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Kardiomyopathie

HCN hyperpolarization-activated
cyclic nucleotide-gated cation
channel

HEK293 Human embryonic kidney cells
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HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonsaure,
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Ejection Fraction
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HFpEF Heart Failure with preserved
Ejection Fraction (diastolische
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HRP Horseradish peroxidase
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ICD International Classification of
Diseases
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IE Internationale Einheiten

It Funny current
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IGF Insulin Like Growth Factor

IgG Immunglobulin G

IL6 Interleukin 6

IL6ST Interleukin-6 receptor subunit
beta (auch GP130)

INO1 Inositol-3-phosphate synthase
1 (auch ISYNA1)

J

JNK c-Jun N-terminal kinases

JNK Januskinase

K
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kDa Kilodalton

KHK Koronare Herzkrankheit

KO Knockout

L

LacZ B-Galactosidase

LAMB?2 Laminin subunit beta-2

LATS1/2 Large Tumor Suppressor Kinase
1/2

LC3 Microtubule-associated protein
1A/1B-light chain 3

Lck Lymphocyte Cell-Specific
Protein-Tyrosine Kinase
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Massenspektrometrie-
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LDLR Low-density lipoprotein
receptor

LGALS3BP Galectin-3-binding protein
(auch LGALS3BP, LG3BP)

LKB1 liver kinase B1 (auch STK11)
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M

MAGI1 Membrane-associated
guanylate kinase, WW and PDZ
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MAP1B Microtubule-associated protein
1B

MAP4K4 Mitogen-Activated Protein
Kinase Kinase Kinase Kinase 4

MAPK Mitogen-Activated Protein

Kinase
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MAPKAP-  Mitogen Activated Protein

K1 Kinase Activated Protein Kinase
1

MARCKS Myristoylated alanine-rich C-
kinase substrate (auch MACS)

MBP Basisches Myelinprotein

MEF-2 Myocyte enhancer factor

MHC Myosin Heavy Chain (auch
MYH)

MHC Major histocompatibility
complex

MINK1 Misshapen-like kinase 1

Mio Millionen

MKK1 Mitogen-activated protein
kinase kinase 1

MLP Muscle Lim Protein

MO25 Mouse protein 25

Mob Mps One Binder

MOB1A/B  Mob Kinase Activator 1A/B

moi multiplicity of infection (ifu pro
Zelle)

Mps monopolar spindle

MPTP Mitochondrial permeability
transition pore

mRNA Messenger RNA

mRNA Messenger RNA

MST1-4 Mammalian sterile-20-like
kinase 1-4

MST4 Mammalian STE20-like kinase
4, auch Serine/Threonine
Kinase 26 (STK26)

MT2A Metallothionein-2

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazoliumbromid

MUC18 Cell surface glycoprotein
MUC18 (auch MCAM, CD146)

N
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NA Not applicable (unzutreffend)

nAB No Antibody
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NF Non-failing

NFAT Nuclear factor of activated T
cells

NF-kB Nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B
cells

NP-40 Nonyl
phenoxypolyethoxylethanol

NPPA Natriuretic Peptide A (auch
ANP, ANF)

NPPB Natriuretic Peptide B (auch
BNP)

NRT No reverse transcriptase

NRVCM Neonatale
Rattenventrikelkardiomyozyten

NTC No-template-control

NT-Pro- N-terminal pro B-type

BNP natriuretic peptide

NYHA New York Heart Association

(0]

OASL 2'-5'-oligoadenylate synthase-
like protein 1

ORF Open reading frame

P

p38 Protein 38kDa

PARP1 Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung

PCP4 Calmodulin regulator protein
Purkinje Cell Protein 4 (auch
PEP19)

PCR Polymerasekettenreaktion

PDCD10 programmed cell death 10

PDLIM3 PDZ and LIM domain protein 3
(auch ALP)

PE Phenyephrin

PEA15 Astrocytic phosphoprotein
PEA-15

PGC1 Peroxisome proliferator-

activated receptor gamma
coactivator 1-alpha (auch
PPARGC1A, PRGC1)
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PHK Phosphorylase Kinase

PIR Pirin

PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

PLM Phospholemman

PLN Phospholamban

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat

pMST4 Phosphoryliertes MST4

PP1 Protein Phosphatase 1

PP2A Protein-Phosphatase 2A

PPP1R14C Protein phosphatase 1
regulatory subunit 14C (auch
PP14C, KEPI)

PVDF Polyvinylidenfluorid

p-Wert Signifikanzwert

Q

gRT-PCR guantitative Echtzeit-
Polymerasekettenreaktion

R

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems

Racl Rac Family Small GTPase 1

RBP1 Retinol-binding protein 1 (auch
RET1)

RCAN regulator of calcineurin (auch
MCIP)

RCM restriktive Kardiomyopathie
ohne Hypertrophie und
Dilatation

Reg3p Regenerating islet-derived
protein 3 beta

RERE Arginine-glutamic acid
dipeptide repeats protein

RhoA Ras Homolog Family Member A

RIPA Radioimmunoprecipitation
assay

RISC RNA-induced silencing complex

RLGPB Ral GTPase-activating protein
subunit beta (auch RALGAPB)

RNA Ribonukleinsaure (auch RNS)

ROBO1 Roundabout homolog 1

RPL32 Large Ribosomal Protein 32

RPLPO Ribosomal Protein Lateral Stalk
Subunit PO

rpm Umdrehungen pro Minute

RRM2 Ribonucleoside-diphosphate
reductase subunit M2 (auch
RIR2)

RYR2 Ryanodinrezeptor 2

S

SAPK Stress-aktivierte Proteinkinase

SARS Severe acute respiratory
syndrome

SARS- SARS-Coronavirus 2

CoV-2

SAV1 Salvador Homolog 1

SCMC2 Calcium-binding mitochondrial
carrier protein SCaMC-2 (auch
SLC25A25, APC3)

SDS Natriumlaurylsulfat

SDS-PAGE  Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgeleelektropho-
rese

SEM Standardfehler

SIKE suppressor of IKKe

siMST4 siRNA gegen MST4

siNeg siRNA ohne Zielsequenz
(Negativkontrolle)

siPos siRNA gegen GAPDH
(Positivkontrolle)

siRNA Short/small interfering RNA

SLMAP Sarcolemmal membrane-
associated protein

SMAD3 Mothers against
decapentaplegic homolog 3

SPS1 Sporulation-specific protein 1
(auch STK25, SOK1)

SRF Serum response factor

STAT6 Signal transducer and activator
of transcription 6

STC1 Stanniocalcin-1

STK Serine/Threonine Kinase
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STRIP1 Striatin Interacting Protein 1
(auch FAM40A)

STRIP2 Striatin Interacting Protein 2
(auch FAM40B, Myoscape)

STRIPAK-  Striatin interagierende

Komplex  Phosphatase und Kinase
Komplex

STRN Striatin

STRN3 S/G nuclear autoantigen

STRN4 Zinedin

T

T178 Threonin an Position 178

TAC Konstriktion der transversen
Aorta

TAGLN Transgelin (auch SM22-a)

TAGLN Transgelin (auch SM22-a)

Taq Thermus aquaticus

TAZ Transcriptional Coactivator
with PDZ-Binding Motif

TBST Tris-buffered saline Tween 20

TEF Thyrotrophic Embryonic Factor

TEMED Tetramethylethylenediamine

TG Transgen

TM9SF1 Transmembrane 9 superfamily
member 1 (auch MP70)

TMEM10 Transmembrane protein 106B

6B (auch T106B)

TMT Tandem-
Atommassenmarkierungen

TNFa Tumor Nekrose Faktor a

Tnl Troponin |

TNNT2 Troponin T2, cardiac

TRAF6 TNF Receptor Associated

Factor 6

TUNEL Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end
labeling

u

UBA Ubiquitin-associated

UBX Ubiquitin regulatory X

UBXN1 UBX domain-containing protein
1 (auch SAKS1)

UKSH Kiel  Universitatsklinikum Schleswig-
Holstein, Campus Kiel

74

v/v Volume per volume

VEGFA Vascular Endothelial Growth
Factor A

VLNC Linksventrikulare
Noncompaction-
Kardiomyopathie

Vs. Versus (gegeniibergestellt)

w

w/v Weight per volume

WB Western Blot

Wnt Wingless and Int-1

WSEF- Aminosauren Tryptophan,

Domaéne Serin, Phenylalanin

WT Wildtype (Kontrolle)

X

XIRP2 Xin actin-binding repeat-
containing protein 2 (auch
CMYA3)

Y

YAP1 Yes-associated protein 1

YLD Years lived with Disability

YLL Years of Life Lost

YSK1 Yeast Sps1/Ste20-related

Kinase 1
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Herzinsuffizienz, Kardiomyopathien und Hypertrophie

1.1.1 Epidemiologie von Kardiovaskuldren Erkrankungen
Kardiovaskuldre Erkrankungen sind weltweit der wichtigste Faktor flr Mortalitdt und Morbiditat und

machen daher einen groRen Teil der sogenannten Global Burden of Disease (globale Krankheitslast)
aus. Die Disability-adjusted Lifeyears (DALYs) sind ein Parameter, der Mortalitdit und Morbiditat
kombiniert und quantifiziert. DALYs setzen sich zusammen aus den Lebensjahren, die durch Tod vor
Erreichen der statistischen Lebenserwartung verloren gehen (Years of Life Lost, YLL) und den mit
Beeintrachtigung gelebten Lebensjahren bis zur statistischen Lebenserwartung (Years lived with
Disability, YLD). Uber 15 % der weltweiten DALYs wurden 2019 durch Kardiovaskuldre Erkrankungen
verursacht. In Deutschland liegt dieser Anteil sogar bei lber 18 %, allerdings knapp hinter
onkologischen Ursachen (Roser & Ritchie, 2016). Noch groRer ist die Bedeutung bei der Todesursache.
Weltweit sind kardiovaskuldre Erkrankungen fir Gber 32 % der Todesursachen verantwortlich, in

Deutschland sogar tiber 37 % (Ritchie & Roser, 2018).

Anteile an der weltweiten Krankheitslast nach Ursache, 2019

Kardiovaskuldre Erkrankungen I 15,52 %
Tumore I 993 %
Neugeborenenerkrankungen I 7,33 %
Atemwegsinfektionen und Tuberkulose NG 6,04 %
Andere nicht-iibertragbare Erkrankungen IS 6,02 %
Muskuloskeletale Erkrankungen NN 5 39 %
Psychiatrische Erkrankungen NN 492 %
Diabetes und Nierenerkrankungen NG 4,44 %
Chronische Atemwegserkrankungen N 4,09 %
Verletzungen N 4,08 %
Neurologische Erkrankungen I 3,84 %
Infektiése Darmkrankheiten G 3,32 %
Verdauungserkrankungen N 351 %
Verkehrsunfélle N 3,06 %
Erkrankungen von Sinnesorganen I 2,59 %
Tropische Erkrankungen und Malaria I 2 48 %
HIV/AIDS und STIs I 222 %
Untererndhrung N 1,95 %
Dermatologische Erkrankungen I 1,68 %
Substanzmissbrauch I 1,38 %
Selbstverletzung I 1,35 %
Gewalt zwischen Personen I 1,06 %
Meternale Erkrankungen I 0,50 %
Konflikte und Terrorismus B 0,25 %
Naturkatastrophen | 0,04 %

0% 5% 10 % 15%

Abbildung 1-1: Kardiovaskuldare Erkrankungen haben den groRten Anteil an der weltweiten
Krankheitslast (adaptiert nach Roser & Ritchie, 2016)
Die weltweite Mortalitdt und Morbiditat kann in DALYs (disability-adjusted life years) gemessen
werden. Uber 15% der DALYs sind durch kardiovaskuldre Erkrankungen verursacht. Daten auf
OurWorldIinData.org/burden-of-disease Lizenz: CC BY.
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In Deutschland war die Herzinsuffizienz (ICD-10 150) 2019 mit 2,45 % der Gber 19 Millionen Diagnosen
die haufigste Krankheitsdiagnose stationdr behandelter Patientinnen und Patienten (Statistisches
Bundesamt (Destatis), 2021). In den Diagnosedaten des Statistischen Bundesamtes taucht nur die ICD-
10-Kennung fir gesunde Neugeborene (ICD-10 Z38) haufiger auf. Die vollstationare
Hospitalisationsrate flr Herzinsuffizienz ist in den vergangenen Jahren deutlich gestiegen und hat sich
von 2000 bis 2019 um mehr als 40 % gesteigert auf 510 pro 100.000 Personen. Manner sind beinahe
ein Drittel haufiger betroffen und die Inzidenz steigt mit zunehmendem Lebensalter. In Verbindung
mit dem demografischen Wandel ist daher anzunehmen, dass die Belastung fiir Patientinnen und

Patienten sowie flr das Gesundheitssystem insgesamt zunehmen wird (Birner et al., 2021).

1.1.2 Herzinsuffizienz
Herzinsuffizienz ist ein akuter oder chronischer Zustand, bei dem das Herz nicht mehr in der Lage ist,

den Kérper mit ausreichend Sauerstoff zu versorgen. Durch das unzureichende Herzzeitvolumen kann
bei Belastung — im fortgeschrittenen Stadium auch in Ruhe — kein stabiler Stoffwechsel stattfinden. Es
kommt zu kompensatorischen Reaktionen, z.B. zu einer Aktivierung des sympathischen

Nervensystems, die zu weitreichenden neurohumoralen und metabolischen Verdnderungen fuhren.

Klinisch ist eine Herzinsuffizienz definiert durch die Kombination aus typischen Symptomen, z.B.

Atemnot, Miidigkeit und Flussigkeitseinlagerungen sowie einer kardialen Funktionsstérung.

Die Einteilung der Herzinsuffizienz findet klinisch nach drei verschiedenen Kriterien statt. Erstens kann
nach dem betroffenen Teil des Herzens zwischen einer Links-, Rechts- oder Globalinsuffizienz
differenziert werden. Zweitens gibt es die Einteilung in die akute und die chronische Form. Drittens
unterscheidet man die systolische Herzinsuffizienz (Heart Failure with reduced Ejection Fraction,
HFrEF), bei der die linksventrikulare Pumpfunktion eingeschrdankt ist, von der diastolischen
Herzinsuffizienz (Heart Failure with preserved Ejection Fraction, HFpEF), bei der die diastolische
Fillung eingeschrankt ist. AuRerdem bildet sich in den letzten Jahren die Begrifflichkeit der
Herzinsuffizienz mit maRiggradig eingeschrankter Auswurffraktion (Heart Failure with mildly reduced
Ejection Fraction, HFmrEF) heraus, die Charakteristika der beiden vorgenannten Formen verbindet,

wohl aber am ehesten der HFrEF dhnelt (McDonagh et al., 2021).

Der Schweregrad der Herzinsuffizienz wird anhand der klinischen Symptome nach der Klassifikation

der New York Heart Association (NYHA) in Grad | (asymptomatisch) bis IV (schwer) eingeteilt.

Die verschiedenen Formen der Herzinsuffizienz sind meist nicht klar voneinander zu trennen und bei
den meisten Patientinnen und Patienten liegen Kombinationen vor. Auch die Ursachen klinisch

ahnlicher Prasentationen sind sehr heterogen.

Seite 2



Einleitung

Die haufigsten Ursachen sind Auswirkungen koronarer Herzerkrankungen und Bluthochdruck.
Seltenere Griinde sind z.B. verschiedene Formen von Kardiomyopathien, Herzrhythmusstérungen,
Klappenerkrankungen oder angeborene Herzfehler. Auch bei den Ursachen bestehen oft

Kombinationen. Entsprechend ist auch die Pathophysiologie der Herzinsuffizienz nicht einheitlich.

Grundsatzlich beginnt die systolische Herzinsuffizienz mit einer Schadigung des Herzmuskels, z.B.
durch erhdohten Druck oder verminderte Sauerstoffversorgung. Kurzfristig kann die linksventrikulare
Funktionsstérung kompensiert werden, z.B. durch Aktivierung des Sympathikus oder des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS). Langfristig flihren diese Mechanismen aber zu einer weiteren
Schadigung des Myokards und damit zu einem Teufelskreis unter dem auch alle anderen

Organsysteme leiden.

Therapeutische Ansdtze beziehen sich daher auf die Durchbrechung des Teufelskreises und der
pharmakologischen Hemmung der UberschielRenden Kompensationsmechanismen mit z.B. ACE-
Inhibitoren,  Angiotensinrezeptorblockern,  Betrezeptorblockern, = Mineralokortikoidrezeptor-
Antagonisten. Im akuten oder weit fortgeschrittenen Stadium missen auBerdem
kreislaufunterstiitzende Arzneimittel oder mechanische Systeme eingesetzt werden. Letzte
Therapiemoglichkeit ist die Herztransplantation, von der in Deutschland aber jahrlich nur wenig mehr
als 300 stattfinden. Daher handelt es sich hierbei um keine Option, mit der den vielen Patientinnen

und Patienten realistischerweise geholfen werden kann (Bundesarztekammer (BAK) et al., 2019).

Trotz der extrem hohen Belastung fiir die Gesellschaft durch die Herzinsuffizienz und enormen
therapeutischen Fortschritten in den letzten Jahren setzen die vorhandenen Behandlungsoptionen
sehr spat und undifferenziert in der Pathophysiologie ein. Das liegt daran, dass die detaillierten

molekularen Mechanismen der Herzinsuffizienz bisher nur sehr begrenzt verstanden sind.

1.1.3 Kardiomyopathien

Kardiomyopathien sind eine heterogene Gruppe von Erkrankungen des Herzmuskels, die zu einer
Einschrankung dessen Funktion fiihren. Die American Heart Association unterscheidet in einer
Konsensus-Veroffentlichung aus 2006 zwischen primdren Kardiomyopathien, die hauptsachlich oder
ausschlieBlich das Myokard betreffen und sekundaren Kardiomyopathien, bei denen eine Myokard-

Beteiligung im Rahmen einer Multisystemerkrankung auftritt (Maron et al., 2006).

Davon abgegrenzt werden Auswirkungen auf das Myokard durch andere kardiovaskuldre
Erkrankungen. Dazu gehoren Klappenerkrankungen, systemischer Bluthochdruck, angeborene
Herzfehler und die koronare Herzerkrankung, die zu einer ischamischen Schadigung des Myokards

flhrt und zum Teil als ischdamische Kardiomyopathie bezeichnet wird.
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Zu den sekundaren Kardiomyopathien gehoren z.B. Folgen von Amyloidosen, Speichererkrankungen
wie Hamochromatose oder Morbus Fabry, toxischen Schadigungen, Sarkoidose, Diabetes mellitus
Typ | und anderen endokrinen Erkrankungen, genetischen Syndromen wie Noonan-Syndrom,
Muskeldystrophien, Mangelerndhrung, Autoimmunerkrankungen wie systemischer Lupus
erythematodes oder rheumatoide Arthritis, Elektrolytstorungen sowie chemische und radiologische

Auswirkungen onkologischer Therapien.

Primare Kardiomyopathien werden weiter nach zugrunde liegender Ursache eingeteilt in ,,genetisch”,

»erworben” und ,gemischt” (Maron et al., 2006; McKenna et al., 2017).

Zu den genetischen Kardiomyopathien gehort die autosomal-dominante Hypertrophische
Kardiomyopathie (HCM), die mit einer Pravalenz von 1:500 die wohl hiufigste Kardiomyopathie
darstellt und gleichzeitig einer der haufigsten Griinde fir pl6tzlichen Herztod bei jungen Menschen ist.
Es sind eine Reihe von Genmutationen bekannt, die zur HCM fihren, z.B. in schweren Ketten von
Myosinen (Myosin Heavy Chain, MHC), Myosin-Bindeproteinen C (Myosin-binding protein C), kardialen
Troponinen und hauptsachlich anderen Proteinen des Sarkomers. Die klinische Auspragung ist jedoch
heterogen und die Griinde hierfir sind noch nicht vollstandig bekannt. Deutlich seltener treten andere
genetische Kardiomyopathien auf. Dazu gehoren die Arrhythmogene Rechtsventrikulare
Kardiomyopathie (ARVCM), die Linksventrikulire Noncompaction-Kardiomyopathie (LVNC),
Erkrankungen des Reizleitungssystems sowie der lonenkanéle (Dadson et al., 2017; Maron et al., 2006;

McKenna et al., 2017).

Die haufigste Kardiomyopathie mit aus genetischer und/oder nicht-genetischer Ursache ist die
Dilatative Kardiomyopathie, die den dritthdufigsten Grund fiir Herzinsuffizienz und den haufigsten
Grund fiir eine Herztransplantation darstellt. Es kommt zu einer Dilatation des linken Ventrikels bei
normaler Wandstéarke. Das Alter bei der Manifestation ist sehr heterogen. Ebenso wird auch eine groRe
Bandbreite an Ursachen diskutiert: Neben Infektionen, Toxinen, Autoimmunerkrankungen und
Systemerkrankungen deutet die familiare Haufung von DCM-Fallen in 30-50% der Falle ebenso auf eine
genetische Komponente hin, die jedoch nicht immer monokausal zu sein scheint. Als mogliche
assoziierte Gene wurden hauptsachlich Gene des kontraktilen Apparates sowie des Zytoskeletts
identifiziert. Die haufigsten sind Titin, Laminin A und C sowie MHC7. Erwdhnenswert ist auch, dass
Manner von der DCM dreimal so haufig betroffen sind wie Frauen (Dadson et al., 2017; Maron et al.,

2006).

Auch bei der seltenen priméren restriktiven Kardiomyopathie ohne Hypertrophie und Dilatation (RCM)
scheinen genetische und nicht-genetische Ursachen eine Rolle zu spielen. Diskutiert werden auch hier

v.a. sarkomerische Mutationen (Dadson et al., 2017; Maron et al., 2006).
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Zu den erworbenen Kardiomyopathien gehdren die Myokarditis, die durch Stress induzierte Tako-
Tsubo-Kardiomyopathie (Broken Heart Syndrome), schwangerschaftsassoziierte Kardiomyopathie,
eine Schadigung des Myokards durch Tachykardie (Tachymyopathie) sowie bei Neugeborenen von

Mittern mit Diabetes mellitus (Maron et al., 2006).

1.1.4 Kardiale Hypertrophie

Herzmuskelzellen im adulten Organismus sind weitestgehend postmitotische Zellen, das heilt sie
kénnen sich nicht mehr teilen. Daher kann der Herzmuskel, anders als viele andere Organe, auf
vermehrte Belastung im Sinne von biomechanischem Stress nicht mit einer Erhéhung der Zellzahl

(Hyperplasie) reagieren, sondern nur durch Hypertrophie (Frey & Olson, 2003).

Hypertrophie zeichnet sich aus durch eine VergroRerung der Zelle, verstarkte Synthese bestimmter
Proteine und einer verstarkten Organisation der Sarkomere. Dadurch kann im physiologischen
Rahmen, z.B. beim normalen postnatalen Wachstum oder bei sportlicher Belastung, eine
Verminderung des biomechanischen Stresses wie z.B. die erhéhte Wandspannung, hervorgerufen
werden. Im pathophysiologischen Kontext geraten diese initial adaptiven Mechanismen allerdings
auBer Kontrolle und sind assoziiert mit einem Fortschreiten der Herzinsuffizienz und plotzlichem
Herztod. Pathologische Stimuli fiir Myokardhypertrophie sind z.B. Bluthochdruck,
Klappenerkrankungen, die zu Druck- oder Volumenbelastung fihren, Myokardinfarkt,
Speichererkrankungen und genetische Erkrankungen. Bei der pathologischen Hypertrophie ist in der
Folge eine Abnahme der Kontraktilitdit zu beobachten, ein Untergang von Kardiomyozyten mit
fibrotischem Umbau des Myokards, einer veranderten Expression von Genen, die fir kardiale
Calciumstrome wichtig sind und einer erhéhten Expression fetaler Gene wie z.B. ACTA1, MYH7, NPPA,
NPPB. Das Produkt von Letzterem, NT-Pro-BNP, wird als wichtigster Biomarker in der klinischen
Routine-Diagnostik der Herzinsuffizienz genutzt. Die genannten pathologischen Verdnderungen
werden auch als kardiales Remodeling bezeichnet. Ein Voranschreiten dieser Prozesse miindet
schlussendlich in einer kontraktilen Dysfunktion und Herzinsuffizienz. Das Vorliegen einer
Myokardhypertrophie ist per se mit einer schlechteren Prognose assoziiert. Wie und zu welchem Grad
es umkehrbar ist, ist noch nicht ausreichend verstanden. Die einzelnen Veranderungen sind
interindividuell — bzw. im Laborkontext in Abhdngigkeit vom eingesetzten Hypertrophie-Modell —

unterschiedlich ausgepréagt (Frey & Olson, 2003; Nakamura & Sadoshima, 2018).

Trotz extensiver Forschung und groflen Fortschritten in den letzten Jahrzehnten konnten die
molekularen Signalwege noch nicht ausreichend verstanden werden, um ein allgemeingililtiges
molekulares Modell der kardialen Hypertrophie zu zeichnen und entsprechend spezifische Therapien
zu entwickeln. Es bleibt eine wissenschaftliche Herausforderung, Mechanismen der physiologischen

und pathologischen Hypertrophie voneinander zu trennen und herauszufinden, ob beobachtete
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Verdnderungen Ausloser oder Effekt der Hypertrophie sind (Frey & Olson, 2003; Nakamura &
Sadoshima, 2018).
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Abbildung 1-2: Signalwege der pathologischen Hypertrophie (Nakamura & Sadoshima, 2018)
Die molekularen Mechanismen der pathologischen Hypertrophie des Herzens sind hoch komplex und
bisher nur teilweise verstanden. Einige der wichtigen Signalwege sind hier skizziert.

1.2 Molekulare Signalwege

Im Folgenden werden einige molekulare Signalwege im Kontext von Herzkreislauferkrankungen

besprochen, die im Rahmen dieser Arbeit eine Rolle spielen.

1.2.1 Kardiales fetales Genprogramm
Das fetale Genprogramm der kardialen Hypertrophie besteht aus einer Reihe von Genen, die eigentlich

nur wahrend der Herzentwicklung stark exprimiert werden. Kurz nach der Geburt werden sie
herunterreguliert. Kommt es jedoch zu pathologischer Hypertrophie und Remodeling, ist die

Expression dieser Gene im Ventrikelmyokard wieder erhoht (Dadson et al., 2017; Frey & Olson, 2003).

Die Gene c-myc, c-jun und c-fos werden durch erhéhten Stress hochreguliert und filhren wiederrum
zur Uberexpression weiterer Gene. Die Transkription findet hauptsachlich Giber SRF, GATA, NFAT, TEF
und MEF-2 statt.

Zu den wichtigsten Zielgenen gehéren die der natriuretischen Peptide A und B (NPPA bzw. ANP/ANF,

NPPB bzw. BNP), die zu einer Vasodilatation und verstarkten Natriumausscheidung fiihren. BNP bzw.

Seite 6



Einleitung

dessen Vorlaufer NT-Pro-BNP wird auch in der klinischen Routine als Serum-Marker fir die
Herzinsuffizienz genutzt. AuBerdem werden die adulten kontraktilen Proteine a-MHC und a-kardiales
Actin (ACTC1) vermehrt durch die fetalen Isoformen B-MHC und a-Skelettmuskel Actin (ACTA1) ersetzt
(Dadson et al., 2017).

Die kardiale Rhythmik wird hauptsachlich von HCN-Kanalen (hyperpolarization-activated cyclic
nucleotide-gated cation channel) kontrolliert, deren Strom auch als Ir bezeichnet wird. Im adulten
Myokard findet eine Expression dieser Kandle hauptsachlich in den Schrittmacherzentren statt und
kaum im gesunden Ventrikelmyokard. Im Rahmen der Herzinsuffizienz kommt es jedoch zu einer Re-
Induktion der Gene von HCN-Kanadlen, sodass sie wie wahrend der Herzentwicklung auch wieder im
Ventrikelmyokard zu finden sind. Gleiches gilt fir Calcium-Kandle vom T-Typ. Diese Re-Expression

spielt wahrscheinlich eine Rolle bei der Entwicklung systolischer Dysfunktion und Arrhythmien.

Die Gene Actin Alpha 2 (ACTA2, SMA) und Transgelin (TAGLN, SM22-a) sind im adulten gesunden
Organismus hauptséachlich in glatten Muskelzellen exprimiert und nicht mehr im Ventrikelmyokard.
Unter pathologischen Verhéltnissen kommt es auch hier wieder zu einer erneuten Expression

(Kuwahara et al., 2012).

1.2.2 Calcineurin und NFAT

Die Phosphatase Calcineurin vermittelt Calcium-abhangig in verschiedenen Geweben eine Vielzahl von
Effekten Uber eine Dephosphorylierung von Transkriptionsfaktoren der NFAT-Familie (nuclear factor
of activated T-cells), die dadurch in den Nukleus translozieren und zur vermehrten Expression
verschiedener Gene fiihren. In Immunzellen wird so beispielsweise IL-2 exprimiert (Chaklader &

Rothermel, 2021; Frey & Olson, 2003).

Eine Aktivierung dieses Signalweges flihrt in Kardiomyozyten zu einer starken Hypertrophie und
Herzinsuffizienz. Dabei werden auch Proteine dephosphoryliert, die cAMP-abhéngig phosphoryliert
werden. Eine Inhibition von Calcineurin durch Cyclosporin A oder Tacrolimus, die z.B. bei
Autoimmunerkrankungen erfolgreich angewandt wird, ergab im Kontext der kardialen Hypertrophie
bisher stark divergierende Ergebnisse, die einem klinischen Einsatz im Wege stehen. Eine Ursache
dafiir ist auch die hohe erforderliche Dosis, die z.B. nephrotoxisch ist (Chaklader & Rothermel, 2021;
Frey & Olson, 2003).

Genetische in-vitro und in-vivo Modelle konnten jedoch zeigen, dass eine Uberexpression von
Calcineurin-inhibierenden Proteinen im Herzen einen positiven Effekt auf die kardiale Funktion hat.
Aortenkonstriktion, Aktivierung von Adenorezeptorantagonisten oder Calcineurin-Uberexpression
verursachen normalerweise pathologische Hypertrophie. Die Uberexpression von RCAN-Proteinen
(regulator of calcineurin, auch myocyte-enriched calcineurin-interacting proteins (MCIP)), die die

Calcineurin-Aktivitait hemmen, verhindern in diesen Modellen die Hypertrophie. Allerdings gibt es auch
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hier Daten, die ein erhdhtes Risiko fiir kardiale Dekompensation durch RCAN-Uberexpression sowie
eine Rolle von RCAN in der physiologischen Hypertrophie durch Training zeigen. Auflerdem wird
RCAN1.4 durch Calcineurin/NFAT-Aktivierung exprimiert und ist somit Teil einer hemmenden
Feedback-Schleife. Die Hohe der mRNA-Expression kann als Indikator flr die Aktivitat des Signalwegs
genutzt werden (Chaklader & Rothermel, 2021; Frey & Olson, 2003).

Ferner fiihrt eine kardiospezifische Deletion der regulatorischen Untereinheit CnB1 bei Mausen zu

einer Herzinsuffizienz und tédlichen Arrhythmien.

Interessant im Verstandnis der Rolle von Calcineurin im Herzen ist neben einer circadianen Rhythmik
die zunehmende Aktivitdt des Signalwegs vom Epikard zum Endokard im gesunden Organ. Dies
korreliert mit der transmuralen Zunahme von mechanischem Stress, diastolischer und systolischer

Calcium-Konzentration und Dauer des Aktionspotentials (Chaklader & Rothermel, 2021).

1.2.3 Hippo-Signalweg

Der Hippo-Signalweg ist ein evolutiondr hochgradig konservierter zelluldrer Mechanismus, der
grundsatzlich Zellproliferation und Uberleben inhibiert. Im Herzen spielt er dadurch eine integrale

Rolle in der Regulation der OrgangroéRe, Apoptose und Autophagie.

Die Hippo-Homologe bei Saugetieren sind MST1 und MST2, die durch zelluldren Stress aktiviert werden
und den Hippo-Signalweg starten. Vermutlich besteht eine enge Verknipfung mit anderen
Signalwegen wie z.B. dem Wnt/B-Catenin-, dem BMP- oder dem G-Protein-gekoppelten-Rezeptor-
Signalweg. Zusammen mit SAV1 werden die Kinasen LATS1 und LATS2 sowie deren Partner MOB1A
und MOB1B phosphoryliert. Das wiederum fihrt zur Phosphorylierung von YAP1 und TAZ, die dadurch

vermehrt abgebaut werden.

Ist der Hippo-Signalweg inaktiv, agieren YAP1 und TAZ als Transkriptionsfaktoren, die die Expression
von Genen férdern, die zu erhéhtem Kardiomyozyten-Wachstum und -Uberleben fiihren. In der
embryonalen Entwicklung wird Gber die Aktivierung der IGF- und Wnt-Signalwege, Inaktivierung von
GSK3p und erhohte B-Catenin-Level das kardiale Wachstum gefordert (Chen et al., 2020; Wang et al.,
2018).

In Patienten mit HCM und Mausen mit Druckbelastung durch Aortenkonstriktion wurden erhdhte
YAP1-Level gemessen und verminderte Phosphorylierung, was einer Inaktivierung des Hippo-
Signalweges entspricht. Im Myokardinfarkt-Modell fihrt die Aktivitdt von YAP1 bzw. die Inaktivierung
des Hippo-Signalweges zu einer verbesserten Regeneration und Kontraktilitdt. Uberexpression von
aktiviertem YAP1 flhrt dazu, dass eigentlich post-mitotische Kardiomyozyten proliferieren kénnen.
Durch den Knockdown von YAP1 sterben Mause-Embryonen im fetalen Stadium (Chen et al., 2020;

Wang et al., 2018).
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Allerdings gibt es auch hier scheinbar widerspriichliche Daten. Bei kardialem Stress durch
Myokardinfarkt oder Druckbelastung werden MST1 und LATS1/2 aktiviert und flihren so Uber eine
Aktivierung des Hippo-Signalweges zu einer vermehrten Apoptose und reduzierten Autophagie, was
in einer Herzinsuffizienz resultiert. Das gleiche Ergebnis kann auch durch eine MST1-Uberexpression
erzielt werden. Eine Uberexpression von inaktivem MST1 hat zwar keine Auswirkungen im gesunden
Herzen. Wird das Herz im Myokardinfarkt-Modell geschadigt, scheint die verminderte MST1-Aktivitat
aber schiitzend zu sein (Chen et al., 2020; Nakamura & Sadoshima, 2018; Wang et al., 2018).

Es ist offensichtlich noch nicht vollstandig verstanden, in welchen Stress-Situationen Kardiomyozyten
mit einer Aktivierung und in welchen mit einer Inaktivierung des Hippo-Signalweges reagieren. Daher

ist auch noch unklar, wie eine therapeutische Regulation am sinnvollsten ware.

1.2.4 Proteinkinase C

Von der in allen Geweben exprimierten Proteinkinase C (PKC) existieren mehrere Isofomen, die bei der
Pathogenese der kardialen Hypertrophie moglicherweise eine Rolle spielen. In Patientinnen und
Patienten mit DCM ist die Gesamtaktivitat von PKC erhoht, was wohl hauptsachlich durch eine Re-
Aktivierung von PKC-B zu erklaren ist, die eigentlich im adulten Ventrikelmyokard kaum exprimiert
wird. Passend dazu fiihrt eine Aktivierung von PKC durch z.B. PMA sowie eine Uberexpression von PKC-
a, -B und -€ zu hypertrophen Phanotypen. Teilweise scheinen sich allerdings auch hier verschiedene
Untersuchungen zu widersprechen. Das hangt moglicherweise z.B. mit der Integration von PKC in

Proteinkomplexen zusammen (Frey & Olson, 2003; Singh et al., 2017).

Bei der ischamischen Prakonditionierung, die zu einem geringeren Ischamie/Reperfusion-Schaden
fihrt, konnte eine Aktivierung bzw. eine verdnderte Expression der verschiedenen PKC-lIsoformen
beobachtet werden. Trotz jahrzehntelanger Forschung konnte daraus jedoch noch kein erfolgreicher

humaner Therapieansatz entwickelt werden (Singh et al., 2017).

Die Isoform PKC-6 scheint bei kardialer Ischamie pro-apoptotische Effekte zu haben, wahrend die e-
Isoform Apoptose verhindert, unter anderem indem sie im Mitochondrium die Aldehyd

Dehydrogenase 2 (ALDH2) aktiviert (Singh et al., 2017).

Aktivierung von PKC erfolgt tGiber die Phosphorylierung an verschiedenen Positionen, die Spaltung z.B.
mittels Caspasen oder durch Second messenger wie Diacylglycerol. Die genauen Mechanismen sind

Isoform- sowie Zelltyp-spezifisch (Kikkawa et al., 2002).

1.2.5 Apoptose

Apoptose ist definiert als ein Caspase-abhangiger genetisch-kontrollierter Zelltod und wird dadurch
von anderen Formen wie der Nekrose, dem autophagischen Zelltod, Nekroptose oder Pyroptose

abgegrenzt, wobei die Grenzen teilweise flieRend verlaufen. Charakteristischerweise sind einzelne
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Zellen oder kleine Gruppen von Zellen betroffen, die energieabhadngig in Apoptosekdrperchen mit
Membran fragmentiert werden. Diese werden ohne Aktivierung von Inflammation durch

Nachbarzellen oder professionell phagozytierenden Zellen aufgenommen (Rodriguez et al., 2002).

Bei der Aktivierung der Apoptose wird wiederum zwischen dem intrinsischen und den extrinsischen
Weg unterschieden. Der intrinsische oder mitochondriale Weg wird durch intrazellularen Stress wie
oxidativen Stress, hohe Calciumkonzentration oder DNA-Schiden ausgelost. Dadurch wird die duflere
Mitochondrien-Membran permeabel (Bildung der mitochondrial permeability transition pore (MPTP))
und Cytochrom C kann in das Zytosol libertreten. Dort aktiviert Cytochrom C mit APAF1 (apoptotic
portease-activating factor 1) Caspase 9, die wiederum die Effektor-Caspasen 3, 6 und 7 aktiviert. Die
Aktivierung findet durch proteolytische Abspaltung von Prodomanen statt und erfolgt exponentiell.
Die Effektor-Caspasen schneiden daraufhin zelluldre Proteine und weitere Effektor-Enzyme C-terminal
von Aspartat. Ein wichtiges Ziel der Effektor-Caspasen ist das DNA-Reparatur-Enzym Poly(ADP-Ribose)-

Polymerase 1 (PARP1), welches proteolytisch gespalten wird.

Der extrinsische Apoptose-Weg wird durch extrazelluldren Stress ausgel6st, z.B. vermittelt durch
Tumor Nekrose Faktor a (TNFa) oder die Bindung anderer Liganden an spezifische Todesrezeptoren.
Dies fiihrt zur Rekrutierung von FADD (Fas-associated death domain) und Procaspase 8, die dadurch

aktiviert wird und ebenfalls die gemeinsame Endstrecke mit den Caspasen 3, 6 und 7 aktiviert.

Apoptose spielt im Herzen nicht nur eine Rolle wahrend der Embryonalentwicklung sondern auch bei
kardiovaskuldren Erkrankungen. Erhohte kardiale Apoptose-Aktivitat findet sich z.B. bei Patientinnen
und Patienten mit KHK, DCM, Myokarditis und in explantierten insuffizienten Herzen. Bereits eine
geringgradige Induktion von Apoptose durch kardiale Caspase-8-Uberexpression fiihrt in Mausen zu

einem todlichen DCM-Phanotyp, der durch eine Caspase-Inhibition verhindert werden kann.

Myokardiale Ischamie fiihrt nicht nur zu nekrotischem Zelltod sondern auch zu Apoptose. Da es sich
bei Apoptose um einen energieverbrauchenden Zelltod handelt, [6sen Ischamie-assoziierte Faktoren
wie Hypoxie, Azidose, oxidativer Stress, hohe Calciumkonzentration und Zytokine wahrscheinlich in
Abhangigkeit von der intrazellularen ATP-Konzentration entweder Apoptose oder andere Formen des
Zellunterganges aus. Dies konnte auch ein wichtiger Faktor in der Entstehung des postischamischen
Reperfusionsschadens sein. Durch Reperfusion konnen auf der einen Seite geschadigte
Kardiomyozyten gerettet werden, auf der anderen Seite konnte die Reperfusion auch die fir die

Apoptose notwendige Energie zur Verfligung stellen (Rodriguez et al., 2002).

Zur Regulation von Apoptose im pathologischen Kontext wird eine Reihe von Signalwegen diskutiert.
Beispielsweise fihrt eine Inaktivierung des Hippo-Signalweges zu verminderter Apoptose im
Myokardinfarkt-Tiermodell, wahrend gezeigt werden konnte, dass die Aktivierung des Signalweges zu
einer vermehrten Aktivierung des intrinsischen Apoptose-Weges fihrt.
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Eine Aktivierung von Calcineurin scheint auf der anderen Seite vor Apoptose zu schiitzen und eine
Inaktivierung des Signalweges induziert Apoptose. Als moglicher Vermittler wird die vermehrte
Expression von a-Crystallin B diskutiert. Allerdings herrscht auch hier keine absolute Klarheit lber die
Rolle des Signalweges, da in einer anderen Studie eine kardiospezifische Uberexpression einer

inaktiven Form von Calcineurin zu einer verminderten Apoptose-Rate in Kardiomyozyten fihrte.

In klinischen Studien konnte eine direkte Inhibition von Caspasen allerdings noch zu keinen Erfolgen
fliihren. Oft fand statt Apoptose dann Nekrose statt, weil wahrscheinlich zu spat in den Prozess des
Zellunterganges eingegriffen wurde. Andererseits gibt es auch Untersuchungen, die keinen
Zusammenhang zwischen Apoptose-Index der Kardiomyozyten und der Auspragung der
Herzinsuffizienz finden konnten. Auch ist noch grofStenteils unklar, welche pathogenetische Rolle
Apoptose in anderen Zellen als Kardiomyozyten spielt, die immerhin 70% der kardialen Zellen
ausmachen und moglicherweise deutlich hdhere Apoptose-Raten im Kontext von Herzkrankheiten
zeigen. Einige Autoren argumentieren gar, dass das Apoptose in adulten Kardiomyozyten insgesamt
kaum noch stattfinde und daher die Ergebnisse, die aus neonatalen Kardiomyozyten stammen, nicht
Ubertragbar seien. Umstritten sei beispielsweise, ob Apoptose zu Fibrose fiihre (Corbalan et al., 2016;

Xia et al., 2016).

1.3 Striatin interagierende Phosphatase und Kinase Komplexe (STRIPAK-

Komplexe)

Die Proteine der Striatin-Familie Striatin (STRN), S/G, nuclear autoantigen (STRN3) und Zinedin (STRN4)
sind in vielen Geweben stark exprimiert und spielen in verschiedenen zelluldren Prozessen eine Rolle.
Sie besitzen zwar keine eigene katalytische Aktivitat, fungieren aber als Gerist fiir eine Reihe an
Phosphatasen und Kinasen sowie anderen Proteinen, mit denen sie verschiedene Komplexe bilden, die
als STRIPAK-Komplexe bezeichnet werden. Funktionelle Homologe von STRIPAK-Proteinen wurden in
evolutiondr weit entfernten Organismen wie Pilzen gefunden. Im Folgenden liegt der Schwerpunkt auf

STRIPAK-Komplexen in Sdugetieren (Hwang & Pallas, 2014; Shi et al., 2016).

Am haufigsten sind die Untereinheiten A und C der Protein-Phosphatase 2A (PP2A) Teil von STRIPAK-
Komplexen. Fir PP2A scheinen die Komplexe die Untereinheit B zu ersetzen. Von dieser existieren
verschiedene Isoformen, die regulatorische oder ,targeting“-Funktionen haben, sodass eine dhnliche

Rolle von STRIPAK-Komplexen fiir PP2A angenommen wird (Huang et al., 2021).

Die ersten Kinasen, die man diesen Komplexen zugeordnet hat, gehdren zu der Familie der Germinal
Center Kinase Il (GCKIII): MST3 (mammalian STE20-like kinase 3, STK24), MST4 (STK26) und YSK1 (Yeast
Sps1/Ste20-related Kinase 1, STK25, SOK1) (Hwang & Pallas, 2014; Shi et al., 2016).
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Weitere Kern-Proteine der Komplexe sind Mob3 (Mps one binder homolog 3), Mob4, PDCD10
(programmed cell death 10, cerebral cavernous malformation 3 (CCM3)), STRIP1 (FAM40A), STRIP2
(FAM40B, Myoscape) (Hwang & Pallas, 2014; Shi et al., 2016).

Andere Mitglieder scheinen fiir spezifische Funktionen rekrutiert zu werden. Dazu gehéren CTTNBP2,
CTTNBP2NL, SLMAP (sarcolemmal membrane-associated protein), SIKE (suppressor of IKKe) oder
MINK1 (Misshapen-like kinase 1). Bei einigen Proteinen ist unklar, ob sie Teil der klassischen STRIPAK-
Komplexe mit PP2A und einer Kinase sind oder Teil von sogenannten STRIPAK-dhnlichen Komplexen.
Dazu gehoren Dynein, GIPC (GAIP-interacting protein, C-Terminus), APC Protein, Deubiquitinase (DUB),
Trabid, CCT/TCP-1-Chaperonin Proteine, MAP4K4 sowie Calcium-Calmodulin. Insgesamt existieren
deutlich Uber 100 Varianten von STRIPAK-Komplexen bzw. STRIPAK-dhnlichen Komplexen in
Saugetieren (Hwang & Pallas, 2014; Shi et al., 2016; Tang et al., 2019).

SLMAP
STRIP1/2 MST3/4 PDCD10

PPZAA\/ STRN/STRN3/STRN4 MOB3/4

( PP2A C

Abbildung 1-3: Schematischer Aufbau eines STRIPAK-Komplexes (adaptiert nach Hwang & Pallas,
2014; Tang et al., 2019)

Am GerUst aus Proteinen der Striatin-Familie (STRN/STRN3/STRN4) setzt sich ein STRIPAK-Komplex
zusammen. Die Phosphatase-Aktivitat wird verursacht durch die Untereinheiten A und C der Protein-
Kinase 2A (PP2A). Weiterhin gehoren Kinasen der Germinal Center Kinase Il Familie (GCKIII) wie MST3
und MST4 zu STRIPAK-Komplexen. Andere STRIPAK-Proteine sind z.B. STRIP1, STRIP2/Myoscape,
SLMAP, PDCD10, MOB3 und MOB4. Insgesamt gibt es wahrscheinlich (iber 100 mogliche Variationen
von STRIPAK und STRIPAK-assoziierten Komplexen.

Innerhalb der Komplexe scheint PP2A die Funktion der Kinasen hemmen zu kénnen. Insbesondere bei
den GCKIlI-Kinasen konnte gezeigt werden, dass Mutationen, die zu einer verminderten PP2A-Bindung
flihren, zu einer Hyperphosphorylierung und damit zu einer Aktivierung fihren. Der selbe Effekt tritt
auch bei einer Inaktivierung von PP2A ein. Insgesamt spielen Phosphorylierungen verschiedener
Domanen von STRIPAK-Proteinen wahrscheinlich eine wichtige Rolle in der Zusammensetzung der

Komplexe (Hwang & Pallas, 2014).
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STRIPAK-Funktionen wurden im Kontext von verschiedensten zelluldren Prozesse beschrieben, z.B.
Zellzyklus, Mitose, Fokalkontakte, Endozytose, Zell-Zell-Interaktionen, Golgi-Zusammensetzung,
Transktiption, Calcium-Signalwege, Ostrogen-Signalwege, Vesikeltransport, Zellpolaritit und
Zytokinese. Viele funktionelle Untersuchungen beziehen sich allerdings auf einzelne Proteine, die Teil
von STRIPAK-Komplexen sein konnen. Inwiefern STRIPAK-Komplexe bei den jeweiligen Funktionen
eine Rolle spielen, ist jedoch noch kaum verstanden. In verschiedenen zelluldren Kompartimenten
unterscheidet sich die Zusammensetzung der STRIPAK-Komplexe, aber auch hier ist wenig dariber
bekannt, wie diese gesteuert wird. Ebenso ist eine Bedeutung von STRIPAK-Komplexen im Herzen noch

nicht konkret untersucht (Hwang & Pallas, 2014; Shi et al., 2016; Tang et al., 2019).

Fir das Protein SLMAP wird beispielsweise eine Rolle bei der Fusion von Myoblasten und der
Organisation der elektromechanischen Kopplung in Kardiomyozyten beschrieben. Es konnte eine Co-
Lokalisation mit verschiedenen wichtigen Proteinen beobachtet werden und es wird vermutet, dass
SLMAP durch verschiedene Isoformen am Transport in die jeweiligen Kompartimente beteiligt ist. Zu
den Interaktionspartnern gehéren Myosin als Teil des kontraktilen Apparates; die Proteinen des T-
Tubulus Caveolin 3 (CAV3) und spannungsabhangige Calcium-Kanale vom L-Typ (LTCC) sowie Proteine
des sarkoplasmatischen Retikulums wie der Ca**-ATPase und der fir die Calcium-abhéngige Calcium-
Ausschiittung verantwortlichen Ryanodinrezeptor 2 (RYR2). Eine Uberexpression von bestimmten
SLMAP-Isoformen in Mausen verursacht pathologisches Remodeling mit erhéhter Expression fetaler
Gene, vergrofRertem sarkoplasmatischen Retikulum sowie einer verminderten Expression von
Proteinen, die bei kardialen Calciumstromen eine Rolle spielen. Diese verminderte Expression
entspricht der Situation im Herzen von Menschen mit Herzinsuffizienz. Allerdings konnte bei
Patientinnen und Patienten mit dilatierten Ventrikeln eine verminderte Expression von allen SLMAP-
Isoformen beobachtet werden. Ob diese Erkenntnisse sich auf SLMAP in STRIPAK-Komplexen

beziehen, ist unklar (Hwang & Pallas, 2014; Nader, 2019).

Striatin-Mutationen sind assoziiert mit verlangerten QRS-Zeiten, ARVCM und DCM. Eine subzellulare
Lokalisation ist insbesondere an den Zell-Zell-Kontakten (Glanzstreifen, Disci intercalares) beschrieben.
Die Herabregulation fiihrt zu einer verminderten spontanen Kontraktionsrate in isolierten
Kardiomyozyten. Insgesamt wird auch Striatin eine wichtige Funktion bei der elektromechanischen
Kopplung in Kardiomyozyten zugeschrieben. Eine direkte Interaktion mit SLMAP in Kardiomyozyten

konnte bereits gezeigt werden (Hwang & Pallas, 2014; Nader, 2019).

STRIP2 ist in insuffizienten humanen Herzen vermindert exprimiert. Von Eden et al. konnte gezeigt
werden, dass STRIP2 in Kardiomyozyten direkt mit dem Calciumkanal vom L-Typ interagiert und eine
verminderte Expression von STRIP2 zu deutlich verminderten Calciumstromen fihrt. Daraus resultiert

eine verminderte Kontraktilitat. Durch eine Uberexpression hingegen kommt es zu deutlich erhdhten
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Calciumstréomen und die Funktion von insuffizienten Kardiomyozyten wird verbessert. Auch im
Zebrafisch- und Mausmodell konnte gezeigt werden, dass STRIP2 wichtig fir Calciumstréome ist und
ein Knockout im Herzen deutlich verminderte Calciumstromen sowie reduzierte Kontraktilitdt zum
Ergebnis hat. Eine mogliche Begriindung dafiir ist die beobachtete verminderte Dichte an der
Zelloberflache der Calciumkanédle vom L-Typ bei STRIP2-Knockout. Es wird postuliert, dass STRIP2 die
Stabilitat der Calciumkanale an der Zelloberflache erh6ht durch eine verbesserte Interaktion zwischen

dem Kanal und Alpha-Actinin (Eden et al., 2016).

Neben den beschriebenen Rollen in kardiovaskularen Erkrankungen werden viele weitere
Beteiligungen von STRIPAK-Komplexen in pathophysiologischen Kontexten diskutiert, beispielsweise
bei Diabetes mellitus Typ 2, Autismus, zerebralen Kavernomen und verschiedensten onkologischen

Erkrankungen.

Insbesondere in diesem Zusammenhang wird auch eine Interaktion von STRIPAK-Komponenten mit
dem Hippo-Signalweg diskutiert. Es gibt Hinweise darauf, dass die Phosphatase-Aktivitdt von STRIPAK
MST1 und MST2 dephosphorylieren kann, damit die Hippo-Aktivitdt hemmt und damit zellulares
Uberleben fordert. AuRerdem wird eine direkte Interaktion von SLMAP mit MST1/2 beschrieben sowie
von STRIP1 mit MST2. Die Interaktion ist moéglicherweise abhangig von der Phosphorylierung von
MST1/2, die ebenfalls eng mit deren Aktivitat zusammenhangt. Bei hoherer Zelldichte konnte eine
vermehrte Phosphorylierung gezeigt werden, die zu einer vermehrten Interaktion zwischen MST1/2
und SLMAP sowie zwischen MST1/2 und STRIP1 fiihrt. LKB1 interagiert auBerdem mit MST4 und wird
ebenfalls mit dem Hippo-Signalweg in Verbindung gebracht (Huang et al., 2021; Hwang & Pallas, 2014;
Tang et al., 2019).

1.4 Mammalian STE20-like kinase 4 (MST4)

Die Serin/Threonin Proteinkinase MST4 (STK26) ist Teil der MST-Kinasefamilie zu der neben MST4 noch
MST1 (STK4), MST2 (STK3), MST3 (STK24) und YSK1 (STK25, SOK1) geh6ren. MST1 und MST2 werden
wiederum zur Gruppe der Germinal Center Kinases Il (GCKII) gezadhlt und MST3, MST4 und YSK1 zur
Gruppe der Germinal Center Kinases Ill (GCKIII). Uber die GCKIII-Gruppe ist deutlich weniger bekannt
als Gber die GCKII-Gruppe. MST4 wurde 2001 erstbeschrieben (Lin et al., 2001; Qian et al., 2001) und
ist insgesamt wenig untersucht, im Kontext von STRIPAK-Komplexen noch weniger. Zur Rolle von MST4
im Herzen gibt es bisher noch keine Publikationen und die vorliegende Arbeit beschreibt erstmalig

Untersuchungen dazu.

Der Genlokus fir humanes MST4 ist Xq26. MST4 selber besteht aus 416 Aminosduren und hat eine
berechnete Molekularmasse von ca. 47 kDa, wobei die Laufhohe im Western Blot eher 52 kDa
entspricht. Die Homologie zu anderen Spezies ist sehr hoch. Zur Ratte und zur Maus betragt sie 98 %.
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N-terminal befindet sich die Kinase Domane, die innerhalb der GCK-Familie relativ stark konserviert
ist. Es folgt eine Linker-Region mit einer WSF-Doméane (Aminosauren Tryptophan, Serin, Phenylalanin),
die fiir die Interaktion mit anderen Proteinen wichtig ist und C-terminal eine Dimerisations-Domane.
Uber den MST4-spezifischen C-terminalen Abschnitt wird die Aktivitat reguliert. Es gibt mehrere Serin-
und Threonin-Reste die phosphoryliert werden kénnen. Wichtig ist wahrscheinlich insbesondere T178,
welches mit der katalytischen Aktivitat von MST4 korreliert. Diese Aminosaure ist auRerdem Ziel von
Autophosphorylierung und wichtig fir die Dimerisation. Unklar ist, ob MST4 nur in der homodimeren
Form aktiv ist. Allerdings fihren bestimmte Punktmutationen, die die Homodimerisation verhindern,
zu einer deutlichen Reduktion der Kinaseaktivitat in vitro (S. Chen et al., 2018; Huang et al., 2017;
Record et al., 2010; Shi et al., 2013).

MST4 WSF motif

I N W%

1 297 326 347 416
Kinase domain Linker Dimerization domain

Abbildung 1-4: Struktur von MST4 (Record et al., 2010 (A); Shi et al., 2013 (B))
A zeigt die Quartarstruktur von zwei MST4-Proteinen, die ein Homodimer bilden. B zeigt die die
Abfolge von Kinase-, Linker- und Dimerisations-Doméane von MST4.

Neben den oben genannten Interaktionen mit STRIPAK-Proteinen sind Interaktionen mit PDCD10,
MO25 und GM130 bekannt. GM130 scheint die Lokalisierung am Golgi-Apparat zu férdern und die
Aktivitat zu hemmen, wahrend die anderen beiden eine Lokalisierung an der Plasmamembran fordern.
Die Interaktion mit MO25 geschieht lber die WSF-Domane und fiihrt zu einer Aktivierung der
Kinaseaktivitdt, zumindest in vitro gegeniiber dem unspezifischen Kinase-Substrat Basisches

Myelinprotein (MBP) (M. Chen et al., 2018; S. Chen et al., 2018; Shi et al., 2013).

