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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

When I get older losing my hair, many years from now.

Will you still need me, will you .s.t.ill feed me, when I’m sixty-four.

The Beatles

1.1 Leben heif}t Altern

Ob am dreiBligsten, am vierzigsten oder am fiinfzigsten Geburtstag — irgendwann hort es
jeder: das unerbittliche Ticken der biologischen Uhr — wir altern. Das Altern ist ein Prozess,
der nicht erst in hdherem Lebensalter beginnt, sondern von Geburt an unumkehrbar fortschrei-
tet. Eine Vielzahl von Einfliissen bedingt, dass Lebewesen altern. Umweltfaktoren, der Le-
bensstil, wie auch einschneidende Lebensereignisse beschleunigen den genetisch vorherbe-
stimmten Alterungsprozess.

Man unterscheidet zwei Formen des Alterns: das primére Altern und das sekundére Altern.
Als primédres Altern bezeichnet man den Alterungsprozess von Zellen, Organen und Organis-
men in Abwesenheit von Krankheiten, der die maximale Lebensspanne definiert. Dieser
Vorgang verlduft Spezies spezifisch und wird genetisch gesteuert. Prozesse des sekundiren
Alterns sind durch Krankheiten und entsprechende kompensatorische Anpassungen in Phéno-
typ und Funktion an akkumulierende Schiden und Funktionsstdrungen gekennzeichnet. Die
Forschung an experimentellen Modellorganismen (genetische Basis) untersucht somit das
primidre Altern; die Geriatrie/Gerontologie befasst sich mit den Vorgingen des sekundiren
Alterns. Die am Gesamtorganismus erkennbaren Alterserscheinungen haben ihre Ursachen in
vielfdltigen Verdnderungen auf zelluldrer Ebene. So existieren unterschiedliche Theorien und
Hypothesen, die das Zustandekommen dieser Verdnderungen mehr oder weniger schliissig

erldautern.
1.2 Klassische Theorien des primaren Alterns

(1) Die ,, Rate Of Living*“ Hypothese des Alterns wurde zu Beginn des letzten Jahrhunderts
durch vergleichende Beobachtungen aufgestellt. Demnach limitiert eine hohe Stoffwechselra-
te die maximale Lebensdauer eines Organismus, wogegen eine geringere Stoffwechselrate mit

einer hoheren Lebenserwartung verbunden ist (Rubner, 1908; Pearl, 1928). Abweichungen
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von dieser empirischen Regel wurden dieser Hypothese als kritische Argumente entgegen-
gehalten.

(2) Die ,, Theorie der freien Radikale* des Alterns entwickelte sich aus Beobachtungen
biologischer Effekte, die durch eine lingere Bestrahlung ausgelost wurden (Harman, 1956;
Harman, 1972; Beckman et al., 1998), sowie einer mit zunehmendem Alter daraus entstehen-
den Imbalance zwischen radikalbildenden und protektiven Mechanismen. Diese Theorie sieht
in der Entstehung von freien Radikalen die Ursache fiir alle Alterungsprozesse, die von Um-
weltfaktoren und vom Genom modifiziert werden konnen. Demnach ist die Ansammlung der
Schiden, die durch reaktive Oxidantien verursacht wurden, ausschlaggebend und limitierend
fiir die verbleibende Lebensspanne.

(3) Das ,, Hayflick-Konzept“: Wie Hayflick et al., 1961 zeigen konnten, sind Bindege-
webszellen in Kultur nur in der Lage sich maximal 60 mal zu teilen, und zwar immer langsa-
mer, bevor sie sterben — sie altern. Weil Hayflick seine Zelllinien immer wieder einfror, stellte
er weiterhin fest, dass sie sich trotz ihres ,,Eisschlafes* merken konnten, wie viele Teilungen
vor dem Einfrieren erfolgten. Taute man die Zellen auf, so teilten sie sich nur noch exakt so
viele Male, wie ihnen ohne den erzwungenen Schlaf geblieben wéren — ein zelluldrer Zéhlme-
chanismus (eine Art mitotische Uhr) war entdeckt. Das nach ihm benannte ,,Hayflick-
Konzept* beruht auf der Beobachtung, dass die Zelle bei jeder Teilung einen Teil ihrer Telo-
mere (Endstiicke der chromosomalen DNA mit einer grolen Anzahl von Wiederholungen
guaninreicher Oligonukleotidsequenzen) verliert, da fiir die Endstiicke dieser DNA-
Abschnitte kein Replikationsmechanismus existiert.

Diese urspriinglich voneinander unabhédngigen Theorien wachsen jedoch immer weiter zu-
sammen. In eukaryotischen Zellen ist die nichtenzymatische Bildung von Superoxidanionen
durch die mitochondriale Atmungskette der Haupterzeuger reaktiver Sauerstoffspezies (ROS;
Tabelle 1-1) (Abbildung 1-1; Boveris et al., 1973; Turrens, 1997). Das Konzept der Atmungs-
raten abhdngigen mitochondrialen Radikalproduktion verkniipft die ,,Rate Of Living* Hypo-
these (atmungsratenabhingige mitochondriale Radikalbildung) mit der ,,Theorie der freien
Radikale* des Alterns. Sie beschreibt sowohl durch mitochondrial gebildete ROS auftretende
Gewebeschéden, als auch degenerative Erscheinungen, die durch das Altern verursacht wer-
den (Harman, 1972; Sohal, 1991; Ku et al., 1993). Es gibt jedoch auch Untersuchungen, in
denen gezeigt wurde, dass einige Spezies eine wesentlich lingere Lebensspanne haben, als
ihre Stoffwechselrate erwarten lassen wiirde. Sie besitzen Mitochondrien, die unter definier-
ten Bedingungen nur eine sehr geringe mitochondriale ROS Produktion zeigen (Ku et al.,

1993; Barja, 1999).
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ROS Name

Bemerkungen

0,° Superoxid-Radikal

wird bei vielen Autooxidationsreaktionen gebildet

HO,' Perhydroxyl

protonierte Form von O,

H,0, Wasserstoffperoxid

Zwei-Elektronen-Reduktionszustand; haufig enzymatisch gebildet

HO® Hydroxyl-Radikal

Drei-Elektronen-Reduktionszustand; Entstehung metallkatalysiert

RO® R-Oxyl-Radikal

organisches Radikal; z.B. als Alkoxylradikal bei Lipidoxidation
gebildet

ROO*  R-Dioxyl-Radikal

organisches Radikal; z.B. Alkyldioxylradikal bei Lipidoxidation
gebildet

ROOH R-Hydroperoxyd

Protonierte Form von Dioxylradikalen; z.B. Lipidperoxid

Tabelle 1-1: Zusammenstellung biologisch reaktiver Sauerstoffspezies: Diese reaktionsfihigen

Radikale sind imstande, nahezu alle in lebenden Strukturen vorkommenden Verbindungen oxidativ zu

verdndern und damit funktionell schwer zu beeintrachtigen (Loffler et al., 1998).

Diese lange diskutierten Abweichungen von der ,,Rate Of Living* Hypothese halfen, eine

auffallende Korrelation zwischen mitochondrialen Lecks (Elektronen entweichen aus der

Atmungskette und bilden Superoxidanionen) und der Rate des primdren Alterns zu finden

(Perez-Campo et al., 1998).

Die Bildung von Superoxidradikalen in den Mitochondrien erfolgt an Komplex I und Kom-

plex III (Abbildung 1-1) in der Atmungskette (Ide et al., 1999). Hauptstelle der ROS-Bildung

ist der Elektronentransfer zwischen Coenzym Q und Komplex III (Turrens, 1997).

Pyruvat AcCoA Succinat Fumarat

Abbildung 1-1: Entstehung von ROS in der mitochondrialen Atmungskette: Durch das Entwei-

chen von Elektronen zwischen den einzelnen Komplexen der Atmungskette ist die Bildung von Su-

peroxidanionen moglich.
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Vom Semiquinon kann nichtenzymatisch ein Elektron zum molekularen Sauerstoff transfe-
riert werden. Das erfolgt meistens dann, wenn der mitochondriale Protonengradient hoch (pO,
ist hoch) und die Halbwertszeit von Semiquinon aufgrund geringen Elektronentransports in
der Atmungskette verldngert ist. Dafiir kann geringer ATP-Verbrauch eine mogliche Ursache
sein (Skulachev, 1996; Korshunov et al., 1997). In vitro-Analysen an isolierten Mitochond-
rien zeigten eine Superoxidanionproduktion von ca. 1-2 % des aufgenommenen Sauerstoffs
(Boveris et al., 1973). Dieser Anteil wird unter normalen Bedingungen in vivo jedoch noch

diskutiert.

1.3 Die Rolle der Mitochondrien beim Altern

In Sdugetieren sind an der Bildung der fiinf Komplexe der Atmungskette ca. 80 nukledre
Genprodukte direkt beteiligt (Komplex I: 43; Komplex II: 4; Komplex III: 10; Komplex IV:
10; Komplex V: > 10) (Saraste, 1999; Wallace, 1999; Smeitink et al., 2000). Lediglich
13 Proteinuntereinheiten werden durch das mitochondriale Genom codiert (Wallace, 1999).
Fiir die Synthese der mitochondrial codierten Proteine ist wiederum der Import kerncodierter
Proteinsignale notwendig (mitochondrialer Transkriptionsfaktor A: mtTFA, siehe Abbildung
1-2) (Larsson et al., 1997).

In Sdugerzellen kommt dem mtTFA eine zentrale Rolle bei der Koordination der Kern- und
mtDNA-Expression zu (Shadel ef al., 1997; Moraes, 2001). Er bindet nach dem Import in die
Mitochondrien an die mitochondriale DNA und ermdglicht zusammen mit anderen Faktoren
den Start der Transkription, wéhrend in Hefe der zum mtTFA homologe Faktor Abf2p ledig-
lich einen histonartigen mtDNA-Packungsfaktor darstellt (Lecrenier ef al., 2000). Da in Séu-
germitochondrien die Replikation an die Bildung von L-Strang-Transkripten gebunden ist, ist
der mtTFA auch Voraussetzung fiir die Replikation der mitochondrialen DNA in Siugerzel-
len. Endgiiltig ist diese Funktion jedoch noch nicht geklart, da z.T. eine sehr hohe Packungs-
dichte von mtTFA an der mitochondrialen DNA gefunden wurde (Takamatsu et al., 2002;
Kanki et al., 2004), die eine regulatorische Funktion weniger wahrscheinlich macht und auf
Hefe-analoge packaging-Funktionen hindeutet. Andererseits bewirkt eine erhohte Konzentra-
tion von mtTFA durch in vitro-Import (Garstka et al., 2003) oder durch Uberexpression tat-
sachlich einen Anstieg der Transkriptionsrate und des mtDNA-Gehalts (Noack et al., unverdf-
fentlicht).
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Translation

Matrixenzyme
z.B. Citrat-Synthase

mt-DNA
Abbildung 1-2: Zusammensetzung der Komplexe der Atmungskette: Der Aufbau der Atmungs-
kettenkomplexe in den Mitochondrien erfolgt sowohl durch mitochondrial wie auch kerncodierte

Proteinuntereinheiten. Die mitochondrial codierten Untereinheiten sowie deren Anzahl pro Komplex

sind durch die griinen Symbole dargestellt.

Fiir die Translation des Codes der mitochondrialen DNA sind 2 mitochondriale rRNAs und 22
tRNAs notwendig, die ebenfalls mitochondrial codiert sind (Wallace, 1999). Alle weiteren
Proteine, die fiir Aufbau, Funktion und Turnover dieser Organellen notwendig sind, sind
kerncodiert.

Nach der Endosymbionten-Hypothese sind Chloroplasten und Mitochondrien Nachkommen
einstmals selbstéindig lebender Bakterienzellen. Sie wurden von der Urform der Eukaryoten-
zelle phagozytotisch aufgenommen, aber nicht verdaut, sondern als Endosymbionten behal-
ten, wobei sich die Mitochondrien aus frei lebenden atmenden Eubakterien entwickelten,
wihrend die Chloroplasten aus Vorldufern von Cyanobakterien hervorgegangen sind. Von
ihrem urspriinglichen Genom haben Mitochondrien wie auch Chloroplasten nur noch einen
Bruchteil erhalten. Im Laufe der Evolution wurde der groBte Teil des Genoms in den Kern der
Wirtszelle transferiert oder ging vollstindig verloren. Um die Replikationsrate des mito-
chondrialen Genoms zu erhohen und damit die Verteilung auf die beiden Tochterzellen zu
gewdhrleisten wurde das mitochondriale Genom bei Siugern auf ca. 16.500 bp reduziert

(Wallace, 1999). Bemerkenswert dabei ist, dass neben der Verschiebung des genetischen
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Materials von Mitochondrien und Chloroplasten in den Kern noch codierende DNA in diesen
Organellen verblieb (Race ef al., 1999). Eine mogliche Erklarung dafiir ist die Notwendigkeit,
bestimmte kritische Proteine der Atmungskette nur dann und dort zu synthetisieren, wenn sie
benotigt werden. Somit konnen ungewollte Nebeneffekte des bioenergetischen Elektronen-
transports vermieden werden, wie z.B. die Bildung von Radikalen durch Lecks in der At-
mungskette (Allen, 1993). Voraussetzung dafiir ist eine schnelle, stabile, kurze, einfache und
redoxsensitive Signalkaskade fiir die Expressionskontrolle kritischer Komponenten der bio-
energetischen Membran.

Ein Kernproblem dieser zelluldren Symbiose ist somit der Umgang mit der potentiell gefahr-
lichen radikalbildenden Atmungskette. Wahrend einerseits die Ansammlung mitochondrialer
Schiaden als der entscheidende Motor des primdren Alterns diskutiert wird (vgl. 1.2 und
1.3.1), sehen die Gegner dieser Theorie diese Ansammlung als ein Epiphdnomen der Zellalte-
rung, die durch andere Mechanismen gesteuert wird (Harding, 1992; Rustin et al., 2000). Da
viele Details noch nicht vollstindig aufgeklért sind, wird die Kontroverse zum mitochondria-

len Altern noch eine Weile Bestand haben.

1.3.1 Gegenwartige Hypothesen des mitochondrialen Alterns

Mitochondriales Altern diskutiert die Rolle der Mitochondrien bei der Bildung von Radikalen,
welche die Alterungsrate beeinflussen (Harding, 1992; Rustin et al., 2000). Mitochondrien
unterliegen einer hohen Erneuerungsrate und haben eine nur auf wenige Wochen beschriankte
Lebensdauer (Menzies ef al., 1971). Dieser Umstand stellt ein generelles Problem fiir jede
Hypothese der mitochondrialen Radikalproduktion sowie der ursdchlichen Mechanismen des
priméren Alterns dar. Diese Art der ,,Reparatur durch Austausch ist ein wichtiges Prinzip fiir
die Korrektur der radikalinduzierten mitochondrialen Schiden (Beckman et al., 1998). Mate-
rial, welches einem stidndigen Austausch unterliegt, kann aber in zunehmendem Alter nicht
chronische Schiden akkumulieren (de Grey, 1997). Somit wurden Konzepte entwickelt,
wonach wéhrend des mitochondrialen Turnover die verbliebenen Bausteine nicht vollstéindig
abgebaut werden und in der Lage sind, die durch die mitochondriale Radikalproduktion her-
vorgerufenen Schiden zu akkumulieren. Diese Konzepte sind nicht zwangsldufig gegensétz-
lich, sie scheinen parallel zu koexistieren, wenngleich auch ihr Beitrag zum Prozess des Al-
terns im Allgemeinen unbekannt ist und abhidngig von Zelltyp und Organ stark variiert.

(1) Die ,, Mitochondrial-Lysosomal Axis‘ Theorie des Alterns sagt aus, dass oxidativ ge-

schiadigte Molekiile nicht immer vollstindig degradiert werden kénnen und sich in Lysoso-



Einleitung 7

men anreichern (Terman, 2001; Brunk et al., 2002). In proliferierenden Zellen werden oxida-
tiv geschidigte Molekiile und Organellen durch die Zellteilung und die anschlieBende Neu-
synthese effektiv verdiinnt (Sheldrake, 1974). Postmitotische Zellen hingegen sind stirker von
degradativen Prozessen abhdngig (Calpain, Proteasomen, Lyse), um sich effektiv von defek-
ten Makromolekiilen und Organellen zu befreien, wobei die Aktivierung von Calpain, einer
Calcium-abhéngigen Protease, am ischdmischen Herzen an der Stérung der mitochondrialen
Funktion beteiligt ist (Trumbeckaite et al., 2003). Lipofuscin, seit mehr als einem Jahrhundert
als das Alterspigment bekannt (Porta, 1991), ist ein protein- und cholesterinhaltiges braunli-
ches Gemisch lipo- und argentophiler Pigmente, das sich alters- und stoffwechselabhéngig in
Epithelzellen und Zellen mesenchymaler Herkunft anreichert. Die ,,Mitochondrial-Lysosomal
Axis*“ Theorie des Alterns nimmt an, dass oxidativ geschddigtes Material (mitochondrial und
nichtmitochondrial) weniger abbaubar ist und somit als Lipofuscin in Lysosomen akkumuliert
(Sohal et al., 1989; Brunk et al., 1992; Terman et al., 1998).

