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1. Einleitung

1.1. ARVC

1.1.1. Uberblick
Die arrhythmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathie (ARVC) ist eine genetisch
vererbbare Herzerkrankung, die hauptsachlich den rechten Ventrikel, seltener auch
den linken Ventrikel, betrifft. Sie schreitet progredient fort und ist charakterisiert durch
fibrose und fettige Einlagerungen in das Myokard. Klinisch zeigt sich die Erkrankung
in ventrikularer Arrhythmie, Palpitationen, Synkope bis hin zum plotzlichen Herztod
(SCD). Haufig sind vor allem junge sportliche Personen zwischen dem 20. und 40.
Lebensjahr betroffen, was auf eine schnellere Progression der Erkrankung durch
korperliche Belastung hindeutet. Da die Erkrankung noch nicht gut erforscht ist, ist eine
Diagnose mit ARVC schwer zu stellen und kann nur symptomatisch oder praventiv

behandelt werden. (2)

1.1.2. Genetische Grundlagen und Epidemiologie
Die Wahrscheinlichkeit an ARVC zu erkranken liegt in der Allgemeinbevdlkerung
zwischen 1:2000 und 1:5000 (3), wobei Frauen im Vergleich zu Mannern mit einem
Verhaltnis von 1:3 deutlich seltener betroffen sind. Da die Diagnose schwer zu stellen
ist, kann man die genaue Inzidenz dieser Erkrankung nicht sicher abschatzen. (4)

Durch Mutationen an verschiedenen Genloci, die fur verschiedene Proteine kodieren,
kann man die ARVC in 12 verschiedene Typen unterteilen (siehe Tabelle 1) (4). Die
haufigsten Typen sind bedingt durch Mutationen an Genen, die fur desmosomale
Proteine kodieren, wahrend nur wenige durch Mutationen an nicht desmosomalen
Genen verursacht werden (2). Zu den desmosomalen Proteinen gehoren unter
anderem Plakoglobin (JUP), Desmoplakin (DSP), Plakophilin 2 (PKP2), Desmoglein-
2 (DSG2) und Desmocollin-2 (DSC2). Der vermutlich haufigste Typ, mit einer
Pravalenz von 11%-43%, ist bedingt durch verschiedene Mutationen eines Genlocus,
das fur PKP2 kodiert. Dieser wird als ARVD9 bezeichnet. (2,4-7)

Zwar ist bekannt, dass eine Mutation im PKP2 Gen zu ARVC fuhrt, welche genauen
Konsequenzen dies jedoch auf die Kardiomyozyten hat, ist noch wenig erforscht. (8)
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Desmosomen sind verantwortlich fur den Zell-Zell-Kontakt in der Haut und im Myokard,
ebenso wie fur die inter- und intrazellulare SignalUbertragung (2). Daher liegt die
Vermutung nahe, dass es durch Mutation in kodierenden Proteinen in Kombination mit
mechanischen Stress, zum Ablésen von Myozyten untereinander kommt, was zu

Problemen der elektrischen Signalubertragung fuhren kann (9).

Tabelle 1: verschiedene Typen von ARVC mit zugehdrigen verursachenden Genen, abgewandelt aus

Romero, Mejia-Lopez et al. 2013 (4)

Typ Gen
ARVC1 TGFB3
ARVC2 RYR2
ARVCS8 DSP
ARVC9 PKP2
ARVC10 DSG2
ARVC11 DSC2
ARVC12 JUP

1.1.3. Pathophysiologie
Histologisch zeigt sich eine progredient fortschreitende fibros-fettige Infiltration in das
Myokard, welche vom Epikard ins Endokard fortschreitet. Das fuhrt zu einer
Verdinnung der Herzwand bis hin zu Aneurysma Bildung. Die alleinige Einlagerung
von Fett in das Myokard ist nicht pathognomonisch fur ARVC, da diese bis zu einer
gewissen Auspragung physiologisch ist. Besonders fur die ARVC ist jedoch die fibrose
Umwandlung der Herzzellen in Kombination mit Fetteinlagerung. (4,6,10)

Teilweise kann man auch inflammatorische Infiltrationen finden, wobei nicht klar ist, ob
diese durch den Zelltod der Kardiomyozyten hervorgerufen werden oder Folge von

immunologischen oder infektiosen Ereignissen sind. (2,6)

Besonders betroffen von allem Genannten ist der rechte Ventrikel, in spateren Stadien
genauso der linke Ventrikel und hier besonders die inferioren, apikalen und
infundibularen Wandabschnitte (Triangel der Dysplasie) (2,4). Man vermutet, dass
diese Bereiche besonders befallen sind, da hier der mechanische Stress an der
dinnen Herzwand des rechten Ventrikels und posterolateral am linken Ventrikel
besonders stark sind (6). Folge dieses Zelluntergangs und der fibros-fettigen
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Einlagerung sind Arrhythmien, welche das Risiko eines plotzlichen Herztodes (SCD)
steigern, und die fur das Krankheitsbild typische Epsilon-Welle im EKG verantwortlich
sind (siehe Tabelle 2, Abbildung 2).

1.1.4. Krankheitsverlauf
Die Erkrankung ist in ihrem Auftreten sehr variabel und prasentiert sich in einem
klinisch grolden Spektrum. Vor allem bei sportlicher Belastung manifestiert sich ein
klinisches Bild in Form von Palpitationen, Synkopen und Brustschmerzen. Die
Erkrankung kann auch als erstes Symptom den SCD aufweisen. Sie kann in vier
verschiedene Phasen unterteilen werden. (4,7,11)

Die erste Phase verlauft meistens still und weist lediglich eine leichte Form von
Arrhythmie auf. Bemerkt wird diese Phase meist nur im Zuge eines
Familienscreenings. (4) Strukturelle Veranderungen am Herzmuskel koénnen

vorkommen, sind jedoch kein Kriterium (7).

Die zweite Phase ist gepragt von Palpitationen und Arrhythmien, ausgehend vom
rechten Ventrikel und oft ausgeldst durch korperliche Belastung. Diese kdnnen zu
Synkopen bis hin zum SCD fuhren und ist die klassische erste klinische Manifestation

der Erkrankung vor allem bei jungen Patienten. (7)

Die darauffolgende dritte Phase der ARVC hat ihren Ursprung im fortschreitenden
Austausch von Myokardzellen mit fibros-fettigem Gewebe. Dadurch kommt es zu
wachsenden Funktionsverlust des rechten Ventrikels (RV), was zur Dilatation und
Rechtsherzversagen fuhrt. (4,7)

Die vierte und letzte Phase ist charakterisiert durch ein Fortschreiten der Erkrankung

auf den linken Ventrikel, wodurch es zum biventrikularen Herzversagen kommt. (4)

1.1.5. Diagnostik
Die Kklinische Manifestation der ARVC ist variabel und die Spezifitat der
elektrokardiographischen Tests ist gering, weshalb sich die Diagnosestellung
schwierig darstellt (1,4,7,12).

Das typische Alter der Erstmanifestation liegt zwischen dem 20. und dem 50.
Lebensjahr. Daraus ergibt sich die Empfehlung fur regelmalige
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Vorsorgeuntersuchungen zwischen dem 10. und dem 60. Lebensjahr sollte eine
familiare Belastung bekannt sein. (7)

Eine ARVC sollte in Betracht gezogen werden, wenn vor allem bei jungen Patienten
folgende Symptome auftreten: Palpitationen, Synkope, Ventrikulare Tachykardie (VT)
mit Linksschenkelblock (LBBB) und verschiedenen EKG Abnormalitaten (siehe
Tabelle 2). Doch auch ein asymptomatischer Verlauf, bei dem als erstes Symptom der
SCD auftritt, kommt vor. (1,4,7)

Der Goldstandard der Diagnosestellung wird von den, seit 2010 in dieser Form
bestehenden Task Force Kriterien (TSC), gestellt. Diese bestehen aus sogenannten
groRen Kriterien und kleinen Kriterien, die verschiedene diagnostische Merkmale
darstellen (siehe Tabelle 3). Wenn man zwei grof3e Kriterien oder ein grof3es und zwei
kleine Kriterien oder vier kleine Kriterien erfullt, gilt die Diagnose ARVC als gesichert.
(4,6,7,10) Dabei werden nicht-invasive Untersuchungen, wie EKG, Echokardiographie
und andere, an erster Stelle durchgefuhrt und invasive Untersuchungen wie Biopsien
der Ventrikel, nur bei einer Patientengruppe mit hohem Risiko (7).
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Tabelle 2: beispielshafte typische EKG-Veranderungen bei der ARVC

EKG-Veranderung

Grund fur Veranderung

EKG

Invertierte T-Wellen
V1-V3 (V4)

Epsilon Welle und
QRS-Verlangerung

verlangerte
terminale
Aktivierungsdauer
(TAD)

Fragmentierter
QRS-Komplex

Abnormitaten bei  der
Repolarisation des rechten
Ventrikels; wenn diese
auch in Il, Ill, aVF sichtbar
ist, kann schon der linke
Ventrikel betroffen sein.
(2,13)

Abnormalitaten  in  der
Signalweiterleitung  durch
strukturelle Veranderungen
fuhrt zu einer Verlangerung
der Depolarisation und zu
einer geringeren Amplitude
(2,13).

Durch die Verzogerung in
der Endaktivierung (13).

Da das Signal durch
zerstortes Gewebe und
somit uber Umwege

geleitet wird, kommt es zu
einem fragmentierten QRS-
Komplex (13).

Vi \
Abbildung 1: invertierte T-Welle

aus Igbal, Kamarullah et al. 2024 (13)

e

Abbildung 2: Epsilon Welle

aus Igbal, Kamarullah et al. 2024
(13)

=

Abbildung 3: verlangerte terminale
Aktivierungsdauer

aus Igbal, Kamarullah et al. 2024
(13)

Abbildung 4: fragmentierter QRS-

Komplex

aus Igbal, Kamarullah et al. 2024 (13)
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Tabelle 3: Task Force Kriterien zur Diagnosestellung der ARVC (Abgewandelt aus Corrado
et al. 2017 (1) und Marcus et al. 2010 (14))

1. Globale oder regionale Dysfunktion und strukturelle Veranderungen
Minor Major
2D Echo Regionale Akinesie oder Dyskinesie des | Regionale Akinesie Dyskinesie oder
RV Aneurysma des RV und eines der
und eines der folgenden Kriterien folgenden Punkte:
(enddiastolisch):
— PLAX RVOT 2 29 bis < 32 mm — PLAX RVOT = 32 mm (korrigiert nach
(korrigiert nach KorpergroRe PLAX/KOF | KérpergroRe PLAX/KOF = 19 mm/m?)
= 16 bis <19 mm/m?)
— PSAX RVOT 2 32 bis < 36 mm — PSAX RVOT 2 36 mm (korrigiert nach
(korrigiert nach KorpergroRe PSAX/KOF | KérpergroRe PSAX/KOF = 21 mm/m?)
> 18 bis <21 mm/m?)
— oder RV-Flachenverkiirzung > 33 bis < | oder RV-Flachenverkirzung < 33%
40%
MRT Regionale RV-Akinesie oder - Regionale RV-Akinesie oder -Dyskinesie
Dyskinesie oder dyssynchrone RV- oder dyssynchrone RV-Kontraktion
Kontraktion und eines der folgenden Kriterien
und eines der folgenden Kriterien (enddiastolisch gemessen):
(enddiastolisch gemessen):
— Verhaltnis enddiastolisches RV- — Verhaltnis enddiastolisches RV-
Volumen/KOF = 100 bis < 110 ml/m? Volumen/KOF = 110ml/m? (Manner), 2
(Manner), = 90 bis < 100 ml/m? (Frauen) | 100 ml/m? (Frauen)
— oder RVEF 41 bis < 45% — oder RVEF < 40%
RV- -- Regionale Akinesie, Dyskinesie oder
Angiographie Aneurysma des RV

Abkurzungen: PSAX: parasternal short axis view, PLAX: parasternal long axis view,

RV: rechter Ventrikel, RVOT: right ventricular outflow tract, KOF: Korperoberflache,

RVEF: rechtsventrikulare Auswurffraktion

2. Gewebecharakteristik des Myokards (Histopathologie, Endomyokardbiopsie)

Minor

Major

60-75% verbleibender Myozytenanteil,
morphometrisch (oder geschatzt 50-65%), mit
fibrotischem Ersatz des Myokards der freien
Wand des RV in = 1 Gewebeprobe, mit oder
ohne Ersatz des Myokards durch Fettgewebe in
mindestens einer Endomyokardbiopsie

verbleibender Myozytenanteil < 60%
morphometrisch (oder geschatzt < 50%), mit
fibrotischem Ersatz des Myokards der freien
Wand des RV in = 1 Gewebeprobe, mit oder
ohne Ersatz des Myokards durch Fettgewebe
in mindestens einer Endomyokardbiopsie
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3. Repolarisationsstorungen (im EKG)

Minor

Major

—im EKG: T-Negativierung (V1 und V2) bei Alter
> 14 Jahre ohne kompletten
Rechtsschenkelblock (RSB) oder T-
Negativierung in V4, V5 oder V6

—im EKG: T-Negativierung in den
rechtsprakordialen Ableitungen (V1, V2 und
V3) oder dartiber hinaus bei Alter > 14 Jahre,
ohne kompletten RSB (QRS = 120 ms)

—im EKG: T-Negativierung (V1-V4) bei Alter >
14 Jahre, mit kompletten RSB

4. Depolarisations- und AV-Uberleitungsstérungen (im EKG)

Minor

Major

— Spétpotenziale im signalgemittelten EKG bei
mindestens einem von drei Parametern, bei
Abwesenheit der QRS - Dauer von =2 110 ms im
Standard-EKG

—im EKG: Epsilonpotenzial/-welle
(reproduzierbares Signal geringer Amplitude
zwischen dem Ende des QRS-Komplexes und
dem Beginn der T-Welle) in den
rechtsprakordialen Ableitungen (V1-V3)

— im EKG: gefilterte QRS-Dauer (fQRS) = 114
ms

— im EKG: Dauer des terminalen QRS <40 uV,
238 ms

—im EKG: quadratischer Mittelwert der
terminalen 40 ms < 20 pV

—im EKG: TAD (terminal activation duration)
des QRS-Komplexes = 55 ms gemessen vom
Nadir der S-Zacke bis zum Ende des QRS-
Komplexes incl. R, in V1, V2 oder V3, ohne
kompletten RSB

5. Arrhythmien (Herzrhythmusstérungen im EKG)

Minor

Major

— nicht anhaltende oder anhaltende ventrikulare
Tachykardie mit rechtsventrikularer Ausfluss-
Konfiguration, mit Linksschenkelblock (LSB) -
Morphologie mit inferiorer Achse (positiver QRS-
Komplex in den Ableitungen II, Ill und aVF und
negativer QRS-Komplex in Ableitung aVL) oder
unbekannter Achse

nicht anhaltende oder anhaltende ventrikulare
Tachykardie mit LSB-Morphologie und
superiorer Achse (negativer oder
unbestimmter QRS-Komplex in den
Ableitungen I, Il und aVF und positiver QRS-
Komplex in Ableitung aVL)

— > 500 ventrikulare Extrasystolen in 24h im
Langzeit-EKG
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6. Familienanamnese

Minor Major
— Anamnese von ARVC bei Blutsverwandten 1. | — ARVC bei Blutsverwandten 1. Grades
Grades, bei dem die derzeit geltenden Task- aufgrund der derzeit geltenden Task-Force-

Force-Kriterien nicht Gberprift werden kénnen Kriterien gesichert

— frlhzeitiger pl6tzlicher Herztod (< 35 Jahre) — ARVC bei Blutsverwandten 1. Grades

mit Verdacht auf ARVC bei Blutsverwandten 1. | pathologisch gesichert durch Autopsie oder

Grades Herz-Operation

— gesicherte ARVC (pathologisch oder anhand | — Nachweis einer pathogenen Mutation

der derzeit geltenden Task-Force-Kriterien) bei | (klassifiziert als assoziiert oder mdglicherweise

Blutsverwandten 2. Grades assoziiert mit ARVC) beim untersuchten
Patienten

1.1.6. Therapie
Grundsatzlich wird als erste lebensverlangernde MalRnahme von korperlicher
Belastung und Sport abgeraten. Denn dabei kommt es nachweislich vermehrt zu
lebensbedrohlichen Arrhythmien und somit zum plétzlichen Herztod. Ebenso schreitet
dadurch der Krankheitsverlauf schneller fort. (2,5,15)

Medikamente mit antiarrhythmischer Wirkung werden als first-line Therapie
empfohlen. Antiarrhythmika der Klasse Ill wie Amiodaron, Beta-Blocker und Soltalol
(unselektiver beta-Blocker) werden klassischerweise verabreicht, um sowohl
Arrhythmien vorzubeugen als auch den mechanischen Stress auf die Herzwand zu
verringern. (1,2,6,16) Das Klasse Ic Antiarrhythmikum Flecanid in Kombination mit
einem Betablocker erweist sich zunehmend als geeignete Therapie (16,17). Bei
bestehender Herzinsuffizienz wird die dafur vorgesehene Standard-Behandlung
empfohlen, bestehend aus ACE-Inhibitoren, Angiotensin Il Rezeptor Blockern, beta-
Blockern und Diuretika (2).

Interventionell kann eine Katheter Ablation durchgefuhrt werden, um die ventrikularen
Tachykardien zu reduzieren und eine symptomatische Verbesserung der
Lebensbelastung zu erreichen. Die Implantation eines ICD (Implantierbarer
Kardiovertrer-Defibrillator) ist die Haupttherapiemdglichkeit, um dem plotzlichen
Herztod durch Arrhythmien vorzubeugen. Die Empfehlung zu diesem wird nach der
Risiko-Nutzen-Abwagung an den Patienten angepasst. (2,16) Es gibt durchaus ein
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nicht zu vernachlassigendes Komplikationsrisiko bei Implantation eines ICD durch
unangemessene Schockabgaben und Versagen der Elektroden (16).