Zu den bisher beschriebenen Substraten von MST4 gehoren Proteine aus der Ezrin/Radixin/Moesin-
Familie (ERM-Familie) als Reaktion auf oxidativen Stress. In diesem Zusammenhang scheint die MST4-
Aktivitat das Zelliberleben zu férdern. Uber den gleichen Signalweg wirkt MST4 auch an der Formation
von Mikrovilli in intestinalen Epithelzellen mit. Es werden aullerdem Proteine aus verschiedenen
Signalwegen wie ERK, p38, JNK und NF-kB diskutiert. Auch TRAF6 kann im Rahmen von Inflammation
direkt phosphoryliert werden. Insgesamt sind die Daten zu MST4-Substraten allerdings nicht

einheitlich (M. Chen et al., 2018; S. Chen et al., 2018; Huang et al., 2017; Xiong et al., 2016). Weitere
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beschriebene Substrate sind ATG4B (Huang et al., 2017), ASAP3 (auch ACAP4 genannt) nach PKA-
Aktivierung (Yuan et al., 2017) sowie Inhibitoren der Protein Phosphatase 1 wie z.B. PPP1R14C
(Madsen et al., 2015).

In HEK293T-Zellen konnten Xiong et al. zeigen, dass eine Uberexpression von MST4 sowie eine
verstirkte Aktivierung durch Uberexpression von MO25 zu vermehrter Apoptose in der
Propidiumiodid-Farbung und im TUNEL-Assay. Eine Uberexpression einer MST4-Form ohne
Kinaseaktivitat (kinase dead) sowie von Formen, die die Interaktion mit MO25 stéren, haben hingegen

keine Auswirkung auf die Apoptose (Xiong et al., 2016).

Erhohte Expression von MST4 in Hypophysentumoren scheint zu erhoéhter Zellproliferation und
vermehrtem Uberleben in hypoxischer Umgebung zu fiihren. Als mégliche Mechanismen werden eine
Aktivierung der p38-MAPK-, HIF-1- und AKT-Signalwege diskutiert. Der urspriinglich als Aurora-B-
Kinase-Inhibitor Hesperadin wurde in diesem Zusammenhang in einem strukturbasierten Screen als
moglicher Inhibitor von MST4 identifiziert. Dies konnte dadurch erhartet werden, dass die Effekte von
MST4 auf Apoptose und Zellproliferation in nanomolekularen Konzentrationen dosisabhangig
aufgehoben werden. Hemmeffekte auf andere Kinasen wie AMPK, Lck, MKK1, MAPKAP-K1, CHK1 und
PHK wurden bei Hesperadin-Konzentrationen von 1 uM berichtet (Xiong et al., 2016). In einer anderen
Untersuchung konnte Hesperadin im Kontext der kardialen Reperfusion/Ischamie als Inhibitor von
CaMKII-6 identifiziert werden. Hesperadin hatte in vitro und in vivo einen protektiven Effekt auf

Kardiomyozyten. In vitro waren Konzentrationen von 200 nM wirksam (Zhang et al., 2022).

In Brusttumoren wurde eine Korrelation zwischen der Erhéhung der MST4-Expression und der
Krebsprogression sowie einer negativen Prognose gefunden. Moglicherweise fordert MST4 hier die
Migration von Tumorzellen. Allerdings existieren ebenso Daten zu pro-apoptotischen Effekten von
MST4 in Brusttumoren. Auch in Prostatatumorzellen férdert eine MST4-Uberexpression Proliferation,
Wachstum sowie Zellmigration in vitro wie auch im Tiermodell (M. Chen et al., 2018; Huang et al.,

2017; Xiong et al., 2016).

In Pankreastumoren bindet MST4 phosphorylierungsabhangig an MOB4 und hemmt dadurch die
Aktivitat von MST1, indem es deren Bindung an MOB1 hemmt. Dadurch wird die Hippo-Aktivitat
vermindert und Transkription durch YAP gesteigert. Das verursacht einen pro-onkogenetischen Effekt
durch vermehrtes Zellwachstum und vermehrte Zellmigration. Die Bildung des MST1-MOB1-
Komplexes kann auch durch direkte Interaktion von MST4 mit MOB1 und MST1 mit MOB4 gestort
werden. In humanen Proben ist MST4 hochreguliert und die Hohe der Expression ist mit einer

schlechteren Prognose assoziiert (M. Chen et al., 2018).

Glioblastome kdénnen sich vor Strahlenschaden durch vermehrte MST4-Expression schiitzen. Uber eine
Phosphorylierung aktiviert MST4 ATG4B, welches dadurch vermehrt LC3-1l aktiviert und damit
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Autophagie induziert. Dieser Mechanismus schiitzt die Tumorzellen vor dem Untergang. Dies kénnte
eine Erklarung flr die schlechtere Prognose von bestimmten Glioblastomen mit erhéhter MST4-

Expression sein (Huang et al., 2017).

Auch in kolorektalen Tumoren ist eine vermehrte MST4-Aktivitdt mit einer schlechteren Prognose
assoziiert. Ein moglicher Mechanismus ist die Phosphorylierung von B-Catenin, das dadurch

gleichzeitig nicht mehr abgebaut werden kann und aktiviert wird (H. Zhang et al., 2021).

Die direkte Phosphorylierung und damit Inaktivierung von YAP1 durch MST4 in Magenkarzinomen
hingegen hemmt die Tumorprogression. Eine verminderte MST4 -Expression ist mit einer schlechteren
Prognose vergesellschaftet. (An et al., 2020) Diesen Ergebnissen widerspricht eine andere Publikation,
die eine Assoziation zwischen erhdhter MST4-Expression und einer schlechteren Prognose zeigt. In
Versuchen fiihrte eine MST4-Uberexpression Uber die Aktivierung des Ezrin-Signalweges zu
vermehrter Tumorzellmigration in vitro und Tumorinvasion und -metastasierung in vivo (Li et al.,

2019).

In M&usen mit intrazerebralen Blutungen wird MST4 im geschadigten Gehirn verstarkt exprimiert. Die
Inhibition von MST4 durch den Inhibitor Hesperadin fiihrt zu einer Reduktion des Hirnédems und zu
einer Verbesserung der neurologischen Funktion. Als Mechanismus wird die Inhibition der Autophagie
durch MST4-Inhibition diskutiert. Nach Hesperadin-Applikation konnten geringere Level der
Autophagie-Marker LC3 sowie Phospho-AKT beobachtet werden (Wu et al., 2020).

Zusammengefasst sind die zelluldren Prozesse vielfiltig, an denen die Serin/Threonin Proteinkinase
MST4 beteiligt ist, und scheinen zellspezifisch zu sein. Beispielsweise konnte in einigen Zelltypen eine
Inhibition, in anderen eine Aktivierung der Apoptose beobachtet werden. Viele der bisher
hauptsachlich in onkologischen Kontexten untersuchten Signalwege sowie Interaktionspartner spielen
auch in kardiovaskuldren Erkrankungen eine Rolle, weswegen sich eine wissenschaftliche

Auseinandersetzung mit MST4 nahezu aufdrangt.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist eine erstmalige Charakterisierung der STRIPAK-Kinase MST4 in Herzmuskelzellen

und im Kontext der Herzinsuffizienz.

STRIPAK-Komplexe werden immer starker als wichtige Knotenpunkte in verschiedenen zellularen
Signalwegen gesehen und als mogliche therapeutische Ziele z.B. bei onkologischen Erkrankungen
diskutiert. Erste Ergebnisse zu einzelnen STRIPAK-Proteinen wie STRIP2 oder SLMAP legen diese
Funktion auch bei kardiovaskuldaren Erkrankungen nahe. Im Rahmen dieser Arbeit soll untersucht

werden, welche Rolle MST4 bei der Entwicklung der Herzinsuffizienz spielen konnte. Daher werden die
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Expression sowie die Aktivitdat von MST4 in verschiedenen Modellen von Herzinsuffizienz und

Hypertrophie untersucht.

Zudem wird die Expression von MST4 in verschiedenen Geweben sowie in explantierten insuffizienten
Herzen untersucht. Um Hinweise auf die subzelluldre Lokalisierung von MST4 zu bekommen, werden
sowohl humanes Herzgewebe als auch isolierte Kardiomyozyten von Ratten mit einem Antikdrper
gegen MST4 angefarbt. AuRerdem soll untersucht werden, ob MST4 im Herzen mit anderen STRIPAK-

Proteinen interagiert.

Im nachsten Schritt werden die Expression bzw. die Aktivitat von MST4 experimentell verandert, um

die Auswirkungen und die Funktion von MST4 in Kardiomyozyten zu untersuchen.

AbschlieBend soll das gesamte Phosphoproteom von Kardiomyozyten in Abhangigkeit von der MST4-
Expression charakterisiert werden, um potentielle Kinase-Ziele von MST4 und beeinflussbare

Signalwege in Kardiomyozyten zu ermitteln.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Material und Methoden

Bezeichnung

Hersteller

uStep System (Lichtquelle, Filter, Controller)

lonOptix

Absaugsystem Vacusafe

Integra Bioscience

Amersham Hybond-P PVDF Membran

GE Healthcare

Autoklaven

Systec VX-150

Cell Framing Adapter CFA300

lonOptix

CFX Connect Real-Time PCR Detection System

Bio-Rad Laboratories

CFX96 Real-Time PCR Detection System

Bio-Rad Laboratories

Chromatographiepapier

Whatman

Deckglaser 18 mm Durchmesser

VWR International

ECX-F26.M UV-Transluminator

Peglab Biotechnologie

Eismaschine AF100

Scotsman

Faltenfilter 110 mm Durchmesser

Schleicher & Schuell

Fluorescence System Interface

lonOptix

Fluoreszenz Beleuchtung Intensilight C-HGFI

Nikon

Fluovac System

Harvard Apparatus

Handschuhe Latex

Peha-soft (Hartmann)

Handschuhe Nitril

Nitra-Tex

Homogenisator Precellys 24

Bertin Instruments

Inkubator Heracell VIOS 250i CO2

Thermo Fisher Scientific

Inkubator Steri-Cult 200

Labotec

Kamera FluorChem Q

Alpha Innotech

Kihlschrank -20°C Revco Ultima Plus

Liebherr

Kihlschrank 4°C Profiline

Liebherr

Kiihlschrank -80°C TSX Series

Thermo Fisher Scientific

Langendorff-Apparat

Bochem Instrumente

Ligatur, polyfil, 6-0

Ethicon

Magnetriihrer CIMAREC i

Thermo Fisher Scientific
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Bezeichnung

Hersteller

Magnetriihrer RCT Basic

IKA

Magnetriihrer Variomag Poly

Thermo Fisher Scientific

MaxQ 8000 Schiittler Thermo Fisher Scientific
Messzylinder VWR
Mikroplattenleser Infinite M200Pro Tecan

Mikroskop Axiovert 40 C

Carl Zeiss Microscopy

Mikroskop BZ-9000

Keyence

Mikroskop LSM800

Carl Zeiss Microscopy

Mikroskop MSCP1-40 (Fluoreszenz) Motic
Mikroskop Olympus BX53 Olympus
Mikroskop SMZ25 Nikon
Mikroskop Stemi 2000-C Carl Zeiss

Mikrotiterplatte 48-well Polystyrol

Thermo Fisher

Mikrozentrifuge Galaxy Ministar

VWR International

Mini Protean Tetra System

Bio-Rad Laboratories

Multiply-uStrip 8er Kette Sarstedt
MyoCam-S Power lonOptix
MyoPacer Field Stimulator lonOptix
Neubauer-Zdahlkammer Assistent
Objekttrager 76x26x1 mm MARIENFELD
Parafilm Bemis
Pasteurpipetten, Glas Carl Roth

PCR Folien, adhasiv, farblos

Biozym Scientific

PCR Platte 96-Well, farblos

Biozym Scientific

Petrischale 3510 mm

Sarstedt

pH-Messgerat Seven Easy

Mettler Toledo

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

Thermo Fisher

Pinzetten Fine Science Tools
Pipette Multipette M4 Eppendorf
Pipette Multipipette Plus Eppendorf
Pipette Reference Eppendorf
Pipette Reference 2 Eppendorf
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Bezeichnung Hersteller
Pipette Research Eppendorf
Pipette Research plus Eppendorf
Pipettenspitzen Biosphere Filter Tip Sarstedt

Pipetus

Hirschmann Laborgerate

Plattformschittler Duomax 1030

Heidolph Instruments

Plattformschuttler Titramax 100

Heidolph Istruments

Power Pac HC

Bio-Rad Laboratories

PP-Mikroplatte 96-Well

Greiner Bio-One

Prazisionswaage TE1502S Sartorius
QlAvac 24 Plus Qiagen

ReagiergefaRe Biosphere SafeSeal0,5/1,5/2,0 mL Sarstedt
ReagiergefaRe SafeSeal0,5/1,5/2,0 mL Sarstedt
Réhrchen, 15/50 mL Sarstedt
Rohrchen, luftdurchlassig, 14 mL Sarstedt

Scheren Fine Science Tools
Schlauchpumpe Ismatec
Serologische Pipetten, 2/5/10/25 mL Sarstedt

Spektrophotometer NanoDrop 2000

Thermo Fisher Scientific

Sterifilter 0,2 um PorengréRe

Nalgene Labware

SteriGARD Hood

The Baker Company

Sterilwerkbank HeraSafe KS

Thermo Fisher

Sterilwerkbank MaxiSafe 2030i

Thermo Fisher

Stretchmaschine FX5000T-FLK

Flexcell International

Thermal Cycler MyCycler

Bio-Rad Laboratories

Thermomixer Comfort Eppendorf
Titan PCR-Arbeitsstation Scanlaf
Tube Roller 10 basic IKA

Tube Roller Mixer SRT6 Stuart
Tube Rotator SB3 Stuart
Umwalzthermostat DC1 Haake

Vevo 1100 VisualSonics Vortex-Genie 2

Scientific Industries

Wasserbad 3042

Koéttermann
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Bezeichnung

Hersteller

Wasserbad B3

Haake

XCell Surelock Midi-Cell

Thermo Fisher Scientific

Zellkulturflaschen T75/T175 cm?

Sarstedt

Zellkulturplatte 6 Well Bioflex

Flexcell International Corporation

Zellkulturplatten Cellstar® 6-, 12-, 24-Well

Greiner Bio-One

Zellschaber 16 cm/ 25 cm

Sarstedt

Zentrifuge 5810

Eppendorf

Zentrifuge Heraeus Fresco 21

Thermo Fisher Scientific

Zentrifuge Heraeus Multifuge X3R

Thermo Fisher Scientific

Zentrifuge Heraeus Pico 21

Thermo Fisher Scientific

2.1.2 Chemikalien

Bezeichnung Hersteller
2-Mercaptoethanol Sigma Aldrich
Agar Carl Roth
Agarose Biozym Scientific GmbH
Albumin Fraktion V aus Rinderserum Merck
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth
Carbenicillin Carl Roth
cOmplete™ Mini Protease inhibitor cocktail Roche

DAPI Roche

DEPC Carl Roth
DMEM gibco

DMEM Advanced gibco

DMSO Sigma Aldrich

DNA Loading Dye 6x

Thermo Fisher Scientific

dNTP

Thermo Fisher Scientific

DreamTaq 10x Puffer griin

Thermo Fisher Scientific

DTT

Carl Roth

Dynabeads ™ Protein G

Thermo Fisher Scientific

EDTA

Serva Electrophoresis

Ethanol

Carl Roth

Ethidiumbromid

Thermo Fisher Scientific

Seite 22



Material und Methoden

Bezeichnung

Hersteller

Fetales Kalberserum

Capricorn Scientific

Fluor Preserve Reagent

Calbiochem

Formamid

Sigma Aldrich

GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific

Glukose Carl Roth
Glycerin Carl Roth
Glycin Carl Roth
HEPES Carl Roth
Hesperadin Selleck Chemicals

iQ Multiplex 2000

Bio-Rad Laboratories

Isofluran Baxter
Isopropanol Carl Roth
Isoproterenol Calbiochem
Kaliumchlorid Carl Roth
Kanamycin Sigma Aldrich

Kollagen |- Losung aus Rinderhaut

BD Biosciences

LB-Agar X969

Carl Roth

LB-Medium X968

Carl Roth

L-Glutamin

Thermo Fisher Scientific

Lipofectamin 2000

Thermo Fisher Scientific

Lipofectamin RNAIMAX

Thermo Fisher Scientific

Magnesiumheptasulfat Carl Roth
Medium 199 (M2154) Sigma Aldrich
Methanol Carl Roth
Milchpulver Carl Roth
Natriumchlorid Carl Roth
Natriumhydroxid Carl Roth
Natriummonohydrogenphosphat Carl Roth

NCS (Newborn Calf Serum)

PAA Laboratories

Neugeborenes Kalberserum

Capricorn Scientific

NP-40

Sigma Aldrich

Pankreatin

Sigma Aldrich
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Bezeichnung

Hersteller

Penicillin/Streptomycin

Gibco

Percoll GE Healthcare
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol Carl Roth

Phenylephrin Sigma Aldrich
PhosSTOP Phosphatase inhibitor cocktail Sigma Aldrich

Phusion Puffer

Thermo Fisher Scientific

Protein-Assay Farbstoff-Konzentrat Bio-Rad
QlAzol Lysis Reagenz Qiagen
Rotiphorese Gel 30 Carl Roth

SDS Serva Electrophoresis
SensiFAST SYBR Bioline
Spectinomycin Carl Roth

Spectra Multicolor High Range Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific

TEMED Carl Roth

Tissue-Tek Sakura Finetek Germany GmbH
Tris-HCI Carl Roth

Triton X-100 Carl Roth

Trypanblau Sigma Aldrich

Tryptone Sigma Aldrich

Tween 20 Sigma Aldrich
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2.1.3 Enzyme
Bezeichnung Hersteller
Collagenase Typ 2 Worthington/Cellsystems
Complete-Protease Inhibitor Cocktail Roche Diagnostics
Desoxyribonuclease | (DNase 1) Sigma Aldrich
Dream Taqg DNA-Polymerase Thermo Fisher Scientific
Gateway BP-Clonase Il Enzyme Mix Thermo Fisher Scientific
Gateway LR-Clonase Il Enzyme Mix Thermo Fisher Scientific
Pac | New England Biolabs
Pfu DNA Polymerase Thermo Fisher Scientific
Phosphatase-Inhibitor 2 und 3 Sigma Aldrich
Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase Thermo Fisher Scientific
Proteinase K Thermo Fisher Scientific
T4-DNA-Ligase Thermo Fisher Scientific
Trypsin/EDTA-LSsung Merck

2.1.4 Puffer und Losungen

2.1.4.1  ADS-Puffer (10x)

Substanz Konzentration
NaCl 1,16 M

HEPES 197 mM
NaH,P04-H,0 94 mM
Glukose 55,5 mM

KCl 53,6 mM
MgSO, 8,3 mM

Losung aller Substanzen in destilliertem Wasser, Einstellung des pH auf 7,4, Sterilfiltration
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2.1.4.2 Radioimmunoprecipitation Assay Buffer (RIPA-Puffer)
Substanz Konzentration
NP-40 1% (v/v)
Natriumdesoxycholat 1% (w/v)

Natriumlaurylsulfat (SDS)

0,1 % (w/v)

NaCl 150 mM
Natriumphosphat-Puffer ad pH 7,2 10 mM
Dithiothreitol (DTT) 1mM

Losung aller Substanzen in destilliertem Wasser, Einstellung des pH auf 7,5

2.14.3 ELB-Puffer
Substanz Konzentration
HEPES 50 mM
NaCl 250 mM
EDTA 5mM
NP-40 1% (v/v)

Losung aller Substanzen in destilliertem Wasser

2.1.4.4 SysQuant Puffer
Substanz Konzentration
Urea 8M
Tris-HCl (pH 7,6) 50 mM
NaCl 75 mM

Urea in Wasser l6sen, dazu ggf. erwdrmen (nicht Gber 30 °C), Tris-HCl und NaCl hinzugeben und pH auf

8,2 einstellen. Pro 10 ml Puffer eine Tablette cOmplete Mini Protease inhibitor (Roche) und eine

Tablette PhosSTOP (Sigma-Aldrich) hinzugeben.

2.1.45 Proben-Puffer nach Laemmli (4x)
Substanz Konzentration
Tris pH 6,8 250 mM
SDS 5% (w/v)
Glyzerin 40 % (v/v)

Bromphenolblau

0,005 % (w/v)

2-Mercaptoethanol

10 % (v/v)

Losung aller Substanzen in destilliertem Wasser
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2.1.4.6 Laufpuffer fiir SDS-PAGE (10x)
Substanz Konzentration
Tris 250 mM
Glycin 1,9M
SDS 1% (w/v)

Losung aller Substanzen in destilliertem Wasser, Einstellung des pH auf 8,3

2.1.4.7 Sammelgelpuffer fiir SDS-PAGE
Substanz Konzentration
Tris 500 mM
SDS 0,4 % (w/v)

Losung aller Substanzen in destilliertem Wasser, Einstellung des pH auf 6,8

2.1.4.8 Trenngelpuffer fiir SDS-PAGE
Substanz Konzentration
Tris 1,5mM
SDS 0,4 % (w/v)

Losung aller Substanzen in destilliertem Wasser, Einstellung des pH auf 8,8

2149 TBS-Lésung
Substanz Konzentration
Tris-Cl 100 mM
NaCl 0,9 % (w/v)

Losung aller Substanzen in destilliertem Wasser, Einstellung des pH auf 7,5

2.1.4.10 Transferpuffer fir Wester Blot
Substanz Konzentration
Methanol 20 % (v/v)
Tris 25mM
Gylcin 192 mM
SDS 0,037 % (w/v)

Losung aller Substanzen in destilliertem Wasser, Einstellung des pH auf 8,3
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2.1.4.11 NRVCM Verdau-Puffer
Substanz Konzentration
Kollagenase Typ I 0,5 mg/ml
Pankreatin 0,6 mg/ml

Losung aller Substanzen in 1x ADS-Puffer (2.1.4.1), Sterilfiltration

2.1.4.12 ARVCM Isolations-Puffer Vorrat (10x)
Substanz Konzentration
NaCl 1,204 M
KCl 147 mM
KH,PO4 6 mM
NaH;HPO4-H,0 6 mM
MgS0.-7H,0 12 mM
HEPES 100 mM

Losung aller Substanzen in destilliertem Wasser, Einstellung des pH auf 7,4 mit NaOH, Sterilfiltration

2.1.4.13 ARVCM Isolations-Puffer
Substanz Konzentration
NaHCO:s 4,6 mM
Taurin 30 mM
2,3-Butanedionmonoxim (BDM) 10 mM
Glukose 5,5 mM
10x ARVCM Isolations-Puffer Vorrat | 10 % (v/v)
(s. 2.1.4.11)

Losung aller Substanzen in destilliertem Wasser, Sterilfiltration

2.1.4.14 ARVCM Verdau-Puffer

Substanz Konzentration
Kollagenase Typ Il (Worthington | 90 mg/50ml
Cat#LS004177, Aktivitat 260-

290 U/mg)

CaCl, 40 uM

Losung aller Substanzen in 50 ml ARVCM Isolations-Puffer (s. 2.1.4.13), Sterilfiltration
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2.1.4.15 ARVCM Stop-Puffer
Substanz Konzentration
BSA 1% (w/v)
CaCl, 12,5 uM

Losung aller Substanzen in 100 ml ARVCM Isolations-Puffer (s. 2.1.4.13), Sterilfiltration

2.1.4.16 ARVCM Calciumtolerationspuffer
Substanz Konzentration
Calciumtolerationspuffer | | CaCl, 100 uM
Calciumtolerationspuffer Il | CaCl, 400 uM
Calciumtolerationspuffer Il | CaCl, 900 uM

Hinzugabe der jeweiligen Menge CaCl; (aus 100 mM Stock-Lésung) zu jeweils 25 ml ARVCM Stop-Puffer

(s.2.1.4.15)
2.1.4.17 Kollagenlésung fiir NRVCM

1ml von 0,01 M Salzsdure in Wasser ansetzen und 16,7 pl Kollagen-I-Stammlosung (3 mg/ml)

hinzugeben. Die finale Konzentration des Kollagens betradgt dann 49 pg/ml.

2.1.5 Zellmedien

2.1.5.1

Medium zum Anwachsen von NRVCM

Substanz

Konzentration

Fetales Kalberserum (FCS)

10 % (v/v)

Penicillin G 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml
L-Glutamin 2mM

Losung aller Substanzen in DMEM mit 4,5 g/I Glukose und 110 mg/| Natriumpyruvat (gibco)

2.15.2 Medium zur Serumdeprivation von NRVCM
Substanz Konzentration
Penicillin G 100 U/I
Streptomycin 100 pg/ml
L-Glutamin 2mM

Losung aller Substanzen in DMEM mit 4,5 g/ Glukose und 110 mg/I Natriumpyruvat (gibco)
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2.153 Medium zur Transfektion von NRVCM

Substanz

Konzentration

L-Glutamin

2mM

Losung des L-Glutamin in DMEM mit 4,5 g/l Glukose und 110 mg/I Natriumpyruvat (gibco)

2.1.54 Medium zur Kultur von HEK-293A-Zellen

Substanz Konzentration
FCS 10 % (v/v)
Penicillin G 100 U/I
Streptomycin 100 pg/l
L-Glutamin 2mM

Losung aller Substanzen in Advanced DMEM mit 4,5 g/l Glukose und 110 mg/I Natriumpyruvat (gibco)

2.1.5.5 ARVCM-Medium

Substanz Konzentration
Kreatin 10 mM

Taurin 20 mM

BSA 1% (w/v)
Penicillin G 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml
L-Glutamin 2mM

Losung von Kreatin, Taurin und BSA in Medium 199 mit Earles-Salzen und Natriumbicarbonat,

Sterilfiltration, Hinzugabe von Penicillin G, Streptomycin und L-Glutamin

2.1.5.6 ARVCM-Medium mit Fura-2AM

Zu ARVCM-Medium (s. 2.1.5.5) wurden pro ml Medium 2 pl Fura-2AM (Stock-Lésung 1 mM in DMSO)

hinzugegeben, sodass eine Konzentration vom 2 uM im Medium erreicht wurde.

2.1.6 Antikérper

Eingesetzte Antikorper, inklusive

Verdinnung nach Anwendung: Western Blot (WB),

Immunfluoreszenz (IF), Co-Immunprézipitation (Co-IP)
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2.1.6.1 Primarantikorper
Zielprotein Spezies, Klonalitdt | Hersteller Katalognummer | Verdiinnung
Caspase 3 Kaninchen, poly Cell Signaling #9662S WB 1:1.000
Caspase 3, gespalten | Kaninchen, mono Cell Signaling #9664 IF 1:400
Caspase 7 Kaninchen, poly Cell Signaling #9492S WB 1:1.000
Cav1.2 Maus, mono Origene TA309306 IF 1:100
GAPDH Maus, poly Sigma G8795 WB 1:10.000
Co-IP 1:100
MST4 Kaninchen, poly Cell Signaling #3822 WB 1:1.000
IF 1:100
MST4 Kaninchen, mono Abcam ab52491 WB 1:1.000
Co-IP 1:100
MST4, Phospho-T178 | Kaninchen, mono Abcam ab76579 WB 1:1.000
PARP Kaninchen, poly Cell Signaling #9542 WB 1:1.000
SLMAP Kaninchen, poly Novus Biologicals | NBP1-81398 WB 1:1.000
STRIP2 Kaninchen, poly Proteintech 25163-AP WB 1:1.000
TAZ Kaninchen, mono Cell Signaling #8418 WB 1:3.000
VEGFA Kaninchen, poly Abcam ab46154 WB 1:1.000
a-Actinin 2 Maus, mono Sigma A7811 IF 1:200
a-Tubulin Maus, mono Sigma T5168 WB 1:8.000
Tabelle 2-1: Eingesetzte Primarantikorper
2.1.6.2 Sekundarantikorper
Bezeichnung Spezies, Klonalitdt | Hersteller Katalognummer | Verdiinnung
Anti-Mouse IgG, Alexa | Ziege, poly Thermo Fisher A11030 WB 1:2.000
Fluor 546 IF 1:400
Anti-Mouse 1IgG, Alexa | Esel, poly Thermo Fisher A10036 IF 1:500
Fluor 546
Anti-Mouse IgG, Alexa | Huhn, poly Thermo Fisher A21200 IF 1:500
Fluor 488
Anti-Mouse IgG, HRP Ziege, poly Dianova 115-035-146 WB 1:10.000
Anti-Rabbit 1gG, Alexa | Esel, poly Thermo Fisher A10040 IF 1:400
Fluor 546
Anti-Rabbit 1gG, HRP Ziege, poly Dianova 111-035-045 WB 1:10.000

Tabelle 2-2: Eingesetzte Sekundadrantikorper

Seite 31




2.1.7 Kits

Material und Methoden

Bezeichnung

Hersteller

Amersham ECL Select Western Blotting Detection Reagent

GE Healthcare

DC-Protein Assay

Bio-Rad

LunaScript RT SuperMix Kit

New England BiolLabs

NucleoSpin Plasmid, Mini Kit

Macherey & Nagel

Plasmid PlusMidi Kit

QlAgen

QlAquick Gel Extraction Kit

QlAgen

Quick-RNA Microprep Kit

Zymo Research

2.1.8 Primer
2.18.1 Primer fiir Sybr-Green qRT-PCR
Gen Spezies Beschreibung | Sequenz
MST4 Maus, Mensch, | forward CCCTCAGAGAGTCATGGACC
Ratte reverse CGGGGTCAACTTGTCATCTT
Ezrin Ratte forward CCCTCAGAGAGTCATGGACC
reverse CGGGGTCAACTTGTCATCTT
VCAM1 Mensch forward GAATGGGAAGGTGACGAATG
reverse AGATTCACAAGTTGCTGTGC
IL6 Mensch forward AGACAGCCACTCACCTCTTCAG
reverse TTCTGCCAGTGCCTCTTTGCTG
RPL32 Maus, Ratte forward GGTGGCTGCCATCTGTTTTACG
reverse CCGCACCCTGTTGTCAATGC
18S Maus, Mensch, | forward GCACGGCCGGTACAGTGAAA
Ratte reverse GCGCCCGTCGGCATGTATTA
VEGFA Ratte forward CAGGCTGCACCCACGACAGA
reverse GACGGCAATAGCTGCGCTGG
RPLPO Ratte forward ATCTCCCCCTTCTCCTTCGGGC
reverse CAGGGCCTGCTCTGTGATGTCC

Tabelle 2-3: Eingesetzte Primer fiir Sybr-Green qRT-PCR
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2.1.8.2 Primer fiir Multiplex-qRT-PCR
Gen Spezies Beschreibung | Sequenz
NPPA Maus, Ratte forward GGAGCAAATCCTGTGTACAGTG
reverse ACCTCATCTTCTACCGGCAT
Sonde FAM-TGATGGATTTCAAGAACCTGCTAGACCA-BHQ1
NPPB Maus forward ACAAGATAGACCGGATCGGA
reverse AGCCAGGAGGTCTTCCTACA
Sonde HEX-TCAGTGCGTTACAGCCCAAACGA-BHQ1
NPPB Ratte forward AGAAGATAGACCGGATCGGC
reverse AGCCAGGAGGTCTTCCTAAA
Sonde HEX-TCAGCCCGTCACAGCCCAAGCGA-BHQ1
RCAN 1.4 | Maus, Ratte forward TAGCTCCCTGATTGCTTGTG
reverse GGATTCAAATTTGGCCCTGG
Sonde Ratte CY5.5-ACGATGATGTCTTCAGCGAAAGTGAGAC-ECL
Sonde Maus CY5-ACGATGATGTCTTCAGCGAAAGTGAGAC-BHQ2
RPL32 Maus, Ratte forward CTGCTGATGTGCAACAAATCT
reverse GCTGTGCTGCTCTTTCTACAAT
Sonde RED-ACTGTGCTGAGATTGCTCACAATGTGT-BHQ2

Tabelle 2-4: Eingesetzte Primer fiir Multiplex-qRT-PCR

2.1.8.3 Primer zur Generierung rekombinanter Adenoviren (Gateway-Protokoll)
Verwendung Beschreibung | Sequenz
Gateway Open Reading Frame Ad | forward GCTGGCACCATGGCCCACTCACCGG
MST4 reverse GCTGGGTCGCCGTTAAGGGGATTCATCCGCG
Adapter zur Komplettierung der | attB1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCTGGCACC
attB-sites attB2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGCC
M13-Primer zur Integration in | forward GTAAAACGACGGCCAG
PDONR221-Vektor reverse CAGGAAACAGCTATGAC

Tabelle 2-5: Eingesetzte Primer zur Generierung rekombinanter Adenoviren
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2.1.9 Short interfering RNA (siRNA)

Silencer™ Select Pre-Designed siRNA von Thermo Fisher Scientific

Name Katalognummer | Beschreibung

siRNA-Negativkontrolle Nr. 1 | 4390843 Negativkontrolle ohne Zielsequenz

GAPDH Positivkontroll-siRNA | 4390849 Positivkontrolle, siRNA gegen GAPDH-mRNA
siMST4 ID s165383 4390771 siRNA gegen MST4-mRNA, Exon 8 (siMST4-A in

Abbildungen)

siMST4 1D s165382 4390771 siRNA gegen MST4-mRNA, Exon 4 (siMST4-B in
Abbildungen)

Tabelle 2-6: Eingesetzte siRNA

2.1.10 Adenovirale Konstrukte

Virusname Sequenz Referenz | Abkiirzung in Abbildungen | Beschreibung

Ad_MST4 NM_133729.1 AdMST4 Konstrukt zur Uberexpression
(227-1499) von MST4

Ad_LlacZ CP034658.1 AdlLacZ/Kontrolle Konstrukt zur Uberexpression
(328149-331223) von B-Galaktosidase, Kontrolle

bei Uberexpressionsversuchen

Tabelle 2-7: Eingesetzte adenovirale Konstrukte
2.1.11 Zelllinien

2.1.11.1 HEK293-A Zellen

HEK293-A Zellen stammen ab von HEK293 Zellen, einer permanenten Zelllinie von humanen
embryonalen Nierenzellen. Dieser Subklon enthdlt eine stabile Kopie des E1 Gen des humanen
Adenovirus Typ 5, dessen Produkt, das E1 Protein, notwendig ist fur die Replikation von rekombinanten
Adenoviren (Graham et al., 1977). Die Zellen wurden urspringlich von der American Type Culture

Collection bezogen.

2.1.12 Versuchstiere

Alle Tierversuche wurden von der zustdndigen Behorde nach positiver Beurteilung durch die Ethik-
Kommission beim Umwelt- und Landwirtschaftsministerium Schleswig-Holstein genehmigt und

Uberwacht.
2.1.12.1 Ratten vom Wistar-Stamm

Mannliche und weibliche Ratten (Rattus norvegicus) vom Wistar-Stamm wurden von Charles-River

Laboratories, Wilmington (US-MA) bezogen und in der Zentralen Tierhaltung des Universitatsklinikum
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Schleswig-Holstein, Campus Kiel (UKSH Kiel) verpaart. Aus ein bis drei Tage alten Tieren werden

NRVCM isoliert (s. 2.2.1). Aus etwa sechs Wochen alten Tieren werden ARVCM isoliert (s. 2.2.2).

2.1.12.2 MLP-Knockout-Mause (MLP-KO)

Das Muscle Lim Protein (MLP) kommt nur in quergestreifter Muskulatur vor und ist dort fiir die
Organisation und Regulation der Funktion zustandig. Ein homozygoter Knockout von MLP (MLP (-/-))
in Mausen (Mus musculus) vom Stamm C57BL/6N fiihrt zu einer Stérung der kardialen Zytoarchitektur.
Aullerdem ist als Phanotyp nach der Geburt eine dilatative Kardiomyopathie mit Herzinsuffizienz zu
beobachten (Arber et al., 1997). Die Kontrolltiere (WT) vom gleichen Stamm besitzen keinen Knockout.
Die Mause wurden von der Universitat Heidelberg ibernommen und in der Zentralen Tierhaltung des
UKSH Kiel gehalten. Fir diese Arbeit wurden bereits vorhandene Proteinlysate freundlicherweise von

Dr. Simone Martini Gberlassen.

2.1.12.3 Calcineurin-transgene Mause (CnA-TG)

Mithilfe eines a-MHC-Expressionsvektors wurde cDNA fiir eine dauerhaft aktive Form der
katalytischen Calcineurin Untereinheit A (CnA) in das Genom von Mausen (Mus musculus) vom Stamm
FVB integriert. Die resultierende Bezeichnung lautet , Tg(Myh6-Ppp3ca)37Eno” bzw. , C57BL/6N-
0707Cna“. Durch den Expressionsvektor ist die Expression von CnA abhangig von der Aktivierung des
Promotors fiir a-MHC (Myosin Schwere Kette 6, MYH6), die herzspezifisch stattfindet. Die transgenen
Tiere entwickeln kardiale Hypertrophie und Herzinsuffizienz (Molkentin et al., 1998). Die Kontrolltiere
(WT) vom gleichen Stamm besitzen keine genetische Verdnderung. Die Mause wurden von der
Universitat Heidelberg Gbernommen und in der Zentralen Tierhaltung des UKSH Kiel gehalten. Im

Rahmen dieser Arbeit wurden nur bereits in der Arbeitsgruppe vorhandene Proteinlysate verwendet.

2.1.12.4 Calsarcin-1-Knockout-Mause (CS1-KO)

Calsarcin-1 (Myozenin 2) ist ein muskelspezifischer Inhibitor des Calcineurin-Signalweges. Ein Knockout
von Calsarcin-1 in Mausen (Mus musculus) vom Stamm C57BL/6N fuhrt daher zu einer verstarkten
Aktivitat dieses Signalweges, insbesondere bei biologischem Stress. Daraus resultiert im Herzen eine
vermehrte Aktivitdit von Hypertrophie-assoziierten Genen. Hypertrophie ist allerdings erst bei
erhohtem biologischen Stress zu beobachten, z.B. im Rahmen einer Druckbelastung durch
Aortenkonstriktion (Frey et al., 2004). Die Kontrolltiere (WT) vom gleichen Stamm besitzen keinen
Knockout. Die Mause wurden von der Universitdt Heidelberg lbernommen und in der Zentralen
Tierhaltung des UKSH Kiel gehalten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden nur bereits in der Arbeitsgruppe

vorhandene Proteinlysate verwendet.

2.1.12.,5 Mause mit Konstriktion der Aorta transversa (TAC)
Um eine erhdhte Druckbelastung im linken Ventrikel mit den daraus resultierenden pathologischen

Veranderungen hervorzurufen, kann die Aorta in Hohe des Aortenbogens (Aorta transversa)
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konstringiert werden. Dazu wird unter sterilen Kautelen in Narkose der linke Hemithorax Uiber einen
interkostalen Zugang eroffnet, eine Ligatur um eine 27G-Nadel (AuBendurchmesser 0,4mm)
durchgefiihrt, die Nadel entfernt, sodass der Durchmesser der Aorta 0,4mm betrdgt und der Thorax
wieder verschlossen. Bei den Kontrolltieren (Sham) war das Vorgehen gleich, jedoch wurde keine
Ligatur um die Aorta gelegt. 2 Wochen nach der Prozedur wurden die Tiere fir die Analyse getotet.
Die verwendeten Mause (Mus musculus) vom Stamm C57BL/6N wurden von Charles-River
Laboratories, Wilmington (US-MA) bezogen und in der zentralen Tierhaltung des UKSH Kiel gehalten.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden nur bereits in der Arbeitsgruppe vorhandene Proteinlysate

verwendet .

2.1.13 Humane Proben

Im Rahmen einer Kooperation mit Prof. Samuel Sossalla und dem Herz- und Diabeteszentrum NRW,
Bad Oeynhausen, wurden Proben aus humanen Herzen bezogen. Nach Herztransplantationen wurden
den explantierten Herzen mit dilatativer Kardiomyopathie (DCM) und ischamischer Kardiomyopathie
(ICM) Proben entnommen. Als Kontrollproben wurde nicht fiir die Diagnostik genutztes Material von
Routine-Myokardbiopsien der transplantierten Herzen verwendet. Dieses Vorgehen wurde durch die

Ethik-Kommission der Universitat Gottingen genehmigt.

2.1.14 Software

Bezeichnung Entwickler

Bio-Rad CFX Maestro Bio-Rad

BioRender.com BioRender

BZ-1l Analyzer Keyence

Image J 1.53a National Institutes of Health
lonWizard Core + Analysis, SoftEdge, SarcLen lonOptix

Magellan Tecan

Office-Suite Microsoft

Photoshop Adobe

Prism GraphPad

Zen 2.3 Zeiss Microscope Software
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2.2 Methoden

2.2.1 Isolation neonataler Rattenkardiomyozyten

2.2.1.1 Prinzip/Hintergrund

Kardiomyozyten sind postmitotische Zellen (Lallmann-Rauch, 2012), sodass primare Zellen als Modell
genutzt werden. Daflir werden die Zellen aus Herzen ein bis drei Tage alter Ratten vom Wistar-Stamm
herausgel6st und anschlieend werden die Kardiomyozyten von anderen Zellen in einer Suspension
getrennt. Die neonatalen Kardiomyozyten lassen sich, anders als adulte Kardiomyozyten, ohne gréfRere
Verluste vier Tage in Kultur halten. Dabei kommt es allerdings zu einer Veranderung der Zellen, die oft
am dritten oder vierten Tag durch ein Pulsieren der Zellen sichtbar wird. AuRerdem bilden die
neonatalen Zellen noch nicht die gleiche reife Zellarchitektur aus, wie adulte Zellen (Ali et al., 2020;

Eden etal., 2016).
2.2.1.2 Vorgehen
2.2.1.2.1 Préparation der Rattenherzen

Die Tiere wurden nach kurzer Desinfektion durch Eintauchen in 70%igen Ethanol per Dekapitation
getotet, der Thorax durch einen linksparamedianen Schnitt er6ffnet und das Herz durch leichten Druck
auf das Abdomen des Tieres und Unterminieren mit einer Schere herausgelost und in eiskalten ADS-
Puffer Gberfiihrt. Anschliefend wurde unter einer Sterilwerkbank auf Eis das Blut herausgewaschen
und Vorhofe, GefaRe sowie sonstiges nicht-ventrikuldres Gewebe entfernt. Die Herzen wurden in
frischen ADS-Puffer Gberflhrt, dieser wurde abgesaugt und die Herzen mithilfe einer Schere homogen

zerkleinert.
2.2.1.2.2 Gewebeverdau

Die zerkleinerten Herzen wurden in die Verdaulosung (1 ml pro Herz) gegeben, auf 75cm>2-Flaschen
verteilt (25-30 Herzen pro Flasche) und flr 20 Minuten bei 37 °C im Wasserbad schiittelnd inkubiert.
Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen, das Gewebe mit frischer Verdauldsung erneut fiir
20 Minuten inkubiert und anschlieRend mehrfach auf- und abpipettiert. Durch ein Zellsieb wurde der
Uberstand in ein 50ml-Tube tberfiihrt und mit 10 ml NCS versetzt. Das restliche Gewebe in der
175cm?-Flasche wurde erneut verdaut, auf- und abpipettiert und der Uberstand durch ein Zellsieb in
ein 50ml-Tube Uberfihrt und mit 10 ml NCS versetzt. Dieser Schritt wurde so oft wiederholt, bis das
Gewebe vollsténdig in Suspension libergegangen ist, meist zwei- bis dreimal. Anschliefend wurden die
isolierten Zellen fiinf Minuten bei 1.000 rpm bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Die Zellpellets

wurden in jeweils 10 ml NCS resuspendiert und jeweils vier bis finf Pellets in 50ml-Tubes
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zusammengefiihrt. Die gepoolte Zellsuspension wurde anschlieBend erneut finf Minuten bei

1.000 rpm und Raumtemperatur abzentrifugiert und in ADS resuspendiert.

2.2.1.2.3 Isolation der Kardiomyozyten

Die Kardiomyozyten wurden aus der Zellsuspension mithilfe eines Percoll-Dichtegradienten isoliert.
Daflir wurden in einem 15ml-Tube zwei Phasen durch Hinzugabe unterschiedlicher Mengen von ADS
zu Percoll hergestellt. Die mit Phenolrot gefarbte Oberphase wurde mit einer farblosen Unterphase
unterschichtet. Die Zellsuspension wurde vorsichtig auf die Oberphase gegeben. Das Tube wurde 30
Minuten bei 2.400 rpm und 4 °C ohne Bremse zentrifugiert. Am Grund ist ein Pellet aus hauptsachlich
Erythrozyten entstanden, dariiber die urspriingliche Unterphase an deren Ubergang zur Oberphase
sich eine Interphase mit Kardiomyozyten gebildet hat. Zwischen der Oberphase und dem ADS ohne
Percoll hat sich eine Interphase mit Fibroblasten gebildet. ADS, Fibroblasten-Interphase und der
Grol3teil der Oberphase wurden abgesaugt und verworfen. Flinf bis sechs Kardiomyozyten-Interphasen
wurden in einem 50ml-Tube gepoolt, das Tube mit ADS auf 50ml aufgefiillt und finf Minuten bei
1.000 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nachdem die Pellets gepoolt und erneut mit ADS

gewaschen wurden, wurden sie schlieBlich in FCS-haltigem Kardiomyozytenmedium resuspendiert.

2.2.1.2.4 Auszéhlen und Ausséden

Es wurden 150 pl der Zellsuspension entnommen und mit 150 ul Trypanblau versetzt. Avitale Zellen
nehmen den Farbstoff auf, sodass sich diese von den vitalen Zellen unterscheiden. Mithilfe einer
Neubauer-Zdahlkammer wurden ausschlieflich die vitalen Zellen gezdhlt und die Konzentration in der
Zellsuspension errechnet. Je nach Versuch wurde eine unterschiedliche Anzahl von Zellen auf
unterschiedlich groRe Platten ausgesat. Damit die Zellen adherent anwachsen kénnen, wurden die
Wells der Platten zuvor mit einer Kollagenlosung (49 pug/ml) tUber Nacht bei Raumtemperatur

beschichtet, mit ddH,0 gewaschen und eine Stunde bei Raumtemepratur getrocknet.

Wenn nicht anders angegeben, war die Verteilung der NRVCM folgendermaRen:

Versuchstyp Zellkulturplatte Zellen/Well Medium/well (ml)
Protein-Isolierung 6-Well 108 2
Protein-Isolierung 10cm-Schale 107 10

RNA-Isolierung 6-Well 0,75x10° 2
Immunzytochemie 12-Well mit Coverslip | 0,2x10° 1

MTT-Assay 24-Well 0,15x10°8 0,5

Stretch 6-Well-Stretch 1,5x10°8 2

Tabelle 2-8: Eingesetzte Zellzahl in Abhangigkeit von der Zellkulturplatte
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2.2.2 Isolation adulter Rattenkardiomyozyten

2.2.2.1 Prinzip/Hintergrund

Fiir elektrophysiologische Untersuchungen an isolierten Kardiomyozyten oder die Untersuchung der
Zellarchitektur ist der Einsatz von Kardiomyozyten von ausgewachsenen Zellen notwendig. Neonatale
Kardiomyozyten besitzen noch nicht die typische Zigarrenform, keine T-Tubuli und zeigen bei
elektrischer Stimulation keine gerichtete Kontraktion. Adulte Rattenkardiomyozyten werden aus etwa
sechs Wochen alten Ratten vom Wistar Stamm isoliert. Daflir wird der Brustkorb der Ratten er6ffnet,
das Herz herausgel6st und mithilfe einer Langendorff-Apparatur mit einer Verdauldsung durchspiilt.
Im Anschluss werden die Zellen mechanisch isoliert und an steigende Calciumkonzentrationen
gewohnt, die Konzentration ermittelt und auf mit Laminin behandelten Platten ausgesat. Nachdem die
Zellen festgewachsen sind, kdnnen sie entweder zur Untersuchung der Zytoarchitektur fixiert werden
oder es kann ein Adenovirus hinzugegeben werden und innerhalb eines Tages fiir eine Uberexpression
sorgen. Die Zellen kdnnen nach etwa 24 h mithilfe eines lonOptix-Systems auf Kontraktilitat und
Calciumstrome untersucht werden. Adulte Kardiomyozyten Uberleben in Kultur weit schlechter als
neonatale, sodass bei deutlich spateren Messungen meist keine Kontraktion mehr feststellbar ist. Eine
Dedifferenzierung startet allerdings bereits kurz nach der lIsolation und zeigt sich z.B. durch
ausbleibende Reaktion bzw. Ubergang in Apoptose bei elektrischer Stimulation oder Verlust der
Querstreifung. Um moglichst viele vitale Zellen untersuchen zu kénnen, ist ein rasches Arbeiten bei
der Exzision des Herzens notwendig sowie die richtige Temperatur und Zeit beim Verdau und die

Beschichtung der Wells mit einer hohen Konzentration Laminin (Bastug-Ozel et al., 2019).
2.2.2.2 Vorgehen
22.2.2.1 Prdparation des Rattenherzens

Eine etwa sechs Wochen alte Ratte vom Wistar Stamm wurde mittels Isofluran narkotisiert, die
vollstandige Areflexie Gberprift, der Bauchraum eréffnet und das Zwerchfell von den Rippen getrennt.
Moglichst weit lateral wurden die Rippen mit einer kraftigen Schere von kaudal nach kranial zertrennt
und das Thoraxschild am unteren Ende des Brustbeins hochgeklappt. Wahrend das Herz noch
geschlagen hat, wurden etwa 20 IE Heparin in die untere Hohlvene injiziert. Mit einer kleinen Pinzette
und einer kleinen Schere wurden Thymus bzw. Thymusrestkdrper entfernt und die Aorta bis zum
Aortenbogen freigelegt. Das Herz wurde an der Aorta gegriffen und die Aorta etwa am Aortenbogen
durchtrennt. Zum Herauslosen des Herzens wurden anschlieRend Lungengefde und Hohlvenen
durchtrennt, wobei diese Strukturen vorher gut dargestellt werden mussten, da sich die Thoraxhohle
beim Durchtrennen der Aorta mit Blut fillt. SchlieRRlich wurde das Herz in eiskaltes PBS tberfihrt, um

den Hypoxieschaden moglichst gering zu halten.
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2.2.2.2.2 Gewebeverdau

Das Herz wurde durch mehrfaches Ausdricken mit einer kleinen Pinzette ausgespilt. Dadurch gelang
auch die sichere Identifikation der Aorta, aus der ein deutlicher Blutfluss ersichtlich war. Es wurden
mogliche Reste von Lungengewebe entfernt und die Aorta mit einer mit Isolationspuffer gespiilten
Knopfkaniile bis knapp oberhalb der Aortenklappe kaniiliert. Um eine Perfusion mit der Verdaul6sung
Uber die Herzkranzarterien sicherzustellen, durfte die Aortenklappe nicht durchstochen und damit
beschadigt werden. Die Kanile wurde mithilfe einer Klemme und einem geflochtenen chirurgischen
Faden befestigt. Der richtige Sitz wurde Uberprift, indem mit einer Spritze Isolationspuffer injiziert
wurde und die Herzkranzarterien sich daraufhin entfarbt haben. Das kaniilierte Herz wurde in einen
mit Isolationspuffer gesplilte Langendorff-Apparatur eingespannt. Die Perfusion mit Verdaulosung
wurde auf 8 ml/min und die Temperatur des Wasserbades 41 °C gestellt. Dadurch entsprach die
Temperatur am Herzen 37 °C. Die durch das Herz gelaufene Verdaulésung wurde aufgefangen und
dem Kreislauf erneut zugefiihrt. RegelmaRig wurde durch leichten Druck mit zwei Fingern Gberpriift,
ob das Herz bereits seine Elastizitat verloren hatte. Meist dauerte der Verdau etwa flinfzehn bis

zwanzig Minuten.

AnschlieBend wurde das Herz aus der Apparatur genommen, kaniilierte Aorta und Vorhofe abgetrennt
und etwa eine halbe Minute in einer 10cm-Schale in einer geringen Menge Verdauldsung mit einer
Schere zerteilt. Danach wurden 5 ml Stop-Puffer, dessen Albumin die Wirkung der Kollagenase
unterbinden sollte, hinzugefiigt. Mit einer Stabpipette mit groRer Offnung oder mit abgeschnittener
und abgeflammter Spitze wurde fiir etwa zwei bis drei Minuten auf- und abpipettiert, bis kein Gewebe
mehr erkennbar war. Die Zellsuspension wurde durch einen 200um-Filter in ein 50ml-Tube Uberfiihrt

und die letzten Zellen mit Stop-Puffer von der 10cm-Schale gewaschen.
2.2.2.2.3 Calciumtoleration

Nach zehn Minuten bei Raumtemperatur haben sich die meisten Zellen am Boden gesammelt, der
Uberstand wurde groRtenteils abgesaugt und verworfen und etwa 5ml des Calciumtolerationspuffer |
(100 uM) hinzugegeben. Nach etwa zwei Minuten wurden der Rest der 25 ml des Puffers
hinzugegeben. Nach etwa zehn Minuten wurde wieder der Uberstand abgesaugt und verworfen und
die Toleration mit dem Puffer Il (400 uM) wiederholt. Zuletzt wurde Puffer Il (900 uM) hinzugegeben.
Nach etwa zehn Minuten wurde so viel des Uberstands abgesaugt, dass das Zellpellet in ca. 10 ml

Puffer zuriickgeblieben ist.
2.2.2.2.4 Auszéhlen und Ausséen

Das Pellet wurde durch leichtes Schiitteln im verbliebenen Puffer resuspendiert und etwa 10 pl der
Zellsuspension auf beide Seiten der Neubauer-Zahlkammer gegeben und die Zellen gezahlt. In

Abhangigkeit von der Zellzahl wurde die Suspension entweder weiter konzentriert durch Abnahme von
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Uberstand oder durch Hinzugabe von Calciumtolerationspuffer Il weiter verdiinnt. Die
Zielkonzentration betrug etwa 100 bis 200 Zellen pro Mikroliter, sodass 40.000-50.000 Zellen in 100-
300 pl fur die Untersuchung mit dem lonOptix-System auf 6-Well-Platten ausgesat werden konnten.
Diese 6-Well-Platten wurden zuvor mit etwa 10-20 pl Laminin-Losung (1 mg/ml) behandelt und im
Warmeschrank bei 60 °C oder bei Raumtemperatur getrocknet. Fiir die Isolation von Proteinen wurden
die Zellen direkt auf die Laminin-beschichteten Wells ausgesat, fir die Untersuchung im lonOptix-
System wurden zuvor quadratische Deckglaschen eingelegt und diese beschichtet. Fiir eine direkte
Fixierung der Zellen fir die Immunzytologie wurden einige Tausend Zellen auf Laminin-beschichtete

Deckglaschen in 12-Well-Platten ausgesat.

Nach etwa einer Stunde waren die Zellen leicht festgewachsen und konnten entweder fixiert werden
oder es konnten 2 ml ARVCM-Medium pro Well (6-Well-Platte), ggf. mit Inhibitor und/oder Virus

hinzugegeben werden.

2.2.3 Generierung rekombinanter Adenoviren

2.23.1 Prinzip/Hintergrund

Zur Uberexpression von Proteinen wird DNA mithilfe von rekombinanten Adenoviren in Zellen
eingeschleust und dort von den Zellen transkribiert und translatiert. Die verwendeten humanen
Adenoviren Typ 5 sind zum einen so verdndert, dass sie sich nur in HEK-293A-Zellen vermehren kénnen
(s. 2.2.4) und zum anderen besitzen sie eine Sequenz, die es ermoglicht, eine ausgewahlte cDNA-
Sequenz dort einzusetzen. Dazu wird das Gateway-Klonierungssystem verwendet. Die Sequenz muss
richtig im Leserahmen, dem sogenannten Open Reading Frame (ORF) angeordnet sein, um spater das
richtige Genprodukt zu erhalten. Dazu wird sie in der sogenannte ORF-PCR mithilfe von Primern aus
erworbener cDNA — z.B. aus Mdusen — vermehrt und mit Adapter-Primern erweitert, damit die
Sequenz von sogenannten attB-Rekombinationsstellen flankiert wird. Uber diese Adapter wird die
Sequenz in den eigentlichen Vektor eingebaut und HEK-293A-Zellen damit infiziert. Dort werden
mithilfe des dort vorhandenen E1-Gens Viren hergestellt, die sich wie unter 2.2.4 beschrieben

vermehren lassen (Eden et al., 2016).

2.2.3.2 Vorgehen
Zur Klonierung der notwendigen Plasmide waren zwei PCR-Durchgange notwendig: Im ersten wurde
die Zielsequenz amplifiziert und im zweiten die flankierenden attB-Rekombinationsstellen angefiigt.

Die dafur verwendeten Primer sind unter O beschrieben.