(2) Das Konzept der Bildung von Advanced Glycation End Products (AGE) als Alterungs-
mechanismus zeigt moglicherweise partielle Uberschneidungen zur ,Mitochondrial-
Lysosomal Axis“ Theorie. AGEs sind durch nichtenzymatische Glykierung und Oxidation
modifizierte Proteine und Peptide. Sie bilden sich aus Aminogruppen von Proteinen oder
Lipiden, welche reduzierenden Zuckern ausgesetzt werden. AGEs sind eine stark heterogene
Gruppe von Molekiilen, die oft mehrfache Querverbindungen eingehen kdnnen (Brownlee,
1995). Erhohte Glucosekonzentration und mitochondrial gebildete Radikale wirken zusam-
men und kénnen so zur Maillard-Reaktion (nichtenzymatische Braunung) fiihren (Nishikawa
et al., 2000; Giardino et al., 1996). AGEs verursachen durch verschiedene Mechanismen
pathologische Organverdnderungen. So induzieren extrazelluldire AGEs eine Signaltransduk-
tion fiir eine verdnderte Genexpression, indem sie als Ligand an unterschiedliche Membranre-
zeptoren binden (RAGES = Rezeptor fiir AGEs) (Yan et al., 1997). Sie binden 16sliche Cyto-
chemokine und dndern dadurch die Aktivitit dieser Mediatoren. Intrazelluldr gebildete AGEs
modifizieren den Abbau von Makromolekiilen (Brownlee, 1995; Brownlee, 2000; Pushkarsky
et al., 1997) und akkumulieren mdglicherweise mit Lipofuscin in den Lysosomen (s.0.). Die
Bildung von AGEs kann durch mitochondriale SOD oder mitochondriales Uncoupling (siche
1.3.2) verhindert werden.

(3) Die mitochondriale Radikalproduktion und die damit verbundene oxidative Schadigung
der mitochondrialen DNA konnen zur Bildung einer disproportionalen Atmungskette fiihren,
die eine weitere Erhohung der Radikalbildung auslost. Der dadurch entstehende Circulus

Vitiosus miindet in einen altersassoziierten apoptotischen Zellverlust. Diese Hypothese be-
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riicksichtigt neueste Erkenntnisse zur zentralen Rolle mitochondrialer apoptogener Signale
wihrend des mitochondrialen Alterns postmitotischer Zellen. Ein kritischer Schritt in der
Apoptose ist die starke mitochondriale Radikalbildung, welche teilweise durch Uberexpressi-
on der MnSOD teilweise unterdriickt werden kann (Wong et al., 1989). Durch die rdumliche
Nihe der mitochondrialen DNA zur Atmungskette als einem Ort der Radikalproduktion
(Abbildung 1-2) und der vermutlich schlechten Reparaturkapazitit der Mitochondrien, er-
scheint die mitochondriale DNA als mogliches Ziel radikalinduzierter Schiaden. Aufgrund der
hohen Dichte codierender Sequenzen der mitochondrialen DNA, ist zu erwarten, dass radikal-
induzierte Schiden zu einer gestdrten Neusynthese der mitochondrial codierten Untereinhei-
ten der Atmungskettenkomplexe fiihren (Beckman et al., 1998; Shigenaga et al., 1994;
Linnane ef al., 1989; Ozawa, 1997). Die Storung betrifft Komplexe mit einem hohen Anteil
mitochondrial codierter Proteinuntereinheiten mehr, als solche, die nur kerncodierte Unterein-
heiten enthalten (Abbildung 1-2). Dies flihrt zu einer disproportionalen Atmungskette, in der
aufgrund von Stauungen im Fluss der Elektronen eine erhohte Radikalbildung auftritt (Papa et
al., 1997). Die Theorie dieses mitochondrialen Circulus Vitiosus birgt jedoch zwei grundle-
gende Probleme. Zum Ersten verschwinden Zellen, die von diesem Zyklus beeinflusst wer-
den, aus den Organen. Dies erschwert eine Beschreibung, da nur ein geringer Teil (Zellen, die
gerade im Stadium der Apoptose sind) detektiert werden konnen. Zum Zweiten besitzen
Mitochondrien mehrere Genome, was in einem Problem des Grenzwertes resultiert: Wie viele
mitochondriale Genome miissen geschddigt sein, bis ein Effekt im Phénotyp dieser Mito-
chondrien eintritt? Wie viele Mitochondrien innerhalb einer Zelle miissen sich in ihrem Pha-
notyp verdndern, bis Apoptose induziert wird? Eine erhebliche Unterstiitzung fiir dieses Kon-
zept leitet sich jedoch aus der Analyse erblicher oder erworbener Mitochondriopathien ab.
Mutationen oder Deletionen der mitochondrialen DNA in befruchteten Eizellen fiihren zu
einem ,,Mosaik® betroffener Zellen in verschiedenen Organen der betroffenen Patienten.
Wihrend des Heranwachsens sind diese Patienten oft frei von Symptomen, im frithen Er-
wachsenenalter leiden sie jedoch unter degenerativen Verdnderungen dhnlich dem friihzeiti-
gen Altern von ZNS, Muskulatur, Herz und/oder anderen Organen (Wallace, 1992).

(4) Die ,, Reductive Hotspot*“ Hypothese des Alterns besagt, dass die durch oxidative Scha-
digungen in einer postmitotischen Zelle auftretenden Mutationen und/oder Deletionen der
mitochondrialen DNA im weiteren Verlauf der replikativen Zyklen der Mitochondrien klonal
expandieren. Das kann unter Umstidnden zu Mitochondrien fiithren, die frei von Wildtyp-DNA
sind. Unterstiitzt wird diese Selektion immer dann, wenn die deletierte mitochondriale DNA

einen Uberlebensvorteil fiir das betroffene Mitochondrium aufweist (z.B. keine oder wenig
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aerobe Atmung und daher verminderte oder unterdriickte Superoxidanionenbildung, die je-
doch auch zu einem Defizit in der ATP-Produktion fiihrt) (de Grey, 1997; de Grey, 2000).
Solche Zellen ohne mitochondriale Atmung sind auf ihre Plasmamembran-Redoxsysteme
angewiesen (Morre et al., 2001; Chueh et al., 2002). Diese kénnen zytosolisches NADH+H"
durch den Transfer der entstehenden Elektronen zu extrazellulirem Sauerstoff oxidieren,
wobei nicht nur Wasser, sondern manchmal auch extrazelluldre Superoxidanionen entstehen.
Diese bzw. von ihnen abgeleitete andere ROS konnen zur oxidativen Modifikation von extra-
zellulirem Material (z.B. LDL) fithren. Oxidativ modifiziertes LDL wiederum kann von
benachbarten Zellen aufgenommen werden und dort eine weitere Erhdhung der ROS-Bildung
induzieren, wodurch ein positiver Riickkopplungsmechanismus entsteht. Somit fiihrt die
klonale Verteilung der mtDNA-Schiden zu Zellen mit einem Mangel an aerober ATP-
Bildung und weiterhin verursachen entstehende Superoxidanionen oxidative Schéden in

benachbarten Zellen ohne groBBe mtDNA-Schiaden (de Grey, 1997; de Grey, 2000).

1.3.2 Intramitochondriale antioxidative Schutzmechanismen

Die oben beschriebenen Prozesse machen effektive und wirkungsvolle intramitochondriale
antioxidative Verteidigungsmechanismen notwendig, die auf unterschiedlichen Stufen wirken.

In der ersten Stufe wandelt die mitochondriale Superoxiddismutase (SOD) Superoxidanio-
nen in weniger gefdhrliches und diffusionsfiahiges H,O, um und ist damit einer der wesentli-
chen Bestandteile dieser Mechanismen. Eine transgene Inaktivierung dieses mitochondrialen
Enzyms (welches kerncodiert ist und in das Mitochondrium importiert werden muss) fiihrt zu
einer frithen postnatalen Letalitit mit Defekten im Herzen, Gehirn und anderen Organen
(Melov et al., 1999). Jedoch ist diese starke experimentelle Beeinflussung der mitochondria-
len Schutzmechanismen nicht dem moderaten oxidativen Stress in Herz und Gehirn wihrend
des normalen Alterns dquivalent.

Ein zweiter Schutzmechanismus ist die Senkung des Membranpotentials (A'Y) an der inne-
ren Mitochondrienmembran durch mildes Uncoupling (Entkoppeln der Atmungskette siehe
Abbildung 1-3) (Ricquier et al., 2000). Die kélteinduzierte Thermogenese in braunem Fett-
gewebe durch mitochondriale UCP (Nicholls et al., 1984) ist schon linger bekannt, wurde
aber durch Entdeckung neuer UCP (Fleury ef al., 1997) wieder aufgegriffen.

Physiologisches Entkoppeln generiert in braunem Fettgewebe Warme und wird durch UCP-1
vermittelt. AuBerhalb des braunen Fettgewebes werden noch UCP-1 und UCP-2, -3 und -4

exprimiert. Der mit dem Uncoupling verbundene Sauerstoff- und ATP-Verbrauch flihrt zu
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einer verminderten Bildung von ROS. Eine Uberexpression von UCP fiihrt zu mageren Miu-
sen mit Fresssucht und erhohtem O,-Verbrauch, deren Mitochondrien ein stark erhohtes
Uncoupling zeigen (Clapham et al., 2000; Moore et al., 2001). Eine Zerstérung von UCP-2
oder -3 bedingt eine erhohte mitochondriale Radikalproduktion (Erlanson-Albertsson, 2003;
Rousset ef al., 2004).

4H° 2H" n-H’

Intermerm”
pranraum

NADH+H" NAD*
Succinat Fumarat

Abbildung 1-3: Mitochondriales Uncoupling durch UCP: Durch Depolarisierung der inneren

Mitochondrienmembran werden unter ATP-Verbrauch Protonen in die Matrix zuriickgepumpt.

Durch mildes Uncoupling wird die dritte Stufe der mitochondrialen antioxidativen
Schutzmechanismen angestoBen, die eine reversible permeability transition durch die Off-
nung von Megaporen (mitochchondrial membrane permeabilization — MMP) beinhaltet.
Verantwortlich hierfiir sind Proteine der dufleren Mitochondrienmembran (z.B. VDAC —
voltage dependent anion channel) und der inneren Mitochondrienmembran. (z.B. ANT —
Adenin-Nucleotid-Translokator), die durch proapoptotische Mitglieder der BCL-2-
Proteinfamilie (Bax, Bak, Bid, Bim, Bad) aktiviert werden. Es kommt dadurch zu einer weite-
ren Absenkung von AY (Kroemer et al., 2000).

Im weiteren Verlauf entsteht daraus in Stufe 4 eine irreversible permeability transition, die
eine Freisetzung apoptotischer Signale (Cyt c, AIF) verursacht. Zusétzlich kommt es zu einer
osmotischen Matrixschwellung aufgrund der Porenbildung durch ANT in der inneren Mito-
chondrienmembran, die zu einem Aufreilen und somit zur Zerstérung des Mitochondriums
filhren kann (Desagher et al., 2000). Perimitochondrial aktivierte Caspasen eliminieren die
geschidigten Mitochondrien durch Mitoptose, wogegen eine Proliferation iiberlebender Mito-

chondrien eintritt (Bernardi et al., 1994; Pastorino et al., 1994; Halestrap et al., 1998).
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Die fiinfte Stufe stellt sich in der generalisierten permeability transition vieler Mitochond-
rien dar, in deren Folge die aktivierten Caspasen zur apoptotischen Eliminierung der Zelle

fiihren (Kroemer ef al., 2000).

1.3.3 Pravention des (mitochondrialen) Alterns?

Nicht primir eine Verlidngerung des Lebens, sondern vor allem das gesunde Alterwerden und
damit eine Steigerung der Lebensqualitét sind das Anliegen einer Pravention des Alterns. Zur
Frage, ob korperliche Aktivitdt bzw. Sport ,,unndtige Erkrankungen® oder vorzeitige Erkran-
kungen verhindern oder verzogern kann, liegen gerade im Bereich der koronaren Herzkrank-
heit bzw. der Herz-Kreislauf-Erkrankungen eine Vielzahl epidemiologischer Studien vor
(Sesso et al., 2000; Drygas et al., 2000; Blair et al., 1993; Paffenbarger et al., 1994).

Durch gesundheitsorientierten Sport kann eine Pravention des Alterns erreicht werden. Kon-
krete Empfehlung der American Heart Association (AHA 1996) und des American College of
Sports Medicine (ACSM 2000) fordern, dass regelméBig, moglichst taglich, eine moderate
korperliche Aktivitidt von mindestens 30 Minuten Dauer, insbesondere mit Ausdauercharakter
und mittlerer Intensitdt absolviert werden sollte. Explizit werden vor allem die klassischen
Ausdauersportarten wie Joggen, Walking, Radfahren, Skilanglauf oder Schwimmen empfoh-
len, mdglichst in Kombination mit einem aktiven Freizeitverhalten mit regelmiBigen Spazier-
gingen, haufigen FuBwegen, sowie Haus- und Gartenarbeit.

Die einzige experimentelle Manipulation, die eine bestindige Erniedrigung der Alterungsrate
in allen Spezies gezeigt hat, ist die der Langzeit Caloric Restriction (Sohal et al., 1996;
Weindruch et al., 1997). Eine einjéhrige kalorische Restriktion von 40 % der Standarddiit bei
jungen adulten Ratten erniedrigte die Rate der Radikalproduktion durch Komplex I in kardia-
len Mitochondrien in vitro sowie den Grad der oxidativen Schiden der mitochondrialen DNA,
ohne das Ausmaf} derartiger Schdden auf die nukledre DNA zu beeinflussen (Gredilla ef al.,
2001).

Weiterhin konnte eine Verringerung von Anzeichen oxidativer Schiddigungen in mitochondri-
alen Proteinen gezeigt werden (Pamplona et al., 2002). Ahnliche Daten wurden an Stellen von
Sarkopenie des Skelettmuskels gefunden (Drew et al., 2003; Aspnes ef al., 1997), wobei der
Effekt auf die Mitochondrien zwischen unterschiedlichen Muskeltypen differierte.

Wihrend diese Daten deutlich zeigen, dass das mitochondriale Altern wesentlich verzogert
werden kann, ist bislang noch kein mdglicher Mechanismus bekannt, der diese Verzégerung

erkliren wiirde. Spekulationen iiber Anderungen der DNA-Reparaturkapazitit, Stresshormone
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oder die Expression von stress resistance-Genen (Drew et al., 2003) deuten auf einen nuklea-

ren Mechanismus hin, der durch kalorische Restriktion beeinflusst wird.

1.4 Auswirkungen des Alterns auf das Herz

Mit zunehmendem Alter bildet sich das Herzmuskelgewebe schrittweise um. So findet sich
zum Beispiel im Herzmuskel alternder Menschen vermehrt Bindegewebe. Diese Verdnderun-
gen stellen mogliche Ursachen fiir altersbedingte Krankheiten dar. Bei élteren Menschen
besteht in der Regel eine schlechtere Féhigkeit des Herzmuskels zur Kontraktion, was zu
einer Einschrankung des Herzschlagvolumens fiihrt. Kann durch mangelnde Kraft des Her-
zens pro Herzschlag nicht mehr so viel Blut ausgeworfen werden, miissen korperliche Belas-
tungen iiber eine Steigerung der Pulsfrequenz aufgefangen werden. Dabei steigt der Sauer-
stoffverbrauch des Herzens deutlich gegeniiber dem jiingerer Menschen an.

Eine mdgliche Folge davon sind Kardiomyopathien, d.h. Erkrankungen des Herzmuskels, die
mit einer Funktionsstorung einhergehen. Die bei weitem haufigste Form der Kardiomyopathie
ist die dilatative Form (DCM); hdamodynamisch handelt es sich um einen {iberwiegend systo-
lischen Pumpfehler. Bei einem Grofteil diirfte sie Folge einer entziindlichen viralen oder
sekundiren immunmediierten Pathogenese sein. Von den spezifischen DCM sind auflerdem
die ischamische, die hypertensive und die toxische Kardiomyopathie von Bedeutung (Folsch
et al., 2000). Weiterhin kann eine gestorte Erregungsleitung zu Herzrhythmusstérungen fiih-
ren. Unter den organischen Ursachen sind ischdmische, degenerative und postinflammatori-
sche Ursachen am héufigsten zu nennen. Schon ab dem 30. Lebensjahr beginnen sich auch die
Winde der Blutgefille zu verdndern. Im hoheren Alter tritt vermehrt Arteriosklerose auf.
Verengungen und Verhdrtungen der Blutgefdfe fithren zu einer verminderten Anpassungsfa-
higkeit des Kreislaufes an Belastungen. Sind auch die Herzkranzgefa3e von arterioskleroti-
schen Plaques betroffen, kann dies zur Ausprdgung einer koronaren Herzkrankheit (KHK)
fiihren, die wiederum in einen Myokardinfarkt miinden kann (Folsch ez al., 2000).
Histomorphologische Befunde zeigen eine Reduktion der Myozyten des linken Ventrikels im
Alter, wobei dies bei Miannern stirker als bei Frauen beobachtet wird. Das ist jedoch kein
Ergebnis des priméren Alterns, sondern vielmehr eine Folge vorangegangener Erkrankungen
(Myokarditis, Mikroinfarkte). Untersuchungen der Zellkerne zeigen Anzeichen von Apoptose
und Nekrose. Als Konsequenz kommt es fiir die verbleibenden Myozyten bei gleich bleiben-

der Herzgeometrie zu einer Uberlast. Eine Verinderung des Phinotyps zeigt sich dann auf
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unterschiedlichen Ebenen. So kommt es zu einer Hypertrophie der Myozyten, zur Einlagerung
von Bindegeweben, der Verbindung (Coupling) einzelner Myozyten, einer gestorten Erre-
gungsleitung und zu Verdnderungen von Rezeptoren und damit der Signaltransduktion.