Als ultima ratio kann bei Herzversagen eine Herztransplantation durchgefuhrt werden.
(2)

1.1.7. Prognose
Die Mortalitat betragt zwischen 0,08% bis 3,6% pro Jahr, wobei sich verschiedene
Angaben in Studien finden lassen (1,15). Dabei ist die Prognose der Betroffenen stark
abhangig von der Schwere der Arrhythmien und der ventrikularen Dysfunktion, da
diese zum plotzlichen Herztod fuhren kdnnen (1).

Das prognostische Risiko wird anhand der klinischen Prasentation und der
Risikofaktoren des Patienten eingeschatzt. Zu den Risikofaktoren zahlen
vorhergehender Herzstillstand, Synkope, junges Alter, mannliches Geschlecht,
ungunstige familiare Belastung, ventrikulare Tachykardie, Mitbetreffen des linken
Ventrikels und viele mehr. Wegen der Vielschichtigkeit und der vielen Einflussfaktoren,
die diese Erkrankung aufweist und der ungenugenden Datenlage, erweist sich eine
genaue Risikostratifizierung jedoch als schwierig. (1,6) In Abbildung 5 wird diese

versucht schematisch darzustellen.

mittleres Risiko
1-10 % / Jahr

geringfiigige Risikofaktoren: schwerwiegende Risikofaktoren:

-maénnlich - Synkopen

- aktueller Status des Patienten - nicht- anhaltende ventrikulére

- negative T-Welle Tachykardien

- rechtsventrikulare fibros-fettige - schwere rechts oder
Einlagerungen linksventrikulare Dysfunktion

- viele desmosomale Genmutationen

->1000 PVBs/24h

Abbildung 5: Schema zur prognostischen Stratifizierung von Patienten mit ARVC nach ihrem klinischen

Erscheinungsbild.

Das Schema ist von Corrado et al. 2017 (1) vorgeschlagen. Das Mortalitatsrisiko wird hier in drei Kategorien
eingeteilt und berechnet die Wahrscheinlichkeit eines schweren Arrhythmie Ereignisses. (PVB = premature

ventricular beats)

Abbildung hergestellt mit Hilfe von BioRender.com (2022). Abgerufen von https://app.biorender.com/biorender-templates
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1.2. reaktive Sauerstoffspezies

1.2.1. Definition und Entstehung
Als reaktive Sauerstoffspezies, auch ROS genannt, werden verschiedene reaktive
Molekule bezeichnet, welche Radikale mit ungepaarten Elektronenpaaren enthalten
und von molekularen Sauerstoff (O2) abgeleitet sind (18). Dazu gehoren
beispielsweise das Superoxid-Radikal (O%), das Hydroxyl-Radikal (OH’) und
Wasserstoffperoxid (H202). Sauerstoffradikale kdénnen sich leicht ineinander

umwandeln und weiterreagieren. (19,20)

Die Weitergabe von Elektronen kommt klassischerweise bei Sauerstoff abhangiger
Oxidation von Reduktionsaquivalenten in der Zelle vor. Die Sauerstoffmolekule (O2)
haben jeweils zwei ungepaarte Elektronen in der au3eren Atomhulle und werden in
der Zelle zu Wasser reduziert, indem sie vier Elektronen aufnehmen. Auf dem Weg
dahin, kann Oz zu Zwischenstufen reduziert werden, die dann reaktive

Sauerstoffspezies (ROS) genannt werden (siehe Formel 1). (18)

+e~ . — +e +2HT +e +HY . +e +H'
02_) 02 —)H202—) H20+H0—) H20

Formel 1: Reduktion von Sauerstoff zu Wasser Uber Zwischenstufen (21)

ROS koénnen in Zellen Uber verschieden Mechanismen entstehen, von denen in den
Kardiomyozyten die wichtigsten die oxidative Phosphorylierung in den Mitochondrien,
die NADPH-Oxidasen (Nox) und die Stickstoffmonoxide Synthasen (Nos) sind, welche
im Folgenden noch genauer beschrieben werden. (22,23)

Wie viel ROS in den Zellen vorhanden ist, hangt von verschiedenen zellularen
Einflussfaktoren ab. Beispielsweise konnen sie bei Erkrankungen ansteigen. Auch die
Stimulation von bestimmten Enzymen fuhrt zur Veranderung des ROS-Haushalts. Die
Auswirkungen auf die Zelle hangen vom Produktionsort der ROS und von der Menge

der vorliegenden Antioxidantien ab. (22)

Unter physiologischen Bedingungen werden reaktive Sauerstoffspezies in Zellen
streng reguliert und ausbalanciert, da sie gro3en Einfluss auf Signalwege im Herz
haben und somit fur den optimalen Ablauf zellularer Funktionen gebraucht werden.

Dies geschieht durch enzymatische und nicht-enzymatische Antioxidantien. (18)
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Ist das sensible Gleichgewicht zwischen der Produktion von Sauerstoffradikalen und
Antioxidantien gestort, kommt es zu oxidativem Stress (22). Dieser fuhrt, wie in Kapitel
1.2.4 genauer beschrieben, zu Storungen in zellularen Signalkaskaden und zu
zellularen Veranderungen und steht damit in Verbindung zur Entstehung von

kardiovaskularen Erkrankungen (23-25).

1.2.2. wichtige ROS Produzenten
Es gibt viele verschiedene Wege, auf denen Sauerstoffradikale entstehen kdnnen.
Unter ihnen sind die Xanthinoxidoreductase (XO), Stickstoffmonxid-Synthase (NOS),
Peroxisomem, Monoaminoxidasen, die oxidative Phosphorylierung der Atmungskette,
NADPH-Oxidasen und viele andere. (26)

Im Folgenden wird auf die Atmungskette und die NADPH-Oxidasen eingegangen.

Atmungskette:

Die Atmungskette besteht aus funf Komplexen (siehe Tabelle 4) und liegt in den
Mitochondrien und dort in ihrer inneren Membran. Sie ist fur die ATP-Herstellung
mittels oxidativer Phosphorylierung zustandig, indem sie die Reduktionsaquivalenten
NADH und FADH: aus dem Citratzyklus oxidiert. Dabei geben diese beiden
Reduktionsaquivalenten ihre Elektronen an die Komplexen | oder Il ab. Diese werden
in einzelnen Schritten mit Hilfe von den zwei sogenannten mobilen Ubertragern
Ubichinon und Cytochrom c¢ Uber den Komplex Ill zum Komplex IV transportiert, an

dem sie Sauerstoff zu H20 reduzieren. (27)

Parallel dazu werden die H*-lonen von den Komplexen in ihrer Funktion als
Protonenpumpe von der Mitochondrienmatrix in den Intermembranspalt gepumpt.
Dadurch entsteht ein elektrochemischer Gradient. (28) Im Komplex V wird dieser
Gradient ausgeglichen, indem H* lonen zurtckstromen in die Matrix und dadurch ATP

generieren. (27)
Abbildung 6 gibt einen Uberblick tiber den Verlauf der Protonen und Elektronen.

Die Bildung von Sauerstoffradikalen lasst sich beispielsweise auf ein ,Elektronen-
Leck® in der Atmungskette zuruckfuhren, bei dem einzelne Elektronen an O:2

abgegeben werden, wodurch sich 0, oder H,0, bildet (28,29).
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Auch ein gestorter Elektronentransport im zweiten Komplex (Succinat-
Dehydrogenase/SDH) kann fur die Bildung von ROS verantwortlich sein (29). Die SDH
ein Teil des NADH-bildenden Citratzyklus und ist fur die Oxidation von Succinat zu
Fumarat und im zweiten Schritt von FADH2 zu FAD zustandig. Somit hat sie direkte
Auswirkung auf den NADH-Gehalt in den Mitochondrienmatrix und damit wiederum
auf die Atmungskette. (20)

AH+ 2H+ 4H+

Intermembranspalt

Innere
Mitochondirenmembran |

Mitochondiren

Matrix .

2 /\ /\
/\ AH +0, H.,0

FADH,  FAD+ H+
NADH  NAD+ ADP £ P

ATP + H,0
Abbildung 6: Vereinfachte Darstellung des Verlaufs der Protonen und Elektronen in der menschlichen

Atmungskette.

Q: Ubiquinon, cytc: Cytochrom c, I: NADH-Dehydrogenase, Il: Succinat-Dehydrogenase, IlI: Cytochrom
C Reduktase, IV: Cytochrom C Oxidase, V: ATP-Synthase. Abgewandelt aus Miller-Esterl,Werner -
Oxidative Phosphorylierung S.591 (30)

Abbildung hergestellt mit Hilfe von BioRender.com (2022). Abgerufen von https://app.biorender.com/biorender-

templates
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Tabelle 4: Oxidative Phosphorylierung. Abgewandelt aus Muiller-Esterl (2004) (30)

Namen der Komplexe Funktion

NADH-Dehydrogenase (Komplex |) NADH-Oxidation; Ubichinon-Reduktion;
vektorieller Transport von Protonen

Succinat-Dehydrogenase (Komplex 1) Succinat-Dehydrierung; Ubichinon-
Reduktion; Enzym des Citratzyklus; kein
Protonentransport

Cytochrom-c-Reduktase (Komplex 1) Ubihydrochinon-Oxidation; Cytochrom-c-
Reduktion; vektorieller Transport von
Protonen

Cytochrom-c-Oxidase (Komplex V) Cytochrom-c-Oxidation; O2-Reduktion;
vektorieller Transport von Protonen

ATP-Synthase (Komplex V) Ruckfluss von Protonen; ATP-Synthese

NADPH-Oxidasen

Die NADPH-Oxidase (NOX) liegt in sieben verschiedenen Isoformen vor. Die haufigste
ist die NOX2, welche in der Zellmembran und im Zellinneren vorkommt. Wahrend die
NOX4 in nur wenigen Geweben auftritt, unter anderem in den Kardiomyozyten, ist sie

die einzige in den Mitochondrien lokalisierte Isoform.(20)

Ihre Hauptaufgabe ist es den Transfer der Elektronen von NADPH auf O2 zu
katalysieren und 03 (v.a. NOX2) und H20:2 (v.a. NOX4) zu generieren (31-33). Im
Gegensatz zu anderen Quellen, bei denen ROS als sekundare Metaboliten hergestellt

werden, produzieren sie diese unter strenger Kontrolle (28).

Die Kommunikation zwischen den mitochondrialen ROS und den NADPH-Oxidasen
spielt vermutlich eine bedeutende Rolle bei der physiologischen Redox-
Signalweiterleitung. Damit wirken NOX, abhangig von ihrer Isoform, bei verschiedenen
biologischen und auch pathologischen Prozessen mit. So sind sie beispielsweise
beteiligt an Zell-Proliferation, -Transformation, -Uberleben und -Differenzierung.(33)
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Es konnte gezeigt werden, dass auch bei kardialen Erkrankungen die NADPH-
Oxidasen involviert sind und einen Beitrag zu pathophysiologischen Prozessen, wie
Herzversagen oder Hypertrophie, leisten konnen. (23,31,33)

1.2.3. zellulare Verteidigungsmechanismen gegen Sauerstoffradikale

Superoxid-Dismutase (SOD)

In menschlichen Zellen sind drei Isoformen der Superoxid-Dismutase (SOD) bekannt
mit unterschiedlichen zellularen Lokalisationen. Die SOD1 ist im Intermembranspalt
der Mitochondrien, die SOD2 ist in der mitochondrialen Matrix und die SOD3 im
extrazellularen Raum lokalisiert. (28) Mit ihrer Hilfe reagiert Superoxid (03) zu H202
(Wasserstoffperoxid) und Sauerstoff (0,) (siehe Formel 2) (26,28).

SOD
205 +2H+ _)H202 +02

Formel 2: Reaktion des Superoxids zu Wasserstoffperoxid und Sauerstoff durch die Superoxid-

Dismutase
Katalase

Katalase katalysiert die Reaktion von H202 zu Sauerstoff und Wasser (siehe Formel
3) (28).

Katalase

2H202 —_— 2H20 + 02

Formel 3: Reaktion des Wasserstoffperoxids zu Wasser und Sauerstoff durch die Katalase

Glutathion Peroxidase

Glutathion ist ein Tripeptid, das mit seiner Peroxidase die Reduktion von H20> zu
Wasser katalysiert (26,28). In seinem reduzierten Zustand kann es selbst gut
Elektronen von H202 aufnehmen. Seine oxidierte Form (Glutathion Disulfid) muss mit
Hilfe von NADPH/NADH wieder reduziert werden. Somit ist eine effiziente
bioenergetische Funktion der Mitochondrien Voraussetzung fur die antioxidative

Wirkung dieses Systems. (26)
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Nicht-enzymatische Substanzen

Es gibt auch nicht enzymatische Substanzen, die als Antioxidanzien fungieren. Zu

ihnen gehoren Vitamin C, Bilirubin, Polyphenole und andere. (28)

1.2.4. Wirkungen von ROS auf Kardiomyozyten
Sauerstoffradikale  unterliegen bei  physiologischen  Bedingungen einem
Gleichgewicht. Wenn dieses nicht gegeben ist und vermehrt Sauerstoffradikale
produziert werden, wird das ,oxidativer Stress” genannt. (20) Dabei spielen sowohl zu
viel als auch zu wenig Sauerstoffradikale in pathologischen Prozessen des Herzens
eine Rolle. (20,28)

a. physiologische Rolle von Sauerstoffradikalen
Physiologischer Weise spielen ROS eine Rolle als ,second messenger®, um adaptive
Prozesse zu triggern (20,34). Sie sind dafur zustandig Uberlebensférdernde, also fur
die Erneuerung einer biologischen Komponente zwingend erforderliche, Signale zu
senden. Ein physiologisch signifikanter Anstieg an Sauerstoffradikalen ist daran
beteiligt unerwiinschte mitotische Zellen und Mitochondrien zu eliminieren und somit
ihre Verbreitung zu verhindern. Damit spielen sie eine wichtige Rolle in der

Qualitatskontrolle und der Instanthaltung der Zellfunktion.(20)

Ebenso in der Rolle als second messenger sind ROS bei der Differenzierung und
Proliferation der Kardiomyozyten mitbeteiligt (35). AuRerdem ist bei der
Zellkommunikation und der Generation von einer physiologischen inflammatorischen
zellularen Antwort das Weiterleiten von ROS Signalen essentiell (36). Durch die
Radikale selbst werden Signale zur Bildung von Antioxidanzien gebildet, die wiederum
vor ROS schutzen und diese neutralisieren (28).

Im physiologischen Sinn haben sie ebenso die Aufgabe Abwehrmechanismen gegen
Infektionserreger zu aktivieren. (37)

Speziell in den Kardiomyozyten spielen sie eine Rolle in der Erregungs-Kontraktion-
Kopplung (ECC). Die Vorgange, die bei der ECC ablaufen, lassen sich vor allem auf
den Einfluss der Menge an Ca?* und damit auf die Ca?* lonen-Kanale und -transporter

zuruckfuhren. Viele Teile der Maschinerie des ECC sind Redox-sensibel, lassen sich
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also durch ROS beeinflussen. Besonders erwahnenswert hierbei ist der Ryanodin-
Rezeptor, welcher Redox-sensitiv ist. (35)

b. oxidativer Stress
Oxidativer Stress kann die im Folgenden beschriebenen negativen Auswirkungen auf
Kardiomyozyten und das Herz haben. Er kann die Dysfunktion und den Tod der
Kardiomyozyten durch Apoptose triggern, ebenso zu kontraktiler Dysfunktion fihren
und fur das falsche Remodelling des Herzens, Fibrose, Hypertrophie und
Herzversagen und Vorhofflimmern verantwortlich sein. (35)

Schaden an der mitochondrialen DNA (mtDNA) und Behinderung der mitochondrialen

Biogenese

Mit steigenden Sauerstoffradikalen in den Mitochondrien kommt es zu
mitochondrialem Schaden und Dysfunktion: ROS sammelt sich verglichen zum Rest
der Zelle vermehrt in den Mitochondrien, da sich die in der Atmungskette produzierten
ROS hier ansammeln. (38) Die mtDNA wird durch ihre, im Vergleich zur nuklearen
DNA, schwacher ausgepragten Reparaturmechanismen leichter beschadigt, zerstort
und somit abgebaut (35,38). Infolgedessen kommt es ebenso zu einem Rickgang von
mitochondrialer RNA (mtRNA) (38,39). Der daraus resultierende Verlust der an
mtDNA-kodierenden Proteinen fuhrt zu einer Beeintrachtigung der mitochondrialen
Biogenese (38,40).

Durch den hiermit verursachten Schaden an den Mitochondrien wird noch mehr ROS
produziert, der wiederum mehr mitochondrialen Schaden anrichtet. Dies wird ,ROS-
induzierte ROS-Freisetzung“ genannt. (40)

ROS kann also direkt die DNA, die molekulare Struktur und Funktion von
intrazellularen Molekulen beeinflussen. (23)

Oxidative Modifikation an Proteinen und Lipiden

Sauerstoffradikale sind sehr reaktive und instabile zellulare Molekule, welche leicht
weiterreagieren und in stabilere Molekule umgewandelt zu werden (28). Die Oxidation

von Proteinen und damit auch Enzymen durch ROS kann deren Aktivitat beeinflussen
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und senken. Somit kommt es zu einer Beeintrachtigung der Stoffwechselkapazitat der
Zelle. (40)

AuRerdem kann ROS intrazellulare Lipide beeintrachtigen, diese peroxidieren und
dadurch die Stabilitat der Zellmembran und Zellorganellen gefahrden (23,35).

