]. Die
Tatsache, dass HDACs auch Histonmethylierung beeinflussen konnen wurde schon in fritheren
Studien beobachtet. So zeigte die Gruppe um Zoya Marinova in neuronalen Zellen, dass die
Methylierung von H3K4 durch die Blockierung der zelluliren HDACs mittels verschiedener
HDAC-Inhibitoren im Promotorbereich von Hsp70 ansteigt [50]. Umgekehrt kam es in Versuchen
von Sailaja und Kollegen in Miusen, die einem Stressprotokoll unterzogen wurden, zunichst zu
einem Anstieg der Methylierung von H3K9 im Promotorbereich des Gens mPIc. Gleichzeitig waren
sowohl die Expression, als auch die Rekrutierung von HDAC4 in den Promotorbereich von mPIc
erhoht. Wurden die Miuse allerdings mit HDAC-Inhibitoren behandelt, wurde HDAC4 nicht im
Promotorbereich nachgewiesen und die Hypermethylierung von H3K9 blieb aus [73]. Es scheint
also mindestens einen Mechanismus zu geben, der fiir die Kontrolle von H3K9-Methylierung durch

HDAC4 verantwortlich ist.
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Reaktivierung fetaler Gene durch Verlust der HDAC4-SUV39H I-Interaktion

Ein Enzym, welches ebenfalls die Methylierung von H3K9 beeinflusst, ist die fiir diesen Histonrest
spezifische Methyltransferase SUV39H1, welche durch das Setzen dieser Markierung gleichzeitig
eine Plattform fiir die Bindung von HP1 bildet und so einen inaktiven Chromatinzustand etabliert
[8, 41, 70]. Allerdings konnten wir in vorangegangenen Versuchen in den humanen Proben keine
wesentliche Anderung der Expression von SUV39H] feststellen, jedoch ist bekannt, dass SUV39H1
unter anderem sowohl mit verschiedenen Histondeacetylasen, als auch HP1 auf Proteinebene
interagieren kann [84, 93]. Durch die Versuche in cosl-Zellen konnte zunédchst gezeigt werden, dass
auch HDAC4 hinsichtlich des Kompartiments mit SUV39H1 colokalisiert und dass diese
Colokalisation durch die Anwesenheit der konstitutiv aktiven Proteinkinase CaMKII6B-T287D
aufgehoben wird. Weiterflihrend wurde mit entsprechenden ColP Experimenten eine direkte
Interaktion zwischen HDAC4 und SUV39HI1 nachgewiesen, welche ebenfalls durch die Aktivitét
der CaMKIISB-T287D aufgehoben wird (vgl. Abb. 19 und 20). Es wurde bereits gezeigt, dass
CaMKII eine erhohte Aktivitdt in insuffizienten Herzen besitzt und kausal an der Auspriagung einer
Hypertrophie auf Grund einer erhohten Arbeitslast am Herzen beteiligt ist [6, 35]. Des Weiteren
bindet sie selektiv an HDAC4, wodurch diese an definierten Serinresten phosphoryliert wird. Dies
fiihrt wiederum dazu, dass HDAC4 aus dem Nukleus exportiert und ein Reimport inhibiert wird [7],
so dass sich dadurch ein moglicher Mechanismus postulieren ldsst, bei dem HDAC4 und SUV39H1
als Proteinkomplex im Zellkern vorliegen und SUV39HI1 iiber die MEF2-Bindestelle von HDAC4

an die Promotorregion von Zielgenen rekrutiert wird (Abb. 33).

77



Diskussion Reaktivierung fetaler Gene durch Verlust der HDAC4-SUV39H]1-Interaktion

t Kardiale Belastung,

CaMKll 6B
'4 P

9

\ Demethylierung -
Methylierung ~~»

K9 K9

Histon ...

