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Kurzreferat

Die mitochondriale Permeabilitatstransitionspore (PTP) befindet sich in der inneren
Mitochondrienmembran und spielt eine wesentliche Rolle im Mechanismus des
apoptotischen Zelltodes. Die Offnung dieser Pore bewirkt die Freisetzung pro-
apoptotischer Signalmolekile aus dem Intermembranspalt. Das Protein Cyclophilin D
(CypD) ist mit der Pore assoziiert und ist Targetprotein fur den PTP-Inhibitor
Cyclosporin A (CsA). Diese Arbeit untersucht mit vergleichenden Experimenten an
Wildtyp- und CypD-Knock-out-Méausen die Aktivitdt der PTP, die Bedeutung der
regulierenden Komponente CypD und die Wirksamkeit von CsA an beiden
Maustypen. Messungen des mitochondrialen O,-Verbrauchs zeigten bei der Ko-
Maus eine Verschiebung der Ca*-Abhangigkeit der PTP zu hoheren
Konzentrationen. Eine deutliche Blockade der PTP durch CsA konnte ich
respirometrisch nur beim WT darstellen. Eine Wirksamkeit von CsA an der CypD-Ko-
Maus ist in der Literatur bisher nicht beschrieben. Mithilfe der Patch-clamp-Technik
gelang uns durch Verwendung verschiedener CsA-Konzentrationen eine
Charakterisierung des CsA-Effektes auf die Offenwahrscheinlichkeit der Pore sowohl
beim WT, als auch bei der Ko-Maus. Die mithilfe der Michaelis-Menten-Kinetik
erstellten Dosis-Wirkungs-Kurven zeigten bei der Ko-Maus im Vergleich zum WT
eine Verschiebung der normierten Offenwahrscheinlichkeit der Pore um 1,5

GroRRenordnungen zu héheren Konzentrationen.
Schlisselworter

Mitochondrien, Apoptose, permeability transition pore (PTP), Patch-clamp-Technik,

Sauerstoffverbrauchsmessungen Cyclosporin A, Cyclophilin-D-Knock-out-Maus
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Apoptose - der programmierte Zelltod

Die Bezeichnung Apoptose stammt vom altgriechischen Wort amotimreiv
»=apopiptein“ und beschreibt das Herabfallen der Blatter eines Baumes in Herbst. Sie
benennt den programmierten Zelltod. Eine erste Definition der Apoptose als
physiologische Form des Zelltodes wahrend der Ontogenese erfolgte durch Vogt
(1842). Die Erkenntnisse von Kerr et al. (1972) uber die weitreichende Bedeutung
der Apoptose im Organismus machten den programmierten Zelltod zum Fokus
langjahriger, bis heute andauernder wissenschaftlicher Forschung. Die Apoptose ist
ein genetisch determinierter (Horvitz et al. 1994), aktiver Prozess und ermdglicht im
Rahmen des natirlichen Zellzyklus das Zugrundegehen einzelner Zellen ohne
Schadigung des umliegenden Gewebes. Der damit erfolgende Abbau Uberflussiger
Zellen ist unerlasslich fiur die bestandige Differenzierung des mehrzelligen Orga-

nismus, die Entwicklung der Immuntoleranz und die Homoostase der Zellzahl.

Eine apoptotische Zelle zeigt typische morphologische Veranderungen und
molekulare Ereignisse. Es erfolgt eine Umgestaltung des Zytoskelettes, das
Chromatin kondensiert, die DNA wird fragmentiert und die Kernmembran kollabiert
(Zimmermann et al. 2001). An der Zellmembran der schrumpfenden Zelle bilden sich
Vesikelabschnirungen, die anschlieBend zu Apoptosekdrpern (apoptic bodies)
fragmentieren (Kerr et al. 1972). Durch die anschlieBende Phagozytose wird die
Freisetzung zellularer Bestandteile verhindert (Fadok et al. 1998). Die Membran
bleibt dabei intakt, Entziindungsmediatoren wie K*, H® oder ATP kdénnen nicht

freigesetzt werden.

Neben der Apoptose ist die Nekrose als zweite wichtige Form des Zelltodes zu
nennen. Bei der Nekrose erfolgt ein Absterben der Zelle als Reaktion auf eine von
extern einwirkende irreversible Schadigung, wie stumpfes Trauma, Toxine,
Hypoxamie und Detergenzien (Blatt und Glick 2001). Im Gegensatz zur Apoptose
kommt es hierbei zur Zellschwellung und Membranruptur mit Freisetzung zellularer
Bestandteile und einer typischen Entztindungsreaktion mit Invasion von Granulo-

zyten, Lymphozyten und Makrophagen (Savill 1997).
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Man unterscheidet die Induktion der Apoptose durch intrinsische und extrinsische
Signale (Abb.1).

— T ima
5

N,

PATHWAY

Mito-
chondrium

Caspasen 8,10 )

Caspase O -

@’
(Frocaspesed)

!
Spaltung von Substratproteinen >

Abbildung 1

Extrinsischer und intrinsischer Signalweg der Apoptose. Beim extrinsischen Signalweg
(dunkle Schattierung) kommt es Uber die Aktivierung membrangebundener Todesrezeptoren
(z. B. Fas), die zur TNF/NGF-Rezeptorfamilie gehotren, zur Apoptose. Die Initiator-
Procaspasen 8 und 10 werden Uber Adapterproteine an den Komplex gebunden und aktiviert
(=death inducing signaling complex, DISC). Bei der intrinsischen Apoptosekaskade (helle
Schattierung) kommt es unter bestimmten Stimuli zur Freisetzung mitochondrialer Apoptose-
mediatoren (u. a. Cytochrom c) aus dem Intermembranraum ins Zytoplasma. Die Permeabili-
tat der Mitochondrienmembran wird durch ein Gleichgewicht aus konkurrierenden pro- (z. B.
Bax) und anti-apoptotisch (z. B. Bcl-2 (B-cell lymphoma 2)) wirksamen Bcl-Proteinen
moduliert. ATP-abhangig und mithilfe von Cytochrom ¢ wird die Procaspase 9 aktiviert.
Gemeinsame Endstrecke beider Signalwege bildet die Aktivierung der Effektor-Procaspasen
3, 6 und 7 sowie letztendlich die DNA-Fragmentierung.

Aus: (Padosch et al. 2001)
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Intrazellulare Signale wie oxidativer Stress, DNA-Schaden oder Enzymdefekte sind
Induktoren der Apoptose uber den intrinsischen Weg. Der intrinsische Weg ist
mitochondrienabhangig. Beim extrinsischen Signalweg kommt es Uber die
Aktivierung membrangebundener Rezeptoren, wie dem Tumornekrosefaktor (TNF)-
Rezeptor oder Fas-Liganden, zur Apoptose. Nach Bindung des Liganden
trimerisieren die Todesrezeptoren und binden mit ihrer zytosolischen Doméne
Adaptermolekiile wie FADD (Fas-associated death domain protein). Dieser
Proteinkomplex wird auch DISC (death inducing signaling complex) genannt und ist
das Verbindungselement zwischen aktiviertem Todesrezeptor und den intrazellular

vorhanden Procaspasen, den Hauptmediatoren der Apoptose.

Caspasen sind Cystein-abhangige, Aspartat-spezifische Proteasen und werden
entsprechend ihrer Substratspezifitat in drei Gruppen eingeteilt (Muzio 1998). Gruppe
1 hat Einfluss auf zytokinprozessierende Aktivitaten. Gruppe 2 und 3 sind relevant fur
die Apoptose und beinhalten die Initiator- und Effektor-Caspasen. Die Initiator-
Caspasen 2, 8, 9 und 10 stehen am Anfang der Signalkaskade und sind an der
Induktion der Apoptose beteiligt. Die aktivierten Effektor-Caspasen 3, 6, und 7
katalysieren die exakt abgestimmte proteolytische Spaltung ihrer Substrate und
fuhren so zur Eliminierung der Zelle. Entscheidender Schritt in der Signalkaskade ist
die autokatalytische Spaltung und damit Aktivierung der am FADD gebundenen
Procaspase 8. Die Caspase 8 aktiviert nicht nur die Effektor-Caspasen 3, 6 und 7,
sondern spaltet ebenfalls das pro-apoptotische Bcl-2-Protein Bid zu tBid (truncated
Bid) und leitet damit den intrinsischen Signalweg ein, der zur Freisetzung von
Cytochrom ¢ aus dem Mitochondrium fuhrt (Li et al. 1998; Luo et al. 1998; Degli
Esposti 2002). Als Schlusselmolekil bei allen Apoptoseformen gilt die Effektor-
Caspase 3 (Hengartner 2000). Sie steht am Beginn der gemeinsamen Endstrecke
des intrinsischen und extrinsischen Signalweges und wird von den Initiator-Caspasen
8 und 9 aktiviert. Der komplexe Prozess der Apoptose ist durch eine Balance aus
konkurrierenden pro- und anti-apoptotisch wirksamen Modulatorproteinen fein-
reguliert. Eine Stbérung dieses Gleichgewichtes kann einerseits zu gesteigerter
Apoptose, z. B. bei TransplantatabstoRung oder Neurodegeneration, fihren und
andererseits bei Autoimmunkrankheiten oder bestimmten Tumoren pathologisch

verminderte Apoptose nach sich ziehen.
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1.2 Mitochondrien und Apoptose

Mitochondrien sind lebensnotwendige metabolische Energiequellen. Als Orte der
oxidativen Phophorylierung, der 3-Oxidation und des Zitratzyklus sorgen sie fur die
bestandige Energiebereitstellung in Form von ATP. AufRerdem spielen die
Mitochondrien eine Schlusselrolle bei der Kontrolle apoptotischer Ablaufe. Im
Rahmen der Apoptose kommt es zur Permeabilittssteigerung der inneren
Mitochondrienmembran (Lemasters et al. 1998). Der folgende Zusammenbruch des
Membranpotenzials (AY) ermdglicht den konsekutiven Austritt mitochondrialer

Apoptose-Mediatoren ins Zytoplasma (Ly et al. 2003).

Bei der mitochondrialen Regulation der Apoptose sind die Proteine der Bcl-2-Familie
von besonderer Bedeutung. Das Auftreten von bis zu vier Doménen (BH 1-4) hoher
Sequenzhomologie (Bcl-2 homology) ist charakteristisch fur alle Mitglieder dieser
Genfamilie. Namensgebend ist das Protoonkogen Bcl-2, das in follikularen B-Zell-
Lymphomen Uberexprimiert wird. Nach Struktur und Funktion erfolgt eine Einteilung
in verschiedene Gruppen, wie zum Beispiel in pro-apoptotische (Bid, Bax, Bak, Bok,
Bik, Bnip3, Bad, Bim, Bmf, Noxa, Puma) und anti-apoptotische Mitglieder (Bcl-2, Bcl-
XL, Bcl-w, Mcl-1, Boo, Bcl-B) (Gross et al. 1999; Adams und Cory 2001; Puthalakath
und Strasser 2002). Bcl-2 ist ein Protein der inneren Mitochondrienmembran, besitzt
aber eine Transmembrandoméne, die ein Eindringen in die &aullere
Mitochondrienmembran ermoglicht (Hockenbery et al. 1990). Diese Domane ist fur
die anti-apoptotische Wirkung unerlasslich. In stressfreiem Milieu sorgt eine Balance
zwischen anti-apoptotischem Bcl-2 und den pro-apoptotischen Proteinen Bax, Bak
oder Bid fur eine dauerhafte Integritat der Mitochondrien. Stress-Signale stéren diese
Balance. Im Rahmen der Apoptose kommt es zur Aktivierung von Bid durch die
Caspase 8 oder zur verstarkten Expression von Bax. Die schitzende anti-
apoptotische Kapazitat von Bcl-2 ist dann Uberschritten. Die stimulierenden
Mitglieder der Bcl-2-Familie verursachen Alterationen in der auf3eren Mitochondrien-
membran, wodurch der Austritt von Apoptose-Mediatorproteinen, u. a. Cytochrom c,
AIF (apoptosis inducing factor), Smac/DIABLO aus dem Intermembranspalt (IMS)
ermoglicht wird (Narita et al. 1998; van Loo et al. 2002). Der genaue Mechanismus

der mitochondrialen Apoptose ist nicht vollstandig aufgeklart.
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Fur die Freisetzung von Cytochrom ¢ werden zwei moégliche Mechanismen diskutiert.
Ein Modell nach Zamzami und Kroemer (2001) beschreibt die Cytochrom c-
Freisetzung als Ergebnis der Offnung der mitochondrialen Permeabilitats-
transitionspore (PTP). Nachdem gezeigt wurde, dass die PTP in der inneren
Membran sitzt, bleibt die Frage offen, wie sie mit der au3eren Membran kommuni-
ziert. Das andere Modell vermutet eine Mg?*-sensitive Oligomerisierung der pro-
apoptotischen Proteine Bax und Bak zu tetrameren Kandlen, durch die die
Apoptosemediatoren aus dem IMS freigesetzt werden (Eskes et al. 1998).
Cytochrom c, der wichtigste dieser Mediatoren, bindet in Gegenwart von desoxy-ATP
an den monomeren Apoptotic protease activating factor 1 (Apaf-1). Diese Bindung
fuhrt Uber eine Konformationsanderung zu einem Apaf-1-Heptamer, dem Apoptosom.
Dieses bewirkt die Aktivierung der Initiator-Procaspase 9, welche analog zur
Signalkaskade des extrinsischen Weges die Effektor-Caspasen 3, 6 und 7 aktiviert
(Li et al. 1997; Green und Amarante-Mendes 1998). Die weiteren pro-apoptotischen
Substrate aus dem IMS sind Smac/DIABLO, welches die Aktivitat endogener
Caspaseinhibitoren herabsetzt sowie AIF, dessen Freisetzung im Nucleus zur
Kondensation des Chromatins und Fragmentierung der DNA fiihrt (Adrain et al. 2001,
Candé et al. 2002; Verhagen et al. 2000).