Molekularer Mediator von verschiedenen Signalwegen

Sauerstoffradikale sind in die zellularen Signalwege eingebunden. Wenn Signalwege
von ROS beeinflusst werden, wird dies ,Redox-Signal“ genannt (23). Sie kdnnen eine
molekulare Brucke bilden, bei der die extrazellularen Signale nach intrazellular in Form

von ROS weitergeben werden.

Ebenso haben sie Einfluss auf die Modulation von Transkriptionsfaktoren und damit

wiederum auf Signalwege. (23,40)

Dies kann unter Anderem zur Hypertrophie des Herzes und zum Herzversagen fuhren.
(35)

Inflammation

Die schon beschriebe ROS-induzierte Schadigung der mtDNA kann tUber Veranderung
in verschiedenen Signalwegen zu Inflammation der Myozyten fuhren. Dies geschieht,
indem Sauerstoffradikale beispielweise die Produktion von proinflammatorischen
Enzymen (Zytokinen) triggern. (23,40)

Einfluss auf lonenkanale und -transporter

Es werden beispielsweise Ca?*-Kanale von Sauerstoffradikalen beeinflusst.
Bekanntlich modifizieren sie sowohl die SERCA, als auch Ryanodin-Rezeptoren. Da
der intrazellulare Calcium-Spiegel wichtig ist fur die kardiale Reizweiterleitung, kann
man davon ausgehen, dass ROS so die Kontraktilitat des Herzens direkt beeinflussen
kann.(23)

zellulére Apoptose

Die Apoptose von Kardiomyozyten spielt Uber verschiedene Mechanismen eine
wichtige Rolle bei der Entstehung von kardiovaskularen Erkrankungen. Uber



33

verschiedene Redox-sensitive Enzyme, wie beispielsweise ASK1 (apoptosis signal-
regulating kinase 1), die die Apoptose von Zellen fordern, beeinflusst ROS den Zelltod.
(23,28,35)

Vermehrte Sauerstoffradikale in den Mitochondrien steigern die Permeabilitat der
Mitochondrien. Das Anschwellen der Mitochondrien fuhrt zum Riss der aul3eren
Membran. Damit konnen Moleklle, welche die Apoptose einleiten, aus dem

Intermembranspalt der Mitochondrien in die Zelle gelangen (z.B. Cytochrom c). (41)

Vorhofflimmern

Oxidativer Stress ist u.a. fur das Remodelling des Vorhofs verantwortlich (35). Es
konnte gezeigt werden, dass bei Patienten mit Vorhoffimmern die oxidative
Modifikation von myofibrillaren Proteinen in Vorhofmyozyten erhoht ist. Diese oxidativ
bedingte Veranderung hat zur Folge, dass es zu einem Funktionsverlust der fibrillaren

Proteine kommt, welcher das Vorhofflimmern bedingt. (42)

1.2.5. Die Rolle von Mitochondrien
Das menschliche Herz verbraucht 10% der Energie des gesamten Korpers. Da eine
kontinuierliche Energiebereitstellung gewahrleistet sein muss, kann das Herz Glucose,
Fettsauren, und Laktat verstoffwechseln und bei schlechter Stoffwechsellage auf
Aminosauren, Ketonkorper und Pyruvat zuruckgreifen. (43)

Dabei wird der Grofdteil (95%) der im Herz produzierten Energie in den Mitochondrien
durch oxidative, also sauerstoffabhangige, Phosphorylierung hergestellt (22,24). Die
Energie wird dabei vor allem durch Lipolyse beschafft und nur zu 5% durch Glykolyse,
daher ist ein Hochregulieren des Stoffwechsels fur mehr Energie hin zur Glykolyse
kein effektives Mittel, um den Energiebedarf des Herzens zu decken (40).

Unter normalen Bedingungen kann das Herz je nach Energiebedarf seinen
Metabolismus erheblich erhéhen und beispielsweise wahrend sportlicher Belastung
auf verschiedene Nahrstoffe umstellen. Meistens kommt es mit seiner in den
Mitochondrien durch oxidative Phosphorylierung bereitgestellten Energie in Form von
ATP aus. Wenn das Gleichgewicht zwischen Energiebedarf und -bereitstellung

unausgeglichen ist, beispielsweise bei Herzversagen, fuhrt dies zu einer Veranderung
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im Energiehaushalt. Das Level an ATP-Bedarf steigt an, wahrend die ATP-
Bereitstellung sinkt. Das Herz versucht die Energie durch eine gesteigerte Glykolyse
bereitzustellen. Diese produziert relativ weniger ATP und reguliert die Oxidation der
Fette (Lipolyse) herunter, welche mehr ATP produzieren wuirde. Das fuhrt wiederum
zu einem noch weniger ausgeglichenem Energiehaushalt, damit zu Stress und zu
gesteigerter pathologischer Veranderung des Herzens. Damit ist eine Abwartsspirale
erreicht (siehe Abbildung 7), dessen Ursprung nicht mehr genau benannt werden
kann: ist der Ursprung das Herzversagen oder das Energiedefizit durch

mitochondrialen Stress, der beispielsweise durch ROS entsteht. (40,44)

Da der Energieverbrauch des Myokards so grol} ist, ist auch die grolRe Menge der
Mitochondrien in Myokardzellen zu erklaren, welche ungefahr 30% des Zellvolumens
einnimmt (27). Somit spielen die Mitochondrien eine grundlegend wichtige Rolle fur die
Funktion und das Uberleben von Kardiomyozyten (24).

kardiale Umgestaltung,
kontraktile Dysfunktion

ATp B,
(FAQ ¢ reltstey
" C"“O/y::qyj

A

TP Bodary »

ATP
Bereitstellul ATP Bedarf

metabolische Umgestaltung, mitochondrial bedingter
mitochondrialer Stress Zelltod
gesundes Herz Herzversagen End-stage Herzversagen

Abbildung 7: Ungleichverteilung von Energiebedarf und -bereitstellung flihrt zu Herzversagen:

In einem gesunden Herzen entspricht die Energieproduktion dem Energiebedarf. Ein pathologischer Umbau
des Herzens fihrt zu Ineffizienzen, die den Energiebedarf erhdhen, aber gleichzeitig die Kapazitat fiur die
Energieversorgung verringern. Die anschlieBende metabolische Umgestaltung ist der Versuch, die
Energiehomdostase wiederherzustellen. Sie halt das ATP-Niveau im Herzen voriibergehend aufrecht, fuhrt
aber wahrscheinlich (iber maladaptive Kreislaufe, die mitochondrialen Stress erzeugen, zum Herzversagen.
FAO = Fettsdureoxidation. Abgeandert aus Zhou et al. 2018 (1)

Abbildung hergestellt mit Hilfe von BioRender.com (2022). Abgerufen von https://app.biorender.com/biorender-

templates
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1.3. Kardial vorliegende Glucose

Bei kardialen Erkrankungen wie Hypertrophie oder anderen pathologischen
Stresssituationen, kann es zu einer Verschiebung des Herzmetabolismus von der
bevorzugten Fettsaure Verstoffwechselung hin zum Glucose Metabolismus kommen
(45—-47). Eine veranderte Expression von Glucose Transportern und ein veranderter
Glucose Haushalt konnen die ROS Produktion beeinflussen. Eine Hyperglykamie fuhrt
zu einer mitochondrialen Uberproduktion von Superoxid in der Atmungskette, was
wiederum andere Wege der Superoxidproduktion aktivieren kann. (36) Das hat zur
Folge, dass das Redox-Gleichgewicht im hypertrophierten Herz gestort ist (47,48).
Diese konnen dann den Schadensursprung der Glykamie amplifizieren. (36)

Das Muster der Expression von Glucose Transportern in verschiedenen Geweben
hangt mit den spezifischen Stoffwechselanforderungen zusammen (47). Die fur das
Herz am relevantesten sind die GLUT-Familie und die Sodium-Glucose-Co-
Transporter (SGLT) (46).

1.3.1. Glucose Transporter der GLUT-Familie

GLUT-Transporter liegen in 14 Isoformen vor. Sie kdnnen ihre Substrate bidirektional
transportieren und haben je nach Isoform verschiedene funktionale Charakteristiken.
Die Proteine der GLUT-Familie und unter ihnen GLUT1 und GLUT4 sind die
Hauptakteure des Glucose Transports im menschlichen Herz. GLUT1 ist vor allem in
der Plasmamembran lokalisiert. GLUT4 liegt in intrazellularen Vesikeln vor und wird
bei Insulin Stimulation in die Plasmamembran translokalisiert. Es ist ein zu Glucose
hochaffines Protein durch das, bei seiner Translokalisation in die Membran, die
Glucose Aufnahme in die Zelle in kurzester Zeit um ein Vielfaches gesteigert werden
kann. (47) Somit wird die Insulin-abhangige Aufnahme von Glucose in die
Myokardzelle hauptsachlich von GLUT4 ubernommen (36,46).

1.3.2. Glucose Transporter der SGLT-Familie
Die Sodium-Glucose-Co-Transporter 1 und 2 liegen in verschiedenen Geweben vor.
Die Glucose Aufnahme durch sie in der Niere und im Darm sind prominent. Das
Vorhandensein des SGLT1 in menschlichen Herzzellen ist bekannt, jedoch ist seine
genaue Funktion noch nicht ausreichend untersucht. (46)
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Die Inhibition von SGLT2 wurde in klinischen Studien als kardioprotektiv durch
verschiedene Mechanismen beschrieben (49). Unter anderem dadurch, dass es die
Aktivitat von SGLT1 senkt wodurch der Serumglukosegehalt und in der Folge der
oxidativen Stress sinkt (35,50). Eine alternative Erklarung konnte darin bestehen, dass
die Hemmung von SGLT2 direkt gegen die kardiale intrazellulare Natriumuberladung
wirken kann, die bei diabetischen und versagenden Herzmuskelzellen beobachtet
wird. Dies konnte potenziell zu einer Verbesserung der mitochondrialen Energetik

fuhren und oxidative Belastung verhindern. (51)

Das legt die Vermutung nahe, dass die SGLT-Familie ebenso einen Beitrag zur

Entwicklung von Herzerkrankungen leisten kann.
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1.4. Ziel des Projekts

In dieser Doktorarbeit soll die mitochondriale Produktion von Sauerstoffradikalen
(mtROS) und dessen maoglicher Ursprung bei der ARVC untersucht werden. Die
Experimente werden hierbei an humanen induzierten pluripotenten Stammzellen,
welche zu Kardiomyozyten differenziert wurden (hiPSC-CM), einer symptomatischen
ARVC Patientin durchgefuhrt. Diese Patientin ist Tragerin einer PKP2 Mutation, die mit
der ARVC korreliert. Vergleichend zu dieser Indexpatientin werden hiPSC-CM einer
unabhangigen Kontrollpatientin ohne Mutation auf dem PKP2 Gen untersucht, ebenso
wie Zellen der Indexpatientin, welche eine Mutationskorrektur mittels CRISPR/Cas
erhalten haben. Damit kdnnen potenzielle Unterschiede zwischen den Zelllinien
herausgearbeitet werden. Dies konnte wertvolle Daten dartber liefern, ob ARVC-
typische Symptome von mtROS ableitbar und somit regulierbar sind.

Es sollen mogliche mtROS Quellen identifiziert werden und die Beteiligung des
Glucosestoffwechsels untersucht werden.

Daher sind die zentralen Fragen:

1. Ist die mitochondriale ROS Produktion in den Zellen der ARVC Patientin
verandert?

2. Stehen die bekannten mitochondrialen ROS Quellen NOX2/4,
Atmungskettenkomplexe oder das Antioxidans SOD2 mit der veranderten
Produktion von Sauerstoffradikalen in Verbindung?

3. Spielen Veranderungen im Glucose Metabolismus eine Rolle bei der mtROS
Produktion in den Zellen der ARVC-Patientin?

Die Beantwortung dieser Fragen konnte Licht auf bis dato unerforschte zellulare
Ursachen bei der Arrhythmogenese der ARVC werfen und somit neue therapeutische

Wege eroffnen.
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2. Material und Methoden

2.1. Fluoreszenzmessung am Tecan

2.1.1. Funktiosprinzip
Das Microplate Floureszenzmessgerat (Tecan InfiniteM200Pro) kann die Fluoreszenz,
der bei 488nm angeregten Fluoreszenzfarbstoffen MitoSox ™ Red liber zwei Stunden
alle 5 Minuten messen. Mit Hilfe der Software Tecan i-control™ werden die Daten

aufgezeichnet und konnen im Folgenden ausgewertet werden.

2.1.2. MitoSox ™ Red
Es wird der Fluoreszenzfarbstoff MitoSox™ Red mitochondrial superoxid indicator for
live cell imaging von Thermo Fischer verwendet (siehe Tabelle 8). Dieser wird in
Dimethylsulfoxid (DMSQO) gel6st, sodass er eine Konzentration von 5mM aufweist. Er
sammelt sich in den Mitochondrien von lebenden Zellen schnell an und ist zur
Bestimmung von Sauerstoffradikalen geeignet. Er wir selektiv von Superoxid oxidiert,
markiert also nicht H202, RNS oder andere ROS. (52)

2.1.3. Antimycin A
Antimycin A (siehe Tabelle 8) entkoppelt die Atmungskette im Ill. Komplex. Es dient
als Positivkontrolle. Es wird in DSMO gel6st und zusammen mit den induzierten
Kardiomyozyten (iCM) mit einer Konzentration von 7uM fur 30 Minuten bei 37°C
inkubiert.

2.1.4. N-Acetyl-Cystein
N-Acetyl-Cystein (NAC) ist ein ROS Inhibitor (siehe Tabelle 8). Es wird in
Zellkulturmedium gel6st und auf den iCM fur 2h bei 37°C inkubiert. Bei der
gemeinsamen Inkubation der Zellen mit NAC (3mM) und Antimycin A (7 uM) wird die
Bildung der ROS beobachtet.

2.1.5. Messprotokoll
Es wird mit dem mitochondrialen Fluoreszenzfarbstoff MitoSOX™ Red die ROS
Produktion im Microplate Floureszenzmessgerat (Tecan InfiniteM200Pro) gemessen.
Dazu werden auf einer 96 well Platte (Greiner 96, Flat Black) die hiPSC-CM auf
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Gelatine ausplattiert (40000 iCM pro well). Jeweils drei Kammern werden mit
derselben Behandlung versehen (siehe Abbildung 8). Als Positivkontrolle wird
Antimycin A (7 uM) verwendet mit einer Inkubationszeit von einer halben Stunde bei
37°C. Der ROS Inhibitor NAC (3mM) wird fir 2 Stunden bei 37°C zu den iCM gegeben
und inkubiert, wobei in den letzten 30 Minuten Antimycin A (7uM) hinzugegeben wird.
Die Zellen ohne Behandlung werden in dieser Inkubationszeit mit DS-CMM+2,5% FBS
Medium (siehe Tabelle 5) behandelt, damit sie moglichst wenig Stress ausgesetzt sind.
Im Folgenden werden alle Kammern mit MitoSOX™ Red fiir eine weitere halbe Stunde
bei 37°C inkubiert. Nach zwei Waschschritten mit 1xNormaltyrode (2mM CaCl; siehe
Tabelle 7) werden sie mit dieser beladen. Die Kammern werden fur 2h alle 5 Minuten
mit einer Wellenlange von 488nm und einer Anzahl von 25 Anregungsblitzen bei
geschlossenem Deckel im Tecan gemessen. Dasselbe gilt auch fur die Kammern,
welche der Hintergrundmessung dienen und nur mit Gelatine aber ohne Zellen

gemessen werden.
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Abbildung 8: Aufteilung der Platte

Die einzelnen Kammern der 96 well Platte wird mit Gelatine beschichtet und auf einen Teil werden die
induzierten Kardiomyozyten (iCM) befestigt. Ein Teil ohne iCM dient als Hintergrund fiir die Berechnung
der Fluoreszenz. Es werden von beiden Teilen jeweils Zellen mit Antimycin A (7uM) (AA7), Zellen mit
N-Aceryl-Cystein (NAC) und Antimycin A (7uM) und Zellen ohne Behandlung (nur mit DS-CMM-Medium
oder Normaltyrode) mit dem Fluoreszenzfarbstoff MitoSox™ Red inkubiert. AuRerdem werden auch iCM

ohne Behandlung und MitoSox™ Red gemessen.

Abbildung hergestellt mit Hilfe von BioRender.com (2022). Abgerufen von https://app.biorender.com/biorender-

templates
2.1.6. Material
a. Zellkulturmedium

Im Zellkulturmedium werden NAC, Antimycin A und die Fluoreszenzfarbstoffe gelost
und die Zellen damit inkubiert. Dadurch werden die iCM bei Behandlung mit diesen

Reagenzien mdglichst schonend behandelt.
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Tabelle 5: Zellkulturmedium, gelést in DMEM ohne Glucose

Substanz Benotigte Bestellnummer Firma
Konzentration

DMEM ohne 11966025 Thermo Fisher

Glucose Scientific Inc.,
Waltham, MA,
USA

Gentamycin 25ug/mL G1397 Sigma-Aldrich Co.,
St. Louis, MO,
USA

D-(+)-Galactose 10mM G0750-100G Sigma-Aldrich Co.,
St. Louis, MO,
USA

100 mM Na-Pyruvat | 1TmM S8636-100ml Sigma-Aldrich Co.,
St. Louis, MO,
USA

HyClone®dialyzed 2,5% SH30071.03 GE Healthcare

FBS Life
Sciences/Fisher
Scientific

b. Normaltyrode

Als allgemeine Nahrlosung fur die Messungen am Tecan und am Konfokalmikroskop
wird die Normaltyrode (NT) hergestellt. Sie wird zuerst als 10-fach Stock angefertigt,
wobei die Bestandteile in deionisiertem, doppelt destilliertem Wasser (ddH20) gelost
werden, sodass die Gesamtmenge 500 ml betragt (siehe Tabelle 6). Sie kann Uber

mehrere Wochen gelagert werden.