Fur die erste Reaktion wurden 10 pl Phusion-Puffer (5x), 1 pl dNTP-Mix, je 2,5 pl der beiden Gateway-
Primer (10 nM), 0,5 pl der Phusion-Polymerase (2000 U/ml) und 5 ng der erworbenen cDNA mit ddH,0
auf 50 ul Gesamtvolumen angesetzt. Die PCR wurde im Thermocycler nach folgendem Schema

durchgefihrt:
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Initiale Denaturierung 98 °C 30 sek

Denaturierung 98 °C 30 sek <

Annealing 55°C 30 sek 34x
Elongation 68 °C 2 min

Finale Elongation 68 °C 10 min

Kihlung 4°C oo

Per Gelelektrophorese und UV-Detektion wurde tberpriift, ob ein PCR-Produkt in der richtigen GroRe
entstanden ist. Anschliefend wurde die zweite PCR nach dem gleichen Schema durchgefiihrt. Dazu
wurden 10 ul der Lésung mit den attB-Primern angesetzt. Das Ergebnis dieser Reaktion wurde
ebenfalls per Gelelektrophorese aufgetrennt, die passende Bande aus dem Gel herausgeschnitten und
die cDNA mit dem QIAquick Gel Extraction Kit extrahiert. 130 ng dieser cDNA mit der Ziel-Sequenz
wurden mit 150 ng des Entry-Vektors pDONR221 und Elutions-Puffer auf 8 ul Gesamtvolumen
angesetzt. 2 ul BP-Clonase wurden hinzugegeben und der Ansatz (iber Nacht bei Raumtemperatur
inkubiert. Durch Zugabe von 1 ul Proteinase K und Inkubation fiir 10 Minuten bei 37 °C wurde die BP-

Reaktion beendet.

1 ul des Produktes wurden anschlieRend zu 50 pl von frisch aufgetauten E. coli Bakterien vom Stamm
DH10B gegeben und per Elektroporation (2,5kV, 200Q, 25uF) in diese transformiert. Die
Bakteriensuspension wurde in 1 ml LB-Medium aufgenommen und in einem frischen Réhrchen fiir 1 h
bei 37 °C und 700 rpom im Thermomixer inkubiert. AnschlieRend wurden 50 ul der Suspension zur
Selektion auf kanamycinhaltigen Agar ausgestrichen. Nur die Bakterien, die iber den pDONR221-
Vektor neben der Zielsequenz auch ein Resistenzgen gegen Kanamycin erhalten hatten, konnten
sichtbare Kolonien bilden. Diese wurden am Folgetag mit einer sterilen Pipettenspitze von der
Agarplatte aufgenommen und in je 6 ml LB-Medium mit 6 ul Kanamycin tberfiihrt. Die massenhafte
Vermehrung der Plasmid-haltigen Bakterien fand bei 37 °C fiir 24 h statt. Per Plasmid-Prap wurden die
Plasmide aus den Bakterien isoliert, die Konzentration der DNA bestimmt und eine PCR durchgefiihrt.
Dazu wurden 10 pg Plasmid, 2,5 ul Tag-Puffer (10x), 0,5 ul dNTP-Mix, jeweils 0,75 pl der M13-Primer
(10 nM) und 0,125 pl der Tag-Polymerase (5 U/ul) mit ddH,0 auf 25 pl aufgefillt. Die PCR fand nach

folgendem Schema statt:

Initiale Denaturierung 95 °C 3 min

Denaturierung 95 °C 30 sek <

Annealing 45 °C 30 sek 34x
Elongation 72 °C 2 min

Finale Elongation 72 °C 10 min

Kihlung 4°C oo
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Das PCR-Produkt wurde per Gelelektrophorese aufgetrennt, die passende Bande aus dem Gel
ausgeschnitten, durch die Firma Eurofins, Luxembourg, sequenziert und das Sequenzierungsergebnis
mit der Ziel-Sequenz verglichen. Stimmte diese liberein folgte die LR-Reaktion zur Integration in den

Destinationsvektor, den eigentlichen Adenovirus pAd/CMV/V5.

180 ng des Produktes aus der BP-Reaktion wurden mit 150 ng Destinationsvektor mit Elutions-Puffer
auf 8 ul Gesamtvolumen gebracht, 2 pl LR-Clonase wurden hinzugegeben und der Ansatz Gber Nacht
bei 4 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Hinzugabe von 1 pl Proteinase K und Inkubation fir

10 Minuten bei 37 °C beendet.

Es erfolgte wieder eine Transformation in DH10B-Bakterien per Elektroporation, wie oben
beschrieben, und ein Ausstreichen der Bakterien auf Carbenicillin-haltigem Agar. Erfolgreich
transformierte Bakterien enthielten ein Carbenicillin-Resistenzgen, sodass dariiber die Selektion
stattfand. Es folgten die gleichen Schritte wie nach der ersten Transformation und der Verdau der

Plasmide durch Pac-I-Restriktionendonukleasen tber Nacht.

Mithilfe von Lipofectamin wurden die Plasmide in HEK-293A-Zellen transfiziert und es wurde ein
moglichst hochkonzentriertes Viruslysat hergestellt, welches fiir die Vermehrung, wie unter 2.2.4

beschrieben, verwendet wurde (Kluge et al., 2019).

2.2.4 Vermehrung von Adenoviren in HEK-293A-Zellen

2.24.1 Prinzip/Hintergrund

Die eingesetzten humanen Adenoviren Typ 5 besitzen kein replizierfahiges Genom, sodass sie
grundsatzlich zwar das jeweilige Gen in die Wirtszelle einbringen, sich dort jedoch nicht vermehren
kénnen. HEK-293A-Zellen sind eine immortalisierte adhdrent wachsende Zelllinie, die zusatzlich das
E1-Gen besitzt, dessen Produkt den Viren zur Replikation fehlt. Daher kdnnen sich die E1-defizienten
Viren in HEK-293A-Zellen vermehren. Aufgrund des Wachstums in einer singuldren Schicht lasst sich
gut beobachten, wann die Zellen groRe Mengen des Virus hergestellt haben. Zu diesem Zeitpunkt
werden die Zellen lysiert, das Virus wird aliquotiert und ein Titer bestimmt, nach dem sich das

eingesetzte Volumen bei der Infektion richtet (Eden et al., 2016).
2.24.2 Vorgehen

2.2.4.2.1 Kultivierung von HEK293-A-Zellen

Die Zellen konnen in 10 % (v/v) DMSO in FCS kryokonserviert in flissigem Stickstoff gelagert werden.
Sie wurden anschlieBend bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut, mit Medium versetzt und auf T-75cm?-
Zellkulturflaschen verteilt. Bei 37 °C und 5 % CO, verdoppelt sich die Zellzahl etwa alle 36 h. Bei einer
Konfluenz von 70-90 %, meist nach drei bis vier Tagen, wurden die Zellen passagiert und auf groRRere

Zellkulturflaschen verteilt. Dazu wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit PBS gewaschen und
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mit 5ml pro Flasche vorgewarmter 0,25 % (v/v) Trypsin-EDTA-L&sung abgeldst. Zur Unterbrechung der
Enzymreaktion wurde FCS-haltiges Medium hinzugegeben, die Suspension wurde in ein 50ml-Tube
Uberfiihrt und 5 min bei 1.000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, das Pellet in
frisches HEK-Medium aufgenommen und die Zellen einer Zellkulturflasche auf sechs neue T-175cm?-

Zellkulturflaschen verteilt.
2.2.4.2.2 Vermehrung von Adenoviren

Bei einer Konfluenz der HEK-293A-Zellen von etwa 80 % in den T175cm?-Zellkulturflaschen wurden sie
mit dem zu vermehrenden Adenovirus infiziert. Nach etwa 48-72 h Inkubation bei 37 °C und 5 % CO,
konnte eine Virusvermehrung anhand der kugeligen Form der Zellen lichtmikroskopisch beobachtet
werden. Bevor sich der Zellrasen durch Absterben der Zellen vom Untergrund abgeldst hat, wurden
die vitalen Zellen durch kraftiges Klopfen abgeldst und mit dem Medium in 50ml-Tubes tberfiihrt. Die
Suspension wurde 10 min bei 1500 g abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und verworfen, das
Pellet in 2 ml PBS resuspendiert und in ein 2ml-GefaR Gberfihrt. Zur Zelllyse und Virusfreisetzung
wurde die Suspension dreimal abwechselnd in flissigem Stickstoff eingefroren und bei 37 °C unter
leichtem Schiitteln aufgetaut. Die Uberreste der Zellen wurden 10 min abzentrifugiert und der

virushaltige Uberstand in Aliquots von 20-50 ul bei -80 °C eingefroren.
2.2.4.2.3 Titerbestimmung der Adenoviren-Suspension

Auf einer 24-Well-Platte wurden pro Well 300.000 HEK-293A-Zellen ausgesat. Eine Verdiinnungsreihe
wurde aus einem Adenovirusaliquot hergestellt mit Verdiinnungen von 107 bis 107, jeweils zwei Wells
pro Verdiinnungsstufe infiziert und 48 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. AnschlieBend wurde das
Medium abgenommen, die Zellen einige Minuten getrocknet und 10 min mit eiskaltem Methanol
fixiert. Das Methanol wurde abgenommen, die Zellen mit 1 % (w/v) BSA in PBS gewaschen, 1 h mit
einem FITC-gekoppelten Anti-Hexon-Antikorper inkubiert, erneut mit 1 % (w/v) BSA in PBS gewaschen
und mit PBS Uberschichtet. Unter einem Fluoreszenzmikroskop konnten die infizierten Zellen anhand
des FITC identifiziert und gezahlt werden. Bei 200-facher VergréRerung wurden 10 Gesichtsfelder eines
Wells gezdhlt und der Mittelwert pro Gesichtsfeld gebildet. Dieser wurde mit der Anzahl der
Gesichtsfelder pro Well einer 24-Well-Platte bei der gewahlten VergroRerung, 313, multipliziert. Das
Produkt wurde durch das Produkt aus gewahltem Verdiinnungsfaktor und eingesetztem Volumen der
Virussuspension dividiert. Dieses Ergebnis gab die Anzahl von infektidsen Einheiten (ifu) pro Milliliter
Virussuspension an und wurde zur Bestimmung des einzusetzenden Volumens bei der Infektion

verwendet (Kluge et al., 2019).
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2.2.5 Uberexpression von MST4

2.2.5.1 Prinzip/Hintergrund

In dieser Arbeit soll die Funktion von MST4 untersucht werden. Dazu ist es sinnvoll, die Menge des
Proteins in der Zelle zu erhéhen und die Folgen zu beobachten. Bezogen auf MST4 spiegelt dies auch
die Situation in Herzen mit dilatativer Kardiomyopathie wider (s. 3.2). Daflir wurden Adenoviren
eingesetzt, die DNA enthalten, die fir MST4 kodiert. Diese DNA wird vom Virus in die Zellen
eingebracht und dort translatiert, sodass die Expression von MST4 erhoht wird. Die Infektion und die
vermehrte Proteinproduktion haben bereits einen Einfluss auf die Zellen, unabhangig von der
konkreten Proteinfunktion selbst. Als Kontrolle wurde daher ein Virus genutzt mit cDNA fiir das
bakterielle LacZ-Gen, das fir B-Galaktosidase kodiert und die keine Auswirkungen auf die Regulation

von Hypertrophie in Herzmuskelzellen besitzt (Will et al., 2010).

Die Viruskonzentration und die Dauer der Infektion wurde zu Beginn variiert und eine Infektionsdosis
und -dauer fir die spateren Versuche gewahlt und beibehalten. Das im Folgenden beschriebene
Verfahren beschreibt das grundsatzliche Vorgehen. In Abhangigkeit vom Versuch kdnnen weitere
Substanzen hinzugefligt worden sein oder Zeitpunkte verandert worden sein. Details dazu sind in den

folgenden Kapiteln beschrieben.

Adenovirus 5 mit
Ziel-DNA

i Translation

:¢E — Endozytose M
Y

Endosom

Virusgenom o
im Nukleus Transkription
der Ziel-DNA

Uberexpression
des Ziel-Proteins

Abbildung 2-1: Schematische Darstellung der adenoviralen Uberexpression

Der Adenovirus 5 mit der Ziel-DNA wird per Endozytose in die Zelle aufgenommen. Dort gelangt das
Virusgenom in den Nukleus, wo die Ziel-DNA mit zelleigenen Mechanismen in mRNA transkribiert wird.
Per Translation wird aus dieser das Ziel-Protein hergestellt.
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2.2.5.2 Vorgehen in NRVCM
2.2.5.2.1 Tag 0

Die isolierten NRVCM wurden je nach Verwendungszweck auf Zellkulturplatten in serumhaltigem

Medium ausgesat (s. 2.2.1.2.4) und bei 37 °Cund 5 % CO; inkubiert.
2.2.5.2.2 Tag 1

Die Zellen wurden, wie auch an den folgenden Tagen, lichtmikroskopisch auf Verteilung, Vitalitat und
mogliche Kontamination untersucht. Im Anschluss erfolgte die Infektion mit den Adenoviren. Das
Medium wurde von den Zellen abgesaugt, die Zellen wurden mit 37 °C warmem PBS gewaschen und
virushaltiges Medium ohne Serum auf die Zellen gegeben. Wenn nicht anders angegeben, wurden fir

die Uberexpression von MST4 25 infektiose Einheiten (ifu) vom MST4-Adenovirus pro Zelle eingesetzt.
2.2.5.2.3 Tag 3

Wenn nicht anders angegeben, erfolgte 48 h nach der Infektion ein Mediumwechsel. Dazu wurde das

Medium abgesaugt und frisches serumfreies NRVCM-Medium wieder hinzugegeben.
2.2.5.2.4 Tag 4

Nach etwa 72 h wurde eine ausreichende Uberexpression bei der beschriebenen Viruslast erreicht. Zur
Zellernte wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen und der weiteren

Auswertung zugefihrt.
2.2.5.3 Vorgehen in ARVCM
2.2.5.3.1 Tag 0

Nach der Isolation der ARVCM, dem Aussden und dem etwa einstiindigen Festwachsen der Zellen auf
den Laminin-beschichteten Wells der 6-Well-Platten (s. 2.2.1.2.4), wurden die Zellen mit dem MST4-
Adenovirus infiziert. Dazu wurden pro Well 2 ml virushaltiges ARVCM-Medium hinzugegeben. Da sich
ARVCM nicht lange in Kultur halten lassen und der Infektionserfolg deutlich geringer als bei NRVCM zu
sein scheint, wurde eine Viruskonzentration von 500 ifu/Zelle eingesetzt. Ein Mediumwechsel wurde

aufgrund der schlechten Adherenz der Zellen und der kurzen Zeit in Kultur nicht durchgefiihrt.

2.2.5.3.2 Tag 1
Etwa 24 h nach Infektion wurde eine ausreichend Uberexpression von MST4 erreicht. Die Zellen

wurden entweder per lonOptix-System ausgewertet (s. 2.2.21) oder die Proteine isoliert (s. 2.2.13).
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2.2.6 Knockdown von MST4

2.2.6.1 Prinzip/Hintergrund

Um die Funktion von MST4 und die Rolle in bestimmten Signalwegen genauer zu beleuchten, ist neben
der Uberexpression auch ein Knockdown — also eine Verminderung der Proteinmenge — sinnvoll. Dies
ist z.B. mithilfe von short/small interfering RNA (siRNA) moglich. Dabei handelt es sich um kurze RNA-
Molekiile (ca. 20 bp), die eine Basensequenz besitzen, die komplementar zu einem Teil der Ziel-mRNA
ist. Die siRNA wird in Liposomen inkapsuliert und kann so die Zellbarriere lberwinden. Nach der
Transfektion lagert sich die siRNA mithilfe des RNA-induced silencing complex (RISC) an die Ziel-mRNA
an, verhindert die Translation der mRNA und bewirkt stattdessen ihren Abbau. Dieser Mechanismus,
der sich einer zelluldren Abwehr gegen virale Infektionen bedient, verringert also die Produktion des
jeweiligen Ziel-Proteins. In Abhangigkeit vom Umsatz des Ziel-Proteins kann so nach einiger Zeit eine
Reduktion der Proteinkonzentration erreicht werden. Es wird dabei antibiotikafreies Medium
verwendet, da ansonsten Antibiotika lGber die Liposomen in die Zelle gelangen kénnen und dort den

Stoffwechsel storen (Hu et al., 2020).
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Abbildung 2-2: Schematische Darstellung der Funktionsweise von siRNA

Die short/small interfering RNA (siRNA) tritt mithilfe von Liposomen in die Zelle ein (Transfektion). Als
Teil des RNA-induced silencing complex (siRNA) bindet die siRNA die Ziel-mRNA. Dies fuhrt zur
Aktivierung des Komplexes und zum Abbau der mRNA.
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2.2.6.2 Vorgehen in NRVCM
2.2.6.2.1 Tag 0

Die isolierten NRVCM wurden je nach Verwendungszweck auf Zellkulturplatten in serumhaltigem

Medium ausgesat (s. 2.2.1.2.4) und bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.
2.2.6.2.2 Tag 1

Die Zellen wurden, wie auch an den folgenden Tagen, lichtmikroskopisch auf Verteilung, Vitalitat und
mogliche Kontamination untersucht. Im Anschluss erfolgte die Transfektion mit der siRNA. Dazu wurde
die siRNA mit Lipofectamin RNAIMAX nach Herstellerangabe in Medium angesetzt und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Das Zellmedium wurde abgesaugt, die Zellen wurden mit 37 °C warmem
PBS gewaschen und Medium ohne Serum und ohne Antibiotika auf die Zellen gegeben. AnschlieRend
wurden pro Well 300 pl der siRNA-Losung hinzugegeben. Wenn nicht anders angegeben, wurden fir

den Knockdown von MST4 bzw. die Kontrollen eine Konzentration der siRNA im Well von 5 nM genutzt.
2.2.6.2.3 Tag 3

Wenn nicht anders angegeben, erfolgte 48 h nach der Transfektion ein Mediumwechsel. Dazu wurde
das Medium abgesaugt und frisches serum- und antibiotikafreies NRVCM-Medium wieder

hinzugegeben.
2.2.6.24 Tag 5

Wenn nicht anders angegeben fand die Zellernte 4 Tage nach der Transfektion statt. Dazu wurde das

Medium abgesaugt, die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen und der weiteren Auswertung zugefihrt.

2.2.7 Behandlung von Zellen mit Hesperadin

2.2.7.1 Prinzip/Hintergrund

Das Molekiil Hesperadin ist ein beschriebener Inhibitor fir MST4 (Xiong et al., 2016). Um die
Auswirkungen einer Inhibition von MST4 zu untersuchen, wurde der Inhibitor dem jeweiligen
Zellmedium zum gleichen Zeitpunkt wie Uberexpressionsviren beigemischt und auch bei jedem
Mediumwechsel wieder zugefiigt. Eine wirksame Menge wurde zu Beginn ermittelt und fir die
weiteren Versuche wurde, soweit nicht anders beschrieben, eine Konzentration von 100 nM
eingesetzt. Hesperadin ist nur in DMSO ausreichend 16slich und wird dadurch besser membrangangig.
Die Stock-Lésung in DMSO wurde 1:1.000 (v/v) in Medium verdunnt und anschlieRend auf die jeweils
eingesetzte Konzentration verdiinnt. Bei einer Konzentration von 100 nM Hesperadin betrug die
Konzentration von DMSO 1:100.000 (v/v). Generell wird bei einer Konzentration von weniger als
1:1.000 (v/v) davon ausgegangen, dass DMSO alleine keine Auswirkungen auf die Zelle hat. Dennoch

wurde die Kontrollgruppe mit DMSO ohne Hesperadin behandelt.
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2.2.7.2 Vorgehen in NRVCM
An Tag 1 wurde dem serumfreien virushaltigen Medium entweder 100 nM Hesperadin oder der
Kontrollgruppe das gleiche Volumen DMSO ohne Hesperadin hinzugefligt. Dies wurde beim

Mediumwechsel, meist an Tag 3, wiederholt.

2.2.7.3 Vorgehen in ARVCM
Dem virushaltigen Medium wurden entweder 100 nM Hesperadin oder der Kontrollgruppe das gleiche
Volumen DMSO ohne Hesperadin hinzugefligt und dieses Medium zu den Zellen nach deren

Anwachsen gegeben.

2.2.8 Behandlung von Zellen mit Phenylephrin

2.2.8.1 Prinzip/Hintergrund

Der as-Adrenrezeptoragonist Phenylephrin (PE) 16st bei isolierten NRVCM Hypertrophie aus. Um die
Auswirkungen verschiedener Bedingungen auf diese Stimulation zu untersuchen oder die Expression
verschiedener Gene und Proteine bei der Stimulation zu untersuchen, werden isolierte NRVCM an Tag

2 mit PE behandelt (Kluge et al., 2019).

2.2.8.2 Vorgehen

An Tag 2 wurde serumfreies NRVCM-Medium mit einer PE-Konzentration von 100 uM vorbereitet. Das
Medium wurde von den NRVCM abgesaugt und pro Well einer 6-Well-Platte wurden 2 ml PE-Medium
hinzugegeben. Wurden die Zellen zuvor mit Virus behandelt, musste dieser nicht erneut hinzugegeben
werden, weil innerhalb eines Tages das jeweilige Gen ausreichend in die Zelle eingeschleust werden
konnte und in den nachfolgenden Tagen translatiert werden konnte. An Tag 4 wurde aus den Zellen

RNA isoliert (s. 2.2.9), Proteine isoliert (s. 2.2.13) oder die ZellgréRe bestimmt (s. 2.2.19).

2.2.9 Behandlung von Zellen mit biomechanischer Dehnung ,Stretch”

2.2.9.1 Prinzip/Hintergrund

Zyklische biaxiale Dehnung (,Stretch”) von NRVCM ist ein etabliertes Modell fiir biomechanischen
Stress, wie er z.B. bei einer Druckbelastung durch chronischen Bluthochdruck vorkommt. Es kommt zu
einer Uberexpression Hypertrophie-assoziierter Gene. Mithilfe des FlexCell System kann diese
Dehnung Uber einen langeren Zeitraum in einer Inkubator-Umgebung durchgefiihrt werden (Frank et

al., 2008).

2.2.9.2 Vorgehen

Die NRVCM wurden, wie unter 2.2.1 beschrieben, isoliert und auf eine 6-Well-Platte mit flexibler
Silikonmembran in serumhaltigen Medium ausgesat (s. 2.2.1.2.4) und bei 37 °C und 5 % CO, fiir drei
Tage inkubiert. AnschlieBend erfolgte ohne Mediumwechsel die biaxiale Dehnung mithilfe des FlexCell

Systems mit einer Frequenz von 1 Hz fir 48 Stunden. Die Elongation wurde auf 20 % eingestellt und
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erfolgte in radidrer zirkumferentieller Richtung. Die Kontrollzellen wurden auf der gleichen Art von

Platten ausgesat und im FlexCell System inkubiert, jedoch nicht gedehnt.

Zur Zellernte wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen und je nach

Verwendungszweck geerntet.

2.2.10 Kultivierung von Zellen in Hypoxie

2.2.10.1 Prinzip/Hintergrund

Sowohl bei chronischen Formen der Herzinsuffizienz als auch bei akuten Geschehen wie dem
Myokardinfarkt spielt Hypoxie und die Reaktion der Kardiomyozyten auf diese eine Rolle. In vitro ist
ein mogliches Modell zur Simulation dieser Situation die Kultivierung von Zellen in einem Inkubator, in
dem eine hypoxische Atmosphére herrscht. Wahrend die NRVCM normalerweise bei einer normalen
Sauerstoffkonzentration von 20 % kultiviert werden, wird diese im Hypoxie-Inkubator auf 1%
verringert, indem Stickstoff eingeleitet wird. Die CO,-Konzentration betragt, wie auch in anderen
Inkubatoren, 5%. Bei der geringen Sauerstoffkonzentration muss der Stoffwechsel der
Kardiomyozyten groRtenteils anaerob ablaufen. Dieser Versuchsaufbau ldsst sich auch mit anderen
Konditionen, z.B. der Uberexpression von MST4 oder der Behandlung mit Hesperadin, kombinieren

(Rangrez, Pott, et al., 2017).

(22 D Inkubation Inkubation
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Abbildung 2-3: Schematische Darstellung der Kultivierung von NRVCM in Hypoxie

NRVCM werden aus den linken Ventrikeln neonataler Ratten isoliert. Diese werden auf 6-Well-Platten
ausgesat, fir 24 h in Normoxie inkubiert und es findet ein Mediumwechsel statt. Je nach Gruppe
wurden die Zellen 4-48 h vor der Ernte in den Hypoxie-Inkubator tGberfiihrt und dort weiter kultiviert.
Die Kontrollgruppe verblieb die gesamte Zeit in Normoxie.
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2.2.10.2 Vorgehen

Die NRVCM wurden, wie unter 2.2.1 beschrieben, isoliert und ggf. wurden an Tag 1 Viren und/oder
Inhibitoren hinzugegeben. Soweit nicht anders beschrieben, erfolgte an Tag 2, ca. 24 h nach der
Infektion, ein Mediumwechsel und der Transfer der Zellen in den Hypoxie-Inkubator (1 % O,, 5 % CO,,
37 °C, 85 % Luftfeuchtigkeit). Die Kontrollgruppe verblieb im Normoxie-Inkubator (20 % O, 5 % CO,,
37 °C, 85 % Luftfeuchtigkeit). Es wurden zu Beginn verschiedene Hypoxie-Zeiten untersucht, indem die
Hypoxie zu verschiedenen Zeitpunkten gestartet wurde. Spatere Versuche wurden mit einer
Inkubationszeit von 48 h durchgefiihrt, sodass die Zellen an Tag 4 zur Auswertung der RNA-Isolation,

der Protein-Isolation oder dem MTT-Test zugefiihrt wurden.

2.2.11 RNA-Isolation

2.2.11.1 Prinzip/Hintergrund

Nukleinsduren sind I6slich in Wasser und unloslich in Ethanol und Isopropanol. Diese Eigenschaft,
sowie die Adsorption von Nukleinsduren an spezielle Sdulen wird genutzt, um RNA von Proteinen und
anderen Zellbestandteilen zu trennen. AnschliefRend wird genomische DNA durch eine DNase
abgebaut. Damit die RNA intakt bleibt, muss bei der Verarbeitung genau darauf geachtet werden, dass
keine Kontamination mit RNasen geschieht, z.B. indem ausschlieflich RNase-freie Materialen
eingesetzt werden. Es wurde das Quick-RNA Microprep Kit von Zymo Research entsprechend der

Herstellerangaben genutzt (Ahlberg et al., 2021; Kluge et al., 2019).
2.2.11.2 Vorgehen
2.2.11.2.1 RNA-Isolation aus NRVCM

Wenn nicht anders angegeben, wurde an Tag 4 das Medium von den NRVCM abgenommen und die
Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen. Pro Well einer 6-Well-Platte wurden 300 ul des Lyse-Puffers und
anschlieRend das gleiche Volumen von absolutem Ethanol hinzugegeben. Alle hier genutzten
Materialien waren ausdricklich DNase-/RNase-frei. Die Zellen wurden durch mehrfaches Spulen des

Wells mit einer Pipette abgelost und die Suspension wurde in eine Zymo-Spin Saule lberfiihrt.

RNA wurde durch Zentrifugation fiir 30 Sekunden bei 13.000 g aus der Suspension geldst und der
Durchfluss wurde verworfen. Mit 400 pl Waschpuffer aus vier Teilen absolutem Ethanol und einem
Teil Waschpufferkonzentrat wurden die Sdulen durch Zentrifugation fir 30 Sekunden bei 13.000 g
gewaschen. Pro Saule wurden 5 pl DNase | und 35 pl DNase Verdau Puffer hinzugegeben und die DNA
flir 15 Minuten bei Raumtemperatur verdaut. AnschlieRend wurden 400 ul RNA Prep Puffer
hinzugegeben und die Saule fiir 30 Sekunden bei 13.000 g zentrifugiert. Die Sdule wurde einmal mit
700 pl Waschpuffer und Zentrifugation fir 30 Sekunden bei 13.000 g gewaschen und erneut mit 400 pl
Waschpuffer und 2 Minuten Zentrifugation bei 13.000 g. Zum Eluieren der aufgereinigten RNA wurde
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die Saule in ein neues 1,5 ml-Tube Uberfiihrt, 15 pul Wasser hinzugegeben und fiir 30 Sekunden bei
13.000 g zentrifugiert, sodass der Durchfluss die RNA enthielt. Deren Konzentration wurde im nachsten

Schritt gemessen, um danach in cDNA umgeschrieben zu werden.
2.2.11.2.2 RNA-Isolation aus Gewebe

Das zu untersuchende Gewebe wurde entnommen, mit PBS gewaschen und bei -80 °C eingefroren.
Nach mindestens einer Stunde wurde das Gewebe aufgetaut und in ein besonders stabiles Rohrchen
Uberfiihrt. Es wurden Keramikperlen und mindestens 300 pl des Lyse-Puffers hinzugegeben.
AnschlieBend wurde das Gewebe mithilfe eines Homogenisators komplett aufgeldst, der Zellschrott
abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues RNA-freies GefaR iiberfiihrt. Es wurde das gleiche
Volumen an absolutem Ethanol hinzugegeben, wie es zuvor vom Lyse-Puffer eingesetzt wurde. Die
Suspension wurde in eine Zymo-Spin Sadule Uberfiihrt und die weitere RNA-Isolation fand wie bei der

Isolation aus Zellen statt.

2.2.12 cDNA-Synthese und quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion
(gRT-PCR)
2.2.12.1 Prinzip/Hintergrund

RNA besitzt keine besonders hohe Stabilitdt. Als Messwert fir eine Genexpression gilt aber die
Messenger-RNA, deren relative Menge bei der gRT-PCR festgestellt werden soll. Daher wird die
isolierte RNA enzymatisch per reverse Transkription in DNA, sogenannte komplementdre DNA (cDNA)
umgeschrieben. Deren Menge ist proportional zur Menge der in der Probe vorhandenen RNA. Um die
Expression verschiedener Proben miteinander vergleichen zu kénnen, ist es wichtig, dass die gleiche
Menge RNA in cDNA umgeschrieben wird. Die RNA-Konzentration ist proportional zur Absorption bei
einer Wellenldange von 260 nm, dem Absorptionsmaximum von RNA, sodass die RNA-Konzentration

per Absorptionsphotometrie ermittelt werden kann.

Zur quantitativen Analyse der cDNA wird die quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (qRT-
PCR) verwendet. Dabei werden ausgewdhlte Abschnitte der c¢cDNA durch sogenannte Primer
vervielfaltigt. Dabei handelt es sich um Oligonukleotide von etwa 20 bp, die spezifisch an die
ausgewahlten Abschnitte binden. Um den zu amplifizierenden Abschnitt zu begrenzen, flankieren ein
sogenannter forward-Primer und ein reverse-Primer die Sequenz. Bei der PCR werden mehrfach die
Phasen Denaturierung, Primerhybridisierung und Elongation durchlaufen. Durch Erhitzen auf 95 °C
wird die doppelstrangige DNA voneinander getrennt. Bei einer Temperatur von etwa 60 °C, die Primer-
spezifisch ist, lagern sich die Primer an die spezifischen cDNA-Abschnitte an. Die Elongation, also das
Abschreiben der spezifischen cDNA durch eine DNA-Polymerase, findet bei etwa 70 °C statt. Die

eingesetzte DNA-Polymerase stammt aus dem Bakterium Thermus aquaticus (Taq). Diese Bakterium
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lebt in heiRen Quellen, daher ist die Tag-Polymerase sehr hitzestabil und damit vorteilhaft fir diese
Anwendung. Dieser PCR-Zyklus wird 40-mal durchlaufen, sodass eine Amplifikation von 2% (iiber eine

Billionen) erreicht werden kann.

Zur quantitativen Analyse wird nach jeder Elongation die Menge an cDNA gemessen. Aus der Anzahl
vergangener Zyklen, bis die gemessene cDNA-Menge den sogenannten Ct-Wert liberschreitet, kann

auf die urspriinglich vorhandene cDNA-Menge geschlossen werden.

Fir die Messung der Detektion kann ein Farbstoff verwendet werden, der an doppelstrangige DNA
bindet. Die Bindung erfolgt unspezifisch, sodass in einem Ansatz nur die Menge eines Targets

untersucht werden kann.

Mehrere Targets in einem Ansatz kdnnen untersucht werden, wenn zuséatzlich zu den forward- und
reverse-Primern Oligonukleotide eingesetzt werden, an denen ein Fluoreszenzfarbstoff, eine
sogenannte Sonde, gebunden ist. Die Lichtemission des Farbstoffs wird durch einen sogenannten
Quencher unterdriickt und die Oligonukleotide binden spezifisch innerhalb der zu amplifizierenden
Sequenz. Findet diese Bindung statt, werden Quencher und Farbstoff durch die 5°-3'-
Exonukleaseaktivitat der Polymerase bei der Elongation voneinander getrennt und der Farbstoff kann

detektiert werden (Kluge et al., 2019).

Zur Auswertung wird die soganannte AACt-Methode angewandt (Livak & Schmittgen, 2001), bei der
die Expression des Target-Gens ins Verhaltnis gesetzt wird zu einem sogenannten Housekeeping-Gen,
dessen Expression durch die Versuche nicht beeinflusst wird und so technische Ungenauigkiten

ausgeglichen werden.
2.2.12.2 Vorgehen
2.2.12.2.1  cDNA-Synthese

Um die genau gleiche Menge RNA in cDNA umzuschreiben, wurde die Konzentration der
aufgereinigten und von genomischer DNA befreiten RNA mit einem Spektralphotometer bei 260nm
gemessen. Es wurden zwei Messungen mit je einem Mikroliter Probe durchgefiihrt und der Mittelwert

dazu verwendet, um einen Mikrogramm RNA in cDNA umzuschreiben.

Die cDNA-Synthese erfolgte mit dem LunaScript RT SuperMix Kit von New England BiolLabs. Dazu wurde
ein Mikrogramm RNA in 16 ul Wasser verdiinnt und 4 ul LunaScript RT SuperMix hinzugegeben. Es
wurden auch die beiden Kontrollen auf mogliche Kontamination angefertigt. Es gab einen Ansatz mit
RNA aber ohne Reverse Transkriptase und stattdessen mit 4 pl No-RT Control Mix (no reverse
transcriptase, NRT). Die andere Kontrolle enthielt nur 16 pl Wasser ohne RNA aber 4 pl LunaScript RT

SuperMix (no-template-control, NTC).
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Fir alle Proben und die beiden Kontrollen fand anschliefend ein Durchgang von folgendem Protokoll

in einem Thermocycler statt:

Primerhybridisierung (Annaealing) 25°C 2 min
cDNA-Synthese 55°C 10 min
Hitzeinaktivierung der Enzyme 95°C 1min
Zuletzt wurden alle Reaktionsansatze mit Wasser auf 5 ng/ul oder 10 ng/ul verdiinnt und bei -20 °C

gelagert.
2.2.12.2.2 gRT-PCR

Fiir jede gRT-PCR wurde ein sogenannter Mastermix angesetzt, von dem jeweils 18 pl in ein Well einer
96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert und jeweils 10 oder 20 ng cDNA in 2 ul Wasser hinzugegeben
wurden. Jede Probe wurde in technischen Duplikaten oder meist Triplikaten gemessen. Zum
Ausschluss moglicher Kontamination wurde in jedem Ansatz eine Kontrolle mit Wasser ohne cDNA (no-
template-control, NTC) eingesetzt und eine Kontrolle, bei der keine Reverse Transkriptase zugegeben

wurde und daher keine cDNA enthalten ist (no reverse transcriptase, NRT).

SybrGreen-Mastermix pro Well
2x SensiFAST SYBR Mastermix 10 pl

dH,0 7,2 ul
Primer forward (10 uM) 0,4 ul
Primer reverse (10 uM) 0,4 ul

Multiplex-Mastermix pro Well

BioRad iQ Multiplex Powermix 10 pl

RPL32 Mix 0,5 ul
NPPA Mix 0,5 ul
NPPB Mix 0,5 ul
RCAN1.4 Mix 0,5 ul
dH>0 6 ul

Ein Primer-Mix bestand jeweils aus dem gleichen Volumen forward Primer (10 uM) und reverse-Primer

(10 uM) sowie dem doppelten Volumen an dazugehdériger Sonde (10 uM).

Die mit Proben beladenen Platte wurde kurz abzentrifugiert und mit einem Real-Time PCR Detection

System von BioRad ausgewertet. Dabei wurden folgende Protokolle verwendet:
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SybrGreen qRT-PCR

Initiale Denaturierung 95 °C 2 min

Denaturierung 95 °C 5 sek %
Annealing/Elongation 60 °C 30 sek 39x
Detektion

Multiplex qRT-PCR

Initiale Denaturierung 95 °C 2 min

Denaturierung 95°C 15 sek %
Annealing/Elongation 60 °C 45 sek 39x
Detektion

Zur Auswertung nach der AACt-Methode wurden die Mittelwerte der Ct-Werte eines technischen
Duplikates oder Triplikates gebildet. Von den Mittelwerten wurden die Mittelwerte der endogenen
Kontrolle, z.B. RPL32, subtrahiert, sodass man den ACt-Wert flir das jeweilige Target erhielt:
ACtiarger = Ct meanigrger — Ct meangp; 3, Den AACt Wert erhielt man, indem man vom ACt-Wert
der jeweiligen Probe den ACt-Wert der Kontrollbedingung subtrahiert hat: AACti4rget/Bedingung =
ACt meaniarget/Bedingung — ACt MeaNqrget /contror Der AACt-Wert als negativer Exponent zur Basis
zwei ergibt die n-fache Expression (FC): FC = 27%ACt, Diese Expression wurde auf die

Kontrollbedingung normalisiert (nFC), indem sie durch den Mittelwert der FC-Werte der

FCtarget/Bedingung

Kontrollbedingungen dividiert wurde: nFC =
FC meanarget/control

Die nFC-Werte bzw. deren Mittelwerte pro Versuchsbedingung wurden fir alle weiteren statistischen

Analysen und graphischen Darstellung verwendet (Kluge et al., 2019).

2.2.13 Proteinisolation

2.2.13.1 Prinzip/Hintergrund

Die in der PCR detektierte mRNA ist nicht der eigentliche Effektor innerhalb der Zelle, sondern die
daraus translatierten Proteine. Eine Veranderung der mRNA-Expression ist aufgrund von z.B.
Regulationsmechanismen der Zelle nicht zwangsldufig gleichbedeutend mit einer Veranderung der
dazugehorigen Proteinkonzentration. Daher ist es sinnvoll die Proteinexpression zu untersuchen,
insbesondere weil MST4 eine Kinase ist, die Einfluss auf den Phosphorylierungsgrad von Proteinen

nehmen kann.
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Die Zellen werden mit einem Puffer lysiert, der Inhibitoren enthalt, die einen Abbau der Proteine und

eine Verdanderung der Phosphorylierung verhindern sollen (Borlepawar et al., 2017).
2.2.13.2 Vorgehen

Wenn nicht anders angegeben, wurde an Tag 4 das Medium von den NRVCM abgenommen und die
Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen. Bei ARVCM begann die Isolation bereits an Tag 1. AnschlieSend
wurden pro Well in einer 6-Well-Platte 100 pul RIPA-Puffer mit Inhibitoren hinzugegeben und die Zellen
bei -80 °C eingefroren. Nach mindestens einer Stunde wurden die Zellen auf Eis aufgetaut und die

Suspension mithilfe eines Zellschabers und einer Pipette in ein 1,5mI-Cup Uberfihrt.

Proteinisolation aus Gewebe wurde durchgefiihrt, indem Gewebe (ca. 30 mm?3 bzw. 100-200 mg) in
1 ml RIPA-Puffer gegeben wurde und mithilfe eines Homogenisators mechanisch homogenisiert

wurde.

Die Suspension wurde dreimal in flissigem Stickstoff eingefroren und bei 10 °C unter leichtem
Schitteln aufgetaut. AnschlieBend wurde Zelldebris 20 min bei 12.000 g und 4 °C abzentrifugiert und
der Uberstand in ein neues 1,5ml-Cup Uberfiihrt. Die Konzentration der Proteinproben wurde
bestimmt und SDS-PAGE durchgefiihrt. Nicht unmittelbar verwendete Proben wurden bei -20 °C

gelagert.

2.2.14 Proteinkonzentrationsbestimmung (Bio-Rad DC Protein-Assay)

2.2.14.1 Prinzip/Hintergrund

Bei Protein-Proben, die in RIPA geerntet wurden, wurde das DC Potein Assay von BioRad zur
Bestimmung der Proteinkonzentration verwendet, weil dieser Test robust gegeniber eingesetzten
Detergenzien ist. Dabei reagieren Proteine mit alkalischer Kupfertartrat-Lésung und es kommt zu einer
Reduktion von Folin, was zu einem blauen Farbumschlag fiihrt. Dieser wird photometrisch gemessen

(Borlepawar et al., 2017).
2.2.14.2 Vorgehen

Von jeder Proteinprobe wurden in einer 96-Well-Mikrotiterplatte Triplikate von je 5 ul aufgetragen.
Bei sehr hohen Konzentrationen wurde vorher eine Verdiinnung der Proben in Lysispuffer
durchgefihrt. Es wurde auBerdem Lysispuffer zur Bestimmung eines Leerwertes aufgetragen sowie
eine BSA-Verdiinnungsreihe (2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 pg/ml). AnschlieBend wurde in jedes Well 25 pl der
Reagenz A’ gegeben, die aus 49 Teilen Reagenz A und einem Teil Reagenz S besteht. Von der Folin-
haltigen Reagenz B wurden 200 pl pro Well hinzugegeben. Es wurde fiir 15 min inkubiert, initial unter

leichtem Schiitteln und die Platte im Mikroplattenleser bei 750 nm ausgewertet. Die
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Proteinkonzentration wurde von der dazugehérigen Software anhand der BSA-Verdiinnungsreihe

errechnet.

2.2.15 Proteinkonzentrationsbestimmung (Bradford Protein-Assay)

2.2.15.1 Prinzip/Hintergrund

Einige Lysispuffer, darunter der verwendete SysQuant-Puffer, enthalten Bestandteile in so hoher
Konzentration, dass es zu einer Interferenz beim Bio-Rad DC Protein-Assay kommen wiirde. Alternativ
kann, bei Abwesenheit von z.B. Detergenzien, der Bradford-Test verwendet werden, der dhnlich
funktioniert. Der Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250 (CBBG) bildet in saurem Milieu mit
kationischen und unpolaren Seitenketten von Proteinen Komplexe. Die ungebundene Form hat ein
Absorptionsmaximum bei 470 nm, die komplexierte Form bei 595 nm und wird photometrisch

gemessen (Kluge et al., 2019).

2.2.15.2 Vorgehen

Von jeder Proteinprobe wurden in einer 96-Well-Mikrotiterplatte Triplikate von je 2 pl aufgetragen.
Bei sehr hohen Konzentrationen wurde vorher eine Verdiinnung der Proben in Lysispuffer
durchgefihrt. Es wurde auRerdem Lysispuffer zur Bestimmung eines Leerwertes sowie eine BSA-
Verdiinnungsreihe (2,56; 1,28; 0,64; 0,32 pug/ml) aufgetragen. AnschlieBend wurde ein Teil Bradford-
Reagenz in 4 Teilen Wasser verdiinnt und 200 pl dieser verdiinnten Lésung in jedes Well gegeben. Es
wurde flr 5 min unter leichtem Schiitteln inkubiert, die Platte im Mikroplattenleser bei 595 nm
ausgewertet und die Proteinkonzentration von der dazugehorigen Software anhand der BSA-

Verdinnungsreihe errechnet.

2.2.16 SDS-PAGE und Western Blot

2.2.16.1 Prinzip/Hintergrund

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western Blot dienen der
qualitativen und quantitativen Analyse von Proteinen. Bei der SDS-PAGE wandern Proteine in
Abhangigkeit von ihrer GroRe unterschiedlich schnell durch ein Polyacrylamidgel im elektrischen Feld.
Die so aufgetrennten Proteine kdnnen ebenfalls durch ein elektrisches Feld auf eine Membran

transferiert werden, auf der sie mithilfe spezifischer Antikorper nachgewiesen werden kénnen.

Damit die Laufgeschwindigkeit der Proteine nur abhdngig ist von der GroRe, werden sie vor dem
Auftragen bei 95 °C denaturiert und mit SDS versetzt. Dieses tragt ebenfalls zur Denaturierung bei.
Durch Anlagerung an die Proteine sorgt SDS fiir eine konstante negative Ladung pro Masse, sodass die

Proteine bei der Gelelektrophorese zum positiven Pol wandern.

Seite 57



Material und Methoden

Das eingesetzte Gel besteht aus einem grobporigen Sammelgel mit niedrigerem pH und geringerer
Leitfahigkeit zur Verdichtung der Proteinproben und einem Trenngel. Dessen Dichte ist abhangig von

der Masse des zu untersuchenden Proteins bzw. besitzt einen Dichtegradienten.

Nach der Gelelektrophorese werden die aufgetrennten Proteine auf eine Membran aus PVDF oder
Nitrozellulose ebenfalls mit einem elektrischen Feld transferiert. Dies geschieht entweder als
sogenannter , wet Blot” in einem Tank mit Transferpuffer oder als ,,semi-dry Blot” direkt zwischen zwei

groRen Elektroden.

Auf den Membranen werden die Proteine polar gebunden. Unspezifische Bindungsstellen werden
durch Milch oder BSA blockiert und die Membranen werden mit einem Primarantikérper fiir das zu
untersuchende Protein inkubiert. Es handelt sich dabei entweder um einen einzigen Klon eines
Antikorpers, der an nur ein Epitop des Proteins bindet (monoklonal) oder um mehrere Antikérperklone
fiir verschiedene Epitope des selben Proteins (polyklonal). Der gebundene Primarantikorper wird,
nachdem nicht gebundene Antikorper mit dem detergenzienhaltigen Waschpuffer TBST entfernt
wurden, mit einem Sekundarantikorper nachgewiesen. Dieser Sekundarantikérper bindet spezifisch
an den Fc-Teil des verwendeten Primarantikorpers. Er ist mit einem detektierbaren Element, einem

Enzym oder einem Fluoreszenzfarbstoff, gekoppelt.

Fiir die quantitative Analyse wird die detektierte Intensitat, die proportional zur Proteinmenge ist, auf
die Intensitat einer Ladekontrolle normalisiert. Die Ladekontrolle ist ein Protein, dessen Expression
nicht durch die Versuchsbedingungen reguliert wird. Dieses Protein wird ebenfalls mit einem
spezifischen Primdrantikorper und einem Enzym- oder Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten

Sekundarantikérper nachgewiesen.

Mittels Densitometrie wird die Intensitat der jeweiligen Proteinbanden quantifiziert (Borlepawar et al.,

2017).
2.2.16.2 Vorgehen
2.2.16.2.1  Herstellung der Gele

Die Dichte des Trenngels richtete sich nach der Masse des zu untersuchenden Proteins. Das Sammelgel
von selbst hergestellten Gelen war immer gleich. In folgender Tabelle ist die Zusammensetzung des

Sammelgels und beispielhaft die Zusammensetzung eines 10%igen Acrylamid-Trenngels dargestellt.

30 % dH,0 | Trenngelpuffer | Sammelgelpuffer | 10 % TEMED
Acrylamid APS
Trenngel 10 % | 3,3 ml 3,9ml | 2,6 ml NA 60 ul 30 ul
Sammelgel 0,8 ml 2,9ml | NA 1,4 ml 30 ul 15 ul
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Acrylamid, Wasser und jeweiliger Puffer wurden vermischt und zur Katalyse der Polymerisation APS
und TEMED hinzugegeben. Das Trenngel-Gemisch wurde zwischen die vorbereiteten Glasscheiben
gegeben und, um einen geraden Abschluss zu erhalten, mit Isopropanol Gberschichtet. Nachdem das
Trenngel ausgehartet war, wurde der Isopropanol abgenommen und das Sammelgel-Gemisch
hinzugegeben. Darin wurde ein Kamm platziert zur Schaffung von Taschen fiir das Auftragen der

Proteinproben.

Fiir die gleichzeitige Analyse von mehr als 15 Proben wurden vorgegossene sogenannte Midi-Gele von

Invitrogen verwendet.
2.2.16.2.2 Vorbereitung der Proteinproben

Anhand der Proteinkonzentrationsbestimmung (s. 2.2.14) wurden die Proben so vorbereitet, dass
identische Mengen an Protein mit 4x Laemmli-Puffer und Lysispuffer gemischt wurden. Zur
Denaturierung der Proteine wurden diese Ansatze finf Minuten bei 95 °C unter leichtem Schiitteln

erhitzt.
2.2.16.2.3  SDS-PAGE

Die Kimme der Gele wurden gezogen, aus den Taschen wurden Gelreste herausgesplilt und die Gele
in eine Laufkammer eingespannt, die mit Laufpuffer gefiillt wurde. In mindestens eine Tasche wurde
ein GroRenstandard pipettiert, der bei der Detektion eine GroéRBenbestimmung der Banden
ermoglichte. An das Gel wurde eine Stromspannung, meist 70 V, angelegt, die erhéht wurde, meist auf
120V, nachdem die Proteinproben das Trenngel erreicht hatten. Die Gelelektrophorese wurde
beendet, nachdem die Lauffront, erkennbar durch das Bromphenolblau des Laemmli-Puffers, das Ende

des Gels erreicht hatte.
Wurden vorgegossene Gele verwendet, wurde auch der dazugehoérige Laufpuffer verwendet.
2.2.16.2.4  Proteintransfer (Western Blot), wet Blot

Der Transferpuffer wurde aus einem Teil 10x Transferpuffer, zwei Teilen Methanol und sieben Teilen
Wasser vorbereitet. Das Trenngel mit den aufgetrennten Proteinen wurde aus seiner Hiille gelést und
mit einer in Methanol aktivierten PVDF Membran oder einer lediglich im Transferpuffer befeuchteten
Nitrozellulose Membran in eine Kassette und in die Laufkammer gespannt. Die Membran lag dabei auf

Seite der Anode. Zum Transfer wurde eine Stromstarke von 350 mA fiir 100 Minuten angelegt.

2.2.16.2.5  Proteintransfer (Western Blot), semi-dry Blot
Eine andere Moglichkeit des Transfers stellt der sogenannte semi-dry Blot dar. Dafiir wird das Gel mit
einer Membran in eine mit dem gleichen Transferpuffer befeuchteten Kammer gegeben und leichter

Druck ausgelibt. Es wird fiir 35 min eine Spannung von 25 V angelegt.
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2.2.16.2.6 Detektion

Zum Blockieren unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran unter leichtem Schitteln etwa
eine Stunde bei Raumtemperatur mit 5 % (w/v) Milchpulver oder 5% (w/v) BSA in TBST inkubiert.
AnschlieBend wurde der Primarantikorper ebenfalls in Milch oder BSA in TBST verdinnt und die
Membran Uber Nacht bei 4 °C rollend darin inkubiert. Ungebundener Primarantikorper wurde dreimal
mit TBST von der Membran abgewaschen. Die Membran wurde etwa eine Stunde bei Raumtemperatur
rollend mit dem Sekundarantikorper in Milch oder BSA in TBST inkubiert. Nach erneutem dreimaligen

Waschen in TBST wurde der Sekundarantikorper detektiert.

Sekundarantikorper, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt waren, wurden direkt detektiert
und dabei, in Abhangigkeit vom verwendeten Fluoreszenzfarbstoff, angeregt. Es wurde ein Bild bei der

entsprechenden Emissions-Wellenlange gemacht.

Bei einer Kopplung des Sekundarantikérpers mit dem Enzym Meerrettichperoxidase (horseraddish
peroxidase, HRP) erfolgte die Detektion per Biochemilumineszenz. Dazu wurde Amersham ECL Select
(GE Healthcare) zu gleichen Teilen aus den Reagenzien A und B hergestellt und auf die Membran
gegeben. Uberschiissiges ECL Select wurde entfernt und nach kurzer Inkubation ein Bild

aufgenommen, bei der die emittierte Lumineszenz mit der Wellenldnge 425 nm detektiert wurde.

Als Ladekontrolle wurde ein nicht-reguliertes Protein verwendet. Dabei wurde, wie vorher
beschrieben, die Membran in einem spezifischen, verdinnten Primarantikérper inkubiert. Nach
dreimaligen Waschen wurde die Membran mit einem Sekunddrantikdrper inkubiert und dieser

detektiert

2.2.16.2.7  Densitometrie
Die entstandenen Bilder wurden mittels Adobe-Photoshop farbinvertiert und die zu untersuchende
Proteinbande gerade ausgerichtet. Weitere Manipulation der Bilder fand nicht statt. Die vorbereiteten

Bilder wurden in der Software Image J gedffnet und die Farbdichte der jeweiligen Banden ermittelt.

Der quantitative Wert des zu untersuchenden Proteins Derotein Wurde auf die Farbdichte der

Ladekontrolle Diadekontrole der jeweiligen Probe normalisiert, um die relative Farbdichte nDprotein zU

D .
erhalten: nDp,gppiy = —roken

Dpadekontrolle

Die normalisierten Werte der einzelnen Proben nDprotein Wurden auf die normalisierten und gemittelten
Werte der Kontrollbedingungen nDprotein/mittelwert kontrolle NOrmalisiert, sodass man die relative Intensitat

lprotein, die  proportional zur relativen Proteinexpression ist, erhalten hat: Ipyoein =

NDprotein

nDProtein/Mittelwert Kontrolle
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2.2.17 Co-Immunprazipitation

2.2.17.1 Prinzip/Hintergrund

Mithilfe der Co-Immunprazipitation koénnen direkte Protein-Protein-Interaktionen identifiziert
werden. Die Proteine werden nach der Zellernte nicht denaturiert, sodass Proteinverbindungen
bestehen bleiben. Spezifische Antikdrper isolieren daher nicht nur das Protein, an das sie direkt binden
sondern auch alle mit diesem Ziel-Protein interagierende Proteine. Diese konnen dann im Isolat per
Western Blot mit weiteren Antikérpern nachgewiesen werden. Es werden dabei immer eine
Positivkontrolle mit unbehandeltem Proteinlysat sowie zwei Negativkontrollen mituntersucht. Die
erste Negativkontrolle erhalt keinen Antikoérper, daher sollten im Isolat keine Proteine aus den NRVCM
nachweisbar sein. Die zweite Negativkontrolle wird mit einem Antikoérper gegen ein Protein inkubiert,
von dem bekannt ist, dass keine direkten Interaktionen bestehen. Deshalb sollte im Isolat lediglich

dieses Protein aus den NRVCM nachweisbar sein (Borlepawar et al., 2017).

2.2.17.2 Vorgehen

NRVCM wurden wie in 2.2.1 beschrieben isoliert, auf 10cm-Platten ausgesat und mit ELB-Puffer
geerntet. Die Proteinkonzentration wurde per DC-Assay (s. 2.2.14) bestimmt. AnschlieBend wurden
mehrere Fraktionen mit je 500 pg Protein in 500 ul ELB vorbereitet sowie eine kleinere Fraktion mit
ca. 100 ug Protein in 100 ug ELB, die unmittelbar bei -20°C weggefroren wurde (Input,
Positivkontrolle). Der zweiten Fraktion wurde ebenfalls kein Antikorper hinzugefiigt aber die folgenden
Schritte durchgefiihrt (nAB-Control, Negativkontrolle). Ein Antikorper gegen das Protein GAPDH
wurden der dritten Fraktion hinzugegeben (GAPDH-Control, Negativkontrolle) und die vierte Fraktion

wurde mit dem Antikdrper gegen das zu untersuchende Protein behandelt.