1.3 Atmungskontrolle der Mitochondrien

Die respiratorische Aktivitdt von Mitochondrien unterliegt verschiedenen Einflissen.
Elektronentransport und Phosphorylierung sind physiologisch eng miteinander
gekoppelt. Es kommt nur zur Oxidation von Substrat und zum Sauerstoffverbrauch,
wenn ADP und organisches Phosphat (P;) hinreichend vorhanden sind und zu ATP
umgewandelt werden kdnnen. Das Fehlen von zeitgleicher ATP-Bildung Uber die
FoF1-ATP-Synthase unterbindet den Sauerstoffverbrauch. Fir die Atmungskontrolle
isolierter Mitochondrien, welche durch verschiedene Faktoren beeinflusst wird,
wurden  funf  Zustdnde mit entsprechend unterschiedlichen  Atmungs-
geschwindigkeiten definiert (Chance und Williams 1956). Im State 1 der mito-
chondrialen Atmung ist Sauerstoff im Uberfluss vorhanden, ADP und Substrat
lediglich in limitiertem Maf3e. Da nur endogene Substrate veratmet werden, nimmt

der Sauerstoffgehalt nur sehr langsam ab. Gibt man Substrate wie Glutamat und
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Malat hinzu, erfolgt ein Wechsel von der State-1- in die State-2-Atmung mit leichtem
Anstieg des Sauerstoffverbrauchs. Ist neben den Atmungskettensubstraten auch
ADP im Uberfluss vorhanden, befinden sich die Mitochondrien im State 3. Dieser
Zustand unter Anwesenheit aller benétigten Substrate entspricht der maximalen
Atmungsaktivitdt und wird auch als unkontrollierte Atmung bezeichnet. State 4 wird
erreicht, wenn es nach vollstandiger Phosphorylierung von vorhandenem ADP zu
ATP zur Erschopfung des ADP-Vorrates kommt und kein weiteres ADP ins
Mitochondrium transportiert wird. Diese sogenannte kontrollierte Atmung mit im
Vergleich zu State 3 deutlich geringerem Sauerstoffverbrauch entspricht dem
Ruhezustand der Mitochondrien und héngt als nicht-phosphorylierende Atmung von
der Intaktheit der inneren Mitochondrienmembran ab. Ist die PTP gedffnet oder
kommt es aus anderen Griinden zu einer Entkopplung der Atmungskette, ist die
State-4-Atmung erhéht. Die bei Sauerstoffmangel auftretende verringerte Respiration

wird auch als State-5-Atmung bezeichnet.

1.4 Die mitochondriale Permeabilitatstransitionspore (PTP)

Die Bedeutung der mitochondrialen Permeabilitatstransitionspore (permeability
transition pore, PTP) ist in den vergangenen Jahrzehnten kontrovers diskutiert
worden. Diese Pore bisher noch weitgehend unbekannter molekularer Struktur
befindet sich in der inneren Mitochondrienmembran und spielt eine wesentliche Rolle
bei den Vorgangen der Apoptose. Die mitochondriale Beteiligung an der Apoptose
zeigt sich in einem frihen Abfall des mitochondrialen Transmembranpotenzials (AW)
(Zamzami et al. 1995). Bei isolierten Mitochondrien kann die Akkumulation von Ca?*
zu einem nahezu kompletten Verlust des mitochondrialen AW fiihren (Raaflaub
1953). Hunter et al. (1976) zeigten, dass die Ca®*-Zugabe zu einer Permeabilitéts-
erhbhung der inneren Mitochondrienmembran (permeability transition) und

konsekutivem Anschwellen der Mitochondrien fuhrte.

Anfang der 1990er Jahre bestatigten Patch-clamp-Experimente an Mitoplasten die
Vermutung, dass ein lonenkanal fur die Permeabilitdtsdnderung verantwortlich ist
(Szab6 und Zoratti 1992, 1991). Der Kanal wurde ,permeability transition pore®
genannt und fir ihn eine Leitfahigkeit von bis zu 1,3 nS und ein Porendurchmesser

von etwa 3 nm fur die Passage von Molekllen bis zu einer Gréfse von 1,5 kD
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beschrieben. Zum Teil noch vor der eigentlichen Entdeckung des lonenkanals PTP
hatte man eine Beeinflussung der mitochondrialen Schwellung durch verschiedene
Faktoren erkannt. So wird die PTP durch hohe Matrixkonzentrationen von Ca®*, Pi.
Thyroxin, Depolarisation des AW, reaktive Sauerstoffspezies und Fettsauren
stimuliert, sowie durch Mg* und Adeninnukleotide gehemmt (Wieckowski und
Wojtczak 1998; Brenner-Holzach und Raaflaub 1954; Hunter und Ford 1955;
Lehninger 1959; Lehninger et al. 1959; Azzi und Azzone 1965; Chappell und Crofts
1965; Crompton 1999; Kroemer et al. 1997). Potente Inhibitoren der Pore sind
auRerdem Bongkreksaure und Cyclosporin A (Connern und Halestrap 1992; Basso
et al. 2005).

Die tatsachliche Struktur der PTP ist bis heute unklar. Eine frihe Hypothese
vermutete einen Multiproteinkomplex aus Adenin Nukleotid Translokator (ANT)
(Haworth und Hunter 2000; Lé Qudc und Lé Qubc 1988), voltage dependent anion
channel (VDAC) (Crompton et al. 1998; Shimizu et al. 2001), Cyclophilin D (CypD),
FoF1-ATP-Synthase (Hunter et al. 1976; Giorgio et al. 2009; Bonora et al. 2013) und
assoziierten Proteinen wie Hexokinase, Kreatinkinase und dem peripheren
Benzodiazepin Rezeptor (PBR) (Anholt et al. 1986; McEnery et al. 1992).

Die tatsachliche Rolle der genannten Bestandteile fur die Funktion der PTP wurde an
verschiedenen Knock-out (Ko)-Mausen untersucht. Mitochondrien ohne ANT waren
zur Bildung der PTP fahig, allerdings erst unter hoheren Ca?*-Konzentrationen
(Kokoszka et al. 2004). Daraus folgte die Vermutung, dass ANT keine essentielle
Komponente der PTP sein kénne. Baines et al. (2007) stellten unter Knock-out aller
drei VDAC-Gene eine PTP-Formation und einen unveranderten Ablauf des nekro-
tischen und apoptotischen Zelltodes fest. Nakagawa et al. (2005) und Tsujimoto et al.
(2006) publizierten, dass die CypD-Knock-out-Maus keine Ca®*-Aktivierung einer
Cyclosporin A (CsA)-sensitiven PTP aufwiesen und schlussfolgerten daraus eine
essentiellen Rolle des CypD bei der permeability transition. Basso et al. (2005)
stellten eine verglichen zum Wildtyp durch zweifach hohere Ca®"-Konzentration
stimulierbare PTP bei der Ko-Maus ohne CypD fest. CsA-Sensibilitat wiesen die Ko-
Mause nicht auf. CypD scheint also eine regulierende Funktion einzunehmen und
ebenfalls nicht essentieller Bestandteil der Pore zu sein. Giorgio et al. (2009) zeigten,
dass CypD direkt an den lateralen Stab der ATP-Synthase bindet und deren Aktivitat
beeinflusst. Bonora et al (2013) stellten an der Ko-Maus die Notwendigkeit der Fo-c-
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Untereinheit der ATP-Synthase fir die Funktion der PTP fest. Es folgten Ex-
perimente, in denen sich zeigte, dass die PTP aus Dimeren der FoF;-ATP-Synthase
gebildet wird (Giorgio et al. 2013).

Der PBR ist mit VDAC und ANT assoziiert, bendtigt sie aber nicht fir seine
Rezeptorfunktion (Anholt et al. 1986; McEnery et al. 1992). Patch-clamp-Experimente
an Mitoplasten aus Rattenherzen liel3en eine Inhibition der PTP durch PBR-Liganden
erkennen (Kinnally et al. 1993). Andere Autoren beschrieben im Gegensatz dazu
eine Aktivierung der Pore durch PBR-Liganden (zur Ubersicht: Bernardi et al. 2006).
Aufgrund dieser widerspriuchlichen Literaturlage ist eine eindeutige Aussage zur
Beteiligung des PBR an der PTP schwierig. Mit dem Wissen, dass VDAC kein
essentieller Bestandteil der PTP ist, gibt der modulierende Effekt des PBR u. a. auf
die Expression von VDAC keine hinreichenden Anzeichen fiur den PBR als festen
Bestandteil der PTP.

Bei der Regulation der PTP spielen auch die Proteine der Bcl-2-Familie eine grol3e
Rolle. Bcl-2 als anti-apoptotisches Protein kann die PTP-vermittelte Depolarisation
verhindern (Kroemer 1997). Den pro-apoptotischen Faktoren Bax und Bak wurde
eine direkte Interaktion mit VDAC und ANT nachgesagt (Shimizu et al. 1999; Narita
et al. 1998; Marzo et al. 1998; Brenner et al. 2000). Bax kann einen Zusammenbruch
des mitochondrialen AW mit nachfolgender Cytochrom c-Ausschittung induzieren,
was durch CsA verhindert werden kann. Whelan et al. (2012) beschreiben eine
essentielle Beteiligung von Bax und Bak bei der mitochondrialen Nekrose. Beide
Proteine scheinen also weit gefasste Regulationsaufgaben in beiden Formen des
Zelltodes zu haben. Die PTP ist Ziel der Regulation durch die Bcl-2-Familie und unter
anderem fur die Freisetzung pro-apoptotischer Proteine wie Cytochrom c

verantwortlich.
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1.5 Cyclophilin D (CypD)

Cyclophilin D (CypD) ist ein Protein der mitochondrialen Matrix und wird durch das
Peptidyl-prolyl-cis-trans-Isomerase-F-Gen kodiert (Ppif). Cyclophiline finden sich in
eukaryotischen und prokaryotischen Genomen und wirken als Peptidyl-prolyl-cis-
trans-lsomerasen (PPI). PPlasen katalysieren die cis-trans-Umwandlungen von
Prolin-Peptid-Bindungen, den geschwindigkeitsbestimmenden Schritten bei der
Proteinfaltung. Die meisten Cyclophiline binden das Immunsuppressivum Cyclo-
sporin A. Im menschlichen Genom sind insgesamt 16 Cyclophiline kodiert (Wang und
Heitman 2005). CypD ist die einzige mitochondriale Isoform und wird nach Spaltung

ins Mitochondrium importiert (Connern und Halestrap 1992; Johnson et al. 1999).

Tanveer et al. (1996) identifizierten CypD als die PPlase, welche die Offnung der
PTP kontrolliert. Sie ist mitochondrialer Rezeptor fur den PTP-Inhibitor CsA und wirkt
modulierend auf die PTP, ohne eine strukturelle Komponente der Pore zu sein
(Baines et al. 2005; Basso et al. 2005; Nakagawa et al. 2005; Schinzel et al. 2005).
Es hat sich gezeigt, dass viele Komponenten der PTP zwar nicht essentiell sind, aber
eine Rolle bei der Modulation der Pore spielen.

Abb. 2 (aus Elrod und Molkentin 2013) stellt CypD-Interakteure dar und ist der Ver-
such einer Veranschaulichung der bekannten Aktivatoren, Inhibitoren und Bestand-
teile der PTP.
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i Solutes < 1.5 kD

Protective Kinase
Signaling

cytosol
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. Transition

Abbildung 2

CypD Interakteure und physiologische Regulierer der PTP. Diverse molekulare
Komponenten der inneren Mitochondrienmembran (IMM, grauschwarz) und der &uf3eren
Mitochondrienmembran (OMM, orange) werden als Bestandteile der PTP diskutiert. Nach
Offnung ermdglicht die PTP die Passage von Molekiilen bis zu 1,5 kDa. Die Modulation der
PTP erfolgt durch PTP Aktivatoren (grin) und PTP Inhibitoren (rot). Angetrieben vom
negativen Membranpotential (AW) wird Ca®* durch den mitochondrialen Calcium Uniporter
(MCU, MCUR1) in die Matrix transportiert. Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) erhdhen die
Offenwahrscheinlichkeit der Pore, ADP und ATP gelten als Inhibitoren. Anorganisches
Phosphat (P;) ist ein Aktivator der PTP, eine zusatzliche Rolle als Inhibitor bei Vorliegen
bestimmter Voraussetzungen wird diskutiert (Basso et al. 2008).

Weitere Abklrzungen: PiC=Phosphate Carrier, VDAC=voltage dependent anion channel,
ANT=Adenin Nukleotid Translokator, IMS=Intermembranspalt, HK IlI= Hexokinase II,
GSK3R=Glykogen-Synthase-Kinase 3B, ATPase=F,-F;-ATP-Synthase, ETC=electron
transport chain.

Aus: (Elrod und Molkentin 2013)
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1.6 Cyclosporin A (CsA)

Cyclosporin A ist ein immunsuppressives Basistherapeutikum, das in der Natur in
den norwegischen Schlauchpilzen Tolypocladium inflatum und Cylindrocarpon
lucidum vorkommt. Es wurde 1969 vom Biologen Hans Peter Frey entdeckt
(Svarstad et al. 2000). Abb.3 zeigt die Strukturformel der Substanz. Es handelt sich
um ein zyklisches Peptid bestehend aus 11 Aminosauren mit einer molaren Masse
von 1202,61 g-mol™ (Borel 2002).

CHs
HaC CH; O
. N
HaCx | |
HsC O A CH;Oo <
O HsC" "CH3 CH, CH3N—1
HoC N__O CHa HaC-py
*Hac T/ 0 " )/‘ .
HaC" NHLH T(\N T‘M
CHy O

ch CH3

Abbildung 3

Strukturformel des CsA

In der Transplantationsmedizin hat sich der Einsatz zur Unterdrickung von
AbstolRungsreaktionen bewahrt. Die immunsuppressive Wirkung beruht auf der
indirekten Hemmung von Calcineurin durch Bindung an die zytosolische Prolyl-cis-
trans-lsomerase Cyclophilin A (Takahashi et al. 1989; Fischer et al. 1989; Liu et al.
1991; Harding et al. 1989). Die Calcineurin-Inhibition verhindert die Ausschittung
immunstimulierender Stoffe und die Aktivierung und Vermehrung von Lymphozyten
(Huai et al. 2002). Die ersten Erfolge bei der Verhinderung von Absto3ungs-
reaktionen zeigten sich bei Nieren- (Calne et al. 1978) und Lebertransplantationen
(Starzl et al. 1981).

