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Einleitung

1. Einleitung

Wahrend der Wirbeltierembryonalentwicklung ist ¢teesz das erste Organ, welches seine
definierte Funktion aufnimmt und diese auch dasuges Leben beibehalt. Eine besonders
bedeutende Rolle in der kardialen Physiologie spiéie Mitochondrien, indem sie die fir
nahezu jede Form der mechanischen und biochemisghsgit des Herzens bendétigte

Energie liefern.

1.1 Die Mitochondrien

1.1.1 Morphologie der Mitochondrien

Mitochondrien sind Zellorganellen, die in fast alleukaryotischen Organismen des Tier-
und Pflanzenreiches vorkommen (Henze and Marti@320Nahrend diese in ihrer Gro3e
(0,5 — 1 pum) und Form sehr variieren, bestehen Miéochondrien aus zwei
hochspezialisierten Membranen, der AulBenmembran ded Innenmembran. Die
Aullenmembran besteht wie andere zellulare Membrages einer Phospholipid-
Doppelschicht und umschlief3t die Innenmembran, rddmpidzusammensetzung sich
deutlich von der AufRenmembran unterscheidet und \aer Prokaryonten gleicht.
Aufgrund dieses Doppelmembransystems werden zwéengeseparate Kompartimente
geschaffen, die mitochondriale Matrix und der Imtembranraum (Frey and Mannella,
2000) (Abbildung 1). Aufllenmembran

Innenmembran

Cristae

Matrix
Intermembranraum

Abbildung 1 zeigt die schematische Darstellung eines Mitochionas.

Die mitochondriale AuRenmembran enthélt zahlrei€bpien des Proteins Porin, welches
auch als VDAC (Voltage dependent anion channelgicbnet wird. VDAC bildet grol3e

wasserhaltige Kanale mit einem Durchmesser vomgi3die frei permeabel fur Molekile
und auch kleine Protein bis zu 5000 Da sind (LefBEtull and Serrano, 1998). Grol3ere



Einleitung

Proteine, die eine mitochondriale Importsequenztzms kdnnen die Aul3enmembran
passieren, indem sie aktiv mit einem Multiproteimidex, der Translokase der
mitochondrialen Aul3enmembran (TOM) (Herrmann andupgéet, 2000) transportiert
werden. Der Intermembranraum befindet sich zwisatenAul3en- und Innenmembran.
Da die AuRenmembran frei permeabel fur kleine Molek ist, entspricht die
Konzentration dieser kleinen Molekile im Intermearbaum der des Zytosols. Im
Gegensatz zur AuRenmembran, die Cholesterin ihiget-Doppelschicht enthélt, besteht
die Innenmembran aus Cardiolipin. Cardiolipin etitdaFettsauren und macht somit die
Innenmembran impermeabel fur lonen und kleine MidlkekauRer die Permeabilitat wird
durch spezielle Transportproteine ermdglicht (Bedhd 999). Das Protein/ Phospholipid-
Verhéltnis ist sehr hoch. Es kommt ein Protein BbfPhospholipide. Die Proteine der
Innenmembran kdnnen nach ihrer Funktion in 4 Klass#erteilt werden: 1. Proteine, die
Redoxreaktionen der oxidativen Phosphorylierunghliithren; 2. die ATP-Synthase, die
ATP in der Matrix generiert; 3. der Multiproteinkpiex, der die Translokase der
mitochondrialen Innenmembran (TIM) darstellt flirndBroteinimport und 4. spezielle
Transportproteine, um kleine Molekile in und aughk der Matrix zu passagieren (Alberts
B, 2002). Zur Vergrol3erung der Oberflache ist direhmembran in zahlreiche Cristae
gefaltet. Die Anzahl dieser ist von der metaboksctiAktivitat einer Zelle abhéngig - so
besitzen Kardiomyozyten eine hoéhere Anzahl als pelsveise Hepatozyten. Die
Innenmembran umschliel3t die mitochondriale Matbile Matrix enthalt ungefahr 2/3 der
Proteine und Enzyme eines Mitochondriums. Die inMatrix enthaltenen Enzyme sind
am Zitronensdurezyklus und an der Oxidation dertsketen und Pyruvat beteiligt.
Daneben enthélt sie das mitochondriale Genom, di@NA, die in mehreren Kopien
vorliegt, spezielle mitochondriale Ribosomen, t-RiNdnd die gesamte fur die Replikation
und Transkription der mtDNA sowie die Translatigfoederlichen Enzyme.

Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass die Mitaktlen vereinzelt in der Zelle vor-
liegen. Mikroskopische Analysen von mit speziellarbstoffen gefarbten Mitochondrien
ergaben, dass die Mitochondrien ein funktionaleskReim bilden, dessen stationarer
Zustand durch dynamische Fusion und Fission regulied (Chan, 2006). Dieses bewegt
sich kontinuierlich am Zytoskelett entlang. Der Asport der Mitochondrien erfolgt in
Abhangigkeit des Zelltyps von Aktinfilamenten bawurch Mikrotubuli (Yaffe, 1999) und
wird durch spezielle GTPasen vermittelt (Chan, 2006
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1.1.2 Funktion der Mitochondrien als Energielieferant

Mitochondrien sind an zahlreichen Prozessen bgteilie metabolisieren Aminosauren,
Fettsauren, Steroide und Harnstoff (Voet D, 199%) sind an der Synthese von Ham und
Porphyrin (Sano et al., 1959) sowie an der von Blotidlen (Loffler et al., 1997) beteiligt.
Darlber hinaus sind sie ein integraler Teil zabher Zell-Signal-Kaskaden und regulieren
auf diese Weise nicht nur den zellularen Metabalsmondern auch die Proliferation.
Vermittelt wird dies durch das Wirken von GTPad€émasen und auch Phosphatasen, die
an der bidirektionalen Kommunikation zwischen dertokhondrien und dem Rest der
Zelle beteiligt sind (McBride et al., 2006).

Eine Hauptaufgabe der Mitochondrien ist die Proawkvon ATP - daher werden sie auch
als Kraftwerke der Zelle bezeichnet. Der wichtighzess der Energiegewinnung in
aeroben Organismen ist die oxidative Phosphorylg@ruAusgangsstoffe sind dabei
Kohlenhydrate, Fette und auch Proteine, die duretabolische Prozesse in der Zelle
zuerst in ihre monomeren Bestandteile Glucose; Bett Aminosauren und dann weiter
zu Acetyl-CoA abgebaut werden. Acetyl-CoA wird intr@anensaurezyklus unter Bildung
der grundlegenden Hauptprodukte des Zyklus (deruRmuhsaquivalenten NADH und
FADH,) zu Kohlendioxid oxidiert. Diese Reoxidation der Aglente mittels Sauerstoff
fuhrt letztendlich zum Antrieb der ATP-Synthese €V, 1994).

Die Elektronentbertragung von NADH bzw. FARHwuf Sauerstoff erfolgt tber die
mitochondriale Atmungskette, welche aus 4 EnzymWKeren besteht, die in die Innen-
membran integriert sind. Komplex | (NADH-Ubichin@xidoreduktase) besteht aus 46
Untereinheiten und ist somit der grof3te respirattie Komplex (Ugalde et al., 2004). Er
katalysiert die Elektronenubertragung von NADH dadenzym Q (Ubichinon). Die
Oxidation von NADH liefert 2 Elektronen, die aufrderimaren Elektronenakzeptor, ein
nicht-kovalent gebundenes Flavin-Mononukloetid (FMNd von dort tGber eine Reihe
von Eisen-Schwefel-Zentren auf gebundenes Ubichiilmertragen werden (Hirst et al.,
2003). Ubichinon kann aber auch durch die Oxidawom FADH, reduziert werden. Diese
Reaktion wird von Komplex Il (Succinat-Ubichinon-@areduktase) katalysiert. Dieser
ist ein essentieller Membrankomplex im Zitronensayklus bei der Oxidation von
Succinat in Fumarat. Die Oxidation von Succinataistdie Reduktion von Ubichinon zu
Ubichinol gekoppelt. Der Elektronentransfer vom Snat erfolgt Gber die Reduktion von
FAD zu FADH,. Die bei der Reoxidation von FADHreiwerdenden Elektronen werden
Uber Eisen-Schwefel-Zentren auf eine Ham-Gruppetidggen und von dort auf Ubichinon

3
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(Hagerhall, 1997) (Sun et al., 2005). Ubichinoldvdurch den Komplex IlI (Ubichinol-
Cytochrom c-Oxidoreduktase) reoxidiert. Die essentiellen Rdé@oxponenten des

Komplexes sind die Cytochroni®, by und c; und ein Rieske-Eisen-Schwefel-Zentrum
(Xia et al., 1997). Die Elektronen werden nach g&mgenannten Q-Zyklus von Ubichinol
auf Cytochrom c Ubertragen (Mitchell, 1976). Cytochrom ist an die &aul3ere
Innenmembran gebunden und fungiert als Elektrongtishzwischen Komplex Il und
Komplex IV (Cytochrom c-Oxidase). Die an dem Elektronentransfer beteitigte
Redoxkomponenten sind die Hamgrup@eond a3 sowie 2 Kupferatome Guund Cu.
Ham a3 und Cg sind Uber eine Schwefelbricke zu einem zweikemig@mplex
verbunden und stellen die Sauerstoffbindungsstidle Der Elektronenfluss erfolgt vom
Cytochromc auf das Kupferatom Guiber die Hamgruppa und Hama3-Cug auf den

gebundenen Sauerstoff und reduzieren diesen zuehV@ssanman, 1997) (Abbildung 2).

4H /2e IH /e CytC IH 1e 31-4H/ATP

Succinat  Fumarat

+2H/2e

smne NADH

Abbildung 2 zeigt eine schematische Darstellung der mitochafethi Atmungskette. Die Atmungsketten-
komplexe I-1V transportieren Elektronen von NADHf amolekularen Sauerstoff, wobei der Transport der
Elektronen an die Erzeugung eines elektrochemiscRestonengradientens Uber die Innenmembran
gekoppelt ist. Die Energie dieses Gradientens wircch den Komplex V, der,F,-ATPase, genutzt, um
ATP zu produzieren. Abbildung adaptiert nach Ilyae®ich (www.biocenter.helsinki.fi).

Angetrieben wird der Elektronenfluss innerhalb dé&tmungskette durch die

unterschiedlichen Redoxpotentiale von den Reduéijaivalenten und Sauerstoff. Die
dabei freiwerdende Energie des Elektronentranspurtzen die Komplexe um Protonen
von der Matrix in den Intermembranraum zu pumpendwvch ein elektrochemischer
Protonengradient entsteht (Mitchell, 1976). Dieir&nthalpie des Protonengradienten
Uber die Innenmembran wird durch die;F-FATPase zur ATP-Synthese durch
Phosphorylierung von ADP zu ATP genutzt. Das gebddATP wird im Austausch mit

4
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ADP uber den Adeninnukleotidtransporter (ANT) insdaytosol transportiert und steht
somit allen energieabhangigen Prozessen zur Varfjigdlingenberg, 2008).

1.1.3 Mitochondriale Biogenese

Da der Energiebedarf einer Zelle durch Entwicklungsd Differenzierungsprozesse oder
aber auch durch Anpassung an veranderte physiolegisBedingungen standigen
Schwankungen unterliegt, ist die Anzahl der Mitauthten einer Zelle variabel und kann
entsprechend der physiologischen Bedingungen estjulverden. Der Prozess der
mitochondrialen Biogenese und deren Regulatiosesr komplex und umfasst mehr als
1000 Gene. Zu ihnen zahlen auch die Gene, die rdiiRe der Atmungskette kodieren.
13 Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe sindmitochondrialen Genom kodiert
(Attardi, 1985), die restlichen im nukleédren Gendne Transkription der mitochondrialen
Gene ist abhéngig von dem nukleéar-kodierten mitodhalen Transkriptionsfaktor A
(Tfam), den Transkriptionsfaktoren B1 und B2 (mtTFBnd mtTFB2) sowie von der
mitochondrialen RNA-Polymerase, die zusammen detoamondrialen Transkriptions-
komplex bilden (Bonawitz et al., 2006). Eine feilbgastimmte intergenomische
Koordinierung ist die Grundvoraussetzung fur fuokéile Mitochondrien (Attardi and
Schatz, 1988). Eine unproportionale Proteinexpoessider ein fehlerhafter Import und
Einbau der Proteinuntereinheiten verursachen disfurale Atmungsketten. Eine
Dysfunktion der Atmungskette resultiert in einerdBktion der Energieproduktion sowie
in einem Anstieg der Produktion reaktiver Sauefsidikale, die eine Zelle nachhaltig
schadigen kénnen.

Mehr als 95 % der Gene, die fir die mitochondriBlegenese benotigt werden, sind
nukleér kodiert und die Kontrolle deren Genexpuasdiegt auf transkriptioneller Ebene
(Scarpulla, 2002). Zu den Regulatoren der Transknpmitochondrialer Gene wurden die
ubiquitdren Sequenz-spezifischen Transkriptiongatdren Spl, YY1, CREB, MEF-2/E-
box sowie NRF-1 und NRF-2 beschrieben (Scarpu0882 Diese Faktoren werden direkt
oder indirekt durch die Ko-Aktivatoren deperoxisome proliferator-activated receptor
gamma coactivator“i(PGC-1)-Familie, PGC-&, PGC-B und PRC, reguliert (Kelly and
Scarpulla, 2004), wobei unter ihnen PG&-als Hauptregulator der mitochondrialen
Biogenese qilt, da nur dieser Faktor auf aul3er@gfagwie Temperatur, Energieverlust
sowie der Verfugbarkeit von N&ahrstoffen und Wachstiaktoren zu reagieren scheint

(Ventura-Clapier et al., 2008). Es sind eine Viklaan Signalwegen beschrieben wurden,
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die die Expression von PGGrlregulieren. Zu ihnen zahlen Kalzium- undegond

messengérabhangige Signalwege, energieabhéngige Signahilbgedie Aktivierung der
AMPK (AMP-dependent serine/threonine protein kinastormon-aktivierte Signalwege
und Signalwege, die durch Cyclin-abhangige Kinasktiviert werden. Dartber hinaus

kann PGC-& auch post-transkriptionell reguliert werden (VeatClapier et al., 2008).

1.1.4 Mitochondrien-assoziierter Zelltod

Mitochondrien sind nicht nur an metabolischen Pseea beteiligt sondern auch
malf3gebliche Regulatoren des apoptotischen Zelltodes

Die Rolle der Mitochondrien bei der Apoptose bestéarin, dass sie auf bestimmte
intrazellulare Signale mit der Freisetzung pro-dptipcher Faktoren reagieren, die den
apoptotischen Prozess induzieren bzw. unterstiutdie. Freisetzung dieser pro-
apoptotischen Faktoren geschieht durch eine Erlghwer Permeabilitdt der
mitochondrialen Membran, einem Vorgang, der alsitgchondrial permeability
transition (MPT) bezeichnet wird (Danial and Korsmeyer, 2004een, 2005) und durch
einen Anstieg der Permeabilitdt fir Molekile mihesi Grol3e von bis zu 1,5 kDA
gekennzeichnet ist (Bernardi, 1996). Verursachtdwiie MPT durch das Offnen der
»permeability transition pore(PTP). Diese befindet sich an den Kontaktstetlen Innen-
und Aullenmembran. Die exakte molekulare Zusammansgtdieses Proteinkomplexes
ist noch immer unklar, obwohl davon ausgeganged,wiass diese sich aus dem Adenin-
Nukleotid-Transporter ANT in der mitochondrialennémmembran und an dessen
Matrixseite assoziierten Cyclophilin sowie VDAC dier AulRenmembran zusammensetzt.
Des weiteren wurden die Hexokinase I, die Kreatiake sowie der Benzodiazepin-
Rezeptor als PTP-Molekile beschrieben, obwohl nacht geklart ist, ob es sich um
strukturelle Komponenten handelt oder diese eimgeilatorische Rolle spielen (Javadov
and Karmazyn, 2007). Zusatzlich gibt es Hinweiseadfa dass Mitglieder der Bcl-2-
Familie an die PTP (Marzo et al., 1998; Shimizalet1999) gebunden sein kénnen .

Die Offnung der PTP kann durch viele unterschiddliStimuli erfolgen. Beschrieben
wurden u.a. die Abnahme des Membranpotentials @din 1992), Erhdhungen des
Matrix-pH sowie des Kalziumgehalts (Bernardi et, @992) und oxidativer Stress
(Halestrap et al., 1997). Das Offnen der PTP bedwdik osmotisches Gleichgewicht
zwischen dem Intermembranraum und der Matrix urdlicd einen Zusammenbruch des

elektrochemischen Gradienten Uber die Innenmembvaogurch die Atmungskette

6
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entkoppelt wird. Die Hyperosmolaritat der mitochoatbn Matrix fuhrt zu einer
Vergrofierung des Matrixraumes. Wahrend die Innenonam dieses aufgrund ihrer
gréReren Oberflache tolerieren kann, zerreil3t dieanondriale Auienmembran und setzt
dadurch pro-apoptotische Faktoren, wie Cytochram(Green and Reed, 1998),
Smac/Diablo (Verhagen et al., 2000), AIF (Susialgt1999), HtrA2/0Omi (Vande Walle et
al., 2008) und Endonuklease G (van Loo et al., p&@l, die Caspasen-abhangige bzw.
unabhangige Mechanismen der Apoptose auslésen komie Offnung der PTP fiihrt
nicht nur zu einer Entkopplung der Atmungskettedson auch zu einer Entkopplung der
ATPase, die zum Erhalt des Membranpotentials Pest@us der Matrix pumpt und ATP
hydrolysiert. Fuhrt das zur voélligen Energiedepletider Zelle, kommt es zu einem
nekrotischen Tod der Zelle, da die Apoptose einrgireabhangiger Prozess ist (Eguchi et
al., 1997). Daher wird angenommen, dass die PTRransient gedffnet ist bzw. dass die
ATPase-Aktivitat herabreguliert wird, um einen g#n Energieverlust zu vermeiden und
um somit einen kontrollierten Zelltod zu gewéahitiers(Pedersen, 1999).

Die pro-apoptotischen Proteine des mitochondridtgé@rmembranraums kdnnen auch in
einem PTP-unabhangigen Prozess freigesetzt werféeser Prozess wird durch
Mitglieder der Bcl-2-Familie vermittelt, die eine efmeabilititsanderung der
mitochondrialen AufRenmembran induzieren kdnnen. Breteine der Bcl-2-Familie
werden in Abhangigkeit ihrer Bcl-2-Homologie-Doma(®H) in 3 Gruppen und nach
ihren pro- und anti-apoptotischen Eigenschafteensohieden (Youle and Strasser, 2008).
Die anti-apoptotischen Bcl-2-Proteine (Bcl-2, Bgl-#cl-xL, A1 und MCL-1) sind im
Allgemeinen in die mitochondriale Auf3enmembran gntat und vermitteln ihre anti-
apoptotischen Eigenschaften durch die direkte Bigduon pro-apoptotischen Bcl-2-
Proteinen und daraus resultierend deren InhibierDig pro-apoptotischen Bcl-2-Proteine
werden in die Effektor-Molektlile Bax und Bak sowie 8H3-only-Proteine ( Bad, Bid,
Bik, BMF, bNIP3, HRK, Noxa und Puma) unterschied€hipuk and Green, 2008). Die
Permeabilisierung der AufRenmembran wird direkt oelirekt durch Bax und Bak,

vermutlich Gber Porenbildung, induziert (Youle étdasser, 2008).
1.2 Kardiale Mitochondrien und die Kontrolle der Respiration

Die Bedeutung der Mitochondrien im Herz wird auedurch veranschaulicht, dass sie in
Abhangigkeit von der Spezies bis zu 36 % des Vohsrener Kardiomyozyte einnehmen

(Schaper et al., 1985), die somit die hochste Mibodriendichte im Gegensatz zu anderen
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Zellen aufweist (Elsasser et al., 2000). Im Velemit anderen Organen verbraucht das
Herz nicht nur die meiste Energie sondern auch demsten Sauerstoff. Fir die
Energiegewinnung werden neben Aminosauren, Laktdt Kietonkdrpern hauptséchlich
freie Fettsauren und Glukose genutzt, die durclf-@exidation bzw. Glykolyse zu Acetyl-
CoA abgebaut werden und Uber den Zitronenséurezykhwie die mitochondriale
Atmungskette auf diese Weise 90 % des ATP-Gehaltess Kardiomyozyte bereitstellen
(Kobayashi and Neely, 1979). In einem arbeitenderzkvird diese Energie hauptséchlich
fur die Kontraktion der Myofribrillen und den daraeteiligten Prozessen genutzt (Harris
and Das, 1991). Fur den ATP-Transport ist der sagete ,Kreatinkinase/Phosphokreatin-
Shuttle* von Bedeutung. Die mitochondriale Kreativdse katalysiert den Transfer der
energiereichen Phosphatgruppe des ATP auf Kreatar der Bildung von Phosphokreatin
und ADP. Phosphokreatin diffundiert schnell von déitochondrien zu den Myofibrillen,
wo die myofibrillare Kreatinkinase den Transfer 8&Phosphogruppe des Phosphokreatin
auf ADP katalysiert, wobei ATP entsteht und Kreategeneriert wird (Bessman and
Geiger, 1981). Das Kreatinkinase / Phosphokreagste®n hat eine sehr wichtige Funktion
als Energiepuffer, um die ATP-Konzentrationen awinmalen Niveau zu halten (Schlattner
et al., 2006).

Die Anzahl und Starke der Kontraktionen wird sowdaich das autonome Nervensystem
und als auch hormonell reguliert. Die Freisetzuag sympathischen Hormone Adrenalin
und Noradrenalin bei erhdhter korperlicher Belagtwewirkt Gber die Aktivierung von
B1-Adrenorezeptoren eine cAMP-abhéangige Kalziumétzisng, die zu einer Erhéhung
der Kontraktion fuhrt. Die intrinsische Regulatider Herzkontraktion wird durch den
Frank-Starling-Mechanismus beschrieben (Schmidt 1897). Die Kontraktion der
Kardiomyozyten ist fur das Uberleben eines Organssrassentiell. Da das Herz eine
geringe anaerobe Kapazitat besitzt, muss die Rat&@P-Produktion eng an den Bedarf
gekoppelt sein. Es wurden verschiedene ModelleRe=mpirationskontrolle beschrieben.
Das klassische Modell nimmt an, dass die kardiadéiBechselrate mit der Aktivitat der
oxidativen Phosphorylierung korreliert. Wird ATP rleaucht, erhdhen sich die
intrazellularen Konzentrationen von ADP (und freidgPmosphat . Experimente in
isolierten Mitochondrien konnten eine direkte Kéaten zwischen den Konzentrationen
von ADP und R dem Sauerstoffverbrauch und der ATP-Produktiagere(Holian et al.,
1977). Basierend auf diesen Befunden wurde angemomdass die ATP-Produktion der
Akzeptorkontrolle unterliegt, da die Zugabe von ADB® und entsprechenden Substraten

in isolierten Mitochondrien zu einem schnellen Aegtdes Sauerstoffverbrauchs fihrte,
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der abhangig von der ADP-ATP-Konversion war (Erekan and Wilson, 1982). Ein
anderes Modell bezog sich auf die Anderung des algrisses zwischen myokardialen
ATP-Konzentrationen und dem Sauerstoffverbrauch rerith der Entwicklung. Diese
Untersuchungen an Schafherzen zeigten, dass diederdngen auf eine Induktion der
Expression von ANT zurickzufiihren ist. Kinetischaafysen ergaben eine Michealis-
Menten-Abhangigkeit des Verhaltnisses von ADP uadesstoffverbrauch durch ANT in
neugeborenen Schafen, was aber in erwachsenem Nerren geht (Portman et al.,
1997). Nachfolgende Untersuchungen in perfundietttarzen konnten jedoch keine
veranderten ADP- und; iKonzentrationen sowie auch keine veranderten Kuanagonen
der Metabolite Phosphokreatin und NADH trotz erledmtSauerstoffverbrauch nachweisen
(Balaban et al., 1986; Unitt et al., 1989). In eimesilico — Studie konnten Korzeniewski
et al. zeigen, dass diese Konstanz der Metabolitkonationen wahrend eines erhdhten
Sauerstoffverbrauchs nur durch eine direkte stéchtasche Aktivierung aller
Atmungskettenkomplexe zu erklaren ist. Die direkidivierung wird dabei einem nicht
naher definierten Faktor ,X“ zugeschrieben (Kormssvski et al., 2005), der in einer
nachfolgenden Publikation als €aliskutiert wird (Korzeniewski, 2007). Veranderunge
der intrazellularen freien GaKonzentration filhren zu direkten Veranderungen der
mitochondrialen C&-Konzentration und kénnen dort die drei wichtigsBehydrogenasen
Pyruvatdehydrogenase, NAfsocitratdehydrogenase und Oxoglutarat-Dehydroggna
aktivieren. Die C&-abhangige Aktivierung dieser Dehydrogenasen  des
Zitronensaurezyklus resultiert in der Bereitstefjiuon NADH als Elektronendonor fiir die
oxidative Phosphorylierung (Denton and McCormac8383; McCormack and Denton,
1989). Computer-basierte Modelle, die “Camit der Regulation der oxidativen
Phosphorylierung kombinieren, kommen zu dem Schildass mitochondriales Matrix-
Cd" bei diesem Prozess ein wichtige Rolle spielen K&urtassa et al., 2003; Cortassa et
al., 2006). Tatsachlich lasst die Verteilung dertddihondrien in einer adulten
Kardiomyozyte und die damit verbundene Nahe zurkogpdasmatischem Retikulum (SR)
einen lokalen Kontakt mit G4 zu. Einige Mitochondrien kommen dem SR-Ryanodin-
Rezeptor (RyR) bis auf 37nm nah und befinden sahitswéhrend der Kontraktion in
Mikrodoménen mit hohen G&Konzentrationen, die im mikromolekularem Bereich
liegen. Somit missen diese Mitochondrien also niuint zur Breitstellung von ATP
sondern auch zur Regulation der lokalen, zellul&Zefi-Homdostase bereit sein (Hom
and Sheu, 2009).
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1.2.1 Mitochondriale Subpopulationen der Kardiomyozyte

In den Kardiomyozyten gibt es zwei Mitochondrienplapionen - subsarkolemmale
Mitochondrien (SSM), die sich direkt unterhalb delasmamembran befinden und
interfibrillare Mitochondrien, die in parallelen Ren zwischen den Myofibrillen

angeordnet sind. Diese wurden erstmalig 1961 voendgér und Spiro elektronen-
mikroskopisch (Stenger RJ, 1961) beschrieben uit¥ elang es Palmer et al. beide
Populationen getrennt voneinander zu isolierem(Bakt al., 1977) (Abbildung 3).

Abbildung 3 zeigt eine elektronenmikroskopische Aufnahme eidardiomyozyte. Zu erkennen sind
Mitochondrien die sich direkt unterhalb der Plasraarbran befinden (gekennzeichnet mit wei3en Pfeilen)
Diese stellen die subsarkolemmalen Mitochondrien Aladere befinden sich zwischen den Myofibrilleie
interfibrillaren Mitochondrien (innerhalb des weifdéreises). (Abbildung aus (Palmer et al., 1977)).

Die mitochondrialen Subpopulationen wurden in wieleachfolgenden Studien unter
physiologischen und pathophysiologischen Bedingang&ersucht (Doenst et al., 1996;
Hoppel et al., 1982; Judge et al., 2005; McMillimdd et al., 1980; Moghaddas et al.,
2003; Suh et al., 2003; Weinstein et al., 1986pddaeigten sich nicht nur biochemische,
sondern auch morphologische Unterschiede. Wahren@8M stabformig, globuléar aber
auch hufeisenformig sein konnen, liegen die IFMaingitudinalen Reihen zwischen den
Myofibrillen und sind von langlicher Form, die urigler die Lange eines Sarkomers
erreichen kdnnen. Diese sind entweder eindeutignfemtiert oder aber in Kontakt mit

benachbarten Mitochondrien (Hom and Sheu, 2009).es®i mitochondrialen
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Subpopulationen sind nicht herzspezifisch, sontlegen auch in den Skelettmuskelzellen
vor (Abbildung 3).

1.3 Ziel der Arbeit

Das Herz zahlt zu den vital bedeutendsten Orgaiiedhere Lebewesen. Die kardiale
Funktion kann nur durch eine kontinuierliche Kohtil#at der Kardiomyozyten
gewahrleistet werden. Die daflr benétigte grol3e rdieamenge wird von den
Mitochondrien Uber die Atmungskette in Form von APrRoduziert. Aufgrund der
mangelnden anaeroben Kapazitdt des Herzens istiredid volle Funktionalitat der
Kardiomyozyten zwingend erforderlich, dass die akike Phosphorylierung dem
energetischen Bedarf dieser Zellen angepasst aieilkorreliert der Sauerstoffverbrauch
mit der ATP-Produktion. Ausgehend vom Problem estésdig Energie-verbrauchenden
Organs ohne nennenswerte anaerobe Kapazitat kivengmgbare Modelle der Koppelung
von myokardialem Sauerstoffverbrauch und mecharibeimischem Energie-Aufwand
das Problem der Sauerstoffversorgung der Mitochendn den Nukleus-nahen Bereichen
der recht groRen Kardiomyozyten nicht tberzeugekidren. Eine Hypothese dazu liefert
das gedanklich attraktive Konzept von der GruppeSkulachev. Diese betrachteten die
Mitochondrien in Myozyten nicht getrennt nach ihreokalisation sondern als ein
mitochondriales Retikulum (Bakeeva et al., 1978|ches aus mehreren mitochondrialen
Netzwerken besteht, die Uber sogenanm@nguctive junctiorfsmiteinander verbunden
sind. Aus ihren Uberlegungen schlussfolgerten &reKlardiomyozyten und Myozyten,
dass der innere Bereich des subsarkolemmalen Mitatten-Clusters mit
mitochondrialen Filamenten verbunden ist, welcheederum in Kontakt mit den
interfibrillaren Mitochondrien-Cluster stehen. lhrAnsicht nach zeigt sich der Vorteil
eines solchen Systems unter limitierter Sauerstdiifigbarkeit. Ihrer Hypothese zufolge
verbrauchen die subsarkolemmalen Mitochondrien ruBedingungen der limitierten
Sauerstoffverfigbarkeit den Sauerstoff Uber die utgskette und leiten den dabei
entstehenden Protonengradienten Uber die mitoclabewlr Filamente zu den
interfibrillaren Mitochondrien-Cluster, wo dieseiirfdie ATP-Produktion genutzt wird
(Skulachev, 2001) ( Abbildung 4).
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Abbildung 4 zeigt einen mdglichen Mechanismus der Energietrégssom in einer Myozyte. Sauerstoff und
Substrate werden von den subsarkolemmalen Mitoctemdber die Atmungskette unter der Generierung
eines Protonengradienten verbraucht. Die Protoriandieren im Zytosol in den Kernbereich der Zelle
entlang eines mitochondrialen Filamentes, welchiessdbsarkolemmalen (SSM) mit den interfibrillaren
(IFM) Mitochondrien verbindet. Nach Erreichen deterfibrillaren Mitochondrien werden die Protoném f
die Produktion von ATP Uber digfp-ATPase genutzt. In der Matrix produziertes ATPagegt Uber den
ATP/ADP-Antiporter in das Zytosol, wo es beispietsse von Aktomyosinfilamenten genutzt wird. Das
dabei wieder entstehende ADP+Pi wird in die Matmportiert. Die sich nach der ATP-Synthese in der
Matrix befindenden Protonen diffundieren tber diatik der mitochondrialen Filamente wieder zu den
subsarkolemmalen Mitochondrien zuriick (Skulach€@12 Abbildung aus (Skulachev, 2001)

Da diese Hypothese bisher nicht experimentell belegrde, sollten in dieser Arbeit
kardiale mitochondriale Subpopulationen im Schwaiodell im Normzustand und unter
dem Einfluss von hyperbarem Sauerstoff als Mafl} diire erhohte Oxygenierung
metabolisch analysiert werden. Bei der Analyse d@aten der mitochondrialen
Subpopulationen des Herzens entstand der Verddelss in den daflr verwendeten
Schweinen Besonderheiten der kardialen Mitochondoestehen konnen aufgrund einer
durch die enge Stallhaltung bedingten koérperlichesktivitat der Schweine. Da eine
korperliche Inaktivitdt bisher niemals als Faktdrr ffunktionelle Kompartimentierung
kardialer Energiebereitstellung und von Energieraarbh in Betracht gezogen worden ist,
sollte diese Problematik der funktionellen Kompadntierung kardialer Energie-
bereitstellung an den mitochondrialen Subpopulationn einem Saugermodell mit

korperlicher Inaktivitat durch Winterschlaf anakiwerden.
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In einem zweiten Teil der Arbeit sollten die imters Teil der Arbeit erhaltenen Daten auf
molekularer Ebene tiefer untersucht werden. Daludites der Fokus auf Stickstoff-
monoxid-abhangigen Regulationen innerhalb der Mibocrien liegen, da bekannt ist,
dass NO ein gut charakterisierter Modulator deoatibndrialen Energiebereitstellung ist.
Nachdem die homologe Form eines urspringlich irar2&n als mitochondriale NO-
Synthase beschriebenen Enzyms (Guo et al., 20a3) muSaugerzellen nachgewiesen
werden konnte, sollte das Enzym mNOA1 als potdatidVlediator und Modulator der

funktionellen Kompartimentierung der kardialen Epebereitstellung untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Die Grundchemikalien wurden in analysenreiner Qaia{p. a.) bezogen von:
Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva Feinb@auica GmbH & Co. (Heidelberg),
Sigma-Aldrich (Deisenhofen) und Invitrogen (Karlsel.

Die fur die mikroskopischen Untersuchungen erfdicdkeen Zellkompartiment-

spezifischen Farbungen wurden tber Invitrogen be&zog

Die fur das stabile Markieren von Aminosaure-Isetopin der Zellkultur (SILAC)
verwendeten schweren Isotope von L-Arginin (L-Akg13C6, 98 %) und L-Lysin (L-
Lys; U-13C6, 98 %) wurden bei Silantes (Martinsyiedvorben.

Zur Herstellung von Lodsungen, Puffern, Medien undcalRionsansatzen wurde
deionisiertes Wasser (dg@) verwendet (Seralpur Delta UF, Seral, Ransbaalh¥ikech).
Bei RNA-Analysen wurde fur Losungen und Reaktio@rsn ddHO verwendet, welches
durch Behandlung mit Diethylpyrocarbonat (DEPC,nfag Deisenhofen) RNase-frei ist.
Dazu wurde 1 | ddkO mit 100 pl DEPC versetzt, Uber Nacht inkubierd utas

verbleibende DEPC anschlieBend durch Autoklavieraktiviert.