Aktivierung
—
DNA, +—
Repression
MEF2 | anp BNP
Gesund Herzinsuffizienz

Abb. 33: Potentieller Mechanismus zum epigenetischen Remodeling wihrend der Herzinsuffizienz. (mit
Genehmigung verindert nach [27])

Durch Deacetylierungs- und Methylierungsfunktion im Zusammenspiel mit der Bindung von HP1
wird ein heterochromatischer und damit inaktiver Zustand etabliert. Beim kardialen Remodeling
kommt es durch Erh6hung der hamodynamischen Last zu einer Aktivierung der CaMKII, welche
ithrerseits HDAC4 phosphoryliert. Dies flihrt zum nukledren Export von HDAC4 und gleichzeitig
zur Auflosung der Interaktion mit SUV39HI1. Ohne Rekrutierung von SUV39H1 kann die
Methylierung und damit der inaktive Zustand nicht weiter aufrechterhalten werden und es kommt
zur Reexpression der fetalen Gene. Unterstiitzende oder modulierende Funktion besitzen dabei die
Histondemethylasen JMJD1A und JMJD2A, welche am nun ,freien” Promotorbereich wirken
konnen und wahrscheinlich erst in einem fortgeschrittenen Stadium der Herzinsuffizienz vermehrt
exprimiert werden um den offenen Chromatinstatus zu stabilisieren.

Auch wenn diese Daten keine direkte Kausalitdt zwischen Belastung, epigenetischen Verdnderungen
und Auspriagung der Herzinsuffizienz liefern, konnte ein plausibler Mechanismus entwickelt
werden, wie das Zusammenspiel zwischen HDAC4-Export, Histondemethylierung und
Reaktivierung fetaler Gene funktionieren konnte. Des Weiteren ergibt sich hieraus auch eine
Erklirung fiir die beobachteten Anderungen in der Verteilung beider Enzyme im Zellkern.
Nachdem HDAC4 und SUV39HI unter Kontrollbedingungen weitestgehend homogen im Zellkern
vorliegen, ergibt sich nach dem nukledren Export von HDAC4 ein mehr punktuelles Muster fiir
SUV39H1 (und auch HDAC4; vgl. Abb. 19 A). Dies konnte daher kommen, dass SUV39H1 — nun

nicht mehr durch HDAC4 an definierte Stellen rekrutiert — vermehrt an andere repressive
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Enzymkomplexe bindet und dadurch an bestimmten Stellen im Nukleus akkumuliert. Fiir die
entsprechende Expression ergiibe sich keine wesentliche Anderung, da diese Bereiche bereits zuvor

in einem inaktiven Zustand gehalten wurden.

Jmjd-Aktivitiit unabhdngig von aKGDH-Aktivitiit

Wie bereits oben erwéhnt, geht das entwickelte Modell davon aus, dass die Demethylierung von
H3K9 durch die Jmjd-Demethylasen erst dann erfolgen kann, wenn die rdumlichen Bedingungen
— also die Dissoziation des repressiven Komplexes aus HDAC4/SUV39HI1/HP1 — gegeben sind.
Eine weitere Moglichkeit bestiinde auch in einer Aktivitdtserh6hung der beiden Enzyme unabhingig
von ihrer Expression. JMJDIA und JMIJD2A gehdren zu einer vielfiltigen Familie von
Demethylasen, die gemeinsam als Cosubstrate Fe*-Ionen und o-Ketoglutarat benutzen [62]. Man
konnte daher annehmen, dass bei einer erh6hten Konzentration an o KG auch die Aktivitdt dieser
Enzyme mit ansteigt. Die Versuche in Miusen mit einer heterozygoten Deletion der zweiten
Untereinheit der aKGDH zeigten, dass sich die Expression der fetalen Gene zwischen WT und
DLST"" Mausen weder basal noch nach Erhohung der Nachlast wesentlich unterscheiden. Zudem
reagierten die WT Tiere in der Expression von Anp nicht mit einer Aktivierung nach Erhdhung der
Nachlast, sondern tendenziell eher mit einer Erniedrigung. Auch die Methylierung von H3K9
scheint sich weder durch Genotyp, noch durch die Behandlung maBgeblich zu unterscheiden
(Abb. 21). Dies steht im Kontrast zu den in vorangegangenen Versuchen von uns beobachteten
Expressionserhohungen von Anp in CD1 Méiusen nach Vor- oder Nachlasterhohung einhergehend
mit einer stabilen Demethylierung von H3K9 in dessen Promotorbereich. Eine mogliche Erklérung
hierfiir wire der genetische Hintergrund, der sich zwischen beiden Mauslinien unterscheidet und
damit durchaus Einfluss auf die Reaktion der Herzen in der Working Heart mit sich bringen konnte.
Allerdings muss in diesem Zusammenhang darauf hingewiesen werden, dass auf Grund der
Diskrepanz zwischen Genotyp und aKGDH-Aktivitdt bei den restlichen Versuchen eine Einteilung
mit der Grundlage der gemessenen Enzymaktivitdt herangezogen wurde (vgl. Abb. 28). Dies war in
den Versuchen zu Genexpression und Histonmethylierung nicht mdglich, so dass hier unter
Umstinden die Einteilung nach Genotyp nicht die wirkliche Enzymaktivitdt widerspiegelt.
Entsprechend wiirde dies zu den nicht erwarteten Beobachtungen sowohl in WT, als auch DLST"
Maiusen fiihren. Da sich allerdings im gemessenen GSSG unter basalen Bedingungen bereits ein
vermehrter oxidativer Stress in den DLST"" Méusen abhdngig von Genotyp zeigt (vgl. Abb. 22),
kann nicht exakt belegt werden, ob in diesen Versuchen ebenfalls Genotyp und a KGDH-Aktivitit