11



1. Einleitung

Erste Beobachtungen einer mdglichen mitochondrialen Wirkung von CsA wurden
mithilfe elektronenmikroskopischer Analysen von Nierenbiopsaten CsA-behandelter
Patienten gemacht (Mihatsch et al. 1981). Weitere Untersuchungen zeigten eine
Beeinflussung der mitochondrialen Atmung durch CsA mit einem inhibitorischen
Einfluss auf die State-3-Atmung und vermehrter Ca®*-Akkumulation in der
mitochondrialen Matrix (Jung und Pergande 1985; Fournier et al. 1987). Spater
wurde die Inhibition der PTP durch CsA entdeckt und das die Offen-
wahrscheinlichkeit der Pore kontrollierende CypD als Target fur CsA identifiziert
(Crompton et al. 1988; Broekemeier und Pfeiffer 1989; Halestrap und Davidson 1990;
Tanveer et al. 1996). Weitere Anwendungsgebiete des CsA fanden sich bei der
Behandlung von chronisch entzindlichen Darmerkrankungen wie Morbus Crohn und
Colitis ulcerosa (Gross 2012), von Glomerulonephritiden und von dermatologischen
Erkrankungen wie schweren, therapieresistenten Formen von atopischer Dermatitis
oder Psoriasis. Zusatzliche Verwendung zeigte sich in der Augenheilkunde bei
schweren Entzindungszustéanden der Binde- und Hornhaut (Ragam et al. 2014) oder

der Keratoconjunctivitis sicca (Karn et al. 2014).

Besonders auf dem Gebiet der ischamiebedingten Krankheitsbilder sind bereits
vielfaltige Untersuchungen zu Wirkung und moéglicher therapeutischer Verwendung
von CsA durchgefihrt worden. Das Pharmakon konnte ischamiebedingte
Leberschadigung reduzieren, - eine Feststellung, die die Hemmung der PTP als
natzlichen Ansatz in der Therapie Apoptose-assoziierter Erkrankungen nahelegt
(Hayashi et al. 1991; Kawano et al. 1989; Yamanoi et al. 1991). Zell- und
kardioprotektive Eigenschaften von CsA im Rahmen des postischamischen
Reperfusionsschadens bieten weitere Ansatze therapeutischer Nutzung (Hausenloy
et al. 2012). Zahlreiche Experimente, vielfach an CypD-Knock-out-Mausen, zeigten
kausale Zusammenhange zwischen dieser Zytoprotektion und CypD bzw. Hemmung
der PTP durch CsA. Erfolge zeigten sich in Forschungsergebnissen beztiglich Herz
(Baines et al. 2005; Nakagawa et al. 2005), Hirn (Schinzel et al. 2005; Wang et al.
2009) und Niere (Devalaraja-Narashimha et al. 2009; Park et al. 2011). Da im
ischamischen Milieu reichlich die klassischen PTP-Aktivatoren Ca?* und ROS

vorkommen, ist die zytoprotektive Eigenschaft des CsA nicht verwunderlich.

Ebenfalls interessant sind Experimente zur Amyotrophen Lateralsklerose (ALS) an

Superoxiddismutase (SOD) 1-Mutationen im Mausmodell. Mduse mit SOD1-Muta-
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tionen entwickeln eine Erkrankung der Motoneurone mit deutlichen Ahnlichkeiten zu
den bei ALS-Patienten beobachteten Pathologien (Gurney et al. 1994).
Mitochondrien aus dem Rickenmark dieser Mause wiesen lange vor dem Auftreten
des klassischen Erscheinungsbildes der Erkrankung mit Muskelschwéache und
Atrophie eine reduzierte Calcium-Retentionskapazitat auf (Damiano et al. 2006).
Diese Verminderung der Ca®*-Retentionskapazitat konnte durch Eliminierung des
Ppif”-Gens verhindert werden (Parone et al. 2013). Die CypD-Ko-Mause wiesen drei
verschiedene ALS-verursachende SOD1-Mutationen auf und zeigten im gesamten
Krankheitsverlauf eine verbesserte mitochondriale ATP-Synthese, reduzierte mito-
chondriale Schwellung, Attenuierung der Glia-Aktivierung, Verminderung der Aggre-
gate aus mutierten fehlgefalteten SOD1 im Ruckenmark und weniger Zelluntergang
von Motoneuronen. Die Gesamtiiberlebensdauer blieb unbeeinflusst. Diese Erkennt-
nisse liefern einen Erklarungsansatz fir die Ergebnisse von Kirkinezos et al. (2004)
zur verbesserten Uberlebenszeit im ALS-Mausmodell mit permeabler Blut-Hirn-
Schranke unter systemischer CsA-Behandlung.

1.7 Fragestellung der Arbeit

Die exakte molekulare Zusammensetzung der PTP ist nicht geklart. CypD ist zwar
kein struktureller Bestandteil der Pore, wirkt aber modulierend auf sie und ist das
Zielprotein des Immunsuppressivums CsA. Die vielfaltigen therapeutischen Einsatz-
bereiche von CsA machen es zu einem interessanten Pharmakon mit deutlich
besserem Potential, besonders im Bereich der ischamiebedingten und Apoptose-
assoziierten Krankheitsbilder. Diese Arbeit untersucht die Aktivitat der PTP an Ko-
Mausen ohne die regulierende Komponente CypD und die Beeinflussung der Pore
durch CsA. Die Wirksamkeit von CsA an der CypD-Ko-Maus wurde in der Literatur
bisher nicht beschrieben. Anhand der Ergebnisse von Patch-clamp-Experimenten
soll die Wirkung von CsA auf die Offenwahrscheinlichkeit der PTP von WT- und Ko-
Maus beschrieben und fir die CsA-Wirkung an beiden eine Dosis-Wirkungs-Kurve
erstellt werden. Erganzend werden Sauerstoffverbrauch der Mitochondrien von WT
und Ko-Maus unter verschiedenen Ca®*-Konzentrationen jeweils mit und ohne CsA-

Einsatz gemessen.
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2. Material und Methoden
2.1 Die Cyclophilin-D-Knock-out-Maus (Ko)

Alle Versuche wurden an Leberzell- bzw. Hirnmitochondrien von Cyclophilin-D-
Knock-out-Mausen C57BL/6SV129 (Ppif ™) und den dazu gehorigen Wildtyp-Mausen
C57BL/6SV129 durchgefiihrt. Die Organentnahme erfolgte im Alter von 2 bis 4
Monaten. Die Mause erhielten wir von J. Molkentin aus dem Howard Hughes Medical
Institute vom Children’s Hospital der University of Cincinnati in Ohio, USA, dem dafur
herzlich gedankt sei. Durch genetische Manipulation wurde bei den Ko-Mausen
gezielt das fur Cyclophilin D kodierende Gen Ppif ausgeschaltet, die Wildtyp-Mause
mit unverdndertem Genotyp wurden fir die Kontrollversuche verwendet. Die
Behandlung und Praparation der Tiere erfolgte nach den gesetzlichen Tierschutz-

bestimmungen.

2.2 Praparation von Leberzellmitochondrien der Maus

Die T6tung der Tiere erfolgte durch Dekapitation oder zervikale Dislokation. Durch
einen Bauchschnitt wurde anschlieRend die Leber entnommen und sofort zweimal in
eiskaltem Medium B (250 mM Saccharose, 10 mM HEPES, pH 7,2 mit KOH)
gewaschen und nach Entfernung nicht-hepatischer Gewebereste mit einer Schere
grob zerkleinert. Anschlie3end erfolgte nach Aufnahme des Gewebes in ca. 20 ml
des Mediums A (250 mM Saccharose, 1 mM EDTA; 10 mM HEPES, pH 7,2 mit
KOH) eine Homogenisation im Potter-Homogenisator mit 6-8 Hiben zur Zerstérung
der Zellmembran der Hepatozyten. Das erhaltene Homogenisat wurde dann 5 min
bei 800 g zentrifugiert. Das nach Zentrifugation erhaltene Pellet wurde verworfen und
der flussige Uberstand in einem neuen Zentrifugenréhrchen 4 min bei 5100 g
zentrifugiert. Das hierbei entstandene Pellet wurde in 1 ml des Mediums B
aufgenommen, homogenisiert und 2 min bei 12300 g zentrifugiert. Nach Verwerfen
des Uberstandes wurde das Pellet wiederum in 1 ml des Mediums B aufgenommen,
mit der Pipette resuspendiert und 10 min bei 12300 g zentrifugiert. Das zuletzt
entstandene Pellet wurde in 0,5-1,0 ml des Mediums C (250 mM Saccharose, 0,5
mM EDTA, 10 mM HEPES, pH 7,2 mit KOH) aufgenommen, nochmals mit der

Pipette resuspendiert und bis zum Versuchsbeginn auf Eis gelagert.
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Bei der Préparation der Leberzellmitochondrien fir die Patch-clamp-Experimente
wurden 4 Zentrifugationsschritte von jeweils 8 min Dauer durchgefiihrt. Das
Lebergewebe wurde in Praparationslésung gegeben (250 mM Sucrose, 5 mM
HEPES; pH 7,2 mit KOH). Der erste Zentrifugationsschritt erfolgte bei 9200 g zur
Abtrennung der Proteasen. Das erhaltene Pellet wurde erneut in 10 ml
Praparationslésung aufgenommen und bei 800 g zentrifugiert. Im nachsten Schritt
wurde der Uberstand mit 9200 g zentrifugiert. Erst im letzten Durchgang wurde das
Pellet in Aufbewahrungslésung aufgenommen (storage solution: 150 mM KCI, 10 mM
HEPES; pH 7,2 mit KOH) und letztmalig fir 8 Minuten bei 9200 g zentrifugiert. Nach
Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet in 1 ml Aufbewahrungsmedium
aufgenommen. Zeitweise war bei eben genanntem Pr&parationsschema fur die
Patch-clamp-Experimente die Mitochondriendichte gering. Daher wurden einige
Praparationen nach dem anfangs erlauterten Schema fur die Atmungsmessungen

durchgeflhrt. Sie brachten aber keine entscheidenden Vorteile.

In einem weiteren Ansatz wurde statt Praparations- und Aufbewahrungslosung
wahrend der Praparation ausschliel3lich isotone Loésung (150 mM KCI, 20 mM
HEPES, 2 mM EGTA; pH-Wert Einstellung auf 7,2 mit KOH) verwendet. Diese
Praparationen erbrachten vergleichsweise viele Mitochondrien. In jedem Fall wurde
sorgféltig darauf geachtet, dass bei den Patch-clamp-Experimenten fir die Medien
kein Serumalbumin verwendet wurde, weil dieses die Oberflachenladung am
Pipetten-Glas absattigt und damit engen Glas-Membran-Kontakt im Experiment
verhindert. Die Leberzellmitochondrien wurden nach jeder Préparation auf Eis
gelagert und konnten so ca. 8-10 Stunden fur Sauerstoffverbrauchsmessungen am

Oxygraphen und ca. 30 Stunden fur Patch-clamp-Experimente verwendet werden.

Die Proteingehalte der Mitochondriensuspensionen wurden nach der Biuret-Methode

ermittelt.

2.3 Sauerstoffverbrauchsmessungen am Oxygraphen
2.3.1 Versuchsaufbau

Fur die hochauflésenden Atmungsmessungen wurde ein Oxygraph der Firma
Oroboros (Innsbruck, Osterreich) verwendet. Dieses Zwei-Kammer-Titrations-
15
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Injektionsrespirometer enthielt in jeder luftdicht verschlieBbaren Kammer eine Platin-
Silber-Elektrode (Clark-Elektrode), mit der der Sauerstoffgehalt der Lésung
gemessen wurde. Diese Elektrode, bestehend aus einer Platin-Kathode und einer
Silber-Anode, wurde durch eine definierte Polarisationsspannung versorgt und war
von einer Elektrolytibsung umgeben. Durch die sie ummantelnde dinne,
gasdurchlassige Teflonmembran diffundierte der in der Probe enthaltene Sauerstoff
und wurde dann an der Kathode vollstandig reduziert. Zur quantitativen Erfassung
des Sauerstoffverbrauchs machte man sich das direkt proportionale Verhaltnis des
wahrend der Reduktion flieRenden Stromes zwischen den Elektroden zu der
Sauerstoffkonzentration in der Probe zunutze. Ein elektromagnetischer Ruhrer
durchmischte die Probe permanent und verhinderte so eine Sauerstoffverarmung an
der Elektrode. Wahrend der Versuche erfolgte die Zugabe von Substanzen durch
eine im Verschlussstopfen der Kammer eingebaute Metallkapillare mithilfe von
Injektionskanilen. Jede Kammer fasste maximal 2 ml. Die Temperatur wurde
konstant bei 30 °C gehalten. Der Sauerstoffverbrauch und dessen erste Ableitung
wurde am PC mithilfe der Software DatLab 3.1 (Firma Oroboros, Innsbruck,

Osterreich) graphisch dargestellt.

2.3.2 Eichung der Sauerstoffelektrode

Beide Kammern des Oxygraphen wurden bei Raumtemperatur mit Medium befullt,
das durch Luft-Begasung mit Sauerstoff aufgesattigt war. Die Konzentration des
Sauerstoffs betrug dann ca. 230 nmol/ml Medium. Nach Verschluss der Kammern
und Inbetriebnahme der Magnetrihrer, wurde mithilfe des Computers die Messung
des O,-Verbrauchs gestartet. Bei konstantem O,.Gehalt in den Kammern Uber ca. 20
Sekunden wurde eine Spatelspitze Dithionit (Na,S,0,4) beigemischt. Dieses flihrte
zum chemischen Verbrauch des enthaltenen Sauerstoffs, was sich in einer Abnahme
der registrierten Spannung widerspiegelte, bis der O,-Gehalt den Nullwert erreichte.
Aus der Differenz der Sauerstoffgehalte vor und nach Zugabe des Dithionits

errechnete sich die O,-Konzentration des Mediums bei Raumtemperatur.
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2.3.3 Versuchsablauf

Vor Beginn des Experiments wurden beide Kammern des Oxygraphen wie unter
2.3.2 beschrieben geeicht. Die Versuchskammern wurden mit Medium beflllt. Bei
den Sauerstoffverbrauchsmessungen wurden zwei Suspensionsmedien folgender

Zusammensetzung vergleichend verwendet:

Sucrose-Medium: 250 mM Sucrose, 10 mM HEPES, 1 mM KH;POq4, 1 uM EGTA, 1
mM MgCl,-6 H,O; pH 7,2 mit KOH.

KCI-Medium: 150 mM KCI, 20 mM HEPES, 0,1 mM CacCl,. pH 7,2 mit KOH.