Die letzten drei Fraktionen wurden (iber Nacht bei 4 °C auf einem rotierenden Rad langsam drehend
inkubiert. Am Folgetag wurden jeweils 30 pul ,,Dynabeads” zu diesen Fraktionen hinzugegeben und die
Ansatze erneut fiir 4 h drehend bei 4 °C inkubiert. In den Fraktionen mit Antikorpern kam es dabei zur
Bindung der Antikorper an die magnetischen Kiigelchen. AnschlieRend fanden 5 Waschschritte zum
Entfernen der nicht-gebundenen Proteine statt. Daflir wurde das Rohrchen jeweils auf ein
magnetisches Rack platziert, der Uberstand abgenommen und verworfen. Es wurde erneut ELB
hinzugefiigt und 5 min drehend bei 4 °C drehend inkubiert. Die gewaschene Fraktion wurde mit 50 pl
Laemmli-Puffer bei 95 °C 5 min inkubiert. Dabei wurden alle vorhandenen Proteine denaturiert und
Bindungen an die Magnetkiigelchen geldst. Diese wurden nach kurzem Abzentrifugieren mithilfe des
magnetischen Racks zuriickgehalten, wahrend das Isolat in ein neues GefaR liberfiihrt wurde. Von den
drei so behandelten Fraktionen sowie von der Input-Fraktion wurden anschlieRend je 10 pl bei einem
Western Blot (s. 2.2.16) eingesetzt, in dem dann mit einem spezifischen Antikorper potentielle

Interaktionspartner dargestellt werden konnten.
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2.2.18 Immunzytochemie & Immunhistochemie

2.2.18.1 Prinzip/Hintergrund

Um die Lokalisation von Proteinen innerhalb der Zelle zu untersuchen, werden diese mithilfe von
spezifischen Antikérpern dargestellt. Fir diese Arbeit wurden einzelne Kardiomyozyten mittels
Immunzytochemie und Gewebeproben mittels Immunhistochemie analysiert. Die Zellen oder das
Gewebe werden fixiert, permeabilisiert und unspezifische Bindungsstellen blockiert. AnschlieBend
werden die auf Deckgldaschen befindlichen Proben mit einem spezifischen Primarantikorper inkubiert,
der an das zu untersuchende Antigen bindet. Die Bindung des Primarantikorpers wird anschlieffend
mit einem Sekundarantikérper, der an den Fc-Teil des Primarantikorpers bindet, dargestellt. Der
Sekundarantikorper wird nach der Spezies, aus der der Primarantikorper stammt, gewahlt und ist mit
einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt, welcher unter einem Fluoreszenzmikroskop sichtbar wird. Zur
Orientierung werden auflerdem meist die Zellkerne mit DAPI angefarbt, das bei Bindung an DNA blau
fluoresziert. Es kdnnen verschiedene Antigene mit Primarantikdrpern aus verschiedenen Spezies und
Sekundarantikérpern mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen kombiniert werden, um eine Co-
Lokalisation von verschiedenen Proteinen zu untersuchen. Mithilfe eines Konfokalmikroskops ldsst sich
die Probe dreidimensional aufldsen und so eine raumliche Ndhe von verschiedenen Antigenen
darstellen. Falsch-positive Ergebnisse von Antigenen, die nur in der Probe zufallig Gibereinander liegen

aber nicht wirklich co-lokalisieren, werden dabei verhindert (Borlepawar et al., 2017).
2.2.18.2 Vorgehen

2.2.18.2.1 Immunzytochemie

Die auf Coverslips adherent gewachsenen NRVCM oder ARVCM wurden nach Entfernung des
Kulturmediums zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und fir zehn Minuten mit 4% (v/v)
Paraformaldehyd in PBS bei Raumtemperatur fixiert. Das Formaldehyd wurde entfernt, die Probe
gewaschen und die Zellen durch Uberschichtung fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit 0,1 % (v/v)
TritonX und 2,5 % BSA (w/v) in PBS permeabilisiert. Unspezifische Bindungsstellen wurden blockiert.
Es folgte die Inkubation mit dem Primarantikorper in 2,5 % (w/v) in PBS Uiber Nacht bei 4 °C. Reste des
Primarantikérpers wurden mit PBS abgewaschen und die Probe eine Stunde bei Raumtemperatur mit
dem in 2,5 % (w/v) BSA in PBS verdiinnten Sekundarantikérper und DAPI in einer Verdiinnung von
1:5.000 inkubiert. Die Inkubation fand zum Schutz des Fluoreszenzfarbstoffs in einer
lichtundurchldssigen Kammer statt. Das Deckgldaschen wurde dreimal in PBS gewaschen, in destilliertes
Wasser getaucht und mit FluorPreserve auf einem Objekttrager fixiert. Nach dessen Aushartung

wurden Bilder mit Fluoreszenzmikroskopen erstellt.

Seite 62



Material und Methoden

2.2.18.2.2 Immunhistochemie
Das Vorgehen bei der Immunhistochemie ist grundsatzlich genauso, wie bei der Immunzytochemie,

allerdings handelt es sich bei den Proben nicht um isolierte Zellen sondern um Gewebeschnitte.

Die Gewebeproben wurden in Einbettmedium auf Glycerinbasis (Tissue Tek) in einem GefalR mit
Trockeneis (-78,4 °C) eingefroren. Es wurden Schnitte am Kryostat mit einer Dicke von ca. 6 um
gefertigt, diese auf einem Objekttrager aufgefangen und fiir 10 min mit 4 % (v/v) Paraformaldehyd in
PBS bei Raumtemperatur fixiert. Das Formaldehyd wurde entfernt, die Probe gewaschen und die Zellen
durch Uberschichtung fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit 0,1 % (v/v) TritonX und 2,5 % BSA (w/v)
in PBS permeabilisiert. Unspezifische Bindungsstellen wurden blockiert. Es folgte eine dreimalige
Waschung mit PBS und die Inkubation mit dem Primarantikorperin 2,5 % (w/v) BSA in PBS liber Nacht
bei 4 °C. Reste des Primarantikérpers wurden mit PBS abgewaschen und die Probe eine Stunde bei
Raumtemperatur mit demin 2,5 % (w/v) BSA in PBS verdiinnten Sekundéarantikdrper und DAPI in einer
Verdiinnung von 1:5.000 inkubiert. Die Inkubation fand zum Schutz des Fluoreszenzfarbstoffs in einer
lichtundurchlassigen Kammer statt. Am Ende wurde der Objekttrdager dreimal in PBS gewaschen, in
destilliertes Wasser getaucht und mit FluorPreserve ein Deckglaschen darauf fixiert. Nach der

Aushartung wurden Bilder mit Fluoreszenzmikroskopen erstellt.

2.2.19 ZellgréBenbestimmung

2.2.19.1 Prinzip/Hintergrund

Eine zentrale Reaktion von Kardiomyozyten auf Stress ist die Hypertrophie, also die Zunahme der
GroRe der einzelnen Zellen. Um diesen Mechanismus zu untersuchen, kann die GroRe der Zellen
immunzytochemisch untersucht werden, indem die Zellgrenzen mit einem Antikorper gegen
Bestandteile des Zytoskeletts dargestellt werden. In dieser Arbeit wurde dazu a-Actinin verwendet,
das in Kombination mit einem Sekundarantikérper die Zelle anfarbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI

angefarbt (Kluge et al., 2019).
2.2.19.2 Vorgehen

12-Well-Platten mit Coverslips wurden vorbereitet und Zellen mit einer Dichte von 180.000 Zellen pro
Well ausgesat und das jeweilige Experiment durchgefiihrt. Wenn nicht anders beschrieben, wurden
die Zellen an Tag 4, wie unter 2.2.17 beschrieben, mit einem Antikorper gegen a-Actinin und mit DAPI
angefarbt. Bei 200-facher VergréoBerung wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop Keyence BZ9000 pro
Coverslip 25 Bilder mit einem Z-Stapel von jeweils drei Bildern angefertigt. Mithilfe der Software BZ-II
Analyser wurden die Bilder zu einem Bild zusammengefiigt, das fiir die Auswertung verwendet wurde.
Die Cell-Count-Funktion erlaubte es, die Zellgrenzen zu erkennen, die Zellen sowie deren Kerne zu

zahlen und die ZellgroRe (bzw. die zweidimensionale Zellfliche) zu bestimmen. Es wurden Zellen von
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der weiteren Auswertung ausgenommen, die mehr als einen Kern besaBen, kleiner als 150 pm? oder
groRer als 3000 um? waren. Denn hierbei handelte es sich meist um fehlerhafte Messungen oder

Fibroblasten. Pro Coverslip konnten so mehrere hundert Einzelzellen analysiert werden.

2.2.20 Farbung von gespaltener Caspase 3

2.2.20.1 Prinzip/Hintergrund

Caspase 3 ist ein zentraler Effektor der Apoptose, die v.a. durch Initiator-Caspasen gespalten und damit
aktiviert wird. In aktivierter Form spaltet sie wiederum andere zelluldre Proteine und ist so an der
Vermittlung des programmierten Zelltods beteiligt. Mit einem Antikorper, der spezifisch an gespaltene
Caspase 3 bindet, nicht jedoch an die ungespaltene Form, lassen sich Zellen darstellen, die Apoptose
ausfiihren. NRVCM in Kultur befinden sich trotz aller Bemiihungen in einem Milieu, in dem ein gewisser
Anteil abstirbt, zumeist kontrolliert durch Apoptose. Um die Auswirkung von verschiedenen
Bedingungen auf diese Apoptose-Rate zu untersuchen, kann gespaltene Caspase 3 per
Immunzytochemie angefarbt und ins Verhaltnis zur Anzahl der mit DAPI angefarbten Zellkerne auf

dem gleichen Coverslip gesetzt werden (Borlepawar et al., 2017).

2.2.20.2 Vorgehen

12-Well-Platten mit Coverslips wurden vorbereitet, Zellen mit einer Dichte von 180.000 Zellen pro Well
ausgesat und das jeweilige Experiment durchgefiihrt. Wenn nicht anders beschrieben, wurden die
Zellen an Tag 4, wie unter 2.2.17 beschrieben, mit einem Antikérper gegen gespaltene Caspase 3 und
mit DAPI angefarbt. Bei 200-facher VergréBerung wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop Keyence
BZ9000 pro Coverslip 10 Bilder, Gber den Coverslip verteilt, erstellt. AnschlieRend wurde mit der
Software gespaltene Caspase 3 gezahlt, die sich durch die Bindung der beiden Antikorper als
fluoreszierender Punkt darstellte. AuBerdem wurde damit die Anzahl der DAPI-gefarbten Kerne

ermittelt. Diese wurden miteinander ins Verhaltnis gesetzt.

2.2.21 Untersuchung von ARVCM mittels lonOptix®

2.2.21.1 Prinzip/Hintergrund

Bei vielen Herzerkrankungen spielt die Veranderung der Kontraktilitat der einzelnen Kardiomyozyten
eine zentrale Rolle, die bei den postmitotischen Zellen nicht anderweitig kompensiert werden kann.
Eng damit verbunden sind die Calciumstrome der Kardiomyozyten. Mithilfe des lonOptix-Systems lasst
sich die Kontraktilitat einer einzelnen Kardiomyozyte analysieren, die durchschnittliche Kontraktilitat
ihrer Sarkomere sowie die Calciumstrome. Die isolierten ARVCM werden mit dem Calcium-Farbstoff
Fura-2AM inkubiert. In dieser Zeit tritt das Fura-2AM in die Zelle ein und wird der Acetoxymethylester
mit zelleigenen Esterasen abgespalten, sodass der Austritt von Fura-2 verhindert wird. Im lonOptix-

System wird jeweils ein Coverslip mit adherenten Zellen untersucht. In einer speziellen Vorrichtung
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wird der Coverslip eingespannt und die Zellen mit einigen Tropfen Medium bedeckt. Uber dieses
Medium werden mit einer Frequenz von 2 Hz die Zellen mit einem biphasischen Puls elektrisch
stimuliert. Eine Zelle kann per Kameramikroskop in der dazugehorigen Software dargestellt werden.
Die Zellgrenzen sowie die Abstande der Querstreifung werden erkannt und die Lange der Zelle bzw.
die durchschnittliche Zelle werden grafisch dargestellt. Darliber lassen sich dann verschiedene
Parameter der Kontraktilitdt errechnen und miteinander vergleichen. Die Kontraktion wird durch einen
Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration eingeleitet, welche durch aktiven Transport rasch
wieder absinkt. Fura-2 hat einen isosbestischen Punkt, das heil3t, bei einer Wellenldange von 360nm ist
die Absorption von freiem Fura-2 genauso, wie vom Fura-2-Calcium-Komplex. Daraus folgt, dass eine
Veranderung der Absorption bei dieser Wellenlange nur von der Gesamtkonzentration des Fura-2
abhdangt und nicht vom Calcium. Freies Fura-2, das sich antiproportional zur intrazellularen
Calciumkonzentration verhilt, hat ein Absorptionsmaximum bei 380 nm. Durch Absorptionsmessung
bei 380 nm und bei 360 nm kann auch die Konzentration von Calcium-gesattigtem Fura-2 ermittelt
werden und daraus die intrazelluldre Konzentration von Calcium. Die Konzentration des Fura-2 nimmt
im Laufe des Versuchs langsam durch Ausbleichung und aktiven Transport aus der Zelle ab. Daher wird
zu Beginn und zum Ende der Messung die Absorption bei 360 nm gemessen und diese auf den Zeitraum
dazwischen interpoliert. Damit wird eine deutlich hohere Messfrequenz erreicht, als durch

abwechselndes Messen bei 360 nm und 380 nm.

Die Calciumkonzentration lasst sich ebenfalls darstellen, sodass sich verschiedene Parameter
errechnen und miteinander vergleichen lassen. Pro Coverslip kdnnen immer nur wenige Zellen
analysiert werden, weil nicht nur die jeweils analysierte Zelle elektrisch stimuliert wird, sondern auch
alle anderen Zellen. Die elektrische Stimulation erzeugt grofRen Stress bei den Zellen, sodass
irgendwann eine Reaktion bei der gewahlten Spannung ausbleibt oder die Zelle sogar in Apoptose
eintritt. Die Stromspannung wurde im Laufe des Versuchs konstant bei 10 V gehalten, weil hierbei eine
ausreichende Anzahl Zellen kontrahiert hat und gleichzeitig die Schadigung der anderen Zellen gering

gehalten wurde (Eden et al., 2016).
2.2.21.2 Vorgehen
2.2.21.2.1 Vorbereitung mit Fura-2AM

Die isolierten ARVCM (s. 2.2.2) wurden nach etwa eintigiger Uberexpression von MST4 bzw.
Behandlung mit Hesperadin in Kultur fiir die Untersuchung vorbereitet. Dafiir wurde ARVCM-Medium
mit einer Fura-2AM-Konzentration von 2 uM angesetzt. Das Kulturmedium wurde abgesaugt. Pro Well
einer 6-Well-Platte wurden 2 ml des Fura-2-haltigen Mediums hinzugegeben. Nach 20 min im
Inkubator bei 37 °C und 5 % CO, wurde dieses Medium abgesaugt und erneut 2 ml pro Well Fura-2-

freies ARVCM-Medium hinzugegeben.
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2.2.21.2.2 Elektrische Stimulation der ARVCM

Nach weiteren 20 min im Inkubator wurde der quadratische Coverslip aus dem Well genommen und
in die Mikroskop-Kammer eingespannt. Mit einer Transferpipette wurden einige Tropfen des Mediums
hinzugegeben und die Zellen unter dem Mikroskop bei geringer VergroRerung betrachtet. Es wurde
die elektrische Stimulation mit einer Frequenz von 2 Hz, einer Stromspannung von 10 V und einem
biphasischen Puls gestartet. Eine kontrahierende Zelle wurde herausgesucht, die Stimulation gestoppt,
die VergroRerung auf 400-fach gewechselt und der Strahlengang auf die Kamera umgeleitet. Die
Kamera wurde so eingestellt, dass die Zelle langs in der Software sichtbar war. Die Zellgrenzen und die
Sarkomere wurden anhand des Kontrastes erkannt. Hierzu mussten Schwellenwerte verdndert werden
und ggf. nicht der Kontrast, sondern dessen Veranderung (Derivat), verwendet werden. Nachdem die
Stimulation erneut gestartet wurde, wurde Uberpriift, ob die Zellgrenzen und die Sarkomere korrekt
erkannt wurden. AnschlieBend wurde die Messung gestartet. Fir die Messung der
Calciumkonzentration wird die Absorption 100 ms bei 360 nm gemessen und anschlieRend, bis zum
Ende der Messung, bei 380 nm. Nach etwa 10-30 Sekunden wurde die Messung der Zelle und die
Stimulation beendet und automatisch noch einmal die Absorption bei 360 nm gemessen. Dieses wurde
solange auf dem gleichen Coverslip wiederholt, bis sich keine neuen stimulierbaren Zellen mehr

fanden.

2.2.21.2.3  Auswertung der Messung

Bei jeder Messung wurden die intrazelluldre Calciumkonzentration, die Lange der Zelle und die
durchschnittliche Lange eines Sarkomers gegen die Zeit aufgetragen. Es wurden aulRerdem bei jeder
Stimulation Markierungen gesetzt. Aus der Analyse konnten die Messpunkte ausgeschlossen werden,
bei denen es sich offensichtlich um Fehlmessungen handelte. So konnte beispielsweise ein durch das
Bild schwimmender Partikel das korrekte Erkennen der Zellgrenze kurzzeitig verhindern. Im Anschluss
berechnete das Programm eine durchschnittliche Kurve fiir den Verlauf der Calciumkonzentration, der
Zelllange und der durchschnittlichen Sarkomerlange wahrend einer Kontraktion. Anhand dieser Kurve

wurden verschiedene Werte fiir den Vergleich zwischen der einzelnen Versuchsgruppen errechnet.

2.2.22 MTT-Assay

2.2.22.1 Prinzip/Hintergrund

Mit dem MTT-Assay kann die metabolische Aktivitdt von Zellen, die stark mit der Viabilitat der Zellen
korreliert, gemessen werden. Den NRVCM wird dazu der gelbe MTT-Farbstoff ins Medium gegeben.
Dieser wird in vitalen Zellen zu einem blau-violetten wasserunldslichen Formazan reduziert. Die Zellen
und das MTT werden anschliefend geldst und die Formazan-Konzentration photometrisch bestimmt,

die proportional zur Glykolyserate und damit zur Anzahl der vitalen Zellen ist (Borlepawar et al., 2017).
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2.2.22.2 Vorgehen

In einer 24-Well-Platte wurden 150.000 Zellen pro Well ausgesat und der jeweilige Versuch
durchgefiihrt. An Tag 4 wurde das Medium abgenommen und pro Well 10 % (v/v) des Mediums durch
MTT-Reagenz ersetzt. Die Zellen wurden fiir 4 Stunden in ihren jeweiligen Bedingungen inkubiert und
anschlieBend der Lésungsvermittler hinzugegeben. Uber Nacht wurden die Zellen und das Formazan
gelost. Die Platten wurden 5 Minuten leicht geschiittelt und 200 pl aus jedem Well in eine 96-Well-
Mikrotiterplatte iberfiihrt. Die Formazan-Konzentration wurde mit einem Mikrotiterplatten-Lesegerat

bei 585 nm gemessen.

2.2.23 Analyse des Phosphoproteoms

2.2.23.1 Prinzip/Hintergrund

Das Phosphoproteom einer Zelle beschreibt die Gesamtheit ihrer Proteine inklusive aller
Phosphorylierungen als posttranslationale Modifikation. Kinasen sind die Hauptursache fiir diese

Phosphorylierungen.

Eine Untersuchung des Phosphoproteoms kann dazu beitragen, mogliche direkte und indirekte Targets
einer Kinase zu identifizieren und die Auswirkungen des Proteins auf die Zusammensetzung der

Proteine insgesamt zu analysieren.

Die verschiedenen Versuchsgruppen werden dazu mithilfe des SysQuant® phosphoproteomic

workflow von Proteome Sciences, London, untersucht und miteinander verglichen.

Die Proteine werden zu Peptiden verdaut, unterschiedlich markiert und per Massenspektrometrie
bestimmt. Mit bioinformatischen Mitteln werden aus den Daten der Massenspektrometrie die
dazugehorigen Proteine inklusive Phosphorylierungen identifiziert und die Ergebnisse der

verschiedenen Versuchsgruppen miteinander verglichen (Britton et al., 2014).

2.2.23.2 Vorgehen
2.2.23.2.1 Generierung der Proteinlysate
Wie unter 2.2.1 beschrieben, wurden NRVCM auf 10cm-Schalen mit einer Dichte von 10 Millionen

Zellen pro Schale ausgesat. Von folgenden Versuchsgruppen wurden jeweils drei Replikate generiert:

LacZ MST4 Unbehandelt | LacZ MST4 MST4 + Hes
48 h 48h 72 h 72 h 72 h 72 h
AdLacZ (moi) 50 0 0 50 0 0
AdMST4 (moi) 0 50 0 0 50 50
Infektionszeit (h) | 48 48 72 72 72 72
Hesperadin (nM) | O 0 0 0 0 100

Tabelle 2-9: Versuchsgruppen des Phosphoproteomics-Versuchs

Die Zellen wurden an Tag 3 bzw. an Tag 4 in Abhangigkeit von der angestrebten Infektionszeit dreimal

mit eiskaltem PBS gewaschen, es wurden je 600 pl SysQuant Puffer pro Schale hinzugegeben und die
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Schalen wurden bei -80 °C eingefroren. Anschliefend wurden sie auf Eis aufgetaut und mit Zellschaber
und Pipette in ein 1,5ml-GefaR lberfihrt. Dieses wurde 20 min bei 14.000 g und 4 °C abzentrifugiert
und der Uberstand in ein neues 1,5ml-GefiR Gberfiihrt. Die Probe wurde kurz gevortext und 50 pl

wurden fir die interne Analyse abgenommen.

2.2.23.2.2  Interne Analyse

Aufgrund des flr die spatere Analyse notwendigen Puffers konnte kein DC-Assay fir die
Proteinkonzentrationsmessung durchgefiihrt werden. Stattdessen wurde mit dem 50ul-Aliquot ein
Bradford-Assay (s. 2.2.15) durchgefiihrt. Anhand der Ergebnisse wurde eine SDS-PAGE und ein
Western Blot durchgefiihrt, um zu tberpriifen, ob die Uberexpression von MST4 bzw. die Hemmung
von MST4 gelungen war. AnschlieBend wurden die eigentlichen Proteinproben an Proteome Sciences

zur Analyse des Phosphoproteoms auf Trockeneis per Kurier Gbersandt.

2.2.23.2.3  Analyse bei Proteome Sciences

Die Firma Proteome Sciences, London, hat ebenfalls eine Qualitadtskontrolle der eingesandten Proben
durchgefihrt, insbesondere um zu liberpriifen, ob die Proteinkonzentration ausreichend groR war und
die Proben den Transport unbeschadet tberstanden haben. 1,2 mg Protein jeder Probe wurden auf
die gleiche Konzentration verdiinnt. Aus allen Proben wurde eine Referenzprobe gepoolt und in vier
Aliquots zu je 800 pg aufgeteilt. 800 ug jeder Probe wurden mit Dithiotreitol reduziert, mit
lodactetamid alkyliert, mit Trypsin zu Peptiden verdaut und fiir die Massenspektrometrie mit
sogenannten Tandem-Atommassenmarkierungen (TMT) markiert. Die 18 Proben wurden auf zwei
sogenannte TMT11plex-Messproben aufgeteilt und jeweils gepoolt, sodass etwa 8,8 mg Protein pro
Messprobe vorhanden waren. Diese Messproben wurden angesduert, verdiinnt, entsalzen und
lyophilisiert. Die so vorbereiteten Proben wurden =z.T. weiter konzentriert und der
Flissigkeitschromatografie mit Massenspektrometrie-Kopplung (LC-MS) zugefiihrt. Es wurde die

Korrektheit der Messung liberprift und es erfolgte eine bioinformatische Auswertung.

2.2.23.2.4  Bioinformatische Auswertung
Die Datenqualitdt wurde auf mogliche Ausreiler Gberprift. Eine explorative Analyse mittels
Hauptkomponentenanalyse wurde durchgefiihrt, um die durch die Messung verursachten

Schwankungen ausgleichen zu kénnen.
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AnschlieBend wurden immer zwei Gruppen folgendermafen miteinander verglichen:

Kontrast 1 MST4 48h vs. LacZ 48h

Kontrast 2 MST4 72h vs. LacZ 72h

Kontrast 3 MST4 + Hes 72h vs. LacZ 72h

Kontrast 4 MST4 + Hes 72h vs. MST4 72h

Kontrast 5 (MST4 48h vs. LacZ 48h) vs. (MST4 72h vs. LacZ 72h)
Kontrast 6 Unbehandelt 72h vs. LacZ 72h

Tabelle 2-10: Kontraste des Phosphoproteomics-Versuchs

Die Expression der Peptide, Proteine und Phosphoproteine wurden fiir jeden Kontrast miteinander
verglichen, Grenzen fiir Signifikanz und Foldchange festgelegt und die jeweiligen Ergebnisse
dargestellt. Flir Kontrast 1 wurde eine Grenze fiir den p-Wert von kleiner als 0,01 bzw. kleiner als 0,05
auf Proteinebene festgelegt und eine verdnderte Expression von mindestens 1,4 bzw. 1,3 auf
Proteinebene. Fir alle anderen Kontraste wurde eine Grenze fiir den p-Wert von kleiner als 0,001
festgelegt und ein Fold Change von mindestens 1,7 auf Peptid- und Phosphopeptidebene und von
mindestens 1,3 auf Proteinebene. Anhand dieser Grenzen wurden fur alle drei Ebenen Volcano-Plots
erstellt, die ausreichend stark und signifikant verdnderte Peptide, Phosphopeptide und Proteine

darstellen.
Auf Basis von Kontrast 4 wurden Clusterheatmaps fiir alle drei Ebenen erstellt.

SchlieBlich analysierte Proteome Sciences die Ergebnisse mit einer eigenen Software funktionell
mithilfe der Datenbank ,Gene Ontology”. Es wurden regulierte biologischen Prozesse, zelluldre
Kompartimente und molekulare Funktionen untersucht und die am starksten regulierten fiir jeden

Kontrast dargestellt.

2.2.24 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und grafische Darstellung wurde mit den Programmen SigmaPlot und
GraphPad Prism durchgefiihrt. Soweit nicht anders angegeben, erfolgte die grafische Darstellung als
Mittelwert und Standardfehler (SEM). Die statistische Analyse erfolgte bei 2 Gruppen mittels t-Test
und bei mehreren Gruppen mittels One-Way/Two-Way ANOVA gefolgt vom Tukey Post-hoc-Test. Als
statistisch  signifikant wurde eine Fehlerwahrscheinlichkeit a<0,05 angesehen. Die
Signifkanzniveaustufen wurden folgendermallen gekennzeichnet: signifikant (p < 0,05 *),
hochsignifikant (p < 0,01 **), hochstsignifikant (p < 0,001 ***) (Borlepawar et al., 2017, McHugh,
2011).

Seite 69



Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Expression von MST4 in verschiedenen Geweben
Die Expression von MST4 unterscheidet sich je nach Gewebe. Im Herzen und in der Skelettmuskulatur
sowie in Leber und Niere ist die Expression bei Mausen besonders hoch (Abbildung 3-1 A). Bei Ratten

kann eine besonders hohe Expression ebenfalls im Herzen sowie in der Leber beobachtet werden

(Abbildung 3-1 B).
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Abbildung 3-1: MST4 wird im Herzen stark exprimiert

Western Blot mit Proteinlysaten aus verschiedenen Geweben einer adulten Maus (A) und einer
adulten Ratte (B). Insbesondere im Herzen und der Leber beider Tiere sowie der Skelettmuskulatur der
Maus zeigt sich eine starke Expression von MST4.

3.2 Expression von MST4 in humanen Herzen mit Herzinsuffizienz

Im Rahmen von Herztransplantationen werden routinemaRig Bioptate sowohl aus den explantierten
Herzen als auch aus den transplantierten Herzen genommen. Aus diesem Material kénnen im Rahmen
von Forschungsvorhaben auch Proteinlysate generiert werden, in denen die Expression von Proteinen

bei Herzinsuffizienz untersucht werden kann.

In Herzen mit dilatativer Kardiomyopathie zeigt sich eine statistisch signifikante Uberexpression von
MST4, im Mittel um den Faktor 5,71. Bei Herzen mit ischamischer Kardiomyopathie ist diese
Uberexpression etwas geringer. Sie liegt durchschnittlich beim 3,83-fachen der Kontrollgruppe

(Abbildung 3-2).

Seite 70



Ergebnisse

I
E *
é 8- *kk
g
< &7
=
2 T
w 4
Hy]
=
2
g 27
£
0
20 I I
e I I
Ly NF DCM ICM
o
MST4 - — — - e - 52kDa
GAPDH ——————— — —— | 37k D&

Abbildung 3-2: MST4 wird in Herzen von Patienten mit dilatativer und ischamischer
Kardiomyopathie vermehrt exprimiert

Western Blot mit Proteinlysaten aus Proben von humanen Herzen ohne Herzinsuffizienz (NF, n=6),
Herzen mit dilatativer Kardiomyopathie (DCM, n=10) und ischdmischer Kardiomyopathie (ICM, n=9).
Gezeigt werden reprasentative Western Blots. Die Proben stammen von Biopsien im Rahmen von
Herztransplantationen. Die Herzen ohne Herzinsuffizienz sind die transplantierten Herzen, wahrend
die Herzen mit Kardiomyopathie die explantierten Herzen sind.

3.3 Immunchemische Darstellung von MST4 in Kardiomyozyten und
Myokard

MST4 scheint in isolierten Kardiomyozyten eine andere subzelluldre Lokalisation zu haben als in
intaktem Myokard. In isolierten Kardiomyozyten aus adulten Ratten ist die Ausrichtung von MST4 in
der immunchemischen Darstellung eher longitudinal mit einer besonders starken Anfarbung in
direkter Ndhe zum Kern sowie auch im Nukleus selbst (Abbildung 3-3 A). In gesundem humanen
Myokard, das im Rahmen von Routine-Probenentnahmen gewonnen wurde, lasst sich MST4
immunchemisch v.a. an den Glanzstreifen an den Zell-Zell-Kontakten darstellen. Ein longitudinales
Muster ist ebenfalls erkennbar, jedoch deutlich schwacher als die Anfarbung an den Zell-Zell-

Kontakten (Abbildung 3-3 B).
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Abbildung 3-3: MST4 scheint unterschiedliche subzelluldre Lokalisationen zu haben
Immunchemische Darstellung von MST4 (rot) in isolierten Kardiomyozyten von adulten Ratten (A)
sowie in humanem Myokard (B). Zellkerne sind mit DAPI blau angefarbt. In A ist Actinin Alpha 2
(ACTN2) zusatzlich in griin angefarbt.

3.4 Co-Immunprazipitation von MST4

Mithilfe der Co-Immunprazipitation kénnen direkte Protein-Protein-Interaktionen untersucht werden.
Wird MST4 mit einem spezifischen Antikérper gegen MST4 und damit verbundenen magnetischen
Kigelchen aus nicht-denaturierten NRVCM-Proteinlysaten isoliert, so werden auch direkte
Interaktionspartner mit in das Isolat Giberfiihrt. Diese Interaktionspartner konnen mittels Western Blot
anschlieRend dargestellt werden. Die STRIPAK-Proteine Myoscape/STRIP2 und SLMAP interagieren
auch in NRVCM mit MST4 (Abbildung 3-4).

Seite 72



Ergebnisse

A B
+ |250kDa p—
- -
—————— X 130kDa
e .-
I _ = | s — pas e =
- 100kDa - » % L | 100kDa

-—
- .. o [70kDa es . B |700a

- . » [55k0a . '.. 55kDa
o
o

- 35kDa - [ ¥ |35kDa

25kDa 25kDa

Myoscape/ .
STRIP1 - AP

N N
~ & d O ™
& A F & & 5
\(\Q (’0&' (Joé' ‘é’ & ‘(’0(\ \8(_,0 é\
R ¥ o
& QO N vg
o [

Abbildung 3-4: MST4 interagiert direkt mit den STRIPAK-Proteinen Myoscape/STRIP2 (A) und
Sarcolemmal membrane-associated protein (SLMAP, B) in NRVCM

Western Blot von Proteinproben aus MST4-lberexprimierenden NRVCM (A) und nativen NRVCM (B).
Aus den Proteinlysaten (Ilnput) sind direkte Interaktionspartner von MST4 mittels Co-
Immunprazipitation isoliert worden, d.h. es wurde mit einem Antikérper gegen MST4 (MST4)
»gefischt”. Zur Negativkontrolle wurden auRerdem Fraktionen hergestellt, bei denen kein Antikorper
verwendet wurde (nAB-Control) und ein Antikérper gegen das Kontroll-Protein GAPDH (GAPDH-
Control). Die Western Blots wurden anschlieRend mit einem Antikérper gegen Myoscape/STRIP2 (A)
und SLMAP (B) inkubiert. Die entstehende markierte Bande zeigt, dass Myoscape/STRIP2 und SLMAP
direkt mit MST4 interagieren. Die anderen deutlich sichtbaren Banden entstehen durch Riickstande
des ,Fishing-Antikorpers®, die durch den Sekundarantikorper dargestellt werden. Links und rechts
wurden jeweils GroRenstandards aufgetragen.

3.5 Expression von MST4 in verschiedenen Modellen von Kardiomyopathie
und kardialer Hypertrophie

Ausgehend von der erhéhten MST4-Expression in humanen insuffizienten Herzen soll die differentielle

Expression von MST4 in verschiedenen pathophysiologisch relevanten Modellen untersucht werden,

um mogliche Hinweise auf die Rolle von MST4 in den jeweiligen Zusammenhéangen zu erhalten.

3.5.1 Expression von MST4 in Herzen von MLP-Knockout-Mausen
Mause, die kein funktionsfahiges MLP-Gen besitzen, entwickeln nach der Geburt einen Phanotypen,

der einer dilatativen Kardiomyopathie entspricht und in einer Herzinsuffizienz miindet (Arber et al.,
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1997). In Herzen aus diesen Tieren wird MST4 leicht Gberexprimiert. Auf Protein-Ebene um den Faktor
2,49 (Abbildung 3-5 B) und auf mRNA-Ebene um den Faktor 2,28 (Abbildung 3-5 A), wobei diese
Anderung knapp nicht-signifikant ist (p = 0,057). Gleichzeitig nimmt die Phosphorylierung pro MST4 in
den MLP-KO-Herzen auf etwa 57 % im Vergleich zum Wildtyp ab (Abbildung 3-5 D), sodass die
Gesamtmenge an phosphoryliertem und damit mutmaRBlich aktivem MST4 keine signifikante

Veranderung zeigt (Abbildung 3-5 C).
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Abbildung 3-5: MST4 wird in Herzen von Mausen ohne funktionsfihiges MLP-Gen (MLP-KO) im
Vergleich zum Wildtyp (WT) vermehrt exprimiert, wihrend die Menge an phosphoryliertem MST4
stabil bleibt

Analyse von gPCR-Daten (A) von Proben aus Maduseherzen ohne funktionsfahiges MLP-Gen (MLP-KO,
n=19) und im Vergleich dazu Mauseherzen mit funktionsfiahigem MLP-Gen (WT, n=15). Western Blots
(B-D) mit Proteinlysaten von MLP-KO-Tieren (MLP-KO, n=14) im Vergleich zu Wildtypen (WT, n=10).
Gezeigt werden jeweils reprasentative Western Blots.
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3.5.2 Expression von MST4 in Herzen von Calsarcin-1-Knockout-Mausen
Der Calcineurin-NFAT-Signalweg kann durch einen Mangel an Calsarcin-1, das diesen Signalweg

normalerweise hemmt, verstarkt werden. In Mausen, in denen dieses Gen nicht exprimiert wird
(CS1-KO), steigt die MST4-Expression etwa um den Faktor 2,49 auf Protein-Ebene (Abbildung 3-6 B).
Auf mRNA-Ebene ist diese Veranderung jedoch nicht zu beobachten (Abbildung 3-6 A). Auch in diesen
Tieren ist zu beobachten, dass die Phosphorylierung pro MST4 abnimmt (auf ca. 40 %, Abbildung 3-6 D)

und so die Gesamtmenge an phosphoryliertem MST4 konstant gehalten wird (Abbildung 3-6 C).
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Abbildung 3-6: MST4 wird in Herzen von Mausen ohne funktionsfahiges Calsarcin-1-Gen (CS1-KO) im
Vergleich zum Wildtyp (WT) vermehrt exprimiert, wihrend die Menge an phosphoryliertem MST4
stabil bleibt

Analyse von gPCR-Daten (A) von Proben aus Mauseherzen ohne funktionsfahiges CS1-Gen (CS1-KO,
n=13) und im Vergleich dazu Mauseherzen mit funktionsfahigem CS1-Gen (WT, n=11). Western Blots
(B-D) mit Proteinlysaten von CS1-KO-Tieren (CS1-KO, n=14) im Vergleich zu Wildtypen (WT, n=11).
Gezeigt werden jeweils reprasentative Western Blots.
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3.5.3 Expression von MST4 in Herzen von Calcineurin-transgenen Mausen
Ein weiteres Modell der Herzinsuffizienz ist die dauerhafte Aktivierung der katalytischen Calcineurin

Untereinheit A (CnA). In Mausen, in denen dies durch genomische Verdanderung erreicht wird (CnA-

TG) betragt die Expression von MST4 im Vergleich zum Wildtyp (WT) ca. 55 % (Abbildung 3-7).
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Abbildung 3-7: MST4 wird in Herzen von transgenen Mausen mit dauerhafter Aktivierung der
Calcineurin Untereinheit A (CnA-TG) im Vergleich zum Wildtyp (WT) vermindert exprimiert
Western Blot mit Proteinlysaten aus Herzen von Calcineurin-A-transgenen Mausen (CnA-TG, n=5) im
Vergleich zu Proteinlysaten aus Herzen von Wildtyp-Mausen (WT, n=5).

3.5.4 Expression von MST4 in Herzen von Mausen nach Konstriktion der Aorta
transversa
Wird die Aorta von Mausen auf Hohe des Aortenbogens operativ durch eine Ligatur dauerhaft verengt,

erhoht sich dadurch die Nachlast des Herzens dhnlich wie bei einem arteriellen Hypertonus. Dieser
erhohte Widerstand fiihrt am Herzen zu einer auf ca. 39 % verminderten Expression von MST4 im
Vergleich zu Tieren, die derselben Operation unterzogen wurden aber deren Aorta nicht dauerhaft

verengt wurde (Abbildung 3-8).
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Abbildung 3-8: MST4 wird in Herzen von Mausen mit verengter transverser Aorta vermindert
exprimiert

Western Blot mit Proteinlysaten aus Herzen von Mausen, deren transverse Aorta operativ dauerhaft
verengt wurde (TAC, n=5) im Vergleich zu Tieren, die ebenfalls operiert wurden aber deren Aorta nicht
dauerhaft verengt wurde (Sham, n=5).

3.5.5 Expression von MST4 in NRVCM nach biomechanischer Dehnung

,Stretch”
Werden NRVCM regelmaRig biaxial gedehnt, simuliert dies eine Volumenbelastung, auf die u.a. mit

einer vermehrten Expression von mRNA der fetalen Gene NPPA, NPPB und RCAN1.4 reagiert wird
(Abbildung 3-9 B-D). Es konnte gezeigt werden, dass aulRerdem die Expression von MST4-mRNA um ca.
24 % statistisch signifikant ansteigt (Abbildung 3-9 A).
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Abbildung 3-9: Stretch fiihrt zu vermehrter MST4-Expression

Analyse von gPCR-Daten von NRVCM, die fiir 48 h mit einer Frequenz von 1 Hz um ca. 20 % gedehnt
wurden (Stretch) im Vergleich zu Zellen, die nicht gedehnt wurden (Kontrolle). Dieser Vorgang
simuliert eine Volumenbelastung fiir die Kardiomyozyten, die mit einer vermehrten Expression der
fetalen Gene NPPA, NPPB und RCAN1.4 reagieren (B-D). Die Daten stammen von 3 unabhangigen
Versuchen mit je 3-6 Replikaten pro Gruppe.
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3.5.6 Expression von MST4 in NRVCM wadhrend Hypoxie

Unter hypoxischen Bedingungen werden in NRVCM bestimmte Signalwege aktiv, um darauf zu
reagieren. Ein zentraler Vermittler, der bei Hypoxie verstarkt exprimiert wird, ist der Vascular
Endothelial Growth Factor A (VEGFA, Abbildung 3-10 C-D). Die Expression von MST4 in NRVCM steigt
nach 4 h Hypoxie leicht an, wobei dieser Anstieg nicht statistisch signifikant ist (Abbildung 3-10 A-B)
und zu diesem Zeitpunkt auch noch kein statistisch signifikanter Anstieg von VEGFA erkennbar ist. Bei
langer andauernder Hypoxie sinkt die Expression. Nach 24 h liegt sie auf mRNA-Ebene bei 85 %
gegeniber der Kontrollgruppe und auf Protein-Ebene bei 87 %. Werden NRVCM 48 h in Hypoxie
inkubiert, sinkt die MST4-mRNA auf 57 % gegentiber der Normoxie-Gruppe (Abbildung 3-10 B) und die
Proteinmenge von MST4 auf 47 % (Abbildung 3-10 A).
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Abbildung 3-10: Unter Hypoxie-Bedingungen wird MST4 vermindert exprimiert

Analyse von Western Blot (A, C) und gPCR-Daten (B, D) von NRVCM, die vor der Zellernte O h
(Normoxie-Kontrolle), 4h, 24h und 48h unter hypoxischen Bedingungen (1%
Sauerstoffkonzentration) inkubiert wurden. C und D zeigen exemplarisch anhand von Daten aus einem
(C) bzw. zwei (D) Versuchen die Aktivierung eines Hypoxie-induzierten Signalwegs durch verstarkte
VEGFA-Expression. Die Daten von A stammen von 3 unabhangigen Versuchen mit je n=3, die Daten
von B von 2 unabhéangigen Versuchen mit je n=3.
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3.5.7 Expression von MST4 in NRVCM in Abhangigkeit von der Zelldichte
Werden NRVCM mit zunehmender Dichte in 6-Well-Platten ausgesat erhoht sich v.a. die Zahl der Zell-

Zell-Kontakte. In den meisten Versuchen wurden 750.000 bis 1.000.000 Zellen pro Well einer 6-Well-
Platte (9,6 cm?) ausgesat, was einer Dichte von ca. 78.000-104.000 Zellen/cm? entspricht. Diese
Varianz scheint keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die MST4-Expression zu haben. Werden
hingegen nur 250.000 Zellen ausgesat, also ca. 26.000 Zellen/cm?, betragt die MST4-Expression nur
noch ca. 47 % im Vergleich zu einer Millionen pro Well. Bei 500.000 Zellen pro Well betragt die MST4-
Expression ca. 83 % und ist nicht mehr statistisch signifikant. Erhoht man die Zelldichte noch weiter
auf 1,5 Millionen oder 2 Millionen, scheint die MST4-Expression wieder abzunehmen. Im One-Way-

ANOVA ist dieser Trend allerdings nicht statistisch signifikant.

Ein dhnliches Bild zeigt sich beim phosphorylierten und damit aktiven MST4: Bei der geringsten
untersuchten Zelldichte von 250.000 Zellen pro Well betragt die Gesamtmenge vom phosphoryliertem
MST4 nur ca. 34 % der Menge bei einer Millionen Zellen pro Well. Wird die Zelldichte weiter erhoht,
nimmt diese Menge wieder ab. Bei 1,5 Millionen Zellen pro Well ist sie statistisch signifikant auf ca.

73 % der Menge bei einer Millionen Zellen pro Well reduziert.

Die relative Phosphorylierung pro MST4 hingegen &ndert sich nicht statistisch signifikant in

Abhéangigkeit von der Zelldichte.
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Abbildung 3-11: Die Expression von MST4 (A-B), sowie die Gesamtmenge an phosphoryliertem MST4
(pMSTA4, C-D) ist bei geringer Zelldichte vermindert und scheint bei sehr hoher Zelldichte ebenfalls
wieder abzunehmen. Die relative Phosphorylierung pro MST4 bleibt stabil (E-F).

Western Blot mit Proteinlysaten aus NRVCM, die in verschiedener Dichte in 6-Well-Platten ausgesat
wurden. Die Zellzahl pro Well betrug 250.000 (250K), 500.000 (500K), 750.000 (750K), 1.000.000
(1 Mio), 1.500.000 (1,5 Mio) und 2.000.000 (2 Mio). Es wurden 4 unabhidngige Experimente
durchgefihrt mit je n=3 pro Gruppe. Gezeigt werden jeweils reprasentative Western Blots. G zeigt
reprasentative Aufnahmen von NRVCM unterschiedlicher Zelldichte.

3.6 Auswirkungen der Uberexpression von MST4, der Hemmung durch
Hesperadin und des Knockdowns von MST4

Nachdem die Auswirkungen auf MST4 durch dullere Verdanderungen untersucht wurden, ist es

auBerdem sinnvoll, die Auswirkungen einer verdanderten MST4-Expression und -Aktivitat auf

biologische Prozesse zu untersuchen. Diese Verdanderungen werden durch Adenoviren, den Inhibitor

Hesperadin und short/small interfering RNA (siRNA) hervorgerufen.

3.6.1 Dosisfindung des generierten Adenovirus
Der wie in 2.2.3 beschrieben generierte Adenovirus mit MST4-Sequenz wurde mit verschiedenen

Infektionsdosen und -zeiten in NRVCM getestet. Es konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression
von MST4 stabil funktioniert und mit zunehmender Dosis und Zeit zunimmt. Bereits die
vergleichsweise geringe Infektionsdosis von 25 moi, also 25 Viren pro zu infizierender Zelle
(25 ifu/Zelle), konnte eine starke MST4-Uberexpression gut reproduzierbar hervorrufen (Abbildung

3-12).
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Abbildung 3-12: Adenovirale Uberexpression von MST4 in Abhingigkeit von Infektionsdosis und

Infektionszeit

Western Blot mit Proteinlysaten aus NRVCM, die entweder mit 25 moi oder 50 moi eines Adenovirus
mit LacZ- (AdLacz) oder MST4-Genom (AdMST4) behandelt wurden. Die Ernte der Zellen erfolgte 12,
24, 48 oder 72 Stunden nach der Infektion. Dieser Versuch wurde zu Beginn einmalig durchgefiihrt mit

n=3 pro Gruppe.
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3.6.2 Transfektionszeit der siRNA
Short/small interfering RNA (siRNA) kann durch Inkapsulierung in Lipidpartikel die Zellwand

Uberschreiten und so in das Zytosol gelangen. Dort bindet die speziell hergestellte siRNA mithilfe des
RNA-induced silencing complex (RISC) an die jeweilige mRNA des Zielgens und sorgt dafir, dass die
MRNA nicht translatiert werden kann sondern stattdessen abgebaut wird. In der Folge kommt es zu
einer verminderten Expression des Zielgens, also einem Knockdown. Das Ausmal des Knockdowns
hangt u.a. davon ab, wie groR der Turnover des Proteins ist, d.h. wie viel im Beobachtungszeitraum

durch zelleigene Mechanismen abgebaut wird, wahrend weniger hergestellt wird.

Die beiden eingesetzten siRNA gegen MST4 konnten in der vom Hersteller empfohlenen Konzentration
von 5 nM sowohl nach neun (Abbildung 3-13 B) als auch bereits nach vier Tagen (Abbildung 3-13 A)
einen deutlichen Knockdown von MST4 auf Protein-Ebene erzielen . Nach vier Tagen waren nur noch
etwa 14 % (siMST4-A) bzw. 21 % (siMST4-B) des MST4 der Kontrollgruppe detektierbar. Nach neun
Tagen sank dieser Wert weiter auf 4 % (siMST4-A) bzw. 15 % (siMST4-B).
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Abbildung 3-13: Bereits vier Tage nach der Transfektion mit siRNA gegen MST4-mRNA wird ein
deutlicher Knockdown auf Protein-Ebene erreicht

Western Blot mit Proteinlysaten aus NRVCM, die einen Tag nach der Aussaat von je einer Millionen
Zellen pro Well einer 6-Well-Platte mit 5 nM mit siRNA gegen MST4 (siMST4-A und siMST4-B), GAPDH
(siPos) oder einer Kontroll-RNA (siNeg) behandelt wurden. Die Zellernte erfolgte vier Tage (A) oder
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neun Tage (B) nach der Transfektion. Durch beide siRNA gegen MST4 ist nach beiden
Transfektionszeitrdumen eine deutliche Abnahme von MST4 auf Protein-Ebene sichtbar. C zeigt den
Knockdown von GAPDH durch die Positivkontroll-siRNA. Dieser Versuch wurde zu Beginn zweimalig
durchgefihrt mit je n=3 pro Gruppe. Gezeigt werden jeweils reprasentative Western Blots.

3.6.3 Auswirkungen auf verschiedene Proteine der Apoptose
Das DNA-Reparatur-Enzym Poly (ADP-Ribose) Polymerase 1 (PARP1) ist eines der Hauptziele der

Apoptose. Durch aktivierte Caspasen wird es gespalten und aus dem 116 kDa groRen Protein entsteht

u.a. ein Fragment mit einer GrofSe von 89 kDa.

Fiir den programmierten Zelltod, Apoptose, spielen Mitglieder der Cystein-Aspartat-Protease-Familie
(Caspasen) eine zentrale Rolle. Durch verschiedene Stimuli wird die Apoptose der Zelle eingeleitet und
in diesem Rahmen werden die Pro-Caspasen gespalten und damit aktiviert. Die aktivierten Caspasen
spalten dann ihrerseits weitere pro-apoptotische Enzyme sowie Bestandteile der Zelle. Wichtige

Vertreter sind die Caspasen 3 und 7.

Apoptose findet sowohl in vivo als auch in Zellkultur dauerhaft auf einem gewissen Niveau statt. Durch
Interventionen kann die Rate an Apoptose erhdht oder vermindert werden, was z.B. anhand der

Spaltung von PARP1 und verschiedenen Caspasen gemessen werden kann.

Die adenovirale Uberexpression von MST4 in NRVCM (Abbildung 3-14 E) mit einhergehender Erhéhung
der Menge an phosphoryliertem und damit katalytisch aktivem MST4 um etwa den Faktor 10,5
(Abbildung 3-14 F) hemmt einige zentrale Schaltpunkte der Apoptose statistisch signifikant. So ist in
diesen Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen, die mit einem LacZ-Adenovirus infiziert wurden, der Anteil
von gespaltenem PARP1 im Vergleich zu ungespaltenem PARP1 bei etwa 73 % (Abbildung 3-14 A). Der
Anteil von aktivierter Caspase 7 betragt nur noch ca. 20 % (Abbildung 3-14 B). Auch die Spaltung von
Caspase 3 nimmt ab auf ca. 31 % fiir ein Spaltprodukt von 17 kDa GréRe (Abbildung 3-14 C) bzw. auf
48 % bei 19 kDa (Abbildung 3-14 D).

Wird MST4 hingegen mithilfe von siRNA gegen MST4-mRNA signifikant auf ca. 48 % (siMST4-A) bzw.
42 % (siMST4-B) reduziert (Abbildung 3-15 E), vermindert sich interessanterweise die Menge von
phosphoryliertem MST4 nicht signifikant (Abbildung 3-15 F). In der Folge kommt es auch zu keiner
statistisch signifikanten Regulation der bei der Uberexpression regulierten Schaltpunkte der Apoptose
(Abbildung 3-15 A, C, D). Lediglich eine der beiden eingesetzten MST4-siRNA (siMST4-A) zeigt eine

statistisch signifikante Zunahme von Spaltprodukten von Caspase 7 (Abbildung 3-15 B).
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Abbildung 3-14: Die adenovirale Uberexpression von MST4 in NRVCM hemmt zentrale Vorginge der
Apoptose

Western Blot mit Proteinlysaten aus NRVCM, die einen Tag nach der Aussaat von je einer Millionen
Zellen pro Well einer 6-Well-Platte mit 25 moi eines MST4-Adenovirus (AdMST4) oder eines
Kontrollvirus (AdLacZ) infiziert wurden. Es ist eine Abnahme von Spaltprodukten der Poly (ADP-ribose)
Protease 1 (c PARP1) im Vergleich zum vollstandigen (full-length) Enzym (fl PARP1) sowie der Caspasen
3 (c Casp3 / fl Casp3) und 7 (c Casp7 / fl Casp7) gezeigt. Beachtenswert ist auBerdem das in F gezeigte
verstarkte Vorkommen von phosphoryliertem und damit aktivem MST4, das mit dessen
Uberexpression (E) einhergeht. Es wurden 2 (E), 3 (B, D) bzw. 4 (A, C, E) unabhingige Experimente
ausgewertet mit je n=3 pro Gruppe. Gezeigt werden jeweils reprasentative Western Blots.

Seite 85



Ergebnisse

L. A . B
& 1.5- a4
< * %
; E g ~ 3k
o o 2 5
> -_1I— 8 8
3 2 1.0 80
o £ c £
- =T ]
| £ s c 29
n 2 'E lla
c = | =
e ¢ g
= =]
S 0.0 S
[ . o . . [ i
- siNeg siMST4-A siMST4-B = siNeg siMST4-A siMST4-B
fl PARPL [ = G e o o - w— = |1 kD3 fl Casp7 | wws o e o a - o | 35 kDa
s C s D
~ 3
= 1.5- — 2.0
(3] o
2 m 2 o
S 2 S 245
B S 1.0- 1 [ 3 S
@ £ & £ I
s ® 2 40 .
e =05- s =
w g w3
g @ £ = 05
£~ £°
(1 Q
2 00 2 0.0
& S|Neg _SiMST4-A_ 5|MST4 B & 5|Neg siMST4-A 5|MST4 B
o T
€ Casp3 17kDa ¢ Casp3 19 kDa
fl Casp3 — — — 35kDa fl Casp3 35 kDa
r E = F
o & 20-
& 1.5+ - & 20
e @
. wv
g : 1.5-
= =~
= 1.0 ]
s b=
: 210 —— I
g 0.5- J— F
£ £ 0%
2 F
s 0.0- 00 . .
] siNeg siMST4-A 5|MST4-B ® siNeg siMST4-A siMST4-B
MIST4 [ e e o e o e e 52 kDo pnasT4 [ R e B B | 52 kDa
GAPDH [ == == == == == == - == -~ |37kDa GAPDH | e e s s = o = o s | 37 kDa

Abbildung 3-15: Der Knockdown von MST4 mithilfe von siRNA fiihrt zu keiner signifikanten
Regulation der Apoptose

Western Blot mit Proteinlysaten aus NRVCM, die einen Tag nach der Aussaat von je einer Millionen
Zellen pro Well einer 6-Well-Platte mit 5 nM zwei verschiedenen siRNA gegen MST4-mRNA (siMST4-A
und siMST4-B) oder einer Kontroll-siRNA (siNeg) behandelt wurden. Es ist keine signifikante Regulation
der Spaltprodukte von PARP1 (A) und Casp3 (C, D) zu erkennen. Lediglich bei einer der zwei siRNA
gegen MST4-mRNA ist die Menge an Caspase 7 Spaltprodukten (c Casp7, B) erhéht. Eine mogliche
Erklarung fir die Ausbleibende Verminderung von phosphoryliertem und damit aktivem MST4 (F) trotz
Knockdown der Gesamtmenge von MST4 (E). Es wurden 2 (B, D) bzw. 4 (A, C, E, F) unabhangige
Experimente durchgefiihrt mit je n=3 pro Gruppe. Gezeigt werden jeweils reprasentative Western
Blots.
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3.6.4 Anfarbung von gespaltener Caspase 3
Gespaltene Caspase 3 lasst sich auch mithilfe der Immunfluoreszenz anfarben (Abbildung 3-16 B-C).

Das deutlich verminderte Vorkommen in Kardiomyozyten, die MST4 Uberexprimieren, zeigt sich auch
mit dieser Methode. Wahrend in Kontroll-Zellen ca. 15 % der Kardiomyozyten gespaltene Caspase 3
beinhalten, sind es bei den MST4-lberexprimierenden Zellen lediglich 3,4 %, was einer statistisch

signifikanten Reduktion auf ca. 22 % entspricht (Abbildung 3-16 A).
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Abbildung 3-16: MST4-Uberexpression fiihrt zu verminderter Anfirbung von gespaltener Caspase 3
Analyse von Immunfluoreszenz-Bildern von NRVCM, in denen entweder LacZ (AdLacZ) oder MST4
(AdMST4) adenoviral Uberexprimiert (A). Die fixierten Zellen wurden mit einem Antikérper (rot)
inkubiert, der ausschlieRlich an gespaltene Caspase 3 bindet sowie mit einem Fluoreszenz-gekoppelten
Sekundarantikorper. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) angefarbt. Die gespaltene Caspase 3 und
die Zellkerne wurden anschlieend auf Aufnahmen eines Fluoreszenz-Mikroskop Software-gestiitzt
gezahlt und ein Verhdltnis gebildet. Es wurden 3 unabhangige Versuche durchgefiihrt und je Gruppe
jeweils 30 Bilder mit einer 400-fachen VergréRerung aufgenommen und analysiert. B und C zeigen
reprasentative Bilder.

3.6.5 Viabilitats-Bestimmung mittels MTT-Assay

Das MTT-Assay bestimmt die Stoffwechselaktivitdt von Zellen in vitro, die mit der Viabilitat der Zellen
korreliert. Wie erwartbar nimmt die Viabilitdit der NRVCM in einem Hypoxie-Inkubator mit 1 %
Sauerstoff stark ab, auf etwa 69 % in der Gruppe des Kontrollvirus und 64 % in der MST4-Gruppe.
Insgesamt scheint es keinen statistisch signifikanten Unterschied in diesem Assay zu machen, ob MST4
Uberexprimiert wird oder nicht. Die Behandlung mit dem Inhibitor Hesperadin hingegen reduziert die
Viabilitat. In Normoxie auf 72 % in der LacZ-Gruppe und 64 % in der MST4-Gruppe. In Hypoxie ist keine
statistisch signifikante Veranderung sichtbar (Abbildung 3-17).
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Abbildung 3-17: Hesperadin reduziert die Viabilitdt von NRVCM

Analysen von MTT-Assays zur Viabilitdtsbestimmung von NRVCM, die 1. in Normoxie oder Hypoxie
(1 % Sauerstoff) inkubiert wurden, 2. mit einem Adenovirus infiziert wurden, der LacZ (AdLacZ) oder
MST4 (AdMST4) (berexprimiert und 3. mit dem Inhibitor Hesperadin behandelt wurden oder nur
dessen Losungsmittel DMSO. Pro Well einer 24-Well-Platte wurden 150.000 NRVCM ausgesat und
einen Tag spater mit den jeweiligen Viren infiziert und mit dem Inhibitor bzw. der Kontrolle behandelt.
Einen weiteren Tag spater wurde die Hypoxie-Gruppe in einen Inkubator mit 1% Sauerstoff
transferiert. Zwei Tage darauf wurde das MTT-Reagenz hinzugefligt und die Wells photometrisch
ausgewertet und auf die Stoffwechselaktivitdt von komplett unbehandelten NRVCM normalisiert. Es
wurden 4 unabhéangige Versuche mit je n=6 durchgefiihrt.