Die kritische Abnahme der Blutauswurfleistung des Herzens mit einer Gefdhrdung der Or-
gandurchblutung und drohendem Kreislaufversagen wird als Herzinsuffizienz bezeichnet.
Eine solche Herzinsuffizienz ist hdufig Folge verschiedener Herzerkrankungen und betrifft
vor allem die éltere Bevolkerung. In bis zu 70 % der Fille ist sie durch eine Pumpschwiéche
des Myokards aufgrund einer koronaren Herzkrankheit bedingt. Richtungsweisende Sympto-
me sind eine Abnahme der korperlichen Belastbarkeit, Luftnot und Unterschenkelodeme. Die
Herzinsuffizienz ist als ein Sammelbegriff aufzufassen und darf nicht unabhidngig von der
zugrunde liegenden Herzerkrankung gesehen werden. Die Funktionsstérung kann sowohl
durch eine primdre Herzmuskelschwiche als auch durch krankhafte Verdnderungen anderer
Herzabschnitte, z.B. der Herzklappen oder des Herzbeutels hervorgerufen werden. Der mani-
festen Herzinsuffizienz mit klinischen Symptomen geht zumeist eine frithe kardiale Funkti-
onsstérung, eine so genannte ventrikuldre Dysfunktion voraus. In diesem frithen Stadium ist
bereits echokardiographisch ein erhéhter Fiillungsdruck in der linken Herzkammer nachweis-
bar. Zur Charakterisierung der Herzinsuffizienz werden verschiedene Termini verwendet. In
Bezug auf den zeitlichen Ablauf unterscheidet man eine meist schnell verlaufende akute
Herzinsuffizienz, z. B. bei einem akuten Myokardinfarkt, und eine chronische Herzinsuffi-
zienz. Je nachdem ob die linke oder rechte Herzkammer mafligebend am Pumpversagen betei-
ligt ist, wird eine Linksherzinsuffizienz von einer Rechtsherzinsuffizienz unterschieden. Die
klinischen Symptome sind hier zum Teil sehr unterschiedlich. Ist die Pumpfunktion beider
Herzkammern eingeschrinkt, spricht man von einer globalen Herzinsuffizienz.

Die Verdnderungen, die in insuffizienten Geweben auftreten, gleichen denen in Geweben alter
Patienten (Lakatta et al., 2000; Lakatta, 2002). Durch die funktionellen Ahnlichkeiten der
experimentellen Herzinsuffizienz zum Altersmyokard in Tiermodellen stellt die Herzinsuffi-
zienz mit thren Symptomen ein geeignetes Modell fiir die vorzeitige Alterung des Herzens
dar. Gewebe insuffizienter Patienten sind fiir Forschungszwecke leichter erhéltlich, als Gewe-
be alter Menschen. Humanes Altersmyokard ist in der Regel nicht verfiigbar. Aus diesem
Grund eignen sich die Proben insuffizienten Myokards sehr gut, um altersabhingige Verdnde-
rungen an humanen Proben zu untersuchen.

Ein durch Apoptose verursachter Myozytenverlust wurde bei einer Reihe von kardiovaskulé-
ren Erkrankungen beobachtet. Das Absterben von Kardiomyozyten durch Apoptose ist damit

ein prominentes pathologisches Merkmal der chronisch ischdmischen Herzinsuffizienz und
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des Myokardinfarkts und wird mit Erkrankungen wie der arrhythmogenen rechtsventrikuldren
Kardiomyopathie, bei der kardiale Arrhythmien im Vordergrund stehen, in Zusammenhang
gebracht. Die Apoptose von Kardiomyozyten kann durch Hypoxie, eine wichtige Komponen-
te der Ischdmie und der durch sie ausgeldsten elektrischen Storungen, experimentell ausgeldst
werden. So konnte beim Menschen im Myokard terminal insuffizienter Herzen vermehrt
Apoptose von Kardiomyozyten gefunden werden (Narula et al., 1996; Olivetti et al., 1997,
Saraste et al., 1999). Allerdings variieren die Angaben iiber das Ausmal} an betroffenen Kar-
diomyozyten zum Teil betridchtlich. Verschiedene Tiermodelle, wie zum Beispiel Tachysti-
mulation (supranormale Herzfrequenz durch elektrische Schrittmacher) oder intrakoronare
Embolie in Hunden, spontan hypertensive Ratten oder Aortenstenose in Ratten, zeigten eine
deutliche Korrelation zwischen dem Auftreten von Apoptose und der Entstehung einer Herz-

insuffizienz (Li et al., 1997; Liu et al., 1995; Sharov et al., 1996; Teiger et al., 1996).
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1.5 Aufgabenstellung

Prozesse der Alterung sind mit mitochondrialen Verdnderungen verbunden. Im Altersmyo-
kard wurden akkumulierende Schiden der mitochondrialen DNA gezeigt, die moglicherweise
Ursache mitochondrialer Funktionsstorungen sind. Bisher sind jedoch noch nicht alle dafiir
verantwortlichen Mechanismen untersucht. Die Aufgabe der vorliegenden Dissertation zur
Klarung von Zusammenhingen zwischen ausgewéhlten funktionellen Parametern der Mito-

chondrien und der mitochondrialen Transkription bestand in folgender Vorgehensweise:

In einem ersten Teilansatz sollte mittels respirometrischer Messungen durch eine geeignete
Kombination verschiedener Substrate und Hemmstoffe die Funktion der Mitochondrien in
einer permeabilisierten Muskelfaser untersucht werden, um damit mogliche Stoérungen im
Energiestoffwechsel aufzukliren.

In einem zweiten Ansatz sollten funktionelle Parameter der mitochondrialen Atmungskette
durch Bestimmung der Enzymaktivititen erfasst werden. Hier sollten durch Messungen an
mehreren unterschiedlichen Komplexen der Atmungskette mdgliche Imbalancen aufgezeigt
werden (vgl. 1.3.1).

In einem dritten Schritt sollte die Quantifizierung von drei mitochondrialen Transkripten
erfolgen, die liber eine gemeinsame Promotorstruktur gesteuert werden. Dabei sollte von
jedem Primartranskript des mitochondrialen Genoms exemplarisch ein Gen ausgewahlt wer-
den. Um einen Vergleich zu nukledr codierten Genen zu erhalten, sollte zusétzlich ein kern-
codiertes Gen fiir ein mitochondriales Protein untersucht werden. Weiterhin sollte die Expres-
sion des mitochondrialen Transkriptionsfaktors mtTFA als mogliche regulatorische Kompo-
nente im Alter bestimmt werden.

AbschlieBlend sollte in einem 4. Ansatz die mitochondriale DNA mittels Southern Blot un-
tersucht werden, um sowohl Aussagen iiber die Quantitdt der mitochondrialen DNA als auch
tiber mogliche Schidigungen (Deletionen) treffen zu konnen.

Fiir die geplanten Experimente sollten dabei im Tiermodell alte und junge Ratten verschiede-
ner Stimme eingesetzt werden. Fiir die Untersuchungen an humanen Proben war der Einsatz
von insuffizientem Myokard und Spendermyokard vorgesehen. Diese Gewebe sind zum einen
leichter erhiltlich, als Gewebe alter Menschen und zum anderen stellt die Herzinsuffizienz

mit ihren Symptomen ein Modell fiir die vorzeitige Alterung des Herzens dar (vgl. 1.4).
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2 MATERIAL

2.1 Tierische Gewebe

Fiir die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden Organe bzw. Organteile ausschlie3-
lich von méannlichen Ratten verwendet. Die Haltung und Priparation der Tiere erfolgte in
enger Zusammenarbeit mit dem Institut flir Umwelttoxikologie der Martin-Luther-Universitét
Halle-Wittenberg unter der Leitung von Frau Prof. Dr. H. Foth.

Fiir die Experimente wurden Sprague-Dawley-Ratten (Hsd: Sprague-Dawley — Auszucht-
Ratten') und Fisher-Ratten (F344/NHsd — Inzucht-Ratten?) eingesetzt, um mdgliche Unter-
schiede zwischen diesen Stimmen darstellen zu kdnnen. Die Tiere wurden von Harlan Win-
kelmann (Harlan Winkelmann GmbH, Borchen) bezogen.

Es handelte sich um gesunde Tiere, deren Organe unterschiedlichen Experimenten dienten. In
der Regel wurden den Tieren nach Betdubung mit Pentobarbital (Sigma Aldrich, Deisendorf)
die Organe entnommen. Herz- und Skelettmuskeln wurden entsprechend der jeweiligen Auf-
gabenstellung prépariert. Gewebe fiir die Untersuchung der Genexpression und Enzymaktivi-
tdt wurden unverziiglich in fliissigem Stickstoff eingefroren, Gewebe fiir die Mikrorespiro-
metrie in 4 °C kalten Storagepuffer liberfiihrt. Diese Materialien wurden in Kooperation mit
verschiedenen Arbeitsgruppen der Medizinischen Fakultit der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg verwendet.

Die fiir die Versuche notwendigen genehmigten Tierschutzantrige lagen vor.

" Inzucht: Verpaarung verwandter Tiere. Eine Tierpopulation ist dann ein Inzuchtstamm, wenn mindestens
20 Generationen fortlaufend eine Bruder-Schwester- bzw. Eltern-Nachkommen-Paarung durchgefiihrt wurde.
Durch die Zunahme der Homozygotie sinkt die genetische Varianz. Die Tiere sind krankheitsanfalliger, reagie-
ren stirker auf Stressoren und sind weniger anpassungsfahig. Demgegeniiber zeigen sie stammesspezifisch in
hohem MafBle gleiche Reaktionen. (Inzuchttiere sind eineiigen Zwillingen gleichzusetzen). Viele polyfaktoriell
bedingte Merkmale werden dadurch gefestigt und relativ konstant weitergegeben: Tumorraten, LD50, ED50
(Ansprechen auf Pharmaka, Strahlung, etc.) u.a.

2 Auszucht: Kreuzen zweier Tiere, die nachweislich iiber mindestens sechs Generationen keine gemeinsamen
Vorfahren besitzen. Eine Auszuchtpopulation ist gekennzeichnet durch eine konstante Heterozygotie. Auszucht-
tiere sind vitaler, fruchtbarer und anpassungsfahiger. Damit erreicht man eine neue Population mit breitem
Reaktionsspektrum (biologisch divergent). (nach: Heinecke H. Angewandte Versuchstierkunde. Urban & Fischer
Verlag. 1989; Jena)
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2.2 Humane Gewebe

Im Rahmen dieser Arbeit wurde humanes Probenmaterial verwendet. Es handelte sich dabei
um Myokardgewebe aus der Universititsklinik und Poliklinik fiir Herz- und Thoraxchirurgie
der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg unter der Leitung von Prof. Dr. R.-E. Silber.
Weiterhin stand eine Skelettmuskelbiopsie aus der Universitétsklinik und Poliklinik fiir Neu-
rologie der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg unter der Leitung von Prof. Dr.
S. Zierz zur Verfiigung.

Von den explantierten Herzen mit terminaler Herzinsuffizienz wurde bei der Transplantation
linksventrikulidres Myokard (LV) entnommen. Bei der Gewebeentnahme wurde darauf geach-
tet, die Proben aus nicht sichtbar infarzierten Bereichen des Herzens zu erfassen. Fir die
Kontrollen stand Gewebe des linken Ventrikels von Spenderherzen zur Verfiigung, die aus
verschiedenen klinischen Griinden nicht transplantiert werden konnten. Die Myokardproben
wurden unverziiglich nach ihrer Entnahme in fliissigem Stickstoff eingefroren und dort bis zu
ihrer weiteren Verwendung gelagert. Von den 43 Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz
waren 20 an einer ICM® erkrankt (55,7 £ 1,3 Jahre) und 23 an einer DCM* (49,0 £ 1,9 Jahre,
p < 0,01). Die Patienten mit DCM hatten eine schlechtere Herzfunktion (EFS: 21,8 £ 1,6 %
DCM vs. 27,5 £ 2,0 % ICM, p < 0,05; PCW6; 23 £2 mm Hg DCM vs. 17 = 2 mm Hg ICM,

3 Die ischimische Kardiomyopathie (ICM) zeichnet sich dadurch aus, dass dem myokardialen Sauerstoffbedarf
ein nur unzureichendes Sauerstoffangebot gegeniibersteht und dadurch eine akute oder chronische myokardiale
Dysfunktion die Folge ist. In der ganz iiberwiegenden Mehrzahl der Félle ist dies auf eine unzureichende Perfu-
sion bei koronarer Herzkrankheit (KHK) zuriickzufiihren. Sie stellt somit das Endstadium der koronaren Herzer-
krankung dar. Eine systemische Hypotonie, z.B. beim Kreislaufschock kann jedoch dieselbe Wirkung haben.
Eine Ischdmie der Herzmuskulatur kann auch durch verminderte Sauerstofftransport- oder bindungskapazitét des
Bluts oder durch einen erhdhten Sauerstoftbedarf des Myokards bedingt sein.

* Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) ist durch eine Dilatation des linken und/oder rechten Ventrikels mit
begleitender schwerer Einschrénkung der Pumpfunktion gekennzeichnet (iiberwiegend systolische Kontraktions-
storung). Nach einer Erkrankung des Herzmuskels, die eine Schiddigung hinterlassen hat, kann eine einge-
schriankte Pumpfunktion mit einer Vergroferung beider Herzkammern als Folgekrankheit auftreten. In jedem
Stadium der Erkrankung kann es zu Herzrhythmusstdrungen sowie einem plotzlichen Herztod kommen.

> ejection fraction: Die Auswurffraktion wird echokardiographisch gemessen und beschreibt die Pumpleistung
des Herzens.

6 pulmonary capillary wedge: Der PCW wird iiber einen Einschwemmkatheter gemessen und ist ein MaB fiir den

Fiillungsdruck des linken Ventrikels.
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p=0,07). Der CI’ und das Geschlechtsverhiltnis (21 3/2 @ bei DCM und 18 /2 Q) waren
in beiden Gruppen dhnlich. Die Patienten mit DCM hatten in allen Fillen angiographisch
normale Koronararterien. Von den Spenderherzen (n = 10), die nicht zur Transplantation
verwendet wurden, wurden keine hamodynamischen Daten ermittelt. Die Patienten wurden
vor dem Eingriff iiber die Verwendung des anfallenden Materials informiert und gaben ihre
Einwilligung zu wissenschaftlichen Untersuchungen. Die Verwendung des humanen Materi-

als wurde von der Ethikkommission der Universitit genehmigt.

2.3 Bakterienstamme und Vektoren

E. coli-Stamm Genotyp Referenz
TOP10F’ F’ [lacl® Tnl0 (Tet™)] merA A(mrr-hsdRMS-merBC) | Invitrogen
®80lacZAM15 AlacX74 recAl deoR araD139 A(ara- | (Groningen, NL)
lew)7697 galU galK rpsL (Str™) endA1 nupG

Plasmid Merkmale Referenz
pCR®H-TOPO AmpR, Kan®, MCS im lacZ-Gen Invitrogen
M13 und T7 Primerbindungsstellen (Groningen, NL)

2.4 Gerate und Chemikalien

Bakterienschiittler Certomat U/H Braun, Melsungen
Brutschrank Memmert GmbH + CoKG, Schwabach
Eppendorf Tisch- und Tischkiihlzentrifugen Eppendorf, Hamburg

Mini, Midi und Maxi Gel-System MWG Biotech AG, Ebersberg

Power Supply PS 250 und PPS 200-10 MWG Biotech AG, Ebersberg
PowerPac 3000 Supply und 200/2.0 BioRad, Miinchen

Refrigerated Superspeed Zentrifuge RC-5B  Sorvall, Newtown USA
Spektralphotometer Biochrom 4060 Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
UV-Transilluminator Schiitt, Gottingen

7 cardiac index [I/min/m*Ao]: Der cardiac index ist definiert als das durchschnittliche Herz-Zeit-Volumen,

dividiert durch die Korperoberfliache.



Material 19

Photometer Beckmann DU 600 Beckman Coulter, UnterschleiBheim
Priazisionswaage KERN 770/GS/GJ Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern
Oxygraph Oroboros® Anton Paar, Graz, Osterreich
Ultra-Turrax IKA-Werke, Staufen

Die verwendeten Oligonukleotide (Primer) wurden von MWG (MWG Biotech AG, Ebers-
berg) synthetisiert. Die Reaktionen erfolgten idR. in 500 pl Tubes (Biozym Diagnostik
GmbH, Hess. Oldendorf) in einem Thermocycler (TRIO-Thermoblock, Biometra, Gottingen).

Chemikalien, Enzyme, Feinchemikalien und Kits wurden in analysenreiner Qualitit von

folgenden Firmen bezogen:

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe Invitrogen, Karlsruhe

InViTek GmbH, Berlin Merck, Darmstadt

Peqlab, Erlangen Promega GmbH, Mannheim

Qiagen, Hilden Roche Diagnostics, Mannheim

Serva, Heidelberg Sigma Aldrich, Deisendorf
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3 METHODEN

3.1 Mikrorespirometrische Messungen

3.1.1 skinned fiber-Technik zur Permeabilisierung der Muskelfasern

Bei der skinned fiber-Technik (Veksler et al., 1987) werden Muskelfasern zuerst mechanisch
mit Hilfe von Nadeln und anschlieBend chemisch mit dem milden Detergenz Saponin per-
meabilisiert. Die Zellmembranen der Muskelfasern konnten mit Saponin optimal permeabili-
siert werden, da es eine hohe Affinitdit zum Cholesterol der Zellmembran aufweist (Saks et
al., 1998). Dagegen bleiben die Mitochondrien und andere Zellorganellen aufgrund ihres sehr
geringen Cholesterolgehaltes funktionell intakt (Kunz et al., 1993). Die Methodik erlaubt
somit eine Detektion akuter mitochondrialer Defekte im humanen Herz- und Skelettmuskel
(Letellier et al., 1992). Der Vorteil dieser Technik gegeniiber der Verwendung isolierter
Mitochondrien besteht insbesondere darin, dass tiiber 90 % der im Muskel vorhandenen Mito-

chondrien erfasst werden, was bei der Untersuchung heterogener Populationen wichtig ist.