AnschlieBend wurde die Mitochondriensuspension je nach ermittelter Protein-
konzentration zugegeben. Ziel war eine Proteinkonzentration von 1 mg/ml in der
Versuchskammer. Die Zugabe der Substrate erfolgte vergleichend bei den Mito-
chondrien von Wildtyp- und Ko-Maus jeweils mit und ohne vorherige CsA-Inkubation.
Jedem Ansatz wurden zu Beginn die Komplex-I-Substrate Glutamat und Malat
zugegeben. Um die maximale respiratorische Aktivitat festzustellen, erfolgte in einem
Ansatz nach 3-4 min die Zugabe von ADP, in einem weiteren Ansatz die Zugabe von
Ca®* und wenig spater NADH. Die aufgezeichneten Anderungen des Sauerstoff-
verbrauchs wurden mithilfe der Software quantifiziert und verglichen. Die Atmung
nach ADP erlaubt Aussagen (iber die maximal mogliche Atmung. Ca** 6ffnet die PTP
und der Grad der Offnung konnte durch die Intensitat der NADH-induzierten Atmung

bestimmt werden.

2.4 Patch-clamp-Experimente
2.4.1 Versuchsaufbau

Der Versuchsstand fur die Patch-clamp-Experimente wurde auf einem schwingungs-
gedampften Tisch gelagert. Alle Experimente wurden bei einer Raumtemperatur von
23-25 °C mit einem invertierenden Phasen-Kontrast-Mikroskop Axiovert (Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Jena) in 40facher VergroRerung durchgefihrt. Das invertierende
Mikroskop bietet durch die Anbringung der Objektive unterhalb des Versuchstisches
mehr Raum fur die Bewegung der Messpipetten oberhalb des Objektes und den
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Vorteil eines seitenrichtigen Bildes. Die Messpipetten lie3en sich durch einen

Linearmotor-getriebenen Mikromanipulator in drei Ebenen bewegen.

Die Mitochondrien wurden in eine mit 2 ml hypotoner Lésung (5 mM HEPES, pH 7,2
mit KOH) befiillte Petrischale auf dem Versuchstisch gegeben. Die hypoosmotische
Behandlung fiihrte zum Wassereinstrom in die Mitochondrien mit nachfolgendem
Anschwellen und Aufplatzen der &ufReren, sowie Entfaltung der inneren
Mitochondrienmembran. Die dabei enstehenden, fragilen Vesikel nennt man
Mitoplasten. Sie sind aufgrund ihrer streng kugeligen Form und eines deutlichen
schwarzen Punktes, der sogenannten cap, die wohl auch aus Resten der auf-
geplatzten auf3eren Mitochondrienmembran besteht, bei 400facher VergroRerung gut
unter dem Phasenkontrast-Mikroskop zu erkennen. Sie sind fur Einzelkanal-
ableitungen an der inneren Mitochondrienmembran geeignet (Sorgato et al. 1989;
Moran et al. 1990). Nach 40 Sekunden wurde tropfenweise hypertone Losung (750
mM KCI, 30 mM HEPES; pH 7,2 mit KOH) zur Wiederherstellung der Isotonizitat
zugegeben. Alle Losungen wurden vor der Verwendung mit 0,2 ym Porenweite

gefiltert und zur Stabilisierung der Membran mit 200 uM Ca** versetzt.

Die Messpipetten wurden vor ihrer Verwendung mit isotoner Losung befillt. Dazu
wurde zuerst die Spitze der Messpipette unter Unterdruck befillt, anschlieRend die
restliche Pipette von hinten mit einer Injektionskanule. Im Versuchstand wurde sie mit
leichtem Uberdruck zur Vermeidung von Verschmutzung durch Partikel aus der
Mitochondriensuspension in die Badlésung eingetaucht und mithilfe des
Mikromanipulators dem zu untersuchenden Mitoplasten angenahert. Beim finalen
Annahern ohne Uberdruck wurde der Mitoplast durch kapillaren Sog an die
Messpipette gesaugt. Der Kontakt zwischen Glaspipetten und Mitoplastenmembran
sollte sich fur bestmdgliche Ableitbedingungen im Giga-Ohm Bereich befinden. Man
spricht dann vom Giga-seal (Hamill et al. 1981).

Wahrend des Versuches zu applizierende Substanzen, wie CsA, wurden mit einem
von einer peristaltischen Pumpe getriebenen Sewer-pipe-System in die Nahe der
Messpipette gebracht, die mit einem Mikromanipulator dreidimensional bewegt
werden konnte und die zielgenaue Umspulung des Mitoplasten an der Pipettenspitze
ermoglichte (Yellen 1982).
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Die Patch-clamp-Technik beruht auf dem Prinzip der Spannungsklemme (Voltage-
clamp), das heil3t, eine Elektrode gibt eine Soll- oder Haltespannung vor, wahrend
eine zweite Elektrode die auftretenden Strome an der zu untersuchenden Membran
aufzeichnet. Das bei unserem Versuch entstehende Stromsignal wurde durch eine
chlorierte Silberelektrode abgeleitet und durch einen nachgeschalteten Vorverstarker
und Strom-Spannungswandler als Spannung ausgelesen. Ein Reizgenerator
erzeugte Testimpulse in Rechteckform, wichtig fur die Bestimmung der Widerstande.
Die Weiterverarbeitung des Signals erfolgte im Hauptverstarker (EPC-7, Heka,
Lambrecht, Germany). Das Signal wurde mit einem elektronischen 8-Pol Bessel
Tiefpass-Filter bei einer Frequenz von 0,5 kHz gefiltert. Nach Digitalwandlung wurde
es mit der Software Clampex 9 (Axon-Instruments, Sunnyvale, CA, USA) dargestellt.
Eine Verminderung des stérenden 50-Hz-Brummens wurde durch einen den

Versuchsaufbau umgebenden Faraday Kafig erreicht.

2.4.2 Herstellung der Glaspipetten

Es wurden Glaspipetten-Rohlinge der Firma Harvard Apparatus Ltd. (Edenbridge,
UK) aus Borosilicat-Glas verwendet. Dieses Material ist weniger hart und sprode als
Glaskapillaren aus Aluminium-Silicat und lasst sich deshalb besser verarbeiten. Um
die Pipetten im Experiment verwenden zu konnen, mussten daraus Elektroden
,gezogen“ werden. Die Rohlinge wurden vorab mit 96% Ethanol gereinigt, um fur die
Weiterverarbeitung maglichst staub- und fettfrei zu sein. Das Ziehen erfolgte an
einem vertikalen David-Kopf-Puller in zwei Schritten zeitnah vor dem Experiment. Ein
Wolfram-Filament, dessen Hitze durch die variable Stromzufuhr eingestellt werden
konnte, fuhrte zum Schmelzen der Glaskapillare. Im ersten Schritt wurde der Rohling
in der Mitte ausgezogen und im zweiten kam es nach Rezentrierung des Rohlings
zur ZerreilBung der Kapillare an der dinnsten Stelle, sodass man zwei Pipetten
erhielt. Wichtig fir deren Qualitdt war der Spitzendurchmesser. Um diesen grob
abschatzen zu kénnen, wurde bei jeder Pipette die bubble number bestimmt. Dazu
wurde die Pipette mit einem kleinen Plastikschlauch auf eine 10 ml-Spritze gesetzt
und unter Uberdruck in ein GefalR mit Methanol getaucht. Durch Erhohung des
Druckes stiegen kleine Luftblasen auf. Der entsprechende Uberdruck beim Auftreten

von Blasen, ergab die bubble number. Ziel war eine bubble number zwischen 4,5
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und 5 entsprechend einem Widerstand der Pipette von etwa 11-17 MQ.
Rasterelektronische Aufnahmen haben gezeigt, dass bei gleichem Glas und Elektro-
denziehgerat eine bubble number von 4,5 einem Spitzendurchmesser von 0,66 pm
entspricht (Ringer 1995). Pipetten mit gréRerer oder kleinerer Offnung wurden

verworfen.

2.4.3 Vorbehandlung der Elektroden

Chlorierte Silberdréhte wurden als Elektroden verwendet. Die Chlorierung nutzte sich
durch haufiges Wechseln der Pipette ab und musste, um ein instabiles Pipetten-
potential zu vermeiden, gelegentlich erneuert werden. Die Chlorierung erfolgte nach
vorheriger Reinigung an der Kathode durch Anlegen eines Stromes von 1 mA nach
der summarischen Gleichung: 2Ag + 2KCl + 2H,0 + 2e” < 2AgCl + 2K* + 20H™ + H,,
Um einen toxischen Einflusses der Silberionen zu vermeiden, wurde die Erdelektrode
im Versuchsaufbau Uber eine Agarbriicke mit der Badlésung verbunden. Bei der
Messelektrode war eine solche Protektion wegen des langeren und engeren
Diffusionsweges und der kiirzeren Standzeit nicht notig.

2.4.4 Einzelkanalableitungen an der inneren Mitochondrienmembran

Einzelkanalstrome durch die PTP wurden im Voltage-clamp-Modus gemessen. Es
wurde eine Verstarkung von 20 mV/pA sowie eine Filterfrequenz von 0,5 kHz
verwendet. Wichtig fur eine gute Ableitung war eine effektive Seal-Bildung mit einem
Abdichtwiderstand von mindestens 0,8-1 GQ. Im Schnitt gelang eine gute
Annadherung und Seal-Bildung bei jedem dritten Versuch. Ausschlaggebend war
dabei die Wahl eines geeigneten Mitoplasten, der sich relativ nah Gber dem Boden
der Petrischale befand sowie das Aufsetzen der Pipette mdglichst gegeniber der
cap, um eine Seal-Bildung mit Resten der aul3eren Membran zu vermeiden. Etwa
zwei Drittel der erfolgreichen Annaherungen zeigten in der Mitoplast-attached-
Konfiguration Aktivitat der PTP. Das restliche Drittel wies Ableitungen anderer Kanale
der inneren Mitochondrienmembran oder keine Kanalaktivitat auf. Fir die Messungen
wurde ein Haltepotential von +20 mV angelegt. Die Depolarisierung bewirkte hohe

PTP-Aktivitat, was die Quantifizierung der CsA-Aktivitat erleichterte. Bei dieser
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Depolarisation und der wegen adaquater Seal-Bildung verwendeten Ca®*-
Konzentration von 200 uM waren Mitoplast-attached- und Inside-out-Konfiguration
elektrisch nicht zu unterscheiden. Der Konvention fur Plasmamembranen folgend,
wurde das Haltepotential stets fur die Innenseite der Membran angegeben und die
Auswartsstrome nach oben dargestellt. Die Aufzeichnung der Ereignisse erfolgte in
jeweils einminutigen Dateien mithilfe der Clampex Software (Axon-Instruments,
Sunnyvale, CA, USA). Ein gutes Seal blieb selten langer als 25 Minuten stabil,

entsprechend ergaben sich daraus bis zu 25 Dateien.

2.4.5 Auswertung

Die gespeicherten Daten wurden mit der Software Clampfit (Axon Instruments,
Sunnyvale, CA, USA) ausgewertet. Anhand der Starke des Rauschens sowie Dauer
und Amplitude der Offen- und Geschlossenzustéande lieRen sich die fur eine
detaillierte All-point-Analyse der PTP geeigneten Experimente erkennen. Das
Besondere an der PTP ist, dass sie verschiedene Unterzustdnde mit unter-
schiedlicher Kinetik einnehmen und als vermutlich einziger bekannter Kanal eine
Einzelkanalleitfahigkeit von deutlich mehr als 1 nS erreichen kann. Eine solche

Einzelkanalregistrierung ist auf Abb. 9 im Kapitel 3.2.2 zu sehen.

Bei der All-point-Analyse wird in jeder Datei Datenpunkt flir Datenpunkt die Amplitude
ausgemessen und als Histogramm dargestellt. Es ergeben sich nach Anpassung
mithilfe einer GaulR'schen Normalverteilung mehrere Gipfel, die den verschiedenen
Offen- und einem Geschlossenzustand der PTP entsprechen. Die Flache unter
jedem Gipfel entspricht der Anzahl der Messwerte mit der jeweiligen Amplitude und
gleicht, multipliziert mit der Abtastrate (hier 250 us), der Verweildauer der PTP im
entsprechenden Zustand. Auf der Abb. 10 im Kapitel 3.2.2 sind solche Histogramme

mit Anpassungskurven dargestellt.
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Die Gesamtoffenwahrscheinlichkeit P fir mehrere Kopien mit gleicher Amplitude nur

eines Kanaltyps im patch kann mit Gleichung 1 berechnet werden.

Y Offenzeiten .
= Gleichung 1
Po Y. Offenzeiten + ), Geschlossenzeiten ( g1)

Gleichung 1 lasst sich wegen der vielen Unterzustande nicht ohne weiteres auf die
PTP Ubertragen. Beriicksichtigt man fur die einzelnen Offenzustande der PTP nicht
nur die Offenzeiten, sondern auch die jeweils zugehérige Amplitude, kann man die
Gesamtoffenwahrscheinlichkeit unter Bertcksichtigung der transportierten Ladungs-
menge (proportional der Einzelkanalamplitude) nach Gleichung 2 definieren
(Loupatatzis et al. 2002):

_ (B1%P1)+(ByxPy)+(B3xP3)+...+(B,*xPy)
Bmaxx(Pﬂ+P1+P2+P3+---+Pn)

Po (Gleichung 2)

P, steht dabei fur die Flache unter jeder GaulR'schen Kurve, B, fur die jeweilige
Amplitude des Unterzustandes. Bnax ist die maximale Offnungsamplitude der Pore,
berechnet aus dem Abstand zwischen den Mittelwerten der Gaul3‘'schen Kurven mit
der groRten und kleinsten Amplitude, also zwischen geschlossenem und voll
gedffneten Zustand (Py und P,). Bei der Identifizierung und Zuordnung dieser beiden
Stromamplituden half die haufig deutlich kleinere Rauschamplitude im Vergleich zu

den dazwischen vorkommenden Unterzustanden.