3.6.6 Auswirkung auf die Expression von TAZ
Ein zentraler Signalweg von Zellen ist der Hippo-Signalweg, der bei Aktivierung zu einer

Phosphorylierung von TAZ fiihrt, die in einem Abbau von TAZ resultiert. Dadurch kann TAZ nicht mehr

aus dem Zytosol in den Kern translozieren um dort als Transkriptionsfaktor zu wirken.

Eine Uberexpression von MST4 fiihrt zu einer leicht erhéhten Expression von TAZ im Vergleich zur
Kontrollgruppe um ca. 18 %, die jedoch nicht statistisch signifikant ist. Die Behandlung mit dem
Inhibitor Hesperadin flihrt wider Erwarten zu einer statistisch signifikanten Erhéhung der TAZ-
Expression um ca. 60 %, die durch gleichzeitige Uberexpression von MST4 wieder auf etwa den Wert

der Kontrollgruppe abnimmt (Abbildung 3-18 A).
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Beim Knockdown von MST4 mit siRNA konnte eines der eingesetzten Konstrukte (siMST4-B) eine
Reduktion der der TAZ-Expression um ca. ein Viertel erzielen. NRVCM, die mit dem anderen Konstrukt
behandelt wurden, zeigten keinen Unterschied in der TAZ-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe

(Abbildung 3-18 B).
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Abbildung 3-18: Der Knockdown von MST4 reduziert die Expression von TAZ

Western Blot mit Proteinlysaten aus NRVCM, die einen Tag nach der Aussaat von je einer Millionen
Zellen pro Well einer 6-Well-Platte mit Adenoviren und Inhibitor (A) oder siRNA (B) behandelt wurden.
Es wurden 25 moi eines Adenovirus eingesetzt, der LacZ (AdLacZ) oder MST4 (AdMSTA4)
Uberexprimiert. Die Konzentration des Inhibitors Hesperadin betrug 100 nM (+Hes). Die siRNA wurde
mit einer Konzentration von 5 nM eingesetzt und richtete sich gegen MST4-mRNA (siMST4-A und
siMST4-B) oder war eine Kontroll-siRNA (siNeg). Es wurden 4 unabhdngige Experimente durchgefiihrt
mit je n=3 pro Gruppe. Es handelt sich um die gleichen Zellen wie in Abbildung 3-14 und Abbildung
3-15. Gezeigt werden jeweils reprasentative Western Blots.

3.6.7 Bestimmung der ZellgréRe

Kardiomyozyten sind weitestgehend postmitotische Zellen, daher spielt in regulativen Prozessen
insbesondere die GroRe der einzelnen Zelle eine Rolle. Diese ldsst sich auch in vitro an isolierten
NRVCM messen. Werden NRVCM adenoviral zu einer Uberexpression von MST4 gebracht, so sind die
Zellen im Schnitt ca. 13 % groRer als Kontrollzellen, die LacZ tiberexprimieren. Wird eine Hypertrophie
bereits chemisch durch den Adrenozeptor-Agonisten Phenylephrin induziert (Zunahme um ca. 18 %
LacZ vs. LacZ+PE), l3sst sich bei zusatzlicher MST4-Uberexpression noch eine leichte GréRenzunahme

von ca. 4 % beobachten (Abbildung 3-19).
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Abbildung 3-19: MST4-Uberexpression fiihrt zu Hypertrophie in NRVCM

Analyse von Immunfluoreszenz-Bildern von NRVCM, in denen entweder LacZ (AdLacZ) oder MST4
(AdMST4) adenoviral (iberexprimiert wurde und die teilweise zusatzlich mit Phenylephrin (+PE)
behandelt wurden. Zur Bestimmung der ZellgroRe wurden die Zellen mit einem Antikorper gegen den
Zytoskelett-Bestandteil a-Actinin und einem Fluoreszenz-gekoppelten Sekundarantikdrper inkubiert.
Die Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt. Die Zellen wurden anschlieBend auf Aufnahmen eines
Fluoreszenz-Mikroskop Software-gestiitzt vermessen. Es wurden nur mononukledre Zellen mit einer
GroRe zwischen 150 und 3.000 pm? eingeschlossen. Die unter dem Graph notierte Gesamtzahl der
vermessenen Zellen pro Gruppe stammt aus 3 unabhangigen Versuchen. Gezeigt werden rechts jeweils
reprasentative Bilder.

3.6.8 Auswirkungen auf die Expression fetaler Gene
Im Kontext der Entwicklung der pathologischen Hypertrophie werden einige Gene re-exprimiert, die

eigentlich v.a. wahrend der Herzentwicklung eine Rolle spielen. Wichtige Vertreter sind die Gene
NPPA, NPPB und RCAN1.4. Die beiden erstgenannten kodieren fiir die natriuretischen Peptide A und
B. RT-Pro-BNP, das Produkt von NPPB, wird auch in der klinischen Routinediagnostik der
Herzinsuffizienz als Biomarker verwendet. RCAN1.4 ist ein Surrogatparameter fiir die Aktivitdt der

Phosphatase Calcineurin, einer zentralen Vermittlerin des pathologischen Remodelings.

Durch die Uberexpression von MST4 ist die Expression dieser Gene auf mRNA-Ebene allerdings nicht
statistisch signifikant verdandert (Abbildung 3-20), sodass es keine Hinweise darauf gibt, dass die durch

MST4 ausgeldste Hypertrophie (Abbildung 3-19) lber diese Signalwege vermittelt wird.
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Abbildung 3-20: MST4-Uberexpression hat keine Auswirkung auf die mRNA-Expression der fetale
Gene NPPA, NPPB und RCAN1.4

Analyse von gPCR-Daten von NRVCM, die einen Tag nach der Aussaat von je 750.000 Zellen pro Well
einer 6-Well-Platte mit 50 moi eines MST4-Adenovirus (AdMST4) oder eines Kontrollvirus (AdLacZ)
infiziert wurden. In einer Multiplex-qRT-PCR wurde die mRNA-Expression der fetalen Gene NPPA,
NPPB und RCAN1.4 ermittelt. Diese ist nicht statistisch signifikant reguliert. Die Daten stammen von 3
unabhangigen Versuchen mit je 3 Replikaten pro Gruppe.

3.6.9 Auswirkungen auf Kontraktilitdt und Calciumhaushalt
Isolierte Kardiomyozyten von adulten Ratten lassen sich mithilfe des lonoptix-Systems elektrisch

stimulieren und dabei auf das Kontraktionsverhalten auf Zell- und Sarkomer-Ebene sowie zelluldre
Calciumstrome untersuchen (Abbildung 3-21). Ebenso wie in den vorangegangenen Versuchen wurde
MST4 bzw. das Kontrollprotein LacZ mithilfe eines adenoviralen Vektors liberexprimiert (Abbildung
3-21 A), um die Auswirkungen auf verschiedene Parameter der Kontraktion und Calciumstrome zu

ermitteln. In einigen Versuchen wurde aullerdem der Inhibitor Hesperadin hinzugegeben.

Bei einer Uberexpression von MST4 konnten Verbesserungen von mehreren Parametern des
Kontraktionszyklus gezeigt werden. Die relative Verkirzung der Sarkomere bzw. der einzelnen Zelle
stellt auf Organebene die Inotropie der kardialen Kontraktion dar. Bei einer Uberexpression von MST4
ist diese auf Zell-Ebene um etwa 23 % (Abbildung 3-22 A) und auf Sarkomer-Ebene um etwa 29 %
erhoht (Abbildung 3-22 B).
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Auch die Zeit bis zur maximalen Kontraktion des Herzens tragt bei konstanter Frequenz zur Inotropie
bei. Auf Zell-Ebene konnte das Kontraktionsmaximum bei MST4-Uberexpression ca. 20 ms bzw. 10 %
eher erreicht werden (Abbildung 3-22 C), auf Sarkomer-Ebene trat dieses ca. 23 ms bzw. 12 % friher

ein (Abbildung 3-22 D).

Ebenso konnte bei der diastolischen Funktion ein Trend zu einer Verbesserung, d.h. zu einer rascheren
Relaxation der Zelle gesehen werden. Signifikante Verdanderungen gab es bei der Zeit bis zur maximalen
Relaxationsgeschwindigkeit der Zelle, die bei MST4-Uberexpression etwa 40 ms bzw. 13 % eher
erreicht wurde (Abbildung 3-22 E). Auf Sarkomer-Ebene war diese Veranderung nicht statistisch

signifikant (Abbildung 3-22 F).

Die Behandlung mit dem Inhibitor Hesperadin fiihrte zu keinen statistisch signifikanten Veranderungen

in Bezug auf die Kontraktilitat.

Die alleinige MST4-Uberexpression konnte im Vergleich zur LacZ-Kontrolle keine statistisch
signifikanten Veranderungen der Parameter Calciumstrome hervorrufen (Abbildung 3-23). Lediglich in
Kombination mit Hesperadin fanden sich hier statistisch signifikante Verdnderungen: Die
Calciumkonzentrationen sowohl in der Diastole (Abbildung 3-23 A) als auch in der Systole (Abbildung
3-23 B) sowie deren Differenz (Abbildung 3-23 C) waren gegenliiber der alleinigen MST4-Expression
leicht erhoht. Die Geschwindigkeit des Calcium-Einstroms war erhéht (Abbildung 3-23 E), des
Ausstroms hingegen vermindert (Abbildung 3-23 G). Dafiir wurde die hochste Geschwindigkeit des

Calcium-Ausstroms signifikant eher erreicht (Abbildung 3-23 H).
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Abbildung 3-21: Uberexpression von MST4 in ARVCM und elektrische Stimulation

A zeigt exemplarisch den Effekt der adenoviralen Uberexpression mit 500 moi von MST4 in ARVCM
anhand eines Western Blots. B und C zeigen eine isolierte Kardiomyozyte aus einer adulten Ratte im
relaxierten (B) und kontrahierten Zustand (C). Die schwarzen Striche in C zeigen zum Vergleich die
Lange der Zelle im relaxierten Zustand. D-F zeigen exemplarische Kurven der Lange der gesamten Zelle
(D), des Sarkomers (E) und der Calciumkonzentration (F) bei einer Stimulation von 2 Hz.
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Abbildung 3-22: MST4-Uberexpression verbessert Parameter der Kontraktion von Kardiomyozyten
Kontraktionsanalysen mithilfe des lonOptix-Systems von isolierten Kardiomyozyten adulter Ratten, in
denen entweder das Kontrollgen LacZ (AdLacZ) oder MST4 (AdMST4) mit 500 moi adenoviral
Uberexprimiert wurde. Die Zellen wurden mit einer Frequenz von 2 Hz und einer biphasischen
Spannung von 10 V elektrisch stimuliert. Flr die Abbildungen auf der linken Seite (A,C,E) wurde jeweils
die ganze Zelle analysiert, fir die auf der rechten Seite (B,D,F) wurden vom System jeweils wenige
Sarkomere einer Zelle erfasst und gemittelt. Jeder Datenpunkt stammt von einer vermessenen Zelle,
bei der jeweils ca. 20-50 Kontraktionen gemittelt wurden. Es wurden 3 unabhidngige Versuche
durchgefiihrt und jeweils ca. 10-20 Zellen pro Gruppe vermessen.
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Abbildung 3-23: Die Behandlung von MST4-iiberexprimierenden Zellen mit Hesperadin fiihrt zu
veranderten Calciumstromen und -konzentrationen
Analyse von Calciumstromen mithilfe des lonOptix-Systems in Verbindung mit dem Farbstoff Fura-
2AM von isolierten Kardiomyozyten adulter Ratten, in denen entweder das Kontrollgen LacZ (AdLacZ)
oder MST4 (AdMST4) mit 500 moi adenoviral Gberexprimiert wurde. Zusatzlich wurde entweder
100 nM Hesperadin (+Hes) oder nur dessen Losungsmittel DMSO hinzugegeben. Die Zellen wurden mit
einer Frequenz von 2 Hz und einer biphasischen Spannung von 10V elektrisch stimuliert. Jeder
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Datenpunkt stammt von einer vermessenen Zelle, bei der jeweils ca. 20-50 Kontraktionen gemittelt
wurden. Es wurden 3 unabhangige Versuche durchgefiihrt und jeweils ca. 10-20 Zellen pro Gruppe
vermessen.

3.7 Auswirkungen der Uberexpression von MST4 und der Hemmung durch
Hesperadin auf das Phosphoproteom in NRVCM

MST4 ist eine Kinase, zu der insgesamt sehr wenig bekannt ist und die in Kardiomyozyten bisher noch

gar nicht charakterisiert wurde. Nach Gewinnung der in den vorangegangenen Abschnitten

beschriebenen Erkenntnisse gibt es daher eine Vielzahl an moglichen mechanistischen Erklarungen zur

Rolle von MST4. Um diese weiter einzugrenzen und insbesondere Ergebnisse zu moglichen

Kinasesubstraten zu generieren, eignet sich die Untersuchung des Phosphoproteoms — also der

Gesamtheit an Peptiden, Proteinen und Phosphorilierungsstellen.

3.7.1 Massenspektrometrie und explorative Datenanalyse
Die an die Firma Proteome Sciences, London, libersandten Proteinlysate aus NRVCM wurden dort

erneut auf ihre Konzentration und Qualitat Gberprift. Die festgestellten Proteinkonzentrationen lagen
zwischen 1,5 und 2,9 pg/pl. Somit standen 1.078-1.865 pg Protein fir die weitere Analyse zur
Verfligung. Auch die folgende Gelelektrophorese mit einer geringen Menge aus jeder Probe zeigte sehr

homogene Banden, die Indikator fiir eine gute Probenqualitat sind.

Die Proben wurden markiert und mithilfe der Massenspektrometrie analysiert. Es wurden insgesamt
74.721 Peptidsequenzen, 20.973 Phosphopeptide und 4.708 Proteingruppen identifiziert. Davon
wurden in allen Gruppen 39.715 Peptidsequenzen, 8.661 Phosphopeptide und 2.753 Proteingruppen

identifiziert und konnten fir die Quantifizierung herangezogen werden.

Die Qualitat der Rohdaten wurde anhand der Standardabweichungen, Interquartilabstande, Anteile an
fehlenden Peptid-Werten sowie der Korrelation innerhalb der jeweiligen Replikate beurteilt. Dabei
konnte eine hohe Qualitat der Rohdaten festgestellt werden und keine Probe musste als Ausreil3er von

der weiteren Analyse ausgeschlossen werden.

Die explorative Datenanalyse mithilfe der Hauptkomponentenanalyse wurde auf allen drei
betrachteten Ebenen — Peptide, Phosphopeptide und Proteine — durchgefiihrt. Dadurch konnten
Effekte des Messverfahrens korrigiert werden. AnschlieBend konnte festgestellt werden, dass die
Varianz innerhalb der Replikate der einzelnen Versuchsgruppen sehr gering ist. Eine erneute
Hauptkomponentenanalyse zeigte deutliche Cluster der einzelnen Versuchsgruppen auf allen drei

betrachteten Ebenen.

Fiir die statistische Analyse wurden fir die verschiedenen Kontraste Grenzen fiir Signifikanzwerte (p-

Werte) und Veranderung (FC-Wert) festgelegt(Tabelle 3-1).
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Verglichene Gruppen p-Wert FC-Wert
(Kontrast) Peptide | Phospho- | Proteine | Peptide | Phospho- | Proteine
peptide peptide

1| MST448 hvs. LacZ48 h <0,01 <0,01 <0,05 >1,4 >1,4 >1,3

2 | MST472hvs.LacZ72h <0,001 |<0,001 |[<0,001 |>1,8 >1,7 >1,3

3 | MST4+Hes72hvs.lLacZ72 h <0,001 [ <0,001 | <0001 |{>1,8 >1,7 >1,3

4 | MST4 + Hes 72 hvs. MST4 72 h <0,001 [ <0,001 | <0001 |{>1,8 >1,7 >1,3

5| (MST4 48h vs. LacZ 48h) vs. | <0,001 | <0,001 |<0,001 |>1,8 >1,7 >1,3

(MST4 72 hvs. LacZ 72 h)
6 | Unbehandelt 72 hvs. LacZ72 h <0,001 |<0,001 |[<0,001 |>1,8 >1,7 >1,3

Tabelle 3-1: Definierte Kontraste sowie Grenzwerte von p-Wert und FC-Wert fiir die explorative
Datenanalyse

Anhand der signifikant regulierten Peptide, Phosphopeptide und Proteine wurden Cluster-Heatmaps
erstellt, die sehr gut die einzelnen Versuchsgruppen gegeneinander abgrenzen und die Replikate
zusammen gruppieren (Abbildung 3-24). Auf allen drei Ebenen kann gesehen werden, dass die
Zusammensetzung der Regulation beinahe gegenteilig ist zwischen der Gruppe ,MST4 72 h” und
,MST4 + Hes 72 h“. Das spricht fiir die Annahme, dass die Uberexpression von MST4 und die Inhibition
der Kinase gegenteilige Effekte haben. Weiterhin werden die frihe und die spate MST4-Gruppe auf
allen drei Ebenen nah beieinander gruppiert. In diesem Cluster befindet sich allerdings auRerdem noch
die friihe LacZ-Kontrollgruppe. Die Dauer der Kultivierung der NRVCM scheint einen grolRen Einfluss
auf diese zu haben, wie man an der groReren Distanz der beiden LacZ-Kontrollgruppen zueinander
sieht. Der Effekt ist deutlich gréRer als die reine Virusinfektion, da die nach 72 h geerntete LacZ-Gruppe
auf allen drei Ebenen stark der komplett unbehandelten Gruppe, die ebenfalls nach 72 h geerntet
wurde, ahnelt. Die Gruppe mit Hesperadin dhnelt zwar diesen beiden Kontrollgruppen mehr als den
MST4-Gruppen. Allerdings sind die Unterschiede dennoch relativ grof3, was dafiir spricht, dass die
eingesetzte Konzentration des Inhibitors nicht exakt den Effekt der gleichzeitigen MST4-
Uberexpression ausgleicht, sondern noch weitere Effekte dariiber hinaus hat. Diese beziehen sich
entweder auf das endogene MST4, das in den Kontrollgruppen unbeeinflusst ist, oder auch auf andere

Kinasen.
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Abbildung 3-24 Cluster-Heatmaps anhand der signifikant regulierten Peptide (A), Phosphopeptide
(B) und Proteine (C)

Die Cluster-Heatmaps auf der Basis der im Kontrast 4 (MST4 + Hes 72 h vs. MST4 72 h) signifikant
regulierten Peptide, Phosphopeptide und Proteine zeigen sehr gut den Effekt der Behandlung der
jeweiligen Versuchsgruppen. Die Replikate gruppieren jeweils dicht zusammen. AuRerdem werden die
Effekte der Dauer der Kultivierung der NRVCM, der Uberexpression von MST4 und des Inhibitors
Hesperadin sichtbar.

3.7.2 Funktionelle Analyse

Mithilfe eines biostatistischen Tools zur funktionellen Analyse der Firma Proteome Sciences, London,
wurden die generierten Daten weiter untersucht. Dazu wurde die Datenbank Gene Ontology genutzt.
Es wurden biologische Prozesse (GO_BP), zellulare Komponenten (GO_CC), molekulare Funktionen
(GO_MF), Signalwege und Kinasesubstrate untersucht. In jeder dieser Gruppen gibt es Untergruppen,
in denen hinterlegt ist, welche Gene bzw. Genprodukte jeweils eine Rolle spielen (Annotations).
Beispielsweise gibt es in der Gruppe der biologischen Prozesse die Untergruppe ,cardiac muscle
contraction”, der insgesamt 132 Gene zugeordnet sind. Dazu gehéren z.B. ADRA1A (adrenergic
receptor, alpha 1a), MYH7 (myosin, heavy polypeptide 7, cardiac muscle, beta), RYR2 (ryanodine
receptor 2, cardiac) und TNNT2 (troponin T2, cardiac). Finden sich in einem der Kontraste signifikant
mehr regulierte Elemente (entsprechend der oben definierten Grenzen fiir p-Wert und FC-Wert), wird
die jeweilige Untergruppe als signifikant reguliert ausgegeben. Dazu wird die Gesamtheit aller nicht-

regulierten Elemente als Hintergrund zur Signifikanzbestimmung genutzt.

Es wurden also anhand der sechs Kontraste, der drei Ebenen (Peptide, Phosphopeptide, Proteine) und
der fiinf GO-Gruppen 90 Analysen durchgefiihrt, in denen eine Vielzahl an regulierten Untergruppen
identifiziert wurden. Grundsatzlich sind Proteinsynthese-assoziierte Untergruppen in allen Kontrasten
und auf allen Ebenen haufig reguliert. Die Aufzahlung aller Ergebnisse wiirde den Umfang dieser Arbeit
sprengen und daher werden im Folgenden einige ausgewahlte Untergruppen aufgefiihrt. Tabellen mit

bis zu 20 der am starksten veranderten Untergruppen pro Analyse sind im Anhang unter 13.1 zu finden.
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3.7.2.1 Kontrast 1: MST4 48 h vs. LacZ 48 h

In diesem Kontrast lassen sich frihe MST4-Effekte beobachten. Auf allen Ebenen stechen besonders
Untergruppen heraus, die etwas mit dem Zytoskelett und der Plasmamembran zu tun haben.
Weiterhin sind Untergruppen reguliert, die mit der Zell-Zell-Interaktion in Zusammenhang stehen. Das
dritte groBere Cluster, das auffillt, sind Untergruppen die mit Kinaseaktivitdt verbunden werden

kénnen. Aullerdem finden sich viele Untergruppen, die im Kontext der Proteinsynthese reguliert sind

(siehe Anhang 13.1.1).

Peptide Phosphopeptide Proteine
Zytoskelett/ Microtubule, cytoskeleton Z disc, actin cytoskeleton, muscle contraction,
organization, cardiac muscle sarcoplasmic reticulum, actin cytoykeleton organization,
Membran contraction, regulation of cell filament, myofibril, actin filament organization,
shape, Z disc, actin filament, intermediate filament, plasma regulation of cell shape, actin
cytoskeleton, sarcolemma, membrane, actin binding, actin | filament, muscle myosin
myofibril, stress fiber, actin filament binding complex, actin filament
filament binding, microtubule binding, myosin binding
binding, structural constituent
of cytoskeleton, laminin
binding, muscle contraction,
striated muscle contraction,
cellular response to stress
Zell-Zell- cell-cell adherens junction, cell junction, intercalated disc, | cell adhesion, adherens
intercalated disc, gap junction adherens junction, focal junction, cell-cell junction, c-
Interaktion assembly, gap junction adhesion, bicellular tight src mediated regulation of
trafficing junction Cx43 function and closure of
gap junctions, regulation of
gap junction activity
Kinase protein serine/threonine Protein phosphorylation, protein phosphorylation,
kinase activity, protein C protein serine/threonine
kinase binding, protein kinase kinase activity, protein kinase C
binding, ATP binding binding, CDC2

Tabelle 3-2: Ausgewahlte regulierte Untergruppen Kontrast 1

3.7.2.2

Kontrast 2: MST4 72 hvs. LacZ72 h

Nach 72 Stunden in Zellkultur finden sich erheblich weniger signifikant regulierte Untergruppen wenn
man die LacZ-Kontrollgruppe mit der MST4-Gruppe vergleicht. Auf Peptid-Ebene spielen erneut das

Zytoskelett und die Plasmamembran eine besondere Rolle.

Auf Phospho-Ebene zeigen sich ebenfalls Regulationen im Zytoskelett. Bei den molekularen
Funktionen gibt es zwar nur eine signifikant regulierte Untergruppe, diese ist jedoch im kardialen
Kontext besonders spannend: ,ion channel binding“. Gleiches gilt fiir die einzige signifikant regulierte

Untergruppe in der Gruppe der Kinasesubstrate: ,PKC“.

Auf Protein-Ebene ist neben den in der Tabelle gezeigten Untergruppen ,apoptotic process” vor dem

Hintergrund der in den Abschnitten 3.6.3 und 3.6.4 beschriebenen Daten besonders spannend.
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Peptide Phosphopeptide Proteine
Zytoskelett/ | Regualtion of cell shape, Z disc, stress fiber, actin Actin filament bundle assembly,
integral component of cytoskeleton, ion channel T-tubule, A band, integrin cell
Membran membrane, actin filament, binding surface interactionsm,

stress fiber, microtubule, Z disc,
integral component of plasma
membrane, cytoskeletal protein

binding
Zell-Zell- focal adhesion, cell junction organization,
Interaktion
Kinase PKC

Tabelle 3-3: Ausgewahlte regulierte Untergruppen Kontrast 2

3.7.23 Kontrast 3: MST4 + Hes 72 hvs. LacZ 72 h

In diesem Vergleich finden sich insgesamt sehr wenig regulierte Untergruppen, was fiir eine Aufhebung
des Effektes der MST4-Uberexpression durch den Inhibitor Hesperadin spricht. Auf Peptid- und
Protein-Ebene fallen hauptsachlich Proteinsynthese-assoziierte Untergruppen auf. Aber auch einige
Zytoskelett-assoziierte Gruppen sind signifikant reguliert, wie ,actin filament”, ,focal adhesion” und

Ill

»,microtubule”, ,,myofibril“, ,actin filament binding”.

Auf Phosphopeptid-Ebene gibt es (iberhaupt keine signifikant regulierten Gruppen, was sehr fiir eine

Aufhebung der Kinase-Effekte durch Hesperadin spricht.

3.7.24 Kontrast 4: MST4 + Hes 72 h vs. MST4 72 h
Dieser Kontrast zeigt mogliche MST4-Effekte im Vergleich zur Hemmung der MST4-Aktivitdt durch
Hesperadin. Hier findet sich eine Vielzahl an regulierten Untergruppen. Erwahnenswert ist, dass PKC

nicht unter den regulierten Untergruppen auftaucht.

Peptide Phosphopeptide Proteine

Zytoskelett/ | Integral component of Z disc, actin filament binding, Cardiac muscle contraction,
membrane, actin filament, cellular response to mechanical

Membran microtubule, protein binding, stimulus, actin cytoskeleton,
actin filament binding, ATPase caveola, integral component of
activity coupled to membrane, A band, actin
transmembrane movement of filament, anchored component
substances, Muscle contraction, of membrane, actin filament
Cellular responses to stress binding,

Zell-Zell- bicellular tight junction, focal
adhesion,

Interaktion

Kinase protein kinase binding

Tabelle 3-4: Ausgewabhlte regulierte Untergruppen Kontrast 4
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3.7.2.5 Kontrast 5: (MST4 48 h vs. LacZ 48 h) vs. (MST4 72 h vs. LacZ 72 h)

In diesem Kontrast werden méglicherweise Effekte der MST4-Uberexpression im Zeitverlauf sichtbar.
Allerdings muss bedacht werden, dass sich primare Kardiomyozyten in Kultur stark verdndern (Ravi et
al., 2021), sodass moglicherweise diese Verdanderungen MST4-Effekte Gberlagern bzw. hinzukommen.
Zu diesen gehoren u.a. Proteinsynthese-assoziierte Untergruppen. AuRerdem ist auf Protein-Ebene

»apoptotic process” reguliert.

Peptide Phosphopeptide Proteine
Zytoskelett/ | Microtubule cytoskeleton sarcolemma, caveola, integral
organization, caveola, component of membrane,
Membran microtubule, Z disc, stress fiber, intermediate filament, sodium-
actin filament, cytoskeleton, potassium-exchanging ATPase
sarcolemma, extracellular complex, Z disc

response, integral component
of plasma membrane, integrin
binding, protein binding, actin
filament binding,

Zell-Zell- intercalated disc, cell-cell cell-cell adherens junction, cell adhesion
adherens junction, focal intercalated disc
Interaktion | adhesion, Gap junction
trafficking and regulation

Kinase PKC

Tabelle 3-5: Ausgewabhlte regulierte Untergruppen Kontrast 5

3.7.2.6 Kontrast 6: Unbehandelt 72 h vs. LacZ 72 h

Die komplett unbehandelten Zellen wurden in diesem Versuch — anders als in den meisten anderen
Versuchen — mit untersucht, weil dadurch in der Datenanalyse die reinen Effekte der Behandlung mit
einem Adenovirus besser ,herausgefiltert” werden konnten. Dieser letzte Kontrast ist daher im zwar
MST4-Kontext uninteressant, zeigt jedoch noch einmal die Relevanz einer Negativkontrolle mit
Adenovirus. Es kommt namlich bereits durch die Virusinfektion zu einer starken zelluldren Reaktion,
die in der Regulation einer Vielzahl von Untergruppen mindet. Diese Regulationen kdnnen unter

13.1.6 eingesehen werden, sollen aber an dieser Stelle nicht weiter vertieft werden.

3.7.3 Mégliche Kinasesubstrate von MST4
Es gibt bisher noch keine publizierten Untersuchungen zu MST4 im kardialen Kontext, daher gibt es

auch noch keine Erkenntnisse zu moglichen Kinasesubstraten von MST4 in Kardiomyozyten, die in

diesem Versuch Gberprift werden konnten.

Die Kinase MST4 selbst besitzt einige Aminosauren, die phosphoryliert werden kénnen. Bei einigen ist
auch eine Autophosphorylierung beschrieben. Die Gesamtphosphorylierung von MST4 nahm durch
deren Uberexpression zu und durch den Inhibitor Hesperadin deutlich ab. Allerdings galt dies nicht fiir
Threonin an Position 178 (T178), das in zwei Peptiden identifiziert werden konnte: Nach 48 h war diese
Position in der MST4-Gruppe etwa 4,14- bzw. 13,74-fach starker phosphoryliert im Vergleich zur LacZ-

Seite 101



Ergebnisse

Gruppe (Kontrast 1). Diese vermehrte Phosphorylierung blieb im Zeitverlauf einigermaRen stabil. Nach
72 h war T178 3,1- bzw. 8,1-fach starker phosphoryliert (Kontrast 2). Im Zeitverlauf handelt es sich um
keine statistisch signifikante Veranderung (Kontrast 5). In Anwesenheit des Inhibitors Hesperadin war
diese Position jedoch in einem der beiden Peptide statistisch signifikant vermehrt phosphoryliert,
sowohl im Vergleich zur LacZ-Gruppe (3,03-fach, Kontrast 3) als auch im Vergleich zur MST4-Gruppe
(1,43-fach, Kontrast 4). Weitere in Kontrast 2 signifikant regulierte Phosphorylierungsstellen von MST4
sind in folgender Tabelle aufgefiihrt (der Ubersichtlichkeit halber ist auRer bei T178 nur das in Kontrast

2 jeweils am starksten regulierte Peptid gezeigt):

Protein Phosphorylierung Log»(FC) der Kontraste
1 2 4
Mammalian Ste20-Like Protein Kinase 4 S$304;S309 -0,40
Mammalian Ste20-Like Protein Kinase 4 S300;5304 3,42 -0,35
Mammalian Ste20-Like Protein Kinase 4 S246 3,02 -0,78
Mammalian Ste20-Like Protein Kinase 4 S304 2,28 -0,36
Mammalian Ste20-Like Protein Kinase 4 S$300;5304;S306 3,49 3,77 -0,54
Mammalian Ste20-Like Protein Kinase 3 | 4 S34 2,53 3,36
Mammalian Ste20-Like Protein Kinase 4 $300;5304;S309 2,01 3,18 -0,47
Mammalian Ste20-Like Protein Kinase 4 T178 3,78 3,01 0,57
Mammalian Ste20-Like Protein Kinase 3 | 4 5282 2,26 2,89
Mammalian Ste20-Like Protein Kinase 4 S300 2,33 2,66 -0,23
Mammalian Ste20-Like Protein Kinase 4 S309 1,75 2,51 -0,18
Mammalian Ste20-Like Protein Kinase 4 S$304;5306;S309 2,27 2,50 -0,34
Mammalian Ste20-Like Protein Kinase 4 5260 1,77 2,44 -0,71
Mammalian Ste20-Like Protein Kinase 4 S300;5309 1,75 2,23 -0,18
Mammalian Ste20-Like Protein Kinase 3 | 4 T172 2,03 2,02 0,33
Mammalian Ste20-Like Protein Kinase 4 T178 2,05 1,63 0,65

Tabelle 3-6: Identifizierte Phosphorylierungsstellen von MST4

Fiinf der hier aufgefiihrten Phosphorylierungsstellen sind bisher in der Datenbank UniProt nicht
bekannt. Diese Positionen sind in der Tabelle unterstrichen. Lediglich fur T178 (fett marktiert)
existieren Beschreibungen der funktionellen Bedeutung, die (iber die reine Identifizierung in
Phosphoproteomics-Untersuchungen hinausgehen. Die Phosphorylierungsstellen S300, S3004, S306
und S309 sind so dicht zusammen, dass sie in verschiedenen Peptiden gemeinsam identifiziert wurden

und daher in dieser Tabelle mehrfach genannt werden.

Um mogliche Kinasesubstrate zu identifizieren, wurden die Ergebnisse der Peptide nach folgenden
Kriterien gefiltert: Die Peptide waren nach 48 h vermehrt phosphoryliert (Kontrast 1). Diese vermehrte
Phosphorylierung war auch statistisch signifikant (p < 0,01) nach 72 h zu finden (Kontrast 2). Nach
Behandlung mit dem Inhibitor Hesperadin war diese Phosphorylierungsstelle statistisch signifikant

(p < 0,01) weniger phosphoryliert (Kontrast 4). Von den knapp 170 Peptiden, auf die diese Kriterien
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zutrafen, sind die 50 Peptide in folgender Tabelle aufgefiihrt, die nach 72 h am starksten signifikant

vermehrt phosphoryliert waren:

Log,(FC) der Kontraste

Protein I?hosphory-
lierung

Mammalian Ste20-Like Protein Kinase 3|4 S34
Actin filament-associated protein 1-like 1 5384
Mammalian Ste20-Like Protein Kinase 4 S260
Mitochondrial fission 1 protein S29
Actin-binding Rho-activating protein S77

EH domain-containing protein 2 S468
Aflatoxin B1 aldehyde reductase member 2 $263
Low density lipoprotein receptor adapter protein 1 S14
Eukaryotic translation initiation factor 5 T178

WAS/WASL-interacting protein family member 3

$3487?;53507?

Prostaglandin E synthase 3

S85

ATP synthase subunit alpha, mitochondrial S53
Palladin (Fragment) S170
Band 4.1-like protein 1 S639
Desmin S68
Saccharopine dehydrogenase-like oxidoreductase S209
Band 4.1-like protein 1 S6847?;T6857?
Phospholemman S827;5837
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q S$159
Arginine-glutamic acid dipeptide repeats protein S612
Roundabout homolog 1 $1055
ADP-ribosylation factor GTPase-activating protein 3 S$312
Actin filament-associated protein 1-like 1 $328
Gap junction alpha-1 protein $262
Coxsackievirus and adenovirus receptor homolog S332
Voltage-dependent L-type calcium channel subunit beta-2 S510
Elongation factor 2 157
Connector enhancer of kinase suppressor of ras 2 $325
Glycerol-3-phosphate acyltransferase 1, mitochondrial S695
UBX domain-containing protein 1 $200
Rho GTPase-activating protein 7 $86;S89
cAMP-specific 3',5'-cyclic phosphodiesterase 4A S152

A-kinase anchor protein 6

S7447?;5745?

Band 4.1-like protein 1

5441?;54437?

Plectin S4409
Arginine-glutamic acid dipeptide repeats protein S655
Proenkephalin-A S251
Band 4.1-like protein 1 S648
Actin filament-associated protein 1-like 1 S97
Muscarinic acetylcholine receptor M2 S232
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Protein F?hosphory- Log(FC) der Kontraste
lierung 1 2 4
PDZ domain-containing protein 2 51902 0,14 0,69 _
Caveolae-associated protein 2 S287 0,04 0,69 -0,61
Serine/arginine-rich splicing factor 2 T25 0,16 0,68 -0,61
Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding protein S234 0,40 0,68 -0,50
Junction plakoglobin S665;5671 0,28 0,68 -0,50
E3 ubiquitin-protein ligase UBR4 S$362 0,62 0,68 -
Band 4.1-like protein 1 S546 0,32 0,66 -0,43
Caveolae-associated protein 2 $202?;5203? 0,52 0,66 -0,62
Roundabout homolog 1 S940 0,41 0,65 -0,56
Sodium/hydrogen exchanger 1 S697 0,03 0,65 !

Tabelle 3-7: Ausgewadhlte mogliche Kinasesubstrate von MST4

Flinfzehn der hier aufgefiihrten Phosphorylierungsstellen sind bisher in der Datenbank UniProt nicht
bekannt. Diese Positionen sind in der Tabelle unterstrichen. Lediglich fir vier Phosphorylierungsstellen
existieren Veroffentlichungen zu funktionellen Bedeutungen, die (iber die reine Identifizierung in
Phosphoproteomics-Untersuchungen hinausgehen. Diese sind in der Tabelle fett markiert. Besitzt ein
Protein zwei phosphorylierbare Aminosauren sehr nah beieinander, konnte aus technischen Griinden
nicht immer festgestellt werden, welche Aminosaure ggf. tatsachlich phosphoryliert war. In diesem
Fall ist diese Phosphorylierungsstelle mit einem Fragezeichen markiert. Einige Proteine tauchen unter
diesen Top-50 mit mehreren Phosphorylierungsstellen auf: Band 4.1-like protein 1 (fiinfmal), Actin
filament-associated protein 1-like 1 (dreimal), MST4 (zweimal, wobei ein Peptid auch aus MST3
stammen konnte), Arginine-glutamic acid dipeptide repeats protein (zweimal), Roundabout homolog

1 (zweimal), Caveolae-associated protein 2 (zweimal).

AuRerdem wurden die Ergebnisse direkt nach bereits bekannten Kinasesubstraten von MST4

durchsucht:

] Phosphory- Log,(FC) der Kontraste

Protein . phory g2(FC)
lierung 1 2 4

Protein phosphatase 1 regulatory subunit 14C T72 -0,49 (ns)
Ezrin S535 -0,20 (ns) | 0,20 (ns) -0,12 (ns)
Moesin T526 -0,01 (ns) | -0,22 (ns) | -0,01 (ns)
Arf—G/.-\P. with SH? domain, ANK repeat and PH domain- 5729 20,01 (ns) | -0,20 (ns) | 0,35
containing protein 1
Arf—GAE with SH? domain, ANK repeat and PH domain- 58515855 0,08 (ns) | -0,18 (ns) | -0,17 (ns)
containing protein 1

Tabelle 3-8: Bekannte Kinasesubstrate von MST4 in der Untersuchung des Phosphoproteoms

Neben der in Tabelle 3-7 beschriebenen Autophosphorylierung lieR sich noch die Protein
phoshphatase 1 regulatory subunit 14C (PPP1R14C) als vermehrt phosphoryliertes Substrat finden. Die

Behandlung mit Hesperadin fiihrt zwar zu einer verminderten Phosphorylierung, die jedoch nicht
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statistisch signifikant ist (ns). Aus der Familie der Ezrin/Radixin/Moesin Proteine (ERM) lieR sich zwar
zwei Phosphorylierungsstellen detektieren, jedoch keine statistisch signifikanten Veranderungen.
ASAP1, das strukturell mit dem beschriebenen Kinasesubstrat ASAP3 verwandt ist, ist ebenfalls nicht
statistisch signifikant reguliert. Phosphorylierungsstellen bei ASAP3 selbst sowie Radixin, ERK, TRAF6

und ATG4B wurden in der Untersuchung des Phosphoproteoms nicht gefunden.

3.7.4 Am stdrksten regulierte Proteine
Neben dem Uberblick iiber die Verdnderungen des Phosphoproteoms, den funktionellen Analysen und

der Identifizierung moglicher Kinasesubstrate wurden auch einige einzelne Proteine betrachtet, die
durch die Uberexpression von MST4 in Kardiomyozyten direkt oder indirekt reguliert wurden. Dazu
wurde die Gesamtheit der identifizierten Proteine gefiltert nach den Proteinen, die durch die
Uberexpression von MST4 sowohl nach 48 h (Kontrast 1) als auch nach 72 h (Kontrast 2) in die gleiche
Richtung reguliert waren. D.h. wenn nach 48 h eine vermehrte Expression zu beobachten war, musste
dieses Protein auch nach 72 h vermehrt exprimiert werden. Nach 72 h musste diese Regulation
statistisch signifikant (p < 0,01) sein. Um auch Kinase-unabhangige Effekte nicht zu verpassen, wurde
die Hesperadin-Gruppe (Kontrast 4) nicht in das Auswahlverfahren mit einbezogen. Folgende Tabellen

zeigen die 25 am starksten vermehrt und die 25 am starksten vermindert exprimierten Proteine.

Vermehrt exprimierte Proteine Logz(lFC) der Kontzraste
Mammalian Ste20-Like Protein Kinase 4

Regenerating islet-derived protein 3-beta 1,14

Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha 0,29 1,13
Metallothionein-2 0,48 1,09
Cystatin-C 0,32 0,87
Inositol-3-phosphate synthase 1 0,09 0,85
Creatine kinase S-type, mitochondrial 0,15 0,78
Interleukin-6 receptor subunit beta 0,51 0,76
Histone H2A type 1-C 0,05 0,68
Ral GTPase-activating protein subunit beta 0,48 0,67
Stanniocalcin-1 0,28 0,65
Atypical kinase COQ8A, mitochondrial 0,10 0,64
Excitatory amino acid transporter 1 0,15 0,62
RT1 class | histocompatibility antigen, AA alpha chain 0,59 0,61
Transmembrane protein 1068 0,08 0,59
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3 0,05 0,58
Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 4 0,04 0,58
Mothers against decapentaplegic homolog 3 0,11 0,56
Frizzled-1 0,07 0,56
Pirin 0,18 0,55
Laminin subunit beta-2 0,18 0,55
Galectin-3-binding protein 0,29 0,54
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Vermehrt exprimierte Proteine Logz(lFC) der Kontzraste
Beta-2-microglobulin 0,45 0,54
2'-5'-oligoadenylate synthase-like protein 1 0,85 0,54
Ketimine reductase mu-crystallin 0,31 0,53
Tabelle 3-9: Auswahl von durch MST4-Uberespression vermehrt exprimierten Proteinen

Vermindert exprimierte Proteine LOgZ(lFC) der Kontzraste
Xin actin-binding repeat-containing protein 2 -0,47 _
Calmodulin regulator protein PCP4 -0,03 -1,18
Ribonucleoside-diphosphate reductase subunit M2 -0,15 -0,98
Membrane-associated guanylate kinase, WW and PDZ domain-containing protein 1 -0,97 -0,97
Low-density lipoprotein receptor -0,18 -0,96
Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase, cytoplasmic -0,07 -0,94
Calponin-1 -0,04 -0,93
Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate -0,11 -0,91
Branched-chain-amino-acid aminotransferase, cytosolic -0,23 -0,86
Connective tissue growth factor -0,25 -0,81
Rho GTPase-activating protein 24 -0,41 -0,81
Microtubule-associated protein 1B -0,20 -0,78
Leiomodin-2 -0,24 -0,78
Farnesyl pyrophosphate synthase -0,04 -0,77
Transmembrane 9 superfamily member 1 -0,18 -0,77
Cell surface glycoprotein MUC18 -0,22 -0,75
Filamin-A-interacting protein 1 -0,26 -0,73
CD44 antigen -0,23 -0,72
Collagen alpha-1(XI) chain -0,19 -0,71
Astrocytic phosphoprotein PEA-15 -0,10 -0,69
Calcium-binding mitochondrial carrier protein SCaMC-2 -0,17 -0,68
PDZ and LIM domain protein 3 -0,09 -0,67
Transgelin -0,18 -0,65
Retinol-binding protein 1 -0,08 -0,65
Natriuretic peptides A -0,13 -0,64

Tabelle 3-10: Auswahl von durch MST4-Uberexpression vermindert exprimierten Proteinen
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4 Diskussion

Weltweit gehodren kardiovaskuldare Erkrankungen zu den wichtigsten Grinden fiir Todesfalle und
Verlust von Lebensqualitat (Roser & Ritchie, 2016). Eine Herzinsuffizienz ist in Deutschland die
haufigste Ursache fir eine Krankenhauseinweisung und oft in ihrer Prognose mit malignen
onkologischen Erkrankungen vergleichbar. Wahrend die Forschung der letzten Jahre zu deutlichen
Verbesserungen im Verstandnis und der Therapie der Erkrankung geflihrt hat, steigt die
Hospitalisationsrate in der Bevolkerung, u.a. aufgrund des demographischen Wandels (Birner et al.,
2021). Trotz dieser enormen Belastung fir Patientinnen und Patienten sowie die Gesellschaft
insgesamt, ist das Verstandnis der Herzinsuffizienz, insbesondere auf molekularer Ebene, noch immer
sehr begrenzt. Das fihrt dazu, dass mit den vorhandenen Therapieoptionen sehr spat und

undifferenziert in die Pathophysiologie eingegriffen wird.

In vielen Fallen kommt es bei der Entwicklung der Herzinsuffizienz zu Hypertrophie der
Kardiomyozyten. Gleichzeitig ist das Vorhandensein von Hypertrophie mit einer schlechteren Prognose
assoziiert. Eine Reihe von komplexen Signalwegen wurde im Zusammenhang mit der Entstehung der
Hypertrophie identifiziert. Dabei handelt es sich meist um Anpassungsprozesse als Reaktion auf
vermehrten biomechanischen Stress am Herzen, die auBer Kontrolle geraten und die Funktion der

Kardiomyozyten beeintrachtigen.

Die Arbeitsgruppe von Norbert Frey und Matthias Eden konnte zeigen, dass das Protein STRIP2 eine
Rolle in diesem Kontext spielt. In Kardiomyozyten interagiert STRIP2 direkt mit dem Calciumkanal vom
L-Typ und beeinflusst Calciumstrome sowie die kardiale Kontraktilitat positiv (Eden et al., 2016). STRIP2
ist Teil von sogenannten Striatin interagierenden Phosphatase und Kinase Komplexen (STRIPAK-
Komplexe), die in den letzten Jahren mit mehr und mehr zelluldren Prozessen in Verbindung gebracht
werden. Diese Komplexe kénnen u.a. iber die Protein-Phosphatase 2A (PP2A) sowie verschiedene
Kinasen die Phosphorylierung verschiedener Proteine regulieren und so an der Integration von
Signalwegen mitwirken (Huang et al., 2021; Hwang & Pallas, 2014, Shi et al., 2016). Eine dieser Kinasen
heiRt Mammalian STE20-like Kinase 4 (MST4), die insbesondere in onkologischen Zusammenhangen
untersucht ist und beispielsweise im Kontext der Apoptose, dem Hippo-Signalweg oder dem
Zytoskelett diskutiert wird (Chen et al., 2020; Xiong et al., 2016). Die vorliegende Dissertation
beschreibt die ersten Untersuchungen von MST4 am Herzen, deren Ergebnisse im Folgenden vor dem

Hintergrund der existierenden Literatur diskutiert werden sollen.

Seite 107



Diskussion

4.1 MSTA4 ist eine kardiale STRIPAK-Kinase mit unterschiedlichen
subzelluldren Lokalisationen

4.1.1 MST4 wird im Herzen exprimiert

Es konnte gezeigt werden, dass MST4 sowohl in humanen als auch in Herzen von Mausen und Ratten
exprimiert wird (Abbildung 3-1 und Abbildung 3-2). Das widerspricht einem Halbsatz in der Publikation
von Zhang und Kollegen aus der renommierten Zeitschrift , Circulation”. Die Autoren untersuchen
Hesperadin als Inhibitor der Calcium/Calmodulin-abhdngigen Protein Kinase Il & (CaMKII-8) im
kardialen Kontext. Als Argument fir die CaMKII-6-spezifischen Effekte von Hesperadin wird angefihrt,
dass MST4 im Herzen kaum vorkomme und daher dort kein Ziel von Hesperadin sein kénne. Versuche
in dieser Hinsicht sind allerdings nicht Teil der Publikation (Zhang et al., 2022). Tatsachlich fiihrt der in
der Arbeit zitierte ,,Human Protein Atlas” bei MST4 auf, dieses sei am Herzen nicht detektiert. Diese
Aussage beruht allerdings auf immunhistochemischer Anfarbung mit einem einzigen Antikorper, der
auch bisher in keiner anderen Publikation angegeben wurde. MST4-mRNA wurde hingegen im Herzen
detektiert (Fagerbergetal., 2014; Uhlén et al., 2015). Moglicherweise handelt es sich bei der fehlenden
Protein-Detektion also um eine technische Ursache. Dafiir spricht auch die Detektion von MST4 im
Herzen im Rahmen der Erstellung der ,Human Heart Map“. Diese Untersuchung basiert auf
massenspektrometrischen Methoden und ist daher deutlich sensitiver als die Immunhistochemie (Doll
et al., 2017). Auch in der Datenbank , Cardiacproteomics”, die ebenfalls auf der Analyse des gesamten

Proteoms basiert, konnte MST4 detektiert werden (Linscheid et al., 2021).

Insgesamt ist MST4 sicherlich weniger stark exprimiert als z.B. Proteine des kontraktilen Apparates.
Dies wirde man bei einer Kinase auch nicht erwarten, da ihre Wirkung iber die katalytische Aktivitat
zustande kommt. Die vorliegende Arbeit beschreibt die ersten Untersuchungen zu MST4 am Herzen.
Daher fehlt es in dieser Hinsicht an weiterer Literatur. Hier konnte aber endogenes MST4 in diversen
Modellen, Spezies und mit verschiedenen Methoden nachgewiesen werden. Die Publikation von Zhang
und Kollegen muss aber selbstverstandlich bei der Betrachtung von Effekten des Inhibitors Hesperadin

berlicksichtigt werden.

4.1.2 Verschiedene subzelluldre Lokalisationen von MST4 in Kardiomyozyten
Erkenntnisse zur subzelluldren Lokalisation von MST4 in Kardiomyozyten existierten bisher ebenfalls

nicht. In anderen Zellen sind unterschiedliche Orte fiir MST4 beschrieben: In HeLa-Zellen ist MST4 mit
PDCD10 im Zytoplasma lokalisiert, aber auch am Golgi-Apparat — mit GM130 — zu finden (Ma et al.,
2007; Mardakheh et al., 2016; Preisinger et al., 2004). Abbildung 3-3 zeigt zwei unterschiedliche
subzelluldre Lokalisationen von MST4 in Kardiomyozyten. In isolierten Kardiomyozyten von Ratten ist
das Verteilungsmuster eher longitudinal mit einer besonderen Anreicherung zwischen den beiden

Kernen. Das entspricht z.B. dem Verteilungsmuster von Mitochondrien in Kardiomyozyten, die
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zwischen den longitudinalen Myofilamenten und den transversalen T-Tubuli liegen (Hollander et al.,
2014; Lee et al., 2020; Lallmann-Rauch, 2012). Auch das Muster von Mikrotubuli ist hnlich (Cheng et
al.,, 2010; Yang et al.,, 2020). Die perinukledre Anfarbung wiirde zwar zum Golgi-Apparat passen.
Allerdings sind diese Organellen ansonsten nicht so regelmaRig in der Zelle verteilt, wie MST4 in den
vorliegenden Abbildungen dargestellt ist (Yang et al., 2015). AuBerdem ist MST4 in den isolierten
Kardiomyozyten im Nukleus anfarbbar. Im humanen Herzgewebe hingegen lasst sich MST4
hauptsachlich an den Glanzstreifen anfarben, die die Zell-Zell-Kontakte der Kardiomyozyten
ausmachen (Ldllmann-Rauch, 2012; Smyth et al.,, 2010). Das longitudinale Muster ist ebenfalls
erkennbar, jedoch deutlich schwacher. Diese unterschiedlichen Schwerpunkte bei den Lokalisationen
deuten auf verschiedene Rollen von MST4 hin. In der funktionellen Analyse des Proteoms (3.7.2) fallen
eine Reihe Untergruppen auf, die mit Glanzstreifen, Mikrotubuli aber auch Mitochondrien assoziiert

sind.

Glanzstreifen spielen eine wichtige Rolle bei der elektro- und Mechanotransduktion im Herzen.
Beispielsweise fiihrt eine Stdérung von Bestandteilen wie Desmosomen zur arrhythmogenen
rechtsventrikuldaren Kardiomyopathie (ARVCM), bei der im Verlauf Kardiomyozyten durch Fettgewebe

ersetzt werden. Aber auch Herzen mit DCM zeigen verdnderte Glanzstreifen (Bennett, 2018).

Zur weiteren Erforschung der subzelluldaren Lokalisation von MST4 sollte auch tierisches Myokard
untersucht werden. Dadurch konnte man herauszufinden, ob Isolationsprozess oder Spezies
verantwortlich dafiir sind, dass bei den isolierten Kardiomyozyten keine eindeutige Anfarbung der
Glanzstreifen erfolgt. Das schwachere longitudinale Muster im humanen Myokard koénnte
moglicherweise mit dem Zustand der humanen Probe, die in einem klinischen Kontext gewonnen
wurde, zusammenhangen. Auch kdnnte die MST4-Konzentration an den Zell-Zell-Kontakten erheblich
groRer sein, sodass dies die starkere Anfarbbarkeit dort erklaren kdonnte. Um die subzelluldre
Lokalisation von MST4 weiter einzugrenzen, wadren auch Co-Lokalisierungs-Farbungen mit

einschlagigen Proteinen sinnvoll.

4.1.3 MST4 als Mitglied von STRIPAK-Komplexen in Kardiomyozyten

Die subzelluldre Lokalisation von MST4 ist auch im STRIPAK-Zusammenhang interessant. MST4 ist in
verschiedenen Zellsystemen wiederkehrend als Mitglied von STRIPAK-Komplexen identifiziert (Hwang
& Pallas, 2014; Tang et al., 2019). In Abbildung 3-4 konnten direkte Interaktionen zwischen MST4 und
den STRIPAK-Proteinen SLMAP und STRIP2 demonstriert werden, die die Existenz von STRIPAK-

Komplexen mit MST4 in Kardiomyozyten nahe legt.

Mit einem MST4-ahnlichen, eher longitudinal ausgerichteten Muster, stellt sich SLMAP dar, zumeist
mit Membran-Assoziation. Allerdings existieren auch andere subzelluldre Lokalisationen in
Kardiomyozyten sowie eine Assoziation mit Proteinen aus verschiedenen zellularen Kompartimenten.
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SLMAP scheint bei der Organisation der elektromechanischen Kopplung eine Rolle zu spielen. Ein
moglicher Mechanismus ware die Verbindung zwischen sarkoplasmatischem Retikulum und
Myofibrillen sowie am Sarkolemm. Es werden verschiedene SLMAP-Isoformen in Kardiomyozyten
exprimiert, die tUber ihren C-Terminus die subzelluldre Lokalisation zu steuern scheinen. Eine direkte
Interaktion mit dem kontraktilen Apparat ist wahrscheinlich Giber den N-Terminus moglich. (Guzzo et
al., 2005). Folgende Proteine sind bereits beschriebene Interaktionspartner von MST4: Myosin als Teil
des kontraktilen Apparates; die Proteinen des T-Tubulus Caveolin 3 (CAV3) und spannungsabhangige
Calcium-Kanile vom L-Typ (LTCC); Proteine des sarkoplasmatischen Retikulums wie die Ca%**-ATPase
und der fir die Calcium-abhangige Calcium-Ausschittung verantwortliche Ryanodinrezeptor 2 (RYR2)
(Hwang & Pallas, 2014; Nader, 2019). Moglicherweise spielt SLMAP dadurch eine Rolle bei der

subzelluldren Lokalisation von MST4.

Es gibt auch Anfarbungen der STRIPAK-Phosphatase PP2A in isolierten Kardiomyozyten, die der von
MST4 in isolierten Kardiomyozyten dhneln (Cheng et al., 2010). Die Interaktion zwischen der
Phosphatase PP2A und der Kinase MST4 ist besonders spannend und sollte weiter untersucht werden.
Es ist beschrieben, dass PP2A die Aktivitdt von MST3, die MST4 sehr dhnlich ist, kontrolliert (Gordon

et al., 2011). In der Untersuchung des Phosphoproteoms ist PP2A nicht aufgefallen.

Fiir STRIP2 hingegen ist in isolierten Kardiomyozyten eher ein transversales Muster beschrieben, das
besser zu Z-Scheiben und T-Tubuli passt (Eden et al., 2016). Die Co-Immunprazipitation von MST4 und
STRIP2 in Abbildung 3-4 fand in MST4-{iberexprimierenden Zellen statt. Wahrscheinlich existieren von
STRIPAK-Proteinen verschiedene Subpopulationen mit unterschiedlichen Lokalisationen und
Funktionen in der Zelle. Es ware denkbar, dass in Kardiomyozyten nur vergleichsweise kleine

Subpopulationen von STRIP2 und MST4 in gemeinsamen STRIPAK-Komplexen organisiert sind.