voneinander abweichen. Daher muss zundchst davon ausgegangen werden, dass die
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o KGDH-Aktivitdt — und damit eine mogliche Akkumulation von aKG — bei der Reaktivierung des
fetalen Genprogramms fiir die Aktivitdt der Jmjd-Demethylasen keine Rolle spielt.

Griinde, warum bei den weiteren Versuchen die gemessene Enzymaktivitit nicht vollstindig mit dem
Genotyp der Méuse korrelierte sind schwer zu ermitteln. Die gleichbleibende Aktivitit der anderen
Citratzyklusenzyme sprechen dafiir, dass diese Unterschiede nicht auf eine unreine Priparation
zuriickzuftihren sind. Auch die Qualitdt der Mitochondrien ist eher auszuschliefen, da Atmung und
respiratorischer Quotient eine reine Mitochondrienpopulation vermuten lassen. Des Weiteren wurden
alle Tiere aufgrund dieser Beobachtung erneut genotypisiert um eine falsche Ubernahme der Daten aus
Leuven auszuschliefen. Aufgrund des globalen Knock-outs wurde die Genotypisierung mittels aus
einem Ohrstiick isolierter DNA durchgefiihrt, so dass eine Moglichkeit wire, dass sich wahrend der
Zucht aus einem globalen ein organspezifischer Knock-out entwickelt hat, der genotypisch entsprechend

WT anzeigt, phinotypisch aber zu DLST" tendiert.

aKGDH wichtiger Faktor zur Entgiftung von ROS

Die Produktion von ROS in Mitochondrien ist direkt mit der Progression verschiedener altersbedingter
neurodegenerativer Erkrankungen verbunden [45]. Aber auch fiir die Ausbildung des kardialen
Remodelings wihrend der fortschreitenden Herzinsuffizienz durch eine erhohte Druckbelastung konnte
bereits bewiesen werden, dass oxidativer Stress eine maBgebliche Rolle spielt [14, 52]. In
vorangegangenen Versuchen konnte unsere Gruppe zeigen, dass der Redoxstatus von NADH und
NAD(P)H sowie die Regeneration von NAD(P)H elementar fiir die Entgiftung von ROS ist [65]. Die
Beobachtung mehrerer Arbeitsgruppen, dass auch die aKGDH moglicherweise eine wichtige Quelle fiir
die Bildung von ROS darstellt [2, 69] steht dabei im Kontrast zu unseren Ergebnissen in DLST"
Maiusen, die unter basalen Bedingungen bereits einen erhdhten oxidativen Stress besitzen, so dass die
oKGDH eher essenziell fiir die Entgiftung von ROS ist. Durch die vorliegenden Versuche ergibt sich,
dass das von der aKGDH gebildete NADH iiberwiegend zur Regeneration der antioxidativen Kapazitit
und weniger zur Energiegewinnung an der Atmungskette herangezogen wird. Dies zeigt sich bereits
durch die unterschiedliche state 3 Atmung in Mitochondrien aus Herzen von C57BL/6N (und auch
C57BL/6J) Maiusen. Unter Verwendung von aKG als Substrat — und damit der aKGDH als
Eintrittsstelle fiir den Citratzyklus — liegt die state 3 Atmung um ca. 60 % niedriger als bei P/M, welches
via Pyruvatdehydrogenase iiber den Weg des Acetyl-CoA in den Citratzyklus eintritt (vgl. Abb. 7 und
34).
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Abb. 34: Schema zur Auswirkung der Substratwahl und der eingesetzten Effektoren in C57BL/6N und
C57BL/6] Miusen. AK: antioxidative Kapazitit. MEP: NADP -abhiingiges Malatenzym. MDH:
Malatdehydrogenase. PDH: Pyruvatdehydrogenase. CS: Citratsynthase. IDH: Isocitratdehydrogenase.
IDHp: NADP'-abhingige Isocitratdehydrogenase. Mn-SOD: Mn*-abhingige Superoxiddismutase

