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Das Ziel dieser Arbeit war es, den funktionellen Einfluss von Cardiolipin auf isolierte
Herzmitochondrien zu untersuchen, die durch 10 min Hypoxie, 5 min
Reoxygenierung und exogenes Ca”" in verschiedenen Konzentrationen gestresst
wurden. Nach dieser Behandlung wurde fiir jede Ca®'-Konzentration die
Atmungsaktivitat der Mitochondrien bestimmt sowie deren Cardiolipingehalt ermittelt.
Zur Bestimmung des Cardiolipingehalts wurde eine Lipidextraktion nach Bligh und
Dyer durchgefiihrt, das isolierte Cardiolipin mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Naphthylessigsaureanhydrid markiert und sein Gehalt mittels der HPLC bestimmit.

Mit steigender Ca*-Konzentration sank der Cardiolipingehalt der Mitochondrien.
Hingegen stieg die Atmungsaktivitat bei einer Erhdhung der Ca**-Konzentration von
0 bis 0,9 puM und sank bei einer weiteren Erhdhung bis 1,8 pM.

In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob das durch Hypoxie und
Reoxygenierung verlorene Cardiolipin durch exogenes, kommerzielles Cardiolipin
substituiert werden kann und ob dies die Atmungsaktivitat positiv beeinflusst.
Tatsachlich wurde eine Steigerung der Atmung durch Applikation von Cardiolipin
erreicht, sodass sich Cardiolipin als ein wichtiger funktioneller Baustein der

Atmungskette unter diesen Bedingungen herausstellte.

Schlisselworter

Cardiolipin, Hypoxie, Reoxygenierung, myokardiale Ischamie, Calcium,
Rattenherzmitochondrien
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Verzeichnis der verwendeten Abklirzungen

ADP
AMP
ATP

CTP
DNA
EDTA
EGTA
GV-Solas
HPLC

ICD-10

NAD(P)H
SEM

Tris
U/min

v/v

Adenosindiphosphat

Adenosinmonophosphat

Adenosintriphosphat

Cytidintriphosphat

Desoxyribonucleinséure

Ethylendiamintetraazetat
Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraazetat
Gesellschaft fur Versuchstierkunde, Hannover

engl.: high performance liquid chromatography (Hochleistungs-
Flussigkeits-Chromatographie)

engl.: International statistical Classification of Diseases and Related
Health Problems (Internationale Klassifikation der Krankheiten, hier:
10. Revision, Version 1.3)

reduziertes Nicotinamid-adenin-dinucleotid (-phosphat)

engl.: standard error of mean (Standardfehler des Mittelwerts)
2-Amino-2 (hydroxymethyl)-1,3-propandiol

Umdrehungen pro Minute

Volumenverhaltnis



1 Einleitung

Der akute Myokardinfarkt (definiert nach ICD-10) war im Jahre 2004 unabhangig vom
Geschlecht die Todesursache Nummer zwei in Deutschland [51]. Daraus ergibt sich
fur die Forschung eine besondere Motivation, weiter an der Aufklarung der
pathologischen Mechanismen dieser Erkrankung zu arbeiten, um eine noch bessere
medizinische Versorgung der betroffenen Patienten zu erzielen. Der Stand der
derzeitigen wissenschaftlichen Diskussion aus Themensicht lasst sich in der
gebotenen Kirze wie folgt darstellen. An In-Vivo-Modellen des Herzinfarkts konnten
bis zum jetzigen Zeitpunkt (01.06.2006) folgende Pathomechanismen wahrend der
Ischamie ermittelt werden, die fir die eigenen Untersuchungen relevant sind. Treten
Durchblutungsstérungen der Koronararterien auf, sinkt die Konzentration des fir die
mitochondriale Atmung notwendigen Sauerstoffs im Herzmuskel ab. Die
Atmungsgeschwindigkeit verlangsamt sich, und es wird weniger ATP durch oxidative
Phosphorylierung gebildet. ATP wird jedoch als Energiequelle fir den Erhalt der
lonengradienten zwischen Zellmilieu und der Umgebung bendétigt. Zum Beispiel sorgt
die Na'-K*-Pumpe unter ATP-Verbrauch fir den Import von Kaliumionen in die Zelle
und den Export von Natriumionen. Ohne diese Pumpe wirden diese lonen in die
jeweilige  Gegenrichtung  diffundieren und zu einem  Ausgleich  der
lonenkonzentrationen zwischen Zelle und Umgebung fihren. Damit ware eine
Muskelzelle fir eine Kontraktion nicht mehr stimulierbar.

Unter natirlichen Bedingungen sorgen ATP-abhédngige Ca**-Transporter fiir einen
physiologischen Ca®*-Gradienten und schiitzen die Zelle vor einer schadigenden
Ca?"-Uberladung. Fallen diese Transporter aus, kommt es zum vermehrten Einstrom
von lonenin die Zelle, z.B. Na" und Ca*". Diesen lonen folgt das Wasser, getrieben
durch osmotische Krafte. Die Zelle und ihre Organellen schwellen an. Zunéchst
zerreiBen die dinneren Membranen der Organellen, z.B. der Peroxisomen, sodass
sich deren proteolytische Enzyme, wie Phospholipasen und Proteasen, in das
Zytoplasma ergief3en. Diese Enzyme losen die Bausteine weiterer Membranen auf
und forcieren dadurch den Prozess der Destruktion. Als néchstes zerrei3en die
Mitochondrienmembranen, und Bestandteile aus Matrix und Intermembranraum
gelangen ins Zytosol [49]. Schliel3lich wird auch die Zellmembran beschadigt und die

Zelle platzt.



Nach einer 10-mindtigen Ischamie im Herzmuskel kann elektronenmikroskopisch
eine strukturelle Schéadigung der Mitochondrien nachgewiesen werden, die durch
eine Verdichtung der Matrixelemente (Kondensation) gekennzeichnet ist [49]. Dauert
die Ischamie langer an, kann eine Schwellung dieser Organellen mit einer
Erweiterung ihres Intermembranspaltes beobachtet werden. In Abb. 1 sind im linken
Abschnitt Rattenherzmitochondrien vor Ischamie, im rechten Abschnitt nach
Ischamie dargestellt. Vor Ischdmie sind die Mitochondrien anndhernd kugelig und
elektronendicht. Aul3erdem zeigen sie eine regelmaiige Struktur der Cristae, den
Ausstllpungen der inneren Mitochondrienmembran.

Durch Ischamie kommt es zur Zerstérung von Mitochondrien (unten rechts) sowie zur
Ausbildung von Vakuolen in den Organellen. Der in der Abbildung erkennbare
massenweise auftretende Detritus weist zusatzlich auf zerstérte Mitochondrien hin.
Charakteristisch ~ fir die  mitochondriale  Schadigung sind  modifizierte

Cristaestrukturen, die fragmentiert sind und desorganisiert wirken.

Abb. 1: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Rattenherzmitochondrien

vor (links) und nach Ischamie (rechts). Ausschnitte aus Schweiger et al. [49]

Die ungeschadigten Mitochondrien (links) haben eine kugelige Form, sind elektronendicht
und weisen geordnete Cristae auf. Nach Ischamie (rechts) sind die Mitochondrien
geschwollen, besitzen Vakuolen und sind umgeben von Detritus aus geplatzten
Mitochondrien. Die Cristae sind ungeordnet und wirken zerbrochen.

Besonders in der Reperfusionsphase nimmt die Menge an reaktiven
Sauerstoffradikalen in der Zelle und den Mitochondrien zu, weil die zellularen
Mechanismen der Radikalelimination versagen. Die Hemmung von Radikale-
eliminierenden Enzymen, wie der Superoxiddismutase, sowie Verluste an NAD(P)H
als Substrat fur das antioxidativ wirkende Glutathion-System werden dafur

verantwortlich gemacht [9].



Die Wirkung der Sauerstoffradikale und der proteolytischen Enzyme aus den
Peroxisomen fuhren zu einer dramatischen Verdnderung der Protein- und
Lipidarchitektur der Zelle. Unter den Lipiden sind besonders die Phospholipide der
Membranen wie Cardiolipin (Abb.2) betroffen, weil sie einen hohen Anteil an
ungesattigten Fettsduren (z.B. Linolsaure) besitzen, deren Doppelbindungen sich als
Angriffspunkte fir die zerstorerischen Radikale besonders gut eignen [46], wodurch
z.B. Lipohydroperoxide entstehen, die ihrerseits erneut Peroxidationsvorgéange

auslosen.
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Abb. 2: Struktur des Cardiolipins, modifiziert nach [30] .

Cardiolipin ist ein Phospholipid, welches bei Menschen und S&ugetieren nur in
Mitochondrien vorkommt. Im Jahr 1942 wurde es erstmals von Pangborn im
Herzmuskel entdeckt, wahrscheinlich weil dieser besonders viele Mitochondrien
enthélt [32]. Dies spiegelt sich auch in seinem Namen ,Cardiolipin“ (Herzfett) wider.

Es wird vermutet, dass Cardiolipin als Baustein der inneren Mitochondrienmembran
eine bedeutende Rolle besitzt, da es mit zahlreichen funktionell-bedeutsamen
Proteinkomplexen des Mitochondriums assoziiert ist [17, 46]. Zum Beispiel geht es
mit Komplex Il der Atmungskette Bindungen ein, bestimmt dadurch dessen Aktivitat

und beeinflusst damit die gesamte Zellatmung [37].



Weiterhin sind Einflisse auf mitochondriale Gene und deren Expression
wahrscheinlich, da Cardiolipin die DNA-Polymerase, die Topoisomerase | und
Histone modifiziert [46]. Auch beim Austausch von Metaboliten der Zelle wurden
Einflisse von Cardiolipin nachgewiesen: Es wurde gezeigt, dass Cardiolipin mit den
Transportproteinen fur ADP, ATP, Carnitin, Pyruvat und Phosphat assoziiert ist [17].
Daruber hinaus wird angenommen, dass es seine Synthese Uber einen Feedback-
Mechanismus regeln kann, da es mit der Cardiolipin-Synthase verbunden ist [45]. In
dieser Studie steigerte Cardiolipin bei eigenem Mangel die Aktivitat von Cardiolipin-
Synthase und inhibierte das Enzym bei Vorliegen in groRerer Menge. Der Einfluss
von Cardiolipin auf die 0.g. Proteine ist von besonderer Relevanz, da Cardiolipin von
allen Phospholipiden die hoéchste Bindungsaffinitat besitzt. Selbst die ungeladenen
Cardiolipinderivate haben diesen kompetitiven Vorteil.

Funktionelle Auswirkungen eines Cardiolipin-Defizits wurden in speziell-gezlchteten
Hefemutanten untersucht [19]. So wurde neben verminderten Aktivitdten diverser
mitochondrialer ~Enzyme wie ATPase und Cytochromoxidase ebenso
Verminderungen beim Proteinimport, bei der Atmungsaktivitait und beim
mitochondrialen Membranpotenzial gefunden. Diese Befunde weisen darauf hin,
dass Cardiolipin fir die mitochondriale Bioenergetik benotigt wird. Aul3erdem ist
Cardiolipin ein stabilisierender Membranbaustein, denn die Mutanten zeigten im
Gegensatz zu normalen Populationen schon kurz Gber dem Temperaturoptimum von
30 °C einen Verlust von mitochondrialer DNA und die Unfahigkeit, Kolonien zu
bilden. Es wird angenommen, dass Cardiolipin die Membranproteine vor Proteasen
schitzt, indem es ihre a-Helix-Region stabilisiert [14].