2.1.2 Versuchstiere / Probenmaterial

2.1.2.1 Linksventrikulare Gewebeproben der HBO-Schweine §8tpfa)

Die linksventrikularen Gewebeproben des Schweinsdem in Zusammenarbeit mit Dr.
Dirk Henze erhalten. Die Schweine wurden 240 Minuteer hyperbaren Oxygenierung

unterzogen. Parallel dazu dienten normobare (noisob&) Tiere. Die Tiere hatten ein

Alter von 3 Monaten und ein Gewicht zwischen 29 @idkg. Die Tiere wurden tier-
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arztlich als gesund eingestuft und wurden auch ewhrder Durchfihrung der

Experimente tierarztlich tberwacht.

2.1.2.2 Syrische Hamster (Mesocricetus auratus)

Weibliche syrische Hamster wurden bei Charles Ri@harles River WIGA GmbH,

Sulzfest) erworben. Diese hatten ein durchschetitts Kérpergewicht von 137+12 g.
2.1.2.3 Humane linksventrikulare Gewebeproben

Linksventrikulare Herzgewebeproben wurden im Zugs \Herztransplantationen von
Patienten mit dilatativer bzw. ischamischer Myopathus der Herz-Thorax-Chirurgie am
Universitatsklinikum der Martin-Luther-Universitdin Krollwitz erhalten. Die 6
mannlichen Patienten (je 3 DCM und ICM) hatten®@urchschnittsalter von 56+6 Jahren.

2.1.3 Laborgerate

Agarosegelelektrophorese-System PerfectBlue GelsyBeqlab (Erlangen)

Analysenwaage Sartorius (Gottingen)
Blotapparatur XCell 1l Blot Module Invitrogen
Durchlichtmikroskop Axiovert 100 Zeiss (Jena)
Fluorometer Fluostar Omega BMG Labtech (Ofteglp
Gelelektrophorese-System XCell Sure lock Invitrogen
Geldokumentationssystem Versa Doc 4000 Bioraidn@en)
Inkubatoren HeraCell Thermo Scientific (Dreig
Konfokalmikroskop TSC SP2 Leica (Wetzlar)
Laborwaage L2200P Sartorius
Magnetruhrer Monotherm Varioma@gyidna Beach,
USA)
Peristaltikpumpe P-1 GE Healthcare (Munchen)
pH-Meter pH211 Thermo Scientific
Rollator Rollermixer SRT2 Sigma
Sonizierer Sonopuls HD2070 Bandelin electr@Bierlin)
Spannungsquellen Powerpack P25 Biometra (@@ttin

15



Material und Methoden

Spektrophotometer
Thermocycler

Thermomixer
UV-Transilluminator
Vakuumsverdampfer
Vortexer
Wasseraufbereitungsanlage
Zellkulturbank

Zentrifugen

2.1.4 Enzyme

EV232 Consort (Turnhout, Belgien)
E734 Consort

Powerease 500 Invitrogen
GE Healtn

Mastercycler Gradient Eppendodr(tburg)

Ultrospec 3300pro

HTTMR HLC BioTech (Bovenden)
FLX-20M Biometra
Concentrator Plus Eppendorf

Vortex Genius 3 IKA (Staufen)
Seralpur Delta #fal Ransbach-Baumbach)
HeraSafe Thermo Scientific

Biofuge Primo R Thermo Scientific

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen wurdémldre Firmen Fermentas (St.Leon-

Rot) und New England Biolabs (Frankfurt am Mainyvarben. Des Weiteren wurden

folgende Enzyme von der entsprechenden Firma velgien

Taq DNA-Polymerase

M-MLV Reverse Transkriptase RNAse H

RiboLock

T4 DNA Ligase

T4 DNA Polymerase
Proteinase K

RNAse A

Dnase |

Trypsin

Nargase
Isocitratdehydrogenase
Pyruvatkinase

Lactat-Dehydrogenase

Gibco-BRL (Eggenstein)
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
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2.1.5 Reaktionskits

DNA Sequencing Kit (ABI Prism)
Transform-Aid Kit

Jetquick plasmid spin Kit

Jetquick clean-up Kit

Flag tagged protein immunoprecipitation Kit
Biorad DC

Lipofectamine 2000 transfection Kit
ATPlite

Colloidal Blue Staining Kit

TRIzol Reagent

Absolute SYBR Green QPCR Mix
SuperSignal West Femto Maximum
Sensitivity Substrate

RediprimeTM Il Kit

PlusOne silver staining kit protein

2.1.6 Langenstandards/Marker

DNA-Langenstandard :
O’GeneRuler DNA Ladder Mix

Protein-Grolienmarker:

PageRuler unstained protein ladder
BenchMark protein ladder
MagicMark XP protein ladder

2.1.7 Antibiotika

Antibiotikum Arbeitskonzentration
Ampicillin (Amp) 100 pg/ml
Hygromycin (Hyg) 200 pg/ml
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Applied Biosysterfi3armstadt)
Fermentas
Genomed (L6hne)
Genomed
SigmkiAch
Biorad DC
Invitrogen
Perkin-Elmer (Rodgau-Jugesheim)
Invitrogen
Invitrogen
Abgene (Thermo SdienDreieich)

Pierce (Perbio Sciencar
GE Healthcare GmbH
GE HealthcarabH

Fermentas

Fermentas
Invitrogen

Invitrogen

bezogen von
Roth
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2.1.8 Oligonukleotide
Random Primer Fermentas

2.1.8.1 PCR-Primer

Die PCR-Primer wurden bei der Firma Invitrogen bklistund sind in Tabelle 1

zusammengefasst.

Gen ~Accession Primer Primer Produkt-

number* sense antisense grofi3e

Sus scrofa
12S rRNA AFA486866 ttaccaacccttgccaattc acatgcttgaggagggtgaz83 bp
18S rRNA| NR_002170 | ggcctcactaaaccatccaa  agttggtggagcgatttgtc396 bp
ATPase 6 AF486866 ttttattgcccccacgataa attaataggigtiicc 390 bp
Cox1 AF486866 agcgggtactggatgaactg  ttctgggtgtaasta 364 bp
Cytb AF486866 caacaacgcattcattgacc  aatatggatgtitpcgt | 228 bp
ND1 AF486866 catcctgacccctagccata  tgctcggattcatagpa| 296 bp
ND6 AF486866 aatccccaagcccattaaac  tggtggagttggtegtg | 266 bp
PGCl NM_213963 | taaagatgccgcctctgact tgaccgaagtgctigttca 168 bp
Tfam NM_001130211 ctgtggagggaacttcctga gctgatdgtttpg 224 bp
Mus
musculus
18S rRNA X00686 agttggtggagcgatttgtc ggcctcactaaaccatcgaa 6 b39
B-Aktin NM_007393 | gtgggccgccctaggcacca gttggccttédggggggg 243 bp
Cytb EU312161 atatacacgcaaacggagcc tagggccgcgstpta 335 bp
GClLk NM_010295 | aacacagacccaacccagag cgtagcctcggtaaagtg8a3 bp
GClLy NM_008129 | gcttcgggactgtatccaaa — gctgctccaactgtgtettg 398 bp
MNOAL1 NM_019836 | cctatttgcaacccgactcc gtcataaaaggggytc 315 bp
PGCln NM_008904 | gatgtgtcgccttcttgctc gatctactgcctggggacc 254 bp
Tfam NM_009360 | ccaaaaagacctcgttcagc  atgtctccgogiagt 260 bp

Tabelle 1: Zusammenfassung der verwendeten PCR-Primer
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2.1.8.2 Klonierungsprimer

Die Klonierungsprimer wurden bei der Firma Inviteogbestellt:

MNOA1 BamHI sense:
5-TCGGATCCATGCTGCCCGCGCGCCTG-3

MNOA1 Xhol antisense:
5-TACTCGAGTCAGATCATCTGTGCT-3’

EGFP Xhol sense:
5-TCCTCGAGATGGTGAGCAAGGGCGAGGA-3’

EGFP Xbal antisense:
5-TATCTAGA CTTGTACAGCTCGTCCATGC-3

FLAG M2 sense:
5 -TCGAGGATTATAAGGATGATGATGATAAGGATTA
TAAGGATGATGATGATAAGTGAT-3'

FLAG M2 antisense:
5-CTAGATCACTTATCATCATCATCCTTATAATCCTT
ATCATCATCATCCTTATAATC C-3'

sh-mNOA1 sense;
5-TCGTGGTTCACAGTTGTGGCTTCCAACTTTAAA
GCTTGCCAAGTTGGAAGCCACAACTGTAACC-3’

sh-mNOA1 antisense :
5'-AAAAGGTTCACAGTTGTGGCTTCCAACTTGGCA
AGCTTTAAAGTTGGAAGCCACAACTGTGAACC-3’

K353R sense:
5-ACTAATGCTGGCCGATCCACTCTCTTT-3
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K353R antisense:
5-AAAGAGAGTGGATCGGCCAGCATTAGT-3’

2.1.8.3 Sondenprimer fir Southern Blot

FUr die Generierung der Sonde fir den mtDNA South&pt wurden folgende Primer

genutzt, die ein 266 bp Fragment amplifizieren,clves korrespondierend zu ND6 ist:

ND6 sensequs scrofa AATCCCCAAGCCCATTAAAC

ND6 antisenses{us scrofst TGGTGGAGTTGGTTGTGGTA

2.1.9 Bakterienstamme, Vektoren und Konstrukte

Fur die Klonierungsarbeiten wurde folgender Baktestamm genutzt:

Escherichia colK12 JM109: el4d—(McrA-) recAl endAl gyrA96 thi-§dR17
(rK— mK+) supE44 relAlA (lac-proAB) [F" traD36

proAB laclgZA M15

Fur die Klonierungsarbeiten wurde der eukaryotidekpressions-Vektor pcDNA5-TO
von Invitrogen verwendet. Zur Amplifikation der EB¥CDS wurde der Vektor C1 eGFP
der Firma Clontech (Takara Bio Europe/ ClontechntSaermain-en-Laye, Frankreich)

genutzt.

Folgende Konstrukte wurden im Rahmen dieser Atisigestellt und verwendet:

Nummer  Konstrukt Erlauterung
1 MNOAL1 kodierende mRNA Sequenz (CDS) von mNOAL1
2 MmNOA1 -EGFP 1 mit einem EGFP-Tag
3 MNOAL -Flag 1 mit einem 2x Flag-Tag
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4 EGFP CDS von EGFP

5 MNOAIAP-Loop GTPase-defiziente Mutante von mNOAL;
Punktmutation K353R

6 sh-mNOAL1l gegen mMNOAL gerichtete sh-RNA

Der Flag-TO5-Vektor wurde freundlicherweise von Mad_angendorf zur Verfligung

gestellt.

2.1.10 Eukaryotische Zelllinien

Fur diein vitro Versuche wurde die Maus-Myoblasten Zelllinie C2QEZACC-
Nr.91031101, ATCC, Wesel) verwendet.

2.1.11 Kulturmedien

2.1.11.1Bakterielle Kulturmedien

LB-Agar und LB-Medium wurden bei der Firma Roth erlaen.

2.1.11.2Z7ellkulturmedien

Die Medien, in denen die C2C12-Zellen kultiviertrghen, hatten die folgende

Zusammensetzung und wurden Uber Invitrogen geordert

Medien Zusammensetzung

C2C12-Medium | Dulbecco’s modified Eagle’s Medium
+ Bicarbonat, Glutamax und 4,5 g/L Glukose
+ 10 % fotales Rinderserum (FCS)
+ Penicillamin/Streptomycin (10000 U)

C2C12-Medium Il siehe C2C12-Medium |

- Penicillamin/Streptomycin
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Kryo-Medium

Selektionsmedium

SILAC-Medium

RO,KO-Medium

R10K8-Medium

Hanks Balanced Salt Solution
10 X Trypsin/EDTA solution

2.1.12 Antikorper

siehe C2C12-Medium |

+ 5 % Dimethylsulfoxid (DMSO)
C2C12-Medium I

+ 200 pg/ml Hygromycin

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium

+ Bicarbonat, Glutamax und 4,5 g/L Glucose

- L-Arg, - L-Lys

+ 10 % dialysiertes FCS

+ 200 pg/ml Hygromycin

SILAC-Medium

+1/3000 L-Arg 0 (84 mg/ml)

+ 1/2000 L-Lys 0 (146 mg/ml)

SILAC-Medium

+1/3000 L-Arg 10 (84 mg/ml)

+ 1/2000 L-Lys 8 (146 mg/ml)

Die im Rahmen der Arbeit verwendeten Antikdrpedsim Tabelle 2 zusammengefasst.

Antikdrper Firma Verdinnung Bestellnumme
FiFo-ATPasen-Untereinheit Invitrogen 1/5000 A-21350
FiFo-ATPaseB-Untereinheit Mitosciences 1/10000 MS503
VDAC Mitosciences 1/20000 MSAO03
Tfam Santa Cruz 1/500 Sc30963
Opa-1 Abcam 1/1000 Ab54046
Cytochromc Mitosciences 1/10000 MSAQ06
MNOAL1* Eurogentic 1/1000

GFP Roche Applied Scienc&/10000 11814460001
Flag-M2 Sigma Aldrich 1/2000 F1804

Trx-2 AbFrontier 1/1000 LF-PA0012
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Pan-actin New England Biolabs 1/10000 NEB4968
PHB2 Novus Biologicals 1/500 NB100-1809
p38 New England Biolabs| 1/1000 NEB9212
P-p38 (Thr180/Tyr182) New England Biolabs 1/1000 B9E11
JNK/SAPK New England Biolabs| 1/1000 NEB9258
P-JNK/SAPK (Thr183/Tyr186) New England Biolabs 1000 NEB9251
Caspase-3 New England Biolabs 1/1000 NEB 9662
PARP New England Biolabs 1/1000 NEB9542
RtMs Total OxPhos Complex | Invitrogen 1/10000 458099
Anti-mouse HRP Pierce 1/1000 31430

Anti rabbit HRP Pierce 1/1000 31460

Anti goat HRP Sigma Aldrich 1/5000 A5420

Tabelle 2: Zusammenfassung der verwendeten Antikbrper

"Der mNOA-1 Antikérper wurde von Eurogentec (EurdgerDeutschland GmbH, Kéin)

hergestellt und richtet sich gegen die Peptidsey@fRMFKRQRRLQEDAT.

2.1.13 Puffer und Lésungen

Soweit nicht anders angegeben sind alle Puffer@sdngen:
- in ddH0O angesetzt
- die pH-Werte mit HCI bzw. NaOH eingestellt

Die Prozentangaben sind definitionsgemaf (w/v).Rui#fer und Lé6sungen wurden

entweder autoklaviert, steril filtriert oder friselngesetzt.

Puffer
Blue Native-3 x Gelpuffer

Zusammensetzung
75 mM Imidazol

1,5 M Aminocapronsaure
pH 7,0

Blue Native-Anodenpuffer

25 mM Imidazol

pH 7,0
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Blue Native-KathodenpuffebO mM Trizin
7,5 mM Imidazol
0,002 % Coomassie G-250
pH 7,0
Citratsynthase-Assaypuffer 50 mM Tris/HCI pH7,4
3,6 % Manitol
5 % Coomassie-L6sung 5 % Coomassie G-250
500 mM Aminocapronsaure
DNA-Ladepuffer 10 mM Tris/HCI pH 7,6
1 mM EDTA
0,25 % Bromphenolblau
50 % Glycerol

Extraktionspuffer 100 mM Tris/HCI pH 8,0
12,7 mM EDTA
10 % SDS
IB-Puffer 10 mM Tris/Mops pH7,4

200 mM Saccharose
1 mM EGTA pH7,4
Laemmli-Puffer 300 mM Tris/HCI pH 6,8
10 % SDS
50 % Glycerol
Lenaz-Puffer 50 mM KCI
10 mM Tris/HCl pH 7,4
1 mMEDTA
20x MES-SDS-Laufpuffer 50mM MES
50 mM Tris
1 mMEDTA
0,1 % SDS
pH 7,3
Mito-Isolationspuffer 50 mM Tris
250 mM Saccharose
0,2 mM EDTA
pH 7,8
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20 x MOPS SDS-Laufpuffe60 mM MOPS

Ponceau-Farbeldsung

Puffer A

Puffer A+

Puffer B

Puffer C

Solubilisierungspuffer

50 mM Tris
1 mMEDTA
0,1 % SDS
pH 7,7
0,5 g Ponceau
1 ml Essigsaure
ad 100 ml ddH20
pH 7,7
220 mM Mannitol
70 mM Saccharose
5 mM MOPS
pH 7,4
220 mM Mannitol
70 mM Saccharose
5 mM MOPS
2mM EGTA
0,2 % BSA
pH 7,4
100 mM KCI
50 mM MOPS
2mM EGTA
0,2 % BSA
pH 7,4
100 mM KCI
50 mM MOPS
0,5 mM EGTA
pH 7,4
50 mM Imidazol
1 M Aminocapronsaure
pH 7,0
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50 x TAE-Puffer 2 M Tris/HCI pH 8,0
1 M Essigsaure
0,5 M EDTA pH 8,0
TBS-T 20 mM Tris/HCI pH 7,9
137 mM NacCl
0,2 % Tween-20
10 mM Tris/HCI pH 8,0
1 mMEDTA
50 mM Tris/HCI pH8,0
40 mM EDTA pH8,0
100 mM NacCl
1% SDS
50 mM Tris
40 mM Glycin
20 % Methanol
0,0001 % SDS
Trizin-SDS-3 x Gelpuffer 3 M Tris
1 M HCI
0,3 % SDS
pH 8,45
Trizin-SDS-Anodenpufer 100 mM Tris/HCI pH 8,9
Trizin-SDS-Kathodenpufer 1 M Tris
1 M Trizin
1% SDS

TE-Puffer

TENS-Puffer

1 x Transferpuffer

2.1.14 verwendete Software

Folgende Software wurde benutzt:

Biochrom data capture fir die Aufnahme von kinétest Messungen (Biochrom Ltd.,

Cambridge, UK)

FACS DIVA flr die Aufnahme und Analyse von FACS-Bat(BD Bioscience)

Quantity One fur die densitometrische Auswertung Western Blots
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Generunner fur DNA-Analysen (Michael Spruyt undrik@uquicchio)
Microsoft Office 2007 fur die Datenverarbeitung @vhsoft Deutschland,
Unterschleil3heim)

NCBI Primer Blast fur Primerdesign (NCBI, Bethesd&A)

Web-Cutter zur Analyse von Restriktionsschnittstel{Max Heimann)
BAS 2500 Image Analysis System (FUJIFILM Life Sa@enDusseldorf)

Matinspector fir die Promoteranalyse (Genomatixv&nte GmbH, Minchen)

2.2 Methoden

2.2.1 Torpor-Induktion im Syrischen Hamster

Syrische Hamster sind Winterschlafer. Der Wintelefici{Hibernation) wurde durch
sinkende Licht-Dunkel-Perioden und sinkende Umggbtemperaturen induziert.

Die Hamster wurden in Einzelkafigen gehalten unklietten Wasser und Essen nach
Bedarf. Ein Bewegungsmelder nahm die BewegungerpeorZufall ausgewahlten Tieren
auf. Die Kamera nahm die Bewegungen in Form ein&ekunden langen Filmes auf
gefolgt von einem 10-sekindigen Ruheintervall.

Die Induktion des Winterschlafes wurde adaptiedhn@oole et al. (Toole et al., 1999).
Die Standardbedingungen in der Tierhaltung sindhtidunkel-Zeiten von je 12 Stunden
bei 22 °C Raumtemperatur. Sowohl die Licht-Dunkeit&n als auch die Temperatur
wurde taglich um 30 Minuten und 1 °C reduziert bise Licht-Dunkel-Zeit von 2:22
Stunden und eine Temperatur von 5 °C erreicht Wéit. Beginn der Temperatur-
Reduktion wurden die Hamster mit Nestbau-Materizggestattet. Diese Zeit tragt die
Bezeichnung ,Induktionszeit”. Die Hibernation (Wanschlaf, biol. Torpor) wurde
definiert als ein Zeitpunkt bei dem die Tiere kelee Regung mehr auf aul3erliche
Bewegung (Verschieben des Kéfigs) zeigten und destigestellte Nestbau-Material nicht
mehr anrdhrten. Zusatzlich wurde Streumaterial derf Riicken der Tiere verteilt. Eine
tagliche Kontrolle des Vorhandenseins des Streuiatgestellte eine Nicht-Bewegung der
Tiere sicher. Nach einem Minimum von 2 Tagen Hiba&on wurden die Tiere getotet, das

Herz entnommen und sofort auf Eis gelagert.
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2.2.2 Zellkultur

2.2.2.1 Kultivierung von C2C12-Myoblasten

Die murinen C2C12-Myoblasten wurden in flussigenckstoff gelagert. Die Zellen
wurden 2 Minuten in einem 37 °C warmen Wasserbdgesaut und danach sofort in der
gewilnschten Menge vorgewarmten C2C12-Medium | auafigenen. Die Zellsuspension
wurde auf Zellkulturschalen verteilt (je 4 ml) umd einem CQ-Inkubator bei 37 °C
inkubiert. Das Kulturmedium wurde alle 48 Stundenvgchselt. Kurz vor dem Erreichen
der Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Dazuden sie mit kaltem HBSS ge-
waschen und durch Zugabe von 1 x Trypsin/EDTA aigieAnschlieRend wurde die Zell-
Suspension 5 Minuten bei 1000 rpm zentrifugierts Ballpellet wurde in C2C12-Medium
| resuspendiert und die Zellen in neue Kultursamaleerfiihrt. Alternativ wurden die
Zellen auch fur spatere Versuche eingefroren. damde das nach der Trypsinierung und
anschlieBender Zentrifugation erhaltene ZellpeheKryo-Medium resuspendiert und in
Kryo-Roéhrchen dberfiihrt und bei -80 °C eingefrorBie Langzeitlagerung erfolgte in
flussigem Stickstoff.

Fur alle Zellkulturexperimente wurde die gleichellZ#hl ausgesat und die Zellen am

darauffolgenden Tag dem Experiment entsprechergkatfeitet.

2.2.2.2 Inkubation von C2C12-Zellen unter hypoxischen Bgdigen

Die Hypoxieversuche wurden in einer Hypoxiekammer Birma Coy (Coy Laboratory

Products Inc., Grass Lake, USA) durchgefiihrt. Diéaenmer hielt den Sauerstoffgehalt
bei 0,5 %. Der Kohlendioxidgehalt betrug 5 %. Digplkixiekammer ist mit einem

Thermostaten ausgestattet, der den Innenraum demi€a auf 37 °C temperierte.

Die Zellen wurden nach der gewinschten Inkubatehszich in der Kammer lysiert und

weiter aufgearbeitet.

2.2.2.3 Generieren von stabil-Uberexprimierenden C2C12¢ezell

Fur die Generierung von stabil-iberexprimierend@t 2-Zellen wurden 6 x 2@ellen
in einer 12-Loch-Platte ausgesédt und 24 Stunderterspdit den entsprechenden

Konstrukten mit Lipofectamine 2000 nach Angaben ldesstellers in C2C12-Medium I
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transfiziert. Weitere 24 Stunden nach der Transfakivurden die Zellen auf eine 10 cm —
Schale passagiert. Der pcDNA5 TO-Vektor enthale ¢tygromycin-Kassette und verleiht
positiv transfizierten Zellen somit eine Hygromyétesistenz, so dass diese Zellen mit
Selektionsmedium selektiert werden konnen. Das k8etesmedium wird taglich
gewechselt. Nach einem Zeitraum von etwa 2 Wochgmiraieren die Zellen die ent-
sprechenden Konstrukte stabil.

2.2.2.4 Probenaufbereitung von Zellkulturen

RNA-Isolation:

Fur RNA-Expressions-Untersuchungen wurden die Aetlés-Loch-Platten ausgesat. Die
Zellen wurden 2 x mit je 2 ml eiskaltem HBSS gevirescund der Puffer vollstandig abge-
saugt. Die Zellen wurden mit 0,5 ml TRIzol Readeadeckt. Es wurde 5 Minuten bei
Raumtemperatur lysiert bevor sie mit einem Zellbelhabgeschabt und in 2 ml Safe-

Lock-Gefal3e Uberfuhrt wurden. Bis zur RNA-Isolatisarden diese bei -80 °C gelagert.

Western Blotting:

Fur Protein-Expressions-Untersuchungen wurden dileZin 10 cm Schalen ausgesat.
Die Zellen wurden 2 x mit je 6 ml eiskaltem HBSSvgschen und der Puffer vollstandig
abgesaugt. Es wurde 80 pl Extraktionspuffer proatechu den Zellen gegeben und diese
mit Hilfe eines Zellschabers abgeltst und in 1,95mpendorf-Gefal3e tberfuhrt. Es wurde
15 Sekunden bei mittlerer Intensitat soniziert. &iiel3end wurde 5 Minuten bei hochster
Geschwindigkeit und Raumtemperatur zentrifugied die Uberstande in neue

Eppendorf-Gefal3e Gberfihrt. Bis zum Gebrauch wudieroteine bei -80 °C gelagert.

Messung von Enzymaktivitaten:

Fur Aktivitaitsmessungen wurden die Zellen auf 15 8Schalen ausgesat. Die Zellen
werden 2 x mit je 10 ml eiskaltem HBSS gewascheypstnisiert und anschlieRend
pelletiert. Das Zellpellet wurde in 500 ul eiskaitéMito-Isolations-Puffer resuspendiert
und mit einem Glas-Teflon-Homogenisator mit 25 Hubei 500 rpm im Kihlraum auf-
geschlossen. Bis zur Messung der Enzymaktivitatemen die Proben auf Eis gehalten.
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2.2.3 Molekularbiologische Methoden
2.2.3.1 Agarose-Elektrophorese

Fur die Identifizierung und Kontrolle von Restriktisfragmenten, PCR-Produkten bzw.
von RNA wurden diese in Agarosegelen elektrophscatiaufgetrennt. Dazu wurde das
Elektrophorese-System von MWG-Biotech verwendet.viesde 1 % Agarose durch
Erhitzen in einer Mikrowelle in 1 x TAE-Puffer geld Nach Abkihlen der Lésung wurde
Ethidiumbromid (50 mg/ml) in einer Konzentrationrnvd pl/100 ml Agaroseldsung
zugesetzt. Das Gel wurde in den vorbereiteten &gdtrluftblasenfrei gegossen und nach
Abkuhlen in eine mit TAE-Puffer geflllte Elektroplesekammer eingesetzt. Den Proben
wurde vor dem Auftragel;o Volumen DNA-Ladungspuffer zugesetzt. Die Auftrengu
erfolgte mit 8-10 V/cm Laufstrecke. Die Lange derelren Fragmente wurde mit Hilfe
parallel getrennter Langenstandards bestimmt. DN& Dzw. RNA wurde mit Hilfe eines

UV-Transilluminators nachgewiesen und fotografiert.

2.2.3.2 RNA-Isolation

RNA wurde nicht nur aus eukaryotischem Zellmateiisdliert, sondern auch aus
tierischem Herzgewebe und isolierten Mitochondrieiir die RNA-Isolation aus Herz-
Gewebe wurde das Herz sofort nach der Entnahméereskt und mehrmals mit eiskaltem
HBSS gewaschen um Blutrickstdnde weitgehend zereseti. Das Gewebe wurde mit
einer entsprechenden Menge TRIzol Reagent (100 mngeBe/ml) inkubiert und mit
einem Ultraturrax auf Stufe 6 homogenisiert. Fie dRNA-Isolation aus isolierten
Mitochondrien wurde 1 mg Mitochondriensuspension Mibiuten bei maximaler Ge-
schwindigkeit bei 4 °C zentrifugiert, der Uberstavelworfen und das mitochondriale
Pellet in 1 ml TRIzol Reagent resuspendiert. BisRNA-Isolation wurden die Proben bei
-80 °C gelagert.

Fur die RNA-Isolation wurden die Proben 15 Minuten Raumtemperatur aufgetaut und
die RNA nach Herstellerangaben isoliert. Die RNAr@aiin einem geeigneten Volumen
DEPC-Wasser aufgenommen und bei -80 °C gelagert.

Die Konzentration wurde durch Messung der Absorpbei 260 nm im Nanodrop 1000
(Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich) bestimmabei entspricht eine OD-Einheit
einer RNA-Konzentration von 40 pg/ml.
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Da die auf diese Weise isolierte RNA oftmals nod@rinireinigungen an mitochondrialer
DNA aufweist, wurde die RNA einem DNase-Verdau wzdgen:

Reaktionsansatz:

RNA (1-3 ug) X ul
DNase | 1l
10 x DNase I-Puffer mit MgGl 1l
RiboLock 0,1 pl
DEPC-HO ad 10 pl

Dieser Reaktionsansatz wurde 45 Minuten bei 37niQbiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 1 pl 25 mM EDTA und 15 mindtiger Inkubatbei 65 °C gestoppt.

Die Qualitat der RNA wurde durch elektrophoretis@mennung im 1 %-igen Agarosegel

Uberpraft.

2.2.3.3 Erststrangsynthese / Reverse Transkription

Fur eine Amplifikation von Zielgenen wurde RNA darReverse Transkription in cDNA

umgeschrieben.

Es wurden 500 ng total-RNA eingesetzt. Das Volumemnde mit DEPC-HO auf 11 pl
eingestellt und es wurden 2 pl Random-Primer hiipaipert. Dieser Ansatz wurde 5
Minuten bei 65 °C in einem Eppendorf-Cycler (EppmhdAG, Hamburg) inkubiert,
anschlieBend auf 4 °C heruntergekihlt und es wdiottgender Reaktionsmix hinzu-

gegeben:

Reaktionsmix:

5 X Reaktionspuffer 5 ul
dNTP (10mM) 1l
RiboLock 0,5 ul
M-MLV-Reverse Transcriptase RNase H),25 pl
DEPC-HO 5,25 pl

Dieser Reaktionsansatz wurde 10 Minuten bei 25 rikubiert gefolgt von einer 60
mindtigen Inkubation bei 42 °C. Die Reaktion wuidigch eine 10 mindtige Inkubation

bei 70 °C gestoppt.
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Durch Zugabe von ddi® wurde die so erhaltene cDNA auf eine Konzentration 10
ng/ul eingestellt. Die Proben wurden bei -20 °CGagett.

2.2.3.4 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Methode der RT-PCR wurde zur Amplifikation ressranskribierter cDNA genutzt.

Es wird ein Mastermix aus folgenden KomponenterEasihergestellt:

Reaktionsansatz:

10 x PCR Buffer mit MgGl 2,5ul
dNTP-Mix 100 pM 3 ul
Primer sense 2,5 pmol
Primer antisense 2,5 pmol
Taq DNA Polymerase 1U
Template 10 ng
ddHO ad 25 pl

Der Mastermix wurde ohne Template vorbereitet undeatsprechendes Volumen in die
vorbereiteten EppendorfgefalRe uUberfuhrt. Anschhid3esrfolgte die Zugabe des
Templates. Die jeweiligen PCR-Programme wurdeninera Eppendorf-Cycler gestartet.
Die PCR beginnt mit einem initialen Denaturieruroypsgt bei 95 °C fiur 2 min. Danach
beginnt das zyklische Programm mit Denaturierung®b€&C fur 30 Sekunden, Annealing
fur 30 Sekunden bei einer Primer-spezifischen Ahmgi@mperatur und DNA-Synthese
bei 72 °C fur 30 Sekunden. Die Zyklenzahl des Rmognes ist primerspezifisch.
Abschlie3end wird der Ansatz 10 Minuten bei 72 fikubiert und auf 4 °C abgekuhlt.

2.2.3.5 Klonierung der Konstrukte

Klonierung der mNOA1-cDNA

Fur die Klonierung der mNOAL-Konstrukte wurde aud0d2-cDNA durch spezifische
MNOA1-Klonierungsprimer die kodierende mRNA Sequeon mNOA1 mittels PCR
(Punkt 2.2.3.4) amplifiziert.
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Klonierung der EGFP-cDNA
Die EGFP-cDNA wurde mit Hilfe der EGFP-Klonierungsper von dem Vektor C1 eGFP

durch PCR amplifiziert.

Die Grof3en der PCR-Produktes wurden auf einem Aga@el kontrolliert und die DNA

unter Verwendung desletquick clean up Kiextrahiert.

Die Klonierungsprimer enthalten die fir die spateigation erforderlichen spezifischen
Restriktionsschnittstellen. Die extrahierten PCReRikte und auch der pcDNA5-TO
Vektor wurden mit den Klonierungsprimer-spezifischRestriktionsendonukleasen nach
Herstellerangaben in den entsprechenden Puffern bed den entsprechenden
Temperaturen verdaut. AnschlieRend wurde die DN#& dem Restriktionsverdau durch
Zugabe von'/y, Volumen Natrium-Acetat und 2,5 Volumen Ethanol bet0 °C
prazipitiert. Die prazipitierte DNA wurde in ddB gelést und die DNA-Konzentration
bestimmt. Danach erfolgte die Ligation der mMNOAl1& it der EGFP-CDS bzw. des
Flag-M2. Die Teilkonstrukte wurden anschlieRendden pcDNA5S-TO-Vektor ligiert.
Ligationsreaktionen wurden mit 200 pmol DNA und 1 TA-DNA-Ligase nach
Herstellerangaben in einem Volumen von 20 pl artgeseBei Ligationen der
Teilkonstrukte mit Vektor-DNA wurde die DNA der Tienstrukte in einem 5-fachen
Uberschuss eingesetzt.

Der Ligationsansatz wurde i&.coli JM109 mit Hilfe des Transform Aid Kits von
Fermentas transformiert. Dieser Transformationdansarde anschlie3end zur Selektion
auf vorgewarmte LB-Agar-Platten ausgestrichen, diés entsprechende Antibiotikum
enthielten. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37rfilibiert. Am nachsten Tag wurden
Klone gepickt, die Plasmid-DNA isoliert und diesesehlie3end durch eine entsprechende
Restriktionsanalyse auf Positivitat Gberpruft. M&A einzelner positiver Klone wurde
sequenziert (siehe Punkt 2.2.3.6).

2.2.3.6 DNA Sequenzierung

Um die Richtigkeit der Konstrukte zu gewé&hrleistend um eventuelle Leseraster-
verschiebungen auszuschlie3en, wurden diese sequeazu wurde 1 pg der DNA im
Speeed-Vac eingedampft. Die Proben wurden zu MW®/@/Biotech AG, Ebersfelde)

geschickt, wo diese mit vektor-spezifischen Seqigenagsprimern sequenziert wurden.
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2.2.3.7 DNA-Isolation

DNA-Islolation aus Zellen

Dazu wurden die in 6-Loch-Platten kultivierten C2cZellen zweimal mit eiskaltem
HBSS gewaschen und in 500 pl TENS-Puffer mit 200Ppaieinase K in einer feuchten
Kammer (ber Nacht bei 55 °C inkubiert. Am nachsfeag wurde die DNA mit

Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol  (25:24:1) extrahie und anschlieBend mit
Natriumacetat und Ethanol préazipitiert. Die erhadte DNA-Pellets wurden in TE-Puffer

gelost.