Isolierte Mitochondrien Muskelfasern
minimaler Bedarf ca. 400 mg ca. 50 mg
Ausbeute 10 — 30 % Ausbeute, partiel- > 90 % der Mitochondrien
le Isolationsschidigungen werden erfasst
Stabilitat 4—-5h bis zu 30 h in Storagepuffer
morphologischer Zustand geschwollen nicht geschwollen
Priparation 100 min 35 min
Untersuchungsgut homogene Suspension heterogene Faserbiindel
Bezugsgrofle Protein, Cyt aa3 Feuchtgewicht, Cyt aa3

Tabelle 3-1: Vor- und Nachteile der Verwendung isolierter Mitochondrien gegeniiber permeabi-

lisierten Muskelfasern (Gellerich et al., 1995).

3.1.2 Aufarbeitung der Proben

Im Anschluss an die Préparation der Versuchstiere wurden die entsprechenden Proben bis zur

Permeabilisierung in frischem Storagepuffer (4 °C, pH 7,1) aufbewahrt. Die Pridparation
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(Veksler et al., 1987) wurde im Kiihlraum bei 4 °C durchgefiihrt. Etwa 20 mg der Muskelpro-
be wurde in einer auf Eis stehenden Petrischale mittels kleiner Pinzetten und feiner Kaniilen
zerkleinert. Die feinen Fasern wurden in 2 ml Storagepuffer und Saponin (50 pg/ml) tiberfiihrt
und 30 min bei 1.000 min™" auf einem Minishaker (IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen)
permeabilisiert. Zur Entfernung des Saponins wurde 3x 10 Minuten in 5 ml eiskaltem Inkuba-
tionsmedium gewaschen. Die permeabilisierten Muskelfasern wurden auf Filterpapier leicht

abgetupft und die Ansétze (s.u.) abgewogen.

Storagepuffer, pH 7,1 Inkubationsmedium, pH 7,4
49 mM K'-MES 5 mM MgCl,
3 mM KH,PO, 75 mM Mannitol
20 mM Taurin 25 mM Sucrose
0,5 mM DTT 100 mM KClI
29 mM Imidazol 10 mM KH,PO,
9,5 mM MgCl, x6 H,O 0,5 mM EDTA
52 mM ATP 20 mM Tris HCI
15 mM Kreatinphosphat 0,5 mM, DTT
1,9 mM Ca-EGTA 1 mg/ml BSA
8,1 mM K-EGTA

Die Puffer wurden aliquotiert und bei -18 °C gelagert. Dem Inkubationsmedium wurden vor
seiner Verwendung 1 mg BSA/ml Medium zugesetzt, um endogene Fettsduren zu maskieren,

die eine Entkopplung der Mitochondrien bewirken konnten.

3.1.3 Mikrorespirometrie

Die mikrorespirometrischen Messungen wurden im Oxygraphen Oroboros® (Haller et al.,
1994) (Anton Paar, Graz, Osterreich) bei 30 °C im Inkubationsmedium in zwei separaten,
temperierbaren Messzellen bei 350 min"' mindestens als Zweifachbestimmung durchgefiihrt.
Pro Messung wurden ca. 3 mg ww Herzmuskelfasern bzw. 10 mg ww Skelettmuskelfaser in
einem Gesamtvolumen von 1,42 ml eingesetzt. Zwei polarographische Sauerstoffsensoren
(Platin-Kathode und Silber-Anode) erfassen die Sauerstoffkonzentration in den beiden Mess-
kammern. Beide Elektroden sind von einer gesittigten Kaliumchloridlosung umgeben. Der
gesamte Sensoraufbau ist mit einer diinnen, sauerstoffdurchlédssigen Teflonmembran umman-

telt, damit der in der Probe enthaltene Sauerstoff durch die Membran diffundieren und an der
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Kathode reduziert werden kann. Der gemessene Stromfluss ist der Sauerstoffkonzentration in
der Messprobe direkt proportional. Die Erfassung der Sauerstoffkonzentration und deren erste

Ableitung als Atmungsgeschwindigkeit erfolgten mit der dazugehorigen Analysesoftware.

Zugaben Messzelle

enthélt permeabilisierte Muskelfaser
mit intakten Mitochondrien

Auswertung

[0.]

Substrate,

ADP,
Atractylat, ADP + P — ATP 100
Antimycin A

20, + XH,— X +H,0

o Lt Mﬂﬂm
20 30 [

05 25 i

Abbildung 3-1: schematische Darstellung zur Untersuchung der Mitochondrienfunktion im
Oxygraphen: POS-Elektrode: polarographischer Sauerstoffsensor; XH,: Substrat, X: oxidiertes
Substrat. In der luftdicht verschlossenen Messzelle befinden sich die permeabilisierten Muskelfasern
im auf 30 °C temperierten Inkubationsmedium. Mit einer Kaniile werden die Substrate, ADP sowie
Hemmstoffe iiber eine Kapillare zugegeben. Die kontinuierliche Messung der Sauerstoffkonzentration
in der Messzelle erfolgt mittels POS-Elektrode. Die erfassten Daten werden mit einem PC

ausgewertet.

Isolierte Mitochondrien oxidieren Substrat und verbrauchen Sauerstoff nur dann, wenn ihnen
ADP und anorganisches Phosphat angeboten werden. 1956 wurden von Britton Chance fiinf
Zustinde definiert, bei denen die Atmungsgeschwindigkeit in den Mitochondrien durch je-

weils verschiedene Faktoren kontrolliert wird (Loffler et al., 1998) (Tabelle 3-2).

im Uberschuss vorhanden  Begrenzung der Atmungsgeschwindigkeit durch

State I O ADP und Substrat

State 2 O,, ADP Substrat

State 3 O,, ADP, Substrat Maximalgeschwindigkeit der Enzyme der
Atmungskette

State 4 O,, Substrat ADP

State 5 ADP, Substrat (0))

Tabelle 3-2: Funktionszustinde von Mitochondrien nach Britton Chance: Besondere Bedeutung
kommt State 3 und State 4 zu. Wahrend in State 3 der maximal mogliche Elektronentransport stattfin-

det, ist in State 4 der Sauerstoffverbrauch durch Fehlen von ADP limitiert (kontrollierte Atmung).
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3.1.3.1  Prinzip der Atmungsmessungen

Mittels respirometrischer Messungen ist es moglich, durch eine geeignete Kombination ver-
schiedener Substrate (u.a. Pyruvat und Succinat) und Hemmstoffe (Tabelle 3-3) die gesamte
Funktion der Mitochondrien zu untersuchen und damit mogliche Stérungen im Energiestoff-

wechsel aufzukldren (Sperl ef al., 1997).

Enzym Inhibitor

Komplex I Rotenon, Barbiturate
Komplex II Malonat

Komplex III Antimycin A
Komplex IV HCN, CO, H,S
Fo/F-ATPase Oligomycin
Adenin-Nucleotid-Translokator Atractylat

Tabelle 3-3: Ubersicht iiber ausgewiihlte Enzyme der Atmungskette und deren Inhibitoren:
Durch geeignete Auswahl der Hemmstoffe 1ésst sich die Atmungskette an definierten Stellen unterbre-

chen und somit vorgeschaltete Prozesse genauer untersuchen.

600
ADP
200 l Rotenon
: Py
=3 Succinat ()
= 1 Atractlylat 400 3
5 . . =h
2} 1 Antimycin c;DU
= | 8
@) 5
100 &
200 °
A B C|D E
JHJ P T—| ¥ o

15 20 25 30 35
Abbildung 3-2: Beispieldiagramm fiir die mikrorespirometrische Untersuchung von Muskelfa-
sern: Die blaue Kurve stellt die Sauerstoffkonzentration wihrend der Versuchsreihe dar, die rote
Kurve spiegelt die Atmungsrate wieder. Die Pfeile reprisentieren die Zugabe der verwendeten Sub-
strate bzw. Hemmstoffe. A: State 3, B: Rotenon-insensitive Atmung, C: Succinatatmung, D: State 4,

E: Antimycin-resistente Atmung
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Nach Zusatz der permeabilisierten Muskelfaser kann die mitochondriale Atmung durch Gabe
von ADP und anorganischem Phosphat stimuliert werden (Abbildung 3-2). Die Geschwindig-
keit des Sauerstoffverbrauches ist maximal (State 3), da ADP durch den ANT im Verhéltnis
1:1 gegen mitochondrial gebildetes ATP in den Matrixraum transportiert wird. Anschliefend
wird durch die Zugabe von Rotenon Komplex I gehemmt, und die Rotenon-insensitive At-
mung ermittelt. Die Aktivitdt von Komplex II ist nach Gabe von Succinat messbar. Durch
Zugabe von Atractylat kann der ANT gehemmt und damit verbunden die Phosphorylierung
durch Fehlen von ADP limitiert werden. Die Mitochondrien miissten aufhdren zu atmen;
jedoch ist an diesem Punkt die Atractylat-insensitive Atmung (State 4 — enthilt Leak, siche
unten) messbar. Die sich einstellende kontrollierte Atmung kann durch weiteren Zusatz von
Antimycin A durch die Unterbrechung des Elektronentransportes an Komplex III einge-
schriankt werden. Aus dem Unterschied zwischen Antimycin-resistenter Atmung und State 4-
Atmung ist es moglich, Riickschliisse iiber Permeabilititsinderungen der mitochondrialen
Innenmembran zu ziehen, die durch Entkopplung und/oder permeability transition hervorge-
rufen werden kénnen. Da kein ADP zu ATP umgewandelt wird, diirften keine H' in die Mat-

rix einstromen, was jedoch trotzdem durch Leaks erfolgt.

3.1.3.2 Mitochondriale Atmungsgeschwindigkeit und respiratorischer Kontrollindex

Die Atmungsgeschwindigkeit als erste Ableitung der Sauerstoffkonzentration iiber die Zeit
wurde mit der Software DATAGRAPH Analysis Oroboros” (Anton Paar, Graz, Osterreich)
[nmolO,/min/mg ww] ermittelt. Der respiratorische Kontrollquotient (RCI; s.u.) (Svatkova et
al., 1996) quantifiziert die Kopplung zwischen Substratoxidation und ATP-Bildung und
erlaubt Aussagen iiber mogliche Schiden der mitochondrialen Innenmembran, da durch den
entstehenden Protonenriickfluss ohne ATP-Synthese eine erhohte State 4-Atmung zu ver-
zeichnen wire. Je kleiner der Zahlenwert ist, desto stirker ist die Schiddigung der Mitochond-
rien.

_ State 3 - Atmung
State 4 - Atmung
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3.2 Messungen der Enzymaktivitat

3.2.1 Herstellung der Gewebehomogenate

Fiir die enzymatischen Untersuchungen wurden die Gewebeproben nach der Praparation
unverziiglich in Kryordhrchen in fliissigem Stickstoff tiefgefroren. Das Auswiegen der klei-
nen Muskelproben erfolgte auf einer elektronischen Prizisionswaage KERN 770/GS/GJ,
(Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern). Die Muskelhomogenate wurden in 2 ml
Glas/Glas-Handhomogenisatoren (Kontes Glass Co., NJ, USA) in Chappell-Perry-Medium
hergestellt (Trumbeckaite ef al., 2001).

Chappell-Perry-Medium, pH 7,5
100 mM KCl I mM EDTA-Na
5mM MgCl, 50 mM Tris-HCI

3.2.2 Messung der Enzymaktivitaten

Die Messungen wurden an einem Beckman DU 600 Photometer (Beckman Coulter, Unter-
schleiBheim) spektralphotometrisch nach Warburg (Warburg et al., 1936) durch Doppelbe-
stimmung mit unterschiedlichen Homogenatmengen bei 30 °C durchgefiihrt. Als Referenz
diente jeweils ein vollstindig pipettierter Ansatz ohne Homogenat. Die Enzymaktivititen
wurden im linearen Abhéngigkeitsbereich von Reaktionsgeschwindigkeit zur Homogenat-

menge gemessen und nach folgender Formel bestimmt:

AE/min-Mv - F
U/g\V\V = V
€ -Pv
U/guw Enzymeinheit pro Gramm ww F Verdiinnungsfaktor des Homogenates
AE/min  Extinktionsverdnderung pro Minute € molarer Extinktionskoeffizient [mM'/cm]
My Messvolumen der Kiivette [pl] Py Probenvolumen [pl]

Eine internationale Enzymeinheit (U) entspricht dem Umsatz von 1 pmol Substrat pro Minu-
te. Als BezugsgrofBe fiir die gewonnenen absoluten Messwerte dienten das Feuchtgewicht der
Proben (wet weight — ww), Nichtkollagen-Protein (NCP) und die Citratsynthase. Durch einen

Abgleich auf NCP wird der Messwert auf Nichtstruktur-Proteine normalisiert. Ein unter-
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schiedlich hoher Gehalt an Kollagen (z.B. Sehnenansatz des Muskels) in den Proben wiirde
bei gleichem Feuchtgewicht zu unterschiedlichen Ergebnissen fiihren, da die Strukturproteine
an der gemessenen Enzymaktivitit keinen Anteil haben.

Die Umsatzrate im Citratcyclus ist hinsichtlich des ATP-Bedarfes der Zelle genau einregu-
liert. Die Synthese von Citrat aus Oxalacetat und Acetyl-CoA ist hier ein wichtiger Kontroll-
punkt. Das ATP hemmt als allosterischer Inhibitor die Citratsynthase durch eine Erhdhung
des Ky-Wertes fiir Acetyl-CoA (Stryer, 1996). Je hoher der ATP-Spiegel steigt, um so weni-
ger wird die Citratsynthase mit Acetyl-CoA gesittigt, und um so weniger Citrat entsteht. Die
Aktivitit der Citratsynthase als ein mitochondriales Leitenzym (Shepherd et al., 1969) kann
somit als Marker fiir den Grundumsatz der Probe herangezogen werden, um die Daten der
Enzymaktivititsmessungen unterschiedlicher Proben zu normalisieren, da ihre Aktivitdt mit
dem Mitochondriengehalt der Probe korreliert (Schwerzmann et al., 1989).

Abbildung 3-3 zeigt das Messprinzip der Bestimmung der Enzymaktivitét.

Succinat— FADH+H"

NaN,

I CN

Antimycin A
1

T LTt
—p NADH+H" > >

I CoQ r | 1v

T / /? /f \\

Rotenon Cyt. c.

Pyruvat/
Malat

Cyt. c,,

Decylubichinol Cyt. c.

Abbildung 3-3: Schematische Darstellung der Messung der Enzymaktivititen der Atmungsket-
tenkomplexe: Durch geeignete Kombination von Substraten und Hemmstoffen konnten die einzelnen

Komplexe der Atmungskette spektralphotometrisch untersucht werden.

3.2.2.1  Komplex |
NADH+H'+ Q ——— NAD" + QH,

Bei der Bestimmung der Aktivitit von Komplex I (Lenaz et al., 1995) wurde die Abnahme

von NADH+H", welches als Substrat zugegeben wurde, gemessen. Die Hemmung von Kom-



Methoden 27

plex III und somit des weiteren Verlaufs der Atmungskette erfolgte mit Antimycin A. Das
spater zugesetzte Rotenon hemmte den Komplex 1. Da es eine Rotenon-insensitive Atmung
des Komplexes I gibt, mussten diese Werte bei der Auswertung abgezogen werden, um aus-

schlieBlich den Komplex I zu messen.

Testansatz: KCI-Tris-EDTA Puffer pH 7.4 KCN I mM
Antimycin A 1 uM NADH-+H" 75 uM (frisch)
Coenzym Q1 6 mM Rotenon 3 uM
- Homogenat (1:30) 20 ul; 40 pl

- Messdauer 3 min; A: 340 nm; €: 6,22

3.2.2.2 Komplex | + Il

NADH+H" + Cytochrom cox ——— NAD" + Cytochrom cgrep

Gemessen wurde die Zunahme von reduziertem Cytochrom c. Als Substrat diente NADH+H".
Hierbei war die Aktivitit der Cytochrom-c-Reduktase (innere Mitochondrienmembran) selek-
tiv durch Antimycin A hemmbar, so dass die nach Inhibition verbleibende NADH+H" oxidie-
rende Aktivitit der Cytochrom-b-Reduktase bestimmbar wurde. Dadurch ist der Komplex I
der limitierende Faktor dieser Reaktion und kann somit durch Differenzbildung noch genauer

bestimmt werden.

Testansatz: Kalium-Phosphat Puffer 1 M; pH 8,0 EDTA-Na 10 mM; pH 8,0
NaNj 0,1 M Cytochrom ¢ 1 %
Antimycin A 1 uM Ethanol
NADH+H" 10 mM
- Homogenat (1:30) 10 pl, 20 pl

- Messdauer: 180 s; A: 550 nm; €: 21,1

3.2.2.3 Komplex Il + 11l

Succinat + Cytochrom cox ——— Fumarat + Cytochrom crgp

Gemessen wurde die Zunahme von reduziertem Cytochrom ¢ durch Zugabe von Succinat als

Substrat.