Die einfache Normaltyrode wird vor jeder Messung frisch hergestellt und beinhaltet
zusatzlich die in Tabelle 7 angegebenen Bestandteile. lhre Calciumkonzentration

betragt 2mM und der pH-Wert wird auf 7,3 eingestellt.
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Tabelle 6: 10-fach Normatyrode, gedst in ddH20

Substanz

KCL

NaCl

MgCl2

HEPES

Molaritat

4mM

140mM

1mM

5mM

Bestellnummer Firma

6781.1

27810.295

KK36.1

9105.3

Tabelle 7: 1-fach Normaltyrode, gelést in ddH20

Substanz Molaritat
10-fach

Normaltyrode

(siehe Tabelle 6)

CaClz 1TmM
Glucose 10mM

Carl Roth
GmbH + Co.
KG, Karlsruhe,
Germany
VWR
Chemicals,
Darmstadt,
Germany

Carl Roth
GmbH + Co.
KG, Karlsruhe,
Germany

Carl Roth
GmbH + Co.
KG, Karlsruhe,
Germany

Bestellnummer Firma

21115

X997.2

Sigma-
Aldrich Co.,
St. Louis,
MO, USA
Carl Roth

GmbH + Co.

KG,
Karlsruhe,
Germany

Menge pro
500mL

1,496 g

40,908 g

0,476 g

5,958 g

Menge pro
500mL

50mL

1000pL

0,901 g
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C. Reagenzien fur Tecan Messung

Tabelle 8: Regenzien fiir Tecan Messung

Substanz Benotigte Bestellnummer Firma
Konzentration

Antimycin A 7uM A8674-25MG Sigma-Aldrich Co.,
St. Louis, MO,
USA

NAC 3mM A7250 Sigma-Aldrich Co.,
St. Louis, MO,
USA

MitoSox ™ Red in | 5uM M36008 Invitrogen, Thermo

DMSO gelost Fisher Scientific

(5mM)

2.1.7. Datenauswertung:
Die Software Tecan i-control 6ffnet nach dem Ende der Messung die Ergebnisse in
einer Excel Tabelle. In dieser sind die einzelnen Wells (je ein Well entspricht einer
Zeile) nach der Zeit (alle 5 Minuten eine Messung in einer Spalte) aufgetragen. Ebenso
wird jedes Mal die Temperatur gemessen, wodurch man den Temperaturverlauf Gber
die Zeit nachverfolgen kann. Fur die Auswertung werden nur Daten der letzten
Messung nach 2 Stunden genutzt. Es werden immer zwei Werte berechnet:

1. = absolute Werte der Fluoreszenz
2. =relative Werte der Fluoreszenz. Sie berechnen sich relativ zu den Werten bei
den unbehandelten Zellen.

Die Berechnung der Werte erfolgt in Microsoft Excel (Version 2202) folgendermalien:
(Abkurzungen: w/o iCM NT = ohne Zellen, Hintergrund mit Normaltyrode)

= Die Werte (X;,Y;) der Zellen, welche unbehandelt sind (iCM ohne Behandlung
mit DS-CMM, Fluoreszenz gemessen in NT):
1. iCM (unbehandelt) — Hintergrund mit NT = X;
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= Die Werte (X,,Y,) der Zellen, welche mit Antimycin A (7uM) (AA7) behandelt
wurden (iCM mit Behandlung AA7 in DS-CMM, Fluoreszenz gemessen in NT):
1. iCM (AA7) — Hintergrund mit NT = X,

2. Yzzi_j

= Die Werte (X3,Y3;) der Zellen, welche mit N-Acetyl-Cystein und Antimycin A
(7uM) behandelt wurden (iCM mit Behandlung AA7 und NAC, Fluoreszenz
gemessen in NT):

1. iCM (NAC + AA7) — Hintergrund NAC = X,

2. Ys= 2

Die folgende graphische Darstellung und statistische Auswertung erfolgt mit GraphPad
Prism 9 (GraphPad Software, La Jolla CA, USA). Zur Prufung der statistischen
Signifikanz, welche dem p-Wert entspricht, wird der ungepaarte t-Test verwendet. Bei
der Untersuchung der Signifikanz zwischen mehr als zwei Gruppen wird die
einfaktorielle ANOVA und daraufhin der Turkey Test durchgefuhrt. Ein Wert von

p<0,05 wird als statistisch signifikant angenommen.

2.2. Konfokalmikroskopie
Konfokalmikroskopisch erfolgt die Bestimmung der zellularen ROS Produktion. Dabei
wird mittels des mitochondrialen Farbstoffs MitoSOX™ Red in Kombination mit dem
mitochondrialen Fluoreszenzfarbstoff MitoTracker™ Green die mitochondriale
Lokalisation der ROS gepruft und bestatigt. Durch die hohe raumliche Auflosung des
Konfokalmikroskops werden mehr Details sichtbar, was einen Vorteil dem

Fluoreszenzmikroskop gegenuber darstellt.

2.2.1. Funktionsprinzip
Das hier verwendete Konfokalmikroskop ist das Laser-Scanning-Mikroskop Zeiss
LSM700 mit der Imaging-Software ZEN black. Es entspricht einem speziellen
Lichtmikroskop, das durch seine Funktionsweise eine besondere Tiefenscharfe
aufweist. Die prazise Fokussierung und Detektion einer definierten Fokusebene der
darzustellenden Zelle ist ein wichtiger Vorteil der Konfokalmikroskopie. Durch nur
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selektive  Visualisierung des Objekts in einer Fokusebene wird das
Hintergrundrauschen minimiert und die Bildauflosung maximiert. Dabei lauft die
Generation des Bildes in drei Schritten ab: Das line-by-line scanning des Objekts mit
einem fokussierten Laserstrahl, die pixel-by-pixel Detektion der vom gescannten
Objekt emittierten Fluoreszenz und die Digitalisierung der gescannten Information.

Es wird ein Argonlaser der Wellenlange 488nm als Anregungslicht fur die
Fluoreszenzfarbstoffe verwendet. Dessen Licht wird geblndelt und Uber einen
dichrotischen Spiegel zum Objektiv und Objekt geleitet. Der Spiegel ist nur fur das
langwellige Fluoreszenzlicht durchlassig, welches der Detektor erfassen kann.

Der Detektor selbst kann nur das Licht detektieren, das durch seine Lochblende
(pinhole) hindurch gelangt ist. Der Durchmesser des Lochblende ist variabel. Somit
wird das Fluoreszenzlicht nur an einem bestimmten Punkt des Objekts zur selben Zeit
fokussiert. Es ist also moglich eine dunne, exakt definierte Schicht aufzunehmen. Denn
das emittierte Fluoreszenzlicht von Schichten Gber und unter der Fokusebene wird
nicht auf der Ebene der Lochblende des Detektors vereint. Damit wird es von der
Detektion exkludiert.

Das Mikroskop tragt konfokal im Namen, da der Anregungspunkt und der Punkt der
Emission in der Mitte der Lochblende des Detektors gleichzeitig im Fokus sind.

Abbildung 9 zeigt eine vereinfachte Darstellung des Konfokalmikroskops, um den

Verlauf des Lasers und des Lichts schematisch nachvollziehen zu konnen.

Die festgelegten Einstellungen des Mikroskops werden in Tabelle 9 aufgezeigt. Sie
wurden bei allen Messungen gleich verwendet, um eine Vergleichbarkeit zu
gewahrleisten. Die Werte wurden so gewahlt, dass ein Ausbleichen des
Fluoreszenzfarbstoffes durch zu hohe Laserintensitat, minimiert wird und das
Detektor-Rauschen moglichst geringgehalten wird. (53,54)
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Abbildung 9: schematische Darstellung eines Konfokalmikroskop mit Lichtverlauf.

Der rote Strahlengang geht vom Laser aus, wird an der Anregungslochblende gebiindelt und vom
dichroitischen Spiegel auf das Objekt gespiegelt. Die mit Fluoreszenz Farbstoffen gekoppelten
Molekile absorbieren das Licht und emittieren Fluoreszenzlicht (blauer Strahl). Der Spiegel ist fur

Fluoreszenz Licht durchlassig, weshalb es vom Detektor erfasst wird.

Abbildung hergestellt mit Hilfe von BioRender.com (2022). Abgerufen von https://app.biorender.com/biorender-
templates


https://app.biorender.com/biorender-templates
https://app.biorender.com/biorender-templates
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2.2.2. MitoSox™ Red
Wie schon unter Kapitel 2.1.2 beschrieben dient es dazu die Sauerstoffradikale,
speziell Sauerstoffoxid durch Fluoreszenz, welche vom Detektor erfasst werden kann,

darzustellen.

2.2.3. MitoTracker™ Green
Der Fluoreszenzfarbstoff MitoTracker™ Green von ThermoFischer (invitrogen
#M7514) ist besonders fur lebende Zellen geeignet. Er wird in DMSO gel6st, dass er
eine Konzentration von 1mM hat und sammelt sich unabhangig vom
Membranpotenzial in den Mitochondrien. Sein emittiertes Licht hat eine Wellenlange

von 516nm.

2.2.4. Messprotokoll

Auf die iCM werden MitoSox™ Red und MitoSox™ Green, welche in Zellkulturmedium
(siehe Tabelle 5) gelost sind, gegeben. Diese werden fur 10 Minuten bei 37°C
inkubiert. Daraufhin werden sie mit einfacher Normaltyrode (2mM CacCl; siehe Tabelle
7) dreimal gewaschen und am Konfokalmikroskop gemessen. Diese Schritte erfolgen
unter lichtgeschitzten Bedingungen. Es wird mit Hilfe der Software ImageJ (Image
Processing and Analysis in Java) uberprift, ob die mtROS sich tatsachlich in den
Mitochondrien ansammelt. Dies geschieht, indem die lokale Ubereinstimmung der
grun und rot fluoreszierenden Farbstoffe gepruft wird.

Tabelle 9: Einstellungen des Lasers am Konfokalmikroskop

Einstellungen des Lasers Wert
Time series (Abrasterungsvorgange) 1
Laserpower (Intensitat) 7,8
Pinhole (Lochblende) 70,0
Gain (Verstarkung) 402
Wellenlange des Lasers 488nm
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Tabelle 10: Fluoreszenzfarbstoffe

Substanz Benotigte Bestellnummer Firma
Konzentration

MitoSox™ Green | 0,5uM M7514 Invitrogen, Thermo

in DMSO gel6st Fisher Scientific

(1mM)

MitoSox ™ Red in | 5uM M36008 Invitrogen, Thermo

DMSO gelost Fisher Scientific

(5mM)

2.2.5. Datenauswertung

Die am Konfokalmikroskop entstanden Bilder der Zellen wurden mit den genannten
Fluoreszenzfarbstoffen gefarbt, von denen der eine die Mitochondrien anfarbt (in
Abbildung 16 grun), der andere ROS in den Mitochondrien (in Abbildung 16 rot). Um
in Erfahrung zu bringen, ob die ROS tatsachlich in den Mitochondrien sind, werden
diese beide Bilder Ubereinandergelegt und mit dem ColocalisazionThreshold Plugin
von der Software Image J (Image Processing and Analysis in Java) analysiert, um den
Grad der Kolokalisierung der Farbstoffe zu bestimmen.

Bei der Anwendung ,Colocaliszion Threshold® von Image J, wird die Grenze
(Threshold), ab der die Fluoreszenz der beiden Farbstoffe jeweils vom Hintergrund
unterschieden wird, nach der sogenannten Costets Methode automatisch berechnet
(55,56). Dies geschieht auf Grundlage einer Analyse, bei der der Bereich der Pixel
bestimmt wird, bei denen der PCC (Pearsons correlation coefficient: vergleicht
Intensitat der Pixel) positiv ist (57). Die Statistik, die daraus entsteht, ergibt den
»,Mander’s colocalisations coefficient® (MCC). Bei diesem bedeutet 100%, dass eine
vollstandige Korrelation besteht und 0%, dass keine Korrelation vorhanden ist (56,58).
Dabei wird sowohl berechnet, wie viele rot fluoreszierende Pixel innerhalb des grun

fluoreszierenden Bereichs sind, als auch umgekehrt. (57)

Mit Hilfe des Programms Microsoft Excel (Version 2202) wurde aus den ermittelten
MCC Werten ein Mittelwert gebildet.
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2.3. Real-Time PCR
Hierbei soll mittels PCR die Expression der ROS Quellen auf mRNA Ebene untersucht
werden. Es werden die Proteine NOX2, SOD2, die Atmungskettenkomplexe Il und I
und SGLT1 auf mRNA Ebene analysiert. Es werden Zellpellets der kultivierten iCM
verwendet. |lhre RNA wird isoliert und mittels reverse Transkriptase in cDNA
umgeschrieben. Diese kann nun zur real-time PCR mit TagMan Analyse verwendet

werden.

2.3.1. RNA Isolation

Die Extraktion der RNA aus den hiPSC-CMs erfolgt mittels TRIzol (Invitrogen, Life
Technologies, France) nach den Herstellerangaben. In verschiedenen Schritten wird
die RNA hier aufgereinigt und von Proteinen, Zelltrummern und anderen
Verunreinigungen befreit. Nach der Homogenisierung der Zellpellets mit 0,4ml TRIzol
wird 80 pL Trichlormethan-Chloroform hinzugegeben und fur 10 Minuten bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert. Daraufhin werden die Proben 15 Minuten mit 500
U/min ebenfalls bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die entstandenen Uberstéande
werden in ein neues Tube uUberfuhrt. Es folgt eine weitere Zugabe von 80puL
Trichlormethan-Chloroform, welches wiederum fur 10 Minuten inkubiert wird und
daraufhin zentrifugiert wird fir 15 Minuten mit 10000 U/min bei RT. Der Uberstand wird
ebenfalls in ein neues Tube Uberfuhrt. Nach Zugabe von 200uL Isopropanol werden
die Proben fur 48h bei -20°C gelagert. Nach dieser Zeit werden die Proben bei 4°C fur
10 Minuten mit 10000U/min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Hier ist nun
das Pellet wichtig. Dieses wird zweimal mit EtOH 70% gewaschen und ein letztes Mal
fur 5 Minuten bei 4°C mit 10000U/min in die Zentrifuge gegeben, woraufhin es
getrocknet wird. Im Folgenden werden 10uL RNAse freies H20 hinzugegeben und auf
Eis gestellt fur 30 Minuten. Nun konnen die Proben bei -80°C gelagert werden. Die
Bestimmung der verbliebenen RNA Konzentration erfolgt am NanoDrop™ (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA).

2.3.2. cDNA Transkription
Die isolierte RNA kann anschlieBend durch reverse Transkription zu cDNA
umgeschrieben werden. Dafur werden RNA, Random Primer (Promega, Madison, WI,
USA) und Wasser fur 3 Minuten bei 70°C inkubiert und anschliel3end sofort auf Eis
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gestellt. Dadurch kénnen die Primer an der RNA binden. Anschlieend werden
Nukleotide, reverse Transkriptase, RT Puffer und RNase Inhibitoren in Form des
Mastermixes (siehe Tabelle 11) dazugegeben und bei 37°C fur 60 Minuten inkubiert.
Die reverse Transkription kann nun durch Inkubation fur 2 Minuten bei 90°C gestoppt
werden. Die so hergestellte cDNA kann fur die Tag-Man Analyse genutzt werden.