DNA-Isolation aus isolierten Mitochondrien

Fur die Isolation von DNA aus isolierten Mitochoisir wurde 1 mg der Mitochondrien-
suspension fur 10 Minuten bei 10000 x g zentrifctgi@d das mitochondriale Pellet in 200
pul TENS-Puffer gelést und mit 200 ug RNase A undvBAuten bei 37 °C inkubiert. Es
folgte eine 30-mindtige Inkubation mit 200 pg Pnoése K bei 56 °C. Die DNA wurde
mit Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (25:24:1) etirert und anschlielend mit
Isopropanol prazipitiert. Die erhaltenen DNA-Pdleturden in 50 pul TE-Puffer geldst.

2.2.3.8 Quantitative PCR (QPCR)

Fur die Durchfiihrung der quantitativen PCR wurdeAlgsolute SYBR Green QPCR Mix

nach Angaben des Herstellers genutzt. Es ergabidgdnder Reaktionsansatz:

Reaktionsansatz:

Absolute SYBR Green QPCR Mix 12,5 pul

Primer sense 2,5 pmol
Primer antisense 2,5 pmol
cDNA 10 ng
ddH,O ad 25 pl

Zur Durchfuhrung der QPCR wurde ein iQ5-System (&#) genutzt. Die Reaktion
startete mit der Denaturierungsphase fur 15 Minb&rd5 °C. Es folgen 40 Zyklen mit 30

Sekunden bei 95 °C, 30 Sekunden bei einer Primezisgchen Annealingtemperatur und
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30 Sekunden bei 72 °C. Zur Uberprufung der Proaimdieit wurden Schmelzkurven
aufgenommen. Diese Uberspannten einen Bereich vdn-795 °C bei einem
Temperaturanstieg von 0,2 °C pro Sekunde. Dabedevdie Fluoreszenzintensitat in 5
Sekunden-Intervallen gemessen. Fiur die Quantitingrder PCR-Produkte wurden Gen-
spezifische Standards eingesetzt, welche in vesdehen bekannten Konzentrationen der
Kopienzahl eingesetzt wurden. Aus diesen konnteohdkrstellen einer Standard-Kurve
die Kopienzahl der zu untersuchenden Fragmentarrasiverden.

Bei den Standards handelt es sich um Gen-spezafifRBR-Produkte des gleichen
Primerpaares, die mit Hilfe des JetQuick clean-ugs Kufgereinigt wurden. Es wurde die
Konzentration durch Messung der Absorption bei 860im Nanodrop 1000 bestimmt,

wobei eine OD-Einheit einer DNA-Konzentration vah jbg/ml entspricht.

Konzentration des Fragmentes

Fragmente / pl =

Spezifische Molare Masse des

Avogadro-

Gleichung 1:Formel zur Berechnung der Kopienzabhl fiir die PC&3i8ardproduktion

Die Standards wurden uber Gleichung 1 auf bekaKof@enzahl in einer absteigender
Reihe verdinnt.

Die verwendeten Gen-spezifischen Primer sind irellald zusammengefasst.

2.2.3.9 Bestimmung der mRNA-Stabilitat

Um die Stabilititt von mRNA zu untersuchen wurden CC2-Zellen mit dem
Transkriptionshemmer Actinomycin D (ActD) fur urgehiedliche Zeitpunkte inkubiert.

Anschlie3end erfolgte die RNA-Isolation mit TriZReagent und die Analyse mittels PCR

mit Sequenz-spezifischen Primern.
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2.2.3.10Southern Blot

Der Southern Blot wurde, wie in unserem Manusk(hback et al., 2006) beschrieben
durchgefuhrt.

Die mtDNA wurde mit BsrGl bei 37 °C uber Nacht lamsiert. Der Ansatz wurde auf
einem Agarose-Gel elektrophoretisch bei 20 V Ubeacht aufgetrennt und auf eine
Hybond XL Nylon-Membran (GE Healthcare Europe Gmb¥ijnchen) geblottet und
anschlieBend die Membran mit einer Sonde, die gegen 266 bp Fragment
korrespondierend zu ND6 gerichtet ist, hybridisi®ie radioaktive Markierung der Sonde
mit [a-32P] dCTP erfolgte unter Verwendung des RediprimélTKit. Fir die Reiningung
der radioaktiv-markierten DNA wurden Sephadex G&ick Spin Coloumns (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim) genutzt. Die hybridige Membranen wurden im

Phosphor-Imager entwickelt und mit deBAS 2500 Image Analysis Systemalysiert.

2.2.4 Biochemische Methoden

2.2.4.1 Proteinpréaparation aus Herzgewebe

Fur die Isolation von Proteinen aus links-ventrétem Herzgewebe wurde das Herz nach
der Entnahme mehrmals mit eiskaltem HBSS gewasdwenjnke Ventrikel isoliert und
das Gewebe in Kryo-Rohrchen Uberfiihrt und in figessi Stickstoff schockgefroren. Das
Gewebe wurde auf Eis aufgetaut und mit einem SKatpekleinert. Nachfolgend wurde
das zerkleinerte Gewebe in Extraktionspuffer (10@nhigmit einem Ultraturrax auf Stufe

6 homogenisiert und anschlie3end bei mittlerernisitdt 20 Sekunden soniziert. Die
Proben wurden bei maximaler Geschwindigkeit fur iBtEen bei RT zentrifugiert und die
Uberstande in neue Eppendorf-GefaRe berfihriz@Bis Gebrauch wurden die Proben bei

—80 °C gelagert.

2.2.4.2 Proteinbestimmung

Der Proteingehalt der isolierten Proteine wurde hiife des DC Protein Assays von
Biorad bestimmt und nach Herstellerangaben durcéingefDie Absorption wurde bei 750
nm im FLUOstar gemessen. Anhand der BSA-Standasdkibrve wurde Uber die

Absorption der Proben der Proteingehalt bestimmit.
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2.2.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fur die elektrophoretische Auftrennung von Proteiweirden die NUPAGE Novex 4-12 %
Bis-Tris-Gele von Invitrogen mit 1 x MES SDS-Lauffar verwendet, basierend auf der
Methode von Laemmli (Laemmli, 1970). Vor dem Auffea der Proteinproben wurde die
Proteinkonzentration auf 1,5 pg/pl mit Extraktion§er und Laemmli-Puffer in einem
3:2-Verhaltnis eingestellt. Bevor die Proteinprot®&Minuten bei 95 °C unter Schutteln
inkubiert wurden, wurde Bromphenolblau fir eine deee Kenntlichkeit und DTT (40
mM) fir die Reduktion vorhandener Disulfidbrickamgegeben. Es wurden 15 pg Probe
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte 15 Minldien75 V und 15 mA gefolgt von 75
Minuten bei 160 V und 20 mA. Parallel erfolgte éeftrennung eines Proteinmarkers zur

GroRRenbestimmung der elektrophoretisch aufgetrariteteine.

2.2.4.4 Western Blotting, Antikdrperbindung und ECL-Detakti

Der Transfer von Proteinen aus einem Polyacrylaalidgf eine Nitrocellulose Membran
erfolgte mittels der Semi-Dry-Blot Apparatur XCdll (Invitrogen) und wurde nach
Herstellerangaben mit 1 x Transferpuffer durchgefibabei betrug die Transferzeit 2
Stunden bei 30 V und 125 mA.

Nach Beendigung des Blottens wurde die Apparatugelabut und die Nitro-
cellulosemembran 10 Minuten in Ponceau-Farbelos®andRT inkubiert um den Transfer
zu uberprifen. Nach Spulen der Membran mit glallvurde diese anschlie3end 1 Stunde
in 1 x TBS-T mit 5 % Trockenmilch blockiert um umsifische Bindungstellen
abzusattigen. Die Membran wurde 4 x 5 Minuten nBISIT gewaschen. Anschliel3end
erfolgte die Inkubation der Membran mit dem prirmafatikdrper, spezifisch verdinnt in
3 % Trockenmilch/TBS-T Uber Nacht im Kuhlraum auhesn Schuttler. Nach 4 x
Waschen fir je 10 Minuten mit TBS-T wurde mit einespezifischen sekundaren
Antikorper in 2,5 % Trockenmilch/TBS-T fur eine 8te bei RT inkubiert. Anschlie3end
folgte nach weiterem dreimaligen Waschen die Ampkédetektion mit Hilfe von
»horseradishh Peroxidase gekoppelten sekundéaren Antikorper p8dperSignal West
Femto Maximum Sensitivitym VersaDoc MP4000 imaging System (Biorad).

Die verwendeten Antikoérper sind in Tabelle Zuisammengefasst. Die quantitative

Auswertung erfolgte mitQuantity On& Software.
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2.2.4.5 Redox-Western

Fur die quantitative Bestimmung von oxidiertem weduziertem Thioredoxin-2 wurde ein
Redox-Western durchgefiihrt. Dazu wurden die Pret&iie unter 2.2.2.4 beschrieben in
Extraktionspuffer geerntet, soniziert und zentriéuy Die Uberstande wurden in neue
Eppendorf-Gefal3e Uberfihrt und mit 15 mM 4-Acetalovd-Maleimidylstilben-2,2
Disulfonsédure (AMS) 30 Minuten bei Raumtemperahkubiert. Die Proben wurden wie
unter 2.2.4.3 beschrieben fur die SDS-Page vorteer&ie Elektrophorese erfolgte unter
nicht-reduzierenden Bedingungen. Daher wurde aef dugabe von DTT und das
Denaturieren bei 95 °C bei der Probenvorbereitiergightet.

2.2.4.6 Bestimmung der Proteinstabilitat

Fur die Bestimmung der Protein-Halbwertszeit wurd€@2C12-Zellen mit dem
Translationshemmer Cycloheximid (CHX) fur unterschiche Zeitpunkte inkubiert. Es
folgte die Protein-Isolation und die Analyse in &S-PAGE mit nachfolgender Western-
Ansalyse mit den entsprechenden Antikdrpern.

2.2.4.7 Isolation von Mitochondrien aus der Maus-Leber

Die Isolation von Lebermitochondrien aus der Matslgte wie in Frezza et al. (Frezza et
al., 2007) beschrieben. Dazu mussten die Mause Nbeht fasten. Nach dem Tdéten
mittels zervikaler Dislokation wurde die Leber esrtimen und die Gallenblase entfernt.
Um die Leber von Blut zu befreien, wurde diese miitem Skalpell zerkleinert und

mehrmals mit eiskaltem IB-Puffer (1 g Gewebe / I(Puffer) gespult. Diese Suspension
wurde in einen Glas-Teflon-Potter tberfiihrt und 2%itHiben bei 500 rpm homogenisiert.
Das Homogenat wurde in ein 50 ml Falcon-Réhrchearfihbrt und 10 Minuten bei 500xg

bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in r&éues Falcon-Rohrchen dekantiert und
es folgte eine 10-mindtige Zentrifugation bei 7090xnd 4 °C. Die pellettierten

Mitochondrien wurden mit 5 ml eiskaltem IB-Puffeavgaschen. Das finale mitochondriale
Pellet wurde in einem kleinen Volumen eiskaltenABHer vorsichtig resuspendiert. Nach

der Proteinbestimmung erfolgte die Lagerung deo&iibndrien bei -80 °C.
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2.2.4.8 Isolation von mitochondrialen Subpopulationen ankd-ventrikularem Gewebe

Zwei Populationen von links-ventrikularen kardidgtochondrien wurden nach einem
Protokoll von Palmer et al. (Palmer et al., 19&0liert. Sofort nach der Herzentnahme
wurde dieses in eiskaltem Puffer A gelagert undagmhen. Der linke Ventrikel wurde
isoliert und nochmals mehrmals mit eiskaltem Pufegewaschen, kurz getrocknet und
gewogen. Das Gewebe wurde mit einer Schere zeektetmd mit Puffer A+ auf eine
Konzentration von 1 g Gewebe/ 10 ml Puffer eindktsigiese Suspension wurde mit dem
Ultraturrax 5 Sekunden homogenisiert und anschhidl3mit 8 Hiben bei 500 rpm in
einem Glas-Teflon-Potter weiter ausgeschlossen. Hiasogenat wurde 10 Minuten bei
500xg bei 4 °C zentrifugiert. Der erhaltene Ubeardtavurde in ein separates Falcon-
Roéhrchen Uberflhrt und das zurtickbleibende Pelietler nochmals mit dem originalen
Volumen an Puffer A+ aufgeschlossen und zentrifigi@ieser Uberstand wurde mit dem
vorher erhaltenem vereinigt und 10 Minuten bei 3@ ®ei 4 °C zentrifugiert. Das
erhaltene Pellet stellt die subsarkolemmalen Miochien (SSM) dar und wurde
nochmals mit Puffer A+ gewaschen bevor die Mitoah@n in soviel Puffer C
resuspendiert wurden um eine Konzentration von féhg&5 mg/ml zu erhalten.

Das zurlckgebliebene Pellet wurde mit Puffer B ¢@al-Volumen) resuspendiert und
Nargase wurde in einer Konzentration von 5 mg/g €mwvzugesetzt. Es wurde sofort mit
8 Huben bei 500 rpm in einem Glas-Teflon-Potter bgemsiert, mit dem doppelten
Volumen Puffer B verdunnt und 5 Minuten bei 50003¢g 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in Pulferesuspendiert, mit einem Glas-
Teflon-Potter homogenisiert und 10 Minuten bei 50xei 4 °C zentrifugiert. Der
erhaltene Uberstand wurde in ein separates FalébmeRen Uberfiihrt und das Pellet
wurde nochmals mit Puffer B aufgeschlossen undrifegiert. Dieser Uberstand wurde
mit dem vorher erhaltenem vereinigt und 10 Minuien 3000xg bei 4 °C zentrifugiert.
Das hier erhaltene Pellet stellt die interfibridéar Mitochondrien (IFM) dar. Es wurde
nochmals mit Puffer B gewaschen und die Mitochardanschliel3end in soviel Puffer C
resuspendiert um eine Konzentration von ungefahm@ghnl zu erhalten.

Alle Schritte der Isolation wurden im Kihlraum HeiC durchgefihrt.
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2.2.4.9 Native Auftrennung von Proteinkomplexen: Blue NaBMAGE

Zur Analyse von mitochondrialen Multiproteinkompéexwurde dieBlue Native-Technik
genutzt (Schagger and von Jagow, 1991; Wittig et adD06a). Dafir wurden
mitochondriale Membranen mit dem Detergenz Dodealttvsid (DDM) solubilisiert und
die so gewonnenen Multiprotein-Membrankomplexe warcduf einenmBlue NativeGel

aufgetrennt.

Herstellung von 5 —13 %-igdBlue NativeGradientengelen

Zur Durchfihrung deBlue NativePAGE wurde das Hoefer-Gelsystem SE-400 (Hoefer,
GE Healthcare Europe GmbH, Minchen) verwendet.di@iHerstellung von 5 =13 % -
igen Blue NativeGradientengelen wurde zuerst das Trenngel im Idiilnfr mit Hilfe eines
Gradientenmixers nach folgender Tabelle 3 herdestel

Trenngel Trenngel Sammelgel
5% 13 % 4 %

40 % Acrylamid (29:1) 2,25 ml 4,88 ml 1mi
3 x Gelpuffer 6 ml 5ml 3,33 ml
Glycerol 2,4 ml
ddH,O 9,75 ml 2,72 ml
Volumen 18 mi 15 ml 10 ml
10 % APS 100 pl 70 ul 100 pl
TEMED 10 pl 7 ul 10 pl

Tabelle 3: Zusammensetzung der Gelldsungen furBliee Native PAGE

Nach der Polymerisation des Gradienten-Gels, wdadeSammelgel gegossen (Tabelle 3).

Solubilisierung von mitochondrialen Membranen

Die Solubilisierung von 400 pg pelletierten Mitoclloien erfolgte durch Zugabe von 40
ul Solubilisierungspuffer und 10 pl 10 % DDM fur 2@inuten auf Eis. Es wurde 35

Minuten bei maximaler Geschwindigkeit bei 4 °C zingiert und der Uberstand in ein
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neues Eppendorf-Gefald dberfihrt und mit 5 pl 5% n@ssie-Losung und 5 pl 50 %
Glycerol versetzt.

Blue NativeElektrophorese

20 pl der solubilisierten Probe wird auf einem 5% 3gemBlue NativeGradientengel mit
entsprechenderBlue NativeKathoden- und Anodenpuffer aufgetrennt. Der Géllau
erfolgte Uber Nacht bei konstanten 100 V.

Nach dem Gellauf wurden katalytische in-Gel-Farlmmdurchgefihrt (siehe 1.2.4.14),
eine zweite Dimension (Trizin-SDS-PAGE; siehe 1P1) angefertigt, die Gele native
geblottet (2.2.4.10) oder die Gele mit 0,25 % Cossreagefarbt.

2.2.4.10Natives Blotten von Blue Native-Gelen

Der Transfer von nativen Proteinkomplexen aus eiBdume NativeGel auf eine PVDF-
Membran erfolgte nach vorheriger Aktivierung derrmvi@an mit Methanol mittels Semi-
Dry Blotten mit 1 xBlue NativeKathodenpuffer. Dabei betrug die Transferzeit iin8en
bei 20 V und 100 mA. Nach dem Blotten wurde die Pv@embran mit 25 % Methanol/
10% Essigsaure inkubiert um den Hintergrund zudebéin. AnschlieRend wurde der Blot
mit Wasser gespult und anschlieRend getrocknet. Bd&r wurde weiter bearbeitet wie
unter Punkt 2.2.4.4 beschrieben.

2.2.4.11Trizin-SDS-PAGE

Die Trizin-SDS-PAGE (Schagger, 2006) ist das bewgte elektrophoretische System zur
Trennung kleiner Proteine, deren Gréf3en zwischendl100 kDa liegen. In dieser Arbeit
wurde die Trizin-SDS-PAGE genutzt, um die aufgatten mitochondrialen Multiprotein—
Komplexe deBlue Native-PAGHRveiter in deren Protein-Untereinheiten aufzulogzszu
wurden die gewilnschten Banden vorsichtig mit eirssmberen Skalpell aus deBiue
NativeGel ausgeschnitten und 1 Stunde in einer Denatungslosung bei RT inkubiert.
Die Gelsticke wurden mehrmals mit ddH gespilt und anschlieRend auf das
polymerisierte Trenngel arrangiert (Tabelle 4). Naer Polymerisation des Sammelgels
wurde die Elektrophorese in einem Hoefer-Gelsystater Verwendung von Trizin-SDS-
PAGE Kathoden- und Anodenpuffer gestartet. Der db#élerfolgte bei konstanten 90 V
uber Nacht.
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Trenngel Sammelgel

13,3 % 4 %
40 % Acrylamid (29:1) 10 ml 1mi
3 x Gelpuffer 10 ml 3,33 mi
ddH,O 10 ml 5,67 ml
Volumen 30 ml 10 ml
10 % APS 100 pl 200 pl
TEMED 10 pl 20 pl

Tabelle 4: Zusammensetzung der Gelldsungen fir die Trizin-PBSE

Nach dem Gellauf wurden die Gele gefarbt (Punki4282 oder Western-Analysen (Punkt
2.2.4.4) durchgefuhrt.

2.2.4.12Proteinfarbungen

Kolloidale Coomassie-Farbung

Die Kolloidale Coomassie-Farbung wurde mit dem idall blue staining Kit von
Invitrogen nach Herstellerangaben durchgefuhrt.

Silberfarbung
Die Silberfarbung wurde mit demPJusOne silver staining kit protéinvon Amersham
durchgeflhrt.

Nach den Farbungen wurden die Gele mit einem Ef®amner eingescannt.

2.2.4.13Messung des mitochondrialen Matrix-pH mit BCECF

Der intramitochondriale pH wurde nach einem Proliokan Kwast und Hand (Kwast and
Hand, 1996) durchgefinhrt.

Dazu wurden Mitochondrien in einer Konzentratiomv®5 mg/ml in Mito-Isolations-
puffer, welcher 10 uM BCECF/AM enthélt, 20 Minutkai 25 °C inkubiert. BCECF/AM

wird schnell von den Mitochondrien aufgenommen urah einer Esterase in der
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mitochondrialen Matrix hydrolysiert. Danach wurdelie Mitochondrien 10-fach mit
eiskaltem Mito-Isolationspuffer verdiinnt und 10 Mien bei 9000xg bei 4 °C zentrifugiert
um nicht-hydrolysierten Farbstoff auszuwaschen. Daschondriale Pellet wurde in
Mito-Isolationspuffer resuspendiert, um die Ausgakanzentration zu erhalten. Bis zur
Messung wurden die Proben auf Eis gelagert.

Detergent-lysierte Mitochondrien wurden genutzt ueme Kalibrierungskurve zu
generieren, die den pH-Wert auf das Verhaltnis Moloreszenz-Intensitat am Anregungs-
maximum (500 nm) und die nicht pH-abhangige Anrggliei 450 nm bezieht. Dazu
wurden 100 ul der mitochondrialen Suspension zuit,8ines Puffers bestehend aus 100
mM KCI, 20 mM MOPS und 0,07 % Triton X-100 hinzueipert. Der pH-Wert des
Puffers variierte in 0,2 pH-Einheiten von pH 6,8 pH 8,5. Dieser Reaktionsansatz wurde
in eine 4 ml Quartzklvette Uberfihrt und in einertaéhi F 2000 Spektrofluorometer, auf
25 °C temperiert, bei einer Anregung von 500 nm 450 nm und einer Emission von 535
nm gemessen. Das Verhaltnis der Anregungen vom&b0nd 450 nm wurde gegen den
pH-Wert des Puffers aufgetragen. Aus dieser Kuruede der Matrix-pH der intakten

Mitochondrien bestimmt.

2.2.4.14Messung von Enzymaktivitaten

Fur die spektroskopischen Enzymaktivitdtsbestimmreangurde das Spektrophotometer
Ultrospec 3300 pro von Amersham Bioscience (GE tHeate) genutzt. Dieses ist mit
einem Wasserbad-temperierten Kivettenenrotor atatgtsum eine gleichbleibende
Messtemperatur bei allen Proben zu gewahrleistéba.Ezymaktivitdten wurden
mindestens zweifach bestimmt. Die Berechnung déividéten erfolgte durch das
Lambert-Beersche-Gesetz unter Berlucksichtigungisgesetzten Volumina und

Verdunnungen der Reagenzien (Gleichung 2).

AE=¢cd v V*!
Gleichung 2: Lambert-Beersches Gesetz

AE: gemessene Extinktionsdifferenz

molarer Extinktionskoeffizient in‘lmol™- cn
Konzentration der chemischen Verbindung in mol/|
Schichtdicke der Kivette

Volumen der eingesetzten Enzymldsung
Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes

1

<saaon
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Vor jeder neuen Versuchsreihe wurden Verdinnungsneider zu messenden Proben
angefertigt um eine Linearitat der Messungen zudelgisten. Die molaren
Extinktionskoeffizienten, die fur die Berechnung dedieser Arbeit durchgefiihrten

Enzymaktivitatsmessungen bendtigt wurden, sindabelle 5 zusammengefasst.

Substanz Molarer Extinktionskoeffizient
NADH; NADPH 6220
DTNB 13600
Cytochromc 21100

Tabelle 5: Zusammenfassung der molaren Extinktionskoeffiziente

Messung der NADH-Ubiquinon-Oxidoreduktase (KomplleRktivitdt nach Lenaz

Die Messung der NADH-Oxidase-Aktivitat der NADH-Ujoiinon-Oxidoreduktase
erfolgte nach der Methode von Lenaz (Lenaz efl8b5h).

Pro Messung wurde der folgende Reaktionsansatttigipe

ungehemmt gehemmt
Lenazpuffer 275 pul 271 pul
Mix A (200 uM Antimycin, 200 mM KCN im 5 ul 5 ul
Verhéltnis 1 : 1,25 (v/v)
Probe 10 pl 10 pl
Rotenon (10 mM) 4 ul

Nach 10-minutiger Inkubation bei 30 °C wurde 1Mot B (10 mM NADH, 6 mM
Coenzym Q1 im Verhaltnis 2:1 (v/v)) zugegeben. Besatz wurde in eine Messklvette
Uberfuhrt und die Extinktionsdnderung Uber die Beit340 nm gemessen.

AE stellt sich hier als die Differenz zwischen ungreimter und mit Rotenon-gehemmter

Messung dar.
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Messung der CytochromReduktase (Komplex Il)-Aktivitat

Die Messung der Cytochrono-Reduktase-Aktivitat erfolgte wie in Gellerich et. a
(Gellerich et al., 2002) beschrieben.

Pro Messung wurde folgender Reaktionsansatz pepetti

Kalium-Phosphat-Puffer 1M pH 8 7,5 pl
EDTA 10 mM 1,5 pl
BSA 1% 30 pl
Natriumazid 100 mM 4,5 ul
Cytochromc oxidiert 0,6 mM 15 pl
ddH,O 222 ul
Probe 5ul

Nach 5-minttiger Inkubation bei 30 °C wurde 10 @IrhM Decylubichinol zugegeben.
Der Reaktionsansatz wurde in eine Messkiivette iibarund die Extinktionsdifferenz

Uber die Zeit bei 550 nm gemessen.

Messung der CytochrormOxidase-Aktivitat (Komplex V)

Die Messung der CytochromOxidase -Aktivitat erfolgte wie in Gellerich et &Gellerich
et al., 2002) beschrieben.

Pro Messung wurde folgender Reaktionsansatz papietti

Mix (Kalium-Phosphat-Puffer 0,1M pH 7, 48 ul
reduziertes Cytochrom0,6 mM im Verhaltnis 8,19 : 5 (v/v))
ddH,O 242 ul

Nach 5-minutiger Inkubation bei 30 °C wurde die R durch Zugabe von 10 ul der

Probe gestartet und die Extinktionsdifferenz UberZit bei 550 nm gemessen.
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Messung der Komplex I+11I-Aktivitit nach Hatefi uistiempel

Die Messung der CytochrorReduktion erfolgte nach der Methode von (Hatefd an
Stempel, 1967).
Pro Messung wurde folgender Reaktionsansatz pepetti

Kalium-Phosphat-Puffer 1M pH 8 7,5 pl
EDTA 10 mM 1,5 pl
Natriumazid 100 mM 3,7 ul
Cytochromc oxidiert 1 % 15 pl
ddH,O 228 pl
Probe 10 pl

Nach 10-mindtiger Inkubation bei 30 °C wurde 6 @ MM NADH zugegeben. Der
Reaktionsansatz wurde in eine Messkivette Uberfiidt die Extinktionsdifferenz Uber

die Zeit bei 550 nm gemessen.

Messung der fF-ATPase (Komplex V)Aktivitat

Die Messung der fF-ATPase-Aktivitat wurde nach Kim et al. (Kim andrBanier, 1999)
durchgefuhrt.
Pro Messung wurde folgender Reaktionsansatz papetti

ungehemmt gehemmt

Tris /HCI pH 8 2343 ul - 234,3 ul
MgCl, 3,3 mM 10 pl 10 pl
ATP 1 mM 10 pl 10 pl
Phosphoenolpyruvat 1 mM 10 pl 10 pl
NADH 0,3 mM 10 pl 10 pl
Lactat-Dehydrogenase 10 g 1l 1l
Pyruvatkinase 14,7 pl 14,7 ul
Rotenon 10 mM 1l 1l
Oligomycin 10 pl
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Nach 10-minttiger Inkubation bei 37 °C wurde dieak®n durch Zugabe von 10 ul
Probe gestartet. Der Reaktionsansatz wurde inMesskivette Gberfihrt und die Rate der
NADH-Oxidation bei 340 nm Uber die Zeit gemessen.

AE stellt sich hier als die Differenz zwischen urgmimter und mit Oligomycin-

gehemmter Messung dar.

Messung der Citratsynthase-Aktivitat

Die Messung der Citratsynthase-Aktivitat erfolgtacin der Methode von Shepherd &
Garland (Shepherd and Garland, 1969).

Pro Messung wurde folgender Reaktionsansatz papietti

Citratsynthase-Assay-Puffer 263 pul
Acetyl-CoA 2 mM 15 pl
DTNB 10 mM 3 ul
Triton X-100 5 % 6 ul
Probe 10 pl

Die Reaktion wurde 10 Minuten bei 30 °C inkubiendudann durch Zugabe von 4 ul 50

mM Oxalacetat gestartet und die Extinktionsdndehgid@12 nm Uber die Zeit gemessen.

Messung der Aconitase-Aktivitat

Die Messung der Aconitase-Aktivitat erfolgte wie@ardner et al. (Gardner et al., 1994)
beschrieben.

Pro Messung wurde folgender Reaktionsansatz papetti

Tris/HCI 50 mM pH7,4 263 pul
Natriumcitrat 150 mM 10 pl
MnCl, 18 mM 10 pl
NADP* 6 mM 10 pl
Isocitratdehydrogenase 10 ug 1l
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Nach 10-minttiger Inkubation bei 30 °C wurde dieak®n durch Zugabe von 10 ul
Probe gestartet. Der Reaktionsansatz wurde in #&leseskivette Uberfuhrt und die

Extinktionsénderung bei 340 nm Uber die Zeit gemess

Messung der Acyl-CoA-Dehydrogenase-Aktivitat

Die Messung der Acyl-CoA-Dehydrogenase-Aktivitdolgte wie in Sekhar et al. (Sekhar
et al., 1987) beschrieben. Als bestimmter Vertreler Acyl-CoA-Dehydrogenase wurde
die Palmitoyl-CoA-Dehydrogenase ausgewabhilt.

Pro Messung wurde folgender Reaktionsansatz papietti

Kaliumphosphatpuffer 15 mM pH 7,6 263 pul
BSA 3 mg/ml 30 pl
DPI 900 uM 10 pl
FAD 1,8 mM 10 pl
PMS 1,5mM 1 pl
Mitochondrien 50 pg 10 pl

Der Ansatz wurde 10 Minuten bei 30 °C inkubiert whd Reaktion wurde durch die
Zugabe von 10 pl 1,2mM Palmitoyl-CoA gestartet. [Reaktionsansatz wurde in eine
Messkuvette Uberfuhrt und der Abfall der Absorptio@mi 600 nm fur 3 Minuten gemessen.

2.2.4.15Katalytische in-Gel-Féarbung

Enzymaktivitaten konnen nicht nur spektrophotorsetrj sondern auch direkt in einem
Gel gemessen werden. In dieser Arbeit wurden digvidten der NADH-Ubiquinon-
Oxidoreduktase und derfp-ATPase nach einem von van Coster et al. (Van Cestal.,
2001) beschriebenen Protokoll katalytisch im Gehgesen. Dazu wurdeBlue Native
Gele nach Beendigung der Elektrophorese kurz in,@dgewaschen, um dann mit den
entsprechenden Losungen inkubiert zu werden.

Die NADH-Ubiquinon-Oxidoreduktase wurde katalytisain Gel durch Inkubation in einer
Lésung bestehend aus 2 mM Tris, 0,1 mg/ml NADH, rB@gml NBT, pH 7,4 gemessen.
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Nach Beendigung der Farbung wurde das Gel mehrimaldH,O gewaschen und danach
sofort eingescannt.

Die F1FO-ATPase wurde katalytisch im Gel durch beiion in einer Losung bestehend
aus 34 mM Tris, 270 mM Glycin, 14 mM Mg mM ATP, 0,2 % Pb(NE),, pH 7,8
gemessen. Nach Beendigung der Farbung wurde dasy&@wlimals in ddbD gewaschen

und danach sofort eingescannt.

2.2.4.16Bestimmung des zellularen ATP-Gehalts

Die Bestimmung des zellularen ATP-Gehalts erfolgie dem ,ATPlite-Kit* und wurde

nach Herstellerangaben durchgefihrt.

2.2.5 SILAC-basierende quantitative Proteomik

SILAC ist eine Massen-Spektrometrie-basierende figchdie entwickelt wurde, um
Unterschiede in der Protein Expression zwischeni Zareben zu detektieren. Zwei
unterschiedliche Zellpopulationen werden mit zweteuschiedlichen Wachstumsmedien
kultiviert. Die Wachstumsmedien unterscheiden s$ioisichtlich der Aminosauren (AS)-
Isotope. Wahrend die eine Zellpopulation mit Wachstmedium kultiviert wird, welches
normales L-Lys und L-Arg enthalt, wird die zweitelpopulation in Medium kultiviert,
welches die schweren Isotope von L-Lys und L-Arthéh.

Wahrend des Zellwachstums werden die schweren psoto alle Proteine eingebaut.
Somit sind die Peptide, in denen die schweren feoteingebaut wurden, schwerer im
Vergleich zu den Peptiden, die im Medium mit demnmalen AS wuchsen. Werden beide
Zellpopulationen kombiniert, so kdnnen Paare vorenuBch-identischen Peptiden
aufgrund der Massenunterschiede differenziert werdPas Verhéltnis der Peak-
Intensitaten fur solche Peptidpaare spiegelt dasfigiéeitsverhéltnis fir die beiden
Proteine in den beiden Zellpopulationen wieder (@hgl., 2002; Ong and Mann, 2006).
Eine besondere Anwendung findet dieses Verfahrateinldentifizierung von wirklichen
Protein-Protein-Interaktionen. Dazu werden Co-Impréaipitationen (Co-IP) des zu
untersuchenden markierten Proteins angefertigindidedium mit den schweren Isotopen
der AS gewachsen waren. Als Kontrolle dienen Covibts Mock transfizierten Zellen, die

in normalem Medium gewachsen waren. Durch Komhbomadier Eluate beider Co-IPs und
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anschlieRender Massen-Analyse konnen echte Proteiraktionen von Kontaminationen

unterschieden werden.

