Wolfgang Linke
Wie Erkenntnisse iiber das Riesenprotein Titin die Funktion des
Herzens besser verstiandlich machen

Unser Herz ist eine Muskelpumpe, die 3 bis 4 Milli-
arden Mal in einem langen Leben schligt. Wenn
man in die Wand cines Herzens, zum Beispiel im
Bereich der linken Herzkammer, hinein zoomt,
dann erkennt man neben einer extrazelluliren Mat-
rix aus Kollagenfasern die verzweigten Herzmus-
kelzellen (Abb. 1). Diese Zellen oder Kardiomyozy-
ten bestechen zu mehr als 50% aus Myofibrillen,
kontraktilen Stringen von kaum mehr als einem
Tausendstel Millimeter Durchmesser. Eine Myo-
fibrille setzt sich aus Dutzenden kleiner Ficher
zusammen, den Sarkomeren, die die kontraktilen
Wolfgang Linke, Professor Bausteine des Muskels darstellen. Die Sarkomere
fiir Physiologie in Miinster, enthalten die kontraktilen Proteine, vor allem Ak-
O. Mitglied seit 2016 tin-, Myosin- und Titinfilamente (Abb. 1). Fur die
Pumpaktivitit des Herzens, also die Volumen- bzw.
Lingeninderung und die Kraftentwicklung, sind letztendlich allein die Sarkomere
verantwortlich. Die Funktion der Sarkomere stellt seit vielen Jahren den Haupt-
schwerpunkt meiner Forschungsaktivititen dar.

Im Rahmen meiner Postdoktorandenzeit am Department of Bioengineering der
University of Washington in Seattle (USA) bei Prof. Gerald Pollack wurde ich Anfang
der 1990er Jahre mit der Mechanik des Sarkomers bekannt gemacht. Damals war
vor allem der Beitrag der Titinfilamente zu den mechanischen Eigenschaften des
Sarkomers bzw. der Kardiomyozyte noch nahezu unbekannt. Wir stellten uns die
Frage, welche Rolle die Titinfilamente fiir die Elastizitit und ,,passive* Kraftent-
wicklung des nicht-aktivierten Sarkomers spielen kénnten. Dazu entwickelten wir
cine Apparatur, mit der die Kraftentwicklung bei Dehnung einer einzelnen Herz-
myofibrille, die aus dem Gewebeverband isoliert worden war, registriert werden
konnte (1). Solche mechanischen Messungen quasi am isolierten Sarkomer hatten
damals Pilotcharakter, insbesondere an Herzmyofibrillen hatte es zuvor noch keine
vergleichbaren Untersuchungen gegeben. Die gemessenen Krifte liegen im Nano-
newton-Bereich, das entspricht Kriften, die etwa 100 bis 1000 Mal kleiner sind als
die Gewichtskraft einer Fruchtfliege, die selbst nur 0.0005 g wiegt. Als wesentliches
Ergebnis dieser Untersuchungen zeigten wir, dass die Myofibrillen des Herzmus-
kels deutlich steifer sind als zuvor angenommen. Sie bestimmen die diastolische
Spannung der Herzwand entscheidend mit (2). Wir fanden auBlerdem heraus, dass
die Kraftentwicklung des gedehnten, nicht-aktivierten Sarkomers vor allem auf den
Higenschaften des Titins beruht und nicht auf Aktin-Myosin-Wechselwirkungen
zurlickzufithren ist.




152 Wolfgang Linke

Sarkomer

Abb. 1: Sarkomere sind die kontraktilen Bausteine des Herzmuskels, in denen die kontrak-
tilen Filamente Aktin und Myosin zusammen mit dem elastischen Titinfilament und vielen
anderen Eiweillen in nahezu kristalliner Struktur angeordnet sind.