Diese erniedrigte Atmung unter aKG konnte auch in C57BL/6N Mitochondrien beobachtet werden,
die — wie auch die Mitochondrien der DLST Tiere — aus durch die Langendorff-Perfusion verdauten
Herzen isoliert wurden (s. Anhang Abb. A.7). Durch den zuvor stattgefundenen Verdau scheint die
Verfligbarkeit der Substrate gestiegen zu sein, da der Sauerstoffverbrauch sowohl unter P/M, als
auch aKG deutlich iiber der Rate der unverdauten Herzen liegen, die respiratorischen Quotienten
aber fast unverdndert bleiben. Da sich, wie bereits erwihnt, auch hier der gleiche Unterschied
zwischen P/M und aKG als Substrat in der state 3 Atmung zeigt, kann davon ausgegangen werden,
dass nicht die Substratverfligbarkeit fiir die abweichende state 3 Atmung verantwortlich ist, sondern
tatsidchlich eine verminderte Lieferung des NADHs an die Atmungskette. Allerdings konnte nicht
geklart werden, ob auch die langsamere Dynamik im Aufbau von NAD(P)H unter Verwendung von
oK G als Substrat Anteil an der geringeren Atmung im state 3 besitzt.

Eine weitere Beobachtung, die dafiir spricht, dass das durch die aKGDH gebildete NADH
vorwiegend zur Regeneration der antioxidativen Kapazitit verwendet wird, ist die Tatsache, dass die
NAD(P)H-Level durch Blockierung der Atmungskette mittels Rotenon unter P/M unverdndert
bleiben, wihrend sie bei der Verwendung von aKGDH als Substrat maximiert werden (Abb. 25).
Unter diesen Bedingungen stieg die ROS-Produktion unter P/M auf Grund der irreguldren
Reduktion von O, an Komplex I (Ig) signifikant an. Bei Verwendung von oKG als Substrat
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hingegen kommt es trotz der beobachteten Maximierung des NAD(P)H-Levels nicht zu einem
Anstieg der H,O,-Emission, was darauf hindeutet, dass fast kein NADH an der Atmungskette
irreguldr zur Oxidation von O, beitrdgt. Unter dhnlichen Bedingungen wurden von Tretter und
Kollegen ebenfalls H,O,-Messungen durchgefiihrt, allerdings nicht in Mitochondrien, sondern an
isoliertem Enzym. Dabei konnte die Arbeitsgruppe feststellen, dass es bei einer Maximierung des
Verhiltnisses von NADH zu NAD" zu einem massiven Anstieg der ROS-Entwicklung auf Grund
der Riickwirtsreaktion an Untereinheit E3 der a KGDH kommt [82]. Dies wird auch durch eine erst
kiirzlich ver6ffentlichte Studie unterstiitzt, bei der Ambrus und Mitarbeiter auch in der
Vorwirtsreaktion an isoliertem Enzymkomplex eine — wenn auch relativ geringe — Produktion von
O, beobachten konnten [2]. Die Diskrepanz zwischen diesen Ergebnissen und den hier vorliegenden
Beobachtungen lassen sich moglicherweise damit erkldren, dass in beiden Studien isoliertes Enzym
zum Einsatz kam und somit die aKGDH auBlerhalb ihrer physiologischen Umgebung arbeiten
musste. Daher scheint es durchaus gegeben, dass unter diesen ,,artifiziellen* Bedingungen eine nicht
unwesentliche Menge an ROS durch die a KGDH gebildet werden kann, dies unter physiologischen
Bedingungen aber nur in vernachldssigbaren Mengen vorkommt, da hier z.B. die Riickwértsreaktion
an Untereinheit E3 auf Grund der Substratverfiigbarkeit auch unter Stressbedingungen
unwahrscheinlich erscheint.