Tabelle 11: Mastermix flr reverse Transkription

Substanz Menge pro Probe | Artikelnummer Firma

PCR  Nucleotide | 1 L C1145 Promega, WI, USA

Mix

5 x RT buffer 4 L MS531A Promega, WI, USA

Recombinant 1L N2115B Promega, WI, USA

RNasin

Ribonuclease

Inhibitor

M-MLV  RT  5x|1puL M531B Promega, WI, USA

Buffer

RNase free water | 3 yL RFW250 Cleaver Scientific
Ltd, Warwickshire,
United Kingdom

2.3.3. Real Time PCR und TagMan Analyse
Anschlielend folgt die Tag-Man Analyse. Dabei konnen Gene in Bezug auf ihre
Expression im Gewebe mittels einer fluorogenen Sonde untersucht werden. Die
TagMan Sonden sind mit Fluoreszenz Farbstoff gekoppelte Oligonukleotide, die
sequenz-spezifisch sind fur die Ziel-DNA. Sie sind am 3-Ende mit einem Quencher-
Farbstoff und am 5°-Ende mit einem Reporter-Farbstoff ausgestattet. Solange die
Sonde intakt ist, reduziert der Quencher-Farbstoff die Fluoreszenz des
Reporterfarbstoffes durch Fluoreszenzresonanzenergietransfer (FRET). Sobald die
Sonden an der zu ihnen komplementaren cDNA binden, wird der Reporter-Farbstoff
durch die 5°-Nukleaseaktivitat der Tag-DNA-Polymerase gespalten. Dadurch wird der
Quencher- und der Reporter-Farbstoff voneinander getrennt, wodurch das

Fluoreszenzsignal des Reporterfarbstoffs emittiert wird und gemessen werden kann.
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AuBerdem kann durch die Abspaltung der Sonde der Primer bis zum Ende des
Stranges verlangert werden und die Sonde behindert dies nicht. Somit werden bei
jedem Zyklus zusatzlich Reporter-Farbstoffe abgespalten. Dies flhrt zu einem Anstieg

der Fluoreszenzintensitat proportional zu Menge des Amplikons. (59)

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Gene bestimmt: UQCR2 (Komplex IlI),
SDHA (Komplex Il), SOD2, SGLT1 und NOX2. Als Housekeeping Gene wurden
GAPDH und ACTB verwendet. Dazu wird zu der cDNA der TagMan® Gene
Expression Master Mix von Thermo Fisher Scientific dazugegeben (siehe Tabelle 13).
Der Master Mix enthalt AmpliTag Gold® DNA Polymerase, UP (Ultra Pure), Uracil-
DNA Glycosylase (UDG), Desoxynukleotidtriphosphate (dNTPs) mit dUTP, ROX®, als
und Puffer mRNA
Expressionsmessung wurde das ViiATM 7 Real-Time PCR System (Thermo Fisher
Scientific Inc.,Waltham, MA, USA) und die QuantStudioTM Software (Thermo Fisher
Scientific Inc.,Waltham, MA, USA) genutzt. Die Reaktion findet in folgendem Schema
(siehe Tabelle 12) statt:

passive Referenz, Komponenten. Fur die Analyse der

Tabelle 12: Schema der real time PCR

UbDG Denaturierung | AmpliTaq Gold Enzym PCR
Inkubation Aktivierung (40
Annealing/Elongation Zyklen)
Zeit 1:36 10:00 00:15 1:00
(Minuten)
Temperatur | 50°C 95°C 95°C 60°C

Tabelle 13: Master-Mix fiir Real Time PCR

Substanz

Menge pro Probe

Artikelnummer

Firma

Oligonucleotide

NOX2 (cybb)

SDHA (Komplex Il)

UQCRC2
(Komplex I11)

SOD2

SGLT1 (SGL5A1)

GABDH

1L

Hs00166163_m1

Hs00188166_m1

Hs00996395_m1

Hs00167309_m1

Hs01573793_m1

Hs99999905_m1

Fisher Scientific
Inc.,Waltham, MA,
USA
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ACTB Hs01060665 g1

TagMan Gene 5uL 10525395 Thermo Fisher
Expression Master Scientific

Mix Inc.,Waltham, MA,

USA

cDNA (6,66ng/uL) | 4pL

2.3.4. Datenauswertung
Die Anzahl der Zyklen, die gebraucht werden, um eine definierte Fluoreszenz-
Schwelle (threshold) zu erreichen wird als ,threshold cycle® (Ct) bezeichnet. Die aus
der Messung erhaltenen Ct Werte korrelieren mit der Menge der Nukleinsauren in der
zu analysierenden Probe. Die Bestimmung von Act ergibt sich aus der Differenz
zwischen dem ,Housekeeping Gen“ (GAPDH) und dem jeweiligen Zielgen. Um die
MRNA Expression des Zielgens mit den anderen Genen vergleichen zu kdnnen, muss

der AAct berechnet werden. Dieser ergibt sich durch folgende Formel:
AAct = 2-A¢t

Die Berechnung der Werte erfolgt mit Hilfe des Programms Microsoft Excel (Version
2202) und die statistische Auswertung sowie die graphische Darstellung mit dem
Programm GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, La Jolla CA, USA). Fur die
Prufung der Signifikanz wurde die einfaktorielle ANOVA verwendet. Um die Zelllinien
paarweise auf Signifikanz zu untersuchen, wird daraufhin der Turkey Test
durchgefuhrt. Es werden Werte <0,05 als signifikant bewertet.

2.4. Western Blot
Mittels Western-Blot wird die Expression der mdglichen ROS Quellen NADPH Oxidase
2 und 4 (NOX2, NOX4), Superoxid Dismutase 2 (SOD2) und Atmungskettenkomplexe
Il und Il bestimmt, sowie die der Glucose Transporter GLUT4 und SGLT1.

2.4.1. Herstellung von Zell Lysaten
Es werden ebenfalls Zellpellets der kultivierten iCM verwendet. Sie werden in einen
Eppendorf-Cup gegeben zusammen mit Lysepuffer (siehe Tabelle 14).
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Tabelle 14: Zusammensetzung des Lysepuffers in ddH20

Substanz | Konzentration/Menge
Destilliertes Wasser (ddH20)

Natriumchlorid (NaCl) 200 mmol/I
Tris(Trishydroxymethyl-aminomethan) 20 mmol/I
Natriumfluorid (NaF) 20 mmol/I

Triton X-100 Puffer, 1%ig 1 Vol.-%
Natriumorthovanadat 1 mmol/|
1,4-Dithiothreitol 1 mmol/l
Phosphatase-Inhibitor (PhosSTOP 1 Tablette / 100 mi
EASYpack, Cocktail Tablets, Roche

Diagnostics GmbH)

Proteinase-Inhibitor (cOmplete Tablets 1 Tablette / 200 mi
EDTA-free, Cocktail Tablets, EASY-Pack,

Roche Diagnostics GmbH)

Die folgende Inkubationszeit von 30 Minuten mit diesem Puffer und das wiederholte
Vibrationsmischen alle 5 Minuten hat das Ziel die Zellstrukturen aufzubrechen und die
intrazellularen Proteine in Losung zu bringen. Danach werden die Proben fur 10
Minuten bei 4°C und 6600 U/min zentrifugiert. Das Zellpellet wird verworfen wahrend

der Uberstand in einen neuen Cup Uberfiihrt wird. Die Lysate werden auf Eis gekdhlt.

Im Folgenden muss die Proteingesamtkonzentration in den Proben bestimmt werden
und Probenverdinnungen mit gleicher Proteinkonzentration hergestellt werden. Dies
gewahrleistet, dass fur die quantitative Bestimmung der gesuchten Proteine stets die
gleiche Menge an Gesamtprotein in den Proben vorliegt. Mit Hilfe der Bicinchoninsaure
(BCA)-Variante der Biuretreaktion kann die Proteinkonzentration bestimmt werden.
Das Prinzip beruht auf der Reduktion von Kupfer (I1) zu Kupfer (1) in alkalischer Losung
durch Proteine, proportional zur Proteinkonzentration. BCA bildet einen farbigen
Komplex mit Kupfer (1), welcher bei einer Wellenlange von 564nm absorbiert und in

einer Absorptionsmessung nachweisbar ist.

Mit einer Verdunnung von 1:10 werden die Proben zusammen mit einer
Verdunnungsreihe als Proteinstandard und reinem Lysepuffer als Leerwert auf einer
96 well Platte in 3-facher Bestimmung aufgetragen. Zu ihnen wird die Losung der
Biuretreaktion zur Proteinbestimmung gegeben, welche in einem Verhaltnis von 1:50
aus Kupfer(ll)sulfat und BCA hergestellt wurde (Kit zur Proteinkonzentrationsbestimmung:
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim). Die Platte wird fur 30 Minuten bei 37°C
inkubiert und danach wird die Extinktion bei 540nm gemessen (Gerat: InfiniteM200PRO;



54

Software: Tecan i-control). Die Werte werden in Excel eingetragen, es wird eine Eichkurve

berechnet und damit die Proteinkonzentrationen der Proben bestimmt.

Die Lysate werden nun mit PBS (Dublecco’s phosphate buffered saline), Ladepuffer
(siehe Tabelle 15) und Mercaptoethanol verdiinnt, damit man fertige Proben fir den
Western Blot erhalt. Dabei wird die Konzentration mit PBS auf Gesamtproteinmenge auf
1mg/ml eingestellt. Ladepuffer wird mit 18% und Mercaptoethanol mit 2% zugegeben. Nun
werden die Proben fur 5 Minuten auf 95°C im Thermomixer erhitzt und daraufhin kurz auf

Eis abgekunhlt. Die Proben werden bei -20°C zur weiteren Verarbeitung eingefroren.

Tabelle 15: Zusammensetzung des Ladepuffers in ddH20

Substanz Konzentration/Menge
Tris-Losung, 0,5 mol/l SDS, pH 6,8 31,25 Vol.-%

(37°C) (siehe Tabelle 18)

Natriumdodecylsulfat (SDS) 0,35 mol/l
Bromphenolblau Natriumsalz 0,07 mmol/l

Glyzerol 0,5 Vol.-%

2.4.2. SDS-Polyacrylamidgelelekrtophorese (SDS-PAGE)
Fir die Gelelektrophorese wird ein 8% SDS Gel verwendet. Fur die Herstellung der
Gele werden die in den Tabellen Tabelle 16, Tabelle 17, Tabelle 18 beschriebenen
Substanzen bendtigt. Die Gelkammern werden mit den Proben beladen, in Laufpuffer
(siehe Tabelle 19) gestellt und fur 2h bei 30mA pro Gel gestartet, limitiert auf die

maximale Spannung von 150 V und die maximale Leistung von 50 W.

Tabelle 16: Trenngel fiir Gelelktrophorese

Substanz Konzentration/Menge
Polyacrylamid 5%, 8%,10% bzw. 12,5%
1,5 mol/l Tris/SDS-Losung, pH 8,8; 25 Vol.-%

(siehe Tabelle 18 )

Ammoniumpersulfat (APS) 4,4 nmol/Il
Tetramethylethylendiamin (TEMED) 0,1 Vol.-%
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Substanz Konzentration/Menge
Polyacrylamid 8 %

0,5 mol/l Tris /SDS-L6sung, pH 6,8 25 Vol.-%

(siehe Tabelle 18)

APS 4,4 nmol/l

TEMED 0,1 Vol.-%

Tabelle 18: L6sungen Tris/SDS, pH 6,8 und pH 8,8

Substanz Konzentration fur Konzentration fur
Tris 1,5 mol/l /SDS, pH Tris 0,5 mol/l /SDS, pH
8,8 6,8

Tris Base 1,5 mol/l 0,5 mol/l

SDS 14 mmol/l 14 mmol/l

HCI 37% Einstellung pH 8,8 Einstellung pH 6,8

Tabelle 19: Gelelektrophorese-Laufpuffer pH:8,3:

Substanz Konzentration

Tris 25 mmol/l

Glycin 192 mmol/|

SDS 3,5 mmol/l

HCI Einstellung pH 8,3
2.4.3. Blotting

Nach 2 Stunden wird die Elektrophorese beendet und das Gel von den Glasplatten

gelost. Es wird in ein Transfersystem Uberfuhrt bestehend aus Schwammen,

Filterpapieren und Nitrocellulose-Membran. Das System wird in eine Kammer mit
Transferpuffer (siehe Tabelle 20) gegeben und dort 2 Stunden bei 400mA auf Eis
gestartet. Die maximale Spannung betragt 150 V und die maximale Leistung 50W.

Tabelle 20: Transferpuffer

Substanz Konzentration
Tris 32,5 mmol/l
Glycin 192 mmol/|
Methanol 20 Vol.-%

SDS 0,35 mmol/l

HCI 37% Einstellung pH 8,3
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2.4.4. Immunmarkierung und Detektion
Nach dem Transfer wird die Membran mit Ponceau-Rot gefarbt und daraufhin mit
destilliertem Wasser gewaschen, um zu kontrollieren, ob der Transfer funktioniert hat und
sich die Proteinbanden rot gefarbt haben. Im Folgenden wird die Membran beschriftet und
zerschnitten. Dies geschieht nach Lokalisation des gesuchten Proteins und der GAPDH-
Bande. So kdnnen die Membransticke in unterschiedlichen Antikdrperlésungen inkubiert
werden. Die Membran wird in Trennschalchen gelegt und auf einem Schwenkschuttler
dreimal mit TBS-T (siehe Tabelle 21) gewaschen. So wird der komplette rote Farbstoff

entfernt.

Tabelle 21: TBS-T (Tris-Buffered Saline mit Tween 20)

Substanz Konzentration
Tris 0,02 mol/l

NaCl 0,15 mol/l

HCI 37% Einstellung pH 7,5
Tween 20 (Polyoxyethylen(20)-sorbitan- 0,1 Vol.-% ml
monolaurat)

Daraufhin werden die Antikdrperbindestellen geblockt, indem die Membran mit 5%
Milchpulver in TBS-T fur eine Stunde inkubiert wird. Das vermeidet die Bindung von
unspezifischen Antikorpern. Daraufhin werden die primaren Antikorper hinzugegeben.
Diese sind ebenso in 5% Milchpulversuspension gelost, um die hdchstmdogliche
spezifische Bindung der primaren Antikorper (siehe Tabelle 22) zu erreichen. Nach
Inkubation Uber Nacht bei 4°C unter standiger Agitation auf einem Schuttler wird die
Membran dreimal mit TBS-T gewaschen, um die ungebundenen AntikGrper zu
entfernen. Der sekundare Antikorper (siehe Tabelle 23) in 5% Milchpulverlosung in
TBS-T wird nun auf die Membran hinzugegeben und fur eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Folgenden werden die ungebundenen Antikorper
wiederum dreimal fur jeweils 10 Minuten mit TBS-T abgewaschen.

Um die Proteine sichtbar zu machen, wird nun eine Entwicklerldsung
(Immobilon™Western, Chemieluminescent HRP Substrate Losungen A und B im
Mischverhaltnis 1:1) fur 5 Minuten auf die Membran hinzugegeben. Die Horseradsish
Peroxidase (HRP), die mit dem sekundaren Antikorper verbunden ist, katalysiert die
Oxidation von Luminol, welches in der Detektionslosung enthalten ist. Nach der

Inkubationszeit werden die Membranen abgetupft, um die Entwicklerlosung zu
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entfernen. Die Membransticke werden nun auf eine Folie geklebt, welche wiederum
mit Tabe auf die Entwicklerkassette geklebt wird. In die Kassetten werden

Rontgenfilme gegeben und diese entwickelt.

Nach ihrer Entwicklung werden die Rontgenfiime in ein Bildgebungssystem
(ChemieDoc™ MP Imaging System) Ubertragen. Die Aufnahmen von den

Proteinbanden werden mit Hilfe des Programms ImagelLab 5.2 erstellt.

Tabelle 22: primare Antikorper

Substanz Spezies Verdinnung | Bestellnummer | Firma

Anti- Kaninchen 1:1000 NBP2-67680 Novus

CYPP/NOX-2 | (monoklonal) Biologicals,

AK Littleton,  Co,
USA

Anti-NOX-4 Maus 1:100 MBS668216 MyBioSource,

AK (monoklonal) Inc, San Diego,

Anti- CA, USA

SLC34A1-AK

Anti-SDHA- Kaninchen 1:1000 #11998 Cell Signaling

AK (monoklonal) Technology,
Danvers, MA

Anti-UQCR2- | Kaninchen 1:1000 MBS129218 MyBioSource,

AK (polyklonal) Inc, San Diego,
CA, USA

Anti- Kaninchen 1:2000 NBP2-67879 Novus

SOD2/Mn- (monoklonal) Biologicals,

SOD-AK Littleton,  Co,
USA

Anti-SGLT1- | Kaninchen 1:500 Ab14686 Abcam,

AK (polyklonal) Cambridge, UK

Anti-GLUT4- | Kaninchen 1:1000 Ab33780 Abcam,

AK (polyklonal) Cambridge, UK
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Tabelle 23: sekundare Antikdrper

Substanz Spezies Bestellnummer Firma

Amersham ECL™ Anti-Maus NA931-1ML Global Life

Mouse igG Sciences Solutions
Horseradish USA

Peroxidase linked LLC,Marlborough,
whole antibody USA

Amersham ECL™ Anti-Kaninchen NA934-1ML Global Life

Rabbit 1gG, Sciences Solutions
Horseradish USA

Peroxidase linked LLC,Marlborough,
whole antibody USA

2.4.5. Datenauswertung

Fur die Datenauswertung wird das Programm Image J (Image Processing and
Analysis in Java) verwendet. Hiermit kann man die Schwarzung (= Intensitat) der
Banden quantifizieren. Die Werte, welche der Intensitat der Banden entsprechen
werden in Microsoft Excel (Version 2202) eingetragen und von ihnen die
Hintergrundsignale abgezogen. Daraufhin erfolgt ihr Normierung auf GAPDH. Die so
entstandenen Zahlenwerte entsprechen denen der Expression der Proteine und
besitzen keine Maleinheit. Es wird von einem metrischen Skalenniveau ausgegangen.
Die statistische Auswertung und graphische Darstellung erfolgt mit Hilfe des
Programms GraphPad Prism9 (GraphPad Software, La Jolla CA, USA). Die Prufung
auf Signifikanz erfolgt mit Hilfe der einfaktoriellen ANOVA. Auch hier wird daraufhin
der Turkey Test durchgefuhrt, um die Zelllinien paarweise zu auf Signifikanz zu
untersuchen. Es werden Werte p <0,05 als signifikant bewertet.

2.5. Kultur der hiPSC Kardiomyozyten und Differenzierung zu iCM
Fir alle Experimente werden iCM einer symptomatischen Patientin (Indexpatientin)
verwendet, ebenso wie die einer unabhangigen Kontrollpatientin ohne Mutation auf
dem PKP2-Gen (Kontrollpatientin) und die mittels CRISPR/Cas korrigierten Zellen der
Indexpatientin (Indexkontrolle).

Aus peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMCs) dieser Personen wurden humane
induzierte pluripotente Stammzellen (hiPSC) induziert und kultiviert nach einem
etablierten Protokoll von Fuerstenau-Sharp et. al. 2015 (60). Die kultivierten hiPSC
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werden daraufhin zu Kardiomyozyten (iCM) differenziert. Nach weiteren 3 Monaten
Reifung konnen diese Zellen fur weitere Versuche verwendet werden.