Testansatz: Kalium-Phosphat-Puffer 1 M; pH 7,4 EDTA-Na 10 mM; pH 7,4
BSA 1% NaN; 0,1 M
Succinat 0,5M Cytochrom ¢ 1%
- Homogenat (1:30) 10 pl, 20 pl

- Messdauer: 180 s; A: 550 nm; &: 21,1
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3.2.24 Komplex Il
Decylubichinol + Cytochrom cox ———  Decylubichinon + Cytochrom crgp
Gemessen wurde die an Komplex III katalysierte Reduktion von Cytochrom ¢ durch Zugabe

von Decylubichinol (reduziertes Coenzym Q). Da die Reaktion sehr empfindlich war, wurde

das Homogenat in einer Verdiinnung von 1:100 zugegeben.

Testansatz: Kalium-Phospat-Puffer 1 M; pH 8,0 EDTA-Na 10 mM
BSA 1% NaNj 0,1 M
Cytochrom c 0,6 mM Decylubichinol 10 mM

- Homogenat (1:100) 5l 10 pl, 20 pl
- Messdauer: 180 s; A: 550 nm; €: 21,1

3.2.2.5 Cytochrom-c-Oxidase

2 Cytochrom cgep + %2 O, +H ————— Cytochrom cox + H,0

COX katalysiert den Transfer von e” vom reduzierten Cytochrom ¢ zum molekularen Sauer-
stoff. Dabei konnte die Abnahme von reduziertem Cytochrom c photometrisch bestimmt
werden. Diese Reaktion ist ebenfalls sehr empfindlich, d.h. das Homogenat wurde 1:100

zugegeben.
Testansatz: Kalium-Phosphat Puffer 0,1 M; pH 7,0
Cytochrom cggp 60 pM (Herstellung erfolgte mittels SEPHADEX-S&ule, Typ G-25,
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden)
- Homogenat (1:100) 10 pl, 20 pl
- Messdauer: 120 s; A: 550 nm; €: 21,1

3.2.2.6 Citratsynthase

Acetyl-CoA + Oxalacetat + HO ——— Citrat + CoA

CoA + DTNB ———— CoA-DTNB (Farbkomplex)

Gemessen wurde die Reduktion von DTNB gekoppelt an die Reduktion von CoA durch die
Citratsynthasereaktion in Gegenwart von Oxalacetat. Das CoA bildet mit DTNB einen pho-

tometrisch detektierbaren Farbkomplex.

Testansatz: Tris/Mannitol 50 mM Tris-HCI; pH = 7,4 / 200 mM Mannitol
Triton 5%
DTNB 0,1 M in Tris-HCI; pH = 8,0

Acetyl-CoA 50 mM in Tris-HCl; pH =7,4
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Oxalacetat 50 mM
- Homogenat (1:100) Sul, 10 pl
- Messdauer: 220 s; A: 412 nm; €: 13,6

3.2.2.7 Bestimmung von Nichtkollagen-Protein

Zur Trennung des NCP vom Kollagen-Protein wurden 10 pl Homogenat (1:30) mit 90 pl
50 mM NaOH versetzt und iiber Nacht bei RT inkubiert. Am nichsten Tag wurde das Kolla-
gen-Protein 10 min mit einer Beckman Microfuge E™ (Beckman Coulter, UnterschleiBheim)
abzentrifugiert (Lilienthal et al., 1950). Die Proteinbestimmung erfolgte mit Hilfe des BCA
Assays' bei A =550 nm (Standard: 0,1 % BSA) (Wiechelman ez al., 1988).

3.3 Isolierung von Nukleinsauren

3.3.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Isolierung der Gesamt-RNA der Proben erfolgte abhédngig von der Probenmenge durch
zwel unterschiedliche Methoden. Zum einen kamen die CsCl-Ultrazentrifugation (Chirgwin et
al., 1979) und fiir kleinere Probenmengen die Isolation mit dem RNeasy” Kit (Qiagen) zum

Einsatz.

3.3.1.1  CsCI-Dichtegradientenzentrifugation

Die Muskelproben wurden nach ihrer Entnahme bis zu ihrer Weiterverwendung in fliissigem
Stickstoff aufbewahrt. Die verwendeten Losungen wurden iliber Nacht mit 0,01 % DEPC
behandelt und autoklaviert bzw. steril mit DEPC-H,0 angesetzt. Glasgerite und Spatel wur-
den iiber Nacht bei 200 °C gebacken.

" BCA Assay: Bichinoninsiure Assay: Diese Methode beruht auf der Reduktion von Cu®* zu Cu" durch Proteine
im alkalischen Milieu. Das reduzierte Kupfer bildet mit der Bichinoninsdure einen violetten Komplex, der sein
Absorptionsmaximum bei 562 nm hat. Da die Intensitat der Farbstoffbildung temperaturabhingig ist, wird dieser

Test im Photometer bei 56 °C durchgefiihrt.
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GTC-Losung, pH 7,0 CsCl-Kissen, pH 6,5 TSPE-Puffer, pH 7,0
GTC 4M CsCl 5,7M Tris/HCI 10 mM
N-Lauroylsarcosine 1 % Na-EDTA 100 mM N-Lauroylsarcosine 1 %
Na-Acetat 25 mM B-Mercaptoethanol 6 mM Phenol 5%
Na-EDTA 1 mM Na-EDTA 1 mM

B-Mercaptoethanol 1M

Die Proben wurden in fliissigem Stickstoff zermorsert, dann in GTC-Losung (1 ml GTC-
Losung pro 100 mg Gewebe) iiberfiihrt und mit einem Ultra-Turrax (IKA-Werke, Staufen)
homogenisiert. AnschlieBend wurde das Homogenat 10 min bei 3000 min™, RT zentrifugiert.
Der Uberstand wurde vorsichtig auf ein CsCl-Kissen (2,6 ml), welches in einem Zentrifugen-
rohrchen (12 ml Tube PA, Sorvall, Newtown, USA) vorgelegt wurde, geschichtet. Die Ultra-
zentrifugation erfolgte bei 22 °C, 33.000 min™', 21 h (Rotor: TH-641 Sorvall). Der Uberstand
wurde vorsichtig abgenommen und der Boden des Zentrifugenrohrchens, in dem sich das
RNA-Pellet befand, abgetrennt. Das Pellet wurde in 400 pl TSPE-Puffer gelost und in ein
Greiner-Rohrchen iiberfiihrt. Die RNA wurde mit 0,1 Vol 3 M Na-Acetat, pH 6,0 und 8 ml 96
% Ethanol tiber Nacht bei -20 °C prézipitiert. Am folgenden Tag wurde sie 30 min bei 10.000
min™, -10 °C abzentrifugiert (Rotor: HB-6 Sorvall), 2x mit 70 % Ethanol gewaschen, ge-
trocknet und das Pellet in 100 ul DEPC-H,O geldst. Vor der Lagerung bei -80 °C erfolgte
noch eine Konzentrationsbestimmung (unter 3.4.1 beschrieben) und ein Aliquot wurde zur

Kontrolle in einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt (Abbildung 3-4).

28S tRNA —
18S rRNA —

Abbildung 3-4: Gelelektrophorese von RNA: Die hochreine RNA ist frei von DNA-
Kontaminationen und Abbauprozessen. Deutlich erkennbar sind die Banden fiir 28- und 18S rRNA.

3.3.1.2 RNeasy® Kit (Qiagen)

Fiir die Isolation von Gesamt-RNA aus kleineren Probenmengen wurden die Gewebe wie

unter 3.3.1.1 beschrieben mit Hilfe eines Ultra-Turrax im Lysepuffer aufgeschlossen und
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entsprechend dem Standardprotokoll des RNeasy™ MIDI/MINI Kits (Qiagen, Hilden) verar-
beitet. Zur Entfernung genomischer DNA wurden die Proben zusétzlich in den Zentrifugier-
sdulchen mit DNase I fiir 15 min bei RT inkubiert. Im Anschluss an die Waschschritte erfolg-
te die Aufnahme der RNA in 200/50 pl Wasser und die o.g. Kontrollschritte.

3.3.2 lIsolierung von Gesamt-DNA

Zur Praparation von Gesamt-DNA wurde der Puregene Kit (Biozym Diagnostik GmbH, Hess.
Oldendorf) verwendet. Die Proben (5-10 mg) wurden in fliissigem Stickstoff zermdrsert und
in 300 pl Lysepuffer aufgenommen. Das Homogenat wurde mit einem Mikropistill nochmals
zerkleinert und mit 2,52 pl Proteinase K (20 mg/ml, Roche Diagnostics, Mannheim) {iber
Nacht bei 55 °C inkubiert. Am darauf folgenden Tag erfolgte eine RNase-Behandlung von
30 min bei 37 °C. Nach Zugabe von 100 pl Proteinprézipitationslosung wurde 20 s gevortext
und 5 min bei 14.000 min™ zentrifugiert. In ein neues Tube wurden 300 ul Isopropanol vorge-
legt und der Uberstand dazupipettiert. Die ausgefallene DNA wurde 30 min, 14.000 min™' bei
4 °C abzentrifugiert, 2x mit 70 % Ethanol gewaschen und 15 min bei RT getrocknet. Das
Pellet wurde iiber Nacht bei RT in 100 ul DNA-Hydratationslosung gelost und anschlieend

eine Konzentrationsbestimmung (3.4.1) durchgefiihrt.

3.3.3 Isolierung von Plasmid-DNA

3.3.3.1  Kultivierung der Bakterien

Die benutzten E. coli-Stimme wurden bei 37 °C iiber Nacht in LB-Fliissigmedium bei
200 min"' oder auf LB-Agarplatten (LB-Agar: Invitrogen, Karlsruhe) angezogen. Antibiotika
wurden entsprechend eingesetzt (Ampicillin: 100 pg/ml; Kanamycin: 50 pg/ml).

3.3.3.2 Isolation von Plasmiden

Mit Hilfe des JETQUICK Plasmid Spin Kits (Genomed, Bad Oeynhausen) wurden aus 2 ml
einer Bakterienkultur Plasmide entsprechend den Angaben des Herstellers isoliert. Diese
hochreine Plasmid-DNA konnte fiir die schnelle Uberpriifung von Klonierungen, Restrikti-
onsanalysen und Sequenzierungsreaktionen verwendet werden. Zur Préiparation groferer
Mengen von Plasmid-DNA wurden 25 ml einer Bakterienkultur mittels des Plasmid Midi Kit
(Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers verarbeitet.
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3.4 Standardtechniken fuir das Arbeiten mit Nukleinsauren

3.4.1 Bestimmung der Konzentration

Zur Bestimmung der Qualitit und Quantitidt der RNA- und DNA-Proben, wurden diese geeig-
net verdiinnt und die Extinktion bei 260 nm und 280 nm im Spektralphotometer gemessen.

Fiir die Berechnung der Konzentration gelten folgende Beziehungen:

1 Ayeo-Einheit = 50 pg DNA/ml
1 Azo-Einheit = 40 ug RNA/ml.

Der Quotient Ayeo/Aszgo gibt liber Verunreinigungen mit Proteinen Auskunft (1,7 — 2,0).

3.4.2 Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA oder RNA erfolgte mit den Gelelektrophorese-
systemen von MWG-Biotech (Ebersberg). 1 % w/v Agarose (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen) wurde durch Erhitzen in der Mikrowelle in 1x TBE-Puffer aufgekocht. Nach dem
Abkiihlen wurde Ethidiumbromid zugesetzt (1 ul /100 ml) und die Losung in die Gelkammer
gegossen. Den Proben wurde vor dem Auftragen 1/10 Volumen Probenpuffer zugesetzt und
die aufgetragenen Proben bei 8-10 V/ecm Laufstrecke getrennt (Laufpuffer 1x TBE)
(Sambrook et al., 1989). Die Linge der Fragmente wurde mit Hilfe parallel mitgefiihrter
Léangenstandards (100 bp-Leiter, 1 kb-Leiter; Invitrogen, Karlsruhe) bestimmt. Im Anschluss
wurden die Gele zur Dokumentation fotografiert (Polaroid Film 665, Polaroid GmbH, Offen-
bach).

Ix TBE-Puffer 10x Probenpuffer TE-Puffer
Tris 89 mM Glycerol 50 % Tris/HCI pH 7,5 10 mM
Borsdure 89 mM Bromphenolblau 0,25 % Na-EDTA 1 mM
Na-EDTA 2,5 mM in TE-Puffer

3.4.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

3.4.3.1  Elektroelution von DNA-Fragmenten

Die DNA-Fragmente wurden nach der gelelektrophoretischen Trennung in einem mdoglichst
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kleinen Stiick aus dem Gel geschnitten. Diese Agaroseblocke wurden in zuvor in TBE-Puffer
dquilibrierte Dialyseschlduche (Spectra/Por® Membrane, MWCO 1000, Spectrum Medical
Industries, California, USA) {iberfithrt und an einem Ende mit einem Clip versehen. Nach
Zugabe von 500 pl 1x TE-Puffer wurde der Schlauch luftblasenfrei mit einem weiteren Clip
verschlossen. Die Schlduche wurden quer in eine Gelkammer eingelegt und die DNA ca. 20
min bei 120 - 130 V in den Puffer liberfiihrt. Danach wurde die Spannung einige Sekunden
umgepolt, um die DNA von der Membran zu 16sen. Nach positiver Kontrolle auf dem UV-
Tisch wurde der Puffer entnommen und die DNA nach Zugabe von 1/10 Vol 3 M Na-Acetat
und 0,7 Vol Isopropanol iiber Nacht gefillt und 30 min bei 14.000 min™', 4 °C abzentrifugiert.
Das Pellet wurde 2x mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in einem geeigneten Volu-

men Wasser aufgenommen.

3.4.3.2 JETQUICK Gel Spin Kit
Alternativ kam der JETQUICK Gel Spin Kit (Genomed, Bad Oeynhausen) zum Einsatz. Hier

wurden die aus dem Gel geschnittenen Agaroseblocke entsprechend den Angaben des Her-

stellers aufgearbeitet und die DNA in 50 ul Wasser aufgenommen.

3.4.4 Restriktionsansatze

Die Restriktionen wurden in einem Gesamtvolumen von 100 ul mit 2 U Restriktionsenzym
pro ug DNA iiber Nacht bei 37 °C durchgefiihrt. Dabei kamen kommerziell erhiltliche En-
zyme mit den dazugehorigen Reaktionspuffern zum Einsatz. Eine Zwischeniiberpriifung einer
kleinen Probe des Restriktionsansatzes erfolgte durch Agarosegelelektrophorese. Abschlie-
Bend wurde der gesamte Ansatz gelelektrophoretisch aufgetrennt und die gewiinschten Frag-

mente wie unter 3.4.3 beschrieben eluiert und ihre Konzentration bestimmt.

3.4.5 Reverse Transkriptions-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Fiir die Quantifizierung bestimmter spezifischer mRNAs in der Gesamt-RNA wurde die RT-
PCR (Kohler et al., 1995) eingesetzt. Dabei wird die mRNA in cDNA umgeschrieben und

durch anschlieBende Amplifikation mittels PCR mit spezifischen Primern nachgewiesen.

3451 RT-Ansatz

Die nachfolgenden Arbeiten wurden absolut RNase-frei unter Verwendung von DEPC-

Wasser durchgefiihrt. Fiir einen 25 pl Ansatz wurden 100 - 250 ng Gesamt-RNA (ad 10 pl
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DEPC H;0) bei 72 °C fiir 3 min denaturiert (Auflésen von Sekundérstrukturen der RNA) und
auf 4 °C abgekiihlt. AnschlieBend wurde auf Eis folgender RT-Mix dazu pipettiert:

S5l

1 ul
3ul

2,5 ul
0,5 ul
0,5 ul
ad 25 ul

5x First Strand Buffer (Invitrogen, Karlsruhe)

12,5 mM dNTP (Amersham Biosciences, Freiburg)

random primer (100 ng/pl) (Invitrogen, Karlsruhe)

DTT (10 mM)

RNase-Inhibitor (40 U/ul) RNaseOUT™ (Invitrogen, Karlsruhe)
SuperScript™ II Reverse Transkriptase (200 U/ul) (Invitrogen, Karlsruhe)
DEPC H,O

Dieser Reaktionsansatz wurde in einem Thermocycler (TRIO-Thermoblock, Biometra, Got-

tingen) bei 42 °C fiir 35 min inkubiert, dann 1 min bei 95 °C denaturiert und bei -20 °C gela-

gert. Der so gewonnene RT-Ansatz diente bei der nachfolgenden PCR als Template.

3.45.2

2,5 ul
3ul

1 ul

1 pl

0,2 ul

2 ul

Ad 25 pl

PCR-Ansatz

10x PCR-Buffer (Amersham Biosciences, Freiburg)

100 uM dNTP (Amersham Biosciences, Freiburg)

Sense Primer (10 pmol/ul) (MWG-Biotech, Ebersberg)
Antisense Primer (10 pmol/pul) (MWG-Biotech, Ebersberg)
Tag-Polymerase (5 U/ul) (Amersham Biosciences, Freiburg)
RT-Ansatz

DEPC H,0O

Der 25 pl Ansatz wurde auf Eis pipettiert, mit 2 Tropfen Mineraldl iiberschichtet, gemischt

und kurz anzentrifugiert. Die nachfolgende PCR-Amplifikation wurde in einem Thermocycler

(TRIO-Thermoblock, Biometra, Géttingen) mit folgendem Temperaturprofil durchgefiihrt.