2.2.5.1 SILAC-Markierung von C2C12-Zellen

Stabil-transfizierte C2C12-Zellen mit mNOA1-Flag N@A1-Flag-C2C12-Zellen) und
Flag (Flag-C2C12-Zellen) wurden auf jeweils zweatr6-Schalen passagiert. Jeweils eine
der Schalen wurde mit R0,KO-Medium, die andere R10OK8-Medium kultiviert. Der
Medienwechsel erfolgte taglich und die Zellen war@dle zwei Tage gewechselt. Nach 5
Passagen sind die Zellen markiert und kénnen weitzarbeitet werden. Folgende

Zelllinien haben sich ergeben:

-  mNOA1-FLAG-C2C12-Zellen-ROKO

- mMNOA1-FLAG-C2C12-Zellen-R10K8
-  FLAG-C2C12-Zellen-ROKO

- FLAG-C2C12-Zellen-R10K8

2.2.5.2 Co-Immunprazipitation

Die Co-Immunprazipitationen wurden von je 3 x 15 @ohalen angefertigt. Dazu wurde

der folgende Kit nach Herstellerangaben genutzt:

»Flag tagged protein immunoprecipitation Kitvon Sigma Aldrich

Es wurden gleiche Proteinmengen in die Co-IPs seige anschlielend die Eluate
vereinigt, aufkonzentriert und auf ein NUPAGE NowveR2 % Bis-Tris-Gel aufgetragen
und unter Verwendung von 1 x — MOPS-Puffer elekinyptisch aufgetrennt (Punkt
2.2.4.3). Nach dem Gellauf wurden die Gele mit &dihlem Coomassie gefarbt (Punkt
2.2.4.8).
Folgende Eluate wurden vereinigt:

- MNOAL-FLAG-C2C12-Zellen-ROKO mit FLAG-C2C12-Zelldd10K8

- mMNOA1FLAG-C2C12-Zellen-R10K8 mit FLAG-C2C12-Zell’?®DKO
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2.2.5.3 In-Gel Trypsin-Verdau und Peptidextraktion

Durch die Verwendung der schweren Isotope von L4uyd L-Arg werden die Proteine
spezifisch an Trypsin-Spaltungsstellen markiert. tigptische Peptide fur eine nach-
folgende Massen-Analyse herzustellen, missen digetmannten Proteine im Gel mit
Trypsin verdaut werden.

Dazu wurde die gewtinschte Reihe im gefarbten Gelemem sterilem Skalpell ausge-
schnitten und diese Reihe in 10-12 Teile geschmitterkleinert und in Eppendorf-Gefalle

Uberfuhrt. Der Trypsin-Verdau wurde wie in Tabdlbeschrieben, durchgefiihrt:

Behandlung Substanz Volumen Zeit | Temperatur
[ |[min] [°C]
Waschen 50 % 50 mM NHHICOs/ 50 % Ethanol 150 20 25
Waschen 50 % 50 mM NHHICOs/ 50 % Ethanol 150 20 25
Dehydrieren Absoluter Ethanol 150 10 25
Trocknen Speed-Vac XXX 10 25
Reduktion 10 mM DTT / 50 mM NHHCO; 50 45 56
Alkylierung 55 mM lodacetamid / 50 mM NHCO; 50 30 25
Waschen 50 mM NEHCG; 150 20 25
Dehydrieren Absoluter Ethanol 150 10 25
Waschen 50 mM NHHCO3 150 20 25
Dehydrieren Absoluter Ethanol 150 10 25
Dehydrieren Absoluter Ethanol 150 10 25
Trocknen Speed-Vac XXX 10 30
Trypsin- 12,5 ng/ pl Trypsin in 25 15 25
Verdau 50 mM NHHCOs
Verdunnen 50 mM NEHCOs 10 tber 37
Nacht

Tabelle 6: Zusammenfassung des in-Gel Trypsinverdaus

Nach dem Trypsinverdau wurden die Trypsin-gespaltdPeptide aus dem Gel extrahiert.
Dazu wurden die Uberstande des Verdaus nach esfafgintrifugation bei 1000xg fiir 5
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min in ein neues Eppendorf-Gefal3 Uberfuhrt. DieriBehder Peptidextraktion sind in

Tabelle 7 zusammengefasst:

Schritt | Substanz Volumen
1 3 % TFA, 30 % Acetonitril 100 pl
2 70 % Acetonitril 100 pl
3 70 % Acetonitril 100 pl
4 100 % Acetonitril 100 pl
5 100 % Acetonitril 50 pl

Tabelle 72 Zusammenfassung der Peptidextraktion

Die Inkubationszeit der einzelnen Schritte betrQgvEnuten bei Raumtemperatur. Danach
wurde kurz zentrifugiert und die Uberstande in dgppendorf-GefaRe, die bereits die
Uberstande des Verdaus enthalten, gesammelt. NeehdRyjung der Extraktion wurde das
Volumen in der Speed-Vac bei 30 °C auf ein Volunvem 60-70 ul eingedampft. Es
wurde ein gleiches Volumen 2 % Acetonitril, 0,5 %Al zugegeben und 1 Minute
gevortext. Dieser Ansatz wurde auf die vorbereitgtdage Tipsgeladen und 3 Minuten
bei 3000 x g zentrifugiert. Die ,stage Tips" wurderit 30 pul 2 % Acetonitril, 0,1 % TFA
gewaschen und fur 2 Minuten bei 3000xg zentrifugiis zur Messung der Peptide wurde

die ,stage Tipsbei 4 °C gelagert.

Fur die Vorbereitung der ,stage Tips* wurden 2 Lagel8-haltigen Tragermaterials
vorsichtig in gelbe Eppendorfspitzen gestopft uresdel in folgender Weise gewaschen und
aktiviert:

- 20 pl Methanol

- 20 pul 80 % Acetonitril, 0,1 % TFA

- 20 ul 2 % Acetonitril, 0,1 % TFA

- 20 ul 2 % Acetonitril, 0,1 % TFA

2.2.5.4 HPLC und Massenspektometrie

Die massenspektrometrische Analyse der Proben wwale Dr. Marcus Kriger

durchgefuhrt.
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2.2.6 Zell-Farbungen und Mikroskopie

Um die Lokalisation von mNOA1 zu bestimmen, wurdeéBC12-Zellen mit mNOAL1-
EGFP transfiziert und am nachsten Tag auf Deckb&iscausgesat. Fir eine
mitochondriale Farbung wurden die Zellen 20 Minuteih 100 nM Mitotracker Deep Red
in C2C12-Medium | bei 37 °C inkubiert. Die Zellenuslen mehrmals mit frischem
C2C12-Medium | gewaschen bevor sie in 3,7 % Forgtald (in C2C12-Medium [) 15
Minuten bei 37 °C fixiert wurden. Nach der Fixieguwurden die Zellen mehrmals mit
HBSS gewaschen und anschlieRend mit Aqua-Poly/M{@Ralysciences Europe GmbH,
Eppelheim) eingedeckelt. Nach dem Trocknen wurdenPdoben mit einem konfokalen
Laser-Scanning Mikroskop (Leica TSC SP2, Heidelparglysiert. EGFP wurde mit der
488 nm Laserlinie angeregt und die Emission zwisch@0 und 550 nm aufgenommen
wéahrend Mitotracker Deep Red mit der 633 nm-Lasirlangeregt und die Emission Uber
650 nm gesammelt wurde. Die Bilder wurden simultdarch ein 63x Wasser-
Immersionsobjektiv aufgenommen. Einzel-Kanal-Anmgund Dual-Kanal-Aufnahmen

schlossen einen Interferenz zwischen den Kanalen au

2.2.7 Statistik

Alle Experimente wurden als unabhangige Doppelbesting durchgefuhrt und die
Ergebnisse als MittelwetStandardfehler von =83 Experimenten angegeben. Die
statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe deBest.

Ein Wert von p<0,05 wurde als statistisch signifika angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Auswirkung der hyperbaren Oxygenierung auf die Funkion der kardialen

mitochondrialen Subpopulationen des Hausschweins

3.1.1 Modulation der mitochondrialen Respiration in kardien mitochondrialen

Subpopulationen des Hausschweins durch hyperbare/@enierung

Bevor der Einfluss der hyperbaren Oxygenierung &Msrker eines erhohten
Energiebedarfs in den mitochondrialen Subpopulationntersucht wurde, wurden die
Aktivitaten der mitochondrialen Respirationsenzymeden normobaren, normoxischen
Kontrolltieren gemessen. Die Aktivitditen der Komydel (NADH-Ubiquinon-Oxido-
reduktase) gemessen nach der Methode von HatefiStechpel (Hatefi and Stempel,
1967), 1l (Ubiquinol-Cytochront-Reduktase), IV (Cytochrom-Oxidase) und V (Ho-
ATPase) wurden auf das mitochondriale MarkerenzyitnatSynthase (Williams, 1986)
abgeglichen. Die Citratsynthase-Aktivitat zeigteinke signifikanten Veranderungen
zwischen den Subpopulationen (Abbildung 5).

assMOIFM
:(3 140 -
S 1201
< £ 100
% s 80+ Abbildung 5: spezifische Citratsynthase-
< % 60 - Aktivitat der SSM (ausgefillte Balken) und
‘;\o 40 4 IFM des Schweins (leere Balken) in der
o= Kontrolle und nach hyperbarer Oxygenierung
g 20 - (HBO); Angaben in % der SSM-Kontrolle als
O 0 - MittelwertzStandardabweichung von n=5 un-
abhangigen Experimenten
Ktr HBO

Im Vergleich zu den SSM Kontrollen waren alle mitondrialen Komplexaktivitaten in
den IFM Kontrollen reduziert. Die Komplex I-Aktit der IFM Kontrolle ist auf 32+16 %
der SSM Kontrolle reduziert. In einem &ahnlichen Msild auch die Aktivitdten der
Komplexe 11l (3730 %), IV (49+26 %) und V (18+6%¢rabreguliert.

Die hyperbare Oxygenierung fiihrte zu einem sigaiitien Anstieg der Enzymaktivitaten
in den IFM (IFM Kontrolle vs. IFM HBO) auf das Niga der SSM Kontrollen. Die
Komplex I-Aktivitat wurde auf 12248 % erhodht, die Komplex IlI-Aktivitat auf &8 %,
die Komplex IV-Aktivitat auf 9524 % sowie die Komplex V-Aktivitat auf 1&35 %. Es
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zeigten sich keine signifikanten Unterschiede ziaesc SSM HBO und IFM HBO. Die

Enzymaktivitaten sind in Abbildung 6 zusammengefass
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Abbildung 6: Veranderung der enzymatischen Aktivitdten bezogémli@ Citratsynthase-Aktivitat (CS) von
Komplex | (A), Komplex Il (B), Komplex IV (C) undKomplex V (D) durch hyperbare Oxygenierung in
SSM (ausgefillte Balken) und IFM (leere Balken) @etweins; Komplex | Aktivitatsmessung nach Hatefi
und Stempel (Hatefi and Stempel, 1967); Angaben %n der SSM-Kontrolle als Mittelwert+
Standardabweichung von n=5 unabhéangigen Experimgtpe0,05

Obwonhl die spektrophotometrischen Enzymaktivitédags spezifische Inhibitoren fur die
jeweils anderen Komplexe enthielten, wurde die Bipéizder Aktivitat des Komplexes |
und V nochmals iBlue NativeGelendurch eine katalytische in-Gel-Farbung bestatigt.
Die katalytische Farbung des Komplex | beruht aeif Brazipitation von blau-violetten
Formazan-Kristallen. Diese entstehen durch die tdgung der aus der Oxidation von

NADH frei gewordenen Elektronen auf NBT und desdaraus resultierende Reduktion.
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In der katalytischen Farbung des Komplexes | zaigieh mehrere blau-violette Banden,
die in unterschiedlicher Hohe liefen. Der Holo-Em&pmplex | zeigte sich als Bande mit
einer GroR3e von etwa 1 MDa. Darunter auftretenddurigen stellen Assemblierungs-
vorstufen des Komplex | dar, die bereits NADH-oridinde Eigenschaften aufweisen. Die
Uber dem Holo-Enzymkomplex | auftretenden Farbungfetien die Superkomplexe dar,
in denen der Komplex | mit den Komplexen IIl, IV dunV in unterschiedlichen
Stochiometrien assembliert ist. Es war eine deéwdlidcReduktion der Intensitat des
Formazan-Prazipitates in den IFM- Kontrollen im §leich zu den SSM-Kontrollen fur
den Holo-Enzymkomplex | zu erkennen. Die hyperb@xggenierung fuhrte in den IFM
zu einem starkeren Prazipitat als in den IFM-Kdfground somit zu einem Anstieg der
Komplex I-Aktivitat, erreichte jedoch nicht das Mau der SSM Kontrolle. Auffallig war
die fehlende Farbung der Superkomplexe in den IFitkollen. Auch hier fuhrte die
HBO-Behandlung zu einer Rekonstitution dieser (Ahing 7A).

Die katalytische in-Gel-Farbung des Komplex V bérabf der Komplex V-abhéngigen
Spaltung von ATP. Die dabei freiwerdende Phospbafg wird unter der Bildung von
Bleiphosphat auf Bleinitrat Gbertragen. Bleiphogpisa unldslich und prazipitiert somit.
Die Menge des prazipitierten Bleiphosphats ist propnal zu der enzymatischen ATP-
Hydrolyse. In dem fir Komplex V katalytisch-gefé&btGel zeigte sich eine Bande bei
einer GroR3e von ca. 600 kDa, die dem Holo-EnzymKermp~F,-ATPase entspricht.
Darunter wurde eine zweite Bande gefarbt, die dddrikereinheit mit einer Grol3e von ca.
370 kDa entspricht und auch ATP-Hydrolyse-Eigen&tehabesitzt. Auffallend war hier,
dass keine Bleiphosphat-Préazipitation in den IFVMhKallen zu erkennen war, d.h. dass
diese Proben keinerlei-ATPase-Aktivitat aufwiesen. Eine vollstandige Regttution
der RFo-ATPase-Aktivitdt in den IFM wurde durch die Behhmdy mit hyperbarem
Sauerstoff erreicht. Die Menge des Prazipitatesiesen Proben entsprach denen der SSM
(Abbildung 7B).

Voneinander unabh&ngige Methoden zeigen also, oesten Schweineherzen unter
Kontrollbedingungen eine erhebliche Funktionsbeaatfttigung der Atmungskette der
interfibrillaren Mitochondrien vorliegt, wéahrend it HBO die Atmungskettenfunktion

dieser normalisiert wird.
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A SSM IFM B SSM IFM
Ktr HBO Ktr HBO Ktr HBO Ktr HBO

Super-

. J komplexe
Komplex |

(ca. 1 MDa)

F.Fo-ATPase

(ca. 600 kDa)

Fi-ATPase
(ca. 370 kDa)

. Subkomplex

Abbildung 7: katalytische in-Gel-Farbung der Atmungskettenkompleles Schweins nadBlue Native
PAGEreprasentativ fiir 3 unabhangige Experimente . Abtdg der NADH-Oxidase-Aktivitat (Komplex 1)
in SSM und IFM mit und ohne HBO-Behandlung; B: Rir) der ATPase-Aktivitat (F,-ATPase) als Holo-
Enzymkomplex bei 600 kDa und alg-Bntereinheit bei ca. 370 kDa in SSM und IFM midushne HBO-
Behandlung

3.1.2 Abhéngigkeit des Respirations-Komplex-Zusammenbaws) der subzellularen
Lokalisierung und der Sauerstoffverfugbarkeit

Um zu Uberprufen, ob die reduzierten Komplex-Ak#iten in den IFM-Kontrollen auf
einer Inhibition Dbereits existierender Komplexe wodaber auf einem veranderten
Zusammenbau der einzelnen Komplexe beruhen, wuield@lde Native PAGEdurch-
gefuhrt und die respiratorischen Komplexe ihrer &dentsprechend nativ elektro-
phoretisch aufgetrennt und das Gel anschlielendConimassie gefarbt. Abbildung 8A
zeigt ein solche8lue Native-GelDie gleichbleibende Intensitat der Coomassie-lidgh
des Komplex Il in allen Proben schlie3t Artefakténsichtlich unterschiedlich auf-
getragener Proteinmengen aus. Im Allgemeinen seheireniger Respirationskomplexe in
den IFM-Kontrollen vorhanden zu sein. Besondersadlig ist das visuell vollige Fehlen
der RFo-ATPase - sowohl des Holo-Enzyms bei ca. 600 kBaaath der FUntereinheit
bei ca. 370 kDa - in diesen Proben. Eine vollsgadekonstitution des Komplexes wurde
durch die hyperbare Oxygenierung erreicht. Diedartéliauch zu einem Anstieg der

anderen Komplexe auf SSM-Niveau.
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A B
SSM  IFM SSM  IFM

Ktr HBO Ktr HBO Ktr HBO Ktr HBO

Komplex |
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FiFo-ATPase
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Fi-ATPase

Komplex IV
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Abbildung 8: Darstellung der Atmungskettenkomplexe in den mitoehialen Subpopulationen des
Schweins mit und ohne HBO-Behandlung nach elektrogtfscher Auftrennung in eineBlue Native-Gel
(A); Auftrennung der mit einem Skalpell ausgesdienén Komplexe V in einem Tricin-SDS-Gel als 2.
Dimension; Darstellung von zusatzlichen Untereitdrenach HBO-Behandlung in den IFM (roter Pfeil)(B)
reprasentativ fur 3 unabhéngige Experimente

Aufgrund des visuell volligen Fehlens daeF-ATPase in den IFM-Kontrollen wurde die
Expression der 4/-ATPase-Untereinheiten tUberpruft. Dazu wurden mesi ersten An-
satz aus einerBlue Native-Geldie dem Komplex V entsprechenden Banden mit einem
Skalpell ausgeschnitten und in einer zweiten Dinmnslektrophoretisch aufgetrennt. Die
anschlieBende Silberfarbung (AbbildungB8 zeigte, dass in den IFM-Kontrollen nur
einige Untereinheiten exprimiert sind. In den IFNB®I traten Banden auf, die in den SSM
nicht vorhanden waren. Eine deutliche zusatzliclkend® liegt zwischen den Unter-
einheitenp undy bei einer Grol3e von etwa 50 kDa. Eine zweite zlishe aber nur sehr
schwache Bande war unterhalb der Untereinheit dcheil0-15 kDa zu erkennen. Um
diese zusatzlichen Banden identifizieren zu kénnemde die Analyse wiederholt, das Gel
mit kolloidalem Coomassie gefarbt und die Banden dine massenspektrometrische
Analyse ausgeschnitten. Die MS/MS-Analyse ergalb&ide Banden Abbauprodukte der
B -Untereinheit.
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In einem zweiten Ansatz wurden die Expression dég-ARTPase-Untereinheiten mittels
Western Blot untersucht. In diesen zeigte sichs @dle untersuchten Untereinheiten auch
in den IFM-Kontrollen exprimiert wurden (Abbildur®)). Generell war die Expression in
den IFM-Kontrollen deutlich geringer als in den S&iMd auch in den IFM-HBO. Die
zusatzlichen Abbauprodukte d@Untereinheit in den IFM konnten auch in den Waester

Blots nachgewiesen werden. Aul3erdem zeigten siclesen auch Abbauprodukte der
Untereinheit.

A Kir HBO B Kir HBO

SSM IFM SSM IFM SSM IFM SSM IFM
— —
& -
FiFo-ATPase FiFo-ATPase
R-Untereinheit a-Untereinheit

Abbildung 9: Western-Analyse von Komplex V-Untereinheiten in S&ktd IFM des Schweins mit und
ohne HBO-Behandlung; A: Antikdrpernachweis der Algradukte derB-Untereinheit in den IFM; B:
Antikérpernachweis der Abbauprodukten detIntereinheit in den IFM; reprasentativ fir 3 unabgige
Experimente

Um eine ungleiche Proteinbeladung der Gele ausiaBeim, wurde eines der SDS-Gele
mit Coomassie gefarbt (Abbildung 10).
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40 Abbildung 10: elektrophoretische Auftrennung der

- 30 mitochondrialen Subpopulation des Schweins mit und
ohne HBO- Behandlung - Coomassie-Farbung;

- 20 reprasentativ fir 3 unabhéangige Experimente
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Die durch HBO aufhebbare FunktionseinschrankungAterungskette der IFM ist also

mit einem Defizit an wichtigen Untereinheiten demiingskette verbunden

3.1.3 mtDNA-unabhangige Modulation der RNA-Expression vomitochondrial-

kodierten Komplex-Untereinheiten durch hyperbare @enierung

Da in den IFM-Kontrollen nicht nur eine generelledRktion der Enzymaktivitaten
sondern auch in der Menge der assemblierten Résps&omplexe zu sehen war, wurde
die mitochondriale Genexpression und die Exprespagntieller Regulatoren auf RNA-
Ebene untersucht. Auch hier wurden zwei Herangeteissn gewahlt. Zum einen wurde
mitochondriale RNA direkt aus den Mitochondrienplapionen isoliert und zum zweiten
die Gesamt-RNA aus linksventrikularem Gewebe. Um rudeeinigungen mit
mitochondrialer DNA auszuschlielen wurde die RNAbaden Fallen einem DNAse |-
Verdau unterzogen. Es wurden die Expressionslearel A4S rRNA (als Reprasentative des
Primartranskriptes 1), von ND1, COX1 und ATPasel Reprasentative des Primar-
transkriptes 2) sowie von ND6 (als ReprasentateseRrimartranskriptes 3) gemessen.
Bei der direkt mitochondrial-isolierten RNA bildetch in den IFM-Kontrollen ein
erheblich kleineres Pellet, so dass beide IFM-Geupjn einem deutlich geringeren
Volumen DEPC-HO als die SSM geldst werden mussten. Daher istliegkter Vergleich
nur innerhalb der IFM bzw. der SSM mdglich. Wahredi@ Expressionslevel der
gemessenen Gene sich innerhalb der SSM nicht ahteden (Abbildung 11A), zeigten
sich deutliche Unterschiede innerhalb der IFM. \dke Abbildung 11B zu entnehmen ist,
fuhrte die hyperbare Oxygenierung in allen Geneit, Ausnahme von ND1, zu einer
signifikant gesteigerten Expression. Dabei steggesich die mitochondriale RNA-

Expression der 12S rRNA auf 228%, die von ND1 auf 125%, die der ATPase6 auf
203:9%, die der Cox1 auf 148% und die von ND6 auf 1625%.
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Abbildung 11: Genexpressionslevel mitochondrial-kodierter Komplarreinheiten in SSM (A) und IFM
(B) des Schweins nach hyperbarer Oxygenierung leezagf die jeweiligen Kontrollen in mitochondrialer
RNA; Angaben in % als Mittelwert+ Standardabweichwon n=3 unabh&angigen Experimenten; *p<0,05

Bestatigt wurden diese Daten durch die Expressi@igse der Gesamt-RNA. Auch hier
fuhrte die gesteigerte Verflgbarkeit des Sauesstafi einem generellen Anstieg der

mitochondrial-kodierten Komplex-Untereinheiten (Aldong 12).
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Um zu analysieren, ob die herabregulierte RNA-Esgien der mitochondrial-kodierten
Komplex-Untereinheiten auf dem Vorhandensein gereg mtDNA-Molekilen beruht,
wurde der mtDNA-Gehalt mittels quantitativer PCRngssen. Wie der Abbildung 13 A
entnommen werden kann, gibt es keine Hinweise alfNA-abhangige Effekte, da es
keine signifikanten Unterschiede zwischen den S3id FM weder in den Kontrollen

noch nach HBO-Behandlung gibt. Tendenziell sindMergleich zu den SSM-Kontrollen
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sogar mehr mtDNA-Molektle in den IFM-Kontrollen katten. Einen eventuellen Abbau
der mtDNA schlossen Southern-Analysen aus (AbbgdaB B). In diesen wurde das

Ergebnis der quantitativen PCR zuséatzlich bestatigt
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ND6 Molekule/ mg Proteir

0,00E+00-
Ktr HBO

B Ktr HBO

SSM IF

SSM IF
anti-ND6 — — — W 16,5 kb
Sonde - . . ,

Abbildung 13: Veranderung der mtDNA-Level in SSM (ausgefilltedkga) und IFM (leerer Balken) des
Schweins nach hyperbarer Oxygenierung; A: Bestingrier mtDNA mittels quantitativer PCR; Angabe in
ND6-Molekil-zahl/mg Protein als Mittelwert £Standabweichung; B: reprasentativer Southern Blot

Der Funktionseinschrdnkung der IFM unter Normoxiegtl also eine verminderte

Expression mitochondrial-kodierter Proteine der Angskette zugrunde.

3.1.4 Hyperbare Oxygenierung induziert die Expression nghondrialer Regulatoren

Die mitochondriale Transkription ist maf3geblich vier Tfam-Expression abhangig. Ein
weiteres Schlisselmolekil in der Regulation deroambndrialen Biogenese und somit
auch der Funktion ist PGG@1Um Hinweise zu erhalten, ob die erhdhte Expressier

mitochondrial-kodierten Untereinheiten unter HBGn diesen Regulatoren abhangig ist,

wurde in der Gesamt-RNA die Expression beider sotsht.
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Das Resultat ist in Abbildung 14 dargestellt ungizelass die hyperbare Oxygenierung zu
einer signifikant erhdhten Expression von P@@344,2+89,4 %) und Tfam (178,5+40,0
%) fuhrte.

Die Hyperoxygenierung beeinflusst also auch Kerdiéde Regulatoren der

mitochondrialen Biogenese.

3.1.5 Reflektion der mitochondrialen Atmung durch den Mat-pH

Um die Bedeutung der Sauerstoff-kontrollierten Atmgskettenaktivitat auf das
mitochondriale Membranpotential zu untersuchen, deuder Matrix-pH mit dem
Fluoreszenzfarbstoff BCECF gemessen. Es zeigteesigh Abhangigkeit des Matrix-pH
von der Respirationsaktivitat. Abbildung 15 zeiggiss die SSM-Kontrollen den hdchsten
Matrix-pH mit einem Wert von 8#0,5 aufzeigten. Dieser Wert betrug unter hyperbarer
Oxygenierung 7.80,6 (nicht signifikant verandert). Den geringsteatNk-pH zeigten die
IFM-Kontrollen mit 6,20,2, der durch eine erh6hte Sauerstoffverfligbaskeitifikant auf
7,8:0,7 anstieg. Es waren keine Unterschiede in denidpid der SSM und IFM nach
der hyperbaren Oxygenierung zu sehen.

Das Ansaduern der IFM-Matrix unter Kontrollbedingengentspricht der gemessenen
geringen Atmungsketten-Aktivitat der IFM und isttnaer in Abbildung 4 erlauterten
Hypothese von Skulachev nicht vereinbar.
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3.1.6 Mitochondriale Cytochrom ¢ Retention und Opa-1-Exgssion

Eine reduzierte Aktivitat der Atmungskette resuttiein einem niedrigen
Membranpotential. Ein niedriges Membranpotentighstin engem Zusammenhang mit
der Induktion mitochondrial-vermittelter Apoptosendu der Freisetzung von pro-
apoptotischen Proteinen, wie CytochraniGreen and Reed, 1998). Die Freisetzung von
Cytochromc ist eng an die Expression von Opa-1 gekoppeltd@ltret al., 2005). Mittels
Western-Analysen wurde der Gehalt an Cytochronsowie die Opa-1l-Expression
untersucht. Die Protein-Expression wurde auf da®chondriale Markerprotein VDAC
abgeglichen. Der CytochromGehalt war in den IFM-Kontrollen (242+5 %) sigkint
gegenuber den SSM-Kontrollen (100£43 %) erhoht. iygerbare Oxygenierung fihrte in
beiden Populationen zu einem weiterem, aber nignmifi&kanten Anstieg der Cytochrom

c-Expression (Abbildung 16).
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g S, 100 - (HBO); Abgleich der Cytochrom-Expression
- auf die VDAC-Expression; Angaben in % der
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5‘ 50 - MittelwerttStandardabweichung von n=3
unabhéangigen Experimenten;*p<0,05
O -
Ktr HBO
gOssMOIFM

64



Ergebnisse

Opa-1 wurde in allen Proben exprimiert, wobei dipiession in den IFM leicht reduziert
war. Auffallig ist hier das unterschiedliche Exmiesmismuster der Opa-1-Transkripte
zwischen den Subpopulationen (Abbildung 17). DiBséunde sprechen daher nicht fir
einen pro-apoptotischen Phénotyp der IFM der Kditizce.

Kontrolle HBO
SSM IFM SSM IFM

Opal m---m--.

VDAC

Abbildung 17: Unterschiede in der Opa-1-Transkript-Expressiorsgtwén SSM und IFM des Schweins mit
und ohne HBO-Behandlung (oben) dargestellt im WoastdBlot; Beweis einer einheitlichen
Proteinauftragung durch die VDAC-Expression (unten)

3.1.7 Sauerstoffmangel verschiebt den mitochondrial8abstrat-Metabolismus

Um zu untersuchen, ob eine verédnderte Sauersthifymarkeit Einfluss auf den
mitochondrialen Metabolismus hat, wurden die Aké#iten der Aconitase als
Schlusselenzym des Krebs-Zyklus und der Acyl-CoAnpizogenase als reprasentatives
Enzym der mitochondrialen Beta-Oxidation der Feitsé in SSM und IFM analysiert.

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiedwesibhtlich der spezifischen Aconitase-
Aktivitat in den SSM-Kontrollen (18 U/mg) und in den SSM nach der HBO-Behandlung
(11£5 U/mg). Dagegen war in den IFM-Kontrollen keineoAttase-Aktivtat zu messen
und auch die hyperbare Oxygenierung fiihrte nur mene sehr geringen Anstieg
(0,16t0,14 U/mg). Die spezifischen Aconitase-Aktivitatesind in Abbildung 18
dargestellt. Zu beachten ist hier aufgrund deresxémn Aktivitatsdifferenzen zwischen
SSM und IFM die unterschiedliche Skalierung der gerh
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Abbildung 18: Verédnderung der spezifischen Aconitase-AktivitatSBM (ausgefullter Balken) und IFM
(leerer Balken) des Schweins durch die hyperbare ygénierung; Angaben als
MittelwerttStandardabweichung von n=5 unabhangigeperimenten

Die Analyse der spezifischen Acyl-CoA-DehydrogenAkévitdt ergab keine
signifikanten Differenzen zwischen den SSM-Kongnoll(5e-43e-4 U/mg) und SSM-
HBO (10e-46e-4 U/mg) sowie zwischen den IFM-Kontrollen (25et8e-4 U/mg) und
den IFM-HBO (17e-49e-4 U/mg). Es zeigte sich ein signifikanter Untared bei dem
Vergleich von SSM-und IFM-Kontrollen (Abbildung 19)

*
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©
S _ 0,0035-
g g 0,003 Abbildung 19: Verénderung der spezifischen
%i 0,00254 Acyl-CoA-Dehydrogenase-Aktivitat in SSM
S E (0024 (ausgefullter Balken) und IFM (leerer Balken)
?-t s des Schweins durch eine erhéhte Sauerstoff-
g < 00015 verfugbarkeit (HBO); Angaben als Mittelwert+
= 0,001 4 Standardabweichung von n=5 unabhéangigen
< 0,0005- Experimenten
0 -
Ktr HBO

Diese Daten zu Schlisselenzymen des mitochondrilgastrat-Metabolismus passen zu
der Annahme, dass in den Kontrollschweinen die Kwinen IFM unzureichend

oxygeniert sind.

Insgesamt sprechen die Befunde des Abschnitts daflir, dass in den normoxischen
Kontrolltieren die IFM, nicht aber den SSM, einegulierten Funktionseinschrankung als
Anpassung an eine Hypoxie unterliegen, und dass keyperbare Oxygenierung diese

Funktionseinschrankung der IFM weitgehend aufhéitochondriale Funktionsein-
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schrankungen im Inneren von Kardiomyozyten von ruge-medizinisch gesunden Jung-
schweinen waren ein vollig unerwarteter Befund. Bdste zu der Spekulation, dass die
durch die unnatirliche Stallhaltung erzwungene &dighe Inaktivitdt dafar

verantwortlich sein kénnte. Tatsachlich haben spétitersuchungen der Arbeitsgruppe
Szibor, die nicht mehr Gegenstand der hier vordgetegDissertation sind, diese
Spekulation bestétigt: Schweine unter Haltung nRathtlinien des Biolandbauers mit
grof3en Mdglichkeiten zum Auslauf und mit normalérgerlicher Aktivitat zeigen nicht

die hier gezeigten Funktionseinschréankungen deti&ian IFM.

3.2 Winterschlaf als Model der mitochondrialen Funktions-Modulation

Fur den weiteren Beweis der Hypothese, dass eingeHithe Inaktivitat zu einer Be-
eintrachtigung der mitochondrialen Funktion fukvtirden Untersuchungen am Syrischem
Hamster Kesocricetus auratys einem Winterschlafer, durchgefuhrt. In dieserrén
wurde der Winterschlaf induziert und die Tiere préshend ihres angenommenen
physischen Status in drei Gruppen unterteilt. Geupsgtellt die Kontroll-Tiere, Gruppe I
die in ihrer Bewegung reduzierten Tiere und Gruppdie Tiere, die den Torpor erreicht
haben. Der Torpor wird hierbei als ein Zustand kdipher Starre angesehen, bei dem
Stoffwechselprozesse auf ein Minimum herabgesetdt ®ie Experimente erfolgten auch

hier an den mitochondrialen Subpopulationen.

3.2.1 Reduktion der korperlichen Aktivitat durch Induktio des Winterschlafes

Um den Einfluss einer korperlichen Inaktivitat adie mitochondriale Funktion des
Herzens zu untersuchen, wurden die Hamster durcluk®en der Licht-Dunkel-Zeiten
sowie Reduktion der Umgebungstemperatur in einemt&&chlaf-ahnlichen Zustand
versetzt. Abbildung 20 zeigt, wie die Bewegung dere mit langeren Licht-Dunkel-
Zeiten und sinkender Temperatur abnahm. Schon imet &eduktion der Licht-Dunkel-
Zeit von 2 Stunden und einer Temperaturerniedrigung 2 °C wurde eine deutlich
geringere Bewegungsaktivitat der Hamster (B) gebeniden Kontrolltieren (A)
gemessen, welche durch eine weitere Reduktion idat-Dunkel-Zeit (2 Stunden hell: 22

Stunden dunkel) sowie der Temperatur (5 °C) nodkewabnahm.
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3.2.2 Beeintrachtigung des mitochondrialen Elektronenflaes mit abnehmender

korperlichen Aktivitat

Aufgrund des geringen Probenmaterials wurden nidle Enzymaktivitaten aller
Komplexe gemessen, sondern nur die Rate der CytoctyReduktion (Komplex I+111)
als Marker des Elektronenflusses sowie die Citrdat®se fur die Normalisierung
gemessen. In der Kontrollgruppe zeigten die IFMB£0,1) eine hohere Cytochrom
Reduktionsrate gegeniber den SSM (0,2+0,05). Soimotén SSM als auch in den IFM
nahm diese Aktivitat in den Gruppen Il und Il akpbei die IFM (0,04+0,001) einen
Uberproportionalen  Aktivitatsverlust gegentuber d&6M (0,1+0,004) aufwiesen
(Abbildung 21).
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Abbildung 21: Verédnderung der CytochromReduktionsrate im Syrischem Hamster in SSM (ausigef
Balken) und IFM (leerer Balken) mit Abnahme der Bgwngs-Aktivitat; Abgleich der Enzymaktivitaten auf
die Citratsynthase-Aktivitat; Angaben in % als Mitwert+Standardabweichung von n=3 unabhangigen
Experimenten;*p<0,05; #p<0,05 bezogen auf die gés&@nuppe
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Die Befunde des Abschnitts 3.2 zeigen, dass eingaititseinschrankung der
mitochondrialen Atmungsfunktion im Saugerherzenzpiell moglich ist.