Nach diesen wegweisenden Befunden stellte sich zunehmend die Frage nach dem
molekularen Mechanismus der Titinelastizitdt. Zu diesem Zeitpunkt fanden sich
die weltweit fiihrenden Arbeitsgruppen, die zum Thema Titinsequenz und -
struktur arbeiteten, vor allem am European Molecular Biology Laboratory (EMBL) in
Heidelberg. Mit Begeisterung nahm ich daher das Angebot von Prof. Johann C.
Riegg an der Physiologie der Universitit Heidelberg an, als Wissenschaftlicher
Assistent an seinem Institut zum Thema Titinfunktion zu forschen. In diese span-
nende Zeit fiel dann auch die Aufklirung wesentlicher Eigenschaften des Titinmo-
lekils. Die Bestimmung der vollstindigen Primiérsequenz des Titins, damals mittels
aufwindiger Sanger-Sequenzierung, ergab, dass es sich um das gréBte Protein im
menschlichen Kérper handelt (molekulare Masse 3—4 Megadalton), das aufgrund
dieser ,,titanischen® Grof3e seinen Namen zurecht trigt (3). Deutlich wurde auch,
dass das Titin mit anderen Proteinen im Sarkomer interagiert (4, 5) und als Ruck-
grat des Sarkomers entscheidend ist fiir den korrekten Zusammenbau der kontrak-
tilen Bausteine. Meine Arbeitsgruppe nutzte eine Kombination aus Myofibrillen-
mechanik und Antikérper-basierter Immundetektion elastischer Titinregionen im
Sarkomer, um den molekularen Mechanismus der Titinfeder zu entschlisseln (6).
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Abb. 2: Schema eines halben Sarkomers mit detaillierter Dominenarchitektur des Titins im
menschlichen Herzen (N2B-Isoform) sowie Darstellung des molekularen Mechanismus®
der Titinelastizitit bei Sarkomer-Dehnung. Das Einsatzbild zeigt die Kraft-Dehnungskurve
eines rekombinant hergestellten einzelnen ,,Minititin“-Molekdls, dessen elastische Eigen-
schaften mittels Rasterkraftmikroskop (atomic force microscope, AFM) gemessen wurden.

Bei der Analyse der Primir- und Sekundirstruktur waren in der Titinfeder des
Herzens potenziell elastische Bereiche identifiziert worden, deren jeweilige mecha-
nische Rolle jedoch zunichst unklar blieb (3). Lingere Bereiche der Titinfeder
bestehen aus gefalteten, daher globuliren, immunglobulinartigen (Ig-)Dominen.
Dazu gehéren eine ,,proximale®, d. h. nahe der Z-Scheibe (= Begrenzung des Sar-
komers) befindliche Ig-Region und eine ,,distale”, am Ubergang zum Myosin-
bindenden (nichtelastischen) Anteil des Titins liegende Ig-Region (Abb. 2, oben).
Dazwischen befinden sich nicht-gefaltete, z.'T. sehr lange, Sequenzinsertionen.
Hierzu zidhlt eine Region, die tberwiegend aus den Aminosiuren Prolin (P), Glu-
tamat (E), Valin (V) und Lysin (L) besteht und daher PEVIK-Region genannt wird,
sowie ein Segment namens N2Bus-Region (us = wnigue sequence), das spezifisch im
Herztitin vorkommt, nicht aber in den anderen Varianten (= Isoformen) des Titins
im Skelettmuskel. Unsere Untersuchungen zeigten, dass alle diese Regionen zur
Extension der Titinfeder beitragen. Werden an das Sarkomer geringe Dehnungs-
krifte angelegt, dann kommt es zunichst zur Ausrichtung der proximalen und (mit
Abstrichen) distalen Ig-Region, indem die kurzen Linker-Elemente zwischen be-
nachbarten Ig-Dominen wie bei einem Scharnier begradigt werden (Abb. 2). Steigt
die Dehnungskraft, dann setzt die Extension der nicht-gefalteten Regionen PEVK
und N2Bus cin (6-8). Obwohl damals noch umstritten, ist heute klar, dass einige
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Ig-Dominen pro Titinmolekill bei physiologischen Dehnungskriften entfalten (9)
— ein Prozess, der auch noch biochemisch steuerbar ist (10). Nach diesem Extensi-
onsmodell der Titinfeder im Sarkomer existieren also schlaffere und steifere Titin-
,,Gummibinder® in Serie, die nacheinander extendieren.

Den ,,ultimativen* Nachweis der Giltigkeit dieses Modells lieferten wir ein paar
Jahre spiter, als ich mit Unterstitzung eines Heisenbergstipendiums der DFG in
der Arbeitsgruppe von Prof. Julio Fernandez, zunichst an der Mayo Clinic in Ro-
chester, MN (USA), spiter dann an der Columbia University in New York, als
Gastwissenschaftler arbeitete. Unter Verwendung des Rasterkraftmikroskops
(atomic force microscope, AFM) registrierten wir die Kraft-Extensionskurven einzelner,
rekombinant exprimierter Titinfragmente, die aus den jeweiligen Feder-Regionen
bestanden (Abb. 2, Einsatzbild). Mittels dieser am FEinzelmolekill gewonnenen
mechanischen Daten konnten wir die Kraft-Dehnungs-Bezichung des Titins im
Herz-Sarkomer rekonstituieren (11). Auflerdem konnte so die Elastizitdt des Titins
als entropische, gummidhnliche Elastizitit parametrisiert werden.