1. Schritt Denaturierung 95 °C 3 min

2. Schritt Denaturierung 95 °C 30s

3. Schritt Primer-Annealing T, °C 30s x Zyklen
4. Schritt DNA-Synthese 72 °C 30s

5. Schritt abschlieBende DNA-Synthese 72 °C 5 min

6. Schritt 4°C ~
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Die Annealingtemperatur (T,) in Schritt 3 ist abhéngig von der Schmelztemperatur (T,,) der

eingesetzten Primer. Diese wurde fiir jedes Primerpaar bestimmt (vgl. Tabelle 3-4).

Name Primer Sequenzen (5° — 3°) Fragment- T, Zyklen AccNr.
grofie [bp]  [°C]
rat mt S ACC GCG GTC ATA CGA TTA AC 400 60 24 X 14848

12S rRNA AS TGC CTT TTT AGG GTT TGC TG

rat mt S ACA GTA GGG GGC CTA ACA GG 402 60 24 X14848
COX1 AS  CAC TTC TCG TTT TGA TGC GA
rat mt S GTC TAG GGT TGG CGT TGA AG 422 60 24 X14848
ND6 AS  CCC AGC CAC CAC TAT CAT TC
rat FoF - S TTA TCC CCC GAA TCT CTG TG 418 60 28 105266
ATPase o AS  GCC TGC TTG GAT AAG TCG TC

Tabelle 3-4: Eingesetzte Primer und Reaktionsbedingungen fiir die kompetitive standardkalib-
rierte RT-PCR: Das Design der Primer erfolgte mit Hilfe der Onlineschnittstelle ,,Primer3 Input des

Whitehead Institute Center for Genome Research (http://www.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi).

Die Anzahl der Zyklen wurde durch Tests dahingehend optimiert, um nicht in die Plateaupha-
se der Amplifikation zu gelangen (Kohler ef al., 1995). Die erhaltenen PCR-Produkte wurden

wie unter 3.4.2 angegeben gelelektrophoretisch aufgetrennt und dokumentiert.

3.4.6 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Reaktion erfolgte wie unter 3.4.5.2 beschrieben, jedoch wurde hier anstelle des RT-

Ansatzes genomische DNA oder Plasmid-DNA als Template verwendet.

3.4.7 Automatische DNA-Sequenzierung

Zur Kontrolle der PCR-Produkte oder einer erfolgreichen Klonierung von DNA-Fragmenten
in Plasmide erfolgte eine DNA-Sequenzierung mit dem Thermo Sequenase Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit (Amersham Biosciences, Freiburg). Diesem liegt eine Kombination aus
der Sequenzierung nach Sanger (Sanger ef al., 1977) und der PCR zugrunde.

Die zu sequenzierenden Fragmente wurden zuvor durch eine Agarosegelelektrophorese gerei-
nigt, aus dem Gel isoliert und 2 pg DNA davon verwendet. Der Sequenzierungsansatz enthielt
weiterhin 8 pl Premix aus dem o.g. Kit (incl. Sequenase) und 1 pl des spezifischen sense oder

antisense Primers (10 pmol/ul). Der Ansatz wurde auf 20 ul mit Wasser aufgefiillt und mit
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zwei Tropfen Mineral6l liberschichtet. In einem MiniCycler™ (MJ Research, Watertown,
Massachusetts, USA) wurden 30 Zyklen mit folgendem Temperaturprofil gefahren: 96 °C
30 s (Denaturierung), 45 °C 15 s (Primer-Annealing), 60 °C 4 min (DNA-Synthese). Nach
dem Abkiihlen wurden die Ansdtze in ein neues Tube iiberfiihrt und mit 7 pl (7,5 M) NHy-
Acetat und 2,5 Vol Ethanol 96 % auf Eis gefillt und 40 min bei 4 °C 14.000 min™' zentrifu-
giert. Die prézipitierten Nukleinsdurefragmente wurden 2x mit Ethanol gewaschen, das Pellet
10 min getrocknet und in 4 pl Loading Dye aufgenommen. Im Zentrum fiir Medizinische
Grundlagenforschung (ZMG) der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg erfolgte die
elektrophoretische Trennung der Proben sowie die automatische Auswertung der Sequenzier-
reaktion mit einem ABI Prism 373 DNA-Sequencer (Perkin Elmer, Weiterstadt; Dr. G. Kal-
tenborn). Die vergleichende Kontrolle der Nukleotidsequenzen mit Genbanken erfolgte online
durch das BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool) des NCBI (National Center for

Biotechnology Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/).

3.5 Kompetitive standardkalibrierte RT-PCR

Die mRNA-Expressionsuntersuchungen der mitochondrialen Gene wurden mit Hilfe der
kompetitiven standardkalibrierten RT-PCR durchgefiihrt. Diese Methode ist in ihrer Vorberei-
tung und Durchfiihrung sehr aufwendig, erlaubt jedoch die Bestimmung der Molekiilzahlen
spezifischer mRNAs auch gering exprimierter Gene in der Gesamt-RNA durch die Zugabe
eines internen cDNA-Standards (Kohler et al., 1995).

Die Abbildung 3-5 erklirt den Versuchsaufbau und -ablauf. Fiir die kompetitive standardka-
librierte RT-PCR benétigt man 4 - 5 RT-Ansétze jeder zu bestimmenden Probe, welche je-
weils die gleiche Menge an Gesamt-cDNA enthalten. Diesen wird neben den normalen Kom-
ponenten der PCR weiterhin je ein DNA-Standard (3.5.1) definierter Verdiinnungsstufe mit
bekannter Molekiilzahl zugesetzt.

Wihrend der PCR-Reaktionen kompetieren die cDNA-Molekiile des Target mit den DNA-
Molekiilen des Standards um die eingesetzten Primer, da sie identische Primerbindungsstellen
besitzen. Mit zunehmender Standardkonzentration wird das Targetfragment schwécher ampli-
fiziert. Die PCR-Ansétze werden abschlieBend gelelektrophoretisch aufgetrennt, fotografiert

und densitometrisch ausgewertet.
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Target DNA-Standard

Gelelektrophorese der PCR-Produkte
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Abbildung 3-5: Ubersicht iiber die Teilschritte der kompetitiven standardkalibrierten RT-PCR.

3.5.1 Herstellung des DNA-Standards

Die fiir die kompetitive standardkalibrierte RT-PCR bendtigten verkiirzten DNA-Standards
wurden in drei PCR-Schritten nach einer Methode von Forster (Forster, 1994) hergestellt,
indem das spezifische PCR-Fragment durch eine interne Deletion um ca. 150 — 200 bp ver-
kiirzt wurde, ohne die flankierenden Primersequenzen zu verdndern.

Nach Durchfiihrung einer RT-PCR mit den spezifischen Primern entnimmt man dem Tube
15 pul Reaktionsprodukt und stellt daraus eine 1:500 Verdiinnung her. Diese dient in der
2. PCR als Template, wobei man hier anstelle des Antisense Primers einen Linker Primer
einsetzt. Er setzt sich aus ca. 10 b des 3’-Endes des Antisense Primers und ca. 20 b der Dele-
tion folgenden Sequenz (Nested Primer) zusammen (Tabelle 3-5). Das entstandene verkiirzte

PCR-Produkt wurde wiederum verdiinnt und in einer 3. PCR mit den spezifischen Primern
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(Sense und Antisense) amplifiziert. Hierbei entstand ein definiert verkiirztes Fragment mit

exakt den gleichen Primerbindungsstellen wie die Originalsequenz (vgl. Abbildung 3-6).

Name Sequenzen (5’ — 3°) Target Standard Korrek-
[bpl] [bp] turfaktor
rat mt cce TTT ocT G 400 262 1,53
12S rRNA

atmt 7T GAT GCG A 402 256 1.57

COX1

atmt  cac 7ar car TSSOSO /22 271 1.56

ND6

rat FF-  GAT aac rcc TC e 418 265 1,58

ATPase a

Tabelle 3-5: Sequenzen der Linker Primer: Linge der Target- und Standardfragmente und der zur
anschliefenden Auswertung der densitometrischen Daten erforderliche Korrekturfaktor (gelb markiert:
Teil der Sequenz des Antisense Primers; rot: Sequenz nach der Verkiirzungsstelle; sieche Abbildung

3-6)

Sense Primer PCR-Produkt der Targetsequenz

2. PCR

3.PCR
A

™ verkiirztes PCR-Produkt mit identischen
Primerbindungsstellen der Targetsequenz

Abbildung 3-6: Teilschritte zur Herstellung des verkiirzten internen DNA-Standards.
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Die Intensitét der Standardbande im Agarosegel bei gleicher molarer Konzentration ist jedoch
geringer als die der Targetbande, da in das kiirzere Fragment weniger Ethidiumbromid inter-
kalieren kann. Bei der Auswertung wurden deshalb die Intensititen der Standardbanden mit
einem Korrekturfaktor multipliziert, der sich aus den Léngenverhiltnissen Target/Standard

ergibt.

3.5.1.1  Klonierung der Standard-DNA-Fragmente
Zur Klonierung der verkiirzten Standard-DNA wurde der TOPO TA Cloning® Kit (Invitro-

gen, Karlsruhe) verwendet. Das frische PCR-Produkt wurde entsprechend der Vorschrift mit
dem pCR™II-TOPO® Vektor versetzt, leicht gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Die ent-
sprechenden kompetenten Bakterien des Kits (£. coli TOP10F’) wurden im Moment des
Auftauens mit 2 pl Klonierungsansatz vorsichtig gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Die
Transformation wurde durch 30 s Hitzeschock im 42 °C Wasserbad beendet und anschlieBend
erfolgte eine 30 s Abkiihlung auf Eis. Nach Zugabe von 300 pul LB Medium wurde das Tube
horizontal 1 h geschiittelt (120 min™, 37 °C) und anschlieBend 3 verschiedene Mengen (10 pl,
70 ul, 170 ul) auf LB-Platten mit Ampicillin/Kanamycin (je 50 pg/ml), die mit je 40 ul IPTG
(20 mg/ml) und X-Gal (20 mg/ml DMSO) beschichtet wurden, ausplattiert und iiber Nacht bei
37 °C bebriitet.

3.5.1.2 Selektion positiver Klone

Die Selektion positiver Klone erfolgte nach Sambrook (Sambrook et al., 1989) durch Blau-
Weil3-Screening. Je 10 weile Klone und 1 blauer Klon (Negativkontrolle) wurden einzeln in
500 pl LB (100 pg/ml Ampicillin) 5 h bei 37 °C und 200 min™ kultiviert.

Die Suche nach dem Insert des Plasmids erfolgte durch den PCR-Schnelltest. Dazu wurden
von jeder Kultur 100 ul abgenommen, 2 min bei 14.000 min™' zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Pellet wurde in 50 pul H,O geldst und 5 min bei 95 °C im Thermoblock ge-
kocht, anschlieBend 5 min 14.000 min™ zentrifugiert und der Uberstand als Template fiir eine
PCR mit den spezifischen Primern verwendet. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der
Ansitze zeigten die positiven Klone ein PCR-Fragment in der entsprechenden Grof3e (siche
Tabelle 3-5).

Von 2 - 3 positiven Klonen wurden die Plasmide isoliert (3.3.3.2) und mit M13-Primern

sequenziert (3.4.7), deren Bindungsstellen jeweils up- bzw. downstream der Klonierungsstelle
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liegen. Von den positiven Klonen wurden weiterhin Glycerinstocks (300 ul Bakteriensuspen-

sion und 300 ml 50 % Glycerol) zur weiteren Verwendung bei -80 °C eingefroren.

3.5.1.3 Berechnung der Molekulzahl der Standard-DNA-Fragmente

Aus den isolierten Plasmiden wurde das klonierte Standardinsert herausgeschnitten (vgl.
3.4.4), der Ansatz gelelektrophoretisch aufgetrennt und das DNA-Fragment isoliert. Nach
photometrischer Konzentrationsbestimmung konnte die Anzahl der Standard-DNA-Molekiile

mit nachfolgender Formel berechnet werden:

o Ao Vi - N
i+ Ai+nr- Ar+ne- Ac+nc- Ac
X Molekiilzahl pro 1
Ass0 UV-Lichtabsorption bei 260 nm
Vi Verdiinnungsfaktor
Ny AVOGADRO-Konstante (N = 6,0221367-10* mol™)
ng4, N7, NG, N Anzahl der jeweiligen Nukleotide des DNA-Fragments

Ay, Ar, Ag, Ac Absorptionskoeffizient der jeweiligen Nukleotide

3.5.2 Bestimmung der geeigneten Standardkonzentrationen fiir die kompetiti-
ve RT-PCR

Zur Bestimmung des optimalen Bereiches um den Aquivalenzpunkt, an dem gleiche Mole-
kiilzahlen von Target und Standard in einem PCR-Ansatz vorliegen sollten, wurden 4 — 5
gleiche PCR-Ansédtze mit normalen RTs mit dem in 10er Schritten verdiinnten DNA-Standard
versetzt. Uber die Auswertung des Gels (Abbildung 3-5) war es nun mdglich den Aquiva-
lenzpunkt genau zu definieren und die 4 — 5 Verdiinnungsstufen des DNA-Standards loga-
rithmisch um diesen Punkt zu verteilen. Die entsprechenden Verdiinnungsreihen wurden fiir

jedes Gen hergestellt, aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

3.5.3 Durchfiihrung und Auswertung der standardkalibrierten RT-PCR

Fiir die Analyse der einzelnen Gene wurden jeweils 4 — 5 Ansitze pipettiert, welche die glei-

che Menge an RT-Ansatz (cDNA der zu untersuchenden mRNA) und unterschiedliche Mole-
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kiilzahlen an DNA-Standard enthielten. Nach erfolgter Amplifizierung in der PCR (siehe
3.4.5) wurden die Proben in der Gelelektrophorese aufgetrennt und fotografiert. Die Negative
der Polaroidaufnahmen wurden mit einem Durchlichtscanner (Umax Astra 1200S, Umax
Systems GmbH, Willich) digitalisiert. Die densitometrische Auswertung erfolgte mit Hilfe
des Bildanalyseprogramms Aida (Raytest, Straubenhardt). Die Intensitdten der Banden wur-
den iiber ihre Flachenintegrale logarithmisch aufgetragen (Abbildung 3-7).

Die Molekiilzahl des DNA-Standards (doppelstrdngig) musste vorher verzweifacht werden,
da er gegeniiber der RT (Hybridmolekiil aus mRNA und ¢cDNA) in der PCR entsprechend im
Vorteil war. Nun lie3 sich sowohl graphisch als auch durch mathematische Berechnungen der
Aquivalenzpunkt bestimmen, an dem die Konzentrationen von Target und Standard im PCR-
Ansatz identisch waren. Damit konnte die urspriinglich im RT-Ansatz vorhandene Menge an

Target-RNA ermittelt werden

y = 1,1835x + 5,6006 R*=0,9986

log Standardmolekdilzahl

-0,6 -0,4 -0,2 0 0,2 0,4
log(korr. Stand./Fragment)

Abbildung 3-7: Graphische Auswertung der kompetitiven standardkalibrierten RT-PCR.

3.6 Semiquantitative RT-PCR

Eine weitere Methode zur Untersuchung der Genexpression ist die semiquantitative RT-PCR.
Hierbei werden die zu untersuchenden Gene mit einem so genannten House-Keeping-Gene
abgeglichen. Dabei handelt es sich um Gene (18S rRNA, GAPDH), die in unterschiedlichen
Spezies und Geweben exprimiert sind, aber unter verschiedenen physiologischen Bedingun-

gen nicht reguliert, sondern konstant exprimiert werden.
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19 21 23 25 27 29 PCR-Zyklen A. Zyklentest

Ein identischer PCR-Ansatz wurde in
verschiedenen Zyklen amplifiziert

und gelektrophoretisch aufgetrennt.
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. Graphische Auswertung
Die Plateauphase der PCR wurde noch
nicht erreicht, da eine lineare Bezichung
zwischen Bandenintensitdt und
Zyklenzahl vorliegt.

Bandenintensitét
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Abbildung 3-8: Beispiel zur Bestimmung der Zyklenzahl fiir die semiquantitative RT-PCR.

Von den unter 3.4.5.1 hergestellten RTs wurden mit den spezifischen Primern von 18S rRNA
bzw. GAPDH PCRs gefahren, um den Einsatz gleicher Mengen an Gesamt-RNA und die
RegelmaBigkeit der RT zu tliberpriifen. Die Ermittlung der geeigneten Zyklenzahl erfolgte wie
in Abbildung 3-8 dargestellt, um nicht in die Plateauphase der PCR zu gelangen. Im An-
schluss wurde von den zu untersuchenden Proben unter identischen Bedingungen (PCR-
Ansatz, Thermoblock, PCR-Programm, Gelelektrophorese) die PCR durchgefiihrt, die Nega-
tive der Agarosegele gescannt und ausgewertet (Abbildung 3-9). Die Intensititen der Banden
wurden iiber ihre Flachenintegrale erfasst. Jede Probe konnte mit dem Wert des House-

Keeping-Genes normalisiert werden und ein Vergleich der Proben untereinander war moglich.

mt-TFA

Abbildung 3-9: Nachweis und semiquantitative Bestimmung der mRNA-Expression am Beispiel
von mtTFA: In der oberen Bahn sind die gleichmifBigen Banden des House-Keeping-Genes
(18S rRNA), in der unteren Bahn die unterschiedlich starke Expression des mtTFA der einzelnen

Proben deutlich erkennbar.
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Name Pri- Sequenzen (5’ — 3°) Fragm.- T, Zyk- AccNr.
mer grofie [bp] [°C] len

GAPDH S CAT CAC CAT CTT CCA GGA GCG ca. 400 60 23 102642
AS TGA CCT TGC CCA CAG CCT TG

18S S GTT GGT GGA GCG ATT TGT CTG G ca. 400 60 13 V01270

rRNA AS AGG GCA GGG ACT TAA TCA ACG C

rat S AAA ATT GCA GCC ATG TGG AG 421 60 29 AB014089

mtTFA  Ag  cca TTT GCT CTT CCC AAG AC

hum 16S S AAG CGT TCA AGC TCA ACA CC 398 60 16 J01415
RNA AS CTA CCT TTG CAC GGT TAG GG

hum S CTC CTA CTC CTG CTC GCA TC 402 60 16 NC_001807
Ccox1 AS TTC AGG GTG ACC GAA AAA TC B

hum S CCC CGA GCA ATC TCA ATT AC 424 60 16 NC 001807
ND6 AS TGA TTG TTA GCG GTG TGG TC )

hum S CTC CCG ACC TGC CCT ACG ACT AC 374 64 26 Y00985

MnSOD  Ag AAA CCA AGC CAA CCC CAA CCT GAG

Tabelle 3-6: Eingesetzte Primer und Reaktionsbedingungen fiir die semiquantitative PCR: Die
Primer fiir die GAPDH und die 18S rRNA sind fiir verschiedene Spezies spezifisch und ergeben
jeweils ein Fragment gleicher Grofle. Das Design der Primer erfolgte auch hier mit Hilfe der Online-

schnittstelle ,,Primer3 Input* des Whitehead Institute Center for Genome Research.