Zusétzlich konnte eine Beteiligung von Cardiolipin an Intermembran-Kontaktstellen in
Mitochondrien der Leber von M&usen und in Hefekulturen nachgewiesen werden [2].
Einen weiteren Hinweis auf eine strukturelle Bedeutung von Cardiolipin lieferte die
Beobachtung, dass eine selektive enzymatische Verdauung des Cardiolipins zu einer
Zerstorung der Struktur des Mitochondriums fuhrt [3].

Cardiolipin  beeinflusst die Atmungsaktivitdt von Mitochondrien, weil ein
Cardiolipinmangel vermutlich die Ausbildung des Protonengradienten der
Atmungskette hemmt. Ohne diesen ist keine oxidative Phosphorylierung zur
mitochondrialen ATP-Bereitstellung mehr mdglich, welche auf Reoxidationen von

Protonen-tbertragenden Coenzymen wie NAD(P)H basiert und vermittelt zunachst
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die Errichtung einer elektrochemischen Potenzialdifferenz (ber der inneren
Mitochondrienmembran.

Die ATP-Synthase ist in der Lage, das Bestreben der Protonen nach Ausgleich
dieser Differenz auszunutzen, um die bei diesem Ausgleich freiwerdende Energie in
Form von ATP in eine gebrauchsfertige Form zu bringen.

Es gibt mehrere Hypothesen daftr, wie ein Cardiolipinmangel die Ausbildung des

Protonengradienten hemmen kann:

1. Cardiolipin ist in die intramembranale H*-Ubertragung involviert [21].
Bei einem Mangel konnte es zur Entkopplung zwischen
Atmungskette und ATP-Synthase kommen.

2. Der Mangel an Cardiolipin als Membranbaustein kénnte eine direkte
Verminderung der Membranbarriere bedeuten [50].

3. Cardiolipin aktiviert wichtige Membran-Transportproteine wie z.B. den
ADP-ATP-Transporter [20]. Bei Cardiolipinmangel fehlt deshalb ADP

im mitochondrialen Stoffwechsel.

Waéhrend einer Ischdmie und nachfolgender Reperfusion bilden sich im Herzmuskel
freie Radikale, besonders in den Mitochondrien [26]. Diese wurden fur die Senkung
des Cardiolipingehalts verantwortlich gemacht. Sie sollen das Cardiolipin entweder
durch Oxidation so modifizieren, dass es nicht mehr als Bindungspartner fur weitere
Proteine fungieren kann [52], oder als Molekil zerstéren [31]. Cardiolipin ist auf
Grund seiner Struktur besonders anféllig gegentber der oxidierenden Wirkung von
Sauerstoffradikalen. Es ist trotz dieser Vulnerabilitat in besonderem Malfe solchen
freien Radikalen ausgesetzt, da es direkt an den wichtigsten Produktionsorten von
Sauerstoffradikalen im Mitochondrium lokalisiert ist. Dies trifft flir den Enzymkomplex
[Il der Atmungskette zu [37].

Die hochsten Verluste an Cardiolipin treten wahrend der Reperfusionsphase auf [11,
22, 37], weil dabei weiterer Sauerstoff als potenzielles Substrat fur die Radikalbildung

in die geschadigte Zelle einstromt [37].
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Einen indirekten Beweis daflr, dass der Cardiolipingehalt durch freie Radikale
gesenkt wird, lieferte die Inhibierung des wichtigsten Produzenten dieser reaktiven
Verbindungen, Komplex Il [9]. Dies wurde durch Rotenon erreicht, einem Inhibitor fir
Komplex | [23]. Damit wurde der Elektronenfluss zu Komplex Il abgeblockt. Dadurch
konnte der Cardiolipinverlust bei Ischamie erheblich reduziert werden.

Einen weiteren Beweis erbrachten In-vivo-Studien am Rattenskelettmuskel. Der
Verlust von Cardiolipin wéhrend der Reperfusion konnte hier durch die Zugabe von
hochdosierter Ascorbinsaure (Vitamin C), welche als Antioxidans wirkt, reduziert
werden [22].

Die Cardiolipinverluste unter Ischamie und Reperfusion bewirken einen
Funktionsausfall von mehreren Enzymkomplexen der Atmungskette. Der
Aktivitatsverlust von Komplex Il der Atmungskette unter Ischdmie und Reperfusion
korrelierte in situ in einem Partikelassay von Rattenherzmitochondrien mit dem
Verlust von Cardiolipin [37]. Dabei gingen wéhrend der Ischdmie 28 % des
Cardiolipins verloren. Nach erfolgter Reperfusion war der Cardiolipingehalt
schlie3lich halbiert. Die anderen untersuchten Phospholipide der Innenmembran wie
Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin verringern sich ebenfalls, aber
nicht in dem Ausmald wie Cardiolipin. In dieser Studie konnte durch die exogene
Zugabe von Cardiolipin die Aktivitdat von Komplex Il vollstandig wiederhergestellt
werden, wahrend dies weder mit den anderen Phospholipiden, noch mit
peroxidiertem Cardiolipin gelang.

Ahnliche Ergebnisse brachten Studien an Rattenherzmitochondrien zur Abhangigkeit
der Aktivitat von Komplex | vom Cardiolipingehalt aus dem gleichen Institut. Unter
Ischamie und Reperfusion halbierten sich die Aktivitat von Komplex I, die State-3-
Atmung und der Cardiolipingehalt. Die Zugabe exogenen Cardiolipins fiuhrte zur
deutlichen Besserung der Aktivitat von Komplex |, wahrend dies weder mit den
anderen o.g. Phospholipiden, noch mit peroxidiertem Cardiolipin gelang [35].

Zuvor wurden schon In-vitro-Studien an submitochondrialen Partikeln des
Rinderherzes durchgefihrt. Um die Bedingungen der Ischdmie zu simulieren, wurden
hier durch Xanthinoxidase freie Radikale erzeugt, die hier sowohl die Aktivitat des

Enzyms senkten wie auch den Cardiolipingehalt [33].
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Ein weiterhin gut untersuchtes Atmungskettenenzym, welches Cardiolipin fur seine
volle Funktion bendétigt, ist die Cytochromoxidase. Dieses Enzym besteht aus
13 Peptid-Untereinheiten, welche wiederum katalytische Untereinheiten bendtigen.
Zu den strukturellen katalytischen Untereinheiten z&hlt auch eine cardiolipinreiche
Umgebung [39]. Der Verlust der Aktivitat dieses Enzyms unter Ischamie in situ
konnte in isolierten Mitochondrien des Kaninchens ausschlief3lich auf den Verlust des
Cardiolipins zuruckgefuhrt werden [24, 25]. Eine weitere Beobachtung dieser Studie
war, dass der Cardiolipinverlust nicht alle Mitochondrien betraf, sondern
ausschlie8lich in den ungeschutzter liegenden subsarcolemmalen Mitochondrien
(SSM) festgestellt wurde, wahrend in den interfibrillar gelegenen Mitochondrien (IFM)
der Cardiolipingehalt unverandert blieb [24]. Andere Studien zeigten, dass ein
Cardiolipinverlust dartber hinaus zur Freisetzung von Cytochrom c pradisponierte,
welches zur Aktivierung der Apoptose im reperfundierten Myokard ftihrte [7].

Im folgenden Schema sind die wesentlichen bekannten Pathomechanismen wahrend
einer Herzischamie und -reperfusion zusammengefasst, um die Zusammenhénge
zwischen Herzischamie, Cardiolipingehalt und mitochondrialer Atmungsaktivitat zu
verdeutlichen. Dabei spielt auch die Ca®*-Konzentration eine bedeutende Rolle

(Abb. 3).
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Abb. 3: Schematische Darstellung wesentlicher pathophysiologischer Vorgénge bei

Herzischamie und —reperfusion, modifiziert nach Petrosillo et al. [37].

Vorubergehende Ischdmie im Herzmuskel fuhrt zur Verringerung des Gehalts an

dem Phospholipid Cardiolipin. Dieser Verlust wird auf die Peroxidation durch freie

Radikale, reaktive Sauerstoffspezies und Peroxide zurtckgefihrt, die wéahrend

Ischamie und Reperfusion von den Atmungskettenenzymen vermehrt gebildet

werden. Normalerweise wirden die zelleigenen Reparaturmechanismen eingreifen,

wie z.B. die Glutathion-Peroxidase, die Lipohydroperoxide und Wasserstoffperoxyd

eliminiert und Scavenger wie Vitamin C, welche die Radikalmenge eingrenzen. Da

die Effizienz des Abwehrsystems aber selbst durch die Ischdmie geschadigt wird (in

Abb. 3 durch das Hemmsymbol —| gekennzeichnet), kann der im Bild skizzierte

» 1 eufelskreis® ungehindert ablaufen, der in einer mitochondrialen Dysfunktion endet.
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Durch den Ausfall von ATP-abhéngigen Ca**-Transportern steigt der Ca®*-Spiegel im
Zytosol und im Mitochondrium an, welcher die Permeabilitat der Mitochondrien
pathologisch erhdht. Diese Permeabilisierung wird auch durch den sinkenden
Cardiolipingehalt forciert, weil Cardiolipin selbst ein Baustein der Innenmembran
darstellt.

In den bisher vorliegenden Studien wurde die Ischdmie und Reperfusion zunachst an
ganzen Herzen erzeugt, und erst danach erfolgte die Praparation der Mitochondrien
zur Untersuchung der Auswirkungen. In den eigenen Experimenten wurden zuerst
Herzmitochondrien isoliert und dann einer Hypoxie und Reoxygenierung ausgesetzt,
um die Rolle von Cardiolipin im Pathomechanismus der ischamiebedingten
Schadigung von Mitochondrien noch klarer unter Ausschaltung von Artefakten durch
die Praparation der Herzmitochondrien aufzuspiren. Insbesondere ging es um

folgende offene Fragen:

1. Welchen Einfluss hat die Kombination aus Hypoxie und Reoxygenierung
auf die Atmung isolierter Herzmitochondrien?

2.  Wie beeinflusst der Ca*-Spiegel den Cardiolipingehalt in isolierten
Herzmitochondrien, die durch Hypoxie und Reoxygenierung in ihrer
Atmungsaktivitat geschadigt wurden?

3. Ist die funktionelle Schadigung von isolierten Herzmitochondrien, die durch
Hypoxie, Reoxygenierung und Ca** bedingt ist, hauptsachlich durch

Cardiolipin verursacht?

In dieser Arbeit soll ein Beitrag zur Beantwortung dieser Fragen geleistet werden.
Um den konkreten Einfluss von Hypoxie, Reoxygenierung und Ca** auf
Herzmitochondrien studieren zu kénnen, wurden isolierte Mitochondrien der Ratte
einem Wechsel von Hypoxie und Reoxygenierung bei unterschiedlichen Ca*-
Konzentrationen ausgesetzt. Solche Untersuchungen sind naturgemald am
Gesamtorganismus nicht maoglich, weil sich bei Ischamie und Reperfusion weitere
Faktoren wie Mg®*, NO und Wachstumsfaktoren &ndern.

Zur Darstellung des Cardiolipingehalts war die Etablierung einer entsprechenden
HPLC-Analytik in Anlehnung an die in der Literatur beschriebenen Methoden

notwendig. Sie beinhaltete die Extraktion und die anschlieRende Auftrennung und
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Quantifizierung des Cardiolipins mittels HPLC mit hochsensitiver
Fluoreszenzdetektion. Zur exakten Quantifizierung war dariber hinaus die
Herstellung von ,hydriertem® Cardiolipin als interner Standard eine wesentliche
Voraussetzung. Schlie3lich wurde geprift, ob durch Zugabe von Cardiolipin zu
Herzmitochondrien, die einem Wechsel von Hypoxie und Reoxygenierung in
Gegenwart von Ca*" ausgesetzt wurden, eine Verbesserung der Effektivitat der

oxidativen Phosphorylierung erreicht werden kann.