Nach der Aufklirung grundlegender Eigenschaften der Titinfeder legte meine
Arbeitsgruppe zunechmend Augenmerk auf mogliche pathologische Verinderungen
des Titins bei Herzerkrankungen. Solche Arbeiten standen im Zentrum unserer
Forschungstitigkeiten nach meiner Berufung auf cine Professur fiir Molekulare
Zellbiologie an der Universitit Minster sowie anschlieBend auf einen Lehrstuhl fir
Kardiovaskuldre Physiologie an der Ruhr-Universitit Bochum. Inspiriert wurden
diese Untersuchungen besonders auch durch meine langjihrige Zusammenarbeit
mit dem Herzzentrum der Universititsmedizin Gottingen, wo ich eine Professur
fir Kardiale Mechanotransduktion innehabe. Das schwache (insuffiziente) Herz ist
oft durch ein ,,Ausleiern® der Herzwinde charakterisiert; man spricht von Dilatati-
on bzw. Dilatativer Kardiomyopathie (DCM). Einzige Hilfe fir Betroffene ist
zumeist nur eine Herztransplantation. Die DCM hat im Ubrigen auch eine starke
genetische Komponente, d. h. die Krankheit kann durch Gen-Mutationen hervor-
gerufen werden. Interessanterweise ist das am hdufigsten mutierte DCM-Gen das
TTN, das fur Titin kodiert. Meine Arbeitsgruppe beteiligt sich intensiv an der Er-
forschung der Pathomechanismen bei der Entstehung von DCM aufgrund von
TTN-Mutationen (12, 13).

Ziel der Grundlagenforschung auf dem Gebiet der Herzinsuffizienz ist, die
Verinderungen (,,Remodeling™), die zur Entstehung und Entwicklung der Krankheit
fihren, besser zu verstehen und nach potenziellen Behandlungsmdglichkeiten zu
suchen. Ein friher Ansatz in meiner Arbeitsgruppe bestand darin, das Titin in
terminal insuffizienten (transplantierten) Patientenherzen im Vergleich mit gesun-
den Herzen auf mégliche Verinderungen der Isoformenexpression hin zu untersu-
chen. Obwohl es in Sdugetieren nur ein Titingen gibt, entstehen durch alternatives
Spleifien von pri-mRNA viele unterschiedlich lange Titinisoformen, deren Domi-
nenzusammensetzung sich vor allem im Bereich der Titinfederregion unterschei-
det. Im Herzmuskel-Sarkomer liegen Isoformen eines kurzen N2B-Typs und cines
lingeren N2BA-Typs gemeinsam vor (Abb. 3, oben). Bei Auftrennung der Titin-
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Proteine mittels Gel-Elektrophorese kann man den GrofBenunterschied deutlich
erkennen (Abb. 3). Da bei Dehnung des Sarkomers beide Isoformen zusammen
extendieren, ist klar, dass viel mehr Kraft zur Dehnung der kurzen N2B-Variante
als zur Dehnung der langen N2BA-Isoform aufgebracht werden muss. Entschei-
dend fir die ,,passive” Spannung des Herz-Sarkomers ist also der relative Anteil an
N2B-Isoform bzw. das Verhiltnis von leicht dehnbarer N2BA- zu steifer N2B-
Isoform (Abb. 3). Im gesunden, erwachsenen menschlichen Herzen betrigt das
N2BA:N2B-Verhiltnis 30:70-40:60 (14). Dieses Verhiltnis dndert sich dramatisch
wihrend der Herzentwicklung. Im f6talen Herzen wird eine sehr lange, dehnbare
N2BA-Isoform exprimiert, die vor, wihrend und kurz nach der Geburt durch
kirzere N2BA-Isoformen und N2B ersetzt wird (15). Der daraus resultierende
Anstieg der Titin-basierten Myozytensteifigkeit, den man z. B. an isolierten Myo-
fibrillen registrieren kann (Abb. 3), erfolgt im Sinne einer Adaptation des Herzens
an die gesteigerten himodynamischen Anforderungen nach der Geburt.

Im Verlauf einer Herzinsuffizienz wird der entwicklungsbedingte Austausch
der Titinisoformen zum Teil wieder umgekehrt (Abb. 3): der Anteil langer N2BA-
Isoformen erhoht sich auf bis zu >50% und die Dechnbarkeit des Sarkomers
nimmt zu (14, 16). Méglicherweise ist diese Umwandlung der Titinisoformen ein
Anpassungsmechanismus des insuffizienten Herzens, um einer fibrotischen (=
Kollagen-) Versteifung des Myokards entgegen zu wirken. Bei der Verschiebung
des Titinisoformenverhiltnisses in der Entwicklung und bei Herzinsuffizienz spie-
len wichtige Hormone wie das Trijodthyronin der Schilddriise und das Insulin eine
entscheidende Rolle (17, 18). Diese Hormone beeinflussen vermutlich die Aktivitit
eines SpleiBingfaktors fiir Titin (19). In den letzten Jahren stellten wir fest, dass ein
pathologisch erh6htes N2BA:N2B-Isoformenverhiltnis bei vielen Herzinsuffizi-
enz-Typen regelmilBig auftritt (Abb. 3, links). Das Vorhandensein eines dehnbare-
ren Titins kann zwar cine abgesenkte Wandsteifigkeit in manchen insuffizienten
Herzen erkldren, aber nicht den bei anderen Herzpatienten beobachteten patholo-
gischen Anstieg der Myokard-Steifigkeit.