Eine weitere Beobachtung, welche die aufgestellte These stiitzt, ist die Tatsache, dass es sowohl
unter P/M, als auch aKG als Substrat zu einem Einbruch bzw. dem vélligen Verlust des NAD(P)Hs
kommt, wenn die at KGDH durch KMV inhibiert wird. Wenn in diesem Fall P/M als Substrat dient,
steigt auch hier die ROS-Produktion an, da die aKGDH nicht mehr die Menge an NADH zur
Regeneration der antioxidativen Kapazitét liefert, wie ROS an der Atmungskette — trotz geringerer
NAD(P)H-Level — entstehen. Zusitzlich besteht die Moglichkeit, dass in dieser Situation die NNT
(s. Einleitung 4.2) statt mittels NADH den Aufbau von NADPH durchzufiihren in einen
Riickwartsmodus {ibergeht, der unter Verbrauch von NADPH das verminderte NADH zu
kompensieren versucht, wodurch die antioxidative Kapazitit weiter herabgesetzt wird. Im Gegensatz
dazu ist bei Verwendung von aKG als Substrat durch KMV zwar die Regenration der antioxidativen
Kapazitdt herabgesetzt, gleichzeitig gelangt aber nur eine relativ kleine Menge NADH an die
Atmungskette, so dass es netto zu einer nur geringen Erhéhung der H,O,-Emission kommt
(Abb. 25 und vgl. Abb. 34). Der Grund dafiir, dass auch unter diesen Umstidnden das
Membranpotential mehr oder weniger aufrecht gehalten wird, konnte nicht abschlieBend gekléart
werden. Denkbar ist hier fiir beide Messungen eine Beteiligung von ATP, welches durch interne
Restmengen ADP aufgebaut wurde und jetzt durch seine Spaltung Energie liefert, um an der F,Fo-
ATPase Protonen in den Intermembranraum zu pumpen, so dass ein Einbruch des

Membranpotentials abgefangen wird. Diese Moglichkeit wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass es
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auch in BL/6J Mitochondrien, denen eine funktionelle NNT fehlt, nach Inhibition der c KGDH zu
einem Einbruch der NAD(P)H-Level kommt, aber auch hier das Membranpotential ,,gepuffert™ wird
(s. Anhang Abb. A.4).

Durch diese Ergebnisse wird deutlich, dass die a KGDH eine wesentliche Rolle bei der Entgiftung
von oxidativem Stress in isolierten Mitochondrien einnimmt. Entsprechende Messungen in
Mitochondrien von DLST™" und WT Méusen stiitzen diese These, da es auch hier in Abhéngigkeit
von der aKGDH-AKktivitdt zu einer vermehrten Produktion von H,O, — v.a. unter hohen ADP-
Konzentrationen — in Mitochondrien mit niedriger Aktivitit kommt (Abb. 30). Des Weiteren zeigt
sich, dass die o KGDH auch durchaus Einfluss auf den mitochondrialen Sauerstoffverbrauch und
damit die Atmung besitzt, da bei hoheren ADP-Konzentrationen die state 3 Atmung in
Mitochondrien mit niedriger aKGDH-Aktivitdt auch etwas niedriger ausfillt (Abb. 29). Allerdings
ist dies moglicherweise auch darauf zuriickzufiihren, dass auf Grund der verminderten aKGDH-
Aktivitdt der Flux durch den Citratzyklus herabgesetzt ist, so dass die entsprechende Atmung
ebenfalls schwicher ablduft. Ein initialer Versuch hat gezeigt, dass die niedrige state 3 Atmung
unter oKG durch die Zugabe von externem NADH (also nicht vom Enzym gebildet) gesteigert
werden kann. Damit beeinflusst die aKGDH die mitochondriale ROS-Produktion auch indirekt,
indem sie durch Limitierung der Citratzyklusrate auch die Menge an NADH definiert, die an der
Atmungskette umgesetzt wird und so zur Entstehung von ROS beitrdgt. Dies konnte auch durch die
Messungen unter physiologischeren Bedingungen an der Zellverkiirzungsanlage an isolierten
Kardiomyozyten bestétigt werden. Auch hier kam es abhéngig von der aKGDH-Aktivitit zu einer
signifikant hoheren Oxidation von NAD(P)H und FAD" bei physiologischem Stress in Zellen mit
niedriger c KGDH-Aktivitdt im Vergleich zu Zellen mit mittlerer bzw. hoher Aktivitit. Gleichzeitig
kam es in den Zellen mit niedriger a KGDH-Aktivitdt zu einer erhohten Produktion von zelluldren
ROS (vgl. Abb. 31 und 32).