Die Zusammensetzung von STRIPAK ist hoch komplex und von bisher noch kaum verstandenen
Signalwegen abhangig. Interaktionen zwischen STRIPAK-Proteinen und mit der Umgebung sollten bei

der Untersuchung einzelner STRIPAK-Proteine mitbedacht werden.
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4.2 MST4-Expression wird unterschiedlich reguliert

Veranderung von MST4 Verdanderung von pMST4 (T178)

Humane DCM

Humane ICM

MLP-KO

CS1-KO

CnA-TG

TAC

Stretch

Hypoxie

Geringe Zelldichte (bei sehr hoher Dichte)

Tabelle 4-1: Zusammenfassung der Protein-Regulation von MST4 und pMST4 unter den
untersuchten Bedingungen

Der Zahlenwert beschreibt die Regulation von MST4 bzw. pMST4 in den gezeigten Versuchen, die
Anzahl der Sterne das jeweilige Signifikanzniveau. Farblegende: rot — Heraufregulation, blau -
Herabregulation, grau — keine statistisch signifikante Veranderung, weild — keine Daten.

Wie Tabelle 4-1 zeigt, verandert sich die Expression von MST4 unterschiedlich in Abhdngigkeit von den
untersuchten Bedingungen. In explantierten Herzen von Patientinnen und Patienten mit dilatativer
Kardiomyopathie (DCM) — also im absoluten Endstadium der Herzinsuffizienz — findet sich eine
Uberexpression von MST4 im Myokard (Abbildung 3-2). Diese Uberexpression konnte auch in
verschiedenen Modellen beobachtet werden: MLP-KO-Mause (Abbildung 3-5) entwickeln ebenfalls
den Phanotyp einer DCM mit Herzinsuffizienz (Arber et al., 1997). Bei Mausen, die kein Calsarcin 1
exprimieren (CS1-KO, Abbildung 3-6), ist zwar ohne Nachlasterhéhung keine kardiale Hypertrophie
sichtbar, Hypertrophie-assoziierte Signalwege sind aber dennoch bereits aktiv (Frey et al., 2004). Diese

Signalwege sind ebenfalls in vitro nach biomechanischer Dehnung aktiv (Frank et al., 2008).

Andererseits kommt es in untersuchten Modellen auch zu einer verminderten Expression von MST4:
Transgene Mause mit dauerhaft aktiver Calcineurin-Untereinheit entwickeln kardiale Hypertrophie
und Dysfunktion (Molkentin et al., 1998). Ebenso war MST4 in Herzen von Méausen mit Konstriktion
der Aorta transversa vermindert exprimiert (Abbildung 3-8). Die operative Nachlasterhohung fiihrt
plétzlich zu einer deutlich vermehrten Wandspannung der Ventrikel und biomechanischem Stress der
Kardiomyozyten. Diese reagieren mit pathologischem kardialen Remodeling und Herzinsuffizienz

(Bottner et al., 2021).

Es wirkt vordergriindig widerspriichlich, dass MST4 in diesen verschiedenen Modellen, die in dhnlichen

Kontexten untersucht werden, unterschiedlich reguliert wird. Insbesondere die Herabregulation von
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MST4 bei den CnA-TG-Tieren und nach TAC fallt aus dem Rahmen. In den anderen Modellen scheint
es auch vor dem Hintergrund der weiteren Ergebnisse plausibel, dass MST4 als protektiver Faktor
vermehrt exprimiert wird, um den Anpassungsprozess der Kardiomyozyten zu unterstitzen. Man
konnte spekulieren, dass bei CnA-TG-Tieren und nach TAC andere Signalwege eine groRRere Rolle
spielen. Vor allem bei der TAC-Prozedur kommt es zu einer plotzlichen Erh6hung des biomechanischen
Stresses. Andererseits sollte die Aktivitdt von MST4 in diesen Modellen noch starker in den Fokus
genommen werden. Bei MLP-KO- und CS1-KO-Tieren kommt es zwar zu einer vermehrten Expression
von MST4. Die Aktivitdit — gemessen an Phosphorylierung von T178 — ist jedoch im Vergleich zu
Kontrolltieren unverandert (Abbildung 3-5 C und Abbildung 3-6 C). Dieses sollte auch in den anderen
Tiermodellen und insbesondere in humanen Proben untersucht werden. Interessant wadre

beispielsweise der Vergleich von dilatativer (DCM) mit hypertrophischer Kardiomyopathie (HCM).

Insgesamt ware es auch sinnvoll, eine groflere Anzahl von humanen Proben zu untersuchen, um
groflere Ricksicht auf die hohe interindividuelle Variabilitdit nehmen zu kénnen. AuSerdem kénnten
dadurch verschiedene Phanotypen, die relativ grob in DCM, ICM etc. eingeteilt werden, differenzierter
betrachtet werden. Das konnte auch bei der weiteren Charakterisierung von MST4 dazu beitragen,

relevante Signalwege besser zu identifizieren und therapeutische Ansatze zu entwickeln.

Werden NRVCM Hypoxie ausgesetzt, ist MST4 ebenfalls vermindert exprimiert (Abbildung 3-10). Zwar
ist Hypoxie kein klassisches Modell fiir Herzinsuffizienz. Im Kontext der ischamischen Kardiomyopathie
(ICM), die zu einer erhdhten MST4-Expression fuhrt (Abbildung 3-2), sowie im Kontext des akuten
Myokardinfarktes, spielt Hypoxie eine wichtige Rolle (Sharma et al., 2021). Auferdem wurde ein
protektiver Effekt von MST4 bei Hypoxie in Hypophysentumorzellen, die vermehrt MST4 exprimieren,
beschrieben (Xiong et al., 2015). Die beobachtete Herabregulation liefert keinen Hinweis darauf, dass
MST4 bei Hypoxie von 1 % Sauerstoff diesen Effekt auch in Kardiomyozyten zeigt. Allerdings hemmt
MST4 Apoptose in Normoxie (Abbildung 3-14 und Abbildung 3-16), sodass diese Facette nicht als
abschlieRend erforscht gelten kann. Es sollten Myokardinfarkt-Proben von Patientinnen und Patienten
sowie aus Tiermodellen auf die MST4-Expression und -Aktivitdt untersucht werden. In-vitro ist
moglicherweise der Grad der Hypoxie zu ausgepragt und auch die kardiale Reperfusion, die bei ICM

dank moderner Herzkatheterlabore haufiger stattfindet, wird in diesem Modell nicht abgebildet.

Die MST4-Expression nimmt auch bei geringer Zelldichte ab (Abbildung 3-11). Die Ublicherweise
ausgesate NRVCM-Dichte betragt ca. 78.000-104.000 Zellen/cm?. Bei dieser Dichte haben die meisten
Zellen Kontakte zu benachbarten Zellen (Abbildung 3-11 G). Wird die Dichte jedoch auf ca. 26.000
Zellen/cm? reduziert, nehmen die interzelluldren Kontakte sehr stark ab. Die reduzierte Expression von
MST4 auf ca. 47 % und von pMST4 auf ca. 34 % hat wahrscheinlich etwas mit diesen Kontakten zu tun.

Im humanen Myokard lasst sich MST4 dort anfarben (Abbildung 3-3) und auch die Analyse des
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Phosphoproteoms gibt einige Hinweise auf den Zusammenhang mit Zell-Zell-Kontakten.
Moglicherweise spielt dabei auch die Zusammensetzung von STRIPAK-Komplexen eine wichtige Rolle.
In anderen Zelllinien konnte gezeigt werden, dass eine reduzierte Zelldichte zur Dissoziation von
STRIPAK-Komplexen fiihrt (Tang et al., 2019). Dies kénnte zum vermehrten Abbau von freiem MST4

flihren und dadurch zu einer Reduktion der messbaren Menge und Aktivitat.

Vor diesem Hintergrund wére auch die Untersuchung der oben genannten Tiermodelle auf Fibrose
interessant. Im Rahmen der Herzinsuffizienz kommt es zum Absterben von Kardiomyozyten und diese
werden durch Fibroblasten ersetzt, sodass die verbliebenen Kardiomyozyten weniger Kontakte zu
anderen Kardiomyozyten haben. Unterschiedlich stark ausgepragte Fibrose bei den verschiedenen
Tiermodellen ware moglicherweise ein Erklarungsansatz fir die gegensatzliche Regulation von MST4.
Zwar zeigen auch MLP-KO-Méuse (Heineke et al., 2010) und CS1-KO-Mause (Rangrez, Hoppe, et al.,
2017) vermehrt Fibrose. Dieser Effekt scheint jedoch bei Calcineurin-transgenen Tieren (Molkentin et

al., 1998) und nach TAC (Bacmeister et al., 2019) deutlich ausgepragter zu sein.

Wird die Zelldichte weiter erhéht, nimmt die Menge und Aktivitdt von MST4 wieder ab. Das liegt
wahrscheinlich daran, dass es zu keiner weiteren Erhohung der Zell-Zell-Kontakte fiihrt sondern eher
zu zelluldrem Stress, weil sich die Zellen gegenseitig den Platz wegnehmen. In Abbildung 3-11 G ist die
erhohte Menge an Zelldebris gut zu erkennen. Der genaue Mechanismus dahinter bleibt aber noch zu

ergrinden.

4.3 Biologische Effekte durch MST4 in Kardiomyozyten
Die veranderte Expression und Aktivitat von MST4 durch Adenoviren, den Inhibitor Hesperadin und
spezifische siRNA flhrt zu Veranderungen relevanter biologischer Parameter, die in Tabelle 4-2

zusammengefasst sind.

Viabilitat TAZ-
in Hypoxie | Expression
~ ~ +

ZellgroRe Fetale Kontrak- Calcium-
tilitat

Apoptose

MST4-UE
MST4-KD (+)
Hesperadin

Tabelle 4-2 Zusammenfassung der biologischen Effekte durch adenovirale MST4-Uberexpression
(MST4-UE), MST4-Knockdown mit siRNA (MST4-KD) und Behandlung mit dem Inhibitor Hesperadin
Farblegende: rot — Heraufregulation, blau — Herabregulation, grau — keine statistisch signifikante
Veranderung, weild — keine Daten, geteilte Zelle — Trend in die jeweilige Richtung.

4.3.1 Experimentelle Verdnderung der MST4-Expression und Behandlung mit

dem Inhibitor Hesperadin
Zur Untersuchung der Funktion eines Proteins ist es sinnvoll, dessen Expression experimentell zu

verandern und die Auswirkung auf verschiedene biologische Effekte zu beobachten.
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Ein etablierter Mechanismus dazu ist der Einsatz eines humanen Adenovirus 5, in den DNA integriert
werden kann, die fiir das Zielprotein codiert. Hier wurde DNA fiir MST4 in den Virus integriert, mit dem
anschlieRend NRVCM oder ARVCM infiziert wurden. Es konnte gezeigt werden, dass eine
Uberexpression von MST4 auf diesem Wege sehr stabil funktioniert (Abbildung 3-12 und Abbildung
3-21 A), sodass anschliefend biologische Effekte untersucht werden konnten. Auch konnte gezeigt
werden, dass das Uberexprimierte MST4 katalytisch aktiv ist, z.B. anhand der starken Verdanderung des
Phosphoproteoms  (Abbildung 3-24B) und der vermehrten Phosphorylierung der
Autophosphorylierungsstelle T178 (Abbildung 3-14 F). In Zukunft ware es sicherlich sinnvoll, noch

weitere Kinasesubstrate zur Bestimmung der MST4-Aktivitdt zu nutzen.

Zur Reduktion der Menge eines Proteins wurde im Rahmen dieser Arbeit sogenannte short/small
interfering RNA (siRNA) genutzt. Diese gelangt Uber Liposomen in die Zellen und lagert sich an eine
spezifische mRNA an — in diesem Fall an MST4-mRNA — und verhindert mithilfe des RNA-induced
silencing complex (RISC) die Translation. Stattdessen wird die mRNA abgebaut, sodass weniger vom
Zielprotein hergestellt wird. Der Grad des Knockdowns ist daher hauptsachlich vom Umsatz des
Proteins abhangig, da nicht der Abbau des Proteins gefordert wird. Die zwei verwendeten kommerziell
erworbenen siRNA-Konstrukte konnten beide die Proteinmenge von MST4 innerhalb von 4 Tagen stark
reduzieren (Abbildung 3-13 A). Allerdings flihrt das nicht dazu, dass auch die Aktivitdt von MST4 —
gemessen an der Phosphorylierung an T178 — entsprechend abnimmt (Abbildung 3-15 F). Offenbar
bestehen also endogene Mechanismen, die dafiir sorgen, dass die MST4-Aktivitat auch bei Reduktion
der Proteinmenge konstant gehalten wird. Der Anteil an T178-phosphoryliertem MST4 steigt also. Es
ist unklar, ob MST4 zu vermehrter Autophosphorylierung angeregt wird oder ob andere Kinasen T178
direkt phosphorylieren kénnen. Naheliegend ware z.B. eine Phosphorylierung durch MST3, das
strukturell sehr ahnlich ist und ebenfalls Homodimere bildet (Sugden et al., 2013). Eine direkte
Interkation oder Heterodimere aus MST3 und MST4 sind allerdings in der Literatur bisher noch nicht
beschrieben. Moglicherweise spielt auch die Lokalisation eine Rolle, sodass die Regulation durch die
siRNA hauptsachlich in einer Subpopulation stattfindet, wahrend andere Subpopulationen konstant
bleiben. Die vorhandenen Regulationsmechanismen sind ein starker Hinweis auf die Relevanz von

MST4 in der Zelle.

Um die Kinase-Effekte von MST4 weiter aufzuschlisseln ware es wichtig, auch die Aktivitat reduzieren
zu kénnen. Dies kdnnte zwar mit einer langeren Wirkzeit der siRNA gelingen, ist aber bei NRVCM, die
sich mit zunehmender Zeit in Zellkultur stark verandern, eher unpraktisch. Eine Moéglichkeit ware die
Uberexpression von verdndertem MST4, sodass beispielsweise T178 durch eine nicht-
phosphorylierbare Aminosaure ausgetauscht wird. Das wiirde allerdings auch die Produktion von
endogenem funktionsfahigem MST4 nicht verhindern. Dies liefle sich z.B. durch die Verdanderung des

MST4-Gens im Erbgut von Zelllinien oder Versuchstieren verhindern.
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Eine weitere Moglichkeit zur Untersuchung der Kinasefunktion ist der Einsatz eines Inhibitors. Der
einzige bisher einigermaRen selektive beschriebene Inhibitor ist Hesperadin, der in einem
onkologischen Kontext in nanomolaren Konzentrationen zu einer Hemmung von MST4-Effekten flhrt
(Xiong et al., 2016). Allerdings ist Hesperadin nach Durchfiihrung der Versuche, die Grundlage dieser
Arbeit sind, als Inhibitor von CaMKII-§ in Kardiomyozyten identifiziert worden. Die eingesetzte
Konzentration in den Experimenten von Zhang et al. war zwar etwa doppelt so hoch, wie die hier
eingesetzte Konzentration (Zhang et al., 2022). Dabei handelt es sich aber um keinen Unterschied der
GroBenordnung, sodass Hesperadin weder als selektiver MST4- noch als selektiver CaMKII-6-Inhibitor
am Herzen betrachtet werden kann. Dennoch fihrt die Behandlung mit Hesperadin zu einem zur
MST4-Uberexpression komplementiren Cluster des Phosphoproteoms (Abbildung 3-24). Dabei
handelt es sich um einen starken Hinweis darauf, dass Hesperadin auf MST4 wirkt. Das
Phosphoproteom der Hesperadin-Gruppe ahnelt dem der Kontrollgruppe, die kein MST4
Uberexprimiert, deutlich starker als der MST4-Gruppe. Dennoch sind die Unterschiede groRer als
zwischen der LacZ-Gruppe und der komplett unbehandelten Gruppe. Das ist ein Hinweis darauf, dass
Hesperadin nicht nur exakt den Effekt der gleichzeitigen MST4-Uberexpression ausgleicht, sondern
noch weitere Effekte dartiber hinaus hat. Diese beziehen sich entweder auf das endogene MST4, das

in den Kontrollgruppen unbeeinflusst ist, oder auf andere Kinasen, beispielsweise CaMKII-6.

Das Zusammenspiel von CaMKII-6 und MST4 in Kardiomyozyten sollte weiter untersucht werden, so

wie auch die Auswirkungen von Hesperadin.

4.3.2 MST4 hemmt Apoptose

Apoptose ist der Caspase-vermittelte genetisch-kontrollierte Zelltod, der energieabhangig und ohne
Aktivierung von Inflammation ablauft. Im Herzen findet Apoptose physiologischerweise hauptsachlich
wahrend der Embryonalentwicklung statt. Postnatal ist ein Absterben der groRtenteils
postmitotischen Zellen mit weitestgehend irreversiblem Gewebeverlust vergesellschaftet. Dieses
kommt beispielsweise bei kardialer Ischamie oder bei der Entwicklung der DCM und Herzinsuffizienz
vor (Rodriguez et al.,, 2002). Allerdings sei darauf hingewiesen, dass die oftmals aus neonatalen
Kardiomyozyten stammenden Erkenntnisse zur Apoptose nicht uneingeschrankt auf die Prozesse, die

bei Menschen zumeist im hoheren Lebensalter auftreten, libertragbar seien (Corbalan et al., 2016).

MST4 hemmt in neonatalen Kardiomyozyten zentrale Mechanismen der Apoptose. Die verschiedenen
Aktivierungsmoglichkeiten der Apoptose enden u.a. in der Spaltung der Caspasen 3 und 7, die
wiederum z.B. das DNA-Reparatur-Enzym (ADP-Ribose) Polymerase 1 (PARP1) spalten. Die Spaltung
der Caspasen flihrt zu deren Aktivierung, die Spaltung von PARP1 zu dessen Inaktivierung, sodass die

Menge der Spaltprodukte mit der Aktivitat der Apoptose korreliert (Rodriguez et al., 2002).
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MST4-Uberexpression in NRVCM fiihrt zu einer deutlichen Abnahme der Spaltprodukte von PARP1
sowie der Effektor-Caspasen 3 und 7 (Abbildung 3-14 und Abbildung 3-16). Auch bei der funktionellen
Analyse des Proteoms von MST4-(iberexprimierenden Zellen ist die Untergruppe ,,apoptotic process”

stark reguliert (Abschnitt 3.7.2.2).

Der Knockdown von MST4 mittels siRNA auf unter 50 % der Proteinmenge hingegen fiihrt nicht zu
einer statistisch signifikanten Aktivierung der Apoptose. Eine mogliche Erklarung ware, dass die
Aktivitdt von MST4, gemessen anhand der Phosphorylierung an Position T178, nicht entsprechend
abnimmt (Abbildung 3-15). Durch Uberexpression nimmt diese Aktivitit allerdings deutlich zu.
Offenbar existieren also zellulaire Mechanismen, die die Aktivitdit von MST4 auch bei einer starken
Abnahme des produzierten Proteins stabil halten. Dies ist zum einen ein weiterer Hinweis fir die
Relevanz von MST4 in der Homoostase der Zelle, andererseits fiir die Relevanz der Phosphorylierung

anT178.

Um diese Relevanz noch weiter zu erharten, wéare es interessant, ob die Effekte der MST4-
Uberexpression auch mit einer an Position T178 nicht-phosphorylierbaren MST4-Variante
reproduzierbar waren. Auch eine Reduktion der MST4-Aktivitat ware sinnvoll, beispielsweise mit
gentechnischen Methoden in induzierten Stammzellen oder in KO-Tieren. Eine Hemmung mittels
Hesperadin scheint in diesem Zusammenhang eher nicht angebracht, weil in der Untersuchung des
Phosphoproteoms aufgefallen ist, dass Hesperadin sogar zu einer Zunahme der Phosphorylierung fiihrt
(siehe Abschnitt 3.7.3). Hier wéare eher die Bedeutung der Phosphorylierungsstellen S34 oder S260

untersuchenswert.

Weiterhin ware es wichtig, zu verstehen, Gber welchen Signalweg MST4 die Apoptose hemmt. Ein
moglicher Kandidat ware die Proteinkinase C, die bei der Untersuchung des Phosphoproteoms
aufgefallen ist (siehe Abschnitt 3.7.2.2) und zu der es Literatur im kardialen Kontext gibt. PKC-g schiitzt
vor Apoptose. PKC-6 scheint zumindest bei kardialer Ischamie pro-apoptotische Effekte zu haben
(Singh et al., 2017). Die Details sind allerdings noch nicht verstanden. Es ware auch moglich, dass der
Effekt nicht (iber PKC vermittelt wird sondern (iber die gleichen Kinasesubstrate von PKC und MST4,

da Hinweise auf eine direkte PKC-Aktivierung fehlen.

Auch die Phosphorylierung von GJA1 an Position 5262, die durch MST4-Uberexpression vermehrt und
durch Hesperadin-Behandlung vermindert stattfindet (Tabelle 3-7), sollte in diesem Kontext weiter
untersucht werden. Es gibt Hinweise darauf, dass die vermehrte Phosphorylierung durch PKC die
Bildung der mitochondrial permeability transition pore (MPTP) verhindert und so Apoptose hemmt

(Srisakuldee et al., 2014).

Die Hemmung der Apoptose fiihrt allerdings nicht zu einer verstarkten Viabilitdat im MTT-Assay von
Kardiomyozyten, weder in Hypoxie noch in Normoxie (Abbildung 3-17). Andererseits reduziert bei
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diesem Versuch zumindest die Behandlung mit Hesperadin die Viabilitdit im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Die sehr extreme Hypoxie von 1 % stellt allerdings kein gutes Modell zur Untersuchung
von Apoptose dar, da es sich dabei um einen energieabhangigen Prozess handelt. Die Zellen in diesem
Versuch sind wahrscheinlich eher durch andere Formen des Zelltodes untergegangen. Auch die
Auswertung mittels MTT-Assay ist kritisch zu betrachten, da hiermit nicht tatsachlich lebende Zellen
ermittelt werden sondern die Aktivitat mitochondrialer Reduktasen (Kumar et al., 2018). Es sollten
daher weitere Methoden verwendet werden, um die Auswirkungen von MST4 auf das Zelliberleben

und damit verbundene Signalwege zu untersuchen.

4.3.3 MST4 verursacht Hypertrophie

Herzmuskelzellen besitzen im adulten Organismus groRtenteils nicht mehr die Fahigkeit zur Zellteilung,
weshalb sie auf vermehrten biomechanischen Stress nicht mit Hyperplasie reagieren kénnen, sondern
nur mit Hypertrophie. Dieser initiale Adaptationsprozess gerat rasch aulRer Kontrolle und entwickelt
sich im Rahmen des kardialen Remodelings zu einer pathologischen Hypertrophie. Diese ist neben der
VergrofRerung der Zelle gekennzeichnet durch verschiedene Prozesse, die in einer Herzinsuffizienz
miinden. Wie genau dieser Wechsel stattfindet und welche Signalwege besonders wichtig sind, bleibt

Teil aktueller molekularkardiologischer Forschung (Frey & Olson, 2003).

Wird MST4 in isolierten Kardiomyozyten von neonatalen Ratten vermehrt exprimiert, erhdht sich die
ZellgréRe (Abbildung 3-19). Es kommt also zumindest zur Hypertrophie im eigentlichen Sinne. Bei der
softwaregestiitzten Analyse von mehreren Tausend Zellen ist erwartbar, dass beinahe jede Anderung
statistisch signifikant ist. Eine Zunahme der ZellgréBe um ca. 13 % ist aber auch als relevant anzusehen.
Diese Anderung ist nur wenig geringer als die, die durch den hochpotenten Adrenozeptoragonisten
Phenylephrin ausgelést wird. Wird zusatzlich zu der Behandlung mit Phenylephrin noch MST4
Uberexprimiert, ist die GroRenzunahme von ca. 4 % gegeniliber der LacZ-Gruppe zwar statistisch

signifikant aber nicht mehr wirklich relevant.

Anhand dieser GréRenzunahme ist allerdings nicht festzumachen, ob die MST4-Uberexpression eher
physiologische oder pathologische Hypertrophie verursacht, zumal die Ubergénge flieRend sind. MST4
ist bei Patientinnen und Patienten mit hochgradiger Herzinsuffizienz durch dilatative und ischamische
Kardiomyopathie heraufreguliert (Abbildung 3-2). Herzinsuffizienz ist mit pathologischer Hypertrophie
vergesellschaftet (Nakamura & Sadoshima, 2018), weshalb es naheliegend ware, dass MST4 ebenfalls
in diesem Kontext zu betrachten ist. Gegen diese Annahme spricht, dass MST4-Uberexpression zu einer
verbesserten Kontraktilitdt (Abbildung 3-22) und verminderter Apoptose (Abbildung 3-14 und
Abbildung 3-16) flihrt. AuRerdem werden die Hypertrophie-assoziierten fetalen Gene NPPA, NPPB und
RCAN1.4 nicht vermehrt exprimiert (Abbildung 3-20). Auf Protein-Ebene sind das natriuretische Peptid

A und das ebenfalls mit pathologischer Hypertrophie assoziierte Transgelin (Kuwahara et al., 2012)
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nach 72 h sogar auf ca. 64 % im Vergleich zur Kontrollgruppe statistisch signifikant herabreguliert
(Tabelle 3-10). Daher kann nicht davon ausgegangen werden, dass MST4 aktivierend auf diese
Signalwege wirkt — es ist eher ein hemmender Trend zu beobachten. Vor diesem Hintergrund ist MST4
wahrscheinlich eher ein protektiver Faktor, der eher physiologische Hypertrophie auslost.
Moglicherweise reicht der Effekt von MST4 beim Fortschreiten der Herzinsuffizienz irgendwann nicht
mehr aus und es kommt trotzdem zu deren Progression. Andererseits ist es flr Hypertrophie- und
Herzinsuffizienz-assoziierte Signalwege auch typisch, dass die physiologische Breite relativ schmal ist.
Das heilSt, dass MST4 nur in einem gewissen Rahmen protektiv wirken kann. AuBerhalb dieses Bereichs
— wahrscheinlich im Zusammenspiel mit anderen Signalwegen — verstarkt MST4 dann pathologische

Hypertrophie und Dysfunktion.

Fir diese unterschiedlichen MST4-Effekte spricht auch, dass MST4 in den verschiedenen untersuchten
Modellen unterschiedlich reguliert ist. Um hier ein besseres Bild zu erstellen, ware es sinnvoll,
verschiedene Expressionslevel, Zeitpunkte und die Kinaseaktivitdat sowie MST4 im STRIPAK-Kontext zu
betrachten. Auch eine experimentelle Regulation von MST4 und MST4-Aktivitdt im Tiermodell ist

notwendig, um die Rolle in Zusammenhang mit Hypertrophie und Herzinsuffizienz besser zu verstehen.

Ein zu untersuchender Mechanismus ware auch hier die Proteinkinase C, deren Aktivierung zu

kardialer Hypertrophie fiihren kann (Frey & Olson, 2003; Singh et al., 2017).

4.3.4 MST4 erh6ht die Kontraktilitat von Kardiomyozyten

Isolierte Kardiomyozyten von adulten Ratten, in denen nach adenoviraler Infektion MST4
Uberexprimiert wird (Abbildung 3-21), zeigen verbesserte Kontraktilitaitsparameter im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Abbildung 3-22). Werden die Zellen elektrisch stimuliert, kommt es in der MST4-
Gruppe zu einer verbesserten systolischen Funktion, die sich in verstarkter relativer Zell- und
Sarkomerverkiirzung sowie verminderter Zeit bis zur maximalen Kontraktion darstellt. AuRerdem ist
auch die fiir die diastolische Funktion mitverantwortliche Zeit bis zur maximalen

Relaxationsgeschwindigkeit vermindert.

Eine naheliegende Erklarung fiir diese Funktionsverbesserung ware eine Verbesserung der
Calciumstrome am Herzen. Dariber verbessert das STRIPAK-Protein STRIP2 die Kontraktilitdat von
Kardiomyozyten (Eden et al., 2016). Diese Regulation lieR sich allerdings nicht statistisch signifikant
feststellen (Abbildung 3-23). Moglicherweise ist die Anzahl der untersuchten Zellen nicht ausreichend,
um einen Effekt statistisch signifikant feststellen zu kdnnen oder MST4 verbessert auf einem anderen

Weg die Kontraktilitdt der Kardiomyozyten.

In der Untersuchung des Phosphoproteoms konnte gezeigt werden, dass MST4 weitreichende
Auswirkungen auf Bestandteile des Zytoskeletts hat (Abschnitt 3.7). Vor diesem Hintergrund ware es

also plausibel, dass die MST4-vermittelte Verbesserung der Kontraktilitat Gber diesen Mechanismus
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zustande kommt. Beispielsweise kann Gber Phosphorylierung die Calciumsensitivitat des kontraktilen
Apparates verandert werden. Auch beziehen sich viele bekannte genetische Ursachen von

Kardiomyopathien auf Bestandteile des Zytoskeletts (Sequeira et al., 2014).

Eine weitere Moglichkeit ware Uber die Regulation der Natriumionen, die ebenfalls wichtig fir die
Kontraktion der Herzmuskelzellen sind. In diesen Mechanismus ist beispielsweise das durch MST4-

Uberexpression vermehrt phosphorylierte Phospholemman involviert (Abschnitt 4.4.2.1).

Um diese Mechanismen weiter im Detail zu verstehen, ist weitere Forschung notwendig. Im Modell
der isolierten Kardiomyozyten kénnen wichtige Elemente der kardialen Kontraktilitat, wie der Frank-
Starling-Mechanismus oder die Erregungsausbreitung, nicht untersucht werden. Daher stellen auch

hier Tiermodelle einen nachsten Schritt dar.

4.3.5 Auswirkungen auf den Hippo-Signalweg

Der Hippo-Signalweg ist ein zentraler Mechanismus der Zelle, der grundsatzlich Zellproliferation und
Uberleben hemmt. Der Effekt wird tiber die Transkriptionsfaktoren YAP1 und TAZ vermittelt, die bei
aktivem Hippo-Signalweg vermehrt phosphoryliert und dadurch abgebaut werden. Ist der Hippo-
Signalweg inaktiv, wird die Expression von Genen gefordert, die zu erhohtem Kardiomyozyten-

Wachstum und -Uberleben fiihren.

In anderen Zelltypen konnten Effekte von MST4 auf den Hippo-Signalweg gezeigt werden.
Beispielsweise hemmt MST4 in Pankreastumorzellen zusammen mit MOB4 MST1, welches dadurch
nicht aktivierend auf LATS1 wirken kann und YAP1 weniger phosphoryliert wird. Es kommt also zu einer
Hemmung des Hippo-Signalweges (M. Chen et al., 2018). Andererseits kann MST4 in
Magentumorzellen aber auch zu vermehrter YAP1-Phosphorylierung fiihren, was einer Aktivierung des
Hippo-Signalweges entspricht (An et al., 2020). Eine Dissertation, deren Ergebnisse bisher allerdings
nicht Peer-reviewed in einem wissenschaftlichen Journal veréffentlicht wurden, konnte zeigen, dass
MST4 hauptsachlich in unpolaren Zellen auf den Hippo-Signalweg wirkt. Dort kommt es zu einer
Hemmung des Hippo-Signalweges durch MST4. Ein MST4-Knockdown fihrt zu verstarkter Aktivitat von
YAP1 und TAZ (Mauricio, 2018). Insgesamt scheinen die Effekte von MST4 auf den Hippo-Signalweg

also Zell- und Kontext-spezifisch zu sein.

Die beobachteten MST4-Effekte der Kardiomyozyten-Hypertrophie (Abbildung 3-19), Hemmung der
Apoptose (Abbildung 3-14 und Abbildung 3-16) und Verbesserung der Kontraktilitat (Abbildung 3-22)
konnten durch eine Hemmung des Hippo-Signalweges — also vermehrter YAP1/TAZ-Aktivitat — erklart

werden (Wang et al., 2018).

Abbildung 3-18 zeigt, dass der Knockdown von MST4 die Expression von TAZ reduziert, zumindest bei

einer von zwei verwendeten siRNA. Allerdings kommt es durch MST4-Uberexpression nicht zu einer
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statistisch signifikanten Erhohung der TAZ-Expression. Stattdessen fihrt die Behandlung mit dem

Inhibitor Hesperadin zu einer Heraufregulation.

In der Untersuchung des Phosphoproteoms ist YAP1 durch MST4-Uberexpression (Kontrast 2) an zwei
Phosphorylierungsstellen statistisch signifikant reguliert, diese sind allerdings bisher nicht
beschrieben: S46 (ca. 15 % vermehrt phosphoryliert), S271 (ca. 18 % vermindert phosphoryliert). S46
ist durch Behandlung mit Hesperadin (Kontrast 4) im Vergleich zur MST4-Gruppe um ca. 40%
vermindert phosphoryliert. TAZ fallt in diesem Zusammenhang nicht auf. Auf Protein-Ebene sind beide
in Kontrast 2 nicht statistisch signifikant reguliert. Nur in Kontrast 4 ist YAP1 statistisch signifikant
reguliert. Die Hesperadin-Behandlung der MST4-liberexprimierenden Zellen fiihrt zu einer TAZ-
Reduktion von ca. 10 % gegeniiber der alleinigen MST4-Uberexpression. Dieser Kontrast entspricht

auch dem grofSten Unterschied in Abbildung 3-18 A.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich keine klare Schlussfolgerung ableiten, sodass das Zusammenspiel

zwischen MST4 und dem Hippo-Signalweg in Kardiomyozyten weiter untersucht werden sollte.

4.4 Kinasesubstrate von MST4 in Kardiomyozyten

4.4.1 MST4 als Kinasesubstrat von MST4

Insgesamt ist sehr wenig zu Kinasesubstraten von MST4 verd6ffentlicht. Beschrieben ist eine
Autophosphorylierung von T178. Bei der Untersuchung des Phosphoproteoms sowie mit dem im
Western Blot verwendeten MST4-Phospho-Antikorper konnte eine vermehrte Phosphorylierung
dieser Position nach MST4-Uberexpression bestitigt werden (Abschnitt 3.7.3 und Abbildung 3-14 F).
Allerdings filihrte eine Behandlung mit dem Inhibitor Hesperadin wider Erwarten nicht zu einer
verminderten Phosphorylierung sondern zu einer vermehrten Phosphorylierung. Eine mogliche
Erklarung waren MST4-unabhangige Mechanismen, die zur Phosphorylierung dieser Position fihren.
Wahrscheinlich hdangt T178 mit der Aktivitat von MST4 zusammen (Huang et al., 2017; Record et al.,
2010), daher ware eine moglichst differenzierte Regulierung zu erwarten. Dafir spricht auch, dass
haufiger beobachtet werden konnte, dass die Gesamtmenge des phosphorylierten MST4 stabil bleibt,
wahrend sich die Expression von MST4 verdndert (Abbildung 3-5 C, Abbildung 3-6 C, Abbildung 3-15 F).
Diese endogenen Mechanismen kdnnten die Wirkung des Inhibitors an dieser Stelle aufheben, um
wieder eine ,normale” Aktivitit von MST4 zu erreichen. Die starken Veranderungen des
Phosphoproteoms in Anwesenheit des Inhibitors sprechen allerdings dafiir, dass nicht alleine die

Phosphorylierung von T178 fir die Effekte von MST4 entscheidend ist.

4.4.2 Weitere mogliche Kinasesubstrate von MST4

Die unter 3.7.3 aufgefiihrten Peptide sind die 50 am stirksten durch MST4-Uberexpression vermehrt
phosphorylierten Peptide, die aulerdem bei Anwesenheit des Inhibitors Hesperadin vermindert
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phosphoryliert sind. Es handelt sich bei ihnen daher um mogliche Kinasesubstrate von MST4 in
Kardiomyozyten. Der Versuchsaufbau lasst allerdings keine Riickschliisse zu, ob die vermehrte
Phosphorylierung durch direkte Interaktion mit MST4 zustande kommt oder ob es sich um einen

vermittelten Effekt handelt.

Die meisten Phosphorylierungsstellen sind bereits in anderen Phosphoproteomics-Untersuchungen
identifiziert wurden und in der Datenbank UniProt aufgefiihrt. Bei 15 der aufgefiihrten
Phosphorylierungsstellen ist in dieser Datenbank jedoch diese Eigenschaft nicht bekannt gewesen (The
UniProt Consortium, 2021). Diese Zahl ist in der Gesamtheit der gefundenen Phosphorylierungsstellen

sicherlich noch hoher.

Um die Relevanz der Phosphorylierungsstellen weiter zu ermitteln, ware es interessant, wenn man
Zellen untersuchen konnte, in denen die jeweiligen Phosphorylierungsstellen durch
unphosphorylierbare Aminosauren ersetzt werden. Wird MST4 anschlieRend Uberexprimiert und es
zeigen sich nicht die ansonsten beobachteten biologischen Effekte der MST4-Uberexpression, wire

das ein Hinweis auf die Rolle der jeweiligen Phosphorylierungsstelle bei diesem Effekt.

Andererseits ware es interessant, die Phosphorylierungsstellen in den verschiedenen Tiermodellen
und in Proben von insuffizienten Herzen zu untersuchen. Leider existieren zu den meisten
Phosphorylierungsstellen bisher keine Phospho-Antikérper und die massenspektroskopische
Untersuchung des Phosphoproteoms ist sehr teuer und benétigt relativ groRe Proteinmengen. Das

ware bei der Untersuchung humaner Proben eine zusatzliche Herausforderung.

Unter den Top-50 Phosphorylierungsstellen finden sich vier, zu denen es Verdéffentlichungen von
funktionellen Untersuchungen gibt. Diese sollen im Folgenden ebenso diskutiert werden, wie die

Proteine, die mehrfach unter den Top-50 zu finden sind.

4421 Phospholemman

Das Serin an Position 83 (S83) von Phospholemman (PLM), das in der Phosphoproteomics-
Untersuchung vermehrt phosphoryliert war, entspricht S63 in den meisten Publikationen, weil es sich
bei den ersten 20 Aminosduren um ein Signalpeptid handelt. Daher wird im Folgenden diese (ibliche
Nomenklatur genutzt. PLM ist ein kardiales Transmembranprotein, das in Verbindung mit
lonenstromen steht und Kinasesubstrat verschiedener Kinasen ist. Bekannte Regulatoren sind
Proteinkinase A (PKA) und C (PKC, hauptsachlich Isoformen a und €). PKC phosphoryliert u.a. S63, bei
PKA ist diese Phosphorylierungsstelle umstritten. Das STRIPAK-Protein Proteinphosphatase 2A (PP2A)
wird als Hauptakteur der Dephosphorylierung von S63 beschrieben. Der relativ hohe Grad an
Phosphorylierung von S63 im basalen Zustand legt nahe, dass das System in beide Richtungen
reagieren kann. Im phosphorylierten Zustand erhoht PLM die Aktivitat der kardialen Natrium-Kalium-
ATPase, die zu einem Natriumaus- und Kaliumeinstrom fuhrt. Dies kbnnte einen Mechanismus zum
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Ausgleich des Natriumeinstroms bei adrenerger Stimulation darstellen und so das Risiko fir

Arrhythmien senken sowie Inotropie fordern (Cheung et al., 2010; Fuller et al., 2009).

Neuere Untersuchungen geben allerdings Hinweise darauf, dass die Phosphorylierung von S63 dazu
flihren kénnte, dass es weniger mit der Natrium-Kalium-ATPase interagiert und stattdessen PLM-
Oligomere bildet (Wypijewski et al., 2013). Das konnte moglicherweise auch erklaren, wieso einige
Autoren eher einen hemmenden Effekt der direkten Interaktion von PLM mit der Natrium-Kalium-
ATPase beschreiben. Dieser wiirde dann durch eine Phosphorylierung von PLM an S63 aufgehoben
(Bossuyt et al., 2006). Neben der Natrium-Kalium-ATPase sind auRerdem vereinzelt Interaktionen von
PLM mit dem Natrium-Calcium-Austauscher (NCX1) sowie dem L-Typ-Calcium-Kanal beschrieben. Die
Expression und das Phosphorylierungsmuster von PLM sind in verschiedenen Herzerkrankungen
verdndert, sodass hier unterschiedliche Rollen diskutiert werden (Cheung et al., 2010). Bei kardialer
Ischamie, Hypertrophie und Herzinsuffizienz wurden erhohte intrazellulare Natriumkonzentrationen
festgestellt (Shattock, 2009). Es ist denkbar, dass MST4 (iber die — méglicherweise PKC-vermittelte —
Phosphorylierung von Phospholemman einen Mechanismus zum Ausgleich der erhohten
Natriumkonzentration darstellt. Allerdings kénnten die beobachteten Regulationen auch zur erhéhten

Natriumkonzentration beitragen, indem die Aktivitat der Natrium-Kalium-ATPase gehemmt wird.

Natriumstréme und -konzentrationen spielen auch im Kontext der Kontraktilitat eine wichtige Rolle
(Hilgemann, 2020). Moglicherweise konnte das also zur beobachteten Verbesserung der Kontraktilitat
beitragen, ohne messbare Veranderungen der Calciumstrome hervorzurufen. Eine Untersuchung der
Natriumstréme und -konzentrationen, der elektrischen Ladungen und Aktionspotentiale sowie der

beteiligten lonenkandle und -transporter ware also sinnvoll.

4.4.2.2 Gap junction alpha-1 protein

Gap Junction Protein Alpha 1 (GJAl, Connexin-43, Cx43) ist ubiquitdr exprimiert und spielt
insbesondere in der Kommunikation von ventrikuldren Kardiomyozyten eine wichtige Rolle. Zwei
Connexone, die jeweils aus sechs Gap Junction Proteinen (Connexine) bestehen, bilden Poren — die
Gap Junctions —zwischen Zellen, durch die kleine Molekiile ausgetauscht werden kdnnen. Dazu
gehoren lonen, cAMP und andere Signalmolekile. In ventrikuldren Kardiomyozyten werden Gap
Junctions hauptsachlich durch GJA1 gebildet und sind u.a. essenziell fiur die kontrollierte
Erregungsausbreitung. Es sind verschiedene Phosphorylierungsstellen bekannt, die mit einer
Modulation der interzellularen Kommunikation assoziiert werden. GJA1 kann die DNA-Synthese
hemmen und so das Zellwachstum beeinflussen sowie Zellproliferation verhindern. In
Kardiomyozyten, die Zell-Zell-Kontakte bilden, wird diese Inhibition in vitro durch eine
Phosphorylierung von Serin an Position 262 (S262) durch Proteinkinase C (PKC) aufgehoben. Eine

mogliche mechanistische Erklarung ware die geringere Permeabilitdit der Gap Junctions mit
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phosphoryliertem als mit unphosphoryliertem S262. Wahrend der Embryonalentwicklung und der
friihen postnatalen Phase kénnte das ein System zur Regulation des Herzwachstums sein (Doble et al.,

2004).

GJA1 befindet sich auch in der mitochondrialen Membran in Kardiomyozyten. Insbesondere in den
subsarkolemmalen Mitochondrien ist es Teil eines Signalweges, der die Bildung der mitochondrial
permeability transition pore (MPTP) verhindert und so Apoptose als Folge von erhdhter
Calciumkonzentration oder oxidativem Stress hemmt. Phosphorylierung von S262 scheint dies bei
gestressten Kardiomyozyten zu fordern und wird als moglicher Mechanismus der Kardioprotektion
gegenlber Ischamie-Reperfusionsschaden diskutiert. Verstarkte Phosphorylierung von S262 durch

PKC fuhrt zu einer erhdhten Calciumtoleranz der Kardiomyozyten (Srisakuldee et al., 2014).

In humanem Herzgewebe konnte MST4 an den Glanzstreifen — der Lokalisation der Gap Junctions —
angefarbt werden. In isolierten Kardiomyozyten aus adulten Ratten, die keine Gap Junctions bilden
kénnen, war das Muster hingegen eher longitudinal. Es ware daher interessant zu untersuchen, ob

eine direkte Interaktion zwischen MST4 und GJA1 stattfindet, die zur Phosphorylierung von S262 fihrt.

Die vermehrte Phosphorylierung an S262 von GJAl1 konnte eine Erklarung fir die beobachtete
verminderte Apoptoserate in NRVCM, die MST4 (iberexprimieren, darstellen. Eine Untersuchung der

mitochondrialen GJA1-Population ware in diesem Kontext anzustreben.

Auch GJA1 ist ein bekanntes Kinasesubstrat von der Proteinkinase C, die an mehreren Stellen in der

Phosphoproteomics-Untersuchung auffallt.

4423 Elongation factor 2
Elongation factor 2 (EF2) ist ein Kinasesubstrat der Calcium-Calmodulin-abhdngigen eukaryotischen
Elongation Factor 2 Kinase (EEF2K, CaMKIIl) (Nairn & Palfrey, 1987). Eine bekannte
Phosphorylierungsstelle ist Threonin an Position 57 (T57), das in der Literatur oft falschlicherweise als
T56 angegeben wird. An Position 56 der kanonischen Sequenz findet sich jedoch ein nicht-
phosphorylierbares Phenylalanin. Phosphorylierung von T57 fihrt zu einer Inhibition der EF2-
abhangigen Proteinsynthese sowie einer Induktion von Genen, die mit Zelliiberleben assoziiert sind
(Mateus-Seidl et al., 2019). Die Expression von EF2 ist auch in Kardiomyozyten beschrieben, sowie
deren Abnahme mit dem Alter in Ratten (Jager et al., 2002) und bei experimentell induziertem
Diabetes (Vary et al., 1994). Im kardialen Ischamie-Modell und in hypoxischen Kardiomyozyten konnte
eine erhohte Phosphorylierung von EF2, u.a. an T57, beobachtet werden. Die damit verbundene
Inhibition der Proteinsynthese scheint ein zellularer Schutzmechanismus zu sein. Mechanischer Stress
durch plétzliche Erhdhung der Nachlast reduziert hingegen die EF2-Phosphorylierung und erhoht
dadurch die Proteinsynthese. Die Dephosphorylierung kann durch die Protein-Phosphatase 2A (PP2A),
die STRIPAK-Bestandteil ist, vermittelt werden (Horman et al., 2003).
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Hier sind weitere Untersuchungen zur Rolle von MST4 notwendig. Unter hypoxischen Bedingungen
konnte eher eine verminderte MST4-Expression beobachten werden. Wiirde diese zu einer
verminderten EF2-Phosphorylierung fiihren, konnte dadurch die Proteinsynthese nicht inhibiert

werden.

Im Kontext der Hypertrophie existieren sowohl Situationen, in denen MST4 eher positiv mit ihr
assoziiert ist als aus negative Korrelationen. Zur Funktion der EF2-Phosphorylierung als Inhibitor der
Proteinsynthese wiirden eher negative Korrelationen passen, da in der Hypertrophie vermehrt
Proteine synthetisiert werden missen. Diese konnten wir bei Calcineurin-transgenen Ratten und nach
Konstriktion der transversen Aorta beobachten. In anderen in-vivo und in-vitro Modellen ware
sicherlich eine weitere Untersuchung der MST4-Phosphorylierung an Position T178 als Parameter der
MST4-Aktivitat interessant. Bei Tieren mit Calsarcin-1-Knockout und mit dauerhaft aktivem

Calcineurin-Signalweg ist diese namlich eher nicht reguliert, obwohl MST4 vermehrt exprimiert wird.

Bei zunehmender Zelldichte konnte eine zunehmende MST4-Expression und Phosphorylierung an
T178 beobachtet werden. Moglicherweise fiihrt das zu einer vermehrten EF2-Phosphorylierung,
hierdurch zu einer Inhibition der Proteinsynthese und damit zu einem verminderten Zellwachstum bei
begrenztem Platz. Eine Erklarung fir die verminderte MST4-Phosphorylierung an T178 bei sehr hoher

Zelldichte, bei der eigentlich eine Inhibition der Proteinsynthese sinnvoll ware, bleibt zu finden.

4.4.2.4 UBX domain-containing protein 1

UBX domain-containing protein 1 (UBXN1, SAKS1) wird am Serin an Position 200 (5S200) durch Stress-
aktivierte Proteinkinasen (SAPK) phosphoryliert, z.B. SAPK3, SAPK4 und JNK. Zur Funktion von UBXN1
ist bisher noch wenig bekannt. Mit den UBX- und UBA-Domanen kdnnte es aber wohl an der Formation
von Proteinkomplexen zum Abbau falsch-gefalteter Proteine beteiligt sein (McNeill et al., 2004). Bei
Glioblastomen kénnte der vermehrte Abbau von UBXN1-mRNA zur vermehrten NF-kB-Aktivierung
flhren (Chai et al., 2021). UBXN1 ist im Herzen noch nicht untersucht und die Phosphorylierungsstelle
bisher nur in der o.g. Arbeit. Eindeutige Hinweise zur Rolle in kardial-relevanten Signalwegen fehlen
bisher auch, sodass der Hintergrund der vermehrten Phosphorylierung von UBXN1 an S200 unklar

bleibt.

4.4.2.5 Band 4.1 like protein 1

Das Band 4.1 like protein 1 (E41L1, EPB41L1, 4.1N) ist ein Adapter-Protein des Zytoskeletts. Die Familie
der Band 4.1 like Proteine wird mit der Kontrolle der Membranstabilitdt sowie verschiedener
Transmembranproteine inklusive Bestandteilen des Calcium-Homdoostase-Systems assoziiert. E41L1
befindet sich in Kardiomyozyten u.a. an den Glanzstreifen und nahe der Z-Scheibe — moglicherweise
also an den T-Tubuli (Pinder et al., 2012). Zu Phosphorylierungen von E41L1 ist allerdings bisher noch

nichts bekannt. In den Top 50 der moglichen MST4-Kinasesubstrate tauchen allerdings fiunf
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verschiedene Phosphorylierungsstellen von E41L1 auf, die nach 72 h MST4-Uberexpression 1,58-fach
bis 2,07-fach haufiger phosphoryliert sind. Vor dem Hintergrund der bekannten Lokalisation von E41L1
an den kardialen Glanzstreifen und den verschiedenen beschriebenen Assoziationen von MST4 mit

diesen, ware eine weitere Untersuchung von E41L1 in diesem Kontext sehr spannend.

4.4.2.6 Actin filament-associated protein 1 like 1

Im Herzen ist Actin filament-associated protein 1 like 1 (AFAP1L1) bisher noch nicht untersucht. In
onkologischen Kontexten wurde AFAP1L1 als Regulator des Zytoskeletts identifiziert. Es scheint eine
Rolle bei der Verdnderung der Zellmorphologie, Zellmigration und Invasion zu spielen. Eine
Phosphorylierung durch Proteinkinase C (PKC) wird anhand der Homologie innerhalb der AFAP1-
Gruppe diskutiert, genaue Phosphorylierungsstellen sind aber bisher nicht beschrieben (Tie et al.,
2016). In der Untersuchung des Phosphoproteoms fand sich in der MST4-72h-Gruppe das Serin an
Position 384 (S384) 7,83-fach vermehrt phosphoryliert. Das ist, abgesehen von den
Phosphorylierungen an MST4 selber, die starkste signifikante Regulation der Phosphorylierungsstellen
in der Auswahl. AulRerdem finden sich noch zwei weitere Phosphorylierungsstellen in dieser Auswahl.

Eine weitere Ergrindung dieser Zusammenhange erscheint erstrebenswert.

4.4.2.7 Arginine-glutamic acid dipeptide repeats protein

Das Arginine-glutamic acid dipeptide repeats protein (RERE) steht vor allem in Zusammenhang mit
seltenen schwerwiegenden neurologischen Entwicklungsstérungen, die durch RERE-Mutationen
auftreten konnen. Beschrieben sind dabei auch angeborene Herzerkrankungen, hauptsdchlich
Septumdefekte. Es handelt sich bei RERE um ein Protein der Atrophin-Familie, das wahrend der
Embryonalentwicklung als Co-Faktor eines Transkriptionsfaktors wichtig ist. Die Uberexpression von
RERE verursacht Apoptose (Jordan et al., 2018; Scott & Sherr, 1993). Im adulten Organismus wird RERE
im Kontext der vendsen Thrombose diskutiert (Zhou et al., 2015). Zu Phosphorylierungen gibt es bisher
noch keine Veroffentlichungen. In der Untersuchung des Phosphoproteoms fanden sich in den Top 50
der moglichen MST4-Kinasesubstrate zwei Phosphorylierungsstellen von RERE. Das sehr begrenzte
Wissen zu RERE lasst bisher nur Spekulationen zu, aber es ware denkbar, dass diese Stellen zu einer

Inaktivierung von RERE fiihren und dadurch zu einer Hemmung der Apoptose.

4.4.2.8 Roundabout homolog 1

Mause mit einem Knockout von Roundabout homolog 1 (ROBO1) entwickeln angeborene Herzfehler,
moglicherweise Uber einen weniger aktiven Notch-Signalweg. ROBO1 ist ein Transmembranprotein,
das ansonsten hauptsachlich in der Embryonalentwicklung des Nervensystems untersucht wird
(Mommersteeg et al., 2015; Zhao & Mommersteeg, 2018). Im Rahmen des kardialen Remodelings
werden oft Signalwege aktiv, die eigentlich in der Embryonalentwicklung ihre Hauptrolle spielen. Zu

Phosphorylierungen fehlen bisher Veroffentlichungen, sodass die Relevanz der beiden
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Phosphorylierungsstellen von ROBO1 in der Auswahl in Bezug auf die beobachteten Effekte von MST4

offen bleibt.

44.29 Caveolae-associated protein 2

Caveolae sind Einstlilpungen der zelluldaren Plasmamembran, die in Mechanismen des Molekil- und
Vesikeltransport, der Zusammensetzung der Plasmamembran sowie der Signal- und
Mechanotransduktion involviert sind. In Kardiomyozyten befinden sich verschiedene lonenkanale in
den Caveolae. Defekte Caveolae scheinen zu Arrhythmien, zu einer geringeren Ischamietoleranz, zu
kardialer Hypertrophie und Herzinsuffizienz zu fihren. Allerdings wurden bisher hauptsachlich die
Caveoline am Herzen untersucht (Panneerselvam et al., 2012). Caveolae-associated protein 2 (CAVIN2)
wurde im onkologischen Kontext als Interaktionspartner der Proteinkinase C (PKC) identifiziert. Dies
ist moglicherweise ein Mechanismus, um PKC an den Caveolae zu rekrutieren (Gustincich et al., 1999).
Die Assoziation mit PKC scheint interessant, allerdings existieren keine Veroffentlichungen zu
Phosphorylierungen, die die beiden beobachteten Phosphorylierungsstellen in einen grofReren

Zusammenhang bringen kdnnten.

4.4.2.10 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 14C

Die Protein phosphatase 1 regulatory subunit 14C (PPP1R14C, PP14C, KEPI) ist bereits als
Kinasesubstrat von MST4 beschrieben. In Krebszellen spielt MST4 (und auch MST3) eine Rolle in der
Regulation des Zytoskeletts. Ein moglicher Mechanismus ist die Phosphorylierung von PPP1R14C an
Position T73. Diese Phosphorylierung fiihrt zu einer verstarkten Hemmung der Protein Phosphatase 1,
die u.a. eine Rolle bei der Dephosphorylierung von Myosin spielt (Madsen et al., 2015). In der
Untersuchung des Phosphoproteoms ist PPP1R14C an T72, das dquivalent zu T73 im humanen Protein
ist, nach 48 h 3,3-fach und nach 72 h 3,92-fach vermehrt phosphoryliert. Dieses Ergebnis macht es sehr
plausibel, dass PPP1R14C auch in Kardiomyozyten ein Kinasesubstrat von MST4 darstellt. Die
Herabregulation durch Hesperadin auf ca. 70 % ist allerdings nicht statistisch signifikant, weshalb es in
der in Tabelle 3-7 definierten Auswahl auch nicht auftaucht. Mdglicherweise ist der Effekt nicht
ausreichend grol® oder es gibt andere Mechanismen, die den Hesperadin-Effekt vermindern. Es ist
auBerdem beschrieben, dass PPP1R14C durch PKC vermehrt phosphoryliert wird (Liu et al., 2002). Zur
Funktion von PPP1R14C im Herzen ist bisher nichts bekannt. Von der Protein Phosphatase 1 (PP1), die
von ihr gehemmt wird, sind allerdings tGiber 120 Interaktionspartner im Herzen beschrieben, sodass sie
als ein Schlisselenzym im Herzen angesehen werden kann. Dazu gehéren der LTCC, RYR2,
Phospholamban (PLN), Troponin | (Tnl), Myosin binding protein C und Titin. In insuffizienten Herzen ist
die Aktivitat von PP1 erh6ht und die Hemmung von PP1 wird als therapeutische Option untersucht.
Hier werde aber u.a. noch ein besseres Verstandnis der verschiedenen Isoformen benétigt (Liu, 2021).
Die vermehrte Phosphorylierung von PPP1R14C durch MST4 konnte also auch am Herzen die Aktivitat

von PP1 hemmen und so protektiv wirken.
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4.4.3 Vermehrte Phosphorylierung von PKC Kinasesubstraten
Proteinkinase C (PKC) ist eine ubiquitar exprimierte Kinase, die an verschiedenen Signalwegen beteiligt

ist. Es existieren mehrere Isoformen, die im kardialen Kontext beschrieben sind. Interessanterweise
fallt bei der funktionellen Analyse des Phosphoproteoms von MST4-liberexprimierenden Zellen auf,
dass in diesen PKC-assoziierte Untergruppen vermehrt reguliert sind (Abschnitte 3.7.2.1 und 3.7.2.2).
Auch bei den zuvor besprochenen moglichen Kinasesubstraten taucht PKC immer wieder als bekannte
Kinase auf: PLM, GJA1, AFAP1L1 und PPP1R14C werden von PKC phosphoryliert, CAVIN2 ist ein

Interaktionspartner von PKC.