2.5.1. Differenzierung zu iCM
Die kultivierten stabilen Kolonien der induzierten Pluripotenten Stammzellen werden
in 28 Tagen zu induzierten Kardiomyozyten differenziert. Daflr werden wie in Tabelle
24 dargestellt zu verschiedenen Zeitpunkten verschiedene Medien verwendet. Diese
dienen der zeitgemalen optimalen Differenzierung zu Kardiomyozyten und ihrer
Aufreinigung. Aufgereinigt werden die Kardiomyozyten mit Laktat, da nur diese Laktat
verstoffwechseln kdnnen und somit im Gegensatz zu anderen Zellen Uberleben. Es
werden ,ultra low attachment® Flaschen (Corning®UltraLow Attachment Surface)
verwendet und ab Tag 24 die mit Gelatine beschichteten ,slides® (FluoroDish Cell
Culture Dish von WPI, Berlin). Die Medien sind in
Tabelle 25 aufgelistet.
Die Variabilitat der Zellreihen ist dul3erst gering, wodurch eine hohe Vergleichbarkeit
erreicht wird.
Trotzdem ist es fur alle Experimente notwendig Zellen aus mindestens zwei bis drei
unterschiedlichen Differenzierungen einzusetzen, um etwaige Artefakte, die

moglicherweise wahrend der Differenzierung auftreten konnten, auszuschlief3en.
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Tabelle 24: zeitliche Anwendung von Medien und Wachstumsbedingungen zur Differenzierung der

human induzierten pluripotenten Stammzellen (hiPSC) zu induzierten Kardiomyozyten (iCM)

Tag Medium Wachstumsbedingungen
Tag 0 Verwendung von in AFM-Medium Hypoxie Brutschrank:
37°C, 7%C02,5% O2
Mediumwechsel zu ATM-Medium Schuttler (15Upm),
Tag 1 Hypoxie Brutschrank:
37°C, 7%C02,5% O2
Mediumwechsel zu CIM-50-Medium Schuttler (15Upm),
Tag 2 Hypoxie Brutschrank:
37°C, 7%C02,5% O2
Tag 3 bis Med@umwechsel zu CIM-50- SchUtt!er (15Upm),
Tag 7 Medium+A6B10 Hypoxie Brutschrank:
(an Tag 3: 1:2 Splitten) 37°C, 7% CO2,5% O2
Mediumwechsel zu CMM-Medium alle | Schuttler (15Upm),
2 Tage Hypoxie Brutschrank:
Tag 8 bis 37°C, 7%C02,5% O2
Tag 16
ab Tag 14: 37°C, 7% COx,
20% O2
Tag 17 bis | Mediumwechsel zu CMM + 1% DL | 37°C, 7% CO2, 20% O2
Tag 23 Laktat, taglich
Ausplattieren der Herzzellen auf mit | 37°C, 7% CO2, 20% O2
Gelatine beschichteten Flaschen oder
slides und Kontrolle mittels TnT-FACS
Tag24 | \/erwendung von CMM + 1% DL Laktat
(TnT <90%)
Oder:
DS-CMM + 10% FBS (TnT > 90%)
Tag 25 und | Kein Mediumwechsel 37°C, 7% COz2, 20% O3
26
Verwendung von CMM + 1% DL Laktat | 37°C, 7% CO2, 20% O
Tag 27 und | (TnT < 90%)
28 oder DS-CMM + 2,5% FBS (TnT >
90%)
Mediumwechsel zu DS-CMM + 2,5% | 37°C, 7% COz2, 20% O:
abTag29 |FBS
2 x pro Woche
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Tabelle 25: verschiedene Medien zur Differenzierung von pluripotenten Stammzellen zu induzierten

Kardiomyozyten

Substanz Bestellnummer Firma
AFM-Medium
TeSR-Medium 5870 Stem Cell Technologies,
Saint Egréve, Frankreich
H1152 2414 BioTechne GmbH, Tocris,
Wiesbaden-Nordenstadt
Deutschland
Gentamycin 50mg/ml | G1397 Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, USA
ATM-Medium
TeSR-Medium 5870 Stem Cell Technologies,
Saint Egréve, Frankreich
DMEM Low Glucose D6046 Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, USA
FBS characterized SH30071.03 Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA
H1152 2414 Tocris
Gentamycin 50mg/ml | G1397 Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, USA
FGF 100pg/ml 100-18B Peprotech GmbH,
Hamburg, Deutschland
CIM-Medium
DMEM Low Glucose D6046 Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, USA
FBS characterized SH30071.03 Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA
Gentamycin G1397 Sigma-Aldrich Co., St.
50mg/ml Louis, MO, USA
FGF 100 pg/ml 100-18B Peprotech GmbH,
Hamburg, Deutschland
CIM-50-Medium
DMEM Low Glucose D6046 Sigma-Aldrich Co., St.

Louis, MO, USA
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FBS characterized SH30071.03 Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA

Gentamycin G1397 Sigma-Aldrich Co., St.

50mg/ml Louis, MO, USA

FGF 100 pg/ml 100-18B Peprotech GmbH,
Hamburg, Deutschland

Activin A 120-14E Peprotech GmbH,

6ug/ml Hamburg, Deutschland

BMP-4 120-05 Peprotech GmbH,

10pg/ml Hamburg, Deutschland

CMM-Medium

DMEM Low Glucose D6046 Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, USA

FBS characterized SH30071.03 Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA

Gentamycin G1397 Sigma-Aldrich Co., St.

50mg/ml Louis, MO, USA

CMM + 1% DL-Laktat

DMEM Low Glucose

D6046

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

FBS characterized SH30071.03 Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA

Gentamycin 50mg/ml G1397 Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, USA

0,4M DL-Laktat L7900-100ml Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, USA

DS-CMM + FBS

DMEM No Glucose 11966-025 Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA

D-(+)-Galactose G0750-100G Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, USA

100mM Na-Pyruvate S8636-100ml Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, USA

HyClone® Dialyzed Fetal | SH30079,02 Global Life Sciences

Bovine Serum Solutions USA
LLC,Marlborough, USA

Gentamycin 50mg/ml G1397 Sigma-Aldrich Co., St.

Louis, MO, USA
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3. Ergebnisse

3.1.  Fluoreszenz-Messung der mitochondrialen Sauerstoffradikale im
Tecan

3.1.1. Optimierung des Versuch-Aufbaus

Als Positivkontrolle wurde der Atmungsketten-Entkoppler Antimycin A (AA) verwendet.
Es wurden die zwei Konzentrationen 5uM und 7uM verglichen, um den
Versuchsaufbau zu optimieren. Da die Konzentration von 7 uyM eine starkere mtROS
Produktion in den Mitochondrien ausloste, wurden zur weiteren statistischen
Auswertung diese Werte verwendet (siehe Abbildung 10). So steigt durch Erhéhung
von AA5 (5 uM ) auf AA7 (7 uM) bei der Indexpatientin die mtROS im Mittel von 1,578
um im 19,19%, bei den korrigierten Zellen von 1,972 um 16,74% und bei den
Kontrollzellen von 1,028 um 10,10%.

37 3 Indexpatientin
3 Kkorrigierte Zellen

% 2- T =3 Kontrollpatientin
0 i AA5 = Antimycin A 5uM

7,
% — % - AA7 = Antimycin A 7uM
= 1- V
z % %

2 2

7 2

0 T T T T
AAS AA7 AAS AA7 AA5 AAT7

Abbildung 10: Anstieg der relativen mitochondrialen reaktiven Sauerstoffspezies (mtROS) bei der
Erhéhung der Konzentration von Antimycin A von 5uM auf 7uM.

Die Abbildung zeigt bei den Zellen der Indexpatientin (griine Balken), bei denen der korrigierten Zellen
(blaue Balken) und bei denen der Kontrollpatientin (rote Balken) eine Erhdéhung der relativen
Fluoreszenz bei Erhdhung der Konzentration des Atmungsketten-Entkopplers Antimycin A von 5 uM

(jeweils leerer Balken) auf 7 uM (jeweils quergestreifter Balken). Die Daten werden im Mittel +/- SEM
gezeigt.
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3.1.2. Verhalten der mtROS bei den Zellen ohne Behandlung
In Abbildung 11 ist erkennbar, dass im Mittel die mitochondrialen Sauerstoffradikale
bei den unbehandelten Zellen der Indexpatientin (Mittel £ SEM: 0,09539 £ 0,01653)
hoher sind als bei denen der korrigierten Zellen (Mittel £+ SEM: 0,06237 + 0,01294) und
diese wiederum hoher als bei denen der Kontrollpatientin (Mittel + SEM: 0,04393 +
0,02783).

0.15-
Indexpatientin
ohne Behandlung
N _ korrigierte Zellen
§ 010 AL ohne Behandlung
(7]
o T Kontrollpatientin
) |
E 0.05- T ohne Behandlung
0.00 7 T ,

Abbildung 11: Vergleich der absoluten mtROS Fluoreszenzwerte von den Zellen der Indexpatientin,

den korrigierten Zellen und den Zellen der Kontrollpatientin jeweils ohne Behandlung.

Die Fluoreszenz der mtROS ist am héchsten bei den Zellen der Indexpatientin (griiner Balken), gefolgt
von den korrigierten Zellen (blauer Balken). Am geringsten ist diese bei den Zellen der Kontrollpatientin

(roter Balken). Die Daten werden im Mittel +/- SEM gezeigt.
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3.1.3. Anstieg von mtROS bei Behandlung mit Antimycin A

Um die Unterschiede in der Produktion von Sauerstoffradikalen zwischen den Zellen
der Indexpatientin, den korrigierten Zellen und den Zellen der Kontrollpatientin
herauszuarbeiten, wurde der Anstieg der mtROS nach Behandlung mit Antimycin A
verglichen. In den Abbildung 12 und Abbildung 14 ist zu erkennen, dass es zu einem
steileren Anstieg von mtROS bei den korrigierten Zellen (siehe Abbildung 14) kommt
als bei den Zellen der Indexpatientin (siehe Abbildung 12). Somit kommt es bei den
Kardiomyozyten mit PKP2 Mutation (Indexpatientin) mit einem Mittel von 0,5783 +
0,1789 zu einem signifikanten (p-Wert: 0,0120) Anstieg von 57,8%. Bei den
korrigierten Zellen kommt es mit 1,302 + 0,3036 im Mittel zu einem signifikanten (p-
Wert: 0,0016) Anstieg von 130,2%. Die Messung der Zellen der Kontrollpatientin ergibt
einen sehr geringen Anstieg nach Behandlung mit Antimycin A von 13,2% mit einem
Mittel von 0,1323 + 0,06015 (siehe Abbildung 13).

*
2.0
= ohne Behandlung

157 7 Zza mit Antimycin A 7uM
o
S 1.0 /
o /
=
L

0.5 %

0.0 , I/A

Abbildung 12: Anstieg der relativen Fluoreszenz der mtROS nach Behandlung der Zellen der

Indexpatientin mit Antimycin A 7uM:

Hier ist der relative Anstieg der mtROS der Zellen der an ARVC erkrankten Patientin zu sehen. Man
erkennt, dass die Zellen, welche mit Antimycin A behandelt wurden (quergestreifter Balken) einen
Anstieg an ROS von 57,8 % zu den Zellen ohne Behandlung (leerer Balken) haben. Die Daten werden
im Mittel +/- SEM gezeigt.

Statistisches Signifikanzniveau: * d.h. p<0,05
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Abbildung 14: Anstieg der relativen Fluoreszenz der mtROS nach Behandlung der korrigierten Zellen

mit Antimycin A 7 yM:

Hier ist der relative Anstieg der mtROS der korrigierten Zellen zu sehen. Man erkennt, dass die Zellen,
welche mit Antimycin A behandelt wurden (quergestreifter Balken), einen Anstieg an ROS von 130,2 %

zu den Zellen ohne Behandlung (leerer Balken) haben. Die Daten werden im Mittel +/- SEM gezeigt.

Statistisches Signifikanzniveau: * d.h. p<0,05; ** d.h. p<0,01
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Abbildung 13: Anstieg der relativen Fluoreszenz der mtROS nach Behandlung der Zellen der

Kontrollpatientin mit Antimycin A 7 uM:

Hier ist der relative Anstieg der mtROS der Zellen der Kontrollpatientin zu sehen. Man erkennt, dass
die Zellen, welche mit Antimycin A behandelt wurden (quergestreifter Balken) einen Anstieg an ROS
von 13,2% zu den Zellen ohne Behandlung (leerer Balken) haben. Die Daten werden im Mittel +/- SEM

gezeigt.
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3.1.4. Hemmung der ROS durch Zugabe von NAC

Mit Hilfe von N-Acetyl-Cystein (NAC) kann die Bildung von ROS gehemmt werden.
Anhand der folgenden Abbildung 15 ist erkennbar, dass durch Zugabe von NAC zu
den Zellen, welche mit Antimycin A (7 uM) behandelt wurden, die Sauerstoffradikale
gehemmt werden und somit deren Fluoreszenz sinkt. Wie in der Abbildung zu
erkennen, ist dies bei allen drei Zelllinien zu beobachten. Am starksten und damit
signifikant mit einem p-Wert von 0,0271 sinkt die Fluoreszenz der mtROS bei den
Zellen der Indexpatientin. Verglichen zu der Behandlung der Zellen mit nur Antimycin
A sinkt die Fluoreszenz bei Zugabe von zusatzlich NAC um 41,6%, also im Mittel um
-0,6559 + 0,2355. Die Fluoreszenz bei den Zellen mit Mutationskorrektur sinkt um
17,5% um im Mittel -0,4029 + 0,5889 und die der Zellen der Kontrollpatientin mit einem
Mittel von -0,2598 + 0,1401 um 23,0%.
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Abbildung 15: Hemmung der mitochondrialen Sauerstoffradikale durch Zugabe von N-Acetyl-Cystein
(NAC) zu den Zellen.

Die hier gezeigte relative Fluoreszenz entspricht der Fluoreszenz der mitochondrialen

Sauerstoffradikale (mtROS).

Die Zellen der Indexpatientin (griin) reagieren am starksten auf die Zugabe von NAC zu den mit
Antimycin A (7uM) behandelten Zellen. Sie zeigen eine Reduktion der Fluoreszenz der mtROS um
41,6%. Auch die korrigierten Zellen (blau) und die Zellen der Kontrollpatientin (rot) reagieren mit einer
Runterregulierung der mtROS von 17,5% und 23,0%.

Die Daten werden im Mittel +/- SEM gezeigt. Statistisches Signifikanzniveau: * d.h. p<0,05

3.2. Kolokalisation der ROS in den Mitochondrien
Die Kardiomyozyten aller drei Zellreihen wurden mit dem mitochondrialen
Fluoreszenzfarbstoff MitoTracker™ Green angefarbt und fluoreszieren bei einer
Wellenlange von 516 nm (in Abbildung 16 grin dargestellt). Gleichzeitig wurden bei
den iCM die mit dem Fluoreszenzfarbstoff MitoSox™ Red angefarbten
Sauerstoffradikale in den Mitochondrien beobachtet, welche bei einer Wellenlange von
488 nm fluoreszieren (in Abbildung 16 rot dargestellt). Mit Hilfe von Image J (Image
Processing and Analysis in Java) wurden diese beiden Farbungen Ubereinandergelegt

und somit die Kolokalisation der ROS in den Mitochondrien dargestellt.

Mit Hilfe des Colocalisation Threshold Plugin bei Imaged wurde der Manders
Kolokalisation Koeffizient (MCC) berechnet. Durch die dort integrierte Costes Methode
wurde der Schwellenwert automatisch berechnet. Dieser entspricht dem
Intensitatslevel, ab dem bei beiden Kanalen die Farben kolokalisiert sind.

Die Werte aller Bilder wurden in Excel (Version 2202) eingetragen und der Mittelwert
berechnet. Im Mittel liegt der MCC Uber allen gemessenen Bildern bei 89,9%.
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50 um

Abbildung 16: Mit Fluoreszenzfarbstoff angefarbte Kardiomyozyten verschiedener Zellreihen, welche

die Kolokalisation der Sauerstoffradikale in den Mitochondrien darstellen.

Es sind Kardiomyozyten der Indexpatientin (oberste Reihe), der korrigierten Zellen (mittlere Reihe) und
der Kontrollpatientin (unterste Reihe) zu erkennen. Man kann jeweils ganz links die mit MitoTracker™
Green angefarbten Mitochondrien und in der Mitte die mit MitoSox™ Red angefarbten mitochondrialen
Sauerstoffradikale sehen. Ganz rechts sind beide Farben Ubereinandergelegt worden, um die

Kolokalisation der ROS in den Mitochondrien zu dazustellen.
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3.3. Proteinbestimmung mit Western Blot und Expression der mRNA
durch die gPCR
Mit Hilfe des Westen Blots wurde die Expression der Proteine NADPH-Oxidase 2 und
4, die Atmungskettenkomplexe Il und Ill, die Sauerstoff-Dismutase 2 und die
Glukosetransporter GLUT 4 und SGLT1 bestimmt. Durch die qPCR wurde die
Expression der mRNA derselben Proteine bestimmt mit Ausnahme von GLUT4 und
NOX4.

3.3.1. NADPH-Oxidasen (NOX)
a. NOX2

In der Auswertung des Western Blots fallt ein tendenziell leicht erhohtes Vorliegen von
NOX2 bei den korrigierten Zellen (Mittel + SEM: 1,041 + 0,06936) im Vergleich zu
denen der Indexpatientin (Mittel + SEM: 0,7741 + 0,1770) auf. Die Werte der
Kontrollpatientin (Mittel + SEM: 0,7213 £ 0,2552) weisen im Mittel am ehesten die
wenigste Menge an NOX2 auf (siehe Abbildung 17).

Die Expression der mRNA der einzelnen Zelllinien (siehe Abbildung 18) stimmt im
Verhaltnis mit der des Western Blots insofern Uberein, dass die Zellen der
Kontrollpatientin im Mittel am wenigsten NOX2 (Mittel + SEM: 0,541 x 103 + 0,09566
x 10-%) auf mMRNA-Ebene exprimieren. Die Zellen der Indexpatientin (Mittel + SEM:
0,9265 x 10 + 0,2565 x 103) und korrigierten Zellen (Mittel + SEM: 1,006 x 107 +
0,07366 x 10%) exprimieren im Mittel mehr NOX2 auf mRNA-Ebene.
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Abbildung 17: Expression der NADPH-Oxidase 2 (NOX2) bei der Indexpatientin verglichen mit den
korrigierten Zellen und denen der Kontrollpatientin. Das Protein ist genormt auf Glycerinaldehyd-3-
Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) und die Daten werden im Mittel +/- SEM gezeigt.