2 Material und Methoden

2.1 Material

An chemischen Materialien wurden verwendet:

Acetonitril, Carl Roth GmbH, Deutschland
Adenosindiphosphat, Sigma-Aldrich, Deutschland
Ammoniummolybdat, Sigma-Aldrich, Deutschland
Cardiolipin C1649, bovine heart, 1426,24 Sigma, Deutschland
Chloroform, Merck KGaA, Deutschland

Dieethylether, Carl Roth GmbH, Deutschland
Dinatriumhydrogenphosphat, Sigma-Aldrich, Deutschland
EDTA, Sigma-Aldrich, Deutschland

EGTA, Sigma-Aldrich, Deutschland

Ethanol, Merck KGaA, Deutschland

Glutamat, Sigma-Aldrich, Deutschland
Kaliumdihydrogenphosphat, Merck KGaA, Deutschland
L-Ascorbinsdure, Sigma-Aldrich, Deutschland

Malat, Sigma-Aldrich, Deutschland

Methanol, Merck KGaA, Deutschland

n-Hexan, Merck KGaA, Deutschland
Naphthylessigsaureanhydrid, Merck KGaA, Deutschland
Natriumsulfat, Merck KGaA, Deutschland
Nitrosomethylharnstoff, Sigma-Aldrich, Deutschland
Perchlorsaure, J.T. Baker B.V., Niederlande

Percoll, Sigma-Aldrich, Deutschland

Platin-1V-oxid, Sigma-Aldrich, Deutschland

Protein-Assay, Bio-Rad Laboratories Munchen, Deutschland
Pyridin, wasserfreies, Merck KGaA, Deutschland
Saccharose, Serva Entwicklungslabor Heidelberg, Deutschland
Supelclean-LC-Si-SPE-S&ulen, Supelco

Tris-Puffer, Carl Roth GmbH, Deutschland

Alle Chemikalien hatten analytische Qualitat.

16
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Als biologisches Material zur Mitochondriengewinnung wurden Herzen aus 24 normal
erndhrten (Altromin Standard Diat), etwa 200 g schweren mannlichen Wistar-Ratten
des Stammes HsdCpd: WU (Harlan-Winkelmann Deutschland GmbH, Borchen)

verwendet.

2.2 Gerate

Dounce-Homogenisator, Kimble Kontes Co.

Einkanalschreiber, Kipp & Zonen

HPLC-Anlage, Waters
mit 2475 Multi I Fluoreszenzdetektor, 600 S Controller, 616 Pumpe und
717plus Autosampler

Kihlzentrifuge mit Rotor SS34, Sorvall

Messzelle mit Clark-Elektrode, Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg

Oxygraph (Sauerstoffkonzentrationsmesser) , Otto-von-Guericke-Universitét
Magdeburg

Spektralphotometer ,Cary 1E*, Varian GmbH, Stuttgart
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2.3 Methoden

Die zahlreichen Schritte von der Gewinnung der Herzen bis zur Messung des
Cardiolipingehalts sind in einer Ubersicht in Tabelle 1 dargestellt (Tab.1). Die

einzelnen Komponenten werden in den folgenden Unterkapiteln naher erlautert.

1. Entnahme der Rattenherzen

Zerkleinerung der Herzen (Homogenisierung)

3. | Zentrifugation

Resultat: isolierte Mitochondrien in einer Suspension

4. | Simulation des naturlichen Zellmilieus durch Zugabe eines

Inkubationsmediums

5. | Sicherstellung der Atmungsaktivitat (spontane und ADP-stimulierte),

sonst Verwerfung der Probe

6. Bestimmung des Proteingehalts zur Abschatzung der gewonnenen

Mitochondrienmenge

7. | Zugabe verschiedener Ca**-Konzentrationen
(0;0,3;0,6; 0,9; 1,2; 1,5 oder 1,8 uM Endkonzentration)
8. |10 min Sauerstoffentzug (Hypoxie)

9. |5 min Reoxygenierung

10. |erneute Messung der Atmungsaktivitat (spontane und ADP-stimulierte)

11. |Cardiolipinabtrennung (Extraktion)

12. |Fluoreszenzmarkierung des Cardiolipins
13. |HPLC-Analyse

14. |Bestimmung des Cardiolipingehalts

Tab.1: Ubersicht uiber die Herstellung und Behandlung der Mitochondriensuspension
aus dem Rattenherz
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2.3.1 Praparation funktionstiichtiger Rattenherzmitochondrien

Die Praparation funktionstuchtiger Mitochondrien erfolgte in einem KCI-Medium in
Anlehnung an Schaller et al. [41]. Das Verfahren wurde zur besseren Imitation des
Zytosolmilieus geringfligig modifiziert.

Die Ratten wurden entsprechend den Empfehlungen von GV-Solas gehalten und vor
dem Experiment durch Nackenschlag getttet und deren Halsschlagadern mittels
einer Schere durchtrennt. Dann wurde der Thorax er6ffnet und die noch schlagenden
Herzen entnommen. Die Herzen wurden in einem Isolationsmedium (180 mM KCl,
10 mM EDTA als Calcium- und Eisen-Chelatbildner , pH 7,4) auf 4 °C gekuhlt und
gewaschen. Von Gefallen und Bindegewebe befreit, wurden die Herzen
anschlieBend mittels einer Schere auf einem Uhrglas so zerkleinert, dass der
Gewebebrei durch eine Record-Spritze (5 ml) in das Isolationsmedium gepresst
werden konnte.

Nach der maschinellen Homogenisation in einem Potter-Elvehjem-Homogenisator
mit Teflon-Pistill mit 5 Hiben unter 600 U/min wurde die entstandene Suspension auf
2 Zentrifugenrohrchen verteilt und bei 3000 U/min in einer Sorvall-Zentrifuge mit dem
Rotor ,SS 34“ fur 5 min zentrifugiert. Der Niederschlag enthielt hauptséchlich
Zellkerne und Bindegewebe, sodass dieser verworfen wurde [27]. Der Uberstand
wurde zur weiteren Reinigung nochmals bei 11000 U/min tGber 10 min zentrifugiert.
Das so erhaltene Pellet, in dem sich die Mitochondrien befanden, wurde nun mit 6 ml
Isolationsmedium resuspendiert und mit 0,7 ml Percoll versetzt, damit die erhaltene
Fraktion aus Mitochondrien jetzt noch von endoplasmatischem Reticulum, Golgi-
Apparat und Plasmamembranen gereinigt werden konnte. Diese Suspension wurde
nach manueller Homogenisation (5 Hube) in einem Glashomogenisator (7 ml)
abermals mit 11000 U/min Gber 10 min zentrifugiert. Nach Zugabe von 15 ml
Isolationsmedium und manueller Homogenisation (5 Hibe) wurde die Zentrifugation
des Niederschlags mit 11000 U/min tber 10 min wiederholt.

Nunmehr lag die endgultige Mitochondrienstammsuspension vor. Die Mitochondrien
erwiesen sich in jeder der Suspensionen als funktionstiichtig, wie anhand eines
Atmungstestes festgestellt werden konnte (Abb. 5). Die Durchfihrung des
Atmungstests wird im Abschnitt 2.3.4 beschrieben. Die Aufbewahrung der

Stammsuspension erfolgte in einem dunklen verschlossenen Glas in Eis.
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2.3.2 Bestimmung des Proteingehaltes der Mitochondrienstammsuspension

Mittels der Methode von Bradford [8] wurde der Proteingehalt der
Mitochondrienstammsuspension bestimmt. Dabei wurde ein Protein-Assay von Bio-
Rad Laboratories (Microassay Procedure) genutzt und der Gehalt an Protein mittels
Photometer bei einer Wellenlange von 595 nm ermittelt. Als Standard kam Rinder-
Serum-Albumin zum Einsatz. Der Proteingehalt ist ein Mal3 fur die Ausbeute an

Mitochondrien und diente als BezugsgroRRe flr mitochondriale Parameter.

2.3.3 Inkubationsbedingungen

2.3.3.1 Inkubationsmedium

Damit die isolierten Mitochondrien nach ihrer Praparation weiterhin funktionieren
konnen, musste eine dem Zytosol dhnliche Umgebung bereitgestellt werden. Diese
Aufgabe erfillte das Inkubationsmedium. Es setzte sich folgendermal3en zusammen:
10 mM Saccharose, 120 mM KCI, 20 mM Tris-Puffer, 15 mM NaCl, 5 mM
Kaliumphosphat, 0,5 mM EGTA und 1 mM freie Magnesiumionen bei einem pH-Wert

von 7,4.

2.3.3.2 Einstellung extramitochondrialer Ca**-Konzentrationen

Um die Wirkungen von Ca®" auf die Aktivitat der Mitochondrien zu messen, wurde
eine konstante Menge der Mitochondrienstammsuspension mit zun&chst
7 verschiedenen Konzentrationen (0; 0,3; 0,6; ...; 1,8 pM) Ca* in einem Ca-EGTA-
Puffer versetzt. Dazu wurde eine Stammlosung hergestellt, die 200 mM CacCl, und
200 mM EGTA enthielt und auf pH 7,4 eingestellt war. Die angegebenen
Endkonzentrationen von freiem Ca* wurden durch Zugabe unterschiedlicher
Konzentrationen dieses Puffers zum Inkubationsmedium erreicht. Dabei wurde die
freie Ca®*-Konzentration anhand der bekannten Komplexierungskonstanten [12] mit
Hilfe eines selbst entwickelten Computerprogramms berechnet. Nachdem sich in
mehreren Wiederholungen dieser Messreihen die hochste Atmungsaktivitat bei
0,9 pM Ca** herauskristallisierte (Abb. 6), wurden die weiteren Messreihen auf
3 Konzentrationen (0; 0,9 und 1,8 uM Ca*") reduziert.
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2.3.3.3 Hypoxie und Reoxygenierung

In die gesauberte Messzelle wurden 2 ml Inkubationsmedium eingebracht und
anschlieBend Stickstoff insuffliert. Der Sauerstoffgehalt der Messzelle konnte so bis
auf 2 % des Ausgangswertes gesenkt werden. Dann wurden 200 pl
Herzmitochondrien-Suspension hinzugegeben und die Zelle sofort geschlossen.

Dieser Eingriff erhthte den Sauerstoffgehalt nur bis maximal 15 % des
Ausgangswertes. Die Mitochondrien wurden nun 10 min in Hypoxie belassen, wobei
sie den eingebrachten Sauerstoff selbst wieder innerhalb einer Minute
verstoffwechselten, sodass sie sich von allein in den Zustand der Anoxie begaben.
Nach diesen 10 min wurde die Zelle gedffnet, mit 2 ml Iluftgesattigtem
Inkubationsmedium versetzt, um eine Reoxygenierung zu erreichen. Nach 5 min
Reoxygenierung wurden je 5 mM Glutamat und 5 mM Malat als Substrate sowie
200 uM ADP zugesetzt. Danach erfolgte die Ermittlung der Atmungsaktivitat. Nach
der Messung wurden 1 ml Proben entnommen und in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei —20 °C gelagert, bis sie dann der HPLC zugefuhrt wurden.