Auch sind die beobachteten biologischen Effekte von MST4 zum Teil auch bereits als Effekte von PKC
in Kardiomyozyten beschrieben. PKC-g verhindert wie MST4 Apoptose wahrend PKC-6 allerdings eher
pro-apoptotisch wirkt (Singh et al., 2017). Ebenfalls analog zu MST4 fiihrt eine Aktivierung von PKC,
durch z.B. PMA sowie eine Uberexpression von PKC-a, -B und -g, zu hypertrophen Phinotypen.
Teilweise existieren hier allerdings auch widerspriichliche Ergebnisse (Frey & Olson, 2003; Singh et al.,

2017).

Moglicherweise aktiviert MST4 also PKC oder erhdht deren Expression und vermittelt so diese
Phosphorylierungen indirekt. Tatsachlich ist die Expression von PKC-6 in MST4-lberexprimierenden
Kardiomyozyten nach 72 h statistisch signifikant um ca. 27 % im Vergleich zur LacZ-Gruppe
heraufreguliert (Kontrast 2). Wird Hesperadin hinzugegeben, steigt die Expression um weitere 11%

(Kontrast 4).

PKC-a-Expression hingegen wird durch MST4-Uberexpression auf ca. 78 % herabreguliert (p = 0,002;
Kontrast 2), durch Hesperadin um ca. 15 % heraufreguliert (p=0,03, Kontrast 4). Dies ist insbesondere
interessant, weil erhohte PKC-a-Aktivitdt mit der Entwicklung von Herzinsuffizienz assoziiert ist.
Besonders die Aktivitat von PKC-a an den Glanzstreifen — wo auch MST4 lokalisiert ist — wird dafur
verantwortlich gemacht. Diese lasst sich z.B. in den Herzen von MLP-KO-Mausen beobachten (Lange
et al., 2016), in denen gleichzeitig eine erhéhte MST4-Expression bei unverdnderter MST4-Aktivitat
herrscht (Abbildung 3-5).

Es fehlen auch Hinweise auf eine direkte PKC-Aktivierung. Stattdessen sind zwei
Phosphorylierungsstellen von PKC-lIsoformen in der MST4-Gruppe (Kontrast 2) sogar statistisch
signifikant vermindert phosphoryliert: PKCa-5226 (ca. 72 %) und PKC1-T564 (ca. 65 %). Beide

Positionen sind als Phosphorylierungsstelle bekannt aber eine Funktion ist nicht erforscht.

Eine andere Moglichkeit ware, dass MST4 dhnliche Substrate phosphoryliert wie PKC. Eine vermehrte
Phosphorylierung von PPP1R14C, wie sie in der Untersuchung des Phosphoproteoms beobachtet
wurde (Tabelle 3-8), ist in der Literatur sowohl durch MST4 (Madsen et al., 2015) als auch durch PKC
(Liu et al., 2002) beschrieben. In beiden Fallen wurde allerdings der Effekt der jeweils anderen Kinase
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nicht untersucht, sodass nicht sicher gesagt werden kann, ob beide unabhangig voneinander wirken.
Ezrin ist auBerdem als Substrat von MST4 (ten Klooster et al., 2009) und von PKC beschrieben (Ren et
al.,, 2009). In der Untersuchung des Phosphoproteoms ldsst sich allerdings dieser Effekt nicht
beobachten. Es kommt lediglich im Zeitverlauf (Kontrast 5) zu einer statistisch signifikant
zunehmenden Phosphorylierung an Position S535. Diese ist zwar bekannt aber nicht funktionell
beschrieben (The UniProt Consortium, 2021). Anscheinend findet diese Regulation in NRVCM nicht
statt. Auch andere in der Literatur beschriebene MST4-Substrate konnten in der Untersuchung des
Phosphoproteoms in NRVCM nicht bestdtigt werden und sind auch nicht als PKC-Substrate

beschrieben.

Das weitere Verstandnis der Interaktion von MST4 und PKC, deren Substraten und biologischen

Effekten ist sicherlich ein wichtiger Meilenstein in der Charakterisierung von MST4 im Herzen.

4 Hypertrophie
-

J \

P P
P
AFAP1 L‘I)
PPP1 R 4C>

Abbildung 4-1: PKC-assoziierte Effekte von MST4

In dieser Arbeit konnten einige Effekte von MST4 beobachtet werden, die in der Literatur bereits als
Effekte der Proteinkinase C (PKC) beschrieben wurden. Dazu gehdéren einerseits biologische Effekte
wie die Induktion von Hypertrophie bei Kardiomyozyten sowie die Hemmung der Apoptose.
Andererseits gibt es einige Proteine, deren Phosphorylierung durch PKC beschrieben ist und die auch
durch MST4-Uberexpression an den gleichen Positionen vermehrt phosphoryliert wurden:
Phospholemman (PLM; S63), Gap junction alpha-1 protein (GJA1; S262), Actin filament-associated
protein 1 like 1 (AFAP1L1; S384), Protein phosphatase 1 regulatory subunit 14C (PPP1R14C; T73).
Letzteres hemmt die Protein Phosphatase 1 (PP1), die am Herzen wichtige Proteine dephosphorylieren
kann. Die angegebenen Phosphorylierungsstellen beziehen sich jeweils auf humane Homologe.
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4.5 Durch MST4-Uberexpression regulierte Proteine

Die adenovirale Uberexpression von MST4 fiihrt zu einer charakteristischen Regulation des
Phosphoproteoms. Dazu gehéren neben den regulierten Phosphorylierungsstellen, die im vorherigen
Abschnitt diskutiert wurden, auch Veranderungen auf Protein-Ebene. Im Folgenden sollen jeweils die
25 am starksten vermehrt (Tabelle 3-9) und vermindert (Tabelle 3-10) exprimierten Proteine diskutiert
werden. Der Bereich der signifikant vermehrten Expression nach 72 h reicht dabei von 5,94-fach bis
1,44-fach und der signifikant verminderten Expression nach 72 h von 23 % bis 64 %. Diese Proteine

bieten sehr viele neue Ansatze fir weitere Untersuchungen der Kinase MST4 in Kardiomyozyten.

4.5.1 Durch MST4-Uberexpression vermehrt exprimierte Proteine
Es fallt schwer, die Auswahl an vermehrt exprimierten Proteinen bestimmten Bereichen zuzuordnen.

Zu einigen liegen noch gar keine Erkenntnisse am Herzen vor. Die haufigsten aus der Literatur — die
zum Teil sehr begrenzt ist — bekannten Assoziationen beziehen sich auf die Gebiete Inflammation
(Reg3B, MT2A, GP130, STC1, SMAD3, PIR, B2M), Myokardinfarkt/KHK (Reg3p, GP130, STC1,
TMEM106B, SMAD3, FZD1, B2M) sowie Hypertrophie (PGC1, CST3, GP130, EAAT1, SMAD3, FZD1).
Teilweise sind die Assoziationen jedoch gegensatzlich, sodass weitere Forschung notwendig ist, um die

Zusammenhange besser zu verstehen.

45.1.1 Mammalian Ste-20-Like Protein Kinase 4

ErwartungsgemaR ist das am starksten Uberexprimierte Protein MST4. 48 h nach adenoviraler
Infektion der Zellen konnte eine 3,78-fache Proteinmenge im Vergleich zur Kontrollgruppe detektiert
werden. Nach 72 h stieg die Menge auf das 5,94-fache der LacZ-Gruppe an. Auch wenn es sich um eine
andere Methode der Detektion handelt, entspricht das in etwa der MST4-Menge im Myokard von
Patientinnen und Patienten mit DCM (Abbildung 3-2). Damit konnte erneut gezeigt werden, dass die
adenovirale Uberexpression von MST4 gut funktioniert und dass auch in den Kontrollzellen endogenes

MST4 vorkommt.

4.5.1.2 Regenerating islet-derived protein 3 beta

Regenerating islet-derived protein 3 beta (Reg3p) ist ein Chemokin, das nach einem Myokardinfarkt
von Kardiomyozyten sezerniert wird und Makrophagen anzieht. Die Serumkonzentration konnte als
eigenstandiger Prognosefaktor nach einem Myokardinfarkt identifiziert werden (Lorchner et al., 2018).
Eine direkte Regulation durch MST4 scheint vor dem Hintergrund der verminderten Expression von
MST4 in Hypoxie (Abbildung 3-10) eher unwahrscheinlich. Reg3p konnte aber insgesamt bei zellularem
Stress exprimiert und sezerniert werden, der mdglicherweise durch MST4 ausgeldst wird. Die
Tatsache, dass die MST4-Uberexpression zu einer Heraufregulation von Reg3p um den Faktor 3,29

fiihrt, legt eine weitere Beschaftigung mit deren Zusammenspiel nahe.
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4.5.1.3 Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha

Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha (PPARGC1A, PRGC1, PGC1)
spielt eine Rolle in der Steuerung des kardialen Metabolismus sowie in der Reifung der
Kardiomyozyten. PGC1-Defizienz fihrt zu postnatalen kardialen Entwicklungsstérungen. Eine
Uberexpression fiihrt zu YAP1-abhingiger Hypertrophie von Kardiomyozyten. Auch eine Verbesserung
von Calciumstromen sowie Kontraktilitdt kann durch PGC1-Aktivierung beobachtet werden (Murphy
et al., 2021). Die vermehrte PGCl-Expression konnte also ein Faktor sein, der die verbesserte

Kontraktilitdt von Kardiomyozyten nach MST4-Uberexpression erklart (Abbildung 3-22).

45.1.4 Metallothionein-2

Metallothionein-2 (MT2A) ist als protektiver Faktor von altersassoziierter Myokardhypertrophie
beschrieben. Moglicher Mechanismus dafiir ist eine Hemmung des durch Inflammation aktivierten NF-
kB-Signalweges (Cong et al., 2016). Im Zusammenhang mit Subarachnoidalblutungen gibt es auch eine
Veroffentlichung, die beschreibt, dass MST4 den NF-kB-Signalweg hemmen kann (Peng et al., 2020).

Eine Untersuchung der Effekte von MST4 auf Inflammation insgesamt scheint sinnvoll.

4,515 Cystatin C

Cystatin C (CST3) wird bei Druckbelastung von Kardiomyozyten sezerniert und fiihrt auRerdem zu
kardialer Hypertrophie tGber den MAPK-Signalweg (Shen et al., 2020). Zwar fihrt die vermehrte
Druckbelastung durch TAC zu einer verminderten MST4-Expression (Abbildung 3-8), sodass der erste
Teil wahrscheinlich eher nicht MST4-vermittelt ist. Andererseits konnte die vermehrte Hypertrophie
durch MST4-Uberexpression (Abbildung 3-19) durch Cystatin C und den MAPK-Signalweg vermittelt

stattfinden.

4.5.1.6 Inositol-3-phosphate synthase 1
Inositol-3-phosphate synthase 1 (ISYNA1, INO1) ist das geschwindigkeitsbestimmende Enzym bei der
Synthese aller Inositol-Verbindungen. Es ist zwar bekannt, dass es im Herzen exprimiert wird, aber

weitergehende Untersuchungen wurden bisher nicht veréffentlicht (Guan et al., 2003).

4.5.1.7 Creatine kinase S-type, mitochondrial

Creatine kinase S-type, mitochondrial (CKMT2, KCRS) spielt eine Rolle im Energiehaushalt von Zellen
mit hohem Energiebedarf. In kardialen HL-1 Zellen fiihrt eine Uberexpression von CKMT2 zu einem
Schutz vor Zelltod durch Hypoxie und Reoxygenierung. In anderen Zellen konnte gezeigt werden, dass
eine verminderte CKMT2-Aktivitdt zur Permeabilitat der mitochondrialen Membran und dadurch zu
Apoptose fuhrt (Zervou et al., 2017). Wiirde im Umkehrschluss eine vermehrte CKMT2-Expression zu
einer verminderten Apoptoserate fiihren, konnte dies einen Mechanismus der MST4-Effekte auf die

Apoptose (Abbildung 3-14) darstellen.
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4.5.1.8 Interleukin-6 receptor subunit beta

Interleukin-6 receptor subunit beta (IL6ST, GP130) spielt eine Rolle in der kardialen Entwicklung,
Hypertrophie und scheint einen protektiven Effekt auf Kardiomyozyten zu haben. Auf der anderen
Seite sind erhdéhte Serumkonzentrationen von GP130 oder den IL6-Liganden prognostische Marker bei
Patientinnen und Patienten mit Herzinsuffizienz (Fischer & Hilfiker-Kleiner, 2008). GP130-Aktivierung
in Kardiomyozyten fuhrt Gber YAP1-Aktivierung zu einer Proliferation von Kardiomyozyten nach

Myokardinfarkt und dadurch zu einer verbesserten Regeneration (Yandong Li et al., 2020).

4.5.1.9 Histone H2A type 1-C

Uber Histone H2A type 1-C (H2AC6) ist am Herzen bisher nichts bekannt. Es wird vermutet, dass dieses
Histon eine Rolle spielt bei der Erhaltung der Telomerintegritat (Su et al., 2016). Telomere, die die
Chromosomen schiitzen, sind in verschiedenen myokardialen Erkrankungen verkiirzt. Die genaue Rolle

in postmitotischen Kardiomyozyten bleibt jedoch unklar (Booth & Charchar, 2017).

4.5.1.10 Ral GTPase-activating protein subunit beta

Auch zur Ral GTPase-activating protein subunit beta (RALGAPB, RLGPB) ist am Herzen bisher nichts
bekannt. Anders, als der Namen vermuten lasst, flihrt RLGPB zu einer Hemmung der GTPase Ral
(Yoshimachi et al., 2021). Ral als Ziel von Ras wiederrum ist in den Prozess der kardialen Hypertrophie

involviert (Kawai et al., 2003).

4.5.1.11 Stanniocalcin-1

Stanniocalcin-1 (STC1) ist ein Glykoprotein, das durch Hypoxie im Herzen IL-6-abhédngig hochreguliert
wird und die ischdmische Toleranz der Kardiomyozyten erhéht (Westberg et al.,, 2007). Auch in
humanen insuffizienten Herzen wird STC1 Uberexprimiert und nimmt nach Versorgung mit einem
LVAD deutlich ab. In vitro gibt es Hinweise, dass STC1 Uber bisher unbekannte Signalwege
Calciumkanale von L-Typ hemmt, die Herzfrequenz senkt und die Kontraktilitdit vermindert — im
Gegensatz zur MST4-Uberexpression (Abbildung 3-22). Dadurch kénnte es initial kardioprotektiv
wirken, indem die ventrikulare Arbeit reduziert wiirde. Im Verlauf ware aber die Ejektionsfraktion
vermindert, sodass STC1 zum Progress der Herzinsuffizienz beitragen wirde (Sheikh-Hamad et al.,

2003).

4.5.1.12 Atypical kinase COQ8A, mitochondrial

Atypical kinase COQ8A, mitochondrial (COQ8A) ist ein Elektrontransporter, der bei der Synthese von
Ubichinon (Coenzym Q10) eine Rolle spielt. Bei der Analyse des Proteoms von Mausen mit diabetischer
Kardiomyopathie kommt es zu einer Herabregulation von COQ8A (Gomes et al., 2022). Ubichinon
wiederum spielt eine wichtige Rolle bei der ATP-Produktion in Mitochondrien. Die Einnahme von
Ubichinon scheint einen positiven Effekt bei Patientinnen und Patienten mit Herzinsuffizienz zu haben

(Claxton et al., 2022; Sharma et al., 2016).
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4.5.1.13 Excitatory amino acid transporter 1

Excitatory amino acid transporter 1 (SLC1A3, EAAT1) ist ein Glutamat-Transporter, der bei Ratten durch
erhohte Schilddriisenhormone im Herzen Uberexprimiert wird. Dadurch wird die mitochondriale
Energieproduktion gesteigert, die eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von Hypertrophie spielt
(Ralphe et al., 2005). Moglicherweise wird Gber diesen Weg die vermehrte Energie, die die MST4-

vermittelte Hypertrophie bendtigt, zur Verfliigung gestellt.

4.5.1.14 RT1 class | histocompatibility antigen, AA alpha chain

RT1 class | histocompatibility antigen, AA alpha chain (HA12) ist ein ausschlieRlich bei der Ratte
vorkommendes Protein, das in die Antigenprasentation involviert ist. Die dhnlichen humanen HLA-A-
Proteine spielen zwar eine Rolle bei bestimmten Formen von kardiovaskuldren Erkrankungen. In

diesem Fall ist die Ursache der vermehrten Expression aber wahrscheinlich die Virusinfektion.

4.5.1.15 Transmembrane protein 106B

Transmembrane protein 106B (TMEM106B, T106B) ist in Kardiomyozyten noch nicht untersucht.
Bisher ist im kardialen Kontext nur eine Assoziation mit der koronaren Herzerkrankung (KHK) in
Endothelzellen beschrieben (Yabo Li et al., 2020). TMEM106B spielt als lysosomales Protein auRerdem
eine Rolle bei der Infektion mit SARS-CoV-2 (Baggen et al., 2021) und bei neurodegenerativen

Erkrankungen (Nicholson & Rademakers, 2016).

4.5.1.16 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3

Mutationen im Gen fir Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3 (ATP1A3, AT1A3)
verursachen die alternierende Hemiplegie des Kindesalters. Im Herzen sind genetische Varianten
assoziiert mit verkirzten QT-Zeiten und erhéhtem Risiko fiir plotzlichen Herztod (Moya-Mendez et al.,
2021). Im gesunden Organismus wird postnatal hauptsdchlich ATP1A2 exprimiert. Die ATP1A3-

Expression beschrankt sich hauptsachlich auf das Erregungsleitungssystem (Zahler et al., 1996).

4.5.1.17 Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 4

Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 4 (SLC2A4, GLUT4) kontrolliert die
kardiale Glukose-Aufnahme. Hauptmechanismus dafiir ist die Translokation von intrazelluldren
Vesikeln an das Sarkolemm. Die vermehrte GLUT4-Aktivitat fihrt zu einer verstarkten Aufnahme von
Glukose in Kardiomyozyten und verbessert so deren Energiehaushalt (Giannocco et al., 2013). Dies
konnte ebenfalls einen Mechanismus zur Kompensation des vermehrten Energiebedarfs bei

Hypertrophie spielen.

4.5.1.18 Mothers against decapentaplegic homolog 3
Mothers against decapentaplegic homolog 3 (SMAD3) spielt eine Rolle in kardialer Inflammation und
Fibrose, allerdings wohl eher in Fibroblasten und Makrophagen (Meng et al., 2020). SMAD3-Defizienz

in Kardiomyozyten fiihrt in vivo nach Myokardinfarkt zu verminderter Apoptoserate, verminderter
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pathologischer Hypertrophie und verbesserter Kontraktilitdt (Kong et al., 2018). Die durch MST4-
Uberexpression verminderte Apoptoserate (Abbildung 3-14) ist daher wohl eher nicht SMAD3-
vermittelt. Die verbesserte Kontraktilitait (Abbildung 3-22) hingegen kdnnte mit der vermehrten
Expression von SMAD3 zu tun haben, wobei unklar ist, ob es fir den SMAD3-Effekt den Myokardinfarkt

braucht.

4.5.1.19 Frizzled-1
Frizzled-1 (FZD1) ist ein Rezeptor fir Wnt-Proteine. Nach einem Myokardinfarkt steigt die ventrikulare
FZD1-Expression in vivo. Eine Hemmung von FZD1 durch eine Immunisierung dagegen vermindert die

post-Infarkt-Hypertrophie und verbessert die kardiale Funktion (Fan et al., 2018).

4.5.1.20 Pirin
Pirin (PIR) ist ein Co-Faktor von NF-kB, der bei oxidativem Stress aktiv wird (Perez-Dominguez et al.,

2021). Bei Kardiomyozyten liegen noch keine Erkenntnisse dazu vor.

4.5.1.21 Laminin subunit beta-2

Laminin subunit beta-2 (LAMB2) ist Teil der Laminin-Familie, deren Mitglieder den Hauptbestandteil
der extrazelluldaren Matrix ausmachen und Zell-Zell-Interaktionen vermitteln kdnnen. Im Herzen
spielen sie eine Rolle bei der Kraftiibertragung (Hochman-Mendez et al., 2020). Zu LAMB?2 existieren

allerdings bisher keine Erkenntnisse am Herzen.

4.5.1.22 Galectin-3-binding protein

Galectin-3-binding protein (LGALS3BP, LG3BP, M2BP) ist bisher am Herzen nicht untersucht. Es ist als
Interaktionspartner des Spike-Proteins von SARS-CoV-2 identifiziert worden (Gutmann et al., 2021). Im
Kontext des Kolonkarzinoms scheint es den NF-kB-Signalweg — und so Inflammation und
Tumorentwicklung — zu hemmen. Es aktiviert allerdings auch antivirale Reaktionen (Cho et al., 2021),

die in diesem Kontext die Ursache fiir die vermehrte Expression von LGALS3BP sein kénnten.

4.5.1.23 Beta-2-microglobulin
Beta-2-microglobulin (B2M) ist Teil des Klasse | MHC. Nach ischdgmischem Myokardschaden wird B2M
von Kardiomyozyten verstarkt exprimiert und sezerniert. Wahrscheinlich wird dadurch die Reparatur

des Myokards eingeleitet, indem Fibroblasten angezogen werden (Molenaar et al., 2021).

4.5.1.24 2'-5'-oligoadenylate synthase-like protein 1
2'-5'-oligoadenylate synthase-like protein 1 (OASL) kann doppelstrangige RNA binden und spielt so
eine Rolle bei der antiviralen Antwort (Kang et al., 2018). Die beobachtete Uberexpression ist am

ehesten darauf zurickzufiihren. Spezielle Funktionen am Herzen sind nicht bekannt.

4.5.1.25 Ketimine reductase mu-crystallin
Ketimine reductase mu-crystallin (CRYM) spielt eine Rolle beim Transport von Schilddriisenhormonen

in den Nukleus (Suzuki et al., 2007). Im insuffizienten Herzen konnte festgestellt werden, dass CRYM
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im rechten Ventrikel weniger stark exprimiert wird als im linken Ventrikel. Die Ursache und Relevanz

sind allerdings noch unklar (Su et al., 2015).

4.5.2 Durch MST4-Uberexpression vermindert exprimierte Proteine
Auch die 25 durch MST4-Uberexpression am stirksten vermindert exprimierten Proteine besitzen

nicht alle einen gemeinsamen Nenner. Die hdufigsten in der Literatur gefundenen Assoziationen — die
ebenfalls zum Teil widerspriichlich erscheinen — beziehen sich auf das Zytoskelett (XIRP2, MAGI1,
CNN1, MARCKS, MAP1B, LMOD2, FILIP1, CD44, COL11A1, PDLIM3, TAGLN, NPPA) und kardiale
Hypertrophie (XIRP2, PCP4, CNN1, MARCKS, CCN2, LMOD2, PDLIM3, RBP1, NPPA). Die Herabregulation
der mit pathologischer Hypertrophie assoziierten Proteine Transgelin und NPPA scheint einen
weiteren Hinweis darauf zu liefern, dass MST4 eher ein protektiver Faktor ist. Die Zusammenhange

sollten daher weiter untersucht werden.

4.5.2.1 Xin actin-binding repeat-containing protein 2

Xin actin-binding repeat-containing protein 2 (XIRP2, CMYA3) ist ein kardial stark exprimiertes Protein,
das bei kardialer Hypertrophie und Herzinsuffizienz eine Rolle spielt. Xin ist das chinesische Wort fir
Herz. XIRP2 bindet in quergestreifter Muskulatur an Actin, a-Actinin, N-Cadherin und B-Catenin im
Bereich der Z-Scheibe, der Costamere sowie der Glanzstreifen. Stimulation mit Hypertrophie-
induzierendem Angiotensin-ll, Phenylephrin oder Serum fiihrt zu einer vermehrten Expression.
Andererseits entwickeln Mause mit genetisch verringerten XIRP2-Leveln kardiale Hypertrophie — ohne
signifikante Veranderung der fetalen Gene ANP und BNP — und exprimieren vermehrt Hypertrophie-
assoziierte BMHC. Gleichzeitig kommt es zu einer Herunterregulation von RCAN1. Dies kdnnte zu einer
vermehrten Aktivitdat des Calcineurin-Signalweges fiihren und die Hypertrophie erklaren. Werden
diese Mause mit Angiotensin-Il stimuliert, fallt die Hypertrophie des Herzens jedoch geringer aus als
bei Kontrolltieren. AuBerdem kommt es zu weniger Fibrose und Apoptose (McCalmon et al., 2010).
XIRP2 wird auch als negativer Modulator des Hippo-Signalweges beschrieben. Maduse mit einem
kompletten Knockout von XIRP2 haben einen aktiveren Hippo-Signalweg, der zu einem verminderten

YAP1-Level fiihrt (Guo et al., 2020).

In der Untersuchung des Phosphoproteoms betrug die Expression von XIRP2 in der MST4-Gruppe nach
72 h ca. 23 % im Vergleich zur Kontrollgruppe. Das entspricht in etwa der Expression der XIRP2-
defizienten Mause in der zitierten Arbeit. Moglicherweise spielt XIRP2 also eine Rolle in der
Vermittlung der MST4-Effekte. MST4-Uberexpression und XIRP2-Defizienz fiihren beide zu
Hypertrophie ohne Stimulation (Abbildung 3-19) und verringerter Apoptose (Abbildung 3-14 und
Abbildung 3-16). Allerdings schiitzt MST4-Uberexpression nicht vor Hypertrophie durch Stimulation
(Abbildung 3-19). Es waére interessant zu untersuchen, ob sich die MST4-Effekte sowie die Regulation

von XIRP2 auch in vivo zeigen.
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4,5.2.2 Calmodulin regulator protein PCP4

Calmodulin regulator protein PCP4 (PCP4, PEP19) ist in die kardiale Rhythmik involviert. PCP4-Defizienz
fUhrt zu erhohter CaMKII-Aktivitat und vermehrten Arrhythmien (Kim et al., 2014). Die Konstriktion
der Aorta transversalis (TAC) in vivo und Angiotesin-ll-Stimulation in vitro flihren zu erhéhter PCP4-
Expression. Experimentelle Uberexpression von PCP4 schiitzt vor Angiotensin-ll-vermittelter kardialer
Hypertrophie, indem CaMKII und der Calcineurin-Signalweg gehemmt werden (Xie et al., 2014). Die
deutlich verminderte Expression von PCP4 auf ca. 44 % durch MST4-Uberexpression kénnte im
Umkehrschluss dazu fiihren, dass die Herabregulation von MST4 nach TAC (Abbildung 3-8) die
Heraufregulation von PCP4 nach dieser Intervention erklart. Da Signalwege jedoch meist zu Komplex

fiir solch vereinfachte Schliisse sind, ist weitere Forschung notwendig.

4.5.2.3 Ribonucleoside-diphosphate reductase subunit M2

Ribonucleoside-diphosphate reductase subunit M2 (RRM2, RIR2) wird in vivo nach einem
Myokardinfarkt vermindert exprimiert. RRM2-Uberexpression verbessert kardiale Kontraktilitdt und
Regeneration nach einem Myokardinfarkt, moglicherweise durch vermehrte YAP1-Expression (Yu et

al., 2021).

4.5.2.4 Membrane-associated guanylate kinase, WW and PDZ domain-containing protein 1

Membrane-associated guanylate kinase, WW and PDZ domain-containing protein 1 (MAGI1, BAP1) ist
in Kardiomyozyten noch nicht untersucht. In anderen Zellen ist es als Geristprotein an Zell-Zell-
Kontakten beteiligt und wirkt als Tumorsuppressor. Es reduziert die Expression der Hippo-Molekiile

LATS1 und 2 und fiihrt so zu einer vermehrten YAP1-Aktivitat (Worthmiller & Riegg, 2021).

4.5.2.5 Low-density lipoprotein receptor

Low-density lipoprotein receptor (LDLR) ist zwar in kardiovaskuldren Erkrankungen vielfach
untersucht, allerdings liegt der Fokus dabei meist auf anderen Zelltypen als Kardiomyozyten. Der LDLR
spielt eine wichtige Rolle im Kontext der Dyslipiddmie, die einen wichtigen kardiovaskularen
Risikofaktor ausmacht. LDLR vermittelt die Endozytose von Lipoproteinen und kontrolliert so die

zelluldre Cholesterol-Homoostase (Go & Mani, 2012).

4.5.2.6 Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase, cytoplasmic
Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase, cytoplasmic (HMGCS1) spielt eine Rolle in der Synthese von
HMG-CoA, einem Vorlduferprodukt von Cholesterin. In Kardiomyozyten ist sie bisher noch nicht

untersucht (Zhou et al., 2021).

4.5.2.7 Calponin-1
Calponin-1 (CNN1) ist ein Troponin-dhnliches Molekiil, das an Actin, Tropomyosin und Calmodulin
binden kann. AulRerdem ist es in den PKC-Signalweg involviert. Es ist deutlich vermindert exprimiert in

Tiermodellen der DCM (cTnTR¥W), Wird CNN1 in diesem Tiermodell experimentell verstirkt
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exprimiert, verbessert sich dadurch der kardiale Phanotyp. Ein moglicher Mechanismus kénnte eine
Aktivierung der PKCe sein, deren Aktivitdt in diesem Tiermodell ebenfalls vermindert ist und durch
CNN1-Expression verstarkt wird (Lu et al., 2014). MST4 ist in DCM-Herzen vermehrt exprimiert

(Abbildung 3-2), sodass eine Beeinflussung von oder durch CNN1 moglich erscheint.

4.5.2.8 Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate

Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate (MARCKS, MACS) ist ein Protein des Zytoskeletts und in
Kardiomyozyten ein Substrat der PKCe. Unphosphoryliert ist es an der Plasmamembran lokalisiert.
Nach Phosphorylierung verbindet es Actin-Filamente im Zytosol. Eine Uberexpression von MARCKS
fiihrt zu Hypertrophie von Kardiomyozyten (Heidkamp et al., 2007). Da die Uberexpression von MST4
zu einer Herabregulation von MARCKS fiihrt, ist die MST4-vermittelte Hypertrophie wahrscheinlich
eher nicht durch MARCKS verursacht.

4.5.2.9 Branched-chain-amino-acid aminotransferase, cytosolic

Branched-chain-amino-acid aminotransferase, cytosolic (BCAT1) ist wichtig fur die Synthese von nicht-
essentiellen Aminosauren sowie weitere Homdéostase-Funktionen. BCAT1-Uberexpression vermindert
den Myokardschaden im Infarkt-Modell (Lai et al., 2021). BCAT1-Knockdown fiihrt zu vermehrtem
Zelltod durch Ferroptose (Fu et al., 2022).

4.5.2.10 Connective tissue growth factor

Connective tissue growth factor (CTGF, CCN2) wird in der Herzinsuffizienz vermehrt exprimiert und
fungiert als kardioprotektiver Faktor im Kontext des Myokardinfarktes. Es schitzt vor Druck-
induzierter kardialer Hypertrophie, indem u.a. die NFAT-Aktivitdit gehemmt wird (Gravning et al.,
2013). Andere Studien konnten allerdings zeigen, dass ein Tamoxifen-vermittelter CCN2-Knockout in
adulten Ratten keine Auswirkungen auf kardiale Hypertrophie und Fibrose nach Druckbelastung hat

(Fontes et al., 2015).

4.5.2.11 Rho GTPase-activating protein 24

Rho GTPase-activating protein 24 (ARHGAP24, RHG24) katalysiert die Hydrolyse von GTP zu inaktivem
GDP und kann GTPasen wie RhoA und Racl negativ regulieren. Im Herzen ist dieses Enzym bisher nur
durch Assoziationen von Genvarianten mit dem PR-Intervall im EKG aufgefallen (Holm et al., 2010). Im
onkologischen Kontext scheint ARHGAP24 Apoptose zu induzieren und ist mit Tumorwachstum und -

progression assoziiert. Ein moglicher Mechanismus ist der STAT6-Signalweg (Wang et al., 2020).

4.5.2.12 Microtubule-associated protein 1B

Microtubule-associated protein 1B (MAP1B) ist hauptsachlich in Neuronen untersucht, wo es in die
Regulation von Mikrotubuli und Actinfilamenten involviert ist. MAP1B-Defizienz flihrt zu verminderter
Racl- und Cdc42-Aktivitdt sowie erhohter RhoA-Aktivitdt (Heinzen et al., 2018). Im Herzen ist es

reguliert bei Menschen mit dekompensierter Mitralklappeninsuffizienz und korreliert negativ mit der
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Ejektionsfraktion. In der gleichen Untersuchung wurde (brigens auch CTGF (siehe 4.5.2.10) als

ebenfalls reguliertes Protein identifiziert (Tsai et al., 2021).

4.5.2.13 Leiomodin-2

Leiomodin-2 (LMOD2) reguliert in Kardiomyozyten die Entstehung von Actinfilamenten und interagiert
mit Tropomyosin. Mdause mit LMDO2-KO entwickeln einen ausgepragten DCM-Phdnotyp mit
verkilrzten Actinfilamenten (Ly et al., 2016). Allerdings fiihren auch die durch erhéhte LMOD2-Level
induzierten verldangerten Actinfilamente in vivo zu erheblicher Einschrankung der kardialen

Kontraktilitat (Mi-Mi et al., 2020).

4.5.2.14 Farnesyl pyrophosphate synthase

Farnesyl pyrophosphate synthase (FDPS, FPS) ist das Schliisselenzym des Mevalonatweges, der wichtig
fiir die Cholesterin- und Steroidbiosynthese ist. Menschen mit Kardiomyopathien zeigen verminderte
FDPS-Level im Herzen. Mause mit kardiospezifischem FDPS-KO entwickeln im Herzen pathologisches
Remodeling und Dysfunktion. Eine mogliche Erklarung ist die Akkumulation von Geranylpyrophosphat,
die zu erhohter Aktivitat von Ras und Rheb fiihrt. Diese aktiviert wiederum mTOR und ERK. Allerdings
fihrt auch die erhohte FDPS-Expression zu pathologischem Remodeling. FDPS spielt daher
wahrscheinlich eine Rolle bei der kardialen Homéostase. (Wang et al., 2021). Es ist unklar, ob die
Regulation im Rahmen der MST4-Uberexpression dazu fiihrt, dass die FDPS-Aktivitit an die
veranderten Bedirfnisse der Kardiomyozyten angepasst wird oder ob die FDPS-Aktivitat aus dem

Gleichgewicht gerat und so an pathologischen Prozessen beteiligt ist.

4.5.2.15 Transmembrane 9 superfamily member 1

Transmembrane 9 superfamily member 1 (TM9SF1, MP70) induziert die Formation von
Autophagosomen in Hela-Zellen. Dort lasst es sich hauptsdchlich mit lysosomalen Markern co-
lokalisieren (He et al., 2009). AuRerdem ist es als Teil von Gap junctions beschrieben (Gourdie et al.,

1992).

4.5.2.16 Cell surface glycoprotein MUC18

Cell surface glycoprotein MUC18 (MUC18, MCAM, CD146) ist bisher hauptsachlich als Onkogen im
Kontext von malignen Melanomen beschrieben, wo es u.a. als Oberflichenrezeptor der
Immunglobulin-Superfamilie an Zell-Zell-Verbindungen beteiligt ist (Rapanotti et al., 2021). Im
kardialen Kontext ist es als Biomarker fiir erh6hte Vorlast bei Herzinsuffizienz beschrieben. Die I6sliche
Form wird bei erhéhter venéser Dehnung vom Endothel sezerniert (Simonavicius et al., 2021). In
Kardiomyozyten wird es in vivo durch experimentelle Nachlasterhéhung und in vitro durch
dynamischen Dehnungsstress vermehrt exprimiert (Obara et al., 2021). Dies wirde zu der
verminderten MST4-Expression nach TAC (Abbildung 3-8) passen, nicht jedoch zur erhéhten

Expression nach dynamischer Dehnung in vitro (Abbildung 3-9).
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4.5.2.17 Filamin-A-interacting protein 1

Filamin-A-interacting protein 1 (FILIP1, FLIP1) ist bisher hauptsachlich in Neuronen untersucht. Dort
induziert es den Abbau von Filamin A, einem Interaktionspartner von Actinfilamenten (Sato & Nagano,
2005). Filamin A (FLNA) spielt eine Rolle bei der Stabilisierung von Actinfilamenten und deren
Verbindung zur Zellmembran. Eine Defizienz flihrt u.a. zu angeborenen Herzfehlern (Chen & Walsh,
2002). In Kardiomyozyten ist allerdings bisher hauptsachlich Filamin C als Z-Scheiben-Protein

untersucht (Mao & Nakamura, 2020).

4.5.2.18 CD44 antigen

CD44 antigen (CD44) ist ein Oberflachenprotein, das u.a. als Hyaluronan-Rezeptor eine Rolle bei der
Interaktion mit der extrazellularen Matrix spielt. Es ist im Kontext der kardialen Fibrose untersucht,
allerdings hauptsachlich in Bezug auf Fibroblasten, Endothelzellen und Makrophagen (Yang et al.,
2019). Bei der Entwicklung von Vorhofflimmern scheint CD44 auRerdem wichtig fir die Calciumstréome

und oxidativen Stress in atrialen Kardiomyozyten zu sein (Chen et al., 2019).

4.5.2.19 Collagen alpha-1(Xl) chain

Collagen alpha-1(Xl) chain (COL11A1) kommt hauptsachlich in der extrazelluldaren Matrix von
Knorpelgewebe vor, wird aber auch in verschiedenen Tumoren Gberexprimiert (Nallanthighal et al.,
2021). Im Rahmen einer Transkriptomanalyse stenosierter Aortenklappen fiel COL11Al1 als
heraufreguliertes Gen auf (Greene et al., 2020). In kardialen Myofibroblasten kommt es zu einer
Herabregulation von COL11A1 bei erhdhter Aktivitdat von Proteinkinase C und Calcineurin. COL11A1
wird hier als Fibrosemarker klassifiziert (Mesquita et al., 2014). In der zitierten Untersuchung wird auch
CTGF als Fibrosemarker beschrieben, der wie auch in den MST4-iiberexprimierenden Kardiomyozyten

herabreguliert ist (siehe 4.5.2.10). COL11A1 ist in Kardiomyozyten allerdings noch nicht untersucht.

4.5.2.20 Astrocytic phosphoprotein PEA-15

Astrocytic phosphoprotein PEA-15 (PEA15) kann Tumorwachstum und -metastasierung hemmen,
moglicherweise durch Inhibition des ERK-Signalweges (Park et al.,, 2021). AuBerdem hemmt es
Inflammation, u.a. durch Hemmung von MAP-Kinasen (Yong et al., 2018), sowie Apoptose durch
Interaktion mit FADD (Greig & Nixon, 2014). Die Herabregulation von PEA15 in Kadiomyozyten von
neonatalen Ratten, die Hypoxie ausgesetzt waren, ist das bisher einzige Ergebnis zu PEA15 am Herzen
(Duca et al.,, 2009). Dies scheint der Herabregulation von MST4 in Hypoxie zu widersprechen

(Abbildung 3-10).

4.5.2.21 Calcium-binding mitochondrial carrier protein SCaMC-2
Calcium-binding mitochondrial carrier protein SCaMC-2 (SLC25A25, SCMC2, APC3) ist ein
Transportprotein der inneren Mitochondrienmembran, das an der ATP-Produktion beteiligt ist. Ein

Knockout verringert die Effizienz in der Energieverwertung bei Mausen und beeintrachtigt die
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Skelettmuskelfunktion. Eine mégliche Erklarung dafiir ist eine Beeinflussung der Calciumstréme und
eine verringerte ATP-Produktion (Anunciado-Koza et al., 2011). Zur Funktion im Herzmuskel liegen

noch keine Erkenntnisse vor.

4.5.2.22 PDZ and LIM domain protein 3

PDZ and LIM domain protein 3 (PDLIM3, ALP) bindet in Kardiomyozyten mit der PDZ-Doméne an a-
Actinin im Bereich der Z-Scheibe und an andere Proteine mit der LIM-Domane. Es spielt eine Rolle bei
der Stabilitat von Myozyten, Krafterzeugung und -Uibertragung sowie Signaltransduktion. Ein Knockout
von PDLIM3 fiihrt zum Phadnotyp einer DCM im Mausmodell. Polymorphismen im dazugehdérigen Gen

sind assoziiert mit DCM in Patientinnen und Patienten (Wang et al., 2019).

4.5.2.23 Transgelin

Transgelin (TAGLN, SM22-a) ist als Teil der Calponin-Proteinfamilie ein Protein im Zytoskelett von
Myozyten, hauptsachlich glatten Muskelzellen. Es ist u.a. an der Organisation von Actinfilamenten
beteiligt. Ein Knockdown von Transgelin flihrt dort zu Apoptose und verminderter Zellproliferation
(Huang et al., 2018). Im Rahmen der Re-Induktion fetaler Gene kann es auch zu einer erhthten
Expression von Transgelin in Kardiomyozyten kommen (Kuwahara et al., 2012). Die Herabregulation
des fetalen Gens Transgelin durch MST4-Uberexpression passt gut zu der (nur teilweise signifikanten)
Herabregulation von NPPA (Abschnitt 4.5.2.25 und Abbildung 3-20). Bei der MST4-vermittelten
Hypertrophie kdnnte es sich daher um einen protektiven Effekt handeln, der liber Signalwege ablauft,

die Kardiomyozyten eher starken als schwachen.

4.5.2.24 Retinol-binding protein 1

Retinol-binding protein 1 (RET1, RBP1) spielt eine wichtige Rolle im Vitamin-A-Haushalt, indem es im
Zytosol Vitamin A an Enzyme vermittelt, die die Umwandlung in den aktiven Metaboliten Retinol
katalysieren. Ein Knockout von RBP1 fiihrt zu einem Retinol-Mangel sowie Verdnderungen in
verschiedenen Stoffwechselwegen im Myokard (Zalesak-Kravec et al., 2022). Ein Retinol-Mangel
wiederum u.a. am Herzen fiihrt zu Entwicklungsstérungen (Nakajima, 2019). Das eng verwandte RBP4
ist an der Entwicklung von Myokardschaden nach Infarkt beteiligt (K.-Z. Zhang et al., 2021) sowie an

der Entstehung von kardialer Hypertrophie (Gao et al., 2016).

4.5.2.25 Natriuretic peptides A

Natriuretic peptides A (NPPA, ANP, ANF) ist eines der im kardialen Kontext am intensivsten
untersuchten Proteine. Wie auch das verwandte BNP wird ANP bei Herzinsuffizienz von
Kardiomyozyten sezerniert. In der klinischen Routine hat sich allerdings BNP bzw. NT-Pro-BNP als
Biomarker verbreitet. Intrazelluldr wirken sie Gber die Erh6hung des cGMP-Spiegels. ANP spielt eine
wichtige Rolle in der Herzentwicklung und wird als fetales Gen im Rahmen der pathologischen

Hypertrophie re-induziert. Einzug in die klinische Praxis hat auch der Wirkstoff Sacubitril gefunden, der
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den Neprylisin-abhdngigen Abbau von natriuretischen Peptiden hemmt. Es wird im eingesetzten
Praparat mit dem ACE-Hemmer Valsartan kombiniert (Goetze et al., 2020). Im Western Blot konnte
ebenfalls eine verminderte NPPA-Expression durch MST4-Uberexpression festgestellt werden, die
jedoch nicht signifikant war (Abbildung 3-20). Da NPPA meist mit pathologischer Hypertrophie
assoziiert wird, gibt die bei der Untersuchung des Phosphoproteoms beobachtete Herabregulation von
NPPA auf ca. 64 % eher einen Hinweis darauf, dass es sich bei der MST4-vermittelten Hypertrophie

(Abbildung 3-19) nicht um pathologische Hypertrophie handelt.

4.6 Ausblick

Die in dieser Arbeit beschriebene erste Charakterisierung der Kinase MST4 liefert eine wichtige
Grundlage fiir weitere Untersuchungen. Es konnte gezeigt werden, wie vielfiltig die Bereiche sind, in
denen MST4 im Kontext der Entwicklung und Progression der humanen Herzinsuffizienz eine mogliche

Rolle spielt.

Die subzelluldre Lokalisation von MST4 ist zum Verstandnis moglicher Effekte wichtig. Die vorliegenden
Daten suggerieren, dass do Lokalisation kontextspezifisch ist. Daher sollte die subzellulare Lokalisation
sowohl in Myokard als auch in isolierten Kardiomyozyten untersucht werden, beispielsweise durch Co-
Lokalisierungs-Farbungen. Moglicherweise waren hier auch computergestiitzte Methoden hilfreich,
die Vorhersagen zur Lokalisation von MST4 in subzelluldren Mikrodomanen wie T-Tubuli oder Zell-Zell-

Kontakte treffen konnen (Loucks et al., 2018).

Zum Verstandnis von MST4 ist es nicht ausreichend, das Protein isoliert zu untersuchen. MST4 kann
Bestandteil von makromolekularen STRIPAK-Komplexen sein —auch in Kardiomyozyten. Es sollten z.B.
weitere Co-Immunprazipitationen durchgefiihrt werden, um die genaue Zusammensetzung von
STRIPAK-Komplexen in Kardiomyozyten zu ermitteln. Seit kurzer Zeit existieren auch Methoden, die
diese Komplexe noch genauer bestimmen kénnen und einen héheren Durchsatz erlauben. Diese auf
nativer Gelelektrophorese und Massenspektroskopie basierten Verfahren (Gorka et al., 2019; Wittig
& Malacarne, 2021) wiirden eine umfassende Charakterisierung von kardialen STRIPAK-Komplexen
ermoglichen, die es erlauben wiirde, die Erkenntnisse zu den einzelnen Bestandteilen besser zu

verknipfen.

Die Regulation von MST4 geschieht u.a. durch Phosphorylierung. Es sollte in Zukunft nicht nur die
Veranderung der Expression betrachtet werden, sondern auch die Phosphorylierung von MST4.
AulRerdem sollten die Mechanismen, die flir diese sehr feine Steuerung verantwortlich sind, untersucht
werden. Naheliegend ware hier beispielsweise die Dephosphorylierung durch die STRIPAK-

Phosphatase PP2A oder eine Autophosphorylierung.
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In Herzen mit hochgradiger Herzinsuffizienz konnte eine vermehrte Expression von MST4 festgestellt
werden. Interessant wdre es, insbesondere vor dem Hintergrund der Herabregulation in CnA-
transgenen Tieren sowie nach TAC, die Expression und Aktivitdt von MST4 im Verlauf der Progression
der Herzinsuffizienz genauer zu betrachten. Optimal waren dafiir humane Proben, die allerdings nicht
problemlos verfligbar sind. Eine Bestimmung von sezerniertem MST4 aus dem peripheren Blut ist bei
einer ubiquitdr vorkommenden Kinase vermutlich auch wenig sinnvoll. Der nachste Schritt in dieser
Richtung ware daher die weitere Untersuchung verschiedener Tiermodelle zu verschiedenen

Zeitpunkten.

Die experimentelle Veranderung der MST4-Expression und Aktivitdt ist ebenfalls Bestandteil der
weiteren Charakterisierung. Es wurden mit dem eingesetzten Adenovirus und der siRNA zwei
Werkzeuge etabliert, die dieses in Bezug auf die Expression in vitro gut reproduzierbar erreichen. Zur
Reduktion der Aktivitat scheint die siRNA nicht ausreichend zu sein. Auch der Inhibitor Hesperadin hat
dahingehend gewisse Limitationen, da er anscheinend nicht komplett MST4-spezifisch wirkt. Eine
Moglichkeit ware daher die Etablierung eines kardiospezifischen MST4-Knockouts in Mausen. Auch die
gentechnische Veranderung von induzierten humanen Stammzellen wéare ein sinnvolles Modell.
Zudem sollte die kardiale Uberexpression von MST4 in vivo untersucht werden. Dazu eignen sich z.B.
Adeno-assoziierte Viren (AAV) oder die Nutzung von transgenen Tieren, die ein dauerhaft aktives MST4
exprimieren. Neben einer Basischarakterisierung dieser Tiere ware es auch interessant, wie sich
Parameter der Herzinsuffizienz und Hypertrophie durch Belastung, z.B. TAC, verdndern. Auf diese
Weise lieRen sich weitere Riickschlisse darauf ziehen, ob MST4 eher protektiv wirkt oder eher in die

Entwicklung der Herzinsuffizienz involviert ist.

Um die Rolle von MST4 am Herzen besser zu verstehen ist aulerdem Verstandnis der Beziehung zu
verschiedenen Signalwegen wichtig. Es konnte gezeigt werden, dass MST4 zwar zentrale Effektoren
der Apoptose hemmt, allerdings keine klaren Effekte auf das gesamte Uberleben. Hier sind weitere

Viabilitats- und Zelltod-Assays notwendig.

Es konnten auRerdem Effekte auf Hypertrophie und Kontraktilitit gezeigt werden. Die

zugrundeliegenden Mechanismen ergeben sich allerdings bisher noch nicht.

In der Liste der moglichen Kinasesubstrate finden sich einige sehr interessante Kandidaten, die die
beobachteten Effekte vermitteln kénnten. Bei der Untersuchung einer Kinase ist eine Herausforderung
die Auswahl der zu beobachtenden Zeitpunkte. Mit einer VergroRerung der zeitlichen Auflésung lieRen
sich wahrscheinlich noch weitere potentielle MST4-Kinasesubstrate identifizieren. Gleichzeitig wiirde
sich das Bild der hier identifizierten Kandidaten verfeinern. Insgesamt ware es auch wichtig

herauszufinden, welche dieser Proteine direkt durch MST4 phosphoryliert werden und welche Effekte
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indirekt vermittelt werden. Hervorzuheben ware auch die immer wiederkehrende Verbindung zur

Proteinkinase C, die weiter untersucht werden sollte.

Anhand der Ergebnisse der Untersuchung des Phosphoproteoms ergibt sich auch eine Reihe an
regulierten Proteinen, die weiter untersucht werden sollte. Insbesondere die besonders stark
regulierten Proteine, zu denen bereits Erkenntnisse am Herzen vorliegen, sollten weiter unter die Lupe
genommen werden, um so einer mechanistischen Erklarung fir die beobachteten MST4-Effekte ndher

zu kommen.

Eine moglichst detaillierte Charakterisierung von MST4 am Herzen und im Kontext der humanen
Herzinsuffizienz sowie anderer kardiovaskularer Erkrankungen ist wichtig, um die iatrogene Regulation

dieser Kinase als therapeutische Option zu prifen.
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5 Zusammenfassung

Herzkreislauferkrankungen sind weltweit die wichtigsten Grinde fir Tod und Verlust von
Lebensqualitdt. Einen groRen Anteil daran hat die Herzinsuffizienz, die in Deutschland derzeit die
haufigste Ursache fiir eine Krankenhausbehandlung darstellt. Trotz grofler Fortschritte beim
Verstandnis der Erkrankung und ihrer Therapie ist die Belastung fiir Patientinnen und Patienten sowie
die Gesellschaft insgesamt sehr hoch und wird vermutlich in den nachsten Jahren weiter zunehmen.

Der Bedarf an Forschung auf diesem Gebiet ist daher enorm.

Die Mammalian STE20-like Kinase 4 (MST4) ist Bestandteil sogenannter Striatin interagierender
Phosphatasen und Kinasen Komplexe (STRIPAK-Komplexe), von denen andere Bestandteile, wie z.B.
Myoscape/STRIP2, eine wichtige Rolle im Kontext der Herzinsuffizienz sowie anderer Erkrankungen
und Prozesse spielen. MST4 ist bisher vor allem in onkologischen Fragestellungen untersucht worden.
Die vorliegende Arbeit ist die erste Charakterisierung von MST4 im Herzen. Dazu wurden humane
Myokardproben sowie verschiedene Kardiomyopathie-Modelle in vivo und in vitro untersucht.
Mithilfe von Adenoviren und siRNA wurde die MST4-Expression in isolierten Kardiomyozyten von

Ratten experimentell reguliert und die Effekte analysiert.

MST4 wird in Herzen von Patientinnen und Patienten mit Herzinsuffizienz im Endstadium vermehrt
exprimiert, sowohl bei einer zugrundeliegenden dilatativen als auch bei einer ischdmischen
Kardiomyopathie. In der Immunchemischen Anfarbung zeigt sich MST4 im intakten humanen Myokard
an den Zell-Zell-Kontakten. In isolierten Rattenkardiomyozyten zeigt sich stattdessen eher ein
longitudinales Muster. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass MST4 auch in Kardiomyozyten direkt

mit den STRIPAK-Proteinen Myoscape/STRIP2 und SLMAP interagiert.

Ebenso wie in der humanen Erkrankung zeigt sich auch eine Uberexpression von MST4 in den
entsprechenden genetischen Mausmodellen MLP-KO und CS1-KO sowie nach zyklischer biaxialer
Dehnung von isolierten Kardiomyozyten. Mause mit konsekutiv aktivem kardialen Calcineurin und
Mause mit chirurgisch verengter Aorta, die ebenfalls einen Phanotyp der Herzinsuffizienz entwickeln,
zeigen hingegen verminderte Expression von MST4. Diese kann auch beobachtet werden, wenn
isolierte Zellen in Hypoxie inkubiert werden und wenn die Zellen so ausgesat werden, dass kaum Zell-

Zell-Kontakte bestehen.

Wird MST4 adenoviral iberexprimiert, wird dadurch Apoptose gehemmt, die Zellen hypertrophieren
und die Kontraktilitat adulter Zellen verbessert sich. Eine gegensatzliche Regulation durch Knockdown
mittels siRNA oder Inhibitor Hesperadin konnten nicht wirklich robust demonstriert werden. Mogliche
Erklarungen sind die ausbleibende Reduzierung der MST4-Aktivitit — gemessen an der
Phosphorylierung an Position T178 — durch die siRNA bzw. die moglichen Effekte des Inhibitors auf

andere wichtige Kinasen. Mechanistisch lieRen sich keine klaren Hinweise finden, dass die Effekte
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durch klassische Signalwege, wie die Hypertrophiegene NPPA, NPPB und RCAN1.4 oder den Hippo-

Signalweg, vermittelt werden.

Um mogliche Kinasesubstrate zu identifizieren und die Effekte von MST4 moglichst breit zu
beschreiben, wurde eine komplexe Untersuchung des Phosphoproteoms von MST4-
Uberexprimierenden Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen an zwei Zeitpunkten durchgefihrt. Dabei
wurden insgesamt 74.721 Peptidsequenzen, 20.973 Phosphopeptide und 4.708 Proteingruppen
identifiziert. Mittels bioinformatischer Analysen konnte ein robuster Effekt der MST4-Uberexpression
in Kardiomyozyten demonstriert werden. In funktionellen Analysen auf verschiedenen Ebenen ist
MST4 insbesondere mit dem Zytoskelett, der Plasmamembran, Zell-Zell-Kontakten, lonenkanélen,

Apoptose und der Proteinkinase C assoziiert.

Es wurde eine Reihe moglicher Kinasesubstrate identifiziert. Dazu gehort neben der bereits bekannten
Autophosphorylierung von MST4 eine groRe Anzahl in der Literatur bisher nicht mit MST4 assoziierter
Phosphorylierungsstellen oder bisher ganzlich unbekannter Phosphorylierungsstellen. Besonders
interessante Proteine, zu denen es bereits Erkenntnisse beziglich der Phosphorylierung gibt, sind
beispielsweise Phospholemman und Gap junction alpha-1 protein (auch Connexin-43). Diese beiden
Proteine, wie auch einige weitere der moglichen Kinasesubstrate, sind auBerdem als Substrate der
Proteinkinase C bekannt, weshalb eine weitere Untersuchung dieser Zusammenhange wichtig

erscheint.

Auf Ebene des Proteoms zeigt sich durch MST4-Uberexpression ein charakteristisches Muster mit einer
Vielzahl an differentiell regulierten Proteinen aus verschiedensten Bereichen, die eine einzigartige
Grundlage fiir weitere Untersuchungen zu MST4 schaffen. Zu den am starksten vermehrt exprimierten
Proteinen gehoren z.B. PGC1 und Cystatin C und zu den am starksten vermindert exprimierten XIRP2,

Calponin-1 und NPPA.