Aufgrund dieser Befunde suchten wir nach weiteren Modulatoren der Titinstei-
figkeit. Im Fokus aktueller Untersuchungen steht seit mehreren Jahren, und zu-
nehmend nach meinem Ruf auf einen Lehrstuhl fiir Physiologie an der Universitit
Munster, die Eigenschaft der Titinfeder, durch Bindung/Entbindung von Phos-
phatgruppen ihre Steifigkeit zu verindern. Solche als Phosphorylierung bzw.
Dephosphorylierung bezeichneten biochemischen Verinderungen werden durch
bestimmte Enzyme vermittelt, die man als Proteinkinasen bzw. -phosphatasen
kennt. Wir identifizierten die Proteinkinase G (20) und die Kalzium-/Calmodulin-
abhingige Proteinkinase II (21) als Enzyme, die die N2Bus-Region im Herztitin
phosphorylieren, sowie die Proteinphosphatase PP5, die diese Titinregion dephos-
phoryliert (22). Wihrend Phosphorylierung der N2Bus-Region die Dehnbarkeit
der Titinfeder erhoht, bedeutet Dephosphorylierung der N2Bus-Region cine ver-
minderte Dehnbarkeit bzw. erhéhte Steifigkeit (Abb. 3, rechts unten). Pathophysi-
ologisch bedeutsam ist, dass bei herzkranken Patienten eine verminderte Phospho-
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rylierung der N2Bus-Region auftritt (Abb. 3, links unten), wodurch die Herzen
tbermaBig steif werden (20, 22).
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Abb. 3: Bedeutung von Titinisoformen-Komposition und Titinphosphorylierung fur die
mechanischen Eigenschaften der Sarkomere im Herzmuskel. Das Sarkomer enthilt eine
Mischung aus relativ kurzer/steifer N2B-Titinisoform und lingerer/sehr dehnbarer N2BA-
Isoform. In beiden Varianten wird die herzspezifische N2Bus-Region phosphoryliert; dies
bewirkt einen Abfall der Titinsteifigkeit. Bei verschiedenen Herzinsuffizienz-Typen findet
man eine Verdnderung des N2BA:N2B-Isoformenverhiltnisses hin zu N2BA-Varianten,
was das Sarkomer dehnbarer macht. Gleichzeitig findet oft eine verminderte Phosphorylie-
rung der N2Bus-Region statt, wodurch das Titin steifer wird, was insgesamt zu einem pa-
thologischen Anstieg der Wandsteifigkeit in Patientenherzen fithren kann. DCM: dilatative
Kardiomyopathie.

Eine erhéhte Myokardsteifigkeit ist hervorstechendes Merkmal vor allem bei dias-
tolischer Herzinsuffizienz, bei der die Pumpfunktion des Herzens zwar erhalten,
die Fillung in der Diastole jedoch behindert ist. Betroffene Patienten vetlieren
dramatisch an Leistungsfihigkeit. Die diastolische Herzinsuffizienz ist mindestens
so haufig wie die systolische Herzinsuffizienz, jedoch gibt es anders als bei letztge-
nannter noch keine wirksame Behandlung. Unsere Studien zeigten im Tiermodell,
dass die pathologisch verminderte Titinphosphorylierung bei diastolischer Herzin-
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suffizienz durch Aktivierung des Proteinkinase-G-Signalwegs umkehrbar ist,
wodurch die Titin-basierte Myokardsteifigkeit wieder normalisiert wird (23, 24).
Weil somit die Dehnbarkeit der Herzkammern zunimmt, wird deren Fullbarkeit
verbessert. In aktuellen Arbeiten (22, 25) suchen wir nach Moglichkeiten, durch
medikamentds vermittelte Erhéhung der Phosphorylierung der N2Bus-Region des
Titins die Kardiomyozytensteifigkeit und damit die Steifigkeit der Herzwand abzu-
senken, mit dem Ziel, potenzielle Therapickonzepte fiir Patienten mit diastolischer
Herzinsuffizienz zu entwickeln.
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