2.3.4 Ermittlung der Atmungsaktivitat

Die Atmungsgeschwindigkeit der Rattenherzmitochondrien wurde amperometrisch
mit einer Clark-Elektrode bestimmt, die in einer geschlossenen, gerthrten und auf
30 °C temperierten Messzelle integriert war. Die Anderung der
Sauerstoffkonzentration pro Zeiteinheit stellte das Messsignal dar. Zur Kalibrierung
der Elektrode wurde der Sauerstoffgehalt des luftgesattigten Inkubationsmedium auf
217 nmol/ml festgelegt, welcher in anderen Studien ermittelt wurde [38]. Ein
Oxygraph diente zur Darstellung des Messsignals. Die Aufzeichnung fand mittels
eines Einkanalschreibers statt. Die Eichung des Messsystems erfolgte bei einer
Luftsauerstoffsattigung im Medium von 100 %. 200 pl der Mitochondriensuspension
wurden in 2 ml Inkubationsmedium in die Zelle gegeben und mit 5 mM Glutamat und
5 mM Malat als Substrate versetzt. Danach wurde die Messzelle luftdicht
abgeschlossen und die Aufzeichnung der Atmungsaktivitat gestartet. Im néchsten
Schritt wurden 200 pM ADP hinzugegeben. Nunmehr wurde die aktive Atmung

aufgezeichnet.
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2.3.5 Cardiolipinextraktion

2.3.5.1 Herstellung des internen Standards

Bei der Extraktionsmethode handelte es sich um einen Komplex zahlreicher
Handgriffe. Deshalb musste mit Verlusten am interessierenden Cardiolipin gerechnet
werden. Weil fur dieses Experiment aber gerade die verbleibende Menge des
Cardiolipins unter verschiedenen Bedingungen untersucht werden sollte, wurde ein
interner Standard bendétigt, welcher derselben Prozedur unterworfen wurde und somit
identische Verluste aufwies. Als Standard wurde kommerzielles Cardiolipin (aus
Rinderherzen, Firma Sigma, Deutschland) gewahlt. Dieses wirde sich jedoch in der
reinen Form bei der HPLC genau Uber die Peaks des Rattenherzcardiolipins
projizieren, da die Cardiolipine der beiden Spezies sehr ahnliche Retentionszeiten in
der HPLC-Analyse besitzen. Deshalb wurde in diesem Fall eine chemische Reaktion
benutzt, die Hydrierung, um das kommerzielle Cardiolipin bei der
chromatographischen Trennung zeitlich spéter als Peaks anzeigen zu lassen und so
als internen Standard identifizieren zu kdnnen. Durch die Beladung mit Wasserstoff
wurde das kommerzielle Cardiolipin zu einer kinstlich gesattigten Variante, dem
Tetrastearoyl-Cardiolipin. Dieses wurde spater eluiert als seine ungesattigte
naturliche Form. Da Cardiolipin aber nur unter hoher Energiezufuhr Wasserstoff als
Bindungspartner annimmt, wurde Platin-IV-oxid als Katalysator verwendet, um
diesen Schritt zu vereinfachen.

Eine Menge von 25 mg Platin-IV-oxid wurde in 1 ml Methanol eingetragen und
anschlieBend 5 min bei 40 °C mit Wasserstoff durchblasen. Im Anschluss wurde
2,5 mg in Methanol geléstes kommerzielles Cardiolipin dem Katalysator zugegeben
und weitere 30 min bei 40 °C mit Wasserstoff begast. Der Katalysator wurde durch
Zentrifugation (12000 U/min far 3 min unter den im Kapitel 2.3 genannten
Zentrifugationsbedingungen) und Filtration mittels Augenwatte entfernt. Die nun klare
Losung wurde unter Argon bei 30 °C eingeengt und in 2 ml Ethanol-Chloroform

(2:1 viv) aufgenommen.
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2.3.5.2 Probenaufarbeitung

Die einzelnen Schritte der Probenaufarbeitung sind in Tab. 2 zusammengestelit.

Extraktion der Phospholipide nach Bligh und Dyer

Anreicherung des Cardiolipins durch saure Extraktion

Methylierung des Cardiolipins

Festphasenextraktion

Fluoreszenzmarkierung

o O B W N

Festphasenextraktion

Tab. 2.: Grundschritte bei der Extraktion des Cardiolipins

2.3.5.2.1 Extraktion der Phospholipide aus Rattenherzenmitochondrien

Im ersten Schritt der Probenaufarbeitung wurden die Phospholipide nach der
Methode von Bligh und Dyer [6] aus der Mitochondriensuspension mittels
Phasentrennung extrahiert. Dazu wurden je 3,6 nmol des eingeengten Cardiolipin-
Standards in 4 ml Methanol und 2 ml Chloroform aufgenommen und je 1 ml
Mitochondrienprobe hinzugeftigt. Dieses Gemisch wurde kraftig geschuttelt und
anschlieend fir 20 min im Wasserbad bei 37 °C zur Proteinfallung inkubiert und
danach bei Zimmertemperatur abgekuhlt. Zur Phasentrennung wurden dann 0,01 M
Salzsaure (2,8 ml) und 2 ml Chloroform zugeflugt, das Ganze kraftig geschuttelt und
fur 10 min bei 3000 U/min in der Sorvall-Zentrifuge mit dem Rotor ,SS 34*
zentrifugiert. Es bildeten sich 2 Phasen. Die untere Chloroformphase mit den
Phospholipiden wurde abgenommen, wahrend die verbleibende wassrige Oberphase
zur Erhéhung der Ausbeute einer erneuten Phasentrennung mittels 2 ml Chloroform
und 1 ml Methanol unterzogen und anschliel3end verworfen wurde. Alle vereinigten

Chloroformphasen wurden schlief3lich bei 30 °C unter Argon eingeengt.
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2.3.5.2.2 Anreicherung des Cardiolipins durch saure Extraktion

Im zweiten Schritt der Probenaufarbeitung wurde das Phospholipidgemisch mittels
Salzsaure angesauert. Dazu wurden jedem Phospholipidextrakt unter fortlaufender
Eiskiuhlung 2 ml Methanol, 1 ml Chloroform und 1 ml 0,1 M Salzsaure zugegeben.
Das Gemisch wurde kraftig geschuittelt und fuar 5 min im Eisbad inkubiert.
Anschliel3end wurden 1 ml Chloroform und 1 ml 0,1 M Salzs&aure zugefigt und ein
weiteres Mal kraftig geschuttelt und fir 1 min ins Eis gesetzt. Die entstandene untere
Chloroformphase wurde vorsichtig mit der Pipette abgezogen und in neue
Reagenzglaser uberfuhrt, wahrend die verbleibende wassrige Oberphase einer
erneuten Phasentrennung unterzogen und anschlieRend verworfen wurde. Alle

vereinigten Chloroformphasen wurden schlie3lich bei 30 °C unter Argon eingeengt.
2.3.5.2.3 Methylierung des Cardiolipins

Um Cardiolipin als Bestandteil des Phospholipidgemisches besser abtrennen zu
konnen, mussten seine chemischen Eigenschaften modifiziert werden. Schlame et
al. [48] wéahlten dafir die Methylierung der beiden Phosphatgruppen des sauren
Cardiolipins mittels Diazomethan, um Cardiolipin in ein sehr apolares Phospholipid
umzuwandeln. Die Methylierung erfolgte mit frisch hergestelltem Diazomethan: In
einem Erlenmeyerkolben wurden unter fortlaufender Eiskiihlung und Schwenken
0,05 mol Nitrosomethylharnstoff in kleinen Portionen in 50 ml Diethylether
eingetragen, der mit 17 ml 40%iger Kalilauge unterschichtet wurde. Die gelbe
atherische Diazomethanlésung wurde abgenommen und auf festem Kaliumhydroxid
bei —70 °C aufbewahrt. Der in 0,2 ml Chloroform gelésten Probe wurde 0,6 ml der
Diazomethanlésung zugegeben, vorsichtig geschuttelt und das Gemisch fir 20 min
auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde das Loésungsmittel unter Argon bei 20 °C

verdampft.
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2.3.5.2.4 Erste Festphasenextraktion

Diese Festphasenextraktion war ein Reinigungsschritt und diente zur Anreicherung
des methylierten Cardiolipins. Die Proben wurden durch eine Festphasenextraktion
Uber Supelclean-LC-Si-Séaulen (100 mg Silicagel pro Saule) gereinigt.

Zunachst wurden die Saulen mit 5 ml Diethylether-Ethanol (9:1 v/v) aquilibriert. Nach
dem Aufgeben der Proben, die in 0,2 ml Chloroform gel6st waren, wurden die Saulen
mit 2 ml Diethylether-Ethanol (9:1 v/v) eluiert.

2.3.5.2.5 Fluoreszenzmarkierung

Hier wurde die freie OH-Gruppe des Cardiolipins mit Naphthylgruppen derivatisiert,
welche charakteristische Absorptionsmaxima bei 272, 282 und 292 nm Wellenlange
zeigen, sodass eine klare Identifizierungsmoglichkeit durch die Fluoreszenzdetektion
erreicht wurde. Das Eluat wurde unter Argon bei 30 °C getrocknet und danach in
25 umol des Fluoreszenzfarbstoffes 1-Naphthylessigsaureanhydrid in 0,25 ml
wasserfreiem Pyridin gelést. Das Gemisch wurde fur 2 Stunden bei 40 °C inkubiert.
Daraufhin wurden jeweils 6 ml n-Hexan zugegeben und die Proben fur 10 min bei
3000 U/min zentrifugiert, um unlosliches Material zu sedimentieren und eine
Phasentrennung zu erreichen. Der Uberstand wurde durch Zugabe von 1 ml Aqua
destillata und 5 min Zentrifugation bei 2000 U/min einer weiteren Extraktion
unterzogen. Die oberen Hexanphasen wurden durch dehydratisiertes Natriumsulfat

vom restlichen Wasser befreit und schlie3lich unter Argon bei 30 °C eingeengt.

2.3.5.2.6 Zweite Festphasenextraktion

Die Ruckstande wurden in 1 ml n-Hexan-Diethylether (1:1 v/v) aufgenommen und
einer zweiten Festphasenextraktion zugefuhrt, um eine weitere Anreicherung zu
erreichen. Die Supelclean-Saulen wurden mit dem gleichen Gemisch aquilibriert.
Danach wurden die Proben aufgegeben und mit 2 ml Diethylether-Ethanol (95:5 v/v)
eluiert. Das Eluat wurde gesammelt, getrocknet, in 1 ml n-Hexan-Ethanol (1:1 v/v)

geldst und in Aliquoten der HPLC zugefuhrt.
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2.3.5.3 Verlustanalyse von Etappen der Cardiolipinextraktion mittels

Phosphatbestimmung

Um zu analysieren, an welchen Passagen der Lipidextraktion besonders hohe
Verluste von Cardiolipin zu befirchten sind, wurden wahrend einer Extraktion
kommerziellen Cardiolipins nach verschiedenen Etappen des Verfahrens Proben
entnommen und deren Phosphatgehalt photometrisch nach der Methode von Rouser
et al. [40] bestimmt. Da ein Molektl Cardiolipin 2 Phosphatgruppen enthalt, siehe
auch Strukturformel in Abb. 2 auf Seite 8, ist der gemessene Phosphatgehalt auf die
verbliebene Cardiolipinmenge Ubertragbar. An folgenden Etappen wurden Proben

zur Analyse entnommen:

nach saurer Extraktion des Cardiolipins
nach Methylierung des Cardiolipins
nach 1. Festphasenextraktion und Zugabe des Fluoreszenzindikators

nach Abschluss der Fluoreszenzmarkierung

a r NP

nach 2. Festphasenextraktion

Die gewonnenen Proben wurden jeweils mit 70%iger Perchlorsdure (0,26 ml)
versetzt und im Heizblock fur 20 min bei 180 °C im mit Aluminiumfolie leicht
abgedeckten Reagenzglas erhitzt, um Phosphat aus den Bindungen im Cardiolipin
freizusetzen. Nach Abkihlung wurden je 0,92 ml Aqua destillata, 1,25%iges
Ammoniummolybdat (0,4 ml) und 5%ige L-Ascorbinsaure (0,4 ml) zur
Farbentwicklung zugegeben. Nach Erhitzen im siedenden Wasserbad fir 5 min und
anschlieBender Abkuhlung wurden die Extinktionen der Proben im Photometer bei
einer Wellenlange von 797 nm gemessen. Als Phosphatstandard wurde 1 mM