Die Beobachtungen, dass DLST"" Miuse einen erhdhten oxidativen Stress entwickeln, stehen auch
im Konsens mit den Arbeiten von Dumont und Kollegen. Diese konnten zeigen, dass in einem
Mausmodell fiir Alzheimerentwicklung die Progression deutlich schneller voranschreitet, wenn die
Maiuse eine Defizienz fiir die DLST Untereinheit der aKGDH besitzen und dass dies mit einem

erhohten Ausmal} an oxidativem Stress verbunden ist [17].
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NNT ist wichtiges Bindeglied zwischen aKGDH und antioxidativer Kapazitiit

Im Gegensatz zu den Beobachtungen in Herzmitochondrien aus C57BL/6N Méusen, in denen die
oKGDH ein wichtiger Teil der Entgiftungsmaschinerie fiir ROS ist, beobachteten Quinlan und
Kollegen einen massiven ROS-Anstieg in Skelettmuskelmitochondrien unter Verwendung von o KG
als Substrat. Dies wurde allerdings nur dann beobachtet, wenn die Atmungskette ebenfalls mittels
Rotenon blockiert wurde. Durch die Zugabe von KMV, also der Inhibierung der c KGDH, ging die
H,0,-Prodution wieder sichtlich zuriick, so dass diese Gruppe daraus schloss, dass aKGDH eine
wichtige Quelle fiir mitochondriale ROS darstellt [69]. Ein wichtiger Unterschied zwischen
Skelettmuskel und Herz ist dabei allerdings die Anwesenheit der NNT, welche im Skelettmuskel
nicht exprimiert wird. Entsprechend konnten mit Messungen in Herzmitochondrien aus C57BL/6J
Maiusen, denen ebenfalls dieses Enzym fehlt (s. Einleitung) die Beobachtungen von Quinlan und
Kollegen bei der Verwendung von aKG als Substrat reproduziert werden (P/M ergab die gleichen
Ergebnisse wie in BL/6N Maiusen; Abb. 26). Zusitzlich zeigte sich, dass ohne eine funktionelle
NNT die initiale ROS-Produktion mit Substrat alleine bereits deutlich hoher liegt, als in BL/6N
Maiusen bzw. unter Verwendung von P/M als Substrat. Dies ist dadurch zu erklidren, dass zum einen
durch den Eintritt in den Citratzyklus an der Stelle der cKGDH die Regeneration der antioxidativen
Kapazitdt via Isocitratdehydrogenase und Malatdehydrogenase deutlich herabgesetzt ist. Zum
anderen steht jetzt durch das Fehlen der NNT das von der a KGDH gebildete NADH ausschlieSlich
fiir die Oxidation an der Atmungskette zur Verfligung (vgl. Abb. 34). Entsprechend kommt es dort
auf Grund der verminderten antioxidativen Kapazitit zu einer erhohten ROS-Bildung bereits unter
basalen Bedingungen. Diese wird entsprechend durch die Blockierung der Atmungskette mittels
Rotenon weiter gesteigert, durch eine Inhibition der o KGDH allerdings minimiert, da nun weniger
NADH fiir die irreguldre Oxidation von O, an der Atmungskette zur Verfiigung steht. Diese
Hypothese wird auch weiter dadurch gestiitzt, dass in BL/6N Mitochondrien, deren antioxidative
Kapazitit mittels DNCB depletiert wurde, eine zehnfache Erhohung des oxidativen Stresses unter
basalen Bedingungen beobachtet werden kann, was durch die Blockierung der Atmungskette weiter
gesteigert wurde. Unter aKG hingegen ist basal nur eine Verdoppelung der ROS-Produktion zu
beobachten, welche durch die Blockierung der Atmungskette nicht weiter gesteigert werden kann.
Bei Fehlen der NNT hingegen zeigt sich unter P/M das gleiche Bild wie in BL/6N Mitochondrien,
unter aKG hingegen kommt es basal zundchst nur zu einer leichten Steigerung des oxidativen
Stresses, der allerdings durch die Blockierung der Atmungskette durch Rotenon deutlich erhoht
wird, durch die Inhibition der aKG allerdings deutlich vermindert wird. Demnach ist es moglich,
dass die Beobachtungen von Quinlan und Kollegen auf das Fehlen der NNT in Verbindung mit