Fur die Dosis-Wirkungskurve des CsA wurden jeweils drei bis vier einminttige
Aufnahmen der PTP in der Badl6ésung angefertigt, anschlie3end erfolgte die Zugabe
definierter Konzentrationen von CsA mit weiteren sechs einmindtigen Regis-
trierungen, in Einzelféallen bei verminderter Haltbarkeit der patches weniger (minimal
drei). FUr diese beiden Situationen wurde mit der Gleichung 2 die Gesamt-
offenwahrscheinlichkeit errechnet. Um Vergleichbarkeit zu gewahrleisten, wurden

jeweils nur die ersten drei bis vier einminttigen Aufzeichnungen einbezogen.
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Die daraus errechneten Mittelwerte dienten zur Bestimmung der normierten
Offenwahrscheinlichkeit der PTP als Relation Po (CsA)/Po (Bad), auch bezeichnet
als Po/Po max. Die Punkte auf der Dosis-Wirkungskurve ergaben sich aus den Mittel-
werten der Versuche der jeweils getesteten CsA-Konzentration. Die Standard-
abweichungen sind in der Abbildung dargestellt. Das Programm EnzFitter (Fa.
Biosoft, Cambridge, Grof3britannien) passte die Punkte fur die Dosis-Wirkungskurve
an. Eine gute Anpassung gelang mithilfe einer modifizierten Michaelis-Menten-
Gleichung (sigmoidale Kinetik, Hill-Koeffizient n = 1). Der Term A in Gleichung 3

beschreibt die inkomplette Blockade des Kanals.

—1- Ax [CsA]
Po max [CsA]+Knm (Gleichung 3)
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3. Ergebnisse

3.1 Sauerstoffverbrauchsmessungen

3.1.1 Keine signifikanten Unterschiede in der State-3-Atmung bei Wildtyp- (WT)
und Ko-Maus

In unserem Versuchsansatz arbeiteten wir vergleichend in Sucrose- und in KCI-
Medium. Zunachst erfolgte ein Ansatz mit Zugabe von Glutamat/Malat und ADP zur
Bestimmung der maximalen Atmungsaktivitat (State3). Abb.4 zeigt WT- und Ko-
Mitochondrien nach ADP-Gabe mit einer Steigerung der Substratatmung um den
Faktor 4,7 beim WT und um den Faktor 7,3 bei der Ko-Maus. Die blaue Kurve zeigt
die abnehmende O,-Konzentration in der Versuchskammer, die rote Kurve die erste
Ableitung und damit die Anderung der O,-Konzentration. Im Mittel erreichten die
Mitochondrien Steigerungen um den Faktor 4,3+0,8 (WT) und 5,5+1,8 (Ko). Abb.5
zeigt den gleichen Versuchsansatz in KCI-Medium mit einer Steigerung der Substrat-
atmung um 7,3 beim WT und 6,8 bei der Ko-Maus. Im Mittel erreichten die Mito-
chondrien Steigerungen um den Faktor 5,7+1,9 fir den WT und 6,3+1,1 fiur die Ko-
Maus. Wir konnten keine Abhé&ngigkeit der maximal erreichbaren Atmungsaktivitat

vom verwendeten Medium oder Maustyp feststellen.
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Abbildung 4

O,-Verbrauchsmessungen zeigen keine signifikanten Unterschiede der State-3-
Atmung bei WT und Ko-Maus in Sucrose. Gemessen wurde in Lebermitochondrien-
Suspensionen von WT- (oben) und Ko-Maus (unten) in Sucrose-Medium. Die blaue Kurve
zeigt die abnehmende O,-Konzentration in der Versuchskammer, die rote Kurve die erste
Ableitung und damit die Anderung der O,-Konzentration. Die senkrechten Pfeile
kennzeichnen den Zeitpunkt der Zugabe der Substrate Glutamat/Malat und ADP. Die
Mitochondrien von WT- und Ko-Maus erreichen vergleichbare maximale Atmungsaktivitat
(Plateau der roten Kurve). Reprasentative Abbildung aus 13 vergleichbaren Versuchen (WT-
Maus) und 6 vergleichbaren Versuchen (Ko-Maus).
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Abbildung 5

O,-Verbrauchsmessungen zeigen keine signifikanten Unterschiede in der State-3-
Atmung bei WT und Ko-Maus in KCIl. Gemessen wurde an Lebermitochondrien von WT-
(oben) und Ko-Maus (unten) in KCI-Medium. Die Mitochondrien von WT- und Ko-Maus
erreichen vergleichbare maximale Atmungsaktivitat (rote Kurve). Reprasentative Abbildung
aus 4 vergleichbaren Versuchen bei (WT-Maus) und 6 vergleichbaren Versuchen (Ko-Maus).

3.1.2 Verschiebung der Ca?*-Abhangigkeit der PTP bei der Ko-Maus zu héheren

Konzentrationen

Um im Experiment eine Offnung der PTP zu erzeugen, gaben wir Ca*" in die

Versuchskammern. Die Zugabe von 50 pM Ca®* steigerte den mitochondrialen

Sauerstoffverbrauch sowohl beim WT als auch bei der Ko-Maus deutlich. Abhangig

von AY kommt es zur Aufnahme des freien Ca®" ins Mitochondrium. Das

einstromende Ca?* fihrt zur Offnung der PTP. Der Ca®*-Einstrom und die aus der

PTP-Offnung resultierende Permeabilitatssteigerung der inneren Mitochondrien-
26



3. Ergebnisse

membran fihren zu einer Depolarisation, also zur Verkleinerung von A¥. Um den
Ausgangswert von AW wieder zu erreichen, erfolgt eine Steigerung der Zellatmung.
Im Versuch aul3erte sich das in einem Gipfel in der O,-Flusskurve nach Zugabe von
Ca®*. Wir arbeiteten mit zwei verschiedenen Ca**-Konzentrationen, 50 pM und 1 mM,
wobei die hthere Ca?*-Konzentration zu einer starkeren Offnung der PTP und damit
einem héheren Ca**-Gipfel filhrte. Eine gangige Nachweismethode der PTP-Offnung
ist die Zugabe von NADH nach der Ca®*-Zugabe. Das NADH stréomt entlang des
Konzentrations- und Potentialgradienten durch die PTP in das Mitochondrium ein
und beschleunigt dort als Cosubstrat von Komplex | der Atmungskette die Zell-
atmung. Die Hohe des NADH-Anstiegs in der Flusskurve lasst Rickschlisse auf den
Offnungsgrad der Pore zu. Eine weit gedffnete PTP lasst viel NADH-Einstrom zu und
verursacht damit einen starkeren Anstieg der Zellatmung als eine Pore mit
geringerem Offnungsgrad. Im Vergleich zum WT zeigten sich bei der Ko-Maus einige
Unterschiede. Abb.6 zeigt ein reprasentatives Experiment in Sucrose-Medium. Der
Ca?*-Gipfel bei 50 uM und auch der NADH-Anstieg fielen bei der Ko-Maus kleiner
aus. Erst nach Zugabe von 1 mM Ca* kam es zu einem deutlichen Anstieg des
Sauerstoffverbrauchs, offensichtlich durch die weitere Offnung der PTP und dem
damit erméglichten NADH-Einstrom. Die Ca®*-Abhangigkeit der Pore war also zu
hoheren Ca?'-Konzentrationen verschoben. Abb.7 zeigt den gleichen Versuchs-
ansatz in KCl-Medium, die Gabe von 1 mM Ca?" ist nicht mit abgebildet, bereits bei
50 pM Ca?* zeigten sich bei WT und Ko-Maus deutliche Unterschiede in der NADH-
Antwort.
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Abbildung 6

Atmungsmessungen an Lebermitochondrien der Ko-Maus in Sucrose-Medium zeigen
die Offnung der PTP bei héheren Ca*-Konzentrationen als beim Wildtyp. Beim WT
sieht man bereits nach Applikation von 50 pM Ca®" deutliche Porenéffnung (Plateau der
roten Kurve nach NADH-Gabe), bei der Knock-out-Maus erst nach zusétzlicher Gabe von 1
mM Ca?*. Reprasentative Abbildung aus 12 vergleichbaren Versuchen (WT-Maus) und 6
vergleichbaren Versuchen (Ko-Maus).
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Abbildung 7

Respirometrische Messungen an Lebermitochondrien der Ko-Maus in KCI-Medium
zeigen keine Offnung der PTP bei 50 pM Ca*". Beim Wildtyp sieht man im Gegensatz zur
Ko-Maus nach Applikation von 50 pM Ca?* deutliche Porenéffnung, erkennbar am Plateau
der roten Kurve nach NADH-Gabe. Reprasentative Abbildung aus 6 vergleichbaren
Versuchen (WT-Maus) und 2 vergleichbaren Versuchen (Ko-Maus)

3.1.3 Deutliche Blockade der PTP durch CsA beim WT

Im nachsten Schritt untersuchten wir die Wirkung von CsA, dem bekannten Inhibitor
der PTP mit Bindungsort am CypD, bei WT und Ko-Maus. Nach Vorinkubation mit 2
UM CsA zeigte sich beim WT in Sucrose-Medium nach Gabe von 50 pM Ca®* ein
deutlich geringerer Anstieg der NADH-induzierten Atmung (O»-Fluss pro Volumen
(V): 133,1 pmol/(s*ml) in Abb.8) als bei der Kontrolle (O2-Fluss pro V: 223,8
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pmol/(s*ml) in Abb.6). Der reduzierte Anstieg deutet auf eine Blockade der PTP
durch CsA hin. Erst nach zusatzlicher Gabe von 1 mM Ca* kam es zu einer
Zunahme der Offenzustande der PTP. Ich schlie3e daraus, dass das bereits in der
Versuchskammer vorhandene NADH durch die offene Pore in das Mitochondrium
einstromen konnte. In der roten Flusskurve in Abb.8 zeigt sich dies als deutliche
Zunahme der Atmungsaktivitat in Form eines Plateaus auf einen maximalen O,-Fluss
pro V von 329,4 pmol/(s*ml) am Ende der Aufzeichnung. Durch hohe Ca*'-

Konzentrationen lie3 sich der CsA-Effekt Gberwinden.

Bei der Knock-out-Maus fiuhrte die Vorinkubation mit CsA (untere Flusskurve in
Abb.8; NADH-induzierte Atmung erreicht O,-Fluss pro V von 163,1 pmol/(s*ml)) zu
keiner deutlichen Veranderung gegenuber der Kontrolle (Abb.6; O,-Fluss pro V:
178,3 pmol/(s*ml)). Auch unter CsA &ffnete eine hohe Ca**-Konzentration die Pore in
mit der Kontrolle vergleichbarem MaRe. Wir stellten also deutliche Ahnlichkeiten im
Verlauf der Flusskurven beim WT unter CsA-Einfluss und bei der Ko-Maus
unabhangig vom Vorhandensein von CsA fest. Um eine Dosis-Wirkungs-Beziehung
des CsA zu testen, fuhrten wir auch Versuche unter Vorinkubation mit 20 pM CsA
durch. Beim WT zeigte sich dabei lediglich eine schlechtere Uberwindbarkeit des
CsA-Effektes durch hohe Ca*-Konzentrationen. Unter 20 uM CsA erzeugte die
Zugabe von 1 mM Ca®" im Mittel maximale O,-Fluss-Werte pro V von 273447
pmol/(s*ml) und ein Plateau bei 211+20 pmol/(s*ml). Bei Vorinkubation mit 2 pM CsA
erreichten die Mitochondrien nach Gabe von 1 mM Ca?* im Mittel maximale O,-
Fluss-Werte pro V von 423+107 pmol/(s*ml) mit anschlieendem Plateau bei
349447 pmol/(s*ml). Deutliche Unterschiede in der Hohe der NADH-induzierten
Atmung nach Gabe von 50 pM Ca*" konnten wir nicht feststellen (unter 2 uM CsA
172432 pmol/(s*ml); unter 20 uM CsA 13945 pmol/(s*ml)). Bei der Ko-Maus zeigte
sich auch unter hoher CsA-Konzentration keine wesentliche Verédnderung. Wir
konnten ahnliche Ergebnisse bei der Verwendung von KCI-Medium feststellen. Eine
eindeutige Dosis-Wirkungs-Beziehung fir CsA an der PTP konnten wir in den

Sauerstoffverbrauchsmessungen nicht zeigen.
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Deutliche Blockade der PTP durch CsA beim WT. Atmungsmessungen in
Lebermitochondrien-Suspensionen von WT- (oben) und Ko-Maus (unten) in Sucrose-
Medium. Das Abfallen der roten Kurve in negative Bereiche zu Beginn beim WT beruht
vermutlich auf einem Verdinnungseffekt bei Zugabe des CsA. Beim WT zeigt sich eine
deutliche Blockade der PTP (abgeflachter Anstieg der roten Kurve nach NADH-Gabe); 1 mM
Ca” fiuhrt zur Uberwindung des membranstabilisierenden protektiven CsA-Effektes und
Offnet die Pore. Bei der Knock-out-Maus gibt es keinen vergleichbaren Blockierungseffekt
durch CsA. Reprasentative Abbildung aus 6 vergleichbaren Versuchen (WT-Maus) und 6
vergleichbaren Versuchen (Ko-Maus).
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3.2 Patch-clamp-Experimente

3.2.1 Einzelkanalableitungen eines grof3en lonenkanals in der inneren

Mitochondrienmembran

Die PTP ist ein groRBer lonenkanal in der inneren Mitochondrienmembran mit
charakteristischen Eigenschaften, welche die Identifizierung der Pore beim
Experimentieren erleichterten. Bei der Messung lagen die Abdichtwiderstande
zwischen Pipette und Rattenleber-Mitoplast bei 0,8-1 GQ. Ein Merkmal waren die
verschiedenen Unterzustande der Pore mit sehr unterschiedlicher Kinetik, in der
Originalregistrierung deutlich als verschiedene Niveaus erkennbar. Bei lebhafter
Kanalaktivitdt zeigten sich drei Unterzustande besonders héaufig. Die maximale
Leitfahigkeit betrug 1,4 nS (Abb.9a, obere Registrierung). Bei hoheren Leit-
fahigkeiten befanden sich mehrere Kanale im patch. Die Spannungsabhangigkeit der
Pore zeigte sich durch reduzierte Aktivitat bei Hyperpolarisierung der Membran. Die
Blockade der PTP einschlief3lich aller Unterzustdnde durch CsA war das wichtigste
Merkmal zur Identifizierung des Kanals (Loupatatzis et al. 2002).

3.2.2 Blockade der PTP durch CsA bei der Wildtyp-Maus effektiver als bei der

Ko-Maus

CsA ist ein bekannter Inhibitor der PTP (Szabd und Zoratti 1991). Wir untersuchten
die Konzentrationsabhangigkeit des CsA-Effektes an Wildtyp- und Ko-Maus unter
Verwendung verschiedener CsA-Konzentrationen. Als Kontrolle dienten jeweils die
ersten 3 bis 4 zu Beginn des Experimentes vor Applikation des CsA aufgenommenen
einminttigen Dateien. Abhangig von der CsA-Konzentration und der Verwendung
von Wildtyp- oder Ko-Mitoplasten kam es zu unterschiedlich starker Inhibition der
Kanalaktivitat auch in unseren Experimenten (Abb.9a-c).