Es fallt ein erhdhtes Vorliegen der Protein Expression NOX2 bei den korrigierten Zellen (blauer Balken)
im Vergleich zu denen der Indexpatientin (grtiner Balken) und denen der Kontrollpatientin (roter Balken)
auf.
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Abbildung 18: Expression der mRNA der NADPH-Oxidase 2 (NOX2) bei der Indexpatientin verglichen
mit den korrigierten Zellen und denen der Kontrollpatientin. Die mRNA ist genormt auf Glycerinaldehyd-
3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) und die Daten werden im Mittel +/- SEM gezeigt.

Es liegt im Mittel eine erhdhte NOX2 Proteinexpression bei den Zellen der Indexpatientin (griiner Balken)
und den Korrigierten Zellen (blauer Balken) im Vergleich zu den Zellen der Kontrollpatientin (roter
Balken) vor.
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b. NOX4

Es liegt im Mittel am meisten des Proteins NOX4 bei den korrigierten Zellen (Mittel +
SEM: 0,6828 + 0,2032) vor. In den Zellen der Indexpatientin (Mittel + SEM: 0,2538 +
0,2851) liegt tendenziell etwas mehr als in den Zellen der Kontrollpatientin (Mittel +
SEM: 0,1963 £ 0,2356) vor (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 19: Expression der NADPH-Oxidase 4 (NOX4) bei der Indexpatientin verglichen mit den
korrigierten Zellen und der Kontrollpatientin. Das Protein ist genormt auf Glycerinaldehyd-3-Phosphat
Dehydrogenase (GAPDH) und die Daten werden im Mittel +/- SEM gezeigt.

Es zeigt sich ein erhéhtes Vorliegen der Protein Expression von NOX4 bei den korrigierten Zellen (blauer
Balken) im Vergleich zu denen der Indexpatientin (griner Balken) und der Kontrollpatientin (roter
Balken).
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3.3.2. Komplexe der Atmungskette
a. Komplex Il (SDHA)

Die Zelllinien der mit ARVC erkrankten Patientin (Mittel £ SEM: 1,040 £ 0,08267) und
der korrigierten Zellen (Mittel + SEM: 1,050 £ 0,03498) zeigen auf Proteinebene kaum
einen Unterschied in ihrer Expression, wahrend beide signifikant mehr SDHA
exprimieren als die Zellen der Kontrollpatientin (Mittel £ SEM: 0,5563 £ 0,1054). Dies
ist in Abbildung 20 erkennbar. Die Kontrollpatientin unterschiedet sich statistisch
signifikant mit einem p-Wert von 0,0123 von der Indexpatientin und mit einem p-Wert
von 0,0112 von den korrigierten Zellen.

Auch in den Ergebnissen der qPCR (siehe Abbildung 21) ist ersichtlich, dass die Zellen
der Kontrollpatientin (Mittel + SEM: 0,01050 + 1,957x10-%) am wenigsten SDHA auf
mMRNA Ebene exprimieren, verglichen mit den anderen Zelllinien (Indexpatientin Mittel
+ SEM: 0,01379 + 1,481x10°3; korrigierte Zellen Mittel £+ SEM: 0,01720 + 5,54x10°3).
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Abbildung 20: Expression der SDHA (Komplex II) bei der Indexpatientin verglichen mit den korrigierten
Zellen. Das Protein ist genormt auf Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) und die
Daten werden im Mittel +/- SEM gezeigt. Statistisches Signifikanzniveau: * d.h. p<0,05

Die Zellen der Indexpatientin (griiner Balken) und der korrigierten Zellen (blauer Balken) haben auf
Proteinebene keinen Unterschied in der Expression von SDHA. Jedoch exprimieren sie signifikant mehr

SDHA als die Zellen der Kontrollpatientin (roter Balken).

p-Wert der Indexpatientin zur Kontrollpatientin: 0,0123, p-Wert der korrigierten Zellen zur
Kontrollpatientin: 0,0112.
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Abbildung 22: Originalregistrierung des Komplex Il (SDHA) der Atmungskette (obere Reihe) und von
GAPDH (untere Reihe) im Western Blot.

Die Kontrollpatientin hat im Vergleich zu den anderen beiden Zelllinien eine schwacher ausgepragte
SDHA Expression.
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Abbildung 21: Expression der mRNA der SDHA (Komplex Il) bei der Indexpatientin verglichen mit den
korrigierten Zellen und denen der Kontrollpatientin. Die mRNA ist genormt auf Glycerinaldehyd-3-
Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) und die Daten werden im Mittel +/- SEM gezeigt.

Die Zellen der Kontrollpatientin (roter Balken) haben verglichen mit den Zellen der Indexpatientin
(gruner Balken) und den korrigierten Zellen (blauer Balken) tendenziell die geringste Expression an
mRNA des Komplex Il. Der Unterschied ist nicht signifikant.
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b. Komplex Il (UQCR2)

Es sind im Westen Blot und in der gPCR keine Unterschiede beim Komplex Il der
Atmungskette zwischen den einzelnen Zelllinien aufgefallen (siehe Abbildung 23,
Abbildung 24). Der Mittelwert + SEM des Western Blots bei der Indexpatientin betragt
1,035 + 0,02373, der der korrigierten Zellen 1,055 + 9,295x103 und der der
Kontrollpatientin 1,005 + 0,04038. Der Mittelwert + SEM der qPCR betragt bei der
Indexpatientin 0,1105 + 2,438x103, bei den korrigierten Zellen 0,1234 + 0,02951 und
bei der Kontrollpatientin 0,1302 + 0,0393.
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Abbildung 23: Expression der UQCR2 (Komplex lll) bei der Indexpatientin verglichen mit den
korrigierten Zellen. Das Protein ist genormt auf Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH)
und die Daten werden im Mittel +/- SEM gezeigt.

Es fallen tendenziell keine Unterschiede in der Expression des Proteins zwischen den Zellen
Indexpatientin (griiner Balken), den Kkorrigierten Zellen (blauer Balken) und den Zellen der
Kontrollpatientin (roter Balken) auf.
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Abbildung 24: Expression der mRNA der UQCR2 (Komplex Ill) bei der Indexpatientin verglichen mit
den korrigierten Zellen und denen der Kontrollpatientin. Die mRNA ist genormt auf Glycerinaldehyd-3-
Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) und die Daten werden im Mittel +/- SEM gezeigt.

Es fallen keine wesentlichen Unterschiede in der Expression der mRNA zwischen den Zellen
Indexpatientin (griiner Balken), den korrigierten Zellen (blauer Balken) und den Zellen der
Kontrollpatientin (roter Balken) auf.
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3.3.3. Glukosetransporter
a. Sodium-Glucose-Ko-Transporter 1 (SGLT1)

Bei der Expression des Glucose Transporters SGLT1 sind sowohl im Western Blot als
auch bei der gPCR zwischen den Zelllinien keine signifikanten Unterschiede zwischen
der Indexpatientin (Mittel + SEM im Western Blot: 1,46 + 0,09398; Mittel £ SEM in der
gPCR: 0,01012 + 5,359x103) und den korrigierten Zellen (Mittel + SEM im Western
Blot: 1,410 + 0,04468; Mittel + SEM in der gPCR: 0,01090 + 3,561x103) aufgefallen.
Man kann erkennen, dass die Kontrollpatientin (Mittel £ SEM im Western Blot: 1,059 +
0,1793; Mittel + SEM in der qPCR: 8,789x103 + 3,646x103) bei beiden Messungen
tendenziell am wenigsten des SGLT1 exprimiert (siehe Abbildung 25, Abbildung 26).
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Abbildung 25: Expression der SGLT1 bei der Indexpatientin verglichen mit den korrigierten Zellen und
denen der Kontrollpatientin. Das Protein ist genormt auf Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase
(GAPDH) und die Daten werden im Mittel +/- SEM gezeigt.

Es liegt kein Unterschied in der Expression von SGLT1 zwischen der Indexpatientin (griiner Balken)
und den korrigierten Zellen (blauer Balken) vor. Die Zellen der Kontrollpatientin (roter Balken)

exprimieren tendenziell weniger.
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Abbildung 26: Expression der mRNA der SGLT1 bei der Indexpatientin verglichen mit den korrigierten
Zellen und denen der Kontrollpatientin. Die mRNA ist genormt auf Glycerinaldehyd-3-Phosphat
Dehydrogenase (GAPDH) und die Daten werden im Mittel +/- SEM gezeigt

Es liegt kein Unterschied in der Expression von SGLT1 zwischen der Indexpatientin (grtiner Balken),

den korrigierten Zellen (blauer Balken) vor und den Zellen der Kontrollpatientin (roter Balken) vor.
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b. Glukose Transporter 4 (GLUT4)

Die korrigierten Zellen zeigen eine geringere Expression auf Proteinebene als die
Zellen der Indexpatientin. Obwohl die Zellen der Kontrollpatientin starkere
Schwankungen zwischen den Messungen aufweisen (Mittel £ SEM: 0,9355 + 0,4023)
als die anderen beiden Zelllinien (Mittel + SEM der Indexpatientin: 1,114 + 0,08590;
Mittel £ SEM der korrigierte Zellen 0,8188 + 0,1579), haben sie tendenziell eine leicht
erniedrigte Expression gegenuber der Indexpatientin (siehe Abbildung 27).
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Abbildung 27: Expression des GLUT4 bei der Indexpatientin verglichen mit den korrigierten Zellen und
denen der Kontrollpatientin. Das Protein ist genormt auf Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase
(GAPDH) und die Daten werden im Mittel +/- SEM gezeigt.

Die Zellen der Indexpatientin (griiner Balken) haben eine leicht erhdhte Expression des Proteins

gegenilber den korrigierten Zellen (blauer Balken) und den Zellen der Kontrollpatientin (roter Balken).
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3.3.4. Superoxid-Dismutase 2 (SOD2)

Die Messung des Proteins SOD2 und der dazugehorigen mRNA ergeben
Ubereinstimmende Ergebnisse. Die Zellen der Indexpatientin (Mittel £+ SEM im Western
Blot: 1,128 + 0,05081; Mittel + SEM in der gqPCR: 0,04235 + 4,522x103) und die
korrigierten Zellen (Mittel £ SEM im Western Blot: 1,238 + 0,07925; Mittel £+ SEM in der
gPCR: 0,04576 + 0,01114) sowie die Zellen der Kotrollpatientin (Mittel £ SEM im
Western Blot: 0,9704 + 0,218; Mittel + SEM in der gPCR: 0,03475 + 0,01040) weichen
kaum voneinander ab in ihrer Expression. (siehe Abbildung 28, Abbildung 29)

1.5
3 Indexpatientin
1 _
— —‘— 3 korrigierte Zellen
1.0 3 Kontrollpatientin

Protein Expression SOD2/ GAPDH
o©
3]
]

o
o

Abbildung 28: Expression der SOD2 bei der Indexpatientin verglichen mit den korrigierten Zellen und
denen der Kontrollpatientin. Das Protein ist genormt auf Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase
(GAPDH) und die Daten werden im Mittel +/- SEM gezeigt.

Es liegt kein wesentlicher Unterschied in der Expression von SOD2 zwischen der Indexpatientin (griiner

Balken), den korrigierten Zellen (blauer Balken) und der Kontrollpatientin (roter Balken) vor.
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Abbildung 29: Expression der mRNA der SOD2 bei der Indexpatientin verglichen mit den korrigierten
Zellen und denen der Kontrollpatientin. Die mRNA ist genormt auf Glycerinaldehyd-3-Phosphat
Dehydrogenase (GAPDH) und die Daten werden im Mittel +/- SEM gezeigt.

Es liegt kein wesentlicher Unterschied vor in der Expression zwischen der Indexpatientin (griiner
Balken), den korrigierten Zellen (blauer Balken) und der Kontrollpatientin (roter Balken).
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4. Diskussion

4.1. Unterschiede der mitochondrialen ROS zwischen den Zelllinien
Die Zellen der an ARVC erkrankten Patientin zeigen im Vergleich zu den korrigierten
Zellen und denen der Kontrollpatientin tendenziell hdhere Mengen an reaktiven
Sauerstoffspezies (siehe Abbildung 11). Dies kann man in Verbindung zu den durch
ROS ausgel6sten Symptomen bringen, welche mit einer symptomatischen ARVC
Ubereinstimmen. Beispielsweise kann oxidativer Stress durch vermehrte
Sauerstoffradikale zu Zellschadigung, Apoptose, Inflammation und kontraktiler
Dysfunktion fuhren und fur Fibrose, Hypertrophie, Herzversagen, Vorhofflimmern und
andere kardiale Erkrankungen verantwortlich sein (35). Da die mitochondrialen
reaktiven Sauerstoffspezies bei den Zellen mit Mutationskorrektur und denen der
Kontrollpatientin, tendenziell eher geringer sind, konnte die Bildung der ROS
tatsachlich durch das bei der ARVC Patientin defekten PKP2 Gen bedingt sein.

Bei Inkubation der Zellen mit dem Atmungsketten-Entkoppler Antimycin A, welcher die
mitochondriale ROS Produktion maximal aktiviert, verhalten sich die Zellen der
Zelllinien unterschiedlich (siehe Abbildung 12, Abbildung 14, Abbildung 13). Das
MtROS der Indexpatientin und der Korrigierten Zellen steigt signifikant unter
Behandlung mit Antimycin A verglichen zu den unbehandelten Zellen. Die Zellen der
Kontrollpatientin zeigen durch Zugabe von Antimycin A mit 13,2% kaum eine Erh6hung
der mitochondrialen ROS (siehe Abbildung 13). Dadurch lassen sich Ruckschlisse
ziehen auf die Dynamik der mtROS Produktion in Zellen einer ARVC Patientin
verglichen mit den mutationskorrigierten Zellen und den Zellen der Kontrollpatientin.

Ein Ungleichgewicht zwischen den mtROS bildenden und mtROS abhaltenden
Enzymen konnte eine Ursache sowohl fur die von Grund auf unterschiedliche mtROS
Menge (siehe Abbildung 11), als auch fur die unterschiedliche Reaktion auf den
Atmungskettenentkoppler Antimycin A sein.

Diese veranderte Expression von mit mtROS in Verbindung zu bringenden Enzymen
kann durch Mechanismen, die im Folgenden noch genauer erlautert werden, ROS
potenzieren hin zu noch mehr ROS. Damit ist das Verhalten der Zellen auf Antimycin
A erklarbar. Es ist nicht abschlieend geklart, warum die mtROS in den korrigierten
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Zellen mit dem mtROS-Induktor Antimycin A schneller und starker ansteigen als die
Zellen der Indexpatientin (siehe Abbildung 12 und Abbildung 14).

Wichtige Sauerstoffradikal bildende Enzyme sind NADPH-Oxidasen und die Komplexe
der Atmungskette. Ein wichtiges Sauerstoffradikal abhaltendes Enzym ist
beispielsweise die Superoxiddismutase (SOD). Aulerdem spielen Glukose
Transporter eine Rolle bei der Bildung von ROS. Ob eine veranderte Auspragung
dieser Enzyme vorliegt, wurde in der Expressionsmessung der dafur kodierenden
MRNA durch die real time PCR und durch Proteinmessung im Western Blot

untersucht.

4.2. Schutz vor ROS durch das Antioxidans N-Acetyl-Cystein
N-Acetyl-Cystein (NAC) ist ein bekanntes Antioxidans. Es verringert durch NOX
produzierte mtROS, stellt das Redox-Verhaltnis des Antioxidans Glutathion her und
hemmt damit die Apoptose. Es fungiert also als Radikalfanger und erhoht die
intrazellulare antioxidative Kapazitat, da es zusatzlich selbst eine Vorstufe des
Glutathions ist. (61)

Dieses Prinzip ist auch bei den induzierten Kardiomyozyten nachweisbar. Die
Produktion von Sauerstoffradikalen, ausgeldst durch den Atmungskettenentkoppler

Antimycin A, wurde mit NAC gehemmt. Dies ist in Abbildung 15 zu erkennen.

Auffallend ist, dass NAC besonders starke Auswirkungen bei den Zellen der
Indexpatientin zeigt. Hier sinkt die Fluoreszenz der mtROS nach Inkubation der Zellen,
welche mit Antimycin A behandelt wurde, mit NAC signifikant um 41,6%. Bei den
korrigierten Zellen sinkt diese um 17,5% und bei den Kontrollzellen um 23,0%.

In den Zellen der Patientin mit ARVC manifestiert sich gemal® der Darstellung in
Abbildung 11 tendenziell erhohte mtROS. Die beobachtete erhohte Prasenz von
mtROS ermdglicht wiederum eine verstarkte Neutralisation durch die antioxidativen
Eigenschaften von N-Acetyl-Cystein. Dies unterstreicht die zuvor diskutierte
Erkenntnis, dass die Zellen der untersuchten ARVC-Patientin die hochste
mitochondriale mtROS Produktion aufweisen.
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4.3. Einfluss von NADPH-Oxidasen
Die unterschiedliche Expression der NADPH-Oxidasen zwischen den Zelllinien, lasst
auf eine mogliche Ursache fur das Verhalten der mtROS in den Zellen bei Behandlung
mit dem Atmungskettenentkoppler Antimycin A schlielen (siehe Abbildung 12,
Abbildung 14, Abbildung 13).