3.3 Dilatative und ischdmische Kardiomyopathie

Sowohl die linksventrikulare dilatative als aucle égschamische Kardiomyopathie gehen
mit einer Abnahme bis hin zum Verlust der Herzfumkteinher. Im Endstadium dieser
Erkrankung sind die Patienten bettlagerig. Nacheden angesprochenen Uberlegung zur
Rolle von kérperlicher Inaktivitat misste die IFMRilation dieser Patienten in ihrer
mitochondrialen Funktion beeintrachtigt sein.

Aus je 3 DCM- und ICM linksventrikularen humanen tiatenproben wurden
mitochondriale Subpopulationen isoliert und anastsiAufgrund des extrem begrenzten
Probenmaterials und der Nicht-Verfiigbarkeit von #olttProbenmaterial wurde auf die

Messung der Enzymaktivitaten verzichtet.

3.3.1 Reduzierteg-ATPase-Proteinexpression in DCM und ICM

Da im Schweinemodell in den IFM-Kontrollen der Kdew V nicht-assembliert, die
Proteinexpression der Untereinheiten reduziert wad Abbauprodukte u.a. von dpf
ATPase-Untereinheit exprimiert wurden, wurde in deatientenproben die Expression
dieser Untereinheit untersucht. Um in diesen Pro&iee gleichmé&lige Proteinbeladung
nachzuweisen, wurde die VDAC-Expression gemessen.

DCM ICM
SS IFM  SSM  IFM
p-ATPase —-—— -

Abbildung 22: Proteinexpression dg¢r-ATPase-Untereinheit in den mitochondrialen Subjatmnen von
Patienten mit DCM und ICM (oben) dargestellt im \ées Blot;VDAC-Protein-Expression als Marker der
Proteinladung (unten)

Wie in den Western Blots der Abbildung 22 zu seisgnist dieB-ATPase-Untereinheit in
den IFM nicht exprimiert bzw. unterlag den Detekigrenzen der Western Blot-Methode,

da auch durch das Auftragen groRerer Proteinmengdreine Uberbelichtung des Blots
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keinerlei Signale fur die IFM erhalten werden kamtEs waren auch keifieATPase-
Untereinheit-Abbauprodukte zu verzeichnen. Die VDEXpression weist eine unter-
schiedliche Proteinbeladung zwischen SSM und IFN] die auch durch mehrmaliges

Messen der Proteinkonzentration nicht behoben vigkdante.

3.3.2 Funktionsverlust der IFM durch Proteindegradation

Um auch in diesen Proben eine Integritdt der IFMhaaweisen, wurde die Expression
von Opa-1 untersucht. In allen Proben war eine &gon der Opa-1-Transkripte zu
verzeichnen, auch wenn diese Expression in dendéM viel geringer ausfallt als in den
SSM, was vermutlich auf die unterschiedliche Prditeladung zurtickzufihren ist. Auch
in diesen Proben unterschied sich das Opa-1-Trgtdkxpressionsmuster zwischen den

mitochondrialen Subpopulationen (Abbildung 23).

DCM ICM

SSM IFM SSM IFM
- - . - . -

Opal . "

Abbildung 23: Unterschiede in der Opa-1-Transkript-Expressionszivén SSM und IFM in Patienten mit
DCM bzw ICM dargestellt im Western Blot

Da der Verlust von Opa-1-Transkripten mit einert@ase-abhéngigen mitochondrialen
Fragmentierung einhergeht, wurde das Proteinexpressauster in einem Coomassie-
gefarbten Gel untersucht, welches in Abbildung @dydstellt ist. Deutlich zu erkennen ist,
dass beide Krankheiten sich hinsichtlich des Pmotesters innerhalb der SSM und IFM
nicht unterscheiden. Darlber hinaus sind in den Ié Patienten kaum Proteine zu
erkennen, die grolRer als 70 kDa sind. Dagegen tfimign eine Anreicherung von
Proteinen insbesondere im Bereich zwischen 10 &rkDh, was eine Protein-Degradation
vermuten lasst und eine Erklarung gibt, weshallz taes Auftragens gleicher Protein-

Mengen keine einheitliche Markerprotein-Expressareicht werden konnte.
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Die Mitochondrien der bei der Transplantation emntenen terminal insuffizienten
Patientenherzen weisen so viele Veranderungen ahddeén auf, dass Hinweise auf eine

Rolle der kdrperlichen Inaktivitat hier nur wenigvieeiskraftig sein konnen.
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3.4 mNOAL1 als Regulator der mitochondrialen Atmung

3.4.1 In silico Analyse von mMNOA1

MNOAL, ein homologes Protein von atNOA1, war zu iBegder Untersuchungen ein
noch wenig aufgeklartes Protein mit der behaupt&enktion einer NO-Synthase. Um
eine Vorstellung Uber mogliche molekulare Funktiordteses Proteins zu bekommen,
wurde esin silico-Analysen unterzogen. Die Analyse mit der Predicitéin Software
(Rost et al.,, 2004) sagte das Vorkommen einer p-(66Pase-Domédne sowie ein
nukleares Lokalisierungssignal (NLS) vorher. Darib@aus wurde ein mitochondriales
Import Signal (MTS) und somit eine mitochondrialekilisierung durch die Programme
Mitoprot Il (Claros and Vincens, 1996) und PSORTo(tdn et al., 2007) vorausgesagt.
Unter Verwendung von ePESTfind (Rogers et al., 198&de eine PEST-Sequenz in der
primaren Proteinstruktur von mNOAL pradiktiert. D&®iteren wurde in dieser und der
Sekundarstruktur (Bornberg-Bauer et al., 1998) alm$ Vorhandensein einer basischen
Leucin-Zipper-Domane mit 2ZIP vorausgesagt. Diesadigtierten Domé&nen sind in
Abbildung 25 zusammengefasst.

PEST bZIP- P-loop
MTS Domane Domane Diomane

I N N

1 HLS 693

Abbildung 25: schematische Darstellung der priméren Struktur mtfOA1 mit denin silico pradiktierten
Domanen

3.4.2 Expressionsprofil von mMNOAL in Maus-Geweben

Bevor mMNOAL in weitere Experimente einbezogen wungarde die Expression des
Proteins in verschiedenen Mausgeweben untersuciitRNA-Ebene ist MNOAL1 in allen
untersuchten Organen, wenn auch in unterschiedficial3, exprimiert. Wie der
Abbildung 26 zu entnehmen ist, wurde die hochstpréssion von mNOAL in den
Geweben mit quergestreifter Muskulatur gemesseheDwurden die weitereim vitro-

Experimente in der Myoblasten-Zelllinie C2C12 dwefiihrt.
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Abbildung 26: MNOA1-mRNA-Expression in Mausgeweben; Angabe deQAll- Expression bezogen auf

die B-Aktin-Expression als MittelwerttStandardabweichuwgn n=3 unabhéngigen Experimenten; LV =
linker Ventrikel, RV = rechter Ventrikel; M.Gastre= Musculus GastrocnemipydV.Soleus= Musculus
soleus

3.4.3 Mitochondriale Lokalisation von mNOA1

Die in silico Analyse mit MitoProt Il ergab eine 84,9 %-ige W&dheinlichkeit einer
mitochondrialen Lokalisierung von mNOAL1. Um didgeevitro zu Uberprifen, wurde ein
GFP-Fusionskonstrukt von mNOA1 generiert und in C2Cellen Uberexprimiert. In
diesen Zellen wurden die Mitochondrien mit Mito-Gkar gefarbt.

Wie in der Abbildung27 deutlich zu erkennen ist, ergab die konfokalroskopische

Analyse eine vollstandige Uberlagerung der griinelerészenz des GFP-Fusionsproteins

mit den rot-fluoreszierenden Mitochondrien und doeme mitochondriale Lokalisierung

von mMNOAL.

A

Abbildung 27: mitochondriale Lokalisation von mNOAL durch konédknikroskopische Analyse der GFP-
mNOA1-Uberexpression (A) mit der Mitochondrien-Rémg (B) und Uberlagerung beider (C);
reprasentative Abbildung von 3 unabhangigen Expemten

Darlber hinaus wurde eine mitochondriale Lokaligigr von mMNOAL auchn vivo in
Herz- und Lebermitochondrien der Maus durch Wesferalysen bestatigt (Abbildung
28).
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Herz Leber

MNOAT - - "
Abbildung 28: Proteinexpression von mNOAL in Herz-
VDAC ' . '- und Lebermitochondrien der Maus; repréasentativ3fiir

unabhéngige Experimente

3.4.4 mNOA1l-abhéangige Aktivierung der mitochondrialen Atmg

NO ist ein wichtiger Modulator der mitochondrialEanktion u.a. durch Stimulation der
mitochondrialen Biogenese und Regulation der enfgolteen Aktivitdt der
Atmungskettenkomplexe (Brown, 2007), was zur Einddeang der angeblichen NO-
Synthase mMNOAL1 in die Untersuchungen zu diesereisson fiihrte. Spatere Analysen
konnten jedoch keine direkte NO-Produktion durch @#d zeigen (Zemojtel et al.,
2006a). Trotzdem wurde dieses mitochondriale Protds potentieller Mediator der
kardialen Energiebereitstellung hinsichtlich einEmflusses auf die mitochondriale
Respiration untersucht. Dazu wurden mNOA1 in C2Z#&Ren stabil Gberexprimiert und
die enzymatische Aktivitdit des Komplexes | mit zwanterschiedlichen Methoden
gemessen um eine Produktion von Superoxidradikdlech den Komplex | bewerten zu
kénnen. In der ersten Methode, der Komplex I-Akéitsmessung nach Lenaz (Lenaz et
al., 1995), wird die NADH-Oxidationsrate des Einrke&lmplexes | gemessen, wahrend in
der Methode nach Hatefi und Stempel (Hatefi andnfed, 1967) die direkte Rate der
Elektronenuibertragung von Komplex | tber Komplexalif Cytochromc gemessen wird.
Abgeglichen wurden auch diese Aktivitaten auf deeRdrenzym Citratsynthase und mit
denen von Mock-transfizierten Zellen als Kontraléxglichen.

Wie der Abbildung 29 zu entnehmen ist, fiihrte dil@#1-Uberexpression zu keinen
Veréanderungen in der NADH-Oxidation durch Komple19+19 %) (Abbildung 29A),
aber zu einer signifikant erhéhten CytochroReduktionsrate (134+10 %) gegeniber der
Mock-Transfektion (Abbildung B).
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Abbildung 29: Verédnderung der enzymatischen Aktivitat der NADMKidation (A) und Cytochront-
Reduktion (B) durch Komplex | in stabil mMNOAL-tUbepeimierenden Zellen Angabe in % der Mock-Trans-
fektion als Mittelwert+Standardabweichung von n¥@bhangigen Experimenten;*p<0,05

Neben dem Komplex | wurde auch die Komplex V-Ak#&wvi in mNOA1-lUber-
exprimierenden Zellen bestimmt. Die mNOA1-Uberegpien (171+38 %) fiihrte zu einer
signifikant erhdhten Komplex V-Aktivitat im Verglen zu Mock-transfizierten Zellen
(Abbildung 30A).
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Abbildung 30: Veranderung der Komplex V-Aktivitdt in mNOAL-Ubepinierenden Zellen (A),
Erhohung des ATP-Gehaltes durch die mNOA1-Uberesgina (B); Angabe in % der Mock-Transfektion
als MittelwerttStandardabweichung von mindestensa@bhangigen Experimenten ; *p<0,05

Die durch mNOA1 erhohte Komplex V-Aktivitat lielckidurch einen signifikant erhéhten
ATP-Gehalt in mNOAL1-uberexprimierenden Zellen au0431 % der Mock-Kontrolle
bestéatigen (Abbildung 30B).
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3.4.5 Abhéangigkeit der mNOALl-induzierten Cytochrom c-Rddwn von der P-Loop-

Domane

Sowohl mNOA1 als auch die orthologen Proteine ard&pezies weisen keinerlei
Homologie zu den bekannten NO-Synthasen auf, legsiiber alle eine charakteristische
P-Loop-GTPase-Doméane. Die P-Loop-Doméne ist chargk¢rt durch die
Konsensussequenz GXXXXGK(S/T). und kommt in vielarkleotid-bindenden Proteinen
vor. Diese Domane interagiert mit den Phosphatggnpges Nukleotids sowie mit dem
Magnesiumion und bleibt auch nach der Hydrolyse @&drosphatgruppe an den
verbleibenden Phosphatgruppen gebunden ohne dakkiers eine signifikante
Konformationsanderung zu erfahren.

Um eine GTPase-Abhangigkeit der in Abb. 2g§Bzeigten mNOA1l-induzierten Cyto-
chromc-Reduktion zu untersuchen, wurde eine mMNOA1-Mutgeteeriert, in welcher die
P-Loop-Doméne durch den Aminosaureaustausch K353 rhist (Lu et al., 2005).
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Wie der Abbildung 31 entnommen werden kann, kodrgeMutante mNOAAP-Loop die

Cytochromc-Reduktion nicht induzieren.

3.4.6 mNOA1l-Interaktionen

Ruckschlisse auf die Funktion von Proteinen lassem auch durch ihre Interaktions-
partner ziehen. Um Interaktionspartner von mNOAIldetektieren, wurde eine SILAC-
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basierte = massenspektroskopische Analyse durchgefilibazu wurden Co-
Immunpréazipitationen von stabil-transfizierten mMNORlag Zellen angefertigt, die in
Medium mit den schweren Isotopen der Aminosauremaghsen waren. Als Kontrolle
dienten Co-Immunpréazipitationen von Mock-transfitea Zellen, die in normalem
Medium gewachsen waren. Die Eluate der beiden QGuounprazipitationen wurden
vereinigt, elektrophoretisch aufgetrennt und mito@assie gefarbt (Abbildung 32A).
Diese eluierten Proteine wurden mit Trypsin verdautd anschlieend massen-

spektrometrisch durch Dr. Marcus Kriger analysiert.
A B

[kDa]

Abbildung 32: Interaktionspartner von mNOA1- Immunprazipitatioreprasentative Coomassiefarbung der
Immunpréazipitation (A); Zellorganellverteilung déurch Massenspektrometrie identifizierten ProtéBle

Es wurden 773 Proteine massenspektrometrisch fdéatti. Diese Proteine wurden nach
den p-Werten der Box-Plot-Verteilung sortiert. Esurden nur die Proteine néher
betrachtet, deren p-Wert kleiner als 0,1 war unem&atio zwischen schwer- und leicht-
markierten Peptiden grof3er als 2 war. Innerhalsati&ruppe wurden dann die Proteine
ausgeschlosseron denen nur ein Peptid identifiziert wurde. Egaben sich 60 Proteine,
die diese Bedingungen erfillt hatten und somit @isentielle Interaktionspartner von
MNOA1 naher betrachtet wurden.

Die Halfte dieser Proteine ist mitochondrial lokat, wobei aber auch Proteine
identifiziert wurden, die in anderen Zellkompartmen lokalisiert sind (Abbildung 32B).
Unter diesen befanden sich vor allem Proteine, aie der Proteinsynthese, der
Proteinfaltung und auch am Proteintranspeiteiligt sind.

Da mNOA1l ein mitochondriales Protein ist, wurde d@kus auf die mitochondrial

identifizierten Proteine gelegt. Diese sind in TiEb8 zusammengefasst.
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Protein ID  |Bezeichnung Name Ratio
IP100121814| mNOA1 Nitric oxide associated protein-1 7,0215
IP100758392| Atp5fl ATP-Synthase-Untereinheit b 8q2
IP100468481| Atp5bl ATP-Synthase-Untereinlfieit 3,4216
IP100130280| Atp5al ATP-Synthase-Untereinlaeit 3,3758
IP100313475| Atp5cl ATP-Synthase-Untereinheit 3,2752
IP100132531| NDUFB5 NADH-Ubiquinon-Dehydrogena$eUE 5 4,9017
IP100116748| NDUFA10 | NADH-Ubiquinon-DehydrogenaseUE 10 4,8278
IPI00308882| NDUFS 75k NADH-Ubiquinon-Dehydrogen@sekDa UE 5,2214
IP100121288| NDUFB10 | NADH-Ubiquinon-DehydrogenageUE 10 5,1509
IP100344004| NDUFA12 | NADH-Ubiquinon-DehydrogenaseUE 12 5,7145
IP100117978| Cox IV 1 CytochromReduktase UE IV Isoform 1 6,3153
IP100111885| Uqgcrcl Ubiquinol-CytochrooReduktase core protein 1 6,2047
IP100119138| Uqgcrc2 Ubiquinol-CytochrooReduktase core protein 2 5,0471
IP100132347| Ugcrb Ubiquinol-CytochromReduktase 14 kDa UE 7,7388
IP100127841| ANT 2 ADP/ATP Translokase 2 5,7718
IP100115564| ANT 1 ADP/ATP Translokase 1 5,371
IP100122549| VDAC 1 Voltage-dependent anion-selectiiannel 1 8,025P
IP10012547 | VDAC 2 Voltage-dependent anion-selectivannel 2 5,5617
IP100122548| VDAC 3 Voltage-dependent anion chaBnel 6,4947
IP100283611| HK-1 Hexokinase 1 7,6692
IP100133440| PHB Prohibitin 5,9429
IP100321718| PHB 2 Prohibitin 2 7,5124
IP100228150| Immt Mitofilin 6,5422
IP100377728| Tom70 Mitochondrialer Import RezeptOr 7 4,1455
IP100124771| SLC25a3 Phosphat Carrier Protein 4,983
IP100128346| mitoNEET | Zinkfinger CDGSH domain contag protein 1 5,3107
IP100126115| SLC25a24 Phosphat Carrier Protein 2820
IP100128522| Hsp25 Heat-shock protein 25 2,2474
IP100136253| Hsp40 DnaJ homolog subfamily B member 1 5,4512

Tabelle 8: Zusammenfassung der mitochondrialen Proteine,rdaier mMNOA1-Immunprazipitation mittels
Massenspektrometrie identifiziert wurden
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3.4.7 mNOAL1 bildet Homo-Dimere

Die identifizierten Peptide des SILAC-Experimentinken auf die Gelstiicke
zuruckgefuhrt werden, aus denen sie extrahiert @urB®ie Analyse der MS-Daten ergab,
dass als mMNOA1l-identifizierte Peptide in 2 Gelstickorlagen, was einen Hinweis auf
eine  Homo-Oligomerisierung gab. Um das zu testenyden stabil-exprimierende
MNOA1-Flag-Zellen mit mMNOA1-GFP transfiziert, eimmunpréazipitation mit anti-Flag-
gekoppelter Sepharose durchgefihrt und mittels &esBlot analysiert. Wie der
Abbildung 33zu entnehmen ist, konnten im Lysat durch die Inkibbader Membranen
mit anti-mNOA1 drei spezifische Banden detektiegraen. Deren Gréf3e entspricht dem
endogenen Protein, dem Flag-getaggten Protein and @FP-Fusionsprotein. Diese drei
Banden lie3en sich auch im Flag-Prazipitat detetie Bestatigt wurde dies zusétzlich
durch die Inkubationen der Membranen mit einem @REkorper. Ein GFP-Signal wurde
sowohl in den Lysaten als auch im Flag-Prazipitaektiert. Das simultane Vorhandensein
von sowohl endogenen mNOA1 als auch von mNOA1-GiFRlen Flag-Prazipitaten
bewies, dass MNOAl1l Homo-Oligomere bilden kann bZiker Briickenmolekile

miteinander verbunden ist.

kDa] L IP L IP

- l ~ mMNOA1-GFP

égo - .: mNOA1-Flag
mNOAL1
60 : Abbildung 33: Flag-Immunoprazipitation von
50 MNOAL1-Flag exprimierenden Zellen nach
40 Transfektion mit mMNOA1-GFP; Analyse der
,_i Flag-Immunprazipitate (IP) mit anti-mNOA1
30 : (links) und anti-GFP (rechts); L = Lysat; repréa-
. sentativ fur 3 unabhéangige Experimente

20

MNOA1 GFP

3.4.8 mNOAL interagiert mit den mitochondrialen Superkorexen

Viele der Uber den SILAC-Versuch identifizierten tochondrialen Proteine sind
Bestandteile von grof3en Proteinkomplexen (wie dimukgskettenkomplexe, der PTP-
Proteinkomplex, und der Prohibitin-Komplex). Diedéulti-Proteinkomplexe unter-

scheiden sich in ihrer molekularen Gr63e und korohemer in einem Dichte-Gradienten
getrennt werden. Um zu untersuchen, mit welchesedi®omplexe mNOAL1 interagiert,
wurden Herz- und Lebermitochondrien mit Digitoniolubilisiert und diese Uber einen

Saccharose-Gradienten in die einzelnen Komplexgetnginnt. Der Gradient wurde in 500
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pl-Fraktionen entnommen. Die Proteine dieser Foakth wurden préazipitiert und mittels
SDS-Page und entsprechenden Western Blots analysier

1 2 3 4 5 6 7 8 910 Fraktionen

- e MNOAl
— - Komplex | Untereinheit 30 kDa
- e e — ——— — Komplex V Untereinheif
— Komplex IV Untereinheitv
- - PHB2

v

Molekulargewicht

Abbildung 34: Charakterisierung der mNOAZ1-Verteilung im Sacchar@sadienten von Digitonin-
solubilisierten Herzmitochondrien der Maus; WestBlot représentativ fur 4 unabhangige Experimente;

Dem Western-Blot der Abbildung 34 kann entnommemder, dass MNOAL1 mit dem
mitochondrialen Respirationskomplex IV ko-migridbariber hinaus ist das Protein auch
in den Fraktionen mit hoheren Molekulargewichtechzaiweisen und migriert in diesen
zusammen mit dem Respirationskomplex | und demiBitoh2, einem Bestandteil des
Prohibitinkomplexes.

In einem zweiten Experiment wurden die mitochordnaRespirationskomplexe sowie
der Prohibitinkomplex in einenBlue NativeGel isoliert, die einzelnen Komplexe
anschlieBend in einer 2. Dimension elektrophorktisc ihre Einzeluntereinheiten
aufgetrennt und mittels Western Blot hinsichtligr é&xpression von mNOAL1 analysiert,
um eine Interaktion von mNOA1 mit den mitochondsialKomplexen nachzuweisen
(Abbildung 35).In diesem Experiment zeigte sich, dass mNOA1 mit métochondrialen
Atmungskettenkomplexen interagiert. Dartber hinkosnte hier ebenfalls die starkste
Interaktion mit dem Komplex IV bestatigt werden,lve0 MNOA1 aber auch im Komplex
V, im Komplex | und in den Superkomplexen nachgeere werden konnte. Die
Durchfiihrung der zweiten Dimension bei diesem Vehmsarfolgte unter reduzierenden

Bedingungen.
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BN - PAGE —mM8M8MM88™ ™

‘L — mNOA1
g — Komplex | Untereinheit 30 kDa
o
a A Komplex V Untereinheip
‘ Komplex IV Untereinheit IV
- PHB2
v 1] v [ SK

Abbildung 35: Identifizierung von mMNOAL als Bestandteil der mhioadrialen Komplexe in der zweiten
Dimension von durch Blue Native-Geklektrophoretisch —aufgetrennten Digitonin-solididrten
Herzmitochondrien der Maus, IV- Komplex IV, llI- Kaplex lll, V- FF,-ATPase, |- Komplex |, SK-
Superkomplexe; reprasentativ fir 3 unabhangige fixeate

Um eine mdgliche Rolle der Dimerisierung von mNOAgi den Interaktionen zu
analysieren, wurde der Versuch wiederholt, wobeg dirizin-PAGE der zweiten
Dimension dabei unter nicht-reduzierenden Bedingunglurchgefihrt wurde. Unter
diesen Bedingungen konnte eine weitere, sehr sdfev&dande, von mNOA1l nach-

gewiesen werden, die etwa einer Grol3e von 160 kiBgrach (Abbildung 36).

[kDa] ——  BN-PAGE

v

160 —

110 mNOA1

80 — -

<4 3I9Vd-SAS —

v I \ SK

Abbildung 36: Charakterisierung der mNOAl Express in dn den rhibodrialen Atmungsketten -
komplexen mittels nicht- reduzierender zwei-dimenalerBlue Native PAGE voRlerzmitochondrien der
Maus, reprasentativ fur 3 unabhangige Experimente

Insgesamt sprechen die Befunde unter 3.4.1 — 3d&flir, dass mMNOA1 durch
Homodimerisierung die Superkomplexbildung der nhitmwrialen Atmungskette
begunstigt oder stabilisiert und so die Kapazi&itrditochondrialen Atmungskette erhéht.
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3.4.9 Stabilitat von mNOA1

In silico- Analysen der mNOAL1-Proteinsequenz mit ProtPararpésy ProtParam) haben
dem Protein eine Halbwertszeit von weniger als 8h&n zugeschrieben. Es wurde ein
theoretischer Instabilitatsindex von 54,51 errechumel mMNOAL somit als ein instabiles
Protein eingestuft. Proteine mit einer kurzen Haltiszeit zeichnen sich haufig durch das
Vorhandensein von PEST-Sequenzen aus (Rogers, 986), die auch fir mNOAIh
silico predikitert wurde. Um die tatsachliche Stabilté@h mNOA1 zu bestimmen, wurden
C2C12-Zellen fur unterschiedliche Zeitpunkte mit G@/ml des Translationshemmers
Cycloheximid (CHX) inkubiert. Die Abbildung 37 zejgdass die Halbwertszeit von
MNOAL ca. 12 Stunden betrug. Die Proteinexpressmm mNOAL1 war bis zu einem
Zeitpunkt von 6 Stunden relativ konstant (90+12 #éyuzierte sich innerhalb weiterer 2
Stunden auf 7710 % und erreichte nach 12 StundenHdlfte der urspriinglichen

Expression (523 %).

c 140 -

o)

§ 120 -

§ 100 4 Abbildung  37:  Proteinstabilitat
W= gp. & % (Kreise) von mNOA1; Inkubation von
£ X § C2C12-Zellen mit 50 pg / ml Cyclo-
% X 60+ o heximid (CHX) fir die angegebene
: 40 - Dauer; mRNA-Stabilitdt von mNOA1
< (Rauten); Inkubation von C2C12-
g 20 Zellen mit 5 pg / ml Actinomycin D
c 0 (ActD) fur die angegebene Dauer

Angabe in % der Kontrolle als
Mittelwert+Standardabweichung von
n=3 Experimenten

Ktr  0,5h 1h 2h 6h 8h  12h

<O Protein-Stabilitat —@— RNA-Stabilitat

Zusatzlich zur Proteinstabilitat wurde die mRNA{Sli#t untersucht, da auch diese zur
Regulation der Genexpression beitragt. Dazu wud2@12-Zellen fur unterschiedliche
Zeitpunkte mit dem Transkriptionshemmer Actinomycih (ActD) inkubiert. Die
anschlieBende Analyse der RNA mittels quantitatR€@R ergab, dass bereits nach 2-
stundiger Inkubation mit ActD nur noch 64+3 % despringlichen mMNOA1-mRNA
vorhanden war. Nach 6-stindiger Inkubation mit Astdk dieser Wert weiter auf 332 %
der nicht-behandelten Kontrolle (Abbildung 37).

Diese relativ geringen Halbwertszeiten sprechenirdafiass mNOA1 eine wichtige
regulatorische Funktion bei raschen Anpassungemdechondrialen Funktionskapazitat

an wechselnde Anforderungen hat.
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3.4.10 Induktion des Zelltodes durch die Herabregulatiomr mNOA1

Um den Einfluss einer mNOA1-Herabregulation auf dngtochondriale Respiration
untersuchen zu konnen, wurden ein sh-mNOA1-Vektmskuiert. Mit diesem wurden
C2C12-Zellen transient transfiziert und die mMNOAdpEession auf RNA- und
Proteinebene bestimmit.

Die Transfektion mit sh-mNOA1 fihrte nach 48 Stumdeu einer signifikanten
Herabregulation der mNOA1-RNA-Expression auf 4312w der Mock-Transfektion
(Abbildung 38A). Diese bestatigte sich auch auftélrebene, wo sich die mMNOA1-
Expression auf 52+4 % der Mock-Transfektion sidaaifit reduzierte (Abbildung 38B).

140 - - s MNOAL
. 140+ - T [W= = w= = | Aktin
< = 120- T 2 120+
x 3 o3
E S 100+ & S 100
£ 801 * £ & 801
= < £ *
<5 60- <5 60-
4 8 o @
<9 404 < O 40-
o< O o
= X 20- 24 207
0- 0 -
Mock sh- Mock sh-
MNOA1 MNOA1

Abbildung 38: sh-RNA vermittelte Herabregulation der mNOAl-Exgies auf RNA- (A) und
Proteinebene (B) 48 Stunden nach Transfektion; Bega % der Mocktransfektion als Mittelwert+
Standardabweichung von n=3 unabhangigen Experimgpte0,05

Es wurde beobachtet, dass die Transfektion vonS®AL zu einem Ablosen der Zellen
von der Kultivierungsschale fuhrte. Um das Ausma&s dellablosens zu analysieren,
wurde die Vitalitat der Zellen mit Bromphenolblaesimmt. Wie der Abbildung 39

entnommen werden kann, fihrte die HerabregulatmmmNOAL zu einer Reduktion der

lebenden Zellen auf 51+1 % der Mock-Transfektion.
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120 -
100 A
g
© 4
5= 80
T S
8 2 60 9 *
=X . . .
L= 401 Abbildung 39: Reduktion der Uber-
D lebensrate der C2C12-Zellen nach
20 4 transienter Transfektion von sh-
mNOAL1; Angabe in % der Mock-
0 - Transfektion als Mittelwett

Standardabweichung von n= 3

Mock sh-mNOA1 unabhéngigen Experimenten;*p<0,05

3.4.11 Induktion einer mitochondrialen Dysfunktion durch Idrabregulation von
mMNOAL1

Zur Aufklarung der Frage, ob eine induzierte Heegoikation von mNOA1l zu einer
Abnahme der mitochondrialen Respiration flhrt, vemrdC2C12-Zellen mit sh-mNOA1
transfiziert und nach 48 Stunden mitochondriale yEnAktivitdten gemessen, auf die
Citratsynthase-Aktivitat normalisiert und im Vergle zu Mock-transfizierten Zellen

analysiert.

200 -
1501
1001

50 -

Cl CI-n Cil

Enzym-Aktivitat / CS-Aktivitat
[% MockK]

Il Mock O sh-mNOA1

Abbildung 40: Einfluss der sh-mNOA1-Transfektion auf die mitoctioalen Aktivitaten 48 Stunden nach
der Transfektion; Induktion der Komplex I-abhangigelADH-Oxidation sowie Herabregulation der
Cytochrom c-Reduktion; keine Anderung der Komplex IllI-Aktivita Normalisierung der
Aktivitatsmessungen auf die Citratsynthase-Aktiyit8Angaben in % der Mock-Transfektion als
Mittelwert+Standardabweichung von n=4 unabhangigen Experimgtge0,05

Wie der Abbildung 40 entnommen werden kann, fubréeinduzierte Herabregulation der
MNOA1-Expression zu einer signifikanten Zunahme #&&kDH-Oxidationsrate auf
155+13 %. Wie die Messung der CytochrarReduktionsrate zeigte, wurde der erhthte

Elektronenfluss aber nicht weiter in die Atmungskeageleitet. Vielmehr fuhrte die sh-
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MNOA1-Transfektion zu einer signifikanten Abnahmer €ytochromc-Reduktionsrate
auf 81+9 % der Mock-Transfektion. Die Komplex llIk#vitat anderte sich durch die
MNOA1-Herabregulation nicht

Die Abnahme der CytochromReduktionsrate besagt, dass weniger Elektronerdieuf
terminalen Komplexe der mitochondrialen Atmungskeibertragen werden und dadurch
letztendlich weniger ATP produziert wird. Das wurdlech die Messung des ATP-Gehalts
bestétigt. Die Herabregulation der mNOAL-Expressidhrte zu einer signifikanten
Abnahme des zellularen ATP-Gehalts auf 43+10 % (ilbhg 41) der Mock-Kontrolle.

120 4
— 100 -
3
= 80-
2
E 60 - *
8 40 - Abbildung 41: Einfluss der sh-mNOA1-Transfektion
a auf den ATP-Gehalt 48 Stunden nach der Transfektion
';: 20 Angaben in % der Mock-Transfektion als
Mittelwert+Standardabweichung von n=3 unabhéngigen
0 - Experimenten; *p<0,05

Mock sh-mNOA1

Um die Frage zu klaren, ob diese Dysfunktion detoahiondrialen Respiration nach
induzierter Herabregulation von mMNOA1l auf Assentblgsfehler der Komplexe
zurtckzufiihren ist, wurde die Menge der assembhiefitmungskettenkomplexe mit Hilfe
von Blue NativeGelen im nativen Blot analysiert. Die einzelnennifidexe wurden dabei
mit Hilfe spezifischer Antikorper der jeweiligen Kiplexe identifiziert. Die Abbildung 42
zeigt, dass die induzierte Herabregulation von mNO#n Vergleich zu Mock-
transfizierten Zellen zu einer signifikanten Abnahrder assemblierten Komplexe IV
(77+4 %) und V (46+27 %) sowie der Superkomplex@{%) fuhrte, die kaum noch zu
detektieren waren. Lediglich der Superkomplex nmem errechneten Molekulargewicht
von 1532kDa zeigte keine Anderung der Expressione@vahnen ist, dass der Komplex |
nicht detektiert wurde. Die Menge an assemblietk@mplex 1ll wurde durch die
Transfektion mit sh-mNOA1 nicht verandert (116+14. er Komplex Il wurde nicht

untersucht.

85



Ergebnisse

A _ _
< <
0 ¢
LR
= ﬁ s B
- 2158 kDa
Superkomplexe | T s :?S%Egg
- e | | —-— é b 535 Kpa

compex v\ (D
Komplex Il - . . .
Komplex IV - ‘-
B

[ *

3 1501

Q.