3.7 Southern-Blot-Analysen

Zur Quantifizierung der mitochondrialen DNA wurden Southern-Blot Analysen (Southern,
1975) durchgefiihrt. Als Sonden kamen PCR-Fragmente der humanen mitochondrialen
16S rRNA und der nukledren 18S rRNA zum Einsatz (vgl. Tabelle 3-6). Beide wurden mit
dem DIG DNA Labeling Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) nach Angaben des
Herstellers markiert. Nach random priming konnten wihrend einer PCR durch Klenow-
Polymerase DIG-11-dUTP (alkali labil) Nukleotide in den komplementéren Strang syntheti-

siert werden.

3.7.1 Vorbereitung der Proben

Die Isolierung der Gesamt-DNA aus den Myokardproben erfolgte wie unter 3.3.2 beschrie-
ben. Um die circuldre mitochondriale DNA zu linearisieren wurde ein Restriktionsverdau mit

Apa I (bzw. Bam HI, Pvu II) iiber Nacht bei 30 °C (bzw. 37 °C) durchgefiihrt, die DNA mit
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Isopropanol prézipitiert, 2x mit 70 % Ethanol gewaschen, das Pellet 10 min luftgetrocknet
und in 20 pl Wasser aufgenommen.

Die 20 pl DNA wurden mit 5 pl Probenpuffer versetzt und zusammen mit 2 pl 1-kb-Marker
(Boehringer Marker X; Boehringer, Mannheim) und 2 pl A-DNA-HindIII-Marker (Boehringer
Marker II; Boehringer, Mannheim) auf einem 0,8 %igen Agarosegel bei 30 V iiber Nacht

aufgetrennt.

3.7.2 Blotten

Am nichsten Tag wurde das Gel 15 min in 0,25 M HCI (Depurinierung), 2 x 15 min in Dena-
turierungslosung (Auftrennen der Doppelstrange) und 30 min in Neutralisationslésung gela-

gert. Eine Wanne wurde mit 20x SSC Transferpuffer gefiillt und eine Glasplatte aufgelegt.

Denaturierungslosung  Neutralisationslosung, pH 7,5  20x SSC Transferpuffer, pH 7,0
0,5 M NaOH 0,5 M Tris 3 M NaCl
1,5 M NaCl 1,5 M NaCl 0,3 M NaCitrat

Auf diese Glasplatte wurden 3 Lagen mit Transferpuffer befeuchtetes Whatman-Papier luft-
blasenfrei aufgebracht, wobei die Enden der untersten lingeren Lage in die Wanne hingen.
Das Gel wurde kurz in Transferpuffer gewaschen, mit den Slots nach unten aufgelegt und mit
einer Rolle luftblasenfrei festgedriickt. Eine mit Transferpuffer benetzte Hybond™-N+
Membran (Amersham Biosciences, Freiburg) wurde auf das Gel gelegt und mit drei Lagen
Whatman-Papier abgedeckt. Abschlieend wurden die Seiten der Glasplatte getrocknet, mit
Parafilm abgedeckt und ca. 10 cm Zellstofflagen aufgelegt. In diesem Kapillarblot wurde

nach Beschweren mit einem 1 kg Gewicht iiber Nacht geblottet.

3.7.3 Hybridisierung

Am néchsten Tag wurde die Membran zur Fixierung der DNA 2 h bei 80 °C gebacken. Ein
Stiick Gaze wurde in der GroBe der Membran zurechtgeschnitten und gemeinsam mit der
Membran in 2x SSC getrinkt, beide luftblasenfrei zusammen aufgerollt und in die Hybridisie-
rungsflasche geschoben. Durch vorsichtiges Rollen und Schiitteln wurden Gaze und Membran
gegen die Innenseite der Flasche luftblasenfrei abgerollt. Das Netz sorgte dafiir, dass die

Hybridisierungsfliissigkeit gleichmiBigen Zugang zu allen Bereichen der Membran bekam
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und wirkte in den iiberlappenden Membranbereichen als Spacer und verhinderte somit Hin-
tergrundprobleme. Nach Zugabe von 30 ml auf 42 °C vorgewidrmter Hybridisierungslosung
wurde 50 min bei 42 °C im Hybridisierungsofen inkubiert.

Ein Mix aus 25 pl Sonde, 1,5 pl 1kb-Marker und 2,5 A-DNA-HINDIII (alle DIG-11-dUTP
gelabelt, vgl. 3.7) wurde 5 min gekocht, 5 min auf Eis abgekiihlt und zur Hybridisierungslo-
sung und Membran hinzugeben. AnschlieBend wurde tiber Nacht bei 42 °C hybridisiert.

Hybridisierungslosung, pH 7,0

SSC 5x NaP 50 mM
SDS 0,1 % hsDNA 100 pg/ml
Denhardt 5x

3.7.4 Waschen und Detektion

Der Nachweis des Hybrids erfolgte immunologisch mit dem DIG Luminescent Detection Kit
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) durch eine mit Anti-Digoxigenin gekoppelte alkali-
sche Phosphatase und CSPD als Substrat.

Waschpuffer 1 Waschpuffer 11 Waschpuffer 111
(Low Stringency) (High Stringency) (Maleinsdure)
10 ml 20x SSC - 2,5ml20x SSC - 0,1 M Maleinsdure
1 ml 10 % SDS - 1ml 10 % SDS - 0,I5M NaCl
89 ml Wasser - 96,5 ml Wasser - 0,3 % (v/v) Tween 20
pH 7,5
Ix Blocking Solution 300 ml  Antikorperlosung 50 ml Detektionspuffer
nach Herstellerangaben - Anti-DIG-AP 5 min - 0,1 M Tris-HCI
10.000 min™ zentrifugieren - 0,1 M NaCl
CSPD (ready to use) 10 ml - von Oberfliche 5 ulabpi- - pH9,5
100 ul CSPD (Vial 5) pettieren + 50 ml 1x Blo-
9,5 ml Detektionspuffer cking Solution

Die Membran wurde 2x 5 min im Waschpuffer I bei RT, 2x 15 min im Waschpuffer II bei
65 °C und 5 min in Waschpuffer III bei RT gewaschen. Anschlieend wurde die Membran

30 min in 100 ml 1x Blocking Solution inkubiert. Daran schlossen sich 30 min in 20 ml Anti-



Methoden 46

korperlosung und 2x 15 min in 100 ml Waschpuffer III an. Die gewaschene Membran wurde
5 min in 20 ml Detektionspuffer befeuchtet, dann 4 ml CSPD (ready to use) liber die Memb-
ran verteilt und ohne Luftblasen in Haushaltsfolie eingeschlagen. Nach 5 min RT wurde
tiberschiissige Fliissigkeit herausgepresst und 10 min bei 37 °C inkubiert. Nach weiteren 15 -
20 min wurde die Membran fotografiert (Scientific Imaging Film BioMax MR 13x18 cm,
Kodak, Stuttgart).

3.8 Statistische Verfahren

Die Ergebnisse der einzelnen Experimente wurden als arithmetischer Mittelwert (x) + Stan-
dardfehler (SEM) angegeben. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des
Computerprogramms MS Excel. Signifikanzanalysen wurden mit dem t-Test durchgefiihrt.

Werte von p < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen und sind im Folgenden mit *
gekennzeichnet; Werte von p < 0,01 wurden als hochsignifikant angesehen und sind mit **

gekennzeichnet.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Mikrorespirometrische Untersuchungen

Funktionell gesehen ist die quergestreifte Arbeitsmuskulatur je nach Aufgabe zu unterschied-
lichen Anteilen aus drei verschiedenen Muskelfasertypen aufgebaut. Diese Fasertypen kdnnen
anhand ihres Stoffwechsels (mit der entsprechenden Enzymausstattung) und ihrer Kontraktili-
tit unterschieden werden (Lindholm et al., 1974)". Unter Beriicksichtigung dieser Charakteri-
sierung (s.u.) wurden fiir die Untersuchungen Typ-I-Fasern (rote Fasern) verwendet.

Die Ratten der Versuchsreihe stammten aus Experimenten im Institut fiir Umwelttoxikologie,
bei denen die protektive, antiapoptotische und antioxidative Rolle von Coenzym Q;o (CoQ10)
in Zellmembranen (intramembranédres Redoxcycling) und in der inneren Mitochondrien-
membran gegeniiber Radikalbildung am Komplex I der Atmungskette und der Atmungsket-
tenkapazitat untersucht wurde. Es gibt in extrakardialem Gewebe Hinweise, dass die Radikal-
bildung an Komplex I, welche die PTP-Offnung (permeability transition pore) begiinstigt,
durch Coenzym Q) reguliert und gehemmt werden kann (Fontaine et al., 1998). Im Alters-
herzen kann die Bereitstellung von Reduktionsidquivalenten und ihre Verteilung auf die ver-
schiedenen Zellkompartimente gestort sein. Ein relativer Coenzym Q;o-Mangel in der Zell-

membran und/oder in der mitochondrialen Innenmembran kann ein Teil des Problems sein.

' 1. Typ-I-Fasern [ST-Fasern (Slow-twitch-Fasern), rote Fasern]: Diese relativ schmalen Fasern zeigen einen
iiberwiegend oxidativen, d.h. aeroben Stoffwechsel. Demzufolge sind sie auch durch eine entsprechend ausge-
pragte Gefiaversorgung, viele Mitochondrien und eine hohe Myoglobinkonzentration gekennzeichnet. Sowohl
ihre Kontraktion als auch ihre Erschlaffung gehen relativ langsam vonstatten und sie sind sehr ermiidungsresis-
tent. Sie sind verantwortlich fiir Ausdauer und Haltefunktion, z.B. M. soleus.

2. Typ-1IB-Fasern [FT-Fasern (Subtyp der Fast-twitch-Fasern), weile Fasern]: Diese Fasern mit dem groften
Faserquerschnitt gewinnen ihre Energie hauptsichlich auf anaerob-glykolytische Weise mit ausgepragter Laktat-
bildung. Sie weisen eine geringe Kapillardichte, weniger Mitochondrien und eine niedrige Myoglobinkonzentra-
tion auf. Im Gegensatz zu den ST-Fasern kontrahieren und erschlaffen sie schnell und zeigen eine schnelle
Ermiidbarkeit. Sie sind verantwortlich fiir die Schnellkraft, z.B. M. gastrocnemius.

3. Typ-lIA-Fasern [FTH-Fasern (Subtyp der Fast-twitch-Fasern)]: Dieser Typ wird auch als Intermediértyp
bezeichnet, da diese Fasern sowohl eine hohe glykolytische als auch eine oxidative Enzymaktivitit besitzen. Sie
konnen also aerobe und auch anaerobe Arbeit leisten. Sie weisen eine schnelle Kontraktions- und Erschlaffungs-
fahigkeit auf, zeigen jedoch eine relative Ermiidungsresistenz. Ihr Faserquerschnitt liegt zwischen dem der

beiden zuvor genannten.
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Umgekehrt kann man schlussfolgern, dass exogene Coenzym Qjo-Substitution iiber einen
protektiven Effekt in den beiden genannten Membrankompartimentierungen eine gestorte
Anpassungsreaktion des Altersherzens insgesamt verbessert.

Die 24 Monate alten Ratten wurden im Institut fiir Umwelttoxikologie jeweils 21 Tage mit
einer wasserloslichen Nanodispersion von CoQjo (2 mg/kg/d subkutan, abdominal) (MSE
Pharmazeutika, Bad Homburg) behandelt. Um einen reibungslosen Ablauf der sich anschlie-
Benden umfangreichen Arbeiten zu gewéhrleisten, erfolgte diese Behandlung gestaffelt iiber
einen Zeitraum von 37 Tagen. Dadurch konnten die zeitaufwendigen Préparationen und Or-
ganentnahmen jeweils an einer kleinen Gruppe von behandelten Tieren vorgenommen wer-
den. Die Kontrolltiere wurden mit NaCly,ys scheinbehandelt. Die vier Monate alten Ratten
wurden nur scheinbehandelt und als Kontrolle bzw. zum Vergleich jung vs. alt verwendet.
Hier erfolgte keine Gabe von CoQjo, da in den jungen Tieren keine Verdnderungen der
CoQjo-Spiegel erwartet wurden. Das Gewicht der jungen Tiere betrug 348 + 7 g, das der alten
Tiere 389 £ 10 g (p = 0,032). Nach Abschluss der CoQ;o-Behandlung wurden die Tiere (nach-
folgend als Fisher-Q;o-Ratten bezeichnet) getdtet und ein Teil des linken Ventrikels und des
M. soleus unverziiglich in kalten Storagepuffer iiberfiihrt. Der verbleibende Teil des linken

Ventrikels und des M. soleus wurden in fliissigem Stickstoff zur weiteren Verwendung auf-

bewabhrt.
Organ junge Ratten alte Ratten alte Ratten
(Kontrolle) (Kontrolle) (CoQq)
linker Ventrikel 24,65 £ 0,85 272+2,17 25,29 +£2,32
rechter Ventrikel 26,21 £2,11 32,6 £2,45 27,30 £ 1,86
Skelettmuskel 2,97 £0,38 3,27 +£0,56 2,76 £0,57
Leber 11,46 £ 0,61 **31,00£5,70 ** 161,10+ 44,38

Tabelle 4-1: CoQ;¢-Gehalte in verschiedenen Organen der untersuchten Ratten: Die Bestimmung
des CoQyo-Gehaltes erfolgte durch HPLC-DAD? (Messung durch: FILT Lungen- und Thoraxdiagnos-
tik GmbH, Berlin). Die Werte sind als [ug CoQ;¢/g Organgewicht] = SEM angegeben.

? Die Organproben wurden vollstindig eingewogen und im Umlufttrockenschrank bei 37 °C bis zur Massekon-
stanz (mindestens jedoch 48 Stunden) getrocknet und die Trockensubstanz bestimmt. Die getrockneten Proben
wurden verrieben und 3x 30 min im Ultraschallbad mit n-Hexan/Ethanol extrahiert. Die Extrakte wurden unter
Stickstoff zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wurde in Reagentalkohol/Methanol aufgenommen und mittels

High Pressure Liquid Chromatography - Diode Array Detection untersucht.
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Die subkutane Applikation von CoQ fiihrte bei senilen Ratten zu keiner Erh6hung der endo-
genen CoQo-Gehalte in Herz- und Skelettmuskulatur (Tabelle 4-1). In der Leber wurden
sowohl in den alten Kontrolltieren, als auch nach Gabe von CoQ,o hochsignifikant grof3ere
CoQjo-Gehalte gemessen. Daraus war zu schlussfolgern, dass in alten Ratten der CoQj-
Gehalt durch diese Art der Applikation von CoQ;¢ nicht verdndert werden konnte. Der An-
stieg der Werte in der Leber spiegelt den Abbau des im Uberschuss zugefiihrten CoQ;o wieder
und ldsst nicht auf Verdnderungen zelluldrer Schutzmechanismen schlieBen (Miiller ef al.,

2001).

Fiir die weiterflihrenden Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit (Mikrorespirometrie,
Enzymaktivitdten und Genexpression), stellte das Institut fiir Umwelttoxikologie aus der

Gesamtzahl der untersuchten Tiere folgende Proben zur Verfiigung.

4 Monate  H,O-Kontrolle n==6
24 Monate H,O-Kontrolle n==6
24 Monate Gabe von CoQ;p n=10

Aufgrund der begrenzten Menge des Probenmaterials aus dem Myokard konnten von 5 Tieren
(vgl. Tabelle 7-1 im Anhang) keine mikrorespirometrischen Untersuchungen durchgefiihrt
werden. Die Zahl der alten Tiere verringerte sich somit auf n = 11, die der jungen Tiere blieb
dagegen konstant bei n = 6. Um eine bessere Vergleichbarkeit der Messwerte zu gewéhrleis-
ten wurden auch bei der Untersuchung des M. soleus die o.g. Tiere aus dem Experiment
herausgenommen.