In dieser erstmaligen kardialen Charakterisierung der STRIPAK-Kinase MST4 konnte gezeigt werden,
dass diese in der Herzinsuffizienz vermehrt exprimiert wird und Hypertrophie und Apoptose reguliert.
Aufgrund der charakteristischen Regulation des Phosphoproteoms von Kardiomyozyten bietet sie ein

groRes Spektrum von Ansatzen fiir zukiinftige Forschung zum Verstandnis der Herzinsuffizienz.
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Zusammenfassung

humane Herzinsuffizienz Zell-Zell- Hypertrophie
Herzinsuffizienz Tiermodelle Kontakte Tiermodelle
(DCM, ICM) (CS1-KO, MLP-KO) (TAC, CnA-TG)

Apoptose Kontraktion

Qe & — ap _—
= z

Hypertrophie

Abbildung 5-1: Grafische Zusammenfassung

Die STE20-Kinase MST4 — ein Bestandteil von STRIPAK-Komplexen — wird in humanen insuffizienten
Herzen vermehrt exprimiert sowie in Tieren mit kardialem Calsarcin-1-Knockout (CS1-KO), Muscle-Lim-
Protein-Knockout (MLP-KO) und bei vielen Zell-Zell-Kontakten. In Tieren mit Konstriktion der Aorta
(TAC) und in Hypoxie wird MST4 hingegen vermindert exprimiert. MST4 hemmt Apoptose in
Kardiomyozyten, verbessert die Kontraktion und verursacht Hypertrophie. AuBerdem fihrt die
adenovirale Uberexpression von MST4 zu einem charakteristischen Phosphoproteom.
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6 Abstract

Cardiovascular diseases are the most important causes of death and loss of quality of life worldwide.
Heart failure, which is the most frequent cause of hospitalisation in Germany, plays a major role in this.
Despite great efforts and progress in understanding the disease and in its therapy, the burden on
patients and society as a whole is enormous and will most likely continue to increase in the coming

years. Thus, the need for research in this area remains high.

Mammalian STE20-like kinase 4 (MST4) is a member of so-called striatin interacting phosphatases and
kinases complexes (STRIPAK complexes), of which other components, such as Myoscape/STRIP2, play
an important role in the context of heart failure as well as other diseases and processes. MST4 has so
far been studied mainly in oncological settings. The presented work is the first characterisation of
MST4 in the heart. Human myocardium samples as well as different cardiomyopathy models were
examined in vivo and in vitro. Using adenoviruses and siRNA, MST4 expression was experimentally

regulated in isolated rat cardiomyocytes and the effects analysed.

It was shown that MST4 is increasingly expressed in hearts of patients with end-stage heart failure,
both in underlying dilated and ischaemic cardiomyopathy. In immunochemical staining, MST4 is
evident in intact human myocardium at the cell-cell contacts. In isolated rat cardiomyocytes, instead,
it shows more of a longitudinal pattern. Furthermore, MST4 was also demonstrated to interact directly

with the STRIPAK proteins Myoscape/STRIP2 and SLMAP in cardiomyocytes.

As in human disease, overexpression of MST4 was also found in the corresponding genetic mouse
models MLP-KO and CS1-KO as well as after cyclic biaxial stretch of isolated cardiomyocytes. In
contrast, mice with consecutive active cardiac calcineurin and mice with surgically constricted aorta,
which also develop a phenotype of heart failure, show decreased expression of MST4. This could also
be observed when isolated cells are incubated in hypoxia and when the cells are seeded so that there

is little cell-cell contact.

When MST4 is overexpressed adenovirally, apoptosis is inhibited, cellular hypertrophy is induced and
adult cell contractility improves. Opposing regulation by knockdown using siRNA or inhibitor
hesperadin could not really be robustly demonstrated. Possible explanations are the lack of reduction
of MST4 activity - measured by phosphorylation at position T178 - by siRNA or the possible effects of
the inhibitor on other important kinases. Mechanistically, no clear evidence could be found that the
effects are mediated by classical signalling pathways such as the hypertrophic genes NPPA, NPPB and
RCAN1.4 or the Hippo pathway.

In order to identify possible kinase substrates and to describe the effects of MST4 as broadly as
possible, a complex investigation of the phosphoproteome of MST4-overexpressing cells was

performed in comparison to control cells at two time points. A total of 74,721 peptide sequences,
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20,973 phosphopeptides and 4,708 protein groups were identified. Bioinformatic analyses
demonstrated a robust effect of MST4 overexpression in cardiomyocytes. In functional analyses at
different levels, MST4 was associated mainly with the cytoskeleton, the plasma membrane, cell-cell

contacts, ion channels, apoptosis and protein kinase C.

A number of possible kinase substrates have been identified. In addition to the already known
autophosphorylation of MST4, these include a large number of phosphorylation sites not previously
associated with MST4 in the literature, or phosphorylation sites that were previously completely
unknown. Particularly interesting proteins for which there are already findings regarding
phosphorylation are, for example, phospholemman and gap junction alpha-1 protein (also known as
connexin-43). These two proteins, as well as some other possible kinase substrates, are also known to
be substrates of protein kinase C, which is why further investigation of these relations seems

important.

At the level of the proteome, MST4 revealed a characteristic pattern with a large number of
differentially regulated proteins from a wide variety of areas, providing a unique basis for further
investigations on MST4. For example, among the most highly upregulated proteins are PGC1 and

cystatin C, and among the most downregulated are XIRP2, calponin-1 and NPPA.

In this first-ever cardiac characterisation of the STRIPAK kinase MST4, it was shown that it is
upregulated in heart failure, regulates hypertrophy and apoptosis and, due to its characteristic
regulation of the phosphoproteome of cardiomyocytes, offers a wide range of approaches for future

research to understand heart failure.
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human heart heart failure hypertrophy
failure animal models animal models

(DCM, ICM) (CS1-KO, MLP-KO) (TAC, CnA-TG)
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Abbildung 6-1: Graphical abstract

The STE20 kinase MST4 - a component of STRIPAK complexes - is expressed more abundantly in
human failing hearts, as well as in animals with cardiac calsarcin-1 knockout (CS1-KO), muscle lim
protein knockout (MLP-KO) and in high levels of cell-cell contacts. In contrast, MST4 levels are
decreased in animals with transverse aortic constriction (TAC) and in hypoxia. MST4 inhibits
apoptosis in cardiomyocytes, enhances contraction and causes hypertrophy. In addition, adenoviral
overexpression of MST4 leads to a characteristic phosphoproteome.
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12 Anhang

12.1 Funktionelle Analyse

12.1.1 Kontrast 1 MST4 48 h vs. LacZ48 h

Anhang

Reguliert auf Peptid-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
G0:0000226:microtubule cytoskeleton organization 27 3.5E-03
G0:0051017:actin filament bundle assembly 15 4.5E-02
G0:0000278:mitotic cell cycle 24 6.3E-02
G0:0006457:protein folding 23 8.3E-02
G0:0060048:cardiac muscle contraction 12 8.3E-02
G0:1900026:positive regulation of substrate adhesion-dependent cell spreading 9 8.6E-02
G0:0008360:regulation of cell shape 22 8.8E-02
G0:0035023:regulation of Rho protein signal transduction 15 1.6E-01
G0:1990090:cellular response to nerve growth factor stimulus 20 1.6E-01
G0:0048812:neuron projection morphogenesis 16 2.2E-01
G0:0051301:cell division 41 2.2E-01
G0:0007017:microtubule-based process 11 2.2E-01
G0:0005975:carbohydrate metabolic process 16 2.3E-01
G0:0016021:integral component of membrane 76 4.1E-05
G0:0005737:cytoplasm 452 6.2E-05
G0:0005874:microtubule 60 1.2E-03
G0:0005884:actin filament 27 1.5E-02
G0:0030018:Z disc 31 1.5E-02
G0:0005856:cytoskeleton 46 2.1E-02
G0:0016363:nuclear matrix 24 2.5E-02
G0:0005575:cellular_component 88 3.6E-02
G0:0005913:cell-cell adherens junction 14 4.2E-02
G0:0014704:intercalated disc 17 4.2E-02
G0:0042383:sarcolemma 32 4.2E-02
G0:0044295:axonal growth cone 9 4.6E-02
G0:0030016:myofibril 14 6.2E-02
G0:0042470:melanosome 30 6.6E-02
G0:0005743:mitochondrial inner membrane 15 7.0E-02
G0:0005789:endoplasmic reticulum membrane 29 7.0E-02
G0:0032991:macromolecular complex 90 9.2E-02
G0:0001725:stress fiber 16 1.3E-01
G0:0005925:focal adhesion 29 1.3E-01
G0:0016327:apicolateral plasma membrane 6 1.3E-01
G0:0051015:actin filament binding 42 5.3E-03
G0:0005515:protein binding 344 7.1E-03
G0:0003779:actin binding 42 1.7E-02
G0:0005198:structural molecule activity 24 1.7E-02
G0:0008017:microtubule binding 39 1.7E-02
G0:0051082:unfolded protein binding 28 1.7E-02
G0:0042802:identical protein binding 81 3.4E-02
G0:0003700:DNA binding transcription factor activity 11 9.3E-02
G0:0005080:protein kinase C binding 14 1.2E-01
G0:0003674:molecular_function 124 1.2E-01
G0:0005201:extracellular matrix structural constituent 7 1.2E-01
G0:0019901:protein kinase binding 63 1.6E-01
G0:0005178:integrin binding 16 2.3E-01
G0:0005200:structural constituent of cytoskeleton 13 2.3E-01
G0:0043236:laminin binding 6 2.3E-01
G0:0004674:protein serine/threonine kinase activity 46 2.3E-01
G0:0005504:fatty acid binding 7 2.3E-01
G0:0005524:ATP binding 176 2.3E-01
G0:0030674:protein binding, bridging 13 2.3E-01
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Reguliert auf Peptid-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
Axon guidance [Reactome] 40 1.9E-03
Semaphorin interactions [Reactome] 13 1.9E-03
HSP90 chaperone cycle for steroid hormone receptors (SHR) [Reactome] 17 6.4E-03
Muscle contraction [Reactome] 27 6.7E-03
L1CAM interactions [Reactome] 20 1.2E-02
Recycling pathway of L1 [Reactome] 14 1.3E-02
Striated Muscle Contraction [Reactome] 10 1.3E-02
MHC class Il antigen presentation [Reactome] 22 2.3E-02
Cellular responses to stress [Reactome] 44 3.0E-02
Developmental Biology [Reactome] 43 3.0E-02
Recruitment of NuMA to mitotic centrosomes [Reactome] 15 3.0E-02
Rho GTPase cycle [Reactome] 15 3.0E-02
RHO GTPases activate IQGAPs [Reactome] 11 3.4E-02
Factors involved in megakaryocyte development and platelet production [Reactome] 20 3.9E-02
Gap junction assembly [Reactome] 8 3.9E-02
Mitotic Prometaphase [Reactome] 25 3.9E-02
M Phase [Reactome] 35 4.4E-02
Gap junction trafficking [Reactome] 11 5.6E-02
HSF1-dependent transactivation [Reactome] 10 5.6E-02
Kinesins [Reactome] 11 5.6E-02
Reguliert auf Phosphopeptid-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
G0:0006468:protein phosphorylation 39 1.7E-01
G0:0030018:Z disc 21 6.0E-02
G0:0005840:ribosome 6 1.2E-01
G0:0014069:postsynaptic density 32 1.2E-01
G0:0015629:actin cytoskeleton 13 1.2E-01
G0:0030054:cell junction 29 1.2E-01
G0:0043025:neuronal cell body 38 1.2E-01
G0:0045211:postsynaptic membrane 17 1.2E-01
G0:0016529:sarcoplasmic reticulum 7 1.2E-01
G0:0044295:axonal growth cone 6 1.3E-01
G0:0005884:actin filament 14 1.3E-01
G0:0014704:intercalated disc 11 1.3E-01
G0:0030016:myofibril 8 1.3E-01
G0:0030425:dendrite 35 1.3E-01
G0:0005882:intermediate filament 7 1.4E-01
G0:0005912:adherens junction 7 1.4E-01
G0:0005925:focal adhesion 20 1.4E-01
G0:0000932:P-body 8 1.5E-01
G0:0005575:cellular_component 25 1.5E-01
G0:0005886:plasma membrane 97 1.5E-01
G0:0005923:bicellular tight junction 11 1.6E-01
G0:0004674:protein serine/threonine kinase activity 36 4.3E-02
G0:0005198:structural molecule activity 12 8.8E-02
G0:0003779:actin binding 25 1.7E-01
G0:0051015:actin filament binding 21 1.7E-01
G0:0005080:protein kinase C binding 10 2.0E-01
G0:0003674:molecular_function 34 2.4E-01
Kinase Substrates: CDC2 5 4.5E-02
Reguliert auf Protein-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
G0:0009615:response to virus 6 7,91E-02
G0:0043434:response to peptide hormone 10 7,91E-02
G0:0006936:muscle contraction 5 1,26E-01
G0:0007010:cytoskeleton organization 6 1,26E-01
G0:0007015:actin filament organization 6 1,26E-01
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Reguliert auf Protein-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
G0:0007155:cell adhesion 10 1,26E-01
G0:0007175:negative regulation of epidermal growth factor-activated receptor activity 2 1,26E-01
G0:0007193:adenylate cyclase-inhibiting G-protein coupled receptor signaling pathway |3 1,26E-01
G0:0008333:endosome to lysosome transport 5 1,26E-01
G0:0008360:regulation of cell shape 7 1,26E-01
G0:0010628:positive regulation of gene expression 11 1,26E-01
G0:0010801:negative regulation of peptidyl-threonine phosphorylation 2 1,26E-01
G0:0010951:negative regulation of endopeptidase activity 5 1,26E-01
G0:0010977:negative regulation of neuron projection development 5 1,26E-01
G0:0016042:lipid catabolic process 5 1,26E-01
G0:0019953:sexual reproduction 2 1,26E-01
G0:0030198:extracellular matrix organization 4 1,26E-01
G0:0030336:negative regulation of cell migration 5 1,26E-01
G0:0030595:leukocyte chemotaxis 2 1,26E-01
G0:0030900:forebrain development 4 1,26E-01
G0:0005884:actin filament 12 1,67E-03
G0:0005764:lysosome 14 2,48E-02
G0:0005912:adherens junction 5 2,48E-02
G0:0009897:external side of plasma membrane 7 2,48E-02
G0:0005771:multivesicular body 4 2,84E-02
G0:0030670:phagocytic vesicle membrane 5 3,28E-02
G0:0042588:zymogen granule 3 3,52E-02
G0:0005911:cell-cell junction 7 8,63E-02
G0:0030426:growth cone 10 1,02E-01

G0:0000137:Golgi cis cisterna 2 1,91E-01
G0:0005859:muscle myosin complex 2 1,91E-01
G0:0016459:myosin complex 4 1,91E-01
G0:0001891:phagocytic cup 3 2,42E-01
G0:0005925:focal adhesion 8 2,42E-01
G0:0030141:secretory granule 6 2,42E-01
G0:0030864:cortical actin cytoskeleton 4 2,42E-01
G0:0034362:low-density lipoprotein particle 2 2,42E-01
G0:0034364:high-density lipoprotein particle 2 2,42E-01
G0:0097208:alveolar lamellar body 2 2,42E-01
G0:0000932:P-body 4 2,43E-01
G0:0016810:hydrolase activity, acting on carbon-nitrogen (but not peptide) bonds 2 1,83E-01
G0:0030674:protein binding, bridging 4 2,26E-01
G0:0004715:non-membrane spanning protein tyrosine kinase activity 3 1,83E-01
G0:0004867:serine-type endopeptidase inhibitor activity 3 1,83E-01
G0:0005089:Rho guanyl-nucleotide exchange factor activity 4 1,83E-01
G0:0005201:extracellular matrix structural constituent 3 1,83E-01
G0:0019834:phospholipase A2 inhibitor activity 2 1,83E-01
G0:0043995:histone acetyltransferase activity (H4-K5 specific) 2 1,83E-01
G0:0043996:histone acetyltransferase activity (H4-K8 specific) 2 1,83E-01
G0:0046972:histone acetyltransferase activity (H4-K16 specific) 2 1,83E-01
G0:0051015:actin filament binding 12 1,83E-01
G0:0097322:7SK snRNA binding 2 1,83E-01
G0:0004180:carboxypeptidase activity 2 2,11E-01
G0:0004888:transmembrane signaling receptor activity 2 2,11E-01
G0:0008201:heparin binding 6 2,11E-01
G0:0017022:myosin binding 3 2,11E-01
G0:0019212:phosphatase inhibitor activity 2 2,11E-01
G0:0019706:protein-cysteine S-palmitoyltransferase activity 2 2,11E-01
G0:0044877:macromolecular complex binding 5 2,11E-01
G0:0048029:monosaccharide binding 3 2,11E-01
Platelet activation, signaling and aggregation [Reactome] 10 7,55E-03
Post-translational protein phosphorylation [Reactome] 6 1,68E-02
Regulation of Insulin-like Growth Factor (IGF) transport and uptake by Insulin-like Growth

Factor Binding Proteins (IGFBPs) [Reactome] 6 1,68E-02
Chylomicron assembly [Reactome] 3 1,39E-01
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Reguliert auf Protein-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
Antiviral mechanism by IFN-stimulated genes [Reactome] 4 1,53E-01
Cytokine Signaling in Immune system [Reactome] 9 1,53E-01
Interleukin-1 family signaling [Reactome] 4 1,53E-01
Plasma lipoprotein assembly [Reactome] 3 1,53E-01
c-src mediated regulation of Cx43 function and closure of gap junctions [Reactome] 2 1,53E-01
Chylomicron clearance [Reactome] 2 1,53E-01
Chylomicron remodeling [Reactome] 2 1,53E-01
CRMPs in Sema3A signaling [Reactome] 2 1,53E-01
ECM proteoglycans [Reactome] 3 1,53E-01
G alpha (i) signalling events [Reactome] 7 1,53E-01
Interferon Signaling [Reactome] 4 1,53E-01
Kinesins [Reactome] 4 1,53E-01
Mitotic G1-G1/S phases [Reactome] 4 1,53E-01
Platelet Adhesion to exposed collagen [Reactome] 2 1,53E-01
Platelet degranulation [Reactome] 5 1,53E-01
Regulation of gap junction activity [Reactome] 2 1,53E-01

12.1.2 Kontrast 2: MST4 72 hvs. LacZ72 h

Reguliert auf Peptid-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
G0:0006412:translation 70 7.6E-03
G0:0000045:autophagosome assembly 4 1.3E-01
G0:0008360:regulation of cell shape 33 2.0E-01
G0:0016021:integral component of membrane 197 1.9E-06
G0:0005739:mitochondrion 313 2.0E-04
G0:0005759:mitochondrial matrix 84 2.9E-03
G0:0005789:endoplasmic reticulum membrane 70 2.9E-03
G0:0022625:cytosolic large ribosomal subunit 44 7.3E-03
G0:0005884:actin filament 41 1.5E-02
G0:0005575:cellular_component 210 2.1E-02
G0:0022627:cytosolic small ribosomal subunit 34 2.1E-02
G0:0001725:stress fiber 26 5.5E-02
G0:0005925:focal adhesion 50 5.7E-02
G0:0005777:peroxisome 44 1.2E-01
G0:0005874:microtubule 91 1.3E-01
G0:0030018:Z disc 46 1.3E-01
G0:0030176:integral component of endoplasmic reticulum membrane 4 1.3E-01
G0:0031090:0rganelle membrane 3 1.3E-01
G0:0045177:apical part of cell 11 1.3E-01
G0:0098978:glutamatergic synapse 125 1.3E-01
G0:0031902:late endosome membrane 15 1.6E-01
G0:0005829:cytosol 620 2.0E-01
G0:0005887:integral component of plasma membrane 49 2.0E-01
G0:0003735:structural constituent of ribosome 93 3.2E-08
G0:0005515:protein binding 643 6.4E-02
G0:0001227:transcriptional repressor activity, RNA polymerase Il transcription regulatory

region sequence-specific binding 11 9.9E-02
G0:0003700:DNA binding transcription factor activity 34 9.9E-02
G0:0005178:integrin binding 26 1.2E-01
G0:0005102:receptor binding 54 1.6E-01
G0:0000978:RNA polymerase Il core promoter proximal region sequence-specific DNA

binding 27 1.7E-01
G0:0051287:NAD binding 29 1.7E-01
G0:0051082:unfolded protein binding 41 1.8E-01
G0:0008092:cytoskeletal protein binding 21 2.4E-01
Translation [Reactome] 56 2.1E-02
Activation of the mRNA upon binding of the cap-binding complex and elFs, and

subsequent binding to 43S [Reactome] 28 8.9E-02
GTP hydrolysis and joining of the 60S ribosomal subunit [Reactome] 27 8.9E-02
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Reguliert auf Peptid-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
L13a-mediated translational silencing of Ceruloplasmin expression [Reactome] 27 8.9E-02
Protein modification [Uniprot] 45 8.9E-02
RHO GTPase Effectors [Reactome] 73 8.9E-02
Ribosomal scanning and start codon recognition [Reactome] 27 8.9E-02
Signaling by Rho GTPases [Reactome] 86 8.9E-02
The citric acid (TCA) cycle and respiratory electron transport [Reactome] 48 8.9E-02
Translation initiation complex formation [Reactome] 27 8.9E-02
MHC class Il antigen presentation [Reactome] 32 1.1E-01
Axon guidance [Reactome] 58 1.1E-01
Cap-dependent Translation Initiation [Reactome] 31 1.3E-01
Eukaryotic Translation Initiation [Reactome] 31 1.3E-01
Respiratory electron transport, ATP synthesis by chemiosmotic coupling, and heat

production by uncoupling proteins. [Reactome] 29 1.9E-01
Formation of the ternary complex, and subsequently, the 43S complex [Reactome] 23 2.2E-01
L1CAM interactions [Reactome] 27 2.6E-01
Reguliert auf Phosphopeptid-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
G0:0030018:Z disc 36 4.7E-03
G0:0001725:stress fiber 19 1.2E-01
G0:0015629:actin cytoskeleton 22 1.2E-01
G0:0043197:dendritic spine 45 1.5E-01
G0:0044325:ion channel binding 20 1.6E-01
PKC 12 1.5E-01
Reguliert auf Protein-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
G0:0016567:protein ubiquitination 5 1,80E-03
G0:0002181:cytoplasmic translation 21 2,46E-03
G0:0006099:tricarboxylic acid cycle 19 2,46E-03
G0:0006635:fatty acid beta-oxidation 21 2,46E-03
G0:0006511:ubiquitin-dependent protein catabolic process 4 5,34E-03
G0:0051028:mRNA transport 2 2,05E-02
G0:0042594:response to starvation 16 4,38E-02
G0:0043161:proteasome-mediated ubiquitin-dependent protein catabolic process 7 4,38E-02
G0:0001889:liver development 26 7,21E-02
G0:0006103:2-oxoglutarate metabolic process 10 7,21E-02
G0:0007030:Golgi organization 3 7,21E-02
G0:0120162:NA 15 7,21E-02
G0:0042542:response to hydrogen peroxide 23 7,48E-02
G0:0032355:response to estradiol 36 1,47E-01
GO0:0006888:ER to Golgi vesicle-mediated transport 6 1,54E-01
G0:0051017:actin filament bundle assembly 14 2,54E-01
G0:0000027:ribosomal large subunit assembly 11 2,92E-01
G0:0006915:apoptotic process 42 1,00E+00
G0:0016607:nuclear speck 11 3,65E-04
G0:0042788:polysomal ribosome 11 1,26E-01
G0:0030315:T-tubule 13 1,62E-01
G0:0005643:nuclear pore 2 1,62E-01
G0:0000922:spindle pole 3 1,67E-01
G0:0030496:midbody 8 2,04E-01
G0:0005790:smooth endoplasmic reticulum 2 2,10E-01
G0:0005667:transcription factor complex 3 2,39E-01
G0:0005793:endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment 5 2,39E-01
G0:0005802:trans-Golgi network 10 2,39E-01
GO0:0031201:SNARE complex 3 2,39E-01
G0:0031672:A band 8 2,39E-01
G0:0031901:early endosome membrane 4 2,39E-01
G0:0009897:external side of plasma membrane 14 2,55E-01
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Reguliert auf Protein-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
G0:0004842:ubiquitin-protein transferase activity 3 2,32E-01
G0:0019843:rRNA binding 12 2,51E-01
Processing of Capped Intron-Containing Pre-mRNA [Reactome] 11 4,83E-04
Protein modification [Uniprot] 11 9,36E-04
protein ubiquitination [Uniprot] 6 3,91E-03
DNA Repair [Reactome] 4 6,46E-03
Carbohydrate metabolism [Uniprot] 11 1,20E-02
mRNA Splicing - Major Pathway [Reactome] 10 1,78E-02
mRNA Splicing [Reactome] 10 1,78E-02
Neddylation [Reactome] 7 1,78E-02
Class | MHC mediated antigen processing & presentation [Reactome] 8 2,82E-02
Antigen processing: Ubiquitination & Proteasome degradation [Reactome] 5 3,16E-02
Branched-chain amino acid catabolism [Reactome] 9 3,17E-02
fatty acid beta-oxidation [Uniprot] 8 5,92E-02
Integrin cell surface interactions [Reactome] 8 5,92E-02
Cell Cycle Checkpoints [Reactome] 7 1,03E-01
Amino-acid degradation [Uniprot] 9 1,06E-01
Cell junction organization [Reactome] 7 1,06E-01
Glyoxylate metabolism and glycine degradation [Reactome] 7 1,06E-01
Deubiquitination [Reactome] 11 1,08E-01
Intra-Golgi and retrograde Golgi-to-ER traffic [Reactome] 13 1,08E-01
Ub-specific processing proteases [Reactome] 7 1,29E-01
12.1.3 Kontrast 3: MST4 + Hes 72 hvs. LacZ 72 h

Reguliert auf Peptid-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
G0:0006412:translation 71 1.1E-03
G0:0005884:actin filament 42 5.3E-03
G0:0016021:integral component of membrane 208 6.7E-03
G0:0022625:cytosolic large ribosomal subunit 44 6.7E-03
G0:0005575:cellular_component 203 9.7E-03
G0:0022627:cytosolic small ribosomal subunit 34 1.8E-02
G0:0005739:mitochondrion 298 3.7E-02
G0:0005925:focal adhesion 50 5.1E-02
G0:0005905:clathrin-coated pit 25 5.5E-02
G0:0001726:ruffle 31 1.2E-01
G0:0005874:microtubule 90 1.5E-01
G0:0042470:melanosome 48 1.5E-01
G0:0005840:ribosome 19 2.3E-01
G0:0030017:sarcomere 19 2.3E-01
G0:0016363:nuclear matrix 34 2.7E-01
G0:0005759:mitochondrial matrix 77 2.9E-01
G0:0005929:cilium 7 3.0E-01
G0:0003735:structural constituent of ribosome 92 1.2E-07
G0:0003700:DNA binding transcription factor activity 33 1.2E-01
G0:0051015:actin filament binding 61 1.9E-01
GO0:0000978:RNA polymerase Il core promoter proximal region sequence-specific DNA

binding 26 2.0E-01
G0:0051082:unfolded protein binding 41 2.0E-01
MHC class Il antigen presentation [Reactome] 33 1.1E-01
Keine Regulation auf Phosphopeptid-Ebene

Reguliert auf Protein-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
G0:0002181:cytoplasmic translation 23 2,22E-04
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Reguliert auf Protein-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
G0:0006096:glycolytic process 19 5,07E-04
G0:0006511:ubiquitin-dependent protein catabolic process 5 7,11E-03
G0:0046034:ATP metabolic process 21 1,08E-02
G0:0120162:NA 17 1,15E-02
G0:0006099:tricarboxylic acid cycle 18 3,87E-02
G0:0006635:fatty acid beta-oxidation 20 3,87E-02
G0:0045471:response to ethanol 39 3,87E-02
GO0:0015031:protein transport 22 4,70E-02
G0:0006103:2-oxoglutarate metabolic process 10 1,38E-01
G0:0000027:ribosomal large subunit assembly 12 1,39E-01
G0:0000398:mRNA splicing, via spliceosome 3 1,39E-01
G0:0000028:ribosomal small subunit assembly 11 2,05E-01
G0:0007166:cell surface receptor signaling pathway 11 2,05E-01
G0:0009060:aerobic respiration 11 2,05E-01
G0:0044344:cellular response to fibroblast growth factor stimulus 9 2,05E-01
G0:0051289:protein homotetramerization 22 2,05E-01
G0:0032355:response to estradiol 37 2,14E-01
G0:0007030:Golgi organization 5 2,40E-01
G0:0009725:response to hormone 25 2,65E-01
G0:0005840:ribosome 17 6,14E-03
G0:0016607:nuclear speck 15 6,14E-03
G0:0042788:polysomal ribosome 13 6,14E-03
G0:0005743:mitochondrial inner membrane 49 3,25E-02
G0:0005751:mitochondrial respiratory chain complex IV 10 4,83E-02
G0:0005747:mitochondrial respiratory chain complex | 14 9,04E-02
G0:0030016:myofibril 14 9,04E-02
G0:0005777:peroxisome 30 1,07E-01
G0:1904115:axon cytoplasm 3 1,07E-01
G0:0005782:peroxisomal matrix 10 1,22E-01
G0:0005852:eukaryotic translation initiation factor 3 complex 8 1,22E-01
G0:0016282:eukaryotic 43S preinitiation complex 8 1,22E-01
G0:0055037:recycling endosome 5 1,26E-01
G0:0070062:extracellular exosome 16 1,91E-01
G0:0031526:brush border membrane 9 1,94E-01
G0:0071013:catalytic step 2 spliceosome 3 1,94E-01
G0:0005762:mitochondrial large ribosomal subunit 13 2,35E-01
G0:0003746:translation elongation factor activity 11 7,12E-02
G0:0019843:rRNA binding 13 7,12E-02
G0:0051287:NAD binding 22 7,12E-02
G0:0004842:ubiquitin-protein transferase activity 4 1,50E-01
G0:0004129:cytochrome-c oxidase activity 11 1,68E-01
G0:0051082:unfolded protein binding 30 1,68E-01
G0:0005096:GTPase activator activity 8 2,69E-01
G0:0051015:actin filament binding 39 2,69E-01
Processing of Capped Intron-Containing Pre-mRNA [Reactome] 11 1,12E-04
The citric acid (TCA) cycle and respiratory electron transport [Reactome] 40 2,13E-04
mRNA Splicing - Major Pathway [Reactome] 8 1,46E-03
mRNA Splicing [Reactome] 8 1,46E-03
Formation of a pool of free 40S subunits [Reactome] 19 8,32E-03
Neuronal System [Reactome] 6 8,92E-03
Protein modification [Uniprot] 15 8,92E-03
glycolysis [Uniprot] 13 1,06E-02
Respiratory electron transport ATP synthesis by chemiosmotic coupling and heat 24 1,06E-02
production by uncoupling proteins. [Reactome]

RNA Polymerase Il Transcription [Reactome] 27 1,56E-02
Metabolism of amino acids and derivatives [Reactome] 31 2,11E-02
Transport of Mature mRNA derived from an Intron-Containing Transcript [Reactome] 4 2,11E-02
Transport of Mature Transcript to Cytoplasm [Reactome] 4 2,11E-02
Formation of the ternary complex and subsequently the 43S complex [Reactome] 19 2,19E-02
protein ubiquitination [Uniprot] 9 2,19E-02
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Reguliert auf Protein-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
Respiratory electron transport [Reactome] 17 2,19E-02
Glucose metabolism [Reactome] 15 3,41E-02
Transmission across Chemical Synapses [Reactome] 5 3,88E-02
Antigen processing: Ubiquitination & Proteasome degradation [Reactome] 6 5,18E-02
Carbohydrate degradation [Uniprot] 14 5,18E-02
12.1.4 Kontrast 4: MST4 + Hes 72 h vs. MST4 72 h

Reguliert auf Peptid-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
G0:0045727:positive regulation of translation 33 1.5E-01
G0:0016021:integral component of membrane 198 1.9E-07
G0:0005575:cellular_component 205 8.5E-04
G0:0005737:cytoplasm 862 1.6E-03
G0:0042470:melanosome 52 4.9E-03
G0:0022627:cytosolic small ribosomal subunit 35 5.5E-03
G0:0043005:neuron projection 136 1.1E-02
G0:0005759:mitochondrial matrix 83 1.3E-02
G0:0005762:mitochondrial large ribosomal subunit 5 1.3E-02
G0:0022625:cytosolic large ribosomal subunit 43 2.8E-02
G0:0005923:bicellular tight junction 28 3.1E-02
G0:0005789:endoplasmic reticulum membrane 77 4.0E-02
G0:0005925:focal adhesion 50 7.3E-02
G0:0009986:cell surface 86 1.0E-01
G0:0005930:axoneme 5 1.1E-01
G0:0005829:cytosol 632 1.1E-01
G0:0031090:0rganelle membrane 3 1.1E-01
G0:0005884:actin filament 39 1.2E-01
G0:0005874:microtubule 91 1.8E-01
G0:0032991:macromolecular complex 164 1.8E-01
G0:0012507:ER to Golgi transport vesicle membrane 2 2.2E-01
G0:0005515:protein binding 664 3.8E-03
G0:0003674:molecular_function 280 1.5E-02
G0:0003700:DNA binding transcription factor activity 34 5.7E-02
G0:0019901:protein kinase binding 115 8.9E-02
G0:0003729:mRNA binding 50 1.3E-01
G0:0051015:actin filament binding 62 1.3E-01
G0:0042626:ATPase activity, coupled to transmembrane movement of substances 2 2.1E-01
G0:0044877:macromolecular complex binding 139 2.1E-01
G0:0051082:unfolded protein binding 41 2.6E-01
G0:0005096:GTPase activator activity 52 2.9E-01
Nonsense-Mediated Decay (NMD) [Reactome] 38 1.5E-02
Nonsense Mediated Decay (NMD) enhanced by the Exon Junction Complex (EJC)

[Reactome] 38 1.5E-02
Signaling by Rho GTPases [Reactome] 87 2.5E-02
Cap-dependent Translation Initiation [Reactome] 32 2.9E-02
Eukaryotic Translation Initiation [Reactome] 32 2.9E-02
MHC class Il antigen presentation [Reactome] 33 2.9E-02
Protein modification [Uniprot] 44 2.9E-02
RHO GTPase Effectors [Reactome] 73 8.6E-02
Macroautophagy [Reactome] 7 9.6E-02
Muscle contraction [Reactome] 39 9.6E-02
Immune System [Reactome] 228 1.4E-01
Neutrophil degranulation [Reactome] 97 1.4E-01
RNA polymerase Il transcribes snRNA genes [Reactome] 4 1.4E-01
Cellular responses to stress [Reactome] 73 2.1E-01
E3 ubiquitin ligases ubiquitinate target proteins [Reactome] 5 2.1E-01
Innate Immune System [Reactome] 149 2.1E-01
Asparagine N-linked glycosylation [Reactome] 52 2.5E-01
COPI-mediated anterograde transport [Reactome] 32 2.5E-01
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Reguliert auf Peptid-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
Downstream signaling of activated FGFR1 [Reactome] 2 2.5E-01
Pl Metabolism [Reactome] 8 2.5E-01
Reguliert auf Phosphopeptid-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
G0:0014069:postsynaptic density 61 2.1E-01
G0:0030018:Z disc 33 2.1E-01
G0:0005575:cellular_component 70 2.2E-01
G0:0043005:neuron projection 70 2.2E-01
G0:0005884:actin filament 24 2.8E-01
G0:0015629:actin cytoskeleton 21 2.8E-01
G0:0005515:protein binding 346 1.4E-01
G0:0051015:actin filament binding 38 1.4E-01
G0:0003674:molecular_function 93 2.0E-01
Reguliert auf Protein-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
G0:0043171:peptide catabolic process 8 2,94E-01
G0:0045429:positive regulation of nitric oxide biosynthetic process 12 1,52E-01
G0:0060048:cardiac muscle contraction 10 1,01E-01
G0:0071260:cellular response to mechanical stimulus 20 1,01E-01
G0:0071363:cellular response to growth factor stimulus 13 2,97E-01
G0:0005575:cellular_component 77 6,09E-02
G0:0022625:cytosolic large ribosomal subunit 31 6,74E-03
G0:0005615:extracellular space 82 2,66E-06
G0:0005764:lysosome 40 1,37E-02
G0:0015629:actin cytoskeleton 22 1,77E-02
G0:0005901:caveola 21 2,62E-02
G0:0005576:extracellular region 32 4,53E-02
G0:0009986:cell surface 50 1,37E-02
G0:0031526:brush border membrane 9 8,74E-02
G0:0016021:integral component of membrane 82 6,09E-02
G0:0005741:mitochondrial outer membrane 10 1,32E-01
G0:0055037:recycling endosome 3 1,32E-01
G0:0031672:A band 8 1,55E-01
G0:0005884:actin filament 21 1,92E-01
G0:0030864:cortical actin cytoskeleton 11 1,97E-01
G0:0031225:anchored component of membrane 7 2,68E-01
G0:0051015:actin filament binding 37 2,46E-01
Cell surface interactions at the vascular wall [Reactome] 13 2,68E-01
glycolysis [Uniprot] 11 2,23E-01
Neutrophil degranulation [Reactome] 57 1,01E-01
Respiratory electron transport, ATP synthesis by chemiosmotic coupling and heat

production by uncoupling proteins. [Reactome] 2 5,62E-02
The citric acid (TCA) cycle and respiratory electron transport [Reactome] 5 1,08E-02

12.1.5 Kontrast 5: (MST4 48 h vs. LacZ 48 h) vs. (MST4 72 h vs. LacZ 72 h)

Reguliert auf Peptid-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
G0:0000226:microtubule cytoskeleton organization 33 1,91E-01
G0:0006412:translation 65 2,64E-03
G0:0006457:protein folding 31 2,20E-01
G0:0006635:fatty acid beta-oxidation 24 1,78E-01
G0:0006904:vesicle docking involved in exocytosis 2 2,41E-01
G0:0005759:mitochondrial matrix 80 3,68E-05
G0:0022625:cytosolic large ribosomal subunit 43 8,48E-05
G0:0014704:intercalated disc 25 2,19E-03
G0:0005829:cytosol 553 3,62E-03
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Reguliert auf Peptid-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
G0:0005789:endoplasmic reticulum membrane 58 1,01E-02
G0:0005901:caveola 33 1,69E-02
G0:0005874:microtubule 84 1,72E-02
G0:0005913:cell-cell adherens junction 19 1,72E-02
G0:0030018:Z disc 43 2,20E-02
G0:0031902:late endosome membrane 10 3,46E-02
G0:0001725:stress fiber 24 3,55E-02
G0:0005925:focal adhesion 45 4,47E-02
G0:0005884:actin filament 36 4,48E-02
G0:0045121:membrane raft 73 6,02E-02
G0:0001726:ruffle 28 1,02E-01
G0:0000775:chromosome, centromeric region 2 1,10E-01
G0:0042470:melanosome 43 1,17E-01
G0:0005856:cytoskeleton 64 1,49E-01
G0:0005905:clathrin-coated pit 22 1,49E-01
G0:0098794:postsynapse 35 1,62E-01
G0:0022627:cytosolic small ribosomal subunit 29 1,63E-01
G0:0005777:peroxisome 38 2,19E-01
G0:0032580:Golgi cisterna membrane 4 2,32E-01
G0:0042383:sarcolemma 44 2,32E-01
G0:0005782:peroxisomal matrix 11 2,54E-01
G0:0008180:COP9 signalosome 11 2,54E-01
G0:0031901:early endosome membrane 12 2,54E-01
G0:0070062:extracellular exosome 19 2,54E-01
G0:0005887:integral component of plasma membrane 41 2,62E-01
G0:0031966:mitochondrial membrane 30 2,66E-01
G0:0043197:dendritic spine 59 2,80E-01
G0:0030027:lamellipodium 50 2,94E-01
G0:0005743:mitochondrial inner membrane 55 6,63E-01
GO0:0000978:RNA polymerase Il core promoter proximal region sequence-specific DNA
L 22 2,91E-01
binding
G0:0003700:DNA binding transcription factor activity 29 2,91E-01
G0:0003735:structural constituent of ribosome 85 7,48E-07
G0:0005102:receptor binding 49 1,64E-01
G0:0005178:integrin binding 24 1,64E-01
G0:0005515:protein binding 569 9,01E-03
G0:0051015:actin filament binding 54 2,91E-01
G0:0051082:unfolded protein binding 39 6,59E-02
G0:0051087:chaperone binding 29 2,91E-01
Activation of the mRNA upon binding of the cap-binding complex and elFs and
" 27 3,58E-02
subsequent binding to 43S [Reactome]
Cap-dependent Translation Initiation [Reactome] 29 1,09E-01
Eukaryotic Translation Initiation [Reactome] 29 1,09E-01
Formation of a pool of free 40S subunits [Reactome] 20 1,47E-01
Formation of the ternary complex and subsequently the 43S complex [Reactome] 22 1,14E-01
Gap junction trafficking and regulation [Reactome] 16 1,82E-01
Glucose metabolism [Reactome] 19 1,09E-01
glycolysis [Uniprot] 15 2,78E-01
GTP hydrolysis and joining of the 60S ribosomal subunit [Reactome] 26 3,58E-02
HSP90 chaperone cycle for steroid hormone receptors (SHR) [Reactome] 21 5,59E-02
L13a-mediated translational silencing of Ceruloplasmin expression [Reactome] 26 3,58E-02
MHC class Il antigen presentation [Reactome] 30 9,02E-02
Nonsense-Mediated Decay (NMD) [Reactome] 33 1,14E-01
Nonsense Mediated Decay (NMD) enhanced by the Exon Junction Complex (EJC)
33 1,14E-01
[Reactome]
Protein modification [Uniprot] 38 1,14E-01
Pyruvate metabolism and Citric Acid (TCA) cycle [Reactome] 19 2,13E-01
Recycling pathway of L1 [Reactome] 17 1,22E-01
Ribosomal scanning and start codon recognition [Reactome] 26 3,58E-02
Translation [Reactome] 51 3,58E-02
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Reguliert auf Peptid-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
Translation initiation complex formation [Reactome] 26 3,58E-02
Reguliert auf Phosphopeptid-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
PKC 12 1,24E-01
G0:0005829:cytosol 240 1,93E-01
G0:0005913:cell-cell adherens junction 15 3,37E-02
G0:0014704:intercalated disc 18 3,37E-02
Reguliert auf Protein-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
G0:0000027:ribosomal large subunit assembly 9 2,58E-01
G0:0000122:negative regulation of transcription from RNA polymerase Il promoter 11 2,42E-01
G0:0001889:liver development 21 1,50E-01
G0:0002181:cytoplasmic translation 15 1,55E-01
G0:0006084:acetyl-CoA metabolic process 5 2,74E-01
G0:0006099:tricarboxylic acid cycle 17 8,50E-04
G0:0006103:2-oxoglutarate metabolic process 8 2,07E-01
G0:0006120:mitochondrial electron transport, NADH to ubiquinone 5 2,74E-01
G0:0006412:translation 44 5,31E-05
G0:0006511:ubiquitin-dependent protein catabolic process 4 2,57E-01
G0:0006629:lipid metabolic process 8 2,07E-01
G0:0006633:fatty acid biosynthetic process 11 2,58E-01
G0:0006635:fatty acid beta-oxidation 21 1,02E-05
G0:0006695:cholesterol biosynthetic process 8 2,58E-01
G0:0006886:intracellular protein transport 12 2,42E-01
G0:0006915:apoptotic process 31 8,66E-01
G0:0007155:cell adhesion 21 2,58E-01
G0:0007339:binding of sperm to zona pellucida 6 2,07E-01
G0:0015031:protein transport 13 2,07E-01
G0:0022904:respiratory electron transport chain 7 1,50E-01
G0:0032212:positive regulation of telomere maintenance via telomerase 6 2,07E-01
G0:0042493:response to drug 62 1,50E-01
G0:0042594:response to starvation 12 2,42E-01
G0:0043161:proteasome-mediated ubiquitin-dependent protein catabolic process 5 2,74E-01
G0:0045471:response to ethanol 27 2,07E-01
G0:0045944:positive regulation of transcription from RNA polymerase Il promoter 18 2,07E-01
G0:0046697:decidualization 6 2,74E-01
G0:0055114:0xidation-reduction process 57 2,58E-01
G0:0071320:cellular response to cAMP 14 2,58E-01
G0:0071404:cellular response to low-density lipoprotein particle stimulus 6 2,74E-01
G0:0005759:mitochondrial matrix 65 4,05E-14
G0:0022625:cytosolic large ribosomal subunit 29 2,07E-04
G0:0005743:mitochondrial inner membrane 41 1,68E-03
G0:0005634:nucleus 187 2,74E-03
G0:0016607:nuclear speck 7 7,63E-03
G0:0022627:cytosolic small ribosomal subunit 21 1,03E-02
G0:0009986:cell surface 41 1,94E-02
G0:0000275:mitochondrial proton-transporting ATP synthase complex catalytic core F(1) |4 2,59E-02
G0:0045261:proton-transporting ATP synthase complex catalytic core F(1) 4 2,59E-02
G0:0005762:mitochondrial large ribosomal subunit 12 2,86E-02
G0:0042383:sarcolemma 25 3,29E-02
G0:0000139:Golgi membrane 14 6,15E-02
G0:0005763:mitochondrial small ribosomal subunit 6 7,04E-02
G0:0045121:membrane raft 33 7,82E-02
G0:0005747:mitochondrial respiratory chain complex | 11 1,21E-01
G0:0005777:peroxisome 22 1,42E-01
G0:0005901:caveola 16 1,42E-01
G0:0030061:mitochondrial crista 5 1,42E-01
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Reguliert auf Protein-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
G0:0005840:ribosome 11 1,73E-01
G0:0016021:integral component of membrane 66 1,73E-01
G0:0042645:mitochondrial nucleoid 11 1,73E-01
G0:0048471:perinuclear region of cytoplasm 44 1,73E-01
G0:0005882:intermediate filament 7 2,10E-01
G0:0005794:Golgi apparatus 37 2,41E-01
G0:0005890:sodium:potassium-exchanging ATPase complex 4 2,60E-01
G0:0016528:sarcoplasm 4 2,60E-01
G0:0099061:integral component of postsynaptic density membrane 5 2,60E-01
G0:0030018:Z disc 19 2,66E-01
G0:0042788:polysomal ribosome 8 2,95E-01
G0:0045202:synapse 39 2,95E-01
G0:0000062:fatty-acyl-CoA binding 9 2,85E-01
G0:0003735:structural constituent of ribosome 61 1,08E-09
G0:0003746:translation elongation factor activity 8 2,85E-01
G0:0003924:GTPase activity 16 2,85E-01
G0:0003988:acetyl-CoA C-acyltransferase activity 6 2,52E-01
G0:0004842:ubiquitin-protein transferase activity 2 2,85E-01
G0:0008097:5S rRNA binding 6 2,85E-01
G0:0019843:rRNA binding 10 2,52E-01
G0:0031406:carboxylic acid binding 6 2,85E-01
G0:0047485:protein N-terminus binding 2 2,52E-01
G0:0051537:2 iron, 2 sulfur cluster binding 8 2,85E-01
Post-translational protein modification [Reactome] 32 3,70E-05
Cell Cycle, Mitotic [Reactome] 14 3,18E-02
Activation of the mRNA upon binding of the cap-binding complex and elFs and subsequent

binding to 43S [Reactome] 16 7,31E-02
Formation of the ternary complex and subsequently the 43S complex [Reactome] 13 1,66E-01
Respiratory electron transport ATP synthesis by chemiosmotic coupling and heat

production by uncoupling proteins. [Reactome] 15 2,43E-01
Processing of Capped Intron-Containing Pre-mRNA [Reactome] 6 1,07E-03
The citric acid (TCA) cycle and respiratory electron transport [Reactome] 29 6,79E-03
Translation [Reactome] 33 6,79E-03
Mitochondrial translation elongation [Reactome] 16 8,79E-03
Carbohydrate metabolism [Uniprot] 10 1,44E-02
Cell Cycle [Reactome] 15 1,44E-02
mRNA Splicing - Major Pathway [Reactome] 5 1,44E-02
mRNA Splicing [Reactome] 5 1,44E-02
Pyruvate metabolism and Citric Acid (TCA) cycle [Reactome] 14 1,44E-02
fatty acid beta-oxidation [Uniprot] 8 1,76E-02
Amino-acid degradation [Uniprot] 9 2,02E-02
Mitochondrial translation [Reactome] 16 2,02E-02
Protein modification [Uniprot] 9 2,86E-02
Asparagine N-linked glycosylation [Reactome] 7 3,04E-02
Adaptive Immune System [Reactome] 18 3,18E-02
12.1.6 Kontrast 6: Unbehandelt 72 hvs. LacZ 72 h

Reguliert auf Peptid-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
G0:0005789:endoplasmic reticulum membrane 57 1,77E-03
G0:0005884:actin filament 40 1,98E-03
G0:0042470:melanosome 48 5,57E-03
G0:1990904:ribonucleoprotein complex 52 6,80E-03
G0:0030018:Z disc 45 9,79E-03
G0:0022625:cytosolic large ribosomal subunit 40 2,06E-02
G0:0005925:focal adhesion 47 2,13E-02
G0:0031982:vesicle 28 2,13E-02
G0:0005874:microtubule 85 2,60E-02
G0:0022627:cytosolic small ribosomal subunit 31 4,79E-02
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Reguliert auf Peptid-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
G0:0005901:caveola 32 6,31E-02
G0:0031966:mitochondrial membrane 33 6,31E-02
G0:0014704:intercalated disc 23 8,71E-02
G0:0043197:dendritic spine 63 9,33E-02
G0:0005911:cell-cell junction 33 9,45E-02
G0:0031090:0rganelle membrane 2 9,45E-02
G0:0005694:chromosome 21 1,08E-01
G0:0030315:T-tubule 22 1,08E-01
G0:0042383:sarcolemma 46 1,13E-01
G0:0001725:stress fiber 23 1,37E-01
G0:0051015:actin filament binding 64 2,43E-05
G0:0003735:structural constituent of ribosome 82 1,98E-04
G0:0001228:transcriptional activator activity RNA polymerase Il transcription regulatory

region sequence-specific binding 12 2,06E-03
G0:0003700:DNA binding transcription factor activity 25 3,12E-03
G0:0042277:peptide binding 29 1,17E-02
G0:0003729:mRNA binding 46 8,50E-02
G0:0003779:actin binding 61 8,50E-02
G0:0051082:unfolded protein binding 39 8,50E-02
GO:0005484:SNAP receptor activity 4 8,60E-02
G0:0071949:FAD binding 2 8,60E-02
G0:0004842:ubiquitin-protein transferase activity 14 1,37E-01
G0:0005516:calmodulin binding 56 1,64E-01
G0:0044877:macromolecular complex binding 124 1,64E-01
G0:0005102:receptor binding 49 1,72E-01
G0:0003674:molecular_function 250 1,79E-01
G0:0005080:protein kinase C binding 19 1,79E-01
G0:0001102:RNA polymerase Il activating transcription factor binding 2 2,42E-01
G0:0005200:structural constituent of cytoskeleton 18 2,53E-01
Protein modification [Uniprot] 29 4,55E-04
MHC class Il antigen presentation [Reactome] 32 6,49E-03
Signaling by Rho GTPases [Reactome] 79 1,47E-02
protein ubiquitination [Uniprot] 21 1,58E-02
Axon guidance [Reactome] 55 1,86E-02
RHO GTPase Effectors [Reactome] 67 3,41E-02
Nonsense-Mediated Decay (NMD) [Reactome] 34 5,52E-02
Nonsense Mediated Decay (NMD) enhanced by the Exon Junction Complex (EJC)

[Reactome] 34 5,52E-02
Activation of the mRNA upon binding of the cap-binding complex and elFs and subsequent

binding to 43S [Reactome] 26 6,17E-02
L1CAM interactions [Reactome] 26 6,17E-02
Formation of the ternary complex and subsequently the 43S complex [Reactome] 22 6,54E-02
GTP hydrolysis and joining of the 60S ribosomal subunit [Reactome] 25 6,54E-02
L13a-mediated translational silencing of Ceruloplasmin expression [Reactome] 25 6,54E-02
Ribosomal scanning and start codon recognition [Reactome] 25 6,54E-02
Translation initiation complex formation [Reactome] 25 6,54E-02
Mitotic Prometaphase [Reactome] 36 9,23E-02
RHO GTPases activate PKNs [Reactome] 17 1,04E-01
Formation of a pool of free 40S subunits [Reactome] 20 1,21E-01
G2/M Transition [Reactome] 29 1,21E-01
Mitotic G2-G2/M phases [Reactome] 29 1,21E-01
Reguliert auf Phosphopeptid-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
G0:0030018:Z disc 32 8,42E-03
G0:0005923:bicellular tight junction 19 5,72E-02
G0:0005829:cytosol 241 1,04E-01
G0:0032991:macromolecular complex 79 1,04E-01
G0:0005884:actin filament 22 1,11E-01
G0:0005789:endoplasmic reticulum membrane 13 1,27E-01
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Reguliert auf Phosphopeptid-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
G0:0015629:actin cytoskeleton 19 1,43E-01
G0:0001725:stress fiber 16 2,27E-01
G0:0003674:molecular_function 72 1,51E-01
G0:0003735:structural constituent of ribosome 6 1,51E-01
G0:0003779:actin binding 38 1,79E-01
G0:0005515:protein binding 286 1,06E-01
G0:0005516:calmodulin binding 34 1,06E-01
G0:0015631:tubulin binding 10 2,47E-01
G0:0051015:actin filament binding 35 3,36E-02
Reguliert auf Peptid-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
CK2 5 2,15E-01
PKA 9 1,47E-01
PKC 8 2,15E-01
G0:0006635:fatty acid beta-oxidation 19 3,22E-03
G0:0042493:response to drug 70 1,84E-02
G0:0030855:epithelial cell differentiation 13 2,30E-01
G0:0045944:positive regulation of transcription from RNA polymerase Il promoter 19 2,59E-01
G0:0006695:cholesterol biosynthetic process 9 2,77E-01
G0:0009725:response to hormone 21 2,77E-01
G0:0048545:response to steroid hormone 11 2,77E-01
G0:0005764:lysosome 37 1,28E-02
G0:0005765:lysosomal membrane 20 8,78E-02
G0:0000139:Golgi membrane 16 1,02E-01
G0:0005777:peroxisome 24 1,02E-01
G0:0005852:eukaryotic translation initiation factor 3 complex 7 1,02E-01
G0:0005882:intermediate filament 8 1,02E-01
G0:0005902:microvillus 10 1,02E-01
G0:0009897:external side of plasma membrane 13 1,02E-01
G0:0014704:intercalated disc 12 1,02E-01
G0:0016282:eukaryotic 43S preinitiation complex 7 1,02E-01
G0:0016607:nuclear speck 10 1,02E-01
G0:0022625:cytosolic large ribosomal subunit 25 1,02E-01
G0:0033290:eukaryotic 48S preinitiation complex 8 1,02E-01
G0:0044297:cell body 16 1,02E-01
G0:0005576:extracellular region 26 1,57E-01
G0:0045254:pyruvate dehydrogenase complex 5 2,25E-01
G0:0016021:integral component of membrane 71 2,25E-01
G0:0043197:dendritic spine 29 2,25E-01
G0:0009986:cell surface 38 2,38E-01
G0:0001725:stress fiber 14 2,38E-01
G0:0004364:glutathione transferase activity 9 2,38E-01
Activation of the mRNA upon binding of the cap-binding complex and elFs and subsequent

binding to 43S [Reactome] 19 1,33E-04
Formation of the ternary complex and subsequently the 43S complex [Reactome] 17 7,94E-03
GTP hydrolysis and joining of the 60S ribosomal subunit [Reactome] 19 7,94E-03
L13a-mediated translational silencing of Ceruloplasmin expression [Reactome] 19 7,94E-03
Ribosomal scanning and start codon recognition [Reactome] 19 7,94E-03
Translation initiation complex formation [Reactome] 19 7,94E-03
Glycerophospholipid biosynthesis [Reactome] 11 2,23E-02
fatty acid beta-oxidation [Uniprot] 8 2,86E-02
Formation of a pool of free 40S subunits [Reactome] 15 2,86E-02
Protein modification [Uniprot] 9 2,97E-02
Post-translational protein modification [Reactome] 44 3,80E-02
Cap-dependent Translation Initiation [Reactome] 19 5,32E-02
Cell Cycle Checkpoints [Reactome] 3 5,32E-02
Eukaryotic Translation Initiation [Reactome] 19 5,32E-02
RNA Polymerase Il Transcription [Reactome] 17 5,32E-02
Gene expression (Transcription) [Reactome] 21 1,28E-01
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Reguliert auf Peptid-Ebene Anzahl Gene |Adj. P-Wert
Muscle contraction [Reactome] 19 1,28E-01
Smooth Muscle Contraction [Reactome] 8 1,35E-01
Membrane Trafficking [Reactome] 29 1,45E-01
Metabolism of lipids [Reactome] 37 1,45E-01
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