Bei Verwendung von 10 uM CsA war die Offenwahrscheinlichkeit der PTP (P,) stark
rucklaufig und naherte sich null. Die GroRenordnung der zum Erreichen vollstandiger
Inaktivierung der PTP notwendigen CsA-Konzentration war aus der vorher in unserer
Arbeitsgruppe an Rattenlebermitoplasten gemessenen Dosis-Wirkungs-Kurve fir
CsA bekannt (Sayeed et al. 2006). Wir begannen mit 10 uM CsA und verringerten

die Konzentration anschlie3end in weiteren Experimenten sukzessiv auf 10 nM. Die
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Ca?*-Konzentration und der pH-Wert der CsA-Lésung entsprachen denen der
Badlosung. Zum Nachweis der Reversibilitat der Blockierung bewegten wir die
Messpipette am Ende des Experimentes erneut in isotonische Badlbsung.

Abb. 9 zeigt Ausschnitte aus Originalregistrierungen dreier Experimente mit CsA. Zur
Veranschaulichung der unterschiedlichen Wirksamkeit des CsA an WT- und Ko-
Maus beinhaltet die Abbildung ein Experiment mit 100 nM CsA an der WT-Maus
sowie zwei Experimenten an der Ko-Maus mit 10 uM CsA und ebenfalls 100 nM. Erst
die 100-fach erhdhte Konzentration von CsA zeigt bei der Ko-Maus eine mit dem WT

vergleichbare Blockade der Pore.

Mithilfe der durch die All-point-Analyse erstellten Amplitudenhistogramme konnte der
Effekt des CsA quantifiziert werden. Anderungen der Offenwahrscheinlichkeiten der
Pore spiegeln sich in einer Umverteilung der Ereignisse im Histogramm wieder.
Abb.10 zeigt die Amplitudenhistogramme aus denselben einminltigen
Aufzeichnungen, aus denen die Ausschnitte der Originalregistrierungen fur Abb.1
entnommen wurden. Dargestellt sind Werte aus WT-Lebermitoplasten bei 100 nM
CsA und aus Knock-out-Lebermitoplasten bei 10 uM CsA (Abb.9 a, b). Die vertikalen
Pfeile markieren das Geschlossenniveau. Beim Ubergang von Badlosung in CsA-
Losung verschiebt sich jeweils die Masse der Punkte in Richtung des
Geschlossenniveaus. Sowohl beim WT, als auch bei der Knock-out-Maus ist die
Verringerung der Offenwahrscheinlichkeit durch CsA erkennbar, wenn auch bei der

Knock-out-Maus erst bei 100-fach héherer CsA-Applikation.
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a) Control WT

b) Control Knock-out

+10 UM CsA

c) Control

+100 nM CsA 10pA|

Abbildung 9

Die Blockade der PTP durch CsA erfolgt bei der Wildtyp-Maus bei niedrigeren
Konzentrationen als bei der Ko-Maus. Ausschnitte von Originalregistrierungen des
Stromes durch die PTP von Lebermitoplasten in ,Mitoplast-attached“-Konfiguration a) WT:
Control (obere Registrierung): Kanalaktivitat in isotonischer Badlosung. Die PTP befindet
sich in ca. 80 % der Zeit in deutlich gedffnetem Zustand. Nach Applikation von 100 nM CsA
kommt es zum fast vollstdndigen SchlieRen der PTP (untere Registrierung). b) Knock-out:
Control: Die im Vergleich zu a) deutlich héhere Stromamplitude beruht auf der Anwesenheit
von zwei PTPs im patch, die sich in deutlich gedffnetem Zustand befinden. Nach Applikation
von 10 pM CsA befinden sich die Poren zu ca. 60% der Zeit in Zustanden nahe dem
Geschlossenniveau. c) Knock-out: Control: Zwei PTPs im patch in deutlich geodffnetem
Zustand. Nach Applikation der gleichen CsA-Konzentration wie in a) ist kein deutlicher
Blockierungseffekt erkennbar; die Poren befinden sich weiter im deutlich gedffneten Zustand.
Fur alle Registrierungen: [Ca2+]: 200 umol/l; pH 7,2; Haltepotenzial: + 20 mV; T = 24 °C. Die
gestrichelte  horizontale Linie kennzeichnet das Geschlossenniveau der PTPs.
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Abbildung 10

Unter CsA-Einfluss zeigt sich beim WT deutlichere Umverteilung des
Amplitudenhistogrammes zu niedrigeren Amplituden (nach rechts) als bei der Ko-
Maus. Amplitudenhistogramme von Originalregistrierungen von Einzelkanalstrémen. Die
vertikalen Pfeile kennzeichnen das Geschlossenniveau. a) WT: Kanalaktivitat in isotonischer
Badlosung. Das Histogramm bildet scheinbar ein Plateau, besteht aber in Wirklichkeit aus
sechs Uberlappenden Gaul3-Gipfeln entsprechend den verschiedenen Offenzustanden der
PTP. Die Masse der Punkte befindet sich im Bereich der gedffneten Zustinde. b) Nach
Wechsel in 100 nM CsA. Die Punkte verschieben sich deutlich nach rechts in Richtung
Geschlossenniveau. c) Knock-out: Kanalaktivitat in isotonischer Badldsung. Der Grof3teil der
Punkte befindet sich im Bereich geoffneter Zustande. d) Nach Wechsel in 10 uM CsA kommt
es zu einer Verteilungsanderung der Punkte in Richtung Geschlossenniveau, im Vergleich zu
b) ist jedoch ein deutlich geringerer CsA-Effekt als beim WT erkennbar, viele Punkte
befinden sich auch unter der hdheren CsA-Konzentration im Bereich der geo6ffneten
Zustadnde. Fur alle Histogramme gilt: Ordinate: normierte Zahl der counts (N); Abszisse:
Stromamplitude in pA (negative Auftragung durch die Software vorgegeben). Die
durchgezogenen Kurven wurden nach Gleichung 2 mit der pClamp Software an die
Histogramme angepasst. [Ca2+]: 200 ymol/l; pH 7,2; Haltepotenzial: + 20 mV; T = 24 °C.
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3.2.3 Charakterisierung des Effektes von CsA auf die Offenwahrscheinlichkeit

der Pore anhand einer Dosis-Wirkungs-Kurve

Um die Wirksamkeit von CsA an den Mitoplasten der Knock-out-Mause genauer zu
untersuchen, haben wir Experimente bei verschiedenen CsA-Konzentrationen
durchgefthrt und anschlieend hinsichtlich der Offenwahrscheinlichkeit der PTP
analysiert. Aus der Zusammenschau der Ergebnisse der durchgefihrten
Experimente ergibt sich die in Abb.11 dargestellte Dosis-Wirkungskurve. Der CsA-
Effekt ist Uber mehrere Minuten progressiv. Um trotz der Auswirkungen dieser
Dynamik der PTP-Blockade eine Aussage Uber die CsA-Konzentrationsabhangigkeit
treffen zu konnen, wurden das Minutensegment der Registrierung, bei dem die
Losung gewechselt wurde, und das nachfolgende Segment bei der Analyse nicht
bericksichtigt. Das Eintreten einer vollstandigen Blockade der PTP dauerte je nach
Experiment mehrere Minuten, teilweise zeigten sich auch nach scheinbar voll-
standiger Blockade noch kurze Offnungen. Limitiert wurde das Experiment meist
durch die begrenzte Haltbarkeit der einzelnen patches. Die Kurve erreicht also nicht
die Abszisse, sondern nahert sich einem niedrigsten Wert A an, welcher bei der
Anpassung der Messpunkte bertcksichtigt wurde. Es ist bekannt, dass sich
lonenkanéle bei der Bindung von Agonisten hinsichtlich des lonenflusses ahnlich
verhalten wie Enzyme, wodurch ihre Kinetik mit einer modifizierten Michaelis-
Menten-Gleichung (Gleichung 3) beschrieben werden kann (Hille 2001). Bei
ausreichender Zeitdauer héatte sich in unserem Experiment eine Po nahe null
ergeben, aufgrund der Beschrankung auf maximal 4 Minutensegmente konnte
jedoch die Geschwindigkeit des Einsetzens des CsA-Effektes als Mal3 fur die Starke

des Effektes verwendet werden.
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Abbildung 11

Blockierung der PTP durch CsA bei Mausen mit und ohne CypD. Die CsA-Abhéangigkeit
der normierten Offenwahrscheinlichkeit der PTP ist in der Knock-out-Maus (Dreiecke, ICsq =
800 nM) gegenuiber WT-Maus (Rauten, ICs, = 31 nM) und WT-Ratte (Kreise, 1Csp = 26 nM)
um 1,5 GréRenordnungen hin zu héheren Konzentrationen verschoben. Messungen an
Lebermitoplasten in der Mitoplast-attached-Konfiguration. Die Fehlerbalken geben die SEM-
Werte an. Die mittlere P, wurde aus 1-4 unabhéngigen Experimenten fir jede Konzentration
bestimmt. Anpassung der sigmoiden Kurve mithilfe einer modifizierten Michaelis-Menten-
Gleichung (Gleichung 3) mit A=0,79 (Hill-Koeffizient (n) = 1) [Ca®]: 200 umol/l; pH 7,2;
Haltepotenzial: + 20 mV; T = 24 °C.
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4. Diskussion

4.1 Methodenkritik

Wir haben die Aktivitdt der PTP an der CypD-Knock-out-Maus mit zwei
unabhéngigen Methoden untersucht. Sowohl die Sauerstoffverbrauchsmessungen
als auch die Patch-clamp-Experimente wurden an Lebermitochondrien durchgefihrt.
Die Sauerstoffverbrauchsmessungen am Oxygraphen sind eine bewahrte Methode
zur Untersuchung der mitochondrialen Funktion und Messung der Zellatmung. 1989
wurde der Prototyp des Oxygraphen entwickelt, 1992 kam der erste Vertreter dieser
Messinstrumente, OROBOROS®, in den Handel, heute ist er marktfiihrend. Nicht
jede Praparation der Mitochondrien aus den Leberzellen weist einen identischen
Proteingehalt auf. Um eine Vergleichbarkeit der Versuchsanséatze zu gewahrleisten,
malfien wir den Proteingehalt der Mitochondriensuspension und pipettierten die fur
eine Konzentration von 1 mg/ml notwendige Menge in die Versuchskammer.
Trotzdem konnten die in den Fluxmessungen bestimmte Atmungsaktivitat leicht
variieren, vermutlich durch geringfigige Abweichungen in den Praparations-
bedingungen (Geschwindigkeit, Dauer der Experimente). Jedes einzelne Experiment
war durch den begrenzten Sauerstoffgehalt in der Versuchskammer zeitlich limitiert.
Wir nahmen dabei an, dass die Atmung bei geringem Restsauerstoff in der Kammer
am Ende eines Einzelexperimentes genauso hoch war wie am Beginn, was aber

nicht exakt stimmen muss.

Die Anfange der Patch-clamp-Methode an Mitochondrien gehen auf die 1980er Jahre
zurlck (Sorgato et al. 1987). Entscheidend war die zweifelsfreie Zuordnung der
aufgezeichneten Kanalereignisse zu den Mitochondrien. Das Phasen-Kontrast-, das
Elektronen-Mikroskop und der erfolgreiche Nachweis von gegen die innere
Mitochondrienmembran gerichteten Antikdrpern ermdoglichten die eindeutige
Identifikation der Mitoplasten (Siemen et al. 1999). Das Auftreten bereits beschrie-
bener Kanéle der inneren Mitochondrienmembran war ebenfalls hilfreich. Die
eindeutige Zuordnung der beobachteten Kanalereignisse zur PTP gelang, well
typische Eigenschaften der Pore wie die besonders grol3e Leitfahigkeit von bis zu 1,4
nS, die Ca®*-Sensitivitat, die Spannungsabhangigkeit der Offenwahrscheinlickeit und
die spezifische Blockade durch CsA bekannt waren (Loupatatzis et al. 2002; Sayeed

et al., 2006). Fur die Untersuchung der biophysikalischen und pharmakologischen
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Eigenschaften der PTP ist die Patch-clamp-Technik im Vergleich zu anderen
Verfahren besonders geeignet. Die direkte Beobachtung eines einzelnen Kanals
kann durch keine andere Methode gewahrleistet werden. Bei anderen Verfahren
gehen meist Veranderungen indirekter Parameter wie die Abnahme des
Membranpotentials oder die Freisetzung intramitochondrialer Apoptose-Mediatoren
wie Cytochrom c als Mald fur die Aktivitdt der PTP in die Auswertung ein. Das
Flusssystem ermdglicht die Verabreichung von Testsubstanzen direkt auf den
einzelnen Mitoplasten und die Beobachtung der Wirkung in Echtzeit. Nicht zu
vernachlassigender Nachteil der Methode ist, dass Mitoplasten eine unphysio-
logische Zustandsform des Mitochondriums sind. Bei der Untersuchung der PTP
weist auch die Patch-clamp-Methode eine zeitliche Limitierung durch die begrenzte

Haltbarkeit der einzelnen patches auf.

In Bezug auf eventuelle neuroprotektive neben den allgemein zellprotektiven
Effekten des CsA liegt die Frage nahe, warum nicht mit Hirnmitochondrien gearbeitet
wurde. Untersuchungen der CsA-Wirkung an Hirnmitochondrien zeigen einen
deutlichen protektiven Effekt auf die Ca**-induzierte Offnung der PTP (Gizatullina et
al. 2011). Atmungsmessungen an Hirnmitochondrien der CypD-Ko-Maus sind
ebenfalls von Gizatullina et al. durchgefiuihrt worden und werden zur Verdéffentlichung
eingereicht. Dabei wurde keine klare CsA-Wirkung an der Ko-Maus nachgewiesen.
Hirnmitochondrien sind in der Regel deutlich kleiner und weisen eine wesentlich
geringere Modulierbarkeit der PTP (Kristal und Dubinsky 1997; Berman et al. 2000)
sowie ein einzigartiges Sensitivitatsmuster auf bekannte Inhibitoren der Pore auf
(Chinopoulos et al. 2003). Berichte tUber Patch-clamp-Experimente an Hirngeweben
gibt es beispielsweise fiir den mitochondrialen Ca**-abhangigen K*-Kanal vom BK-
Typ bei Astrocytomazellen (Augustynek et al. 2014) und Gliomzellen (Gu et al. 2014),

aber nicht fir die mitochondriale PTP.