Dinatriumhydrogenphosphat verwendet.
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2.3.6 Quantifizierung von Cardiolipin mittels HPLC und Fluoreszenzdetektion

Es wurden jeweils 200 pl der Cardiolipinlosungen mittels HPLC aufgetrennt. Die
Trennung erfolgte Uber eine Saule (LiChroCart Supersphere 250 x 4 mm, 4 um) mit
Vorsaule der Firma Merck und einem kontinuierlichen Lésungsmittelgradienten von
Acetonitril/2-Propanol (8:2 v/v) bis zu Acetonitril/2-Propanol (3:7 v/v) innerhalb von
50 min. Die HPLC-Anlage war ein Waters-System, welches aus einem
Ldsungsmittelreservoir, einer Waters 616 Pumpe (gesamte Flussrate 1 ml/min),
einem Waters 600 S Controller, einem Waters 717plus Autosampler und einem
Waters 2475 Multi A Fluoreszenzdetektor (Erregungswellenlange 280 nm,
Emissionswellenlange 360 nm, Verstarkung = 1) bestand. Die Daten wurden
gesammelt und verarbeitet durch einen PC mit einer Waters Millenium 32 Software
Version 4.0. Im HPLC-Chromatogramm fanden sich die typischen 4 Peaks einer
Cardiolipinanalyse sowie der interne Standard wieder (Abb. 4). Die 4 Peaks
entsprechen 4 molekularen Cardiolipin-Spezies [48], die zeitlich in folgender
Reihenfolge detektiert werden:
1. Trilinoleoyl-linolenoyl-Cardiolipin, 2. Tetralinoleoyl-Cardiolipin, 3. Trilinoleoyl-
oleoyl-Cardiolipin und 4. Dilinoleoyl-dioleoyl-Cardiolipin. Die Berechnung der
Cardiolipin-Konzentration des jeweiligen  Probenansatzes erfolgte unter
Beruicksichtigung des mitgefiihrten internen Standards, indem das Verhaltnis der
Flachen unter den Peaks (Summe der Cardiolipin-Spezies aus der Probe / interner
Standard) mit der Konzentration des internen Standards multipliziert wurde
(Gleichung 1).

[CL], = E_iz x 6L (1)

[CL]p ist die Cardiolipin-Konzentration einer Probe, ZAp ist die Summe der Peakflachen der
Cardiolipin-Spezies aus der Probe, As ist die Peakflache des internen Standards, Cs ist die
Konzentration des internen Standards.

Zur Berechnung der Flachen wurde die Basislinie von der Waters Millenium 32
Software ermittelt (gestrichelte Linie in Abb. 4). Wie in Abb. 4 zu sehen ist, befinden
sich in der Retentionszeit von 36 bis 42 min noch einige kleine Peaks, die nicht
integriert wurden. Diese stellen vermutlich Trimmer von zerstértem Cardiolipin,

anderen Phospholipiden und unbekannten Substanzen dar.
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Abb. 4: HPLC-Chromatogramm von unbehandelten (ohne Hypoxie und
Reoxygenierung) Rattenherzmitochondrien. Das HPLC-Chromatogramm zeigt das
Fluoreszenzsignal der Cardiolipin-Spezies in Abhangigkeit von der Retentionszeit.
Die markierten Peaks reprasentieren: Trilinoleoyl-linolenoyl-Cardiolipin (Peak 1),
Tetralinoleoyl-Cardiolipin (Peak 2), Trilinoleoyl-oleoyl-Cardiolipin (Peak 3) und
Dilinoleoyl-dioleoyl-Cardiolipin (Peak 4). Der interne Standard (Tetrastearoyl-
Cardiolipin) findet sich in Peak 5. Die abgegrenzten Flachen unter den Peaks
entsprechen der gefundenen Menge des jeweiligen Stoffes. Die gestrichelte Linie
entspricht der von der Software errechneten Basislinie.

2.3.7 Statistische Auswertung

Alle Werte sind als Mittelwert £ Standardabweichung angegeben, sofern nicht anders
ausgewiesen. Die ermittelten Flacheninhalte der HPLC-Chromatogramme des
Cardiolipins wurden einer explorativen Datenanalyse mittels eines einseitigen t-Tests
unterzogen (Abb. 9 auf Seite 35). Bei der Analyse des Cardiolipingehalts unter
verschiedenen Ca®*-Konzentrationen wurden Paarvergleiche entsprechend der
Bonferroni-Methode erstellt [5]. Eine Differenz galt dann als signifikant, wenn die

Irrtumswabhrscheinlichkeit p £ 0,05 war.
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3 Ergebnisse

3.1 Ausbeute der Mitochondrienpraparation

Um die Menge der gewonnenen Mitochondrien abzuschatzen, wurde fir jede
Praparation der Proteingehalt der Mitochondriensuspension bestimmt. Er wurde als
Bezugsgrolle verwendet, da er mit der Mitochondrienmenge korreliert. Im Mittel
wurde ein Proteingehalt von 26 £ 6,8 mg/ml pro Mitochondriensuspension erzielt
(n = 7). Der aktuelle Gehalt schwankte abhangig vom jeweiligen Lebendgewicht und

der GroRe des Herzens.

3.2 Einfluss von Hypoxie und Reoxygenierung auf die mitochondriale Atmung

Um den Einfluss von Hypoxie und Reoxygenierung auf die Funktion der
Herzmitochondrien zu untersuchen, wurde das Atmungsverhalten analysiert. Dazu
wurden Rattenherzmitochondrien (2,6 mg mitochondriales Protein pro ml
Inkubationsmedium) bei 30 °C im Inkubationsmedium einem Wechsel von 10 min
Hypoxie, gefolgt von 5 min Reoxygenierung, ausgesetzt. Als Kontrolle
(Referenzzustand) wurde das Atmungsverhalten von Mitochondrien, die nicht einem
Wechsel aus Hypoxie und Reoxygenierung ausgesetzt wurden, ermittelt. Sonst
erfolgte die Messung nach erfolgter Hypoxie und Reoxygenierung (Abb. 5). Im ersten
Teil jeder Messung wurde die Ruheatmung (State 4) registriert, in der die
Mitochondrien in Gegenwart von 5 mM Glutamat und 5 mM Malat kein ATP
produzieren. Durch Zugabe von 200 uM ADP wurde die aktive Atmung (State 3)
stimuliert. Bei beiden Atmungszustdnden wurden die Geschwindigkeiten der
Anderung der Sauerstoffkonzentrationen berechnet und in nmol O,/mg/min
angegeben. Nach Hypoxie fiel die Steigerung des Sauerstoffverbrauchs durch ADP-
Zugabe deutlich geringer aus als in der Referenzmessung (Abb. 5). Dies
dokumentiert eine deutliche Einschrankung der ATP-Produktion durch Hypoxie und
Reoxygenierung, die Ausdruck der Schadigung des mitochondrialen
Atmungsapparates ist. Beim Vergleich beider Bedingungen bei der State-3-Atmung
zeigte sich, dass durch Hypoxie und Reoxygenierung die oxidative Phosphorylierung

um 57 % gesenkt wurde.
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Abb. 5: Originalprotokoll des Atmungsverhaltens von Herzmitochondrien ohne sowie
nach Hypoxie und Reoxygenierung .

Rattenherzmitochondrien (2,6 mg/ml) wurden bei 30 °C im Inkubationsmedium einem
Wechsel von 10 min Hypoxie und 5 min Reoxygenierung ausgesetzt. Dabei erfolgte jeweils
ohne Hypoxie und nach der Reoxygenierung eine Aufzeichnung der Sauerstoff-
Konzentration. In jeder Messung wurde zunachst unter 5 mM Glutamat und 5 mM Malat die
Ruheatmung (State 4) gemessen und die Atmungsgeschwindigkeit (v4) in nmol O,/mg/min
ermittelt. An den angegebenen Punkten wurde 200 puM ADP zugesetzt, um die aktive
Atmung (State 3) zu stimulieren, deren Atmungsgeschwindigkeit (v3) ebenso ermittelt wurde.
Die State-3-Atmung wurde durch Hypoxie und Reoxygenierung um 57 % gesenkt. Das
dargestellte Originalprotokoll ist typisch fur 8 Mitochondrienpraparationen.
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3.3 Einfluss von extramitochondrialen Calciumionen auf die mitochondriale
Atmung

Um den Einfluss des extramitochondrialen Ca**-Spiegels auf die Atmung zu
untersuchen, wurden die Mitochondrien in Gegenwart von einer von sieben
verschiedenen Ca?*-Konzentrationen (0; 0,3; 0,6; ...; 1,8 pM Ca?") inkubiert und
anschlieBend das Atmungsverhalten analysiert. In einem Bereich von 0,6 bis 1,2 uM
wirkte Ca®* schiitzend auf die Atmung, weil die Atmungsgeschwindigkeit gréRer als
36,9 nmol O,/mg/min war, welche in der Ca**-freien Inkubation erreicht wurde (Abb.
6). Am starksten war dieser protektive Effekt bei einer Konzentration von 0,9 uM
(Abb. 6 und 7). Ein solcher schiitzender Effekt von Ca®* wurde bereits bei
Lebermitochondrien von Ratten nachgewiesen [43]. Oberhalb von 1,2 pM Ca**
verminderte sich dieser Effekt, und die Atmungsgeschwindigkeit naherte sich dem
Wert der Ca?*-freien Inkubation an.

Da sich dieses mitochondriale Atmungsverhalten in weiteren Ca**-Inkubationen
wiederholte, wurde fur die nachfolgenden Untersuchungen, in denen der Einfluss von
Hypoxie und Reoxygenierung hinzutrat, der Umfang der Konzentrationen des Ca*
auf die drei funktionell charakteristischen Konzentrationen (0; 0,9; 1,8 uM) begrenzt
(Abb. 7 auf Seite 32 und Abb. 10 auf Seite 36).
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Abb. 6: Einfluss von Ca?" auf das mitochondriale Atmungsverhalten ohne Hypoxie und
Reoxygenierung.