5

= % 100 -

3¢

O

58 07

(@]

5

£ 0-

<

SC Kl KIV KV

Il Mock O sh-mNOA1

Abbildung 42: Einfluss der induzierten mNOA1-Herabregulation dig Menge assemblierter Atmungs-
kettenkomplexe analysiert mit Hilfe vddiue Native-Gelen und anschlieRendem nativen Blot. Die eimezel
Komplexe wurden mit Hilfe eines Antikdrpermixes, stehend aus Antikdrpern jeweils gegen eine
Untereinheit der einzelnen Komplexe gerichtet, fdiziert. Reprasentative Darstellung von zwei
Experimenten. Das Molekulargewicht der einzelnepeBkomplexe wurde von Dr. Ilka Wittig errechnet (A)
Fur die Quantifizierung der Blots wurden entsprexché&irzer exponierte Blots (fur Komplex IV und V)
herangezogen. Diese ist im Diagramm (B) dargestdllhigaben in % der Mock-Transfektion als
MittelwertxStandardabweichung von n=3 unabhéngigeperimenten; *p<0,05

3.4.12 Depolarisation der Mitochondrien durch Herabreguliain von mNOA1

Der mitochondriale Elektronentransport ist an eiReatonentransport von der Matrix in
den IMS gekoppelt, wobei ein elektrochemischer @radaufgebaut wird. Eine Abnahme
des Elektronentransportes ist daher mit einer Aimeabdes Membranpotentials und einer
Depolarisation der Mitochondrien verbunden. Um &a&nfluss der Herabregulation von
MNOA1 auf das Membranpotential zu untersuchen, amurdie Zellen mit sh-mNOA1
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transfiziert, 48 Stunden spéater mit JC-1 gefarbd im FACS analysiert. JC-1 ist ein
kationischer Farbstoff, der in Abh&ngigkeit vomastiondrialen Membranpotential in den
Mitochondrien akkumuliert, begleitet von einer \drebung der Fluoreszenz aus dem
roten in den grinen Bereich (Smiley et al., 19%i)e Depolarisation der Mitochondrien
ist gekennzeichnet durch eine Abnahme des Verl&kai von roter und gruner

Fluoreszenz (Di Lisa et al., 1995).
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Abbildung 43: Verdnderung des mitochondrialen Membranpotentials Abhangigkeit von der
Herabregulation von mMNOAL gemessen mit dem Farb3@fl mittels FACS; représentatives Histogramm
(A) und statistische Auswertung von n= 3 Experiraan{B); *p<0,05

Die Herabregulation der mNOA1-Expression flhrte emem Anstieg der grinen
Fluoreszenz und somit zu einer Abnahme des Veiké#sa der roten und grinen
Fluoreszenz (Abbildung 43), was einer Depolarisatier Mitochondrien entsprach.

Eine Abnahme des mitochondrialen MembranpotentissZusammenhang mit einer
Abnahme des Protonengradienten verursacht die Bqatan Cyclophilin D an ANT und
somit eine Offnung der Permeabilitat-TransitionseP®TP, was den Zelltod einleitet.
Cyclosporin A (CsA) verhindert die Bindung von Gyghilin D an ANT (Woodfield et al.,
1998) und somit eine Offnung der PTP, wodurch aath PTP-vermittelter Zelltod,
inhibiert werden kann.

Um zu testen, ob das durch sh-mNOA1-Transfektioluzierte Sterben der Zellen auf ein
Offnen der PTP beruht, wurden die Zellen unmittelbach der Transfektion mit 3 uM
CsA inkubiert und die Vitalitéat der Zellen mit Braimenolblau gemessen. Wie in der
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Uberlebensrate [% Mock]

Abbildung 44 zu sehen ist, verhinderte eine Inkigmatder sh-mNOALl-transfizierten
Zellen mit CsA den Tod der Zellen nicht. Eine Offiguder PTP war somit nicht Ursache

des Zellsterbens bei einem Mangel an mNOAL.
*

120- |
100+
80 4 Abbildung 44: Reduktion der Uber-

‘ lebensrate der C2C12-Zellen nach

60 1 transienter Transfektion von sh-

404 mMNOAL unabhéangig von der PTP-
Offnung gezeigt durch die Inhibition

20 mit 3 uM CsA: Angabe in % der
Mock-Transfektion als Mittelwett

0 - Standardabweichung von n= 3
Mock sh-mNOA1 sh-mNOA1 unabhéngigen Experimenten;*p<0,05
+ CsA

3.4.13 Die Herabregulation von mNOAL induziert die Bildungvon Superoxid-
Radikalen

Eine Disproportionalitat der mitochondrialen Atmskgtte fihrt zu einer erhohten
Produktion von Radikalen, vornehmlich Superoxid-Ral& (O,) (Turrens, 1997). Eine
sh-mNOA1l-abhangige OProduktion wurde im FACS mit dem Farbstoff MitoS@ed
gemessen. MitoSOX-Red ist ein Farbstoff, welchénet direkt von den Mitochondrien
aufgenommen und dort durch vorhandeng-Radikale oxidiert wird und dadurch rot
fluoresziert. Wie die Abbildung 4zeigt, fihrte die Herabregulation von mNOAL zu eine

Zunahme der roten MitoSOX-Red-Fluoreszenz im Vachleur Mock-Transfektion.

Mock-Transfektion sh-mNOA1-Transfektion
2507 2507
2007 2007
1507 o 1507
(]
1007 1007
50 50
10° 10° 10* 10° 10° 10° 10* 10°
MitoSox Red Floureszenz-Intensitat MitoSox Red Floureszenz-Intensitat

Abbildung 45: Bestimmung der Superoxidproduktion mittels FACS-iea unter Verwendung von
MitoSOX in Mock-transfizierten und sh-mNOA1l-trarsérten C2C12-Zellen 48 Stunden nach
Transfektion; reprasentativ fir n= 4 Experimente
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Um zu klaren, ob diese signifikant erhohtg-Produktion Ursache fur das Sterben der
Zellen nach sh-mNOAL1-Transfektion ist, wurden diell@h mit dem Antioxidans N-
Acetylcystein (NAC) wahrend der Transfektion inketi Wie der Abbildung 46
entnommen werden kann, inhibierte die NAC-Inkubatidas sh-mNOAl-induzierte

Zellsterben und hielt die Anzahl der vitalen Zel@8+14 %) auf dem Niveau der Mock-
Transfektion.

~ * *
8 120; |
i 100- Abbildung 46: Reduktion der Uber-
= lebensrate der C2C12-Zellen nach
g 80 - transienter Transfektion von sh-
g mMNOA1 und Inhibition des sh-
S 60 - mMNOALl-induzierten Zellsterbens
o durch die Inkubation der Zellen mit 10
2 40+ mM NAC; Angabe in % der Mock-
3 20 - Transfektion als Mittelwett
= Standardabweichung von n= 3

0 - unabhéngigen Experimenten;*p<0,05

Mock sh-mNOA1 sh-mNOAl
+ NAC

Eine erhohte Produktion von,Okann zu einer Verschiebung des gesamten Redox-
haushaltes der Mitochondrien fuhren. In den Mitoalreen existieren 2 Redox-Systeme,
die fur den Schutz vor den Schéden durch oxidatstass zustandig sind. Das ist zum
einen das Gluthation (GSH)-System und zum andeasrTHioredoxin-2-System (Orrenius
et al., 2007). Wahrend GSH standig zwischen derodiindrien und dem Zytosol
ausgetauscht wird, ist Thioredoxin-2 (Trx-2) st@nidi den Mitochondrien vorhanden. Mit
Hilfe einer Redox-sensitiven Western-Analyse saollee Redox-Zustand von Trx-2 nach
sh-mNOAL1-Transfektion analysiert werden, da einlidgen von oxidiertem Trx-2 einen
apoptotischen Zelltod induzieren kann (Masutanalet2005). In Abbildung 47st eine
Redox-Western-Analyse von Trx-2 48 Stunden nachn&fektion von sh-mNOALl
dargestellt. Als Positivkontrolle diente eine 3Miitige Inkubation von C2C12-Zellen mit
1 mM Wasserstoffperoxid @d.).

Der Abbildung 47 ist deutlich zu entnehmen, dass3@-minttige Inkubation mit 4D, zu
einer kompletten Oxidation von Trx-2 fuhrte. Wakden den Mock-transfizierten Zellen
der grof3te Teil von Trx-2 in reduzierter Form vgrlavar in den sh-mNOA1l-transfizierten

Zellen der Anteil an oxidiertem Trx-2 grof3er als Aateil der reduzierten Form.
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sh-
H>0, Mock MNOAL1

Trx-2 — reduziertes Trx-2
- .- . . . ' oxidiertes Trx-2
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Abbildung 47: Redox-Western-Analyse von Thioredoxin-2 (Trx-2) 4R&unden nach sh-mNOA1-
Transfektion; vollige Oxidation von Trx-2 durch diekubation mit 1 mM HO, als Positivkontrolle;
reprasentativ fir 3 unabhangige Experimente

Reduziertes Trx-2 ist an die mitochondrial-lokaise ASK-1 gebunden und verhindert
somit eine Aktivierung dieser. Oxidiertes Trx-2 et seine Bindungseigenschaften an
ASK-1, wodurch diese aktiviert wird. Eine aktivierASK-1 vermittelt die Induktion der
Apoptose durch Phosphorylierung von JNK/SAP bzv@ (Masutani et al., 2005) und der
daraus resultierenden Aktivierung dieser. Um ziersuichen, ob eine Aktivierung dieser
Effektor-Kinasen fur das Zellsterben nach sh-mNOAdnsfektion verantwortlich ist,
wurden Western-Analysen durchgefuhrt. Es wurdeigezdass ein Inkubation von Zellen
mit Anisomycin zu einer Aktivierung sowohl von JN&AP als auch p38 fuhrt (Goh et al.,
2000). Daher diente eine 15-minutige Inkubation WRAC12-Zellen mit 10 ng / ml
Anisomycin als Positivkontrolle bei diesem Versuch.

Wie in der Abbildung 48 zu sehen ist, fuhrte didskubation der Zellen zu einer
Phosphorylierung und damit Aktivierung von JNK/SA#s auch p38. Eine solche

Aktivierung konnte in sh-mNOA1-transfizierten Zellaicht beobachtet werden.

£ 21
o
D >
s E 2
= 0O X
c Q0 S %
S & = G
T = . d— p38
p-p38
T (Thr1l80/ Tyr182)
'. INK/SAP Abbildung 48: Unabhangigkeit des sh-mNOA1-
N— induzierten Zelltod von einer Aktivierung von JNKYS
bzw. p38; In-kubation von C2C12 mit 10 ng /mi
P-JNK/SAPK Anisomycin als Positivkontrolle; reprasentativ f@r

(Thrl83/Tyrl86)  unabhangige Experimente
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3.4.14 Herabregulation von mNOAL1 induziert eine ROS-abhdgg Apoptose

Es wurde vielfach in der Literatur gezeigt, dass Alkkumulation von Superoxidanionen
zu einer Aktivierung des intrinsischen Apoptosevgedéhrt. Dieser ist charakterisiert
durch die Freisetzung von Cytochr@amaus den Mitochondrien in das Zytosol. In Western-
Analysen von Zellfraktionierungen konnte gezeigtrades, dass die Herabregulation von

MNOAL zu einer Freisetzung von Cytochronm das Zytosol fuhrte (Abbildung 49).

Mitochondrien Zytosol
sh sh
Mock  mNOA1 Mock mNOA1

- — _—
VDAC
— —

Abbildung 49: Freisetzung von Cytochrom c in das Cytosol hervarfga durch die Herabregulation von
mNOAL; Western-Blot reprasentativ fir 3 unabhandigperimente

Die Freisetzung von Cytochromin das Zytosol ist die Voraussetzung fur die Biigules
sogenanntenApoptosonts Dieses besteht aus Cytochram Apaf-1 und moglicherweise
dATP und wird nach seiner Bildung zur Procaspasek@utiert, wodurch diese und somit
weitere Caspasen aktiviert werden kénnen (Acehah,62002). Eine der Effektorcaspasen
der Apoptose ist die Caspase-3, deren Aktivieruegeddgultigen Schritte der Apoptose
einleitet. Wie in Western-Analysen gezeigt wurddrfe die Transfektion von sh-mNOA1
nach 48 Stunden nicht nur zu einer Aktivierung @aspase-3 sondern auch zu einer
Spaltung von der Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARPginem  weiteren
Schlusselmolekil in der Apoptose (Oliver et al98PQ(Abbildung 50).
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sh-
Mock mNOA1l

M mNOAL
m . Caspase-3

Abbildung 50: Aktivierung von pro-apoptotischer

— S WES " Caspase-3 und PARP durch die Herabregulation von

PARP mNOAL1, Western Blot reprasentativ fir 3 unabhangige
Experimente

Die Herabregulation von mNOA-1 fiihrte also zu ein@aspase-abhangigen apoptoti-
schen Zelltod in C2C12-Myoblasten.

3.4.15 Sauerstoff-Abhangigkeit der mNOA1-Expression

Eine in silico- Analyse der mNOALl-Promotorregion mit Matinspect@enomatix
Software GmbH, Miinchen (Cartharius et al., 2005ehaa. eirhypoxia response element
(HRE) pradiktiert. Dabei handelt es sich um einezdsche DNA-Sequenz des Typs
NCGTG, die in der Promoterregion bestimmter Gend&kaomt und deren Transkription
nach Bindung durch den Hypoxie-induzierten Faktar(Hif-1a) reguliert wird. Der unter
normoxischen Bedingungen instabile Hypoxie-Faktoif-1d wird durch Hypoxie
stabilisiert und aktiviert durch die Bindung an HR#&e Expression von Genen, die das
Uberleben unter geringen Sauerstoffbedingungenrstiiteen (Chavez et al., 2008). Um
eine eventuelle Hypoxie-abhangige Regulation defOAMN-Expression zu untersuchen,
wurden C2C12-Zellen in einer Hypoxie-Kammer mit Q% Sauerstoff inkubiert und
anschlielend die mMNOA1-Expression untersucht. Widear Abbildung 51 zu sehen ist,
fuhrte die Inkubation unter 0,5 % Sauerstoff zueeisignifikanten Herabregulation der
MNOA1-mRNA-Expression auf etwa die Halfte der Exgsien unter normoxischen
Bedingungen (12 h Hypoxie 49+15 %; 24 h Hypoxie BD®6). Eine Reoxygenierung
(RO) von 2 Stunden fihrte zu einem Anstieg der mNiBA&pression. Dieser Anstieg auf
193+4 % der Normoxie-Kontrolle ist signifikant.
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Abbildung 51: Hypoxie-abhéngige Herabregulation der mNOAl-mRNZAs#ession und Induktion der
Expression durch eine 2-stindige Reoxygenierung ){(R@ngaben in % der Normoxie als
MittelwerttStandardabweichung von mindestens n=8tsingigen Experimenten; *p<0,5

3.4.16 Einfluss der mNOA1-Expression auf die mitochondralAtmung unter Hypoxie

Da die mNOA1-Uberexpression eine Aktivierung detaciiondrialen Atmungskette zur
Folge hatte, wurde auch unter hypoxischen Bedingardie Cytochront-Reduktion als
Marker des Elektronenflusses in mMNOALl-lUberexprienéelen Zellen gemessen.

[l Mock @ X-OE

160-
140-
120- *
100- ‘ |
80

60 -
40

20 4
0 -

Cytochrom C-Reduktion /
CS-Aktivitat [% Normoxie Mock]

Normoxie 24 h Hypoxie 24h+2hRO

Abbildung 52: Einfluss der mNOA-1 Uberexpression auf die Cytooh c-Reduktion unter Hypoxie und
nach 2-stindiger Reoxygenierung (RO); Angabe ine&Yortbrmoxischen Mock-Kontrolle als Mittelwert +
Standardabweichung von n= 4 unabhangigen Experengp0,05; #p<0,05 Normoxie gegen Hypoxie

Wie der Abbildung 52 zu entnehmen ist, fiihrte disetéxpression zu einer Aktivierung

unter normoxischen Bedingungen gegeniber der Mwoaksfektion, zeigte aber unter
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Hypoxie-Bedingungen keinen Unterschied zu Mocksdfarerten Zellen. Sowohl die
Mock- als auch die mNOA1-Uberexpression fiihrte mem signifikanten Abfall der
Cytochrom c-Reduktion unter hypoxischen Bedingungen. Die Aldien sanken auf
47+10 % in den Mock-transfizierten und auf 51+5®@den mNOAL-tberexprimierenden
Zellen der Mock-transfizierten Normoxie-Kontroll&€ine 2-stiindige Reoxygenierung
fuhrte in den Mock-transfizierten Zellen zu keingeranderung der Cytochrom-
Reduktionsrate, induzierte aber in den mMNOAIl-lUbaiexerenden Zellen einen
signifikanten Anstieg im Vergleich zu den hypoxiesntBedingungen ohne dabei aber das

Normoxie-Niveau zu erreichen.

3.4.17 Hif-1a-Abhéangigkeit der mMNOAL - Expression

Eine Hif-la-Abhangigkeit dieser Herabregulation wurde durahldkubation von C2C12-
Zellen mit 200 nM Kobalt(ll)-chlorid (CoG) analysiert. CoGl kann unter Normoxie
Hypoxie-vermittelte Signalwege durch die Stabilisieg von Hif-I aktivieren (Ho and
Bunn, 1996).

Bereits nach 6-stindiger Inkubation mit Co®urde eine signifikant herabregulierte
MNOAL1-mRNA-Expression auf 29+13 % der Kontrolle gasen (Abbildung 53).
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< * * Abbildung 53: Herabregulation der mNOAL-
f 40 4 MRNA-Expression durch die Inkubation von
- 20 C2C12-Zellen mit CoGl unter normoxischen
6’: i Bedingungen; Angaben in % der Kontrolle als
= 0 - MittelwerttStandardabweichung  von  n=3
S unabhéngigen Experimenten; *p<0,5

Ktr 6h 12 h
— CoCl, =—

Um eine direkt Bindung von Hifdl an die pradiktierte HRE-Sequenz im mNOA1-
Promotor zu analysieren, wurde eiklgctrophoretic Mobility Shift AssayEMSA)*
durchgefuhrt. Diese Gelshiftanalyse wird genutzt @DNA-Protein-Interaktionen zu
untersuchen und beruht auf der Beobachtung, dasslestDNA-Protein-Komplexe
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langsamer durch ein Gel diffundieren als freie DRragmente (Fried and Crothers,
1981). Es wurden Zellkernextrakte von hypoxische2CT2-Zellen hergestellt. Diese
wurden mit IRD’700 — markierten Oligonukleotiden, die der predikén HRE —Sequenz
des mMNOAZL1-Promotors entsprachen, inkubiert. Dieh simldenden DNA-Protein-

Komplexe wurden in einem nicht-denaturierendem &wolylamidgel aufgetrennt und mit
dem Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR Biasces, Bad Homburg) analysiert.
Um die Spezifitdt der Interaktion zu bestimmen, aeur nicht-markierte konsensus
Kompetitor-Oligonukleotide sowie nicht-markierte tante Kompetitor-Oligonukleotide

eingesetzt. Es zeigte sich, dass es nach Inkubalkésn IR[Y700 —markierten Oligo-

nukleotiden mit dem hypoxischen Zellkernextraktennem Bandshift kam. Dieser konnte
durch die gleichzeitige Inkubation mit dem nichtsiierten konsensus Kompetitor-
Oligonukleotid im Uberschuss kompetitieren. Die DiRfotein-Interaktion wurde durch
die gleichzeitige Inkubation mit dem nicht-markesrt mutanten Kompetitor-

Oligonukleotid spezifisiert, da diese keine Kompeti des Bandshifts nach sich zog
(Abbildung 54).

Abbildung 54: Detektion
von spezifischen Bandshifts
nach der Inkubation von IRD-
700 markierten mNOA1-
HRE-Oligo-Nukleotiden mit

hypoxischen
Zellkernextrakten. Spezi-
A fizierung der Bindung durch

die Kompetition mit nicht-

ds IRD-700 HRE oligo + + + + markierten konsensus
Oligonukleotiden und Nicht-
Zellkernextrakt - + + + Kompetition mit mutanten
konsensus Kompetitor - -+ - Oligonukleotiden.
. Reprasentativ far 3
mutanter Kompetitor - - + + unabhangige Experimente
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4 Diskussion

4.1 Anpassung der Funktion mitochondrialer Subpopulatioyen an subzellular
unterschiedliche Sauerstoff-Versorgung
In dem ersten Teil der vorliegenden Arbeit, wurddie kardialen, linksventrikularen
mitochondrialen Subpopulationen in zwei Modellertensucht, um die Frage nach einer
funktionellen Kompartimentierung der kardialen Ejpebereitstellung zu klaren. In dem
ersten Modell wurden Schweine einer hyperbaren @miggung als Mal} fir eine erhdhte
Sauerstoffverfugbarkeit unterzogen und in dem ameiVinterschlafmodell wurde die
korperliche Inaktivitat als Ursache fur eine seérigge kardiale Arbeitslast analysiert. Die
Ergebnisse der Abbildungen 5 bis 21 zeigen, dass k€ardiomyozyte in Abhangigkeit
von der Sauerstoffverfigbarkeit die mitochondrial&ubpopulationen differentiell
regulieren kann, wobei die interfibrillaren Mitoaidrien dabei erstmals als die
regulatorische Einheit identifiziert wurden. Die gassung der kardialen IFM an die
limitierte lokale Sauerstoffverfligbarkeit in denh8@inen unter Normoxie besteht also
insgesamt in einer regelrechten ,Umorganisationt d@¢mungskette, sodass deren
respiratorische Kapazitat dramatisch reduziert & HBO-Behandlung der Schweine
beweist dabei, dass die IFM durch die Sauerstdiigbarkeit reguliert werden. So wurden
die ruhenden IFM durch die hyperbare Oxygenierwrdgdan Ebenen der Genexpression,
der Komplex-Assemblierung und der Enzymaktivitdianrespiratorisch-aktive, ATP-
produzierende Mitochondrien Uberfuhrt. Die Revalisith dieses Konzeptes konnte im
Modell des Winterschléfers gezeigt werden, wo ébmahme der kardialen Arbeitslast
und damit des kardialen Energieverbrauchs durchuziedte Verminderung der
korperlichen Aktivitaten zu einer Inaktivierung deM flhrte.
Fur die Untersuchungen des ersten Modells wurdemmitiochondrialen Subpopulationen
SSM und IFM aus dem linken Ventrikel des Schweif@ss scrofaisoliert. Zur Analyse
des oxidativen Metabolismus in diesen wurde die yematische Aktivitdt der
mitochondrialen Komplexe I, 11, IV und V spektropiometrisch gemessen und auf die
Citratsynthase-Aktivitat, die sich zwischen SSM URM nicht unterschied, normalisiert.
Wie in den Diagrammen der Abbildung 6 deutlich ehen ist, waren die Aktivitaten aller
gemessenen mitochondrialen Komplexe in der Komfrofipe in den IFM gegentber den
SSM um mindestens 50 % signifikant reduziert. Dastghen sie im Gegensatz zu
publizierten Daten in anderen Tiermodellen, in denég Atmungskapazitaten in IFM

hoher als in SSM waren (Palmer et al., 1977; Paleteal., 1985). Um unspezifische
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NADH-Oxidase- und ATPase-Aktivitaten aus den spmMiotometrischen Messungen
auszuschlieBen, wurden die Aktivitaten des Komplexd der ATPase iBlue Native
Gelen mit einer entsprechenden katalytischen inFadbung visualisiert (Abbildung 7).
Dabei konnte gezeigt werden, dass die Holo-Enzynivaiten der katalytischen Féarbung
den spektrophotometrisch gemessenen reduzierten plégaktivitdten in den IFM
entsprachen. Um die Ursachen fir diese Aktivitéesnischiede zwischen SSM und IFM zu
klaren, wurden die mitochondrialen Komplexe iBlte NativePAGE analysiert. In der
Abbildung 8A ist deutlich zu erkennen, dass dieinggn Aktivitaten der IFM auf
geringere Mengen assemblierter Komplexe zurtickzefiihst. Eine Ausnahme bildete
dabei nur Komplex lll, dessen Proteinmengen zwisch8M und IFM gleich waren. Die
massivste Reduktion der Komplexassemblierung b&wafplex V, die kF-ATPase, die
kaum noch detektiert werden konnte. Die oxidativeogphorylierung ist an die
Generierung eines Protonen-gradienten gekoppetckei, 1976), welcher von denf-
ATPase zur ATP-Produktion genutzt wird. Eine felleri Fo-ATPase-Aktivitat, wie sie
in den IFM gemessen wurde, wiirde somit eine Pretang und daher eine Azidifizierung
der mitochondrialen Matrix nach sich ziehen. Zust@égung dieser Annahme wurde der
Matrix-pH mit dem fluorophoben Farbstoff BCECF asi¢rt. In den SSM wurde ein
Matrix-pH von 8,&0,5 gemessen, welcher somit dem von respiratorigktiven
Mitochondrien entspricht (Llopis et al., 1998). [Begensatz dazu wurde in den IFM ein
im Vergleich zu den SSM geringerer Matrix-pH voi7#®),2 gemessen. Dieses Ergebnis

entsprach der erwarteten Azidifizierung und zedgss die IFM respiratorisch inaktiv sind.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse der IFM Risleepanz hinsichtlich des von
Skulachev hypothetisch konzipierten Modells. Insdim postuliert er, dass es innerhalb
einer Kardiomyozyte Cluster von Mitochondrien gildie elektrochemisch miteinander
verbunden sind, um das Membranpotential von regpisgh aktiven Mitochondrien zu
inaktiven zu transportieren um somit eine stan&@e-Produktion in allen Mitochondrien
unabhangig von ihrer Lokalisierung innerhalb derdf@myozyte zu gewahrleisten. Wirde
dies tatsachlich zutreffen, dann durfte es zumrekeene Matrix-pH -Unterschiede in den
mitochondrialen Subpopulationen geben (Skulach@@1P und zum anderen hatten die
IFM eine assemblierte, funktionaleH-ATPase haben missen. Beide Aspekte konnten in
dieser Arbeit experimentell widerlegt werden. Digen gezeigten Daten lassen vielmehr

den kontraren Schluss zu, die mitochondrialen Spblationen als elektrochemisch
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getrennte Einheiten zu betrachten. Obwohl Skulaxh¢ypothese hier keine Giultigkeit
hat, kann sein vorgeschlagener Mechanismus dennaideren Zellarten mdglich sein.
Der mitochondriale oxidative Metabolismus bestelithin nur aus der oxidativen
Phosphorylierung, sondern auch aus den Stoffweskgen, die die Substrate fur diese
liefern. In einer Kardiomyozyte wird die meiste Egie durch diep-Oxidation von
Fettsauren gewonnen (Stanley et al., 2005). Datusteht Acetyl-CoA, was als Substrat
fur den Zitronensaurezyklus dient. Um zu untersuche®b nur die oxidative
Phosphorylierung in den IFM limitiert ist, wurdenmzgmatische Aktivitdten von
Schlusselmolekilen beider Stoffwechselwege anatysreden IFM konnte, im Gegensatz
zu den SSM, keine enzymatische Aktivitdt der mitoudrialen Aconitase, einem
essentiellen Enzyms des Zitronensaurezyklus, gemesgerden. Die Aconitase ist
aufgrund ihres Eisen-Schwefel-Clusters im aktiveentdum des Enzym sehr redox-
sensitiv und kann daher durch oxidativen Stressbiatt werden (Gardner, 1997).
Oxidativer Stress wird in den Mitochondrien im Ramder oxidativen Phosphorylierung
produziert. Obwohl die Aktivitaten der Atmungskeitteden IFM aber reduziert sind und
somit auch die Rate der Superoxidproduktion, efsthesine redox-abhangige
Herabregulation der Aconitase-Aktivitdt unwahrsalieh, kann aber nicht ausgeschlossen
werden, da der Redox-Status der mitochondrialemp&uidationen nicht untersucht wurde
und es in der Literatur momentan keine Hinweise rib&e redox-unabhéngige
Modulation der Aconitase-Aktivitdt gibt. Obwohl di&rsache der Inhibition der
Aconitase-Aktivitat nicht geklart werden kann, riégut eine Hemmung dieser in einer
Inhibition des Zitronensaurezyklus, so dass keieeURtionsaquivalente Uber diesen als
Substrate fur die oxidative Phosphorylierung gedtierden konnen (Voet D, 1994). In
der Abbildung 15 ist zu erkennen, dass die IFM imrgleich zu den SSM signifikant
erhohte Aktivitaten der Palmitoyl-Acyl-CoA-Dehydrexgase, einem Enzym der
mitochondrialerp-Oxidation der Fettsauren, aufwiesen. Beigl€xidation der Fettsduren
wird reduziertes Flavin-Adenin-Dinukleotid (FADH gebildet, welches dem
mitochondrialen Komplex Il als Substrat dient (V8gt1994). Daher ist anzunehmen, dass
die Aktivitat der Palmitoyl-Acyl-CoA-Dehydrogenase den IFM erhdht ist, um Uber die
Bereitstellung von FADLlein geringes Membranpotential aufrecht zu erhalten

Die gemessenen mitochondrialen Aktivitats-Untersgli zwischen SSM und IFM sind
maoglicherweise auf die Haltung der 3 Monate altéerd zurlickzufthren, die in ihren
engen Kafigen nicht sehr viel Platz fir Bewegundgetten und somit eine reduzierte

korperliche Aktivitat zeigten. Deshalb erfolgte @en Schweinen kaum jemals eine
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Aktivitats-bedingte maximale Kontraktilitdtssteigag des Herzens mit entsprechender
Zunahme der  Myokarddurchblutung und optimaler Oxygreing aller
Kardiomyozytenbereiche. Wie bereits erwahnt, habpétere Untersuchungen an Bio-
Schweinen mit Art-gerechten Auslauf-Mdglichkeiteine d=unktionseinschrankung der
kardialen IFM nicht aufgewiesen. Unterstutzt wircks Annahme von subzellularer
Hypoxie in den Herzen der standig inaktiven Scheench durch die Arbeiten von Eiji
Takahashi, der zeigen konnte, dass in isoliertemdidmyozyten erhebliche radiale
intrazellulare Sauerstoff-Gradienten existieren k@feashi et al., 1999). Daher wurde
angenommen, dass die higemessenen reduzierten Aktivitaten der IFM auf fedlc
intrazellularen Sauerstoff-Gradienten zurtickzufalsmd.

Um eine ausreichende Oxygenierung aller kardialéiodiondrien zu erreichen und um
die moglichen intramyozytaren Sauerstoffgradierseszugleichen, wurden die Schweine
einer 6-stiindigen HBO-Behandlung unterzogen. Wied@m Abbildungen 6 biS8 zu
erkennen ist, fuhrte diese Behandlung in den IFM e@nem Angleichen aller
Komplexaktivitaten auf das Niveau der SSM, dereniviiidten keine Unterschiede mehr
zeigten. Dariber hinaus wurden auch die Mengen dassemblierten
Atmungskettenkomplexe angehoben, welche nicht mehmdenen der SSM unterschieden
werden konnten. Die Messung des Matrix-pH in devl Bfgab einen Anstieg auf £8,7
und naherte sich somit nach der HBO-Behandlung Metnix-pH der SSM an (7:0,6).

Da in den IFM der Kontrolltiere die Menge der asbkenten Komplexe deutlich geringer
als in den SSM war und dieses Ungleichgewicht duliehHBO-Behandlung nivelliert
werden konnte, stellte sich die Frage, ob das airfere Neusynthese der
Komplexuntereinheiten beruht oder aber auf eine-Alggsemblierung bereits vorhandener
Proteine zurlckzufuhren ist. Diese Fragestellurtgabénsbesondere den Komplex V, der
in den IFM unter Kontrollbedingungen kaum noch &gezbar war. Western Blot-
Analysen, die in der Abbildung 9 dargestellt sindgrgaben, dass unter
Kontrollbedingungen die Expression derund - Untereinheit der fF,-ATPase in den
IFM gegenuber den SSM deutlich reduziert war, ahech die HBO-Behandlung den
SSM angeglichen werden konnte. Daher ist anzunehui@ss die Rekonstitution des
Komplex V nicht nur allein auf einer Neuassemblgyuvorhandener Untereinheiten,
sondern auch auf einer Neusynthese beruhen muss.2fdimensionale Analyse der
Proteinuntereinheiten des nach HBO rekonstituie@mplex V ergab in den IFM
zusatzliche Proteinbanden (siehe Abbildung 8B gekeichnet durch die roten Pfeile), die
in den SSM nicht zu finden waren. Diese wurdenalstMS/MS als Fragmente dpf
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Untereinheit identifiziert und konnten auch im Wst Blot nachgewiesen werden.
Dartber hinaus wurden auch Spaltprodukte fir a@ieUntereinheit von Komplex V
gefunden. In der Literatur gibt es Hinweise daralafss diese Spaltprodukte derund -
Untereinheit des Komplex V ein charakteristischesicen flr einen gesteigerten
oxidativen Stress sind (Belogrudov, 1996). Diesdrdwwahrscheinlich durch eine
disproportionale Atmungskette wahrend der Neuasberabg nach der HBO-Behandlung
verursacht. Das ist an dieser Stelle eine spekelatinnahme, da, wie schon vorher
erwahnt, keine Untersuchungen zum Redox-Status gfemairden.

Da angenommen wurde, dass die Rekonstitution dengtexe nach HBO-Behandlung
teilweise auf einer Neusynthese der Proteinunteetien beruht, wurde die
mitochondriale Genexpression in den mitochondrigrbpopulationen analysiert. Die
Abbildung 11 zeigt, dass eine starke Herabreguladier mitochondrialen Genexpression
in den IFM gemessen wurde. Als Ursache dafur wudlideinhibierte Aconitase-Aktivitat
angenommen, da gezeigt ist, dass dieses Enzymdeale Funktion besitzt und neben
seiner metabolischen Rolle ein Bestandteil desahdodrialen Nukleoids ist und daher
die mtDNA-Stabilitat beeinflussen kann (Chen ef 2005; Shadel, 2005). Daher wurde
sowohl die Menge als auch die Integritat der mtDINAersucht. Wie der Southern Blot in
Abbildung 13 zeigt, konnten aber keine Unterschibuhsichtlich der Integritat oder der
Quantitadt der mtDNA gefunden werden und sind dadsrUrsache fur die reduzierte
Genexpression in den IFM auszuschliel3en. Eine weeitégliche Erklarung dafir findet
man in den Daten von Eads et al., die die Vermuturigssen, dass die mitochondriale
Transkription in den IFM durch den gemessenen gerninMatrix-pH inhibiert ist (Eads
and Hand, 1999). Die Transkription konnte in del iifurch die HBO-Behandlung massiv
gesteigert werden. Bestatigt wurden diese Messudgesh Analyse der Gesamt-RNA der
linksventrikularen Gewebe. Auch hier zeigte sichssldie HBO-Behandlung zu einem
signifikanten Anstieg der mitochondrialen Genexpi@s gegenuber den Kontrollen
fuhrte. Dieser Effekt ist allein auf die IFM zurimKihren, da die mitochondriale
Genexpression in den SSM durch die HBO-Behandluieft rbeeinflusst wurde. Die
mitochondriale  Transkription ist mafigeblich von  denmitochondrialen
Transkriptionsfaktor Tfam abhéngig (Fernandez-Sdval., 2003) und dessen Expression
wird wiederum durch PGCel tUber NRF-1 und NRF-2 aktiviert (Puigserver and
Spiegelman, 2003). Eine hoch-signifikante Induktemwohl der Tfam-Expression als
auch von PGC-d wurde in der Gesamt-RNA von hyperbaren linksv&ntédrem Gewebe

gemessen. In Anbetracht der Tatsache, dass die B#@ndlung isoliert die
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mitochondriale Genexpression der IFM betraf, l@lsst den Schluss zu, dass, obwohl die
PGC-k- und Tfam-Expression die gesamte Zelle und jedéeddondrium der Zelle
betreffen misste, deren Wirken gezielt nur die [EMbetreffen scheint. Dieses Phanomen
ist bisher nicht erklarbar. Auch in der Literaturunden keine &hnlichen Beispiele
gefunden. Interessanterweise wurden in weiterereixgnten keine Unterschiede in der
Expression anderer mitochondrialer, nuklear-kodreRroteine gefunden. Somit bezog
sich die gesteigerte Genexpression allein auf dieer dmitochondrialen
Komplexuntereinheiten.