4.3.1. NADPH-Oxidase 2 (NOX2)

S. Dikalov (2011) =zeigte einen Kommunikationsmechanismus zwischen den
Mitochondrien und den NADPH Oxidasen im Zytoplasma (NOX1 und 2) auf. Sie
beschreibt einen Mechanismus, bei dem durch den Anstieg der O2" Konzentration in
den Mitochondrien, die NOX2 im Zytoplasma aktiviert wird und es auch hier zu einer
Steigerung von Sauerstoffradikalen kommt. Dies hat wiederum Einfluss auf die ROS
Produktion der Mitochondrien. (33)

In Abbildung 18 liegt eine tendenziell vermehrte Expression von NOX2 bei der
Indexpatientin und den korrigierten Zellen auf mRNA-Ebene vor. In geringerem
Ausmal} ist dies auch auf Proteinebene (siehe Abbildung 17) besonders bei den
korrigierten Zellen erkennbar. Diese Beobachtung konnte das steilere Ansteigen der
mitochondrialen Sauerstoffradikale nach Zugabe von Antimycin A (siehe Abbildung 14)
erklaren: Durch Inkubation der korrigierten Zellen und der Zellen der Indexpatientin mit
dem Atmungsketten-Entkoppler Antimycin A, steigen die ROS in den Mitochondrien
stark an. Dies hat durch den eben beschrieben Kommunikationsmechanismus
zwischen den Mitochondrien und dem Zytoplasma Auswirkung auf das hier in
groReren Mengen vorliegende NOX2 im Zytoplasma. Dort steigen dadurch die
Sauerstoffradikale mehr an. Diese lassen wiederum die ROS in den Mitochondrien

starker ansteigen (siehe Abbildung 30).

Die Zellen der Kontrollpatientin exprimieren sowohl auf Protein wie auch auf mRNA
Ebene weniger NOX2 als die beiden anderen Zelllinien (siehe Abbildung 17 und
Abbildung 18). Durch den genannten Mechanismus steigt die mtROS nach Zugabe
von Antimycin A bei der Kontrollpatientin folglich weniger an (siehe Abbildung 12,
Abbildung 14, Abbildung 13). In Abhangigkeit von der Intensitat der Reaktion auf ROS-
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induzierende Faktoren lassen sich also Schlussfolgerungen Uber die Menge von
NADPH-Oxidase 2 ziehen. Umgekehrt gilt ebenfalls: Je mehr NOX2, desto
ausgepragter ist die Reaktion auf ROS-auslésende Faktoren.

Auffallig ist weiterhin, dass besonders die Zellen der Kontrollpatientin auf mRNA
Ebene wenig NOX2 exprimieren. Dies konnte darauf schlie3en lassen, dass nicht im
PKP2 Gen, sondern in einem anderen Gen, eine Mutation vorliegt, die zu vermehrter
NOX2 Expression fuhrt.

NOX 1/2 im
Zytoplasma wird Antimycin A:
aktiviert Entkopplung der

Atmungskette im
Komplex llI

|

ros 4

Mitochondrium

Abbildung 30: Ausschnitt aus einer schematischen Darstellung eines Kardiomyozyten mit
Mitochondrium:

Kommunikationsmechanismus zwischen den Mitochondrien durch von Antimycin A ausgeldsten mtROS
mit den NADPH-Oxidasen 1 und 2 im Zytoplasma. Dadurch kommt es hier zum ROS Anstieg, welcher

wiederum das mitochondriale ROS ansteigen lasst.

Abbildung hergestellt mit Hilfe von BioRender.com (2022). Abgerufen von https://app.biorender.com/biorender-

templates


https://app.biorender.com/biorender-templates
https://app.biorender.com/biorender-templates

88

4.3.2. NADPH-Oxidase 4
Die Ergebnisse in der Abbildung 19 zeigen eine erhOhte Expression des Proteins
NOX4 bei den korrigierten Zellen verglichen zu den Zellen der Indexpatientin und der
Kontrollpatientin. Trotz der starken Schwankungen der Messungen, sichtbar an den
Fehlerbalken der Abbildung, lassen sich beim Western Blot eindeutige Tendenzen

erkennen.

NOX4 liegt unter anderem im Zytoplasma und in den Mitochondrien vor und ist fur die
Herstellung von H>O2 zustandig. Es wird vermutet, dass eine Aktivierung von
zytoplasmatischem NOX4 zu einer redox-sensitiven Hochregulierung der
mitochondrialen ROS Produktion fuhrt und auf3erdem NOX2 aktivieren kann. (33)

Um diese Erkenntnisse in Zusammenhang mit den vorliegenden Ergebnissen zu
bringen, muss man einschrankend bedenken, dass H202 nicht vom verwendeten

Fluoreszenz Farbstoff MitoSox™ Red erfasst wird.

Allerdings hat NOX4 indirekt Einfluss auf das mitochondriale Vorliegen von
Sauerstoffradikalen durch eben genannte Mechanismen: durch die Aktivierung von
NOX2 und durch die redox-sensitive Hochregulierung der mitochondrialen ROS
Produktion (siehe Abbildung 31).

Somit kdnnte man hier, wie schon bei der NADPH-Oxidase 2, das steilere Ansteigen
der Sauerstoffradikale bei den korrigierten Zellen erklaren (siehe Abbildung 14).

Fraglich bleibt weiterhin, warum NOX4 nur in den korrigierten Zellen vermehrt
exprimiert wird und nicht in denen der Indexpatientin ebenfalls. Eine mdgliche
Erklarung konnte sein, dass durch die Mutationskorrektur an anderer Stelle dieses
ROS-Produzierende Enzym hochreguliert wurde.
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Abbildung 31: Ausschnitt aus einer schematischen Darstellung eines Kardiomyozyten mit
Mitochondrium:

Vermehrtes mtROS durch zytoplasmatische NOX4 Hochregulierung. Ebenso durch eine von NOX4
ausgeldste NOX2 Hochregulierung, welche zu einer Steigerung des ROS im Zytoplasma und dieses
wiederum zu einer Steigerung des mtROS beitragt.

Abbildung hergestellt mit Hilfe von BioRender.com (2024). Abgerufen von https://app.biorender.com/biorender-

templates

4.4. Einfluss durch die Komplexe der Atmungskette

Es sind im Western Blot und in der gPCR keine Unterschiede zwischen den einzelnen
Zelllinien den Komplex Ill der Atmungskette betreffend aufgefallen (siehe Abbildung
23, Abbildung 24). Der Komplex Il der Atmungskette (SDHA) hat im Western Blot
(siehe Abbildung 20) einen signifikanten Unterschied ergeben zwischen den Zellen der
Kontrollpatientin und den anderen beiden Zellreihen. Auch bei der Expressionsanalyse
der mRNA durch qPCR (siehe Abbildung 21) ist dieser Trend zu beobachten: Die
MmRNA und das Protein des zweiten Komplexes der Atmungskette sind bei der
Kontrollpatientin deutlich geringer exprimiert.
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Von den Komplexen Il und Ill ist bekannt, dass sie an der Produktion der
mitochondrialen Sauerstoffradikale beteiligt sind (29). Vor allem, wenn eine Mutation
im Komplex Il vorliegt, hat diese nach Zhao et al. (2019) eine hohe Kapazitat ROS zu
produzieren (29). Kommt es zu einem veranderten Auftreten durch eine Mutation in
Komplex Il, kann das zu einer Vielzahl von klinischen Symptomen fuhren (62). Redout,
Wagner et. al. (2007) beschreibt das vermehrte Auftreten des Komplex Il der
Atmungskette bei Herzversagen in Kombination mit erhohtem ROS (63).

Basierend auf den vorliegenden Ergebnissen lasst sich feststellen, dass die gesunde
Kontrollpatientin neben einer geringen Expression von Komplex Il (siehe Abbildung
20, Abbildung 21) auch die geringsten Mengen an mitochondrialen ROS aufweist
(siehe Abbildung 11). Dies legt einen moglichen Zusammenhang zwischen Komplex Il
und mtROS nahe. Die niedrige Prasenz des zweiten Komplexes der Atmungskette
konnte fur die geringen mtROS-Mengen verantwortlich sein. Ebenso lasst sich
ableiten, dass die Zellen der Indexpatientin und die korrigierten Zellen eine erhdhte
Expression von Komplex Il der Atmungskette und eine vermehrte Anwesenheit von
mtROS aufweisen.

Der Ursprung dieses veranderten Auftretens des Komplex Il liegt dabei vermutlich
nicht im PKP2 Gen. Allerdings deutet dieses Ergebnis es darauf hin, dass durch einen
unbekannten Mechanismus bei der ARVC Patientin mehr ROS durch Komplex I

gebildet wird.

4.5. Einfluss durch die Superoxid-Dismutase 2 (SOD2)
Die SOD?2 ist ein in den Mitochondrien vorliegendes Enzym, das Superoxidradikale in
H202 umwandelt, welches dann durch die Katalase zu Wasser weiterreagiert. Damit
tragt es zum oxidativen Gleichgewicht innerhalb der Zelle bei. Ist das Gleichgewicht
gestort durch ein defektes oder zu wenig SOD2 in der Zelle kommt es zum Anstieg
von ROS (64). AuRerdem deutet eine Uberexpression von SOD2 auf eine Freisetzung
von Oz hin (65). Die Zelle versucht also mit Hilfe dieses O2-ausgleichenden Enzyms

die Sauerstoffradikale zu verringern. Die Superoxiddismutase 2 kann folglich zum
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einen die Folge von erhohtem ROS und zum anderen die Ursache von erhdhtem ROS
sein (siehe Abbildung 32). (64,65)

Die Abbildung 28 und Abbildung 29 zeigen, dass alle drei Zellreihen eine vergleichbare
Menge an SOD2 exprimieren. In Abbildung 11 wird ersichtlich, dass bei der
Indexpatientin tendenziell hdhere mtROS-Werte vorliegen als bei den anderen beiden
Zellreinen. Diese Beobachtung steht im Widerspruch zur Annahme, dass eine
geringere Expression von SOD2 mit erh6hten ROS-Werten einhergeht. Auch ist keine
deutliche SOD2 Erhohung bei der Indexpatientin (siehe Abbildung 28, Abbildung 29)
zu erkennen trotz erhdhtem ROS (siehe Abbildung 11).

ROS| m— sop2! ROS| < — sop2|

damit ROS weil SOD2 so
sinkt genng

Abbildung 32: Bild einer schematischen Darstellung eines Mitochondriums.
Auf der linken Seite ist zu sehen, dass zuerst ROS erhoht ist und dadurch SOD2 steigt. Auf der rechten
Seite wird zuerst zu wenig SOD2 exprimiert und daraufhin steigt ROS.

Abbildung hergestellt mit Hilfe von BioRender.com (2024). Abgerufen von https://app.biorender.com/biorender-

templates

Eine mogliche Erklarung dafur konnte sein, dass die Kontrollpatientin eine
angemessene Menge von Superoxiddismutase 2 (SOD2) aufweist, was zu einer
Reduzierung der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) fuhrt. Im Gegensatz dazu konnte
bei der Indexpatientin diese gleiche SOD2 Produktion unzureichend sein, um die
Sauerstoffradikale zu neutralisieren, was zu einer anhaltenden Zunahme der ROS
fuhrt.
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4.6. Einfluss von Glukosetransportern
Eine vermehrte mtROS Produktion, kann man unter anderem durch einen veranderten
Glucose Metabolismus erklaren. Dieser kann entweder durch einen zu hohen
Glukosespiegel oder durch eine vermehrte Expression eines Glukose Transporter
auftreten. (36)

4.6.1. SGLT1
Durch eine vermehrte Expression des SGLT1 Transporters wird mehr Natrium in die
Zelle transportiert. Damit kommt es Uber den Natrium-Calcium Austauscher NCX zu
einer Steigerung des intrazellularen Calciums. Dies wiederum fuhrt zu reduzierter
Kontraktilitat, triggert Tachykardie und aktiviert Calcium sensitive Hypertrophie
Signalwege. (66) Eine erhohte intrazellulare Calciumkonzentration kann aulRerdem zu

oxidativem Stress und damit zu Apoptose flhren (67).

Der SGLT1 Transporter wird normalerweise bei einem hohen Glucosespiegel im
Korper hochreguliert, um somit mehr Glucose in die Zelle aufnehmen zu kdnnen (66).
In vorliegenden Ergebnissen haben die Zellen der Indexpatientin und die korrigierten
Zellen unabhangig von ihrer Glukose Exposition eine hohere SGLT1 Expression als
die Zellen der Kontrollpatientin. Die unterschiedliche Auspragung dieses Transporters
fallt auf Proteinebene und tendenziell auch auf mMRNA Ebene auf (siehe Abbildung 25,
Abbildung 26).

Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass SGLT1 verantwortlich gemacht
werden konnte fur die eben genannten Symptome, welche durch den veranderten
Calciumhaushalt erklarbar sind und welche zum Krankheitsbild der ARVC passen.
Auch die erhdhten mitochondrialen Sauerstoffradikale in den Zellen der Indexpatientin
(siehe Abbildung 11) kann man mit der vermehrten intrazellularen
Calciumkonzentration erklaren, welche die SGLT1 Uberexpression hervorruft.

Die Mutationskorrektur des PKP2 Gens hat keinen Unterschied auf die SGLT1
Expression der korrigierten Zellen verglichen zu den Indexzellen gezeigt. Daher hat in
diesem Fall die PKP2 Mutation vermutlich keinen Einfluss auf die SGLT1 Expression.
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4.6.2. GLUT4
Der GLUT4 wird vermehrt von den Kardiomyozyten bei einem hohen Insulinspiegel
und bei mechanischer Arbeit exprimiert. Er ist somit ein wichtiger Regulator der
Glukoseaufnahme in die Zellen. (46,47)

Bowman, Smith et. al. 2019 hat die Glukose Transporter 1 und 4 in iPSC-CM unter
Insulin Einfluss untersucht und festgestellt, dass sich GLUT 4 nicht durch Insulin hoch
regulieren lasst. (68) Somit muss man die Aussagekraft der Glukosetransporter bei
iPSC kritisch betrachten. Es ist noch nicht abschliefend geklart, wie genau die
Expression der Glukosetransporter reguliert wird und welche Auswirkungen diese hat.

Im vorliegenden Versuchsaufbau wurden die verschiedenen Zellreihen keinen
unterschiedlichen Belastungen ausgesetzt, welche einen gesteigerten Stoffwechsel
bedurfen, und unter denselben Grundbedingungen mit denselben Nahrmedien
behandelt. Daher kann man davon ausgehen, dass die Expression dieses Proteins

unabhangig von den aulieren Bedingungen auftritt.

Glukose induzierte Sauerstoffradikale werden gebildet durch ein Elektronen Leck in
der Atmungskette. Dieses kommt zustande, indem durch das vermehrte Vorliegen von
Glukose mehr Reduktionsaquivalente (NADH und FADH:) gebildet werden, welche
wiederum mehr Elektronen an die Atmungskette abgeben. Dadurch wird ein kritischer
Schwellenwert des Elektronengradienten der inneren Mitochondrienmembran erreicht.
Dieser fuhrt dazu, dass die Elektronen in Komplex Il der Atmungskette nicht mehr
weitergereicht werden konnen und an O2 abgegeben werden, wodurch Oz entsteht.
(69)

In Abbildung 27 erkennt man, dass die Expression des Proteins GLUT4 bei den
Indexzellen im Mittel tendenziell erhoht ist, gegenlber denen der korrigierten Zellen
und der Kontrollpatientin. Die Zellen nehmen also mehr Glucose auf, wodurch es zu
Glucose induzierten oxidativem Stress kommen kann (36,69). Dies deckt sich
wiederum mit den Ergebnissen, dass die Zellen der ARVC Patientin vermehrt mtROS

produzieren (siehe Abbildung 11).
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Promotionsarbeit wurden Zellen einer ARVC Patientin mit denen
einer gesunden Kontrollpatientin und mit mutationskorrigierten Zellen der ARVC
Patientin in Hinblick auf die Produktion von mitochondrialen Sauerstoffradikalen
verglichen. Mit Hilfe der hiPSC-CM wurden Unterschiede zwischen den Zelllinien
herausgearbeitet und madgliche Begriundungen der veranderten mtROS Produktion
geklart. Dabei zeigte sich eine tendenziell erhohte Bildung von mtROS bei der ARVC-
Patientin.

Da die Bildung von Sauerstoffradikalen in den Mitochondrien komplex ist, lies sich
diese Beobachtung nicht klar auf eine oder mehrere Ursachen beschranken. Es
wurden wichtige mtROS bildende und antioxidative Proteine in den Zelllinien

vergleichend untersucht.

Ursachen fur die Unterschiede der mitochondrialen Sauerstoffradikalbildung zwischen
den Zelllinien konnten in vorliegender Dissertationsarbeit herausgearbeitet werden.
Zum einen konnte der Atmungskettenkomplex Il als moglicher mtROS-Bildner bei der
ARVC Patientin aufgedeckt werden. Auch haben die Unterschiede in der Auspragung
der Glukosetransporter SGLT1 und GLUT4 sowie des Antioxidans SOD2 mogliche
Ursachen in der vermehrten mtROS Produktion der ARVC Zelllinien aufgebracht.
Aullerdem kann die Expression der NADPH Oxidasen 2 und 4 das unterschiedliche
Verhalten der Zellen in Stresssituationen klaren.

Die Zellen mit Mutationskorrektur zeigen keine Unterschiede zu den Zellen der
Indexpatientin in Bezug auf die mtROS-bildenden Proteine NOX4, Komplex Il und
SGLT1. Man kann also davon ausgehen, dass die Ursache fur erhohte
Sauerstoffradikale, die auf diese Enzyme zurickzufuhren sind, eher nicht auf dem
PKP2 Gen liegt.
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6. Ausblick

Nach der zeitaufwendigen und erfolgreichen Etablierung der Methoden stehen nun alle
Mittel bereit, um die Signalwege im Detail zu untersuchen. Diese mussen in
Folgeprojekten genau betrachtet werden. Dazu gehort die Erhéhung der n-Zahl, um
die teils feinen Unterschiede herauszuarbeiten. Weiterhin muassen funktionelle
Untersuchungen folgen, die die Auswirkungen auf die Funktionsweise der Zellen
analysieren. Da hier aber auch gezeigt wurde, dass die PKP2 Mutation nicht fur alle
Veranderungen verantwortlich sein kann, mussen in der Folge auch weitere

potenzielle Mutationen untersucht werden.
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