Rotenon zur Blockierung der Atmungskette zuriickzufiihren sind und der ROS-Anstieg nicht durch
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die aKGDH selbst bedingt ist, sondern durch eine vermehrte O,-Produktion an Komplex Iq.
Entsprechend ergibt sich, dass die aKGDH einen wichtigen Teil der antioxidativen Kapazitit
darstellt, indem sie zum einen den Flux durch den Citratzyklus reguliert und zum anderen das bei
der Umsetzung von oKG zu Succinyl-CoA gebildete NADH vorwiegend zur Regeneration von

NADPH via NNT bereitstellt (Abb. 35).
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Abb. 35: Erweiterung des Schemas aus Abbildung 9 um die aKGDH. Das von diesem
Enzym gebildete NADH wird fast ausschlieBlich durch die NNT in NADPH umgesetzt,
wodurch die antioxidative Kapazitidt gestirkt wird. Ein Fehlen der oKGDH fiihrt
entsprechend zu einer Verminderung der antioxidativen Kapazitit und einer vermehrten
ROS-Produktion.

Diese Hypothese gibt auch eine Erkldarung, warum die C57BL/6J Mitochondrien unter aKG eine
leicht stirkere state 3 Atmung besitzen. Durch das Fehlen einer funktionellen NNT steht potenziell
mehr NADH zur Verfligung, welches an der Atmungskette oxidiert werden kann. Des Weiteren ist
die aKGDH durch ihre Beteiligung an der Entgiftung von H,O, moglicherweise auch ein neues Ziel
zur Behandlung der Herzinsuffizienz. Es wurde bereits gezeigt, dass im Plasma von Patienten mit
Herzinsuffizienz verschiedene Metabolite gehduft vorkommen und dadurch als Marker zur
Fritherkennung einer Herzinsuffizienz dienen konnten, darunter auch o KG [18]. Eine Anhdufung
von oKG im Serum spriche entsprechend fiir eine Fehlfunktion der aKGDH. Dies konnte in
eigenen Versuchen an humanen Proben nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt), allerdings
war die Aktivitdit der o KGDH in isolierten Mitochondrien nach zwei Tagen Lagerung bei -80°C
bereits um 50 % reduziert, so dass keine genaue Aussage flir die ebenfalls bei -80°C gelagerten

humanen Proben getroffen werden konnte. Falls in Patienten mit Herzinsuffizienz eine Fehlfunktion
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der oKGDH vorliegen wiirde, bleibt dennoch offen, ob dieses Enzym auch als neues
therapeutischen Target zum Einsatz kommen konnte, da es duBlerst schwierig ist, die aKGDH
gezielt im Herzen zu manipulieren. Denkbar wire eine genetische Behandlung durch virale
Vektoren mit funktionsfadhigem Enzym. Dennoch wird durch die vorliegenden Versuche ein weiterer
Gesichtspunkt aufgedeckt, wie es innerhalb von Kardiomyozyten zu oxidativem Stress kommt, der
letztendlich mitverantwortlich fiir die Ausbildung einer Herzinsuffizienz ist und somit ebenfalls ein

Angriffspunkt fiir eine Therapie bietet.
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Abb. A. 8: reprisentativer Wester Blot fiir die ColP von HDAC4 und SUV39HI von
Abbildung 20 mit den Belichtungszeiten 4 Sekunden (links) und 2,5 Minuten (rechts) jeweils
zur Detektion von Flag (oben) oder c-Myc (unten). Als Groenstandard dient der Dual Color
Standard der Firma Bio-Rad (Miinschen, Deutschland).
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bzw. - beziehungsweise

°C - Grad Celsius

c.a. - circa

C. elegans - Caenorhabditis Elegans (Fadenwurm)
CoA - Coenzym A

d.h. - das heiB3t

dt. - deutsch

DNA - Desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsiure)
dNTPs - Desoxyribonukleosidtriphosphate

for - forward (vorwirts)

g - Gramm oder Beschleunigung Zentrifuge
gef. - gegebenenfalls

h - Stunden

Hz - Hertz (= min)

L.A. - im Allgemeinen
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miRNA - microRNA
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ROS - reactive oxygen species (reaktive Sauerstoffspezies)
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sek. - Sekunde
siRNA - short interfering RNA
S.0. - sieche oben
sog. - so genannt
s.u. - siche unten
Tab. - Tabelle

u.a. - unter anderem
A% - Volt

v.a. - vor allem
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Vol. - Volumenanteil
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z.T. - zum Teil
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