Um den Einfluss der Ca®*-Uberflutung auf die Atmung zu prifen, die in vivo bei Ischamie
auftritt, wurden die Mitochondrien bei 30 °C im Inkubationsmedium verschiedenen
extramitochondrialen Ca®'-Konzentrationen ausgesetzt. Das dargestellte Experiment ist
typisch fir 4 Mitochondrienpraparationen. Calciumionen haben bei 0,9 uM einen protektiven
Effekt auf die mitochondriale Atmung, weil hier die hdchste Atmungsgeschwindigkeit von
44,6 nmol O,/mg/min vorlag. Die Pfeile geben den Zeitpunkt der Zugabe von ADP an, die

Zahlen an den Steigungsdreiecken den Betrag der Atmungsgeschwindigkeit in nmol
O,/mg/min.
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3.4 Einfluss von extramitochondrialen Calciumionen sowie Hypoxie und

Reoxygenierung auf die mitochondriale Atmung

Um den Einfluss von extramitochondrialen Calciumionen sowie Hypoxie und
Reoxygenierung auf die Atmung zu untersuchen, wurden die Mitochondrien in
Gegenwart von einer von sieben verschiedenen Ca*-Konzentrationen (0; 0,3; 0,6; ...;
1,8 uM Ca®) inkubiert, anschlieBend 10 min Hypoxie und nachfolgend 5 min
Reoxygenierung ausgesetzt und danach das Atmungsverhalten analysiert. Auch
unter den hinzugetretenen Faktoren (Hypoxie und Reoxygenierung) zeigte sich eine
protektive Wirkung von Ca?'. In einem Bereich von 0,6 bis 1,2 uM wirkte Ca*
schitzend auf die Atmung, indem die aktive Atmung am wenigsten beeintrachtigt
wurde (Abb. 7), am starksten war dieser Effekt bei 0,9 uM. In Abbildung 7 wurde die
Darstellung der Messreinen auf die drei funktionell wesentlichen Ca?-

Konzentrationen begrenzt und die Atmungsaktivitét in % initial angegeben.
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Abb. 7: Zusammenfassende Darstellung des Einflusses von Ca®" auf die aktive
Atmung nach Hypoxie und Reoxygenierung. Da die wesentlichen Informationen der
Atmungsaktivitat bei 0; 0,9 und 1,8 uM ca” zu finden waren, wurden alle 7 Messreihen in
diesen 3 Punkten zusammengefasst. In dieser Versuchsreihe wurden die Mitochondrien bei
30 °C im Inkubationsmedium 3 verschiedenen extramitochondrialen Ca**-Konzentrationen
ausgesetzt und anschlie3end 10 min Hypoxie und 5 min Reoxygenierung unterzogen. Auch
unter Hinzutritt von Hypoxie und Reoxygenierung haben Ca?* bei 0,9 pM einen protektiven
Effekt auf die mitochondriale Atmung, da hier die Atmungsaktivitat am héchsten war. Die
mittlere aktive Atmungsgeschwindigkeit betrug 52 + 3 % initial. Die mit * gekennzeichnete
Paardifferenz erwies sich als signifikant (p < 0,05).
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3.5 Analyse der Cardiolipinausbeute durch die Phospholipidextraktion

Um zu analysieren, an welchen Passagen der Lipidextraktion besonders hohe
Verluste von Cardiolipin auftreten, wurden wahrend einer Extraktion kommerziellen
Cardiolipins nach verschiedenen Etappen des Verfahrens Proben enthommen und
deren Phosphatgehalt photometrisch bestimmt (Abb. 8). Weil Cardiolipin als
phosphathaltiges Molekil in den Proben vorhanden war, ist der gemessene
Phosphatgehalt auf die verbliebene Cardiolipinmenge Ubertragbar. Ein Molekiil

Cardiolipin besitzt zwei Phosphatgruppen.

saure Extraktion

Cardiolipin-Verlust: 36 % —

Methylierung

Cardiolipin-Verlust: 27 %

1. Festphasenextraktion
Zugabe des Fluoreszenzindikators

Cardiolipin-Verlust: 13 % —

Abschluss der Fluoreszenzmarkierung

Cardiolipin-Verlust: 57 % —

2. Festphasenextraktion

Cardiolipin-Verlust: 40 % —

Abb. 8: Etappen der Lipidextraktion, zwischen denen der Verlust von Cardiolipin
mittels einer Phosphatanalyse bestimmt wurde. Die Zahlenangaben entsprechen dem
Anteil des verlorengegangenen Cardiolipins vom vorhergehenden auf den nachfolgenden
Schritt. Dabei wurde die Cardiolipinmenge des vorhergehenden Schrittes jeweils 100 %
gesetzt. Der groRte Verlust von Cardiolipin trat vor und nach der 2. Festphasenextraktion
auf.



Die erste Etappe erfasste die saure Extraktion des Cardiolipins und war mit einem
Verlust von 36 % des Cardiolipins verbunden. Die zweite Etappe beschrieb den
Verlust wahrend der Methylierung und ergab 27 %. Die dritte Etappe erfasst die erste
Festphasenextraktion und die Zugabe des Fluoreszenzindikators. Diese beiden
Abschnitte erzeugten den geringsten Cardiolipinverlust von 13 %. Danach folgte die
verlustreichste Etappe nach Abschluss der Fluoreszenzmarkierung, die eine
Reduzierung des Cardiolipins um 57 % hervorrief. Die funfte Etappe erfasste die
zweite Festphasenextraktion, die den zweithdchsten Cardiolipinverlust von 40 %
ergab. Trotz dieser betrachtlichen Verluste an Cardiolipin bleiben die ermittelten
Werte fur den mitochondrialen Cardiolipingehalt aussagekraftig, weil sie immer auf

den internen Standard bezogen wurden, der die gleichen Verluste aufwies.

3.6 Darstellung von Cardiolipin mittels HPLC

Wahrend in Abb. 4 auf Seite 28 das Chromatogramm von unbehandelten
Rattenherzmitochondrien (ohne Hypoxie) dargestellt wird, zeigt Abb. 9 auf der
folgenden Seite ein Chromatogramm einer typischen Probe von Mitochondrien, die
10 min Hypoxie und 5 min Reoxygenierung ohne Zusatz extramitochondrialer
Calciumionen unterworfen war. Beim Vergleich der Peak-Flachen beider
Chromatogramme wird deutlich, dass der Cardiolipingehalt nach Hypoxie und
Reoxygenierung vermindert war. Trotz dieser Verminderung der Peak-Flachen waren
die charakteristischen Peaks in allen Messungen deutlich erkennbar und auswertbar.
Dazu sei auch erwahnt, dass in beiden Abbildungen die unterschiedliche Skalierung
der Ordinaten zu berucksichtigen ist. Auf eine Auswertung des Verhaltens der

einzelnen Cardiolipin-Spezies unter Hypoxie und Reoxygenierung wurde verzichtet.
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Fluoreszenzintensitat in willkiirlichen Einheiten
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Abb. 9: HPLC-Chromatogramm einer Cardiolipinprobe.

Das HPLC-Chromatogramm zeigt das Fluoreszenzsignal einer Mitochondrienprobe nach
10 min Hypoxie und 5 min Reoxygenierung ohne Zusatz von extramitochondrialen
Calciumionen in Abhangigkeit von der Retentionszeit. Die markierten Peaks repréasentieren
die molekularen Spezies des Cardiolipins: Trilinoleoyl-linolenoyl-Cardiolipin (Peak 1),
Tetralinoleoyl-Cardiolipin (Peak 2), Trilinoleoyl-oleoyl-Cardiolipin (Peak 3) und Dilinoleoyl-
dioleoyl-Cardiolipin (Peak 4). Der interne Standard (Tetrastearoyl-Cardiolipin) findet sich in
Peak 5. Die Flache unter den Peaks entspricht der gefundenen Menge des jeweiligen
Stoffes. Die gestrichelte Linie entspricht der von der Software errechneten Basislinie.

3.7 Einfluss von Hypoxie und Reoxygenierung sowie Ca®" auf den
mitochondrialen Cardiolipingehalt

Um den Einfluss von Hypoxie und Reoxygenierung sowie des Ca?**-Spiegels auf den
Cardiolipingehalt zu untersuchen, wurde Cardiolipin aus den entsprechend
behandelten Mitochondrien extrahiert und mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert.
Mittels der HPLC wurde dann die Intensitat der Fluoreszenz aufgezeichnet und die
Peak-Flachen der enthaltenen Cardiolipin-Spezies und des internen Standards
ermittelt. Das Integral war das Mal fir den Cardiolipingehalt. Der Cardiolipingehalt
der Probe wurde nach Gleichung 1 berechnet und anschlieRend auf den
Proteingehalt der Probe bezogen. Es ergab sich eine mittlere Cardiolipinmenge von
86,07 + 4,41 nmol pro mg Protein in den Proben ohne Ca** (Mittelwert + SEM, N
= 4). Dabei zeigte sich eine Senkung des Cardiolipingehalts mit steigender Ca**-
Konzentration (Abb. 10). Die Unterschiede zwischen 0 und 0,9 pM sowie 0 und

1,8 uM erwiesen sich als signifikant. Wahrend es bei steigender Ca**-Konzentration
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zu einem Optimum der Atmungsaktivitat bei 0,9 pM Ca* kam (Abb. 7 auf Seite 32),
zeigte sich in diesem Experiment kein Optimum beziglich des Cardiolipingehalts.
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Abb. 10: Abhangigkeit des Cardiolipingehaltes von der Ca**-Konzentration.

Um den Einfluss von Ca* auf den Cardiolipingehalt zu priifen, wurden isolierte
Mitochondrien wahrend 10 min Hypoxie und 5 min Reoxygenierung drei verschiedenen Ca?'-
Spiegeln ausgesetzt und mittels der HPLC der Cardiolipingehalt bestimmt. Die gemessene
Fluoreszenzintensitat korreliert mit der gefundenen Cardiolipinmenge. Bei dieser Analyse
wurden Paarvergleiche entsprechend der Bonferroni-Methode erstellt [5].

3.8 Einfluss von exogenem Cardiolipin und Ca®" auf die Schadigung der

Atmung durch Hypoxie und Reoxygenierung

Uber die im Rahmen der Arbeit erhobenen Befunde hinaus sollte in ersten
vorlaufigen Experimenten die Hypothese Uberprift werden, dass ein Verlust an
funktionellem Cardiolipin durch Hypoxie und Reoxygenierung in Verbindung mit
erhdhter extramitochondrialer Ca**-Konzentrationen an der Einschrankung der
mitochondrialen ATP-Synthese beteiligt ist. Zur Darstellung des prinzipiellen Effekts
wurden die mit Hypoxie, Reoxygenierung und Ca* behandelten Mitochondrien mit
exogenem Cardiolipin bei 30 °C fir 5 min in einer abgedunkelten Messzelle inkubiert.

Das Cardiolipin wurde in Form von 40 pl eines Gemisches aus kommerziellem
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Cardiolipin und Ethanol (1:1 v/v) zugegeben. An dieser Stelle der Untersuchungen
wurde bewusst auf eine Analyse der Konzentrationsabhéngigkeit und der
Aufnahmekinetik verzichtet. Dies soll Gegenstand weiterfuhrender Gber den Rahmen
der Arbeit hinausgehender Untersuchungen sein.

Nach 5 min Inkubation wurde die Atmungsgeschwindigkeit gemessen. Dabei ergab
die Kontrollmessung, in der nur das Lésungsmittel Ethanol zugegeben wurde, dass
Ethanol allein die Atmungsaktivitat geringfiigig reduzierte. Die Atmungsaktivitat unter
Ethanol wurde 100 % gesetzt, um in den nachfolgenden Experimenten nur den
reinen Effekt von exogenem Cardiolipin und Ca** zu erfassen.

Im ersten Versuch wurde zunachst der reine Effekt von Hypoxie und Reoxygenierung
auf die Atmungsaktivitat untersucht. Dabei wurde eine Reduktion auf 50 %
festgestellt (Abb. 1). Im zweiten Versuch wurden die Hypoxie-geschadigten
Mitochondrien mit dem Cardiolipin-Ethanol-Gemisch versetzt. Hier zeigte Cardiolipin
eine protektive Wirkung auf die Atmungsaktivitat und erhohte diese auf 59 %. Es
konnte also durch die Zugabe exogenen Cardiolipins der Verschlechterung der
Atmungsgeschwindigkeit durch Hypoxie und Reoxygenierung entgegen gewirkt
werden. Im dritten Versuch wurde dann neben Cardiolipin auch 1,2 pM Ca*
zugegeben. Wie erwartet, schadigten Calciumionen in dieser hohen Konzentration
die Atmung zusatzlich, sodass die Atmungsaktivitdt unter das Niveau von reiner
Hypoxie auf 48 % sank. Im vierten Versuch wurde dann die Konzentration der
Calciumionen auf das in Kapitel 3.3 ermittelte Optimum von 0,9 puM eingestellt.
Erneut erwies sich diese Ca*-Konzentration als weniger schadlich, sodass die
Atmungsaktivitat auf 67 % gesteigert wurde. Im funften und sechsten Versuch wurde
den Ischamie-geschadigten Herzmitochondrien lediglich Ca®* in schadlicher (1,2 pM)
und protektiver (0,9 uM) Konzentration angeboten, um deren Wirkungen ohne das
exogene Cardiolipin in den Versuchen drei und vier betrachten zu kénnen. Beim
Vergleich zwischen drittem und flnftem Versuch fallt auf, dass Cardiolipin die
Atmungsaktivitat von Mitochondrien, die durch 1,2 pM Ca*" geschadigt wurden, kaum
noch steigern konnte. Der Vergleich zwischen viertem und sechstem Versuch zeigt,
dass bei der protektiven Ca**-Konzentration von 0,9 uM eine deutlichere Steigerung

der Atmung durch Cardiolipin erfolgte.
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Abb. 11: Versuche zur Substitution von exogenem Cardiolipin nach Hypoxie und
Reoxygenierung unter Beriicksichtigung von Calciumionen.