In Abbildung 16 ist zu sehen, dass in den IFM dentfolltiere ein signifikant erh6hter
Cytochromc-Gehalt gemessen wurde. Dieses erstaunliche Egedpnicht gegen einen
pro-apoptotischen Phanotyp der IFM, der eigentlicddurch die reduzierten
Komplexaktivitaten, der fehlenden jHg-ATPase-Aktivitdt sowie dem inhibierten
Zitronensaurezyklus in den IFM der Kontrolltiere ewvarten gewesen ware. Es wurde die
Expression von Opa-1 untersucht, da von diesemnn¢kst, dass es einen apoptotischen
Zelltod verhindern kann, in dem es durch UmbauQfestae-Struktur, die Freisetzung von
Cytochromc verhindert (Frezza et al., 2006), (Olichon et 2007). Die Hauptfunktion
dieser GTPase, die in der mitochondrialen Innenmambokalisiert ist, ist es, die
mitochondriale Fusion der inneren mitochondrialeenMbranen zu unterstitzen (Delettre
et al., 2000). Western Blot-Analysen ergaben eirdrigere Opal-Expression in den IFM
im Vergleich zu den SSM, die auch durch HBO-Behangl nicht wieder auf das
Expressionsniveau der SSM angehoben werden koAmbtgldung 17). Vielmehr zeigte
sich ein unterschiedliches Expressionsmuster deal@soformen zwischen SSM und
IFM. Alternatives Splei3en produziert 8 unterschae humane Opa-1 Transkripte, die
dariiber hinaus auch noch proteolytisch gespalterdeme kbnnen. Momentan wird
angenommen, dass die langen Transkripte fir digofabhangige Funktion zustandig
sind (Olichon et al., 2007). Auffallig ist, dass aen IFM ein kirzeres Transkript
exprimiert ist, welches in den SSM nicht zu detlein war. Bei diesem kbnnte es sich um
ein Spaltprodukt der Protease PARL handeln, vorchegh gezeigt ist, dass es eine anti-
apoptotische Funktion besitzt, indem es die Freisg} von Cytochront verhindert
(Cipolat et al., 2006).

Eine geringe mitochondriale respiratorische Akévitesultiert in einer geringeren ATP-
Produktion (Voet D, 1994). Da 90% des produzie®d® einer Kardiomyozyte fur die

Kontraktion genutzt wird, resultiert aus einer reiduten mitochondrialen respiratorischen
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Aktivitat auch ein geringeres Kontraktionsvermogérotz des volligen Fehlens defHs-
ATPase in den IFM, was aufgrund der reduzierten AT®&duktion in einer
eingeschrankten Kontraktionsfahigkeit der benadkbainneren Myofibrillen der Kardio-
myozyten resultieren muss, wurden die Tiere ti¢hiélzals vollig gesund eingestuft. Das
lasst darauf schlie3en, dass die von den SSM piertez Mengen an ATP fiur die
Kontraktionsarbeit der auf3eren Kardiomyozyten-Myolien und fur die Funktion des
Herzens in den Tieren ohne korperliche Aktivitatsr@ichend waren. Da die Tiere
aufgrund ihrer Haltung in engen Stallen nur einénge Bewegungsfreiheit und damit
einen geringen Bedarf an Herzarbeit hatten, wuadeedangenommen, dass die Aktivitat
der IFM der tatsachlichen Sauerstoffverfigbarkegepasst werden konnte. Daher hatten
diese geringen Aktivitaten der IFM auch keinen neitlgen Effekt flr die Herzfunktion
der Schweine. Die Reversibilitdt der angenommenepa8sungsfahigkeit der IFM wurde
durch die HBO-Behandlung, der Schweine gezeigt. Abhangigkeit von der
Sauerstoffverfigung konnten innerhalb von 6 Sturdierrespiratorisch ruhenden IFM in
metabolisch aktive Mitochondrien umgewandelt werdaduziert durch eine gesteigerte
Genexpression und Komplexassemblierung. Wie schimem eerwahnt widerlegen diese
Daten Skulachevs Hypothese in Kardiomyozyten. @&atien werden mit diesen
Ergebnissen Argumente fur eine alternative Hypahgediefert. Unter der Annahme, dass
die Schweine ein Modell chronischer, nicht art-gater Immobilisation darstellen, lassen
die differentielle Regulation von SSM und IFM aufen Mechanismus schlie3en, der eine
parallele und reversible Abschaltung von Nukleusema Prozessen der
Energiebereitstellung (durch die Mitochondrien) whes Energieverbrauchs (durch die
Kontraktion der Myofibrillen) erméglicht unter Bedjungen, wo die mechanische
Herzarbeit gering ist. Dann ist dementsprechench adie Koronardurchblutung und
Sauerstoffverfigbarkeit reduziert. Zusammenfasgémten demnach die mitochondrialen
Subpopulationen als funktionelle Kompartimente dardialen Energiebereitstellung

gesehen werden.

Um diese Hypothese zu Uuberprifen, wurde die Pragi@mder funktionellen
Kompartimentierung durch Inaktivitdt in einem wege Modell analysiert. Bei diesem
Modell handelte es sich um den Syrischen Goldhamdiei dem die korperliche
Inaktivitat durch den Eintritt in den Winterschiafreicht wird. Bei Winterschlafern ist der
Ubergang in den sogenannten Torpor begleitet voerenassiven Verlangsamung des

Metabolismus und der Herzarbeit. Dabei sind digelmllkommen inaktiv und befinden
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sich in einem Zustand der korperlichen Starre. Obivdee Induktion des Winterschlafes
kein monokausaler Prozess ist, beschrankten secbJaiersuchungen auf die Analyse der
korperlichen Aktivitat fir die Funktion der mitoahdrialen Subpopulationen. Fir die
Untersuchungen wurden die Tiere in 3 Gruppen witertin eine Kontrollgruppe, eine
Gruppe mit reduzierter physischer Aktivitat undeef@ruppe, die den Torpor erreicht hat.
Eine Abnahme der korperlichen Aktivitat bis hin z@reichen des Torpors wurde durch
eine stufenweise Reduktion der Temperatur sowielddrt-Dunkelzeiten erreicht. Die
Analyse der linksventrikularen mitochondrialen Sojpplationen zeigte, dass in der
Kontrollgruppe die Cytochront-Reduktionsrate in den IFM signifikant gegentiben de
SSM erhoht war. Eine vergleichbar erhdhte Oxidation Substraten in den IFM wurde
bereits bei der erstmaligen Analyse der mitoch@beini Subpopulationen im Rattenherz
gezeigt (Palmer et al., 1977). Die Torporinduktg@hnt mit einer Abnahme der Cytochrom
¢ Reduktionsrate sowohl in den SSM als auch in dév kinher und kann mit der
reduzierten State llI“-Atmung in Lebermitochondrien von torpiden Tiererrghehen
werden (Martin et al., 1999). In der Abbildung 2t deutlich zu erkennen, dass die IFM
im Vergleich zu den SSM dabei einen Uberproportema&ktivitatsverlust erlitten. Diese
Tatsache unterstitzt damit die Hypothese der Alliscitavon Nukleus-nahen Prozessen
der Energiebereitstellung, wenn die mechanischezdileeit gering ist und beweist die
Reversibilitat des Mechanismus.

Zusammenfassend haben beiden Modelle gezeigt, d@iss Kardiomyozyte in
Abhangigkeit ihres Energiebedarfs und der Saudvstdfigbarkeit die mitochondrialen
Subpopulationen differentiell und reversibel regdn kann, wobei die interfibrillaren
Mitochondrien als regulatorische Einheit identéziwurden. Obwohl in dieser Arbeit die
grundlegende Frage beantwortet wurde, wie eine iamalyzyte ihre Energiebereit-
stellung dem Bedarf und der lokalen Sauerstoffygiéiikeit anpassen kann, fehlt bisher
noch der Nachweis der funktionellen Kompartimenitgy des Energieverbrauchs durch
die mechanische Arbeit der Myofibrillen. Auch mussch der Mechanismus identifiziert
werden, wie die reversible Inaktivierung von Mitoddrien und Myofibrillen gekoppelt
ist. Ein potentieller Mediator kénnte dabei Mikrodanen von freiem G spielen, die
auch schon in einem Modell von Korzeniewski etiraldiesem Zusammenhang diskutiert

wurden (Korzeniewski, 2007).
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4.2 Die Funktion mitochondrialer Subpopulationen bei fatgeschrittener
Kardiomyopathie
Kardiomyopathien sind laut WHO-Definition Erkranigen des Herzmuskels verbunden
mit einer kardialen Dysfunktion. Im Zuge der Erktang verschiebt sich die kardiale
Substratpraferenz und damit der gesamte kardialdalMbsmus. Der bevorzugte
Stoffwechselweg zur ATP-Gewinnung schaltet von fAdDxidation auf die Glucose-
Oxidation (Stanley et al., 2005). Das resultiereiner progressiven Abnahme des ATP-
Gehaltes und somit in der Kontraktionsfahigkeit désrzens. Im Endstadium dieser
Erkrankung sind diese Patienten bettlagerig. UmeresHypothese hinsichtlich der
reversiblen Aktivierung/Inaktivierung der IFM waeiteu prifen, wurde Probenmaterial
von explantierten Herzen von Patienten analysdig, sich im Endstadium einer DCM
bzw. ICM befanden, was mit einer hochgradigen Albmahder Ejektionsfraktion und
somit des Kontraktionsvermogens verbunden ist.HDgrothese entsprechend wurde auch
hier eine deutlich reduzierte Aktivitat der IFM emtet. Aus diesen Proben wurden die
mitochondrialen Subpopulationen isoliert und analys wobei aufgrund des geringen
Probenmaterials keine mitochondrialen Atmungskeftktivititen gemessen werden
konnten. Auffallig bei der Isolation waren die delt reduzierten Mengen der IFM in
diesen Proben. Mittels Western-Blot-Analysen korinteen IFM der DCM als auch der
ICM keine Expression dg-Untereinheit der ATPase und nur eine geringe Esgioe von
VDAC nachgewiesen werden (Abbildung 22). Es isttliidu zu erkennen, dass auch die
Opal-Expression in den IFM extrem reduziert warhWad die SSM ein unauffalliges
Opal-Expressionsmuster zeigten, konnte in den IEMnoch eine schwache Expression
mehrerer Opal- Abbauprodukte detektiert werden. Widbbildung 23 zu sehen ist,
konnten keine langen Opal-Transkripte detektiendem Ein Verlust der langen Opal-
Transkripte flhrt zu einer Fragmentierung der Mitmadrien (Olichon et al., 2003). Eine
solche Fragmentierung der IFM konnte in der Abhilgl24 gezeigt werden. Auch Chen et
al. zeigten eine reduzierte Opa-1-Expression indnen ICM —Proben, differenzierten
dabei aber nicht zwischen den einzelnen mitochatedri Subpopulationen (Chen et al.,
2009). Ein Verlust von Opal wurde auch mit der kiaun von Autophagie in Verbindung
gebracht (Twig et al.,, 2008). Autophagie ist im &wmsnenhang mit vakuolisierten
Mitochondrien und dem Verlust von Myofibrillen imM-Herz beschrieben (Shimomura
et al., 2001). Weiter zeigen elektronenmikroskdmes@éufnahmen von herzinsuffizienten
Patienten-Proben einen vorrangig im perinukledreeil Tder Kardiomyozyten
stattfindenden Verlust von Myofibrillen und Mitoaldrien (Olsen, 1976).
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Auch diese Ergebnisse bestatigen die Hypothess, dlasiFM die regulatorische Einheit
der kardialenEnergiebereitstellung darstellen. Hier zeigt sidberaauch, dass die
Reversibilitat der dynamischen Anpassung der IFgréezt ist. Dadurch ergibt sich far
die IFM eine wichtige Funktion bei der Entstehurgr ¢Herzinsuffizienz, die wie folgt
zustande kommt: bei bereits eingeschrénkter myadard Funktion, die mit einer
reduzierten korperlichen Belastbarkeit einhergishitie Sauerstoffversorgung der Kardio-
myozyten herabgesetzt, was eine metabolische Uaking der IFM zur Folge hat. Eine
reduzierte IFM-Aktivitat resultiert in einer gerieggn ATP-Produktion, was wiederum
eine verminderte Kontraktilitdt zur Folge hat. @esihrt schlussendlich zu einer
verringerten pulmonalen Sauerstoffaufnahme deseBjutvodurch die IFM in einem
circulus vitiosugyeraten und weiter inaktiviert werden. Am EndesdgeProzesses steht die
dekompensierte bzw. terminale Herzinsuffizienz, wlierphologisch durch eine zentrale

Autolyse der Kardiomyozyte gekennzeichnet ist.

4.3 mNOAL als Regulator der mitochondrialen Atmung

Die Aktivierung der interfibrillaren Mitochondriemach hyperbarer Oxygenierung beruhte
u.a. auf einer erhdhten Expression von PGCeem Hauptregulator der mitochondrialen
Biogenese. Die PGCelExpression kann durch viele verschiedene Sigmalthaktions-
wege induziert werden. Eine davon stellt der NOxwtelte Signalweg dar (Nisoli et al.,
2003). NO kann nicht nur die mitochondriale Biogeménduzieren, sondern ist auch ein
gut charakterisierter Modulator der mitochondriatemergiebereitstellung (Brown, 2007).
Keine der drei beschriebenen NO-Synthasen (NOSjeffstand Griffith, 1992) konnte,
auch durch Arbeiten unserer Arbeitsgruppe, zwditglsn Mitochondrien nachgewiesen
werden. Die Existenz einer mitochondrialen NOSrnistler Literatur Gegenstand heftiger
Diskussionen (Brookes, 2004). Nachdem eine neusskKlgflanzlicher, angeblich NO-
produzierender Enzyme auch in Saugerzellen naclegewiwerden konnte (Zemoijtel et
al., 2004),(Guo et al., 2003und diese eine pradiktierte mitochondriale Im@g@eguenz
aufwiesen, sollte mNOA1l als potentieller MediatarduModulator der funktionellen

Kompartimentierung kardialer Energiebereitstellanglysiert werden.

Da es sich um ein noch wenig untersuchtes Proteinddite erfolgten die ersten
Untersuchungen zur Expression des Proteins undengalass mMNOAL1-mRNA in allen

untersuchten Geweben exprimiert ist, wobei einélddh Expression in Geweben mit
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guergestreifter Muskulatur gemessen wurde. Wie Alalsildung 26 zu entnehmen ist,
wurde die hdchste Expression in den beiden SkalstteinMusculus Gastrocnemiusd
Musculus Soleugemessen. Daher wurde die Maus-MyoblastenzelllB2€12 fur die
nachfolgenderin vitro- Experimente ausgewabhlt. Initiale silico-Analysen mit MitoProt

Il pradiktierten das Vorhandensein eines N-tern@namitochondrialen Importsignals.
Experimentell validiert wurde die pradiktierte notmndriale Lokalisation von mNOA1
durch die konfokal-mikroskopische Analyse von mNGBEP exprimierenden C2C12-
Zellen. Die Bilder der Abbildung 27 zeigen deutlieme vollstandige Uberlagerung der
grinen GFP-Fluoreszenz mit der roten Fluoreszersz Mio-Trackers und bestatigen
somit eine mitochondriale Lokalisation von mNOA1G2C12-Myoblasten. Auch vivo
konnte eine Expression des mNOAL-Proteins in Mibociiienpraparationen von Herz
und Leber der Maus gezeigt werden. Andere Gruppantien das auch fur die orthologen
Proteine anderer Spezies bestéatigen, wobei auctliese als Fusionsproteine Uberexpri-
mierten und mit Hilfe der Konfokalmikroskopie ansigrten (Guo and Crawford, 2005;
Tang et al.,, 2009; Zemojtel et al., 2006b). Mit Iomgold-Markierung und
elektronenmikroskopischer Analyse konnten diesd_dlalisierung an bzw. nah der mito-
chondrialen Innenmembran spezifizieren (Tang e28D9; Zemoijtel et al., 2006b).
Obwohl atNOS1 als NO produzierendes Protein daetiesturde, konnte in mNOAL-
Uberexprimierenden Zellen mit 3 verschiedenen Mgho (kolorimetrischer und
radioaktiver Citrullin-Assay, DAF-2DA-Assay) keitdO-Produktion gezeigt werden, was
den derzeitigen Literaturerkenntnissen entspridhoréau et al., 2008; Zemojtel et al.,
2006a).

4.3.1 mNOAL1 erhoht die mitochondriale Respiration

Der Einfluss von mNOA1l auf die mitochondriale Atngskette wurde in mNOAL-
Uberexprimierenden Zellen durch die Messung enzgotar Aktivitaten ausgewahlter
Komplexe untersucht. Die Aktivitatsmessungen dez&ikomplexe I, 1l und IV ergaben
keine Unterschiede nach mNOA1-Transfektion. Diegbaanme in Abbildung 29 und 30
zeigen, dass signifikant erhohte Raten des Ele&hritinsses von Komplex | auf Komplex
Il sowie eine signifikant erhdohte Aktivitat der,Fp-ATPase gemessen wurde. Der
Elektronentransport durch die Atmungskettenkompléste an die Generierung eines
Protonengradienten uber die innere Mitochondrienbramgebunden, dessen Energie zur
ATP-Produktion genutzt wird. Daher resultiert eirh@hter Elektronenfluss in einer
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Erhéhung der zellularen ATP-Konzentration. Uber@nsiend damit fiihrte die
Uberexpression von mNOA1 zu einem signifikant etBbPATP-Gehalt im Vergleich zu
Mock-transfizierten Zellen.

Eine charakteristische Domane von mNOA1l ist dieodpiDoméane, die in allen
homologen Proteinen anderer Spezies konserviettMsteau et al., 2008). Bei dieser
Domé&ne handelt es sich um ein GTP-Bindungs-Motie/ches eine GTPase-Aktivitat
besitzt (Leipe et al., 2002). Eine GTP-hydrolysnele Funktion zeigten Moreau et al. in
ausfuihrlichen Experimenten fir daribidopsis thalianahomologe Protein atNOAl
(Moreau et al., 2008). Um die Funktion dieser Doendpei der Erhohung des
Elektronenflusses durch mNOA1 zu charakterisiereyde eine GTPase-defiziente
Mutante von mNOA1, mNOAAP-loop, generiert. Das Ergebnis der Aktivititsmagemn

ist in Abbildung 31 dargestellt und zeigt deutlidass die Uberexpression dieser Mutante
keinen Einfluss auf die Rate des Elektronenflussdte. Das lasst darauf schlief3en, dass
die Erh6éhung des Elektronenflusses einem GTPasesakiechanismus zugrunde liegt.
In den Mitochondrien lokalisieren GTPasen vor alliender Auf3en- und Innenmembran
bzw. im Intermembranraum und haben eine wichtigbkeRmeim Modellieren der Cristae
und somit der mitochondrialen Struktur (Misaka dt, &006). Essentiell sind
mitochondrialen GTPasen fiur die Fusion und Fissomtleutende Prozesse zur Erhaltung
der mitochondrialen Funktionalitat (Hom and She@09). Dartber hinaus wurde gezeigt,
dass die Fission essentiell flr die normale Atmketisnfunktion ist (Benard et al., 2007),
was dabei den mitochondrialen GTPasen eine Role zaintrale Regulatoren der
Bioenergetik impliziert. Unter Beachtung der in s#e Arbeit erstmals gezeigten GTP-
Hydrolyse-abhangigen Funktion von mNOA1 auf die ditmg der mitochondrialen

Respiration, passt dieses Protein sehr gut in sli€éeazept.

4.3.2 mNOAL1 kontrolliert die mitochondriale Respirationker Super-

komplexassemblierung

Aufschluss Uber den molekularen Mechanismus der ANBunktion sollten die

Interaktionspartner geben. Es wurden bereits diréhteraktionen von mNOAL mit der
mitochondrialen Atmungskette vermutet (Zemojtehkt 2006b), (Tang et al., 2009) und
konnten in dieser Arbeit durch SILAC-basierte Immurizipitationen bestatigt werden.
Der Vorteil der SILAC-Methode liegt darin, dass peszifische Interaktionen durch den

quantitativen Vergleich mit der Kontrolle ausgessisien werden kdnnen. Im Gegensatz zu
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Yeast-Two-Hybrid-Analysen, mit denen direkte Intdi@anen mit einem einzigen
Gen/Protein bestimmt werden kénnen, werden bei Inprizipitationen in Abhangigkeit
von der Stringenz der Elutionsbedingungen auch nyesd@roteinkomplexe eluiert. In
Tabelle 8 sind die 30 mitochondrialen Proteine musangefasst, die mittels
Massenspektrometrie identifiziert wurden. 13 Prageron diesen sind Untereinheiten der
Atmungskettenkomplexe |1, 1ll, IV und V. Es wurdeeitke Untereinheiten von Komplex |l
identifiziert. Eine Erklarung dafir findet man irerdsupramolekularen Anordnung der
Atmungskettenkomplexe. Obwohl die einzelnen Komeleler Atmungskette untersucht
sind, gibt es hinsichtlich der supramolekularen @igation noch Unklarheiten. In der
Literatur sind momentan zwei Modelle beschriebar, sbgenanntenflyid state- und
»Solid staté-Modelle. Dem fluid staté¢-Modell nach diffundieren die Atmungsketten -
komplexe | bis IV frei durch die innere Mitochonelimembran, wobei der
Elektronentransfer auf zufalligen Kollisionen mierd einzelnen Bestandteilen basiert.
Gestutzt wird dieses Modell dadurch, dass die émereKomplexe in ihrer enzymatisch
aktiven Form isoliert werden konnen (Hackenbrock akt 1986). Diesem Modell
gegenuber steht dasqlid staté-Modell, in welchem davon ausgegangen wird, ddss d
einzelnen Komplexe zu Superkomplexen, die auchRaspirasom bezeichnet werden,
assemblieren, wodurch ein direkter Transfer dektEdaen und somit eine effizientere
Atmung maoglich ist (Schagger and Pfeiffer, 200@)dén Mitochondrien von Saugerzellen
erfolgt die Assemblierung zu Superkomplexen durighKkbmplexe I, 11l und 1V, die in
unterschiedlichen Stdchiometrien vorliegen konneomplex Il wurde bisher in keiner
Superkomplexassemblierung gefunden (Bianchi et 20004), (Schagger and Pfeiffer,
2000) und keine Untereinheit dieses Komplexes korals mMNOAL-Bindungspartner
identifiziert werden. Daher lie3en die 13 identdizen Komplex- Untereinheiten erstmals
auf das Vorhandensein von mNOAL in den mitochoiheli&uperkomplexen schliel3en.
Auch Komplex V wurde bisher nicht als Teil der Stkpenplexe gezeigt, obwohl direkte
Interaktionen des Komplexes mit Untereinheiten \Waomplex | und IV beschrieben
wurden (Aggeler et al., 2002). Komplex V liegt rtictur als monomerer Komplex vor,
sondern existiert auch als Homo-Oligomer (Krausalet2005; Wittig et al., 2006b). In
der Literatur sind sogenannt@T,P-Synthasoméeschrieben (Ko et al., 2003) und deren
3D-Struktur elektronenmikroskopisch aufgeklart (Cle¢ al., 2004). Die ATP-Synthasome
sind aus der f/-ATPase, ANT und dem Phosphat-Transporter zusamesetzj. Diese
Proteine befinden sich auch unter den mitochorefidProteinen, die als mNOA1-

Interaktionspartner in dieser Arbeit identifiziewirden. ANT wiederum bildet zusammen
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mit den auch identifizierten Proteinen VDAC, Hexukse und den Phosphattransportern
die sogenanntepermeability transition pore (PTP) (Javadov and Karmazyn, 2007).
Daruber hinaus wurden auch die Prohibitine 1 undiéhtifiziert, die zusammen den
hochmolekularen Prohibitin-Komplex bilden (Nijtmargt al., 2000), welcher in der
inneren Mitochondrienmembran mit ANT, VDAC2 und Hlxnteragiert (Kasashima et
al., 2006). Ferner sind Interaktionen der Promibitimit den mitochondrial-kodierten
Proteinen ND4 und ND5 beschrieben, die Bestandtsl Atmungskettenkomplex | sind
(Bourges et al., 2004). Die in der von Tang et palblizierten Arbeit beschriebenen
hNOAZ1- Interaktionspartner Dap3/Mrp-S29, Mrp-S2tuirp 112 konnten fur mNOAL1
nicht bestétigt werden (Tang et al., 2009).

Obwonhl alle identifizierten Proteine in supramoliekan Komplexen vorkommen, wurde
das Hauptaugenmerk auf die Interaktionen mit denuligskettenuntereinheiten gelegt, da
die Uberexpression von mNOAL1 zu einer Veranderuagnditochondrialen Respiration
fuhrte. Da diese nicht die NADH-Oxidationsrate désmplex | anderte, aber zu einem
erhohten Elektronenfluss auf Komplex llI fihrte uhéhsichtlich der identifizierten
Interaktionspartner, wurde vermutet, dass mMNOA® &bolle bei der Assemblierung bzw.
Stabilisierung der Superkomplexe spielt. Unterstinard diese Hypothese durch
Experimente, die zeigen, dass die Superkomplexddmegong einen effizienteren
Elektronentransport zur Folge hat (Schagger aniff&{e2000).

Den ersten Beweis dieser Hypothese liefert die Ni&Rermittelte Herabregulation der
MNOA1-Expression. Wie der Abbildung 40 zu entnehmset zeigte diese einen
signifikant reduzierten Elektronenfluss zwischennifdex | und Ill. Bestatigt werden
diese Daten durch die Arbeit von Tang et al. (Tahgl., 2009), in welcher eine induzierte
Herabregulation von hNOA1 (dem humanen Homologhlata-Zellen gezeigt ist, die zu
einer Reduktion des mitochondrialen Sauerstoffarns um 20 % fuhrte. Auf
molekularer Ebene ist der signifikant reduziertekiilonenfluss zwischen Komplex | und
Il zurickzufihren auf eine Abnahme der Menge asdiemer Komplexe nach sh-
MNOA1-Transfektion. Wie der Abbildung 42A deutliehthommen werden kann, fuhrte
die Herabregulation von mNOA1 zu einer Reduktion aksemblierten Komplexe IV und
V sowie zu einer dramatischen Abnahme der assertdieSuperkomplexe mit
errechneten Molekulargewichten von 1717 kDa, 198& kind 2158 kDa die kaum noch
zu detektieren waren. Auf den Superkomplex mit @erachneten Molekulargewicht von
1532 kDa sowie auf Komplex Ill hatte die induzieReduktion von mNOAL keinen
Einflu3. Nach den in Wittig et al. bestimmten Makrgewichten der mitochondrialen
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Superkomplexe entspricht ein Molekulargewicht vdsB2kDa einer supramolekularen
Zusammensetzung vomnlll, (Wittig et al.,2010). Die Superkomplexe mit hoéhere
Molekulargewicht setzen sich zusatzlich aus Kompl&X in unterschiedlichen
Stochiometrien zusammen (1717 kDa #I141V,; 1981 kDa = {lll,lV,. 2158 kDa =
[1111,1V1) und gerade die Assemblierung dieser Superkompkixdurch die Repression
der mMNOA1-Expression gestort.

Die sh-RNA vermittelte Herabregulation der mNOAlpEession zeigte nicht nur einen
signifikant reduzierten Elektronenfluss zwischennifdex | und Ill, sondern auch einen
signifikant reduzierten ATP-Gehalt. Zurtckzufiihishdieser zum einen auf die Abnahme
der Menge an assemblierten Komplex V nach mNOAlabiegulation und zum anderen
auf einen nicht ausreichend aufgebauten Protondiegrign, der die stark endergonische
Reaktion der ATP-Produktion treiben konnte, da natdér Mitchell-Theorie der
Elektronentransport an den Aufbau des Protonengméeh gekoppelt ist (Mitchell, 1976)
Die ersten Hinweise, dass mMNOAL eine regulatorigaingktion in der Assemblierung der
einzelnen Komplexe zu Superkomplexen besitzt, wurdeis den Komplex I+l
Aktivitatsmessungen von mMNOAL-uUberexprimierendend umNOAZ1-herabregulierten
Zellen erhalten und wurden in zwei weiteren Expenten bestatigt.

In einem Saccharose-Gradienten von Digitonin-séikibiten Mausherz-Mitochondrien
wurden Fraktionen gesammelt und mittels Western-Bialysiert. Das Ergebnis dieses
Experimentes ist in Abbildung 34 zu sehen und zelgss der Hauptanteil von mNOA1
mit dem Komplex IV ko-migriert, ein kleinerer Ankeiber auch in Fraktionen mit einem
hoéheren Molekulargewicht gefunden wurde und dottPnoteinen von Komplex | sowie
dem Prohibitin 2 ko-migriert. In einem zweiten Expgent wurde gepruft, ob eine direkte
Interaktion zwischen den Atmungskettenkomplexen mNDA1L stattfindet. Dazu wurden
die Atmungskettenkomplexe aus Digitonin-solubili@e Mausherz-Mitochondrien in
einemBlue Native Geisoliert und diese in einer zweiten Dimension asiait. In diesem
Experiment konnte gezeigt werden, dass mNOA1l dimkt den Atmungskomplexen
interagiert. Dabei fand der Hauptteil der Interakfi dem vorherigen Ergebnis
entsprechend, mit dem Komplex IV statt. Dennoclyteei sich, wenn auch schwacher,
Interaktionen mit dem Komplexen | und V. Daruibaréhis konnte mNOA1-Protein in den
Superkomplexen nachgewiesen werden (Abbildung A63schlie3lich in diesen konnte
die Expression von Prohibitin-2 gezeigt werden, aubrauch schon in der Arbeit von
Acin-Pérez et al. hingewiesen wurde (Acin-Perezalet 2008). Ein, wenn auch sehr

spekulativer, Hinweis auf eine direkte Interaktion mNOAL mit Prohibitin-2 kann in
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der Publikation von Kasashima et al. gefunden werde dieser ist eine Coomassie-
Farbung einer Flag-Immunprazipitation von Flag-Foim-2 gezeigt, in welcher eine
starke Bande auftritt, auf welche die Autoren nicliher eingehen, die aber groRenmalig
MNOAL entsprechen konnte (Kasashima et al., 200&)h in diesem Experiment konnte
eine Ko-Migration sowie eine starke Interaktion vamNOAl1 und Komplex IV in
Mausmitochondrien gezeigt werden. Dennoch ist emenlich, dass es in keiner Proteom-
Analyse von Komplex 1V, der viel untersucht wurdtnweise auf mMNOAL gibt (Capaldi
et al., 1983; Khalimonchuk and Rodel, 2005; Tsuldhet al., 1996) und eine Interaktion
von hNOA1 mit Komplex IV in der Publikation von Taret al. ausgeschlossen wurde
(Tang et al., 2009) . In unserer Arbeitsgruppe kemvarie-Elisabeth Ingelmann in einem
Yeast-Two-Hybrid-Assay auch eine direkte Interaktion mMNOAL1 mit den Komplex
Untereinheiten ND2 (Komplex 1), Cytb (Komplex llynd Cox3 (Komplex V) zeigen.
Dieses Experiment unterstltzt mit seinem Ergebnis dlentifizierten mMNOA1-
Interaktionspartner. Daher wird angenommen, das©AMNmMit diesen 3 Proteinen der
Atmungskettenkomplexe interagiert, um die Superkemgssemblierung zu treiben.

In den SILAC-basierten Immunprézipitationen wurdéinweise gegeben, dass mNOA1l
dimerisiert. Bestatigt wurde diese Annahme mit ginenmunprazipitationsexperiment, in
welchem C2C12-Zellen mit mNOA1-Flag und mNOA1-GFB-tkansfiziert wurden.
Abbildung 33 zeigt, dass das mMNOA1-GFP-Fusionsproit@m Eluat der anschliel3end
stattfindenden Flag-IP nachgewiesen werden kondta. eine mdgliche Rolle dieser
Homo-Dimerisierung von mNOAL1 bei der Superkompleeasblierung zu untersuchen,
wurde eine zweite Dimension der voher durdlue Native-PAGE isolierten
Atmungskettenkomplexe unter denaturierenden, aleht-reduzierenden Bedingungen
durchgefuhrt. Unter diesen experimentellen Bediggmnkonnte eine zweite mMNOA1-
spezifische Bande nur in den Superkomplexen audreifbhe von ungefahr 160 kDa
detektiert werden (Abbildung 36).

Daraus wurde geschlussfolgert, dass mNOA1 nachuBigmén ND2, Cytb und Cox3 durch
Homo-Dimerisierung eine Superkomplexbildung forcieder stabilisiert. Dieser Prozess
ist abhangig von der mMNOA1-GTPase-Aktivitat. Daiseinoch zu klaren, ob die Homo-
Dimerisierung von der GTPase-Aktivitdt abhangigust welche Rolle Prohibitin-2 bzw.
der Prohibitin-Komplex dabei spielt.