4.2 Effekte von CsA auf den mitochondrialen Sauerstoffverbrauch bei Wildtyp-
und Knock-out-Maus

Die Atmungsexperimente zeigten deutliche Unterschiede der Ca**-Abhangigkeit und
der CsA-Wirkung bei Wildtyp- und Ko-Maus. Der erste Versuchsansatz mit

Bestimmung der State-3-Atmung in weitgehend nicht-ionischem Sucrose- und
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physiologischerem KCI-Medium (Abb. 4, 5) diente der Feststellung der Vergleich-
barkeit der Ausgangsbedingungen. Die Abhangigkeit der Atmung von der Art des
Mediums oder dem Maustyp sollte ausgeschlossen werden. Zusammensetzung und
lonenstarke des verwendeten Mediums beeinflussen die Sensibilitdt isolierter
Mitochondrien gegeniber auslosenden oder hemmenden Faktoren der
Permeabilitatstransition (Chavez et al. 1991; Chavez et al. 2003; Kupsch et al. 2009).
In unseren Experimenten fihrte weder der Wechsel des Mediums noch die
alternative Verwendung von WT- oder Ko-Maus zu einer signifikanten Anderung der
State-3-Atmung. Chavez et al., 2003 beschreiben verminderte Blockade durch CsA
in  Sucrose-Medium bei durch den Entkoppler CCCP (Carbonylcyanid-m-
chlorophenylhydrazon) induzierter Permeabilitatstransition. Es lag also nahe zu
prufen, inwiefern sich die Verwendung von Sucrose- oder KCI-Medium auf die CsA-
Blockade der Ca?*-induzierten Permeabilitatstransition auswirkt. Eine Abhangigkeit

der CsA-Wirkung vom Inkubationsmedium konnten wir nicht feststellen.

Im zweiten Versuchsansatz untersuchten wir die Ca?*-Abhangigkeit der PTP bei WT-
und Ko-Maus. Diese Experimente dienten gleichzeitig als Kontrolle fur den
nachfolgenden Einsatz von CsA (Abb. 6, 7). Die Zugabe von Ca®* (100 nmol/mg)
erhoht die Permeabilitat der IMM (Hunter et al. 1976). Die Aufnahme des freien Ca**
ins Mitochondrium erfolgt entlang des elektrochemischen Gradienten durch den hoch
selektiven mitochondrialen Ca?*-Uniporter (Hajnéczky et al. 2006; Stefani et al. 2011;
Baughman et al. 2011; Mallilankaraman et al. 2012). Die Akkumulation von Ca®" in
der mitochondrialen Matrix und die damit einhergehende Depolarisation fuhrt zur
Offnung der PTP, wobei die Ko-Mause eine deutlich hohere Calcium-
Retentionskapazitat aufweisen (Basso et al. 2005; Baines et al. 2005). Saures Milieu
in der Matrix senkt die Offenwahrscheinlichkeit der Pore (Bernardi et al. 1992).
Unsere Ergebnisse bei den Atmungsmessungen passen zu den Beobachtungen von
Basso et al., nach denen bei der Ko-Maus im Vergleich zum WT bei der Messung der
Calcium-Retentionskapazitat etwa die doppelte Menge Ca®* zur Offnung der Pore
notwendig war. In unserem Fall genligte bei der WT-Maus die einmalige Gabe von
50 uM Ca*" um die Pore zu 6ffnen. 1 mM Ca?* filhrte zu starkerer Offnung der Pore
und folglich starkerer Permeabilitatserhéhung der inneren Mitochondrienmembran,
was wiederum eine grof3ere Depolarisation durch den nichtselektiven Einstrom von
Ladungstragern durch die Pore nach sich zieht. Die nachfolgende Steigerung des O»-

Verbrauchs wird durch die Aktivierung der Atmungskette verursacht, die bestrebt ist,
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das urspringliche Membranpotential durch Protonentransport aus der Matrix

wiederherzustellen.

Es wird diskutiert, dass eine voriibergehende Offnung der PTP in einem Zustand
niedriger Leitfahigkeit méglich ist, in dem die Pore Ca**-selektiv ist (Ichas und Mazat
1998). Das konnte zur Pravention einer mitochondrialen Ca®**-Uberladung im Fall
einer starken Erhdhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration sinnvoll sein (Bernardi
und Stockum 2012). Die Anfange dieser Hypothese gehen auf Altschuld et al. (1992)
zuriick, die nachwiesen, dass CsA den Ca**-Ausstrom aus isolierten Kardiomyozyten
deutlich senken konnte. Neuere Untersuchungen an CypD-Knock-out-Mausen
unterstiitzen diese Hypothese. Elrod et al. (2010) wiesen erhdhte Ca?*-Akkumulation
in der mitochondrialen Matrix von Ko-Mausen nach. Nachfolgend kam es zur
Aktivitatserhbhung mitochondrialer Ca?*-abhéngiger Dehydrogenasen und zur
Umverteilung der Substratverwertung bei Herzarbeit von der Fettsdureoxidation zu
Gunsten der Glykolyse. Ko-Mause entwickelten im Vergleich zum WT Fettleibigkeit
im frihen adulten Alter mit starker Zunahme des weil3en Fettgewebes ohne deutliche
Anderung der Nahrungsaufnahme (Luvisetto et al. 2008). Diese Ergebnisse legen
eine Beteiligung des Cyclophilin D an der Funktion der PTP beim Ca®*-Ausstrom
nahe, was seine Bedeutung bei der Regulierung des globalen Energiehaushaltes
unterstreicht. Des Weiteren tolerierten kortikale Neurone aus adulten CypD-Ko-
Mé&usen hohere mitochondriale Ca®*-Konzentrationen und suggerieren damit eine
neuroprotektive Wirkung der Inaktivierung des CypD (Barsukova et al. 2011). Die
beschriebenen Effekte konnten erst bei sehr hohen Ca?*-Konzentrationen beobachtet
werden. Mdoglicherweise werden zunachst bekannte Mechanismen des mito-
chondrialen Ca®-Ausstroms durch den H*/Ca®- und den Na‘/Ca*'-Austauscher
genutzt und das einstrémende Ca®" sofort durch Puffersysteme auf niedrigem Niveau
gehalten (Chalmers und Nicholls 2003), bevor die Wirkung der CypD-regulierten PTP

zum Tragen kommt.

Auf unseren Versuchsansatz tbertragen bedeutet das, dass hohe Ca®‘-Konzen-
trationen in den Atmungsmessungen je nach Vorhandensein von CypD unter-
schiedliche Vorgange auslosen. Unabhéngig von CypD kommt es nach Poren-
offnung zur beschriebenen Steigerung der Atmungskettenaktivitdt, um das
urspriingliche AW wiederherzustellen. Zusatzlich kann die Ca*-Uberladung aber

auch mittels Ca?*-Ausstrom durch die CypD regulierte Offnung der PTP ausgeglichen
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werden. Fehlt CypD, kompensieren die Mitochondrien das durch eine deutlich

erhohte Ca?*-Akkumulation in der mitochondrialen Matrix.

Der letzte Versuchsansatz zeigt die Wirkung von CsA (Abb.8). In den 1980er Jahren
wurde Hemmung der Zellatmung, erhdhte Ca?*-Akkumulation in der mitochondrialen
Matrix und die Blockade der PTP als mitochondriale Wirkung von CsA beschrieben
(Jung und Pergande 1985; Fournier et al. 1987; Broekemeier et al. 1989; Crompton
et al. 1988). Die erhdhte Ca**-Akkumulation spiegelt sich in unseren Experimenten
am WT in der Verschiebung der Ca?*-Abhéngigkeit der Porenéffnung zu héheren
Konzentrationen nach CsA-Applikation wider. Der Effekt von CsA wird in der Literatur
als Desensibilisierung im Sinne einer hoheren Resistenz der Pore gegen Offnung
durch Ca* und P; beschrieben (Bernardi et al. 2006). In den Atmungsmessungen
sahen wir, anders als bei den Patch-Clamp-Experimenten, keine Wirkung von CsA
an den Ko-Mausen. Nakagawa et al. stellten fest, dass bei CypD-Ko-Mausen die
Ca?*-Aktivierung der CsA-sensiblen PTP fehlte (Nakagawa et al. 2005). Fehlende
CsA-Empfindlichkeit an Ko-Mausen bei vorhandener Ca®*-Stimulation der Pore unter
hohen Ca®*-Konzentrationen wurde in weiteren Experimenten beschrieben (Basso et
al. 2005). Die CsA-Sensitivitdt hangt von der Starke der mitochondrialen CypD-
Expression sowie dem Vorhandensein von P; ab (Li et al. 2012). Auch mit héherer
CsA-Konzentration konnten wir bei Atmungsmessungen keinen CsA-Effekt
beobachten. Die Erarbeitung einer Dosis-Wirkungs-Beziehung fir CsA an den Ko-
Maus mithilfe der Sauerstoffverbrauchsmessungen gelang uns nicht. Dieser
deutliche Widerspruch zu den Ergebnissen unserer Patch-clamp-Experimente ist
schwer zu erklaren. Die Methode der Sauerstoffverbrauchsmessung zeigt lediglich
ein indirektes Abbild der PTP-Aktivitat anhand der erlauterten Anderungen im O,-
Verbrauch nach Applikation von Ca** und NADH. Die Messung der PTP im Patch-
clamp-Verfahren ermdglicht die Beobachtung der CsA-Wirkung in Echtzeit und ist
damit deutlich préaziser. Des Weiteren wére eine Beteiligung von anorganischem
Phosphat als Modulator der PTP denkbar. Zahlreiche Studien beschreiben den
Zusammenhang von Pi-Gehalt in der Matrix und PTP-Aktivierung (Azzone und Azzi
1965a, 1965b; Crompton et al. 1988; Varanyuwatana und Halestrap 2012). Die
Hypothese, dass die PTP-Inhibierung durch an CypD gebundenes CsA Pj-abhangig
sei (Basso et al. 2008), konnte in nachfolgenden Experimenten nicht bestatigt
werden. Man sah stattdessen, dass P; keinen Einfluss auf die CsA-Wirkung bei WT-

Mausen oder auf die Offenwahrscheinlichkeit der PTP in Ko-Mausen hatte (McGee
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und Baines 2012) und beobachtete eine von CypD unabhé&ngige porenaktivierende
Rolle von P; (Varanyuwatana und Halestrap 2012). Um diese Ergebnisse mit unseren
Versuchen vergleichen zu konnen, muss bedacht werden, dass das fur die
Sauerstoffverbrauchsmessungen verwendete Sucrose-Medium P; enthalt, die in den
Patch-clamp-Experimenten verwendeten Losungen aber nicht. Die Hypothese eines
Pi-abhangigen CsA-Effektes von Basso et al. lasst sich anhand unserer Patch-clamp-
Ergebnisse nicht ohne weiteres Uberprifen. Das Vorhandensein von P; bei den
Atmungsmessungen kann also madglicherweise die CsA-Inhibition durch
aktivierendes P; Uberdecken, denn eine Dosis-Wirkungs-Beziehung konnte weder
beim WT noch bei der Ko-Maus gesehen werden. Die Lésung des Problems liegt

keineswegs auf der Hand und bedarf weiterer experimenteller Evaluation.

4.3 Einzelkanalableitungen von der PTP
4.3.1 Einzelkanalableitung der PTP

Die Einzelkanalableitungen an der IMM der Hepatozyten dienten der zweifelsfreien
Identifikation der PTP und der Erstellung einer Dosis-Wirkungs-Kurve fir CsA.
Wichtig war dabei die Berilicksichtigung anderer Faktoren, welche die Po der PTP
hatten beeinflussen kénnen. pH, Ca®*-Konzentration und Depolarisation scheinen
keine qualitativen Unterschiede in der Offnung der PTP zu verursachen (Sullivan et
al. 2005). Um auch quantitative Beeinflussungen der Po zu minimieren, wurden die
genannten Parameter in allen Experimenten konstant gehalten. Die Verwendung von
200 pM Ca*' in Test- und Kontrollldsungen garantierte eine anhaltend hohe Kanal-
aktivitat der PTP (Loupatatzis et al. 2002; Hansson et al. 2003).

Das Verhalten der abgeleiteten Kanalaktivitdt in isoosmotischer Badldsung ohne
Testsubstanzen entsprach sehr gut der von Szab6 und Zoratti (1992) beschriebenen
PTP. Die bei uns beobachtete maximale Leitfahigkeit von 1,4 nS lag nahe der von
den o. g. Autoren beschriebenen 1,3 nS. Es gibt nur einen Hinweis auf einen
anderen Kanal mit vergleichbar hoher Leitfahigkeit (1 nS) in der Literatur, der aber
durch die Signal-Peptide von Proteinen aktiviert wird (Martinez-Caballero et al. 2007).
Unterschiede in der Stromamplitude fuhrten wir auf das Vorhandensein von bis zu 2

PTPs in manchen patches zurtick. Wir beobachteten haufig stark variierende Kinetik,
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Springe auf Unterzustdnde mit geringerer Leitfahigkeit und auch komplette
SchlieBung des Kanals. Es ist unwahrscheinlich, dass diese Veranderung der
Leitfahigkeit durch die SchlieRung von zwei oder mehr verschiedenen lonenkanélen
zum gleichen Zeitpunkt zustande kam (Abb. 9a). CsA verursachte die typische
pharmakologische Blockade aller Unterzustande. Fir die erfolgreiche Untersuchung
des Effektes der Testsubstanz CsA, bendtigten wir eine Haltbarkeit des patches von
mindestens 15-20 min. Die Lebensdauer der patches wurde durch Haltepotenzial
und Ca®*-Konzentration beeinflusst. Die Verwendung hoher Ca?*-Konzentrationen
filhrt zu hoherer Gesamtaktivitit der PTP. Ca®" ist membranstabilisierend. Hohe
Ca?*-Konzentrationen bedingen eine geringere Membranflexibilitat, was sich
nachteilig auf die Haltbarkeit der patches auswirkt. Depolarisierende Haltepotenziale,
die zu haufigerem Auftreten des voll getffneten Zustandes der PTP bei maximaler
Leitfahigkeit fuhren, wirken sich ebenfalls negativ auf die Haltbarkeit des patches
aus. Bei einem Haltepotenzial von +20 mV und einer Ca**-Konzentration von 200 uM
erreichten wir bestmogliche Bedingungen. Da hohere Temperaturen die Offen-
wahrscheinlichkeit der PTP steigern, ist ebenfalls der Einfluss der Raumtemperatur
bei den Messungen zu berlcksichtigen (Loupatatzis et al. 2002). Die Auswirkung
kleinerer Schwankungen der Raumtemperatur sollte durch Normierung der

Offenwahrscheinlichkeit reduziert werden.