Isolierte Rattenherzmitochondrien wurden im Inkubationsmedium bei 30 °C einer Hypoxie
und Reoxygenierung sowie nach Zugabe von ADP verschiedenen Bedingungen ausgesetzt
(Ca*, exogenes Cardiolipin in einer Ethanollésung) und ihre Atmungsgeschwindigkeit vor
und nach Zugabe der Stoffe gemessen. Die Anderung des Wertes wurde in % angegeben.
H/R = Hypoxie und Reoxygenierung, CL = Cardiolipin in Ethanollésung, Ca = Ca**
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4 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit besteht darin, die Rolle von Cardiolipin auf die Funktion von
Herzmitochondrien bei Ischamie und Reperfusion zu untersuchen. Fir diese
Untersuchungen wurden isolierte Herzmitochondrien benutzt. Um den Ca®*-Anstieg
in vivo zu simulieren, der wahrend einer Ischdmie im Herzen in Folge des Ausfalls
von Ca**-Transportern [15] auftritt, wurde die extramitochondriale Ca?*-Konzentration
im Medium variiert. Hypoxie und Reoxygenierung blieben bei allen Versuchen von
gleicher kurzer Zeitdauer. Andere Untersuchungen zeigten [24], dass sich die
Pathophysiologie von Mitochondrien unter kurzer und langer Ischamie erheblich
unterscheidet. So sind zum Beispiel bei kurzer Ischamie die Komplexe | und V der
Atmungskette sowie der Adeninnukleotidtransporter geschadigt, wahrend bei langer
Ischamie zusatzlich die Enzyme distal von Komplex |, z. B. die Cytochromoxidase,
versagen und damit die oxidative Phosphorylierung einschranken.

Durch diese Unterschiede kann auch eine unterschiedliche Stoffwechsellage der
Herzmuskelzelle zwischen kurzer und langer Ischdmie angenommen werden. Well
es bereits nach 10 min Hypoxie zu strukturell nachweisbaren Schaden in den
Mitochondrien kommt [49], jedoch die meisten der bisher verfigbaren Studien zum
Cardiolipingehalt eine Dauer von 30 min fir Hypoxie in Rattenherzmitochondrien
vorsahen, wurde in eigenem Experiment Uberprift, ob auch diese kirzere
Hypoxiedauer ausreicht, den Cardiolipingehalt zu reduzieren.

Die Atmungsaktivitdt der Mitochondrien wurde als der wesentliche funktionelle
Parameter ohne und nach Hypoxie und Reoxygenierung bestimmt. Einen Hinweis
auf den zugrunde liegenden Schadigungsmechanismus brachte die Bestimmung
ihres Cardiolipingehalts bei Hypoxie und Reoxygenierung in Verbindung mit erhdhten

extramitochondrialen Ca*-Konzentrationen.

4.1 Einfluss von Hypoxie, Reoxygenierung und Ca** auf die mitochondriale

Atmung

Die vorliegenden In-vitro-Experimente ergaben, dass Hypoxie und Reoxygenierung
die Herzmitochondrien funktionell schéadigten. Dies wurde anhand gesunkener
Atmungsaktivitat belegt. Hingegen steigerte Ca** die Atmungsaktivitat bis zu einer

Konzentration von 0,9 pM Ca*". Bei héheren Ca**-Konzentrationen verringerte sich
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dieser positive Effekt auf die Atmung. Solche protektiven Konzentrationen von Ca*
auf die Atmung im mikromolaren Bereich wurden zuvor schon in
Rattenlebermitochondrien beschrieben [43]. In Versuchen an GrofR3hirnen von Ratten
konnte ein solcher protektiver Effekt jedoch bisher nicht nachgewiesen werden [42].
Dies lag aber vermutlich daran, dass in dieser Studie die Abstande der Ca**-
Konzentrationen sehr groR gewahlt wurden (0; 1,5 und 3,5 uM Ca*") und so der
mdgliche protektive Effekt zwischen 0 und 1,5 pM Ca?* nicht erfasst wurde.

Jedoch spiegelte sich die gefundene protektive Konzentration von Ca** nur beziiglich
der Atmungsaktivitdt und nicht im Gehalt an endogenem Cardiolipin wider. Der
Cardiolipingehalt sank mit steigender Ca**-Konzentration. Mégliche Griinde dafiir
konnen in anderen Studien gefunden werden:

1. Die beobachtete Stimulation der Atmung durch Ca®* kénnte auf eine
Aktivierung von Ca?*-abhangigen Dehydrogenasen des Citratzyklus
zuriickgefuhrt werden [28], z.B. der Isocitrat-dehydrogenase, a-Ketoglutarat-
dehydrogenase und Pyruvat-dehydrogenase. Der Citratzyklus wurde
beschleunigt und stimulierte den Elektronentransport durch die Atmungskette.

2. Die geringere Reduktion der Atmungsaktivitat bei 0,9 uM Ca** kénnte auch
durch die Verstarkung der antioxidativen Kapazitat durch Ca** in dieser
Konzentration erklart werden [44]: Calciumionen stimulieren z.B. die Mangan-
Superoxiddismutase und die Glutathionperoxidase, welche die Atmungskette
vor oxidativem Stress bei Hypoxie und Reoxygenierung schitzen.

3. Cardiolipin steht im Mitochondrium im Uberschuss zur Verfligung, sodass der

Effekt durch Calciumionen nicht relevant ist (eigene Hypothese).

4.2 Bestimmung des mitochondrialen Cardiolipingehalts

Die Bestimmung des mitochondrialen Cardiolipingehalts gestaltete sich
problematisch, weil Cardiolipin zahlreiche Proteinbindungen eingeht, in denen es
teilweise  maskiert vorliegt [17], sodass es erst durch aufwandige
Extraktionsverfahren mdglich war, Cardiolipin anzureichern und zu bestimmen. Es
musste ein Kompromiss zwischen Methoden mit akzeptabler Kontamination des
Cardiolipins mit anderen Phospholipiden und Methoden, welche die Gefahr einer

Zerstorung des gewonnenen Cardiolipins in sich bergen, gefunden werden.
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Die gewahlte Methode der Phospholipidextraktion nach Bligh und Dyer [6] und der
anschlieRenden HPLC-Analyse  zur Bestimmung des  mitochondrialen
Cardiolipingehalts wurde in einer fur Cardiolipin modifizierten Variante von Schlame
et al. [48] iUbernommen und im Labor etabliert. Um auch den Verlust des Cardiolipins
wahrend der Extraktionsmethode in den gemessenen Cardiolipingehalt einbeziehen
zu kdnnen, wurde erstens ein interner Standard mitgefuhrt, der die gleichen Verluste
wie die Proben erlebte, und zweitens das gesamte Verfahren in 5 Etappen einer
Verlustanalyse unterzogen. Durch die Verlustanalyse ergibt sich die Moéglichkeit, fir
zukUnftige Lipidextraktionen die verlustreichsten Schritte zu optimieren und so die
Ausbeute weiter zu erhdéhen. Zu den verlustreichsten Schritten zahlten die
Fluoreszenzmarkierung und die zweite Festphasenextraktion. Bei der
Fluoreszenzmarkierung sollte zuktinftig noch mehr auf einen vélligen Ausschluss von
Wasser geachtet werden, wahrend sich bei der zweiten Festphasenextraktion eine
starke Verlangsamung der Elution mittels Dieethylether-Ethanol (95:5 v/v) empfiehlt,
um Cardiolipin starker anreichern zu kénnen. Die in dieser Studie ermittelten
Ergebnisse bezuglich des Cardiolipingehalts sind trotz der genannten Verluste durch
die Extraktion aussagekréftig, da sie immer auf den internen Standard bezogen

wurden, der die gleichen Verluste aufwies.

4.3 Rolle des Cardiolipingehalts wahrend Hypoxie und Reoxygenierung

Vorubergehende Ischdmie im Herzmuskel fuhrt zur Verringerung des Gehalts an
dem Phospholipid Cardiolipin [37]. Dieser Verlust wird auf die Peroxidation durch
freie Radikale, Peroxide und reaktive Sauerstoffspezies zuriickgefuhrt, die wahrend
der Ischamie von den Atmungskettenenzymen vermehrt gebildet werden. Die
antioxidative Abwehr der Mitochondrien versagt, weil sie zum einen die pl6tzliche
hohe Anzahl an freien Radikalen nicht mehr bewaltigen kann und zum anderen
selber durch die Ischamie in Mitleidenschaft gezogen wird [11]. Als Hauptquelle der
freien Radikale gilt dabei Komplex 1lI der Atmungskette, der in unmittelbarer
Nachbarschaft zu Cardiolipin in der inneren Membran liegt [9]. Diese Hypothese
wurde durch den Befund gestitzt, dass eine Blockade des Elektronenflusses zu
Komplex Il mittels Rotenon den Cardiolipingehalt wahrend einer Ischamie bewahren
konnte [23], weil die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies an diesem Enzym

der Atmungskette verringert wurde. Der Verlust von funktionellem Cardiolipin
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wahrend Hypoxie und Reoxygenierung konnte auf die erhohte Radikalkonzentration
(z.B. Superoxidanionen. Hydroxylradikale) zuriickgefuhrt werden [37]. Allerdings
schwanken die in der Literatur angegebenen Daten zum Cardiolipinverlust erheblich.
Nach 30 min Ischamie und 15 min Reperfusion sank der Cardiolipingehalt in dieser
Studie um 50 %. In einer anderen Studie mit nur geringfiigig langerer Ischamie (45
min) und Reperfusion (30 min) sank der Cardiolipingehalt nur um 9 % [24].

Als Erklarung fur diese deutlich unterschiedlichen Ergebnisse koénnte die
verschiedenartige Herkunft der untersuchten Herzen (Ratte [37] vs. Kaninchen [24])
verantwortlich sein. Au3erdem wurden die Mitochondrien anders isoliert, da die
Autoren der zweiten Studie [24] noch die Effekte zwischen subsarcolemmalen und
interfibrillaren Mitochondrien erfassen wollten. Dartuber hinaus wurden auch
verschiedene Extraktionsmethoden zur Bestimmung des Cardiolipingehalts
verwendet (Methode nach Bligh und Dyer [37] vs. Methode nach Folch [24]).

Erhohte Konzentrationen reaktiver Sauerstoffradikale wurden nachgewiesen bei
Alkoholismus [4], Alterung [16], hyperbarer Sauerstoffvergiftung [53], chronisch-
degenerativen Krankheiten (incl. des Myokard) [26], Krebs, Morbus Alzheimer und
chronischen Entziindungen [54]. Dadurch ergeben sich fur viele weitere Krankheiten,
bei denen ein erhdhter Gehalt an freien Radikalen vorliegt, Anhaltspunkte, dass
Cardiolipin eine bedeutende Rolle in der Pathogenese spielen kénnte. Fur die
Schilddrisenunterfunktion bei Ratten ist bereits ein verringerter Cardiolipingehalt
nachgewiesen worden [36].