In der mMNOA1-Proteinsequenz konritesilico eine PEST-Sequenz pradiktiert werdem.
vitro konnten fur die mMNOA1-mRNA eine Halbwertszeit wamgefahr 4 Stunden und fur
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das mNOAL1-Protein eine von 8-12 Stunden bestimmtdere die somit als gering
einzustufen  sind. PEST-Sequenzen kommen insbesonddrei zellularen
Schlusselmolekilen, wie metabolische Regulatorerandkriptionsfaktoren, Protein-
kinasen, Proteinphosphatasen und den CyklinenRexk{steiner and Rogers, 1996). Diese
Tatsache, zusammengenommen mit den gemessenargegeiialbwertszeiten sprechen
dafir, dass mNOALl in der Zelle wichtige regulatoms Funktionen besitzt und

unterstitzen die Bedeutung dieses Proteins fundwcthondrialen Metabolismus.

4.3.3 Die Herabregulation von mNOAL induziert Apoptose

Die Messung der Komplex I-abhédngige NADH-Oxidatiats in sh-mNOA1-
transfizierten Zellen ergab eine signifikante Enlnddp gegentber der Mock-Transfektion
bei gleichzeitiger Reduktion des Elektronenflusae$ Komplex Ill. Diese Diskrepanz
besagt, dass die zur Verfligung stehenden Elektrormdm weiter in die Atmungskette
gespeist wurden. Die Wanderung der Elektronen ddrebAtmungskettenkomplexe wird
durch die zunehmenden Redoxpotentiale der einzédoemplexe angetrieben. Kénnen die
Elektronen des Komplex I nicht weitergegeben wer@efolgt der direkte Transfer eines
Elektrons vom reduzierten Flavin-Nukleotid auf Satmff unter der Bildung von
Superoxidradikalen (Kussmaul and Hirst, 2006). Er@hte Superoxidradikalproduktion
konnte in sh-mNOAL1l-transfizierten Zellen mit Mitospachgewiesen werden (Abbildung
45). Um das Ausmald des oxidativen Stresses infedwl Mitochondrien bewerten zu
konnen, wurde der Redoxzustand von Thioredoxin-Bergacht. Trx2 gehoért neben
Gluthation zu den zwei in den Mitochondrien vorkoemden Redoxsystemen, die vor den
Schaden durch oxidativen Stress schitzen sollereiis et al., 2007). Da Gluthation
standig zwischen dem Zytosol und den Mitochondrieansportiert wird, wurde das
Hauptaugenmerk auf die Analyse des stets in dewdiddandrien vorkommenden Trx2
gelegt. Abbildung 47 zeigt die Analyse mit einentdae-sensitiven Western Blot, die
ergab, dass der Haupanteil von Trx2 in den sh-mN®@&dsfizierten Zellen im oxidierten
Zustand vorlag. Dieses Experiment wies auf den wasoxidativen Stress hin, der mit
der Herabregulation von mNOAL1 einhergeht und derthuptursache fir das Sterben der
Zellen nach der sh-mNOAL1-Transfektion ist, da destign der Zellen durch die Zugabe
des Antioxidans N-Acetylcystein NAC wahrend der nigiektion verhindert werden

konnte.

112



Diskussion

Nach der Mitchell-Theorie (Mitchell, 1976) ist eingeitere Folge des reduzierten
Elektronenflusses auf Komplex Il eine Abnahme d&stonengradientens. Ein nicht
ausreichend aufgebauter Protonengradient resultiant einem verminderten
Membranpotential. Ein reduziertes Membranpotentiafde durch die Analyse der sh-
MNOA1l-transfizierten Zellen mit JC-1 bestétigt (Adhng 43). Es ist gezeigt, dass eine
Abnahme des Membranpotentials zu einem Offnen deyersannten permeability
transition poré (PTP) (Bernardi et al., 1992) und somit zu eiri@polarisation der
Mitochondrien fihren kann.

Sowohl eine Abnahme des Membranpotentials als axalfativer Stress kdnnen einen
mitochondrial-induzierten Zelltod auslosen, der sbimekrotisch als auch apoptotischer
Natur sein kann. Um den Zelltod definieren und zién Nekrose - und Apotose-
Induktion nach sh-mNOA1-Transfektion unterscheidarkonnen, wurde der ATP-Gehalt
der Zellen gemessen, da in der Literatur bekamnntiass der ATP-Gehalt entscheidend fur
einen nekrotischen oder apoptotischen ZelltodEguchi et al., 1997). Wie Abbildung 41
zeigt, wurde ein signifikant reduzierter ATP-Gehath Herabregulation von mNOAL im
Vergleich zur Mock-Transfektion gemessen. Somitrkaer beobachtete Zelltod nach
Pedersen als apoptotisch eingestuft werden (Pedeit€99). Ein nekrotischer Zelltod
hatte eine vollige Depletion des ATP-Gehaltes btexteie Ergebnisse der Abbildungen
49 und 50 bestédtigen einen apoptotischer Zellt@teigt durch die Freisetzung von
Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien in das Zytosol und die S$ipgtund somit
Aktivierung der Effektorcaspase-3 sowie von PARPden sh-mNOALl-transfizierten
Zellen. Es ist bekannt, dass die Abnahme des Membtantials und die damit
verbundene Offnung der PTP zu einer FreisetzungGxgachromc und infolge dessen zu
einer Aktivierung des kanonischen mitochondrialggoptoseweges fuhren kann. Obwohl
die Herabregulation von sh-mNOAL1 diesen apoptotiscRhanotyp zeigte, konnte der
Zelltod durch den PTP-Inhibitor Cyclosporin A nicierhindert werden, was auf eine
PTP-unabhangige Freisetzung von Cytochmoschliel3en lasst, die schon mehrfach in der
Literatur beschrieben wurde (Chen et al., 2000eEsk al., 1998; Mather and Rottenberg,
2001). Ein anderer moglicher Mechanismus beruhdudadass mitochondrial lokalisierter
oxidativer Stress in Abhangigkeit des Trx2-Redoxandes Apoptose induzieren kann.
Reduziertes Trx-2 ist an die mitochondrial-lokarse ASK-1 gebunden und verhindert
somit eine Aktivierung dieser. Oxidiertes Trx-2 et seine Bindungseigenschaften an
ASK-1, wodurch diese aktiviert wird. Eine aktivierASK-1 vermittelt die Induktion der
Apoptose durch Phosphorylierung von JNK/SAP bzv@ (Masutani et al., 2005) und der
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daraus resultierenden Aktivierung dieser. Obwollgié3te Anteil von Thioredoxin-2 in
seiner oxidierten Form vorlag, konnte eine Aktivieg von p38 und JNK/SAP in sh-
MNOAL1-transfizierten Zellen nicht detektiert werd@bbildung 48) und schliel3t somit
als Signalweg, der zum Tod der Zellen fuhrt, ausw@hl der genaue Mechanismus der
Apoptose-Induktion weiterhin ungeklart ist, sinde dn dieser Arbeit gezeigten Daten
hinsichtlich eines sh-mNOA1-abhangigen apoptotischelltods in sich schlissig, stehen
aber dennoch im Gegensatz zu publizierten Arbeiterdenen gezeigt wurde, dass die
Uberexpression von mNOA1 zu einer Apoptose-Induktio MCF-7 (Parihar et al.,
2008a) und Neuroblastoma-Zellen SHSY (Parihar .et28l08b) und die Herabregulation
von mMNOAL zu einer erh6hten Resistenz gegeniibeptape (Tang et al., 2009) fuhrte.
Es ist nicht auszuschliel3en, dass diese Diskrepamzkdie unterschiedlichen Zellarten

zuruckzufiihren sind, die fur die Experimente genwizrden.

4.3.4 Die Expression von mNOAL ist sauerstoffabhangig

Besonderes Interesse bestand darin, das Verhalen mNOA1 unter geringen
Sauerstoffkonzentrationen zu untersuchen und ddmitBedeutung von mNOA1 als
wichtiger Regulator der mitochondrialen Respiratzonunterstreichen. Die Inkubation von
C2C12-Zellen unter hypoxischen Bedingungen mit 0%5Sauerstoff induzierte eine
Herabregulation der mMNOA1- mRNA bereits nach 6 8&m Normalisiert werden konnte
diese Herabregulation der mMNOA1- mRNA durch eineeigtiindige Reoxygenierung
(Abbildung 52). Ein sehr ahnliches Expressionsmusdggte sich auch auf Proteinebene.
Einhergehend mit der sh-RNA-vermittelten Herabratiah von mNOAL, fiihrte auch die
durch Hypoxie induzierte, endogene Reduktion der QAN-Expression zu einem
reduzierten Elektronentransport zwischen Komplexd Komplex 11l und somit zu einer
weniger effizienten Atmung. Auch diese Reduktiom démungsaktivitdt konnte durch
eine Reoxygenierung von 2 Stunden normalisiert amrdOb diese Reduktion der
Atmungsaktivitdt direkt von der herabregulierten @AL-Expression abhangt, ist
zweifelhaft, da eine Uberexpression von mNOAL uhtgsoxischen Bedingungen keinen
Einfluss auf diese nehmen konnte. Vielmehr sindeemdVechanismen beschrieben, die
unter Hypoxie zu einer Inhibition/ Reduktion dertochondrialen Atmung fihren, wie
zum Beispiel die Induktion der Pyruvatdehydrogekemese-und Laktat-Dehydrogenase
A-Expression. Das bewirkt eine Abnahme des Pyrinsdés in den Zitronensaurezyklus,

wodurch dieser inhibiert wird, dadurch weniger bkeine Reduktionsaquivalente fur die
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mitochondriale Atmungsaktivitat zur Verfligung stehed somit der Sauerstoffverbrauch
minimiert wird (Papandreou et al., 2006). Ein aedéMechanismus bezieht sich auf das
Wirken von Stickstoff. Unter physiologischen Kongationen kompetiert dieses mit
molekularem Sauerstoff um die Bindung an die Cytochc-Oxidase (Brown, 2001).
Daher kdnnen steigende NO-Konzentrationen bzwesid& Sauerstoffkonzentrationen zu
einer reversiblen Bindung von NO an diese fuhred womit vor einem weiteren
Sauerstoffverbrauch schitzen. Die Hemmung der imaiodrialen Respiration unter
hypoxischen Bedingungen und der damit verbundenbnaAme der ATP-Produktion
wirde zu einem schnellen Zelltod fuhren. Um diesvethindern, aktivieren die Zellen,
wenn eine kritische Sauerstoffkonzentration untargen wird, den Transkriptionsfaktor
Hif-1a, welcher die Expression von Genen aktiviert um dedle an die veranderten
Bedingungen anzupassen. Hif-ist die Sauerstoff-abhangige Untereinheit des HIF-
Tetramers, welches aus je einer Hif-Hif-2o und Hif-3x sowie einer Hif-B-Untereinheit
besteht. Hypoxie stabilisiert Hifel welches unter Normoxie sehr instabil ist, durod d
Inhibierung der von von Hippel-Lindau induziertemityuitinierung von Hif-o und der
daraus resultierenden Degradation im 26S-Proteagbimang and Bunn, 2003).
Stabilisiertes Hif-i bindet an bestimmte Konsensus-Sequenzen, die MR aktiviert
dadurch die Expression von Hypoxie-induzierten @Gef@aro, 2001). Dariber hinaus
kann die Aktivierung von Hif-d auch zu einer Herabregulation von Genen flhrerslifio

et al., 2004; To et al., 2006). Eine Hid-Abhangige Herabregulation von mNOAL1 wirde
gut in das Konzept einer Hypoxie-abhéngigen Inlimg der mitochondrialen Respiration
passen und tatsachlich ergab eine Analyse der mNAfMotersequenm silico das
Vorhandensein eines putativen HRE. Dariber hinagfeh auch die geringen
Halbwertszeiten von mNOA1-mRNA- und Protein, dieAbbildung 37 gezeigt sind, auf
eine transkriptionelle Regulation schlieRen. Umeektif-la-Abhéngigkeit der mNOAL-
Herabregulation zu zeigen, wurde Hud-Linter normoxischen Bedingungen mit CpCl
stabilisiert und die Expression von mMNOA1-mRNA gsa&rt. Es konnte in Abbildung 53
gezeigt werden, dass diese Behandlung von C2C1@rZeéreits nach 6 Stunden zu einer
signifikanten Abnahme der mNOA1-mRNA fihrte. Dartidgnaus konnte in einem
EMSA-Assay ein Bandshift nach einer Inkubation si@igonukleotids mit der putativen
HRE-Sequenz des mNOA1-Promoters mit einem hypogisciernextrakt erreicht
werden. Wie in Abbildung 54 zu sehen ist, wurde 8pezifitdt des Bandshifts durch
Kompetetionsansatze gezeigt. Leider war es in gidSeperiment technisch nicht méglich

einen Supershift mit einem spezifischen HifAntikbrper zu erreichen, womit man eine
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direkt Bindung von Hif-& hatte zeigen konnen. Obwohl beide Experimentecand Hif-
la-Abhangigkeit schlielen lassen, ist kein Mechansmbekannt, wie eine
transkriptionelle Repression durch Hid-hblauft, da in der Literatur fast ausschlief3lich
Hif-1a-abhangige Genexpressionaktivierungen beschrieimeh Bloglicherweise handelt
es sich bei der hier gezeigten Hypoxie-abhangigerabtegulation von mNOA1 um einen
Hif-1a-vermittelten Effekt, der Gber andere inhibitoriecCfranskriptionsfaktoren lauft, die
Hif-1a-abhangig aktiviert werden. Fir einen solchen Madmus sind einige Beispiele
aus der Literatur bekannt (Gui et al., 2008; Hegtial.,2010).

Aus diesen Daten wird geschlussfolgert, dass mN@#AEk bedeutende Rolle in den
Mitochondrien einnimmt, um die ATP-Produktion denedarf der Zelle anzupassen.
Dabei lassen sowohl die kurze Halbwertszeit al$alie Hypoxie-abhéngige Repression
der mNOA1-Expression auf ein Protein mit einer tatuischen, moglicherweise auch
sensorischen Funktion schlielRen. mMNOA1 bindet diegk die Atmungskettenkomplexe
und unterstitzt in einem GTPase-abhéngigen Prozéies Assemblierung zu
Superkomplexen, die einen effizienteren Elektroraargport durch die Atmungskette
ermdoglichen (Abbildung 55). Eine sh-RNA induzieHerabregulation resultiert in einem
apoptotischen Phanotyp hervorgerufen durch einfidigonale Atmungskette.

Wfluid state solid state”
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Abbildung 55 zeigt die Rolle von mMNOAL als Regulator der mitonthidalen Atmungsadaptation in
Abhangigkeit von der Sauerstoffverfligbarkeit.
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Dysfunktionale Mitochondrien stehen im Zusammenhang der Entwicklung von
Kardiomyopathien (Lesnefsky et al., 2001), die allech den Verlust der kontraktilen
Funktion charakterisiert sind und meistens auf [Appenden mitochondrialen
Veranderungen, wie z.B. der Abnahme des Kreatinaldety einer verminderte ATP-
Produktion sowie erhdhtem oxidativen Stress duiicke elysfunktionale Atmungskette,
beruhen (Melanie et al., 2008). Leider zeigte d&fQA1-Antikérper ausschliel3lich eine
murine Spezifitdt. Es wére sehr interessant gewadienExpression von mNOAL in den
mitochondrialen Subpopulationen des Schweine- urainsgiermodells sowie in den
Patientenproben zu analysieren. Nachdem in diedagitddie Sauerstoffverfligbarkeit als
wichtiger Modulator der kardialen mitochondrialenbopulationen gezeigt wurde, die
Expression von mMNOA1l Sauerstoff-abhéngig reguliest und Uber diese die
Superkomplexassemblierung beeinflusst, lasst das gpeekulativen Schluss zu, dass
MNOAL ein potentieller Mediator bei dem Prozessfdaktionellen Kompartimentierung
der kardialen Energiebereitstellung ist. Alle heschriebenen Eigenschaften von mNOAL1
passen gut zu dieser mdglichen Mediator-Rolle figr ri@versible Herabregulation der
kardialen IFM bei reduziertem Sauerstoffangebotr Beweis fur diese Mediator-Rolle
erfordert nicht nur den Nachweis der Verminderumyp WnNOAL in herab regulierten
IFM, sondern auch die Identifizierung eines Mechanis fur praferentiellen mNOA1-
Import in gut oxygenierte Herzmitochondrien. Beide=ht noch aus.

Eine kurzlich erschiene Publikation zeigt eine éslde Superkomplexassemblierung in
insuffizienten Herzen und identifizierte somit eineeuen Mechanismus, der mit einer
verminderten mitochondrialen Funktionalitdt naclmeen Herzversagen verbunden ist
(Rosca et al., 2008). Die Ergebnisse dieser Pumikausammen mit den in dieser Arbeit
gezeigten Ergebnissen zur Funktion von mNOA1 lasgsimals auf eine Rolle dieses
Proteins in der Entstehung von Kardiomyopathiererfzihsuffizienz schliel3en, die noch
aufgeklart werden sollten und moéglicherweise néhexapeutische Ansatzpunkte in der

Pravention und Behandlung dieser Krankheit liefern.
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5 Zusammenfassung

Eine unentbehrliche Grundvoraussetzung fur die tEmis hohere Lebewesen ist die
standige und exakte Anpassung der mitochondriaferdiebereitstellung an die kardiale
Herzarbeit. Die Regulation dieser Anpassung igimgen Computer- und experimentellen
Modellen beschrieben ohne dabei aber auf die Z#flgrund der damit verbundenen
Komplexitat der subzellularen Strukturen in der ddlamyozyte einzugehen. In dieser
Arbeit wurde die Frage nach einer funktionellen Kamimentierung der kardialen
Energiebereitstellung in 2 unterschiedlichen Maatelanalysiert. In dem ersten HBO-
Schweinemodell ergaben Untersuchungen respiratorisoaktive interfibrillare
Mitochondrien im Normzustand. Diese konnten durate éenyperbare Oxygenierung in
respiratorisch aktive Mitochondrien tberfuhrt werdBiese Inaktivitat der IFM wurde auf
eine chronische, nicht-artgerechte Haltung und tarkorperlicher Inaktivitat
zuruckgefuhrt. Das fihrte zu der Annahme, dass {Ralre Prozesse der
Energiebereitstellung und des Energieverbraucherudédingungen geringer mechani-
scher Herzarbeit reversibel abgeschaltet werdemesiinDiese Hypothese konnte im
Winterschlaf-Modell bestétigt werden, da die IFM tnmdunehmender koérperlicher
Immobolisierung respiratorisch inaktiviert wurde&omit konnte in dieser Arbeit erstmals
in zwei unterschiedlichen Modellen gezeigt werdelass eine Kardiomyozyte in
Abhangigkeit von der Sauerstoffverfigbarkeit alshauon ihnrem energetischen Bedarf die
mitochondrialen Subpopulationen differentiell unelversibel reguliererkann. Dabei
wurden die IFM als die regulatorische Einheit idenert. Die Frage nach einem
potentiellen Modulator der kardialen Energiebeteilsng lenkte den Fokus auf mNOAL,
ein ursprunglich als NO-produzierend beschriebemé®chondriales Enzym. Obwohl
MNOAL tatsachlich kein NO-bildendes Enzym ist, kenarstmals gezeigt werden, das
MNOAL direkt an die Atmungskettenkomplexe binded alirch Dimerisierung in einem
GTPase-abhangigen Prozess die Assemblierung deschoidrialen Komplexe in
Superkomplexe unterstiitzt und somit einen effigrrt Elektronentransport erméglicht.
Damit einhergehend verursacht eine sh-RNA vernsttélerabregulation von mNOA1
eine dysfunktionale Atmungskette, durch welcheagoptotischer Zelltod induziert wird.
Die berechnete kurze Halbwertszeit und die Hypakbkangige Repression der mNOAL1-
Expression sprechen dafur, dass mNOALl eine beddrit&olle als Modulator der
mitochondrialen Energiebereitstellung in Abhéngigken der Sauerstoffverfiigbarkeit

einnehmen kann.
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Summary

A permanent and accurate adaptation of mitochohdnargy supply to mechanic heart
work is an essential prerequisite for life. Theulagjon of these adaptations is described in
several computer and experimental models withodtessing the size of cardiomyocytes,
which determines the complexity of subcellular stuwes. In this thesis, the presence of a
functional compartmentalization for cardiac enesgypply was examined in 2 different
models. Analysis of mitochondrial subpopulations tire HBO-pig model revealed
respiratory inactive interfibrillar mitochondriaH) under normal conditions, which were
respiratory reactivated upon hyperbaric oxygenatime inactivity of IFM presumably
arose from non-adequate animal housing causingysigath immobilization of the pigs.
Hence, we hypothesized, that nucleus-proximal mse® for energy supply and energy
consumption can switched off reversibly under ctads with low mechanic heart work.
This hypothesis was proven in the hibernation moldete, cardiac IFM of animals with
decreasing physical activity were respiratory inated. Consequently, this study shows
for the first time, that a cardiomyocyte, dependorgthe oxygen availability and/or its
energy demand is able to regulate mitochondrialpgpblations in a differential and
reversible manner. The IFM were identified as thgutatory unit. The existence of a
potential modulator of cardiac energy supply diedcthe attention to mMNOAL, a protein
originally described as a mitochondrial NO-prodgcenzyme. Even though mNOAL is
not a NO-producing enzyme, it was demonstrated th&OA1l directly binds to
respiratory complexes and supports the assemblgupiercomplexes in a GTPase-
dependent fashion. In line with this function a BARmediated knockdown of mMNOA1
led to a dysfunctional respiratory chain, whichuoés apoptotic cell death. The short half-
life calculated for mMNOA1 as well as its hypoxigedadent repression of expression show,
that this protein can function as an important maidu of mitochondrial energy demand

in dependence of oxygen availability.
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7 Anhang

7.1 Abklrzungsverzeichnis

ActD Actinomycin D

ADP Adenosindiphosphat

Amp Ampicillin

AMS 4-Acetoamido-4Maleimidylstilben-2,2Disulfonsaure
APS Ammoniumperoxodisulfat
AS Aminosaure

ATP Adenosintriphosphat
BCECF 2',7’-Bis(2-Carboxyethyl)-5(6)-Carboxyfluo@sn-Acetoxymethylester
bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

bzw. beziehungsweise

Ca Kalzium

cDNA komplementare DNA

CDS kodierende mRNA Sequenz
CHX Cycloheximid

CoA Coenzym A

CsA Cyclosporin A

Cu Kupfer

Da Dalton

ddH20 deionisiertes Wasser

DDM Dodecylmaltosid

DEPC Diethylpyrocarbonat
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNase Desoxyribonuklease

dNTP 2'-Desoxyribo-Nukleotide

DPI Dichlorophenolindophenol

DTNB 5,5’-Dithiobis-(2-Nitrobenzoesaure)
DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGTA Ethylenglycol-bis(2-Aminoethylether)-N,N,N’,Netraacetat
et al. et al.tera, und andere

FADH2 Flavin-Adenin-Dinukleotid

FCS Fotales Rinderserum
FMN Flavinmononukleotid

g Gramm

GFP green fluorescent protein
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GTP
HBO
HBSS
Hifl
HRE
Hyg
IFM
kb

Ktr

L-Arg
L-Lys
L-NNA

mA
MOPS
MRNA
mt-DNA
mtTFB

NADH
NADP+
NBT
NO

oD

p.a.
PAGE

PCR
PGC
pH
PMS
PTP
RNA
RNase
rpm
RT
SDS
SILAC
SNAP
SSM

Guanosintriphosphat

Hyperbare Oxygenierung

Hanks Balanced Salt Solution
hypoxia-induced-factor 1
Hypoxia-response element
Hygromycin
interfibrillare Mitochondrien
Kilobasenpaare
Kontrolle
Liter
L-Arginin
L-Lysin
N o-Nitro-L-Arginin

mikro
Molaritat (mol/l)

milli
Milliampere
3-(N-Morpholino)propansulfonsaure
messenger Ribonukleinsdure
mitochondriale DNA
mitochondrialer Transkriptionsfaktor B
nano-
Nicotinamidadenindinukleotid
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
Nitrotetrazolium-Blau
Stickstoffmonoxid

Optische Dichte

pico-

per analysis
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Polymerase Chain Reaktion
Peroxisome proliferator-activated receptor gamoactivator 1-alpha
Potentium Hydrogenii (-log[H30+])
Phenazinmetasulfat
Permeabilitat-Transitions-Pore
Rinonukleinsaure

Ribonuklease

rounds per minute

Raumtemperatur
Natriumdodecylsulfat
stable isotope labeling of amino acids irl calture
S-Nitrosopenicillamin
subsarcolemmare Mitochondrien
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TEMED
Tfam
TIM
TOM
TRIS
t-RNA
U

u.a.
uv

\%
VDAC
wi/v

N,N,N',N'-Tris-hydroxyethyl-aminomethan
mitochondrialer Transkriptionsfaktor A
Translokase der mitochondrialen Innenmembran
Translokase der mitochondrialen Aul3enmembran
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol
Transfer-RNA

Unit

unter anderem

X

Volt

voltage dependent anion chanel
Masse/Volumen
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7.2 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1 zeigt die schematische Darstellung ®M#&ochondriums. ..........ccccccceeeeeennnn. 1..
Abbildung 2 zeigt eine schematische Darstellungwiéschondrialen Atmungskette. Die
Atmungsketten-komplexe I-1V transportieren Elekgarvon NADH auf molekularen
Sauerstoff, wobei der Transport der ElektroneniarEdzeugung eines elektrochemischen
Protonengradientens tber die Innenmembran gekogpdllie Energie dieses Gradientens
wird durch den Komplex V, denF-ATPase, genutzt, um ATP zu produzieren. Abbildung
adaptiert nach llya Belevich (www.biocenter.helsiiK..............cccceveeeeiieeeiiiiiiiiiiieeeeeeeeenns 4
Abbildung 3 zeigt eine elektronenmikroskopische madfme einer Kardiomyozyte. Zu
erkennen sind Mitochondrien die sich direkt untdéytter Plasmamembran befinden
(gekennzeichnet mit weil3en Pfeilen). Diese stadiersubsarkolemmalen Mitochondrien dar.
Andere befinden sich zwischen den Myofibrillen, oheerfibrillaren Mitochondrien

(innerhalb des weil3en Kreises). (Abbildung ausr(fealet al., 1977)). ......ccovvvvrrvvrennnnnnnn 10
Abbildung 4 zeigt einen mdglichen Mechanismus degrgietransmission in einer Myozyte.
Sauerstoff und Substrate werden von den subsarkadéen Mitochondrien tber die
Atmungskette unter der Generierung eines Protoaeingmten verbraucht. Die Protonen
diffundieren im Zytosol in den Kernbereich der Zedintlang eines mitochondrialen
Filamentes, welches die subsarkolemmalen (SSMyemitinterfibrillaren (IFM)
Mitochondrien verbindet. Nach Erreichen der intarfiaren Mitochondrien werden die
Protonen fir die Produktion von ATP Uber di&fATPase genutzt. In der Matrix
produziertes ATP gelangt tber den ATP/ADP-Antipoitedas Zytosol, wo es beispielsweise
von Aktomyosinfilamenten genutzt wird. Das dabezdé@r entstehende ADP+Pi wird in die
Matrix importiert. Die sich nach der ATP-Synthesaler Matrix befindenden Protonen
diffundieren tber die Matrix der mitochondrialemaifmente wieder zu den subsarkolemmalen
Mitochondrien zurtick (Skulachev, 2001) Abbildung &8kulachev, 2001) ...........ccccceeennn. 12
Abbildung 5: spezifische Citratsynthase-Aktivité@r ESM (ausgefiillte Balken) und IFM des
Schweins (leere Balken) in der Kontrolle und nagpenbarer Oxygenierung (HBO);
Angaben in % der SSM-Kontrolle als MittelwerttStandabweichung von n=5 un-
abhangigen EXPerimenten ..........ooo ittt ee e e e 54
Abbildung 6: Veranderung der enzymatischen Aktieitdbezogen auf die Citratsynthase-
Aktivitat (CS) von Komplex | (A), Komplex Il (B)Komplex IV (C) und Komplex V (D)
durch hyperbare Oxygenierung in SSM (ausgefilltéd3g und IFM (leere Balken) des
Schweins; Komplex | Aktivitatsmessung nach Hatefil Stempel (Hatefi and Stempel,
1967); Angaben in % der SSM-Kontrolle als MitteltweStandardabweichung von n=5
unabhangigen Experimenten; *p<0,05........cccurreeii i 55
Abbildung 7: katalytische in-Gel-Farbung der Atmskettenkomplexe des Schweins nach
Blue Native PAGEepréasentativ fir 3 unabhéngige Experimente . Abiidg der NADH-
Oxidase-Aktivitat (Komplex I) in SSM und IFM mit drohne HBO-Behandlung; B: Farbung
der ATPase-Aktivitat (fFo-ATPase) als Holo-Enzymkomplex bei 600 kDa undrals
Untereinheit bei ca. 370 kDa in SSM und IFM mit withe HBO-Behandlung ................... 57
Abbildung 8: Darstellung der Atmungskettenkompléxeden mitochondrialen
Subpopulationen des Schweins mit und ohne HBO-B#lbiag nach elektrophoretischer
Auftrennung in einenBlue Native-Ge(A); Auftrennung der mit einem Skalpell
ausgeschnittenen Komplexe V in einem Tricin-SDS-&&P. Dimension; Darstellung von
zusatzlichen Untereinheiten nach HBO-Behandlurdgem IFM (roter Pfeil)(B) ; reprasentativ
fir 3 unabh&ngige EXPEIIMENTE .....oooiiiiiiie e 58
Abbildung 9: Western-Analyse von Komplex V-Untetegiten in SSM und IFM des
Schweins mit und ohne HBO-Behandlung; A: AntikOr@erhweis der Abbauprodukte der
Untereinheit in den IFM; B: Antikdrpernachweis ddybauprodukten dex-Untereinheit in

den IFM; reprasentativ flr 3 unabhangige EXPeriment............coooeeeiiiiiiiieieiiiiii s cemmeee 59
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Abbildung 10: elektrophoretische Auftrennung detacihondrialen Subpopulation des
Schweins mit und ohne HBO- Behandlung — Coomassibtihg; reprasentativ fur 3
unNabhangige EXPErMENTE .......ccccoii i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeananns 59
Abbildung 11: Genexpressionslevel mitochondrialikagr Komplexuntereinheiten in SSM
(A) und IFM (B) des Schweins nach hyperbarer Oxygremg bezogen auf die jeweiligen
Kontrollen in mitochondrialer RNA; Angaben in % dfsttelwert+ Standardabweichung von
n=3 unabhangigen Experimenten; *P<0,05 .....ccceeemriiiiieiie e 61
Abbildung 12: Genexpressionslevel mito-chondriadikoter Komplexuntereinheiten nach
hyperbarer Oxygenierung in der Gesamt-RNA des SktsyvAngaben in % der Kontrolle als
Mittelwert+ Standardabweichung von n=3 unabhangigeperimenten; *p<0,05................ 61
Abbildung 13: Veranderung der mtDNA-Level in SSMiggefillter Balken) und IFM (leerer
Balken) des Schweins nach hyperbarer OxygenienBestimmung der mtDNA mittels
quantitativer PCR; Angabe in ND6-Molekul-zahl/mgtin als Mittelwert
+Standardabweichung; B: reprasentativer Southeoh.Bl.................ooooiiiiiiiiiiiiiiiiieeans 62
Abbildung 14: Veranderung der mRNA-Expression v&(Rao und Tfam durch hyperbare
Oxygenierung im Schwein; Angaben in % der Kontralle Mittelwert+ Standardabweichung
von n= 3 unabhangigen Experimenten; *P<0,05 o oeeieeeeeeieiiiiieeeiiiie e 63
Abbildung 15: Einfluss der erhdhten Sauerstoffvgbiérkeit (HBO) auf den mitochondrialen
Matrix-pH in SSM (ausgefullter Balken) und IFM (tee Balken) des Schweins; Angabe in
pH-Einheiten alsMittel-werttStandardabweichung we® unabhangigen

EXPerimenten;* P<0,05 ... i ————————————————————————— 64
Abbildung 16: Unterschiede des Cytochrot@ehaltes in SSM (ausgeftllter Balken) und
IFM (leerer Balken) des Schweins in Abhangigkemn der Sauerstoffverfigbarkeit (HBO);
Abgleich der Cytochrom-Expression auf die VDAC-Expression; Angaben in 6 8SM-
Kontrolle als MittelwerttStandardabweichung von ngabhangigen Experimenten;*p<0,05
........................................................................................................................................ 64
Abbildung 17: Unterschiede in der Opa-1-TranskEgpression zwischen SSM und IFM des
Schweins mit und ohne HBO-Behandlung (oben) daejesh Western Blot; Beweis einer
einheitlichen Proteinauftragung durch die VDAC-EGBION (UNLEN) ....uvveeiiiiiiieeeeeneend) 65..
Abbildung 18: Veranderung der spezifischen AcomAktivitat in SSM (ausgefullter
Balken) und IFM (leerer Balken) des Schweins duliehhyperbare Oxygenierung; Angaben
als MittelwertzStandardabweichung von n=5 unabhgegiExperimenten........................... 66
Abbildung 19: Veranderung der spezifischen Acyl-Gbahydrogenase-Aktivitat in SSM
(ausgefullter Balken) und IFM (leerer Balken) des\8eins durch eine erh6hte Sauerstoff-
verfugbarkeit (HBO); Angaben als Mittelwert+ Stardbweichung von n=5 unabhangigen
e d 0 1= 41T ] (T o 66
Abbildung 20: Reduktion der kérperlichen Aktiviidgt Syrischem Hamster durch Induktion
der Hibernation; A: 12 h hell-12 h dunkel bei 22 (&tspricht der Kontroll-Gruppe I); B: 10
h hell-14 h dunkel bei 20 °C; C: 08 h hell-16 h kleibei 16 °C (entspricht Gruppe Il); D: 02
h hell: 22 h dunkel bei 5 °C (entspricht der Tograppe Ill); Angaben als
Mittelwert+Standardabweichung mit N=6; *P<0,05 e .coiiiiiiiiiiiii e 68
Abbildung 21: Veranderung der CytochraReduktionsrate im Syrischem Hamster in SSM
(ausgefllte Balken) und IFM (leerer Balken) mitridhme der Bewegungs-Aktivitat;
Abgleich der Enzymaktivitaten auf die Citratsyniasktivitat; Angaben in % als
MittelwerttStandardabweichung von n=3 unabhéangigegperimenten;*p<0,05; #p<0,05
bezogen auf die geSAMIE GIUPPE ......uuuur cmmmmmmmseeeeeeeeeeeeeeeeeesensanan e e s e e eeeaaaseaaaeaeaaaeeeees 68
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Abbildung 23: Unterschiede in der Opa-1-TranskEgpression zwischen SSM und IFM in
Patienten mit DCM bzw ICM dargestellt im WesteroBlinter Kennzeichnung der 5
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