4.3.2 CsA-Effekt auf WT- und Ko-Maus, Charakterisierung anhand einer Dosis-

Wirkungs-Kurve

Wir untersuchten Unterschiede in der CsA-Wirkung an WT- und Ko-Maus mithilfe der
Patch-clamp-Technik. Erste Untersuchungen zur CsA-Wirkung an der PTP mithilfe
der Patch-clamp-Technik wurden von Szab6 und Zoratti (1991) an Lebermitoplasten
von Ratten durchgefihrt. Sie zeigten die Blockade der PTP in der Inside-out-
Konfiguration bei CsA-Konzentrationen grofRer als 0,01 umol/l im Bad innerhalb
einiger Sekunden. Die Applikation der CsA-Konzentrationen von 0,005 bis 2,0 umol/l
Uber eine 3-5 mm vom patch entfernte Kanlle zeigte keine Beziehung zwischen
CsA-Konzentration, Geschwindigkeit des Auftretens der Blockade und Offen-
wahrscheinlichkeit der Pore. Die Wirkstoffkonzentration an der PTP wurde bei dieser

Methode durch Ungenauigkeiten beeinflusst, da ein zeitgleiches Erreichen der
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verabreichten Konzentration am Ort der Wirkung nicht gegeben war. Auch mit dem
von uns verwendeten Sewer-pipe-System zur Applikation des CsA sind
Ungenauigkeiten hinsichtlich der zeitlichen Entwicklung des Blockade-Effektes nicht
auszuschlieBen. CsA-Konzentration, Entfernung des Flusssystems von der Pipetten-
spitze und Temperatur konnten Einfluss auf die Zeitdauer bis zum Eintritt der
Wirkung haben. Der Zeitfaktor ist auch bei unseren Messungen eine interessante
Grolke, da die Inhibition der PTP ein dynamischer Prozess ist, der langsam
einsetzend auch bei sehr niedrigen Konzentrationen zur vollstandigen Blockade
fuhrt, wenn man nur lange genug wartet. Um diese Dynamik auch bei unter-
schiedlichen Konzentrationen mdoglichst genau zu erfassen, wurde das Minuten-
segment, an dessen Beginn der Losungswechsel stattgefunden hatte und das durch
den Lésungswechsel kleine Messartefakte enthalten konnte, nicht naher analysiert.
Fur die folgenden 4 min wurde jeweils die P, bestimmt und gemittelt. Unabhangig
vom erreichten Grad der Blockade wurde danach das CsA ausgewaschen und der
Grad der Reversibilitat bestimmt. Da auf diese Weise am Beginn der Analyse immer
noch eine aktive Phase der PTP mit in die Analyse einbezogen wurde, war die
Einfihrung der GroBe A in Gleichung 3 sinnvoll, die auch bei hohen CsA-

Konzentrationen die anfangs gemessene Restaktivitat widerspiegelt.

Auch Szab6 und Zoratti beobachteten bei Inkubation von Mitoplasten in der
Mitoplast-attached-Konfiguration mit 200 nM CsA eine langsam entstehende
Hemmung der PTP. Erst nach ca. 25 min war die volle Blockade erreicht, woraus die
Schlussfolgerung gezogen wurde, dass CsA von der Matrixseite der IMM aus agiert.
Loupatatzis et al. (2002) fanden im Patch-clamp-Experiment unter 10 uM CsA eine
Verzogerung von 22 Sek bis zur Sichtbarkeit der Blockade und noch mehrfach kurze
Offnungen der PTP nach dieser Zeit. Bei unseren Experimenten gingen maximal 4
aufgezeichnete Minutensegmente in die Auswertung mit ein. Es ist nicht ausge-
schlossen, dass auch nach dieser Zeit noch weitere Offnungen der Pore erfolgten.
Wir konnten aufgrund dieser kirzeren Messdauer insbesondere bei hohen CsA-
Konzentrationen nicht die volle Blockade erfassen, sondern betrachteten die
Geschwindigkeit des Einsetzens der Blockade als Maf} fur die Starke des CsA-
Effektes.

Hansson et al. (2003) untersuchten mithilfe von Schwellungsmessungen an Hirn- und

Leberzellmitochondrien der Ratte eventuelle neuroprotektive Effekte von CsA nach
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ischdmischem Insult. Maximal mogliche Inhibition der Schwellung von Hirn-
mitochondrien in 50 pmol/l Ca?* als typischer pathologischer Konzentration nach
einem Insult wurde bei CsA-Konzentrationen von 500-1000 nmol/l beobachtet. Die
logarithmische Dosis-Wirkungs-Beziehung wies einen ICsp von 23 nmol/l auf.
Aufgrund unterschiedlicher Ca®*-Sensibilitat von Mitochondrien verschiedener
Gewebe verwendeten Hansson et al. bei den Schwellungsmessungen an
Leberzellmitochondrien eine Ca*-Konzentration von 200 pmol/l. Die gleiche
Konzentration verwendeten wir in unseren Patch-clamp-Experimenten. Hier
erreichten Hansson et al. maximale Schwellungsinhibition bereits bei 250 nmol/l CsA,
mit einer geschatzten ICso von 25 nmol/l. Die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung fur
CsA an Einzelkanalmessungen der PTP aus Rattenlebermitoplasten wurde erstmals
von Sayeed et al. (2006) untersucht. Bei CsA-Konzentrationen zwischen 10 nM und
maximal 5 UM und erhielten sie eine 1Cso von 26 nM (s. Abb. 11). Dieser Wert passt
gut zu den Ergebnissen von Hansson et al. (2003) und liegt auch nahe der
Schéatzung von Szabd und Zoratti (1991) von 10 bis 100 nM CsA fir eine deutliche
Inhibition der PTP.

Einzelkanalmessungen der PTP von CypD-Ko-Mausen wurden auch von Szabo6 und
Zoratti durchgefiihrt und zeigten groRRe Ahnlichkeiten der PTPs von WT- und Ko-
Mausen (Marchi et al. 2006). Einziger Unterschied war die fehlende CsA-Sensitivitat
bei den Ko-Mausen. Marchi et al. beobachteten aul3erdem bei 4 von 5 WT-
Lebermitoplasten eine inkomplette Blockade der PTP durch CsA mit residualem
Kanalfimmern und moglichem Ubergang in eine komplette Blockade. Die CsA-
induzierte Teilblockade erinnerte deutlich an das unruhige Gating einer unbe-
handelten PTP. Bei den CypD-Ko-Mausen trat keine vermehrte CsA-Teilblockade
auf. In unseren Patch-clamp-Experimenten an Lebermitoplasten der Ko-Mause
wurde die PTP nicht komplett unempfindlich auf CsA. Stattdessen stellten wir eine
Verschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve um 1,5 Zehnerpotenzen zu hdheren
Konzentrationen fest (Abb. 11). Daraus schlieRen wir, dass CypD die PTP fur CsA
sensibilisiert. In hohen Konzentrationen kann CsA die PTP auch in Abwesenheit von
CypD blockieren. Die Erklarung dieser Beobachtung ist schwierig. Denkbar ware das

Vorhandensein einer alternativen Bindungsstelle fir CsA.
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Cyclophiline kommen in vielen verschiedenen Organismen vor, unter anderem beim
Menschen (Trandinh et al. 1992), bei dem insgesamt 16 verschiedene Cyclophiline
gefunden wurden (Wang und Heitman 2005). CsA bindet an alle diese Cyclophiline
und inhibiert die PPlase-Aktivitat (Takahashi et al. 1989; Kajitani et al. 2008). Die
einzige mitochondriale Isoform der Cyclophiline ist das CypD (Connern und
Halestrap 1992; Galat und Metcalfe 1995). Die Bindung des CsA bei der Ko-Maus an
ein anderes Cyclophilin erscheint aufgrund des ausschlie3lich extramitochondrialen
Vorkommens der anderen Cyclophilin-lsoformen unwahrscheinlich. Giorgio et al.
(2013) beschrieben kurzlich eine Formierung der PTP aus Dimeren der FoF1-ATP-
Synthase mit einer CypD-Bindungsstelle am lateralen Stielteil der ATP-Synthase am
OSC-Protein (OSCP: oligomycin sensitivity conferring protein) (Giorgio et al. 2009).
Die Bindung des CypD verursachte eine partielle Inhibierung der ATP-Synthase-
Aktivitat. CsA verhinderte die Bindung von CypD an die ATP-Synthase und fihrte zu
einer Enzym-(Re-)Aktivierung. Bei Versuchen an Mitochondrien von CypD-Ko-
Mausen blieb diese stimulierende Wirkung des CsA aus, der Aufbau der ATP-
Synthase war nicht veréandert. Im Vergleich zu Mitochondrien der WT-Mause zeigte

das Enzym bei den Ko-Mausen eine héhere spezifische Aktivitat.

Die Bindungsstelle des CypD am OSCP entspricht der Bindungsstelle des
Benzodiazepins 423 (Bz-423), einem bekannten Inhibitor der ATP-Synthase
(Johnson et al. 2005; Stelzer et al. 2010). Mit dem Wissen um die Bedeutung des
CypD fur die Permeabilitatstransition vermuteten Giorgio et al. (2013) auch bei Bz-
423 eine PTP-induzierende Wirkung. In Gegenwart von Ca*" triggerte die Zugabe
von Bz-423 zu den Dimeren der ATP-Synthase die Offnung eines Kanals mit den
typischen Charakteristika der PTP. Man schlussfolgerte auf eine indirekte PTP-
induzierende Wirkung von Bz-423 und CypD (mit gleicher Bindungsstelle am OSCP),
da beide die sich auf die Permeabilitat der IMM auswirkten. Diese dargestellten
Zusammenhange werfen die Frage auf, ob die Anwesenheit des CypD als CsA-
Target essentiell fur dessen Wirkung ist, oder ob auch ohne CypD eine Wirkung des
CsA am OSCP mit Beeinflussung der Offenwahrscheinlichkeit der PTP in deutlich
abgeschwachter, aber detektierbarer Form moglich ist. Das entsprache dem Effekt,
den wir bei unseren Patch-clamp-Experimenten an den Lebermitoplasten der Ko-
Méause beobachten konnten. Eine Erkl&rung unserer Ergebnisse ist nicht trivial. Die
Inkonsistenz mit den bisher publizierten Ergebnissen zur CsA-Wirkung an der CypD-

Ko-Maus kann nur durch weitere Experimente an Mitochondrien und am PTP-
a7
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Einzelkanal beseitigt werden. Die Aufklarung des molekularen Wirkmechanismus des
CsA in allen Einzelheiten kénnte den Vorteil der Erweiterung des therapeutische
Nutzens vom bisherigen Einsatz als Immunsuppressivum zur weiteren Verwendung
bei Ischamie-bedingten Krankheitsbildern (Elrod und Molkentin 2013) bringen. Jedes
weitere Puzzlestick brachte die Wissenschaft auf dem Weg zur Klarung der

tatsachlichen Natur des Phdnomens PTP ein Stiickchen weiter.
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5. Zusammenfassung

Die mitochondriale Permeabilitatstransitionspore (PTP) befindet sich in der inneren
Mitochondrienmembran und spielt eine wesentliche Rolle bei den Vorgangen des
programmierten Zelltodes. Die Bedeutung der Pore sowie ihre molekulare Struktur
war in den vergangenen Jahren Gegenstand von Diskussionen. Das Protein
Cyclophilin D ist mit der PTP assoziiert. Der tatsachliche Stellenwert des Cyclophilin
D bei der Funktion der Pore ist vielfach kritisch untersucht worden und noch fern ab
endgultiger Klarung. Diese Arbeit veranschaulicht anhand von Atmungsmessungen
und Patch-clamp-Experimenten an Wildtyp- und Cyclophilin-D-Knock-out-Mausen die
Bedeutung des CypD fir das Phdnomen permeability transition. Nach Praparation
und osmotischer Schwellung wurden aus Lebermitochondrien der Mause Mitoplasten
hergestellt. Das Aufplatzen der &uf3eren Membran wéahrend der Vorbereitung machte
die innere Membran der Untersuchung zuganglich. Mithilfe der Patch-clamp-Technik
konnte ein groRer Ca®*-abhéngiger Kanal mit mehreren Unterzustanden und einer
Leitfahigkeit von bis zu 1,3 nS abgeleitet werden. Die Applikation von Cyclosporin A
bewirkte deutliche Blockade. Aufgrund der genannten Charakteristika konnte davon
ausgegangen werden, dass es sich um die PTP handelte. Es wurden vergleichende
Experimente an WT und Ko-Maus durchgefiihrt. Eine Charakterisierung des CsA-
Effektes auf die Offenwahrscheinlichkeit der Pore gelang durch Verwendung
verschiedener CsA-Konzentrationen. Die mithilfe der Michaelis-Menten-Kinetik
erstellten Dosis-Wirkungs-Kurven zeigten bei der Ko-Maus im Vergleich zum WT
eine Verschiebung der normierten Offenwahrscheinlichkeit der Pore um 1,5
GroRRenordnungen zu héheren Konzentrationen. In weiteren Experimenten wurde der
mitochondriale O,-Verbrauch gemessen. Bei der Ko-Maus stellte ich eine Ver-
schiebung der Ca**-Abhangigkeit der PTP zu héheren Konzentrationen fest. Eine
deutliche Blockade der PTP durch CsA konnte ich respirometrisch nur beim WT
darstellen. Die in unseren Patch-clamp-Experimenten gefundene Wirksamkeit von
CsA an der CypD-Ko-Maus wurde in der Literatur bisher nicht beschrieben. Denkbar
ware das Vorhandensein einer alternativen Bindungsstelle fir CsA. Die Aufklarung
des molekularen Wirkmechanismus des CsA in allen Einzelheiten, kénnte zu einer
Erweiterung des therapeutischen Nutzens im Bereich Ischamie-bedingter und
Apoptose-assoziierter Krankheitsbilder fihren und ware ein guter Ansatzpunkt far

weitere Experimente.
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