Dennoch bleibt eine Licke in dieser Theorie, weil in den bisherigen Studien [24, 37]
der Cardiolipingehalt hauptsachlich wahrend der Ischamiephase absinkt und nicht in
der Reoxygenierungsphase [24], obwohl in der Reoxygenierungsphase die meisten
freien Radikale gebildet werden und auch eine massive Lipidperoxidation im
Mitochondrium stattfindet [11, 22, 37]. Somit musste der Cardiolipingehalt in der
Reoxygenierungsphase am meisten sinken, wenn die Lipidperoxidationen die
Hauptursache fur den Cardiolipinverlust wéare. In einer Studie wurde sogar wahrend
der Reoxygenierungsphase Uberhaupt kein weiterer Abfall des Cardiolipins
festgestellt [24].

Eine exakte Bestimmung des mitochondrialen Cardiolipins in Abwesenheit von
Sauerstoff (ohne die Effekte der Reoxygenierung) scheint nahezu unmoglich, weil
wahrend der nachfolgenden obligaten, zeitintensiven und technisch aufwandigen

Aufarbeitung der Proben zur Bestimmung des Cardiolipingehalts unweigerlich
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Sauerstoff an die Mitochondrien tritt. Auch der Einsatz von butyliertem Hydroxytoluol
(BHT) und stetes Durchspulen der Losungsmittel mit Argon kdnnen nur begrenzt die
mogliche Autoxidation der Proben wéahrend der Aufarbeitung vermindern.

Da in Studien lichtmikroskopisch beobachtet wurde, dass hypoxische
Herzmuskelzellen nach Sauerstoffzutritt geradezu ,explosionsartig” anschwellen und
strukturelle Schaden zeigen [13, 18], muss angenommen werden, dass auch
wahrend dieses Anschwellens die Hauptmenge an freien Radikalen mit Hilfe des
eindringenden Sauerstoffs gebildet wird und diese durch ihre zerstérerischen
Oxidationsprozesse auch den Cardiolipingehalt in kurzer Zeit rasch senken.

Daraus schlussfolgernd wirden die Cardiolipinmesswerte von Untersuchungen, die
.nhur die Hypoxie-Situation beschreiben”, immer schon den hauptsachlichen Effekt
der Reoxygenierung enthalten und die Messwerte, die sich ,nur auf die
Reoxygenierung” beziehen, lediglich die Effekte der ,ausklingenden Explosion®
erfassen und deswegen auch wahrscheinlich zu niedrige Werte fur die
Reoxygenierung ergeben. Auf diese Weise |6st sich die oben beschriebene Frage, in
welcher Phase nun mehr Cardiolipin verloren geht, zu Gunsten der Reoxygenierung
auf. Es ist bemerkenswert, dass Hypoxie und Reoxygenierung einerseits und Ca*
andererseits unterschiedlich auf die Funktion (Atmung) und den Cardiolipingehalt
wirken. Offensichtlich iiberkompensiert die Ca**-abhéngige Protektion der Atmung
bei Hypoxie und Reoxygenierung die Funktionseinschrdnkung (Elektronenfluss)
durch den Cardiolipinverlust. Cardiolipin liegt wahrscheinlich im Uberschuss vor,
sodass erst groRBere Verluste an Cardiolipin bei héheren Ca**-Konzentrationen
auftreten missen.

In der vorliegenden Studie wurde untersucht, ob ein Ersatz des verlorenen
endogenen Cardiolipins durch exogenes Cardiolipin die Atmungsaktivitat verbessern
kann, wie es in anderen Studien bereits gelang [33, 34, 37]. Im Gegensatz zu den
genannten Studien wurden Cardiolipin-Liposomen zur Einschleusung in die
Mitochondrien nicht durch Bestrahlung des Cardiolipins erzeugt, weil durch die dazu
notwendige langere Vorinkubation unter 37 °C eine weitere thermisch-bedingte
Schadigung der Mitochondrienaktivitat beflrchtet wurde, sondern sie wurde durch
die Gegenwart einer Ethanollésung erreicht. Auch mit dieser Methode gelang eine
Verbesserung der Atmungsaktivitat. Dadurch ist eine funktionelle Bedeutung des

Cardiolipinverlustes belegt. Im Gegensatz zur Ischdmie konnten in den eigenen
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Untersuchungen als wesentliche Faktoren fiir einen Cardiolipinverlust Ca**, Hypoxie

und Reoxygenierung nachgewiesen werden.

4.4 Schlussfolgerungen

Die in den durchgefiihrten Experimenten simulierte Hypoxie und Reoxygenierung am
Herzen kommt beim Menschen beispielsweise wéhrend eines Angina-pectoris-
Anfalls oder eines Myokardinfarkts vor. Da in dieser Studie ein In-vitro-Modell
verwendet wurde, konnten sich die isolierten Mitochondrien wahrend des
Sauerstoffmangels fast in eine Anoxie begeben, wahrend in vivo immer noch
Sauerstoff aus der Umgebung in das Ischamieareal diffundieren kann. Die
Ubertragung der gewonnenen Erkenntnisse auf den Menschen sollte aber dennoch
moglich sein, weil der Aufbau der Herzmitochondrien und des enthaltenen
Cardiolipins zwischen Ratte und Mensch sehr ahnlich ist. In der Struktur des
Cardiolipins existieren Unterschiede in der Zusammensetzung der Fettsauren [17],
deren funktionellen Bedeutung noch nicht vollends geklart werden kénnte.

Daruber hinaus zeigte sich, dass der Anteil des Cardiolipins an allen Phospholipiden
sowohl im menschlichen Herz, als auch im Herz einer 3 Monate alten Ratte (wie in
dieser Studie verwendet) gemeinsam bei etwa 15 % liegt [17]. Mit den geringfligigen
Unterschieden im Aufbau des Cardiolipins zwischen Ratte und Mensch wird man sich
aber wahrscheinlich arrangieren missen, da es ethisch nicht vertretbar ware, solche
Experimente am menschlichen Herzen durchzufihren.

Wegen der eingangs beschriebenen Bedeutung des akuten Myokardinfarkts als
Todesursache empfiehlt es sich zu priufen, ob die Behandlung am Patienten nach
stattgefundenem Ereignis sich noch intensiver als bisher der Regenerierung des
Herzgewebes widmen sollte. Die bereits empfohlenen Malinahmen [1], wie die Gabe
von Sauerstoff, Nitraten, Acetylsalicylsaure und Heparin, setzen ihren Fokus eher bei
der Wiederherstellung der Durchblutung der Koronargefal3e.

Eine denkbare MaRRnahme zur direkten Regeneration des Herzmuskelgewebes ist
eine Auffillung des verlorenen Cardiolipins zur Verbesserung der Herzleistung.
Hypothetisch ergeben sich Ansatzpunkte erstens in der Substitution von Cardiolipin
oral z.B. in Form von Gelatine-Weichkapseln oder zweitens in einer Steigerung der
Cardiolipinsynthese. Das fur die Synthese zustandige Enzym Cardiolipinsynthase ist

in seiner Aktivitat weniger von der Anwesenheit seiner Substrate (z.B.
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Phosphatidylglycerol) abhangig, sondern eher von den energietrachtigen
Phosphaten ATP und CTP [46]. Eine Studie an Rattenherzen zeigte, dass diese
beiden Verbindungen durch Hypoxie in ihrer Konzentration vermindert wurden [10].
Da bisher jedoch keine Mdglichkeit besteht, ATP und CTP direkt zu substituieren, um
die Cardiolipinsynthase anzuregen, kann nur noch versucht werden, die hemmenden
Faktoren der Cardiolipinsynthase auszuschalten. Insbesondere einige bivalente
Kationen wie Ca®* hemmen das Enzym [29].

Wie bereits erwahnt, erhoht sich wahrend der Ischamie die Ca**-Konzentration und
senkt ja auch den Cardiolipingehalt, wie diese Studie zeigt. Calciumionen kénnen
Cardiolipin dabei auch nicht-oxidativ durch Aktivierung der mitochondrialen
Phospholipase A, schadigen, welche Cardiolipin in Lysocardiolipine tUberfuhrt [47].
Hier zeigt sich wieder einmal erneut, welche bedeutsame Rolle dem Ca**-Spiegel bei
der Ischamie zukommt. Somit kénnte eine Verringerung des Ca*-Spiegels im Herzen

ebenso zu einer Steigerung des Cardiolipingehalts beitragen.
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5 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, den funktionellen Einfluss von Cardiolipin auf
Herzmitochondrien zu untersuchen, die durch Hypoxie, Reoxygenierung und Ca*
geschadigt wurden. Die Atmungsaktivitdit der Mitochondrien wurde als der
wesentliche funktionelle Parameter vor und nach jeder Behandlung bestimmt.
Hypoxie und Reoxygenierung wurden Uber alle Experimente in ihrer kurzen Dauer
von 10 min (Hypoxie) und 5 min (Reoxygenierung) konstant gehalten.

Der Ca®*-Spiegel wurde in sieben Konzentrationen im Bereich von 0 bis 1,8 uM
variiert. Fur jede der sieben Ca*-Konzentrationen wurde ein Mitochondrienansatz
erstellt, der einer Hypoxie mit nachfolgender Reoxygenierung unterzogen wurde.
AnschlieRend wurde Cardiolipin nach der Methode von Bligh und Dyer aus den
Mitochondrien extrahiert. Diese Extraktionsprozedur in der Variante nach Schlame et
al. wurde noch einer Verlustanalyse unterzogen, um zukunftigen Untersuchungen
eine Optimierung des Verfahrens zu erméglichen.

Nachdem das Cardiolipin extrahiert und methyliert vorlag, wurde es mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert und sein Gehalt mittels HPLC-Fluoreszenzdetektion
bestimmt. Dabei war festzustellen, dass der Cardiolipingehalt mit steigender Ca?*-
Konzentration absank. Hingegen erhthte sich die Atmungsaktivitdt zunachst mit
steigender Ca**-Konzentration bis zur mittleren Konzentration von 0,9 pM Ca** und
sank anschlieRend mit weiter ansteigender Ca*-Konzentration wieder ab. Eine
solche ,protektive Ca?*-Konzentration* wurde schon an Lebermitochondrien ermittelt.
Sie beruht wahrscheinlich zum gréRten Teil auf der Ca®"-bedingten Stimulation
mitochondrialer Dehydrogenasen. In einem engen Bereich der Ca®*-Konzentration
um 0,9 uM scheint dieser stimulierende Effekt die durch Cardiolipinverlust bedingte
Einschrankung des Elektronentransports in der Atmungskette Uberzukompensieren.
Mdoglicherweise handelt es sich hierbei um einen Schutzmechanismus von
Herzmitochondrien.

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob das durch die Hypoxie und
Reoxygenierung zerstorte Cardiolipin durch exogenes kommerzielles Cardiolipin
wieder aufgeflllt und die Atmungsaktivitat positiv beeinflusst werden konnte.
Tatsachlich gelang eine Steigerung der Atmung, sodass sich Cardiolipin als ein

wichtiger funktioneller Baustein der Atmungskette herausstellte.
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Daher wurde angeregt, nach &hnlichen Sauerstoffmangel-Situationen am
menschlichen Herzen, wie dem Myokardinfarkt, mit geeigneten MalRnahmen den
Cardiolipingehalt zu erhdhen, um die Erholung der Herzfunktion zu férdern und die
Mortalitat zu senken.
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