Bei der Messung wurden die Daten wie folgt erfasst. Die zwei offenen Messkammern wurden
mit Inkubationsmedium gefiillt und das Medium bei eingeschaltetem Magnetriihrer beliiftet.
Die Séttigung mit Luftsauerstoff war nach wenigen Minuten an einer konstanten Sauerstoff-
konzentration erkennbar. Als Substratlosungen wurden 10 mM Pyruvat und 2 mM Malat in
die Messkammer pipettiert. Die Messkammer wurde nach dem Einbringen der Muskelfaser
verschlossen und nach der Registrierung des Sauerstoffverbrauchs in Gegenwart der Substrate
ohne ADP (State 2-Atmung) wurde 5 mM ADP zugesetzt. Der als PP/M+ADP erfasste Mess-
wert stellt die Maximalatmung (State 3) dar und wird nachfolgend als Pyruvatatmung darge-
stellt. Nach einer kurzen stationdren Phase erfolgte die Zugabe von 5 uM Rotenon zur Hem-
mung von Komplex I. Die verbleibende Atmungsaktivitét stellt die Rotenon-insensitive At-

mung dar vgl. Abbildung 4-1).
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Abbildung 4-1: reprisentatives Diagramm eines Kurvenverlaufs der mikrorespirometrischen
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Untersuchungen an Geweben von Fisher-Q;o-Ratten: a) zeigt einen typischen Kurvenverlauf bei
der Untersuchung von permeabilisierten Muskelfasern junger Tiere; b) zeigt den Kurvenverlauf in
senilen Tieren. Die Messungen erfolgten im Oxygraphen Oroboros® mit dazugehériger Analysesoft-
ware. Die blaue Kurve gibt die jeweilige Sauerstoffkonzentration wieder, die Atmungsgeschwindig-
keit als erste Ableitung der Sauerstoffkonzentration ist in der roten Kurve dargestellt. (Rot = Rotenon /

Succ = Succinat / Atr = Atractylat / Ant = Antimycin A / DT = Dithionit)

Durch die Zugabe von 10 mM Succinat wird die Succinat-abhidngige Atmung aktiviert und
die Atmung iiber den Komplex II kann untersucht werden. Die Aktivitdt von Komplex II ist
im Allgemeinen geringer als die State 3-Atmung. Aufgrund der hohen ATP-Konzentration im
Oxygraphen kann kein normaler Ubergang von der State 3 zur State 4-Atmung in der Muskel-
faser beobachtet werden. Aus diesem Grund wird durch die Gabe von 50 uM Atractylat der
Adenin-Nucleotid-Translokator gehemmt und es ist die State 4-Atmung messbar. Diese ent-
hilt neben dem Leak auch noch den extramitochondrialen oder nichtenzymatischen Sauer-
stoffverbrauch in der Muskelfaser. Der nichste Messwert wird nach Zugabe von 10 uM An-
timycin A erfasst, das die Atmungskette an Komplex III durch Unterbrechung des Elektronen-
transportes stoppt. Der Wert flir das Leak spiegelt die Differenz zwischen Antimycin-
resistenter Atmung und State 4-Atmung wieder. Die Experimente wurden durch Zugabe von
Dithionit (Na;S,04) als Reduktionsmittel beendet und die Sauerstoftkalibrierung (Nullwert)

vorgenommen.
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Sowohl in den Proben des linken Ventrikels als auch im M. soleus der Versuchstiere zeigte
sich generell eine starke Erniedrigung der Atmungsraten um ca. 50 % der senilen Tiere im
Vergleich zu den jungen Tieren (Abbildung 4-2). Eine Ubersicht der Einzelergebnisse zeigt
Tabelle 7-1 im Anhang.

a) b)
8
20 - < linke Ventrikel DOjung DOalt . T M. soleus mjung Oalt
6
15 1
£ " = E "
510 R *% S ] T T
£ T . g3 -
51 27
1 |
0 0
Pyruvat Succinat Pyruvat Succinat
linke Ventrikel M. soleus
Pyruvat Succinat Pyruvat Succinat
jung 19,02 + 0,67 12,58 £ 0,56 6,99 +£ 0,26 3,47+0,14
alt **867+0,60 **703+0,54 **350+026 **233+0,12

Abbildung 4-2: Darstellung der Ergebnisse der mikrorespirometrischen Untersuchungen junger
und alter Fisher-Q;o-Ratten: a) Ergebnisse der Untersuchungen des linken Ventrikels; b) Ergebnisse
der Untersuchungen des M. soleus. Die Werte sind als [nmol O,/s/mg ww] £ SEM angegeben. (junge

Tiere n = 6, alte Tieren=11)

Die Untersuchungen der Mikrorespirometrie der Fisher-Q;o-Ratten ergaben hochsignifikante
Anderungen sowohl in den Geweben des linken Ventrikels als auch im M. soleus (Abbildung
4-2). So war die Maximalatmung (State 3) im Alter im linken Ventrikel um 54,39 %
(p <0,001) und im M. soleus um 49,88 % (p < 0,001) erniedrigt. Nach Hemmung von Kom-
plex I durch Rotenon und Zugabe von Succinat war auch die Atmung liber Komplex II im
linken Ventrikel um 44,12 % (p < 0,001) und im M. soleus der alten Tiere um 32,75 % (p <
0,001) hochsignifikant erniedrigt.
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In den Myokardproben (Abbildung 4-2a) konnten generell weitaus hohere Werte als im
M. soleus (Abbildung 4-2b) der gleichen Tiere ermittelt werden. Dieser Umstand 1ésst sich
durch die wesentlich groBere Anzahl an Mitochondrien im Herzmuskel erkldren (Kardiomyo-
zyten ca. 30 %, Skelettmuskel ca. 3-5 % des Zellvolumens).

Die Bildung des Verhéltnisses der Messwerte von Komplex I zu Komplex II ermdglichte, die
SRPR (Succinat Related Pyruvat Respiration) zu ermitteln, bei der die Untersuchungsergeb-
nisse auf die Succinatatmung abgeglichen werden und eine Detektion von Komplex I-
abhingigen funktionellen Verdnderungen moglich ist. Dieser von der Mitochondrienmenge
unabhingige Parameter ermoglicht somit eine direkte Identifizierung von Defekten des Kom-
plexes I (Abbildung 4-3).

Weiterhin konnte die PRSR (Pyruvat Related Succinat Respiration) bestimmt werden, bei der
auf Pyruvat normiert wird. Diese Verhiltnisse geben Aufschluss iiber die Atmungskapazitdten
der einzelnen Komplexe unabhingig von der gesamten Atmungsaktivitdt und lassen Riick-

schliisse auf ihre Aktivitdten im Verhéltnis von Komplex I zu Komplex II zu.

a) b)
180 250
160 | linke Ventrikel Ojung DOalt M.soleus Ojung DOalt
140 | = * 200 | —T
T *%
S 120 - g
35 G 150 - =
< 100 | =
w 1]
2 80 - L 2
5 _ & 100 - .
2 60 - o -
40 1 50 -
20
0 0
SRPR PRSR SRPR PRSR
linke Ventrikel M. soleus
SRPR PRSR SRPR PRSR
jung 151,68 + 3,31 66,09 + 1,46 202,63 +7,71 49,74 £ 2,02
alt * 126,76 + 8,01 82,72 £ 6,34 ** 151,71 £ 10,56 * 69,32 +£5,01

Abbildung 4-3: Ergebnisse der Bestimmungen der Quotienten aus Succinat- und Pyruvatat-
mung: a) Quotienten der Atmungsaktivititen im linken Ventrikel; b) Quotienten der Atmungsaktivita-
ten im M. soleus; Alle Werte sind als relative Einheiten £ SEM angegeben. (junge Tiere n = 6, alte

Tieren=11)
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Im linken Ventrikel der alten Fisher-Qo-Ratten war die SRPR um 16,43 % (p = 0,04) ernied-
rigt, die PRSR entsprechend um 25,17 % (p = 0,07) erhoht. Im M. soleus zeigten sich gleiche
Tendenzen: SRPR war um 25,13 % (p = 0,005) erniedrigt, PRSR um 39,37 % (p = 0,013)
erhoht (Abbildung 4-3).

Die Atmung iiber Komplex I ist also nicht nur generell im Alter signifikant erniedrigt, son-
dern zeigt auch im Verhéltnis zu Komplex II, der nur aus kerncodierten Untereinheiten zu-

sammengesetzt ist, eine signifikant niedrigere Atmung.

4.2 Enzymaktivitaten von Komplexen der Atmungskette

Die Bestimmung der Enzymaktivititen der Komplexe der Atmungskette erfolgte in Geweben
des linken Ventrikels und des M. soleus der unter 4.1 beschriebenen Tiere. Fiir Untersuchun-
gen der Enzymaktivititen der humanen Proben kamen linke Ventrikel zum Einsatz.

Die Messung der Enzymaktivititen erfolgte wie unter 3.2 beschrieben. Von den Proben wur-
den Komplex I (KI), Komplex I + III (KI + IIT), Komplex II + IIT (KII + III), Komplex III
(KIII), Cytochrom-c-Oxidase (COX), Citratsynthase (CS) und Nichtkollagen-Protein (NCP)
bestimmt. Der Abgleich der Messwerte erfolgte auf ww, CS und NCP (siehe 3.2.2).

4.2.1 Messung der Enzymaktivititen von Atmungskettenkomplexen im Myo-

kard von Ratten

Die Auswertungen der Ergebnisse der Einzelgruppen konnten keine Effekte der Gabe von
CoQ)p auf die Enzymaktivitit aufzeigen, so dass im Folgenden der Vergleich der jungen Tiere
(n = 6) mit den alten Tieren (n = 16) dargestellt wird.

Bei der Untersuchung der Enzymaktivititen (U/g ww) der Komplexe der Atmungskette in
linken Ventrikeln von Fisher-Qjo-Ratten fand sich in den alten Tieren generell eine Erniedri-
gung im Vergleich zu den jungen Tieren (Abbildung 4-4).

Eine Zusammenstellung der Einzelergebnisse der Messung der Enzymaktivititen von At-

mungskettenkomplexen im Myokard von Ratten findet sich im Anhang in Tabelle 7-2.
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Komplex | Komplex | + 111 Citratsynthase
Komplex I Komplex I + IIT Citratsynthase
jung 11,64 + 1,27 14,85 +1,93 109,34 + 6,58
alt ** 8,30+ 0,53 *923+1,11 ** 90,60 £3,13

Abbildung 4-4: Darstellung der Ergebnisse der Messung der Enzymaktivititen in linken Ventri-
keln junger und alter Fisher-Q,-Ratten: a) Messergebnisse von Komplex I und Komplex I + III;
b) Ergebnisse der Citratsynthase. Die Werte sind als U/g ww = SEM angegeben. (junge Tiere n = 6,
alte Tiere n = 16)

In den linken Ventrikeln alter Ratten waren die Enzymaktivititen von Komplex I um 28,66 %
(p = 0,0089), Komplex I + III um 37,86 % (p = 0,017) und der Citratsynthase um 17,14 %
(p = 0,0088) signifikant erniedrigt. Geringe Anderungen der Enzymaktivititen fanden sich bei
Komplex II + IIT (-15,00 %) sowie bei Komplex III (-5,58 %) und COX (-5,04 %). NCP war

um 7,11 % vermindert (Abbildung 4-4). Die Einzelergebnisse sind in Tabelle 4-2 zusammen-

gefasst.
junge Tiere alte Tiere Anderung [%]
Komplex I ww 11,64 + 1,27 8,30 £0,53 ** _28,66
Komplex I/ CS 10,83 = 1,27 9,13+0,44 -15,65
Komplex I / NCP 73,97 £ 7,54 56,92 + 3,49 ** 223,04
Komplex I + III ww 14,85+ 1,93 923 +1,11 *-37,86

Komplex I + 111/ CS 13,56 +£1,38 10,08 £ 1,08 -25,68
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junge Tiere alte Tiere Anderung [%]
Komplex I+ IIT / NCP 94,56 + 12,11 63,13 +7,12 * -33,24
Komplex IT + 11T ww 13,43 £0,79 11,42 £0,88 -15,00
Komplex I+ 111/ CS 12,39 +£ 0,72 12,55 +0,83 1,27
Komplex IT + IIT / NCP 85,92 £5,92 78,38 £5,75 -8,78
Komplex III ww 68,33 + 6,09 64,52 + 4,11 -5,58
Komplex III / CS 62,66 +4,38 72,14 £4,70 15,14
Komplex III / NCP 437,30 +41,21 44321 + 27,07 1,35
COX ww 40,88 + 6,47 38,82 +2,95 -5,04
COX/CS 37,18 +5,25 43,26 3,09 16,36
COX /NCP 261,38 +41,23 264,82 + 17,49 1,31
Citratsynthase ww 109,34 + 6,58 90,60 + 3,13 ** _17,14
Citratsynthase / NCP 694,90 + 36,32 624,61 +£23,77 -10,12
NCP 157,17 + 4,03 145,99 +£3,22 -7,11

Tabelle 4-2: Zusammenstellung der Ergebnisse der Bestimmung der Enzymaktivititen von
Komplexen der Atmungskette in linken Ventrikeln von Fisher-Q,¢-Ratten: Die Enzymaktivititen
fiir die Feuchtgewichte (ww) sind in U/g ww angegeben. Die Angaben fiir die Normierungen auf CS
und NCP erfolgen als relative Einheiten. Signifikante Anderungen sind folgendermafen gekennzeich-

net: * p <0,05; ** p <0,01. (junge Tiere n = 6, alte Tiere n = 16)

Um die Aktivititen der Atmungskettenkomplexe untereinander und unabhdngig von den
generellen Verringerungen (ww, CS, NCP) zu betrachten, wurden folgende Quotienten gebil-

det und ausgewertet:

= KI+HI/KII+ III
»  KI+ III/KIII
=  KII+ [II/KI + 1T

SRNO (Succinat Related NADH+H" Oxidation)
KIII-RNO (KIII Related NADH+H" Oxidation)

Nach Abgleich der Messwerte von KI + III auf die Messwerte von KII + 111, ist es moglich,
eine direkte Aussage iiber die Enzymaktivititen der Komplexe I und II untereinander zu
treffen. So war der Komplex I in den alten Tieren im Verhéltnis zu Komplex II signifikant
erniedrigt. Dies bestétigte auch ein Abgleich auf Komplex III, bei dem sich das gleiche Ver-
héltnis zeigte. Ein weiterer interessanter Aspekt ergibt sich, wenn man die Daten auf KI + III
bezieht (KII + III/KI + III). Diese Variante einer vergleichenden Darstellung bietet eine weite-

re Moglichkeit zur Vorstellung der Ergebnisse der Enzymaktivitidten. Im oben gezeigten Fall
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ist erkennbar, dass der nur aus kerncodierten Untereinheiten bestehende Komplex II im Ver-
hiltnis zu Komplex I eine relativ hohere Enzymaktivitdt aufweist. Die Ergebnisse dieser

Berechnungen sind in Abbildung 4-5 zusammengefasst.
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KI+HI/KII+I KI+I/KIN KI+HI/KII

KI+ UK+ 101 KI+OUIO0 K+ H/KT + T
jung 1,12 +0,14 0,22 + 0,02 0,96 + 0,10
alt * 0,79 +£0,06 *% 0,14 £0,12 *1,39+0,11

Abbildung 4-5: Graphische und tabellarische Darstellung der Quotienten der Enzymaktivitiiten
in linken Ventrikeln junger und alter Fisher-Qo-Ratten: Die Werte sind als relative Einheiten +

SEM angegeben. (junge Tiere n = 6, alte Tiere n = 16)

Die Auswertung ergab bei den alten Ratten eine signifikante Erniedrigung der SRNO um
29,18 % (p = 0,019) sowie eine hochsignifikante Erniedrigung der KIII-RNO von 36,78 %
(p = 0,002). Weiterhin ergab sich ein signifikanter Anstieg von KII + III/KI + III um 45,04 %
(p =0,039) (Abbildung 4-5).

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass bei den Messungen der Enzymaktivititen von
Atmungskettenkomplexen im Myokard alter Ratten eine generelle Erniedrigung der Aktivita-
ten von Komplex I sowie Komplex I + III festzustellen war. Dies war einerseits durch eine
verringerte Anzahl Mitochondrien zu erkldren, wie die Auswertung der Citratsynthaseaktivitit
zeigte. Betrachtet man jedoch die von Mitochondrienzahl und ww unabhidngigen Quotienten
SRNO sowie KIII-RNO, so zeigte sich andererseits, dass dieses Komplex I-Defizit nicht

ausschlieBlich auf eine Verringerung der Mitochondrienzahl zuriickzufiihren ist.
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4.2.2 Messung der Enzymaktivitaten im M. soleus von Ratten

Mangels Probenmaterial aus dem M. soleus konnten bei 4 Tieren (siche Tabelle 7-2 im An-
hang) keine Untersuchungen durchgefiihrt werden. Die Zahl der alten Tiere verringerte sich
somit auf n = 12, die der jungen Tiere bleibt konstant bei n = 6.

Auch in den Geweben des M. soleus von Fisher-Qjo-Ratten fanden sich bei der Untersuchung
der Enzymaktivititen (U/g ww) der Komplexe der Atmungskette in den alten Tieren generell

Erniedrigungen im Vergleich zu den jungen Tieren (Einzelergebnisse Tabelle 7-2 im An-

hang).
a) b)
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Komplex | Komplex | + 111 Komplex Il Citratsynthase
Komplex I Komplex I + IIIT Komplex IIT Citratsynthase
jung 3,32+0,34 3,34 +£0,32 38,49 + 1,76 26,68 £ 1,15
alt **2.00+0,13 ** 1,94+ 0,10 **28,84+1,36 **19,99+0,57

Abbildung 4-6: Ergebnisse der Messung der Enzymaktivititen im M. soleus junger und alter
Fisher-Qo-Ratten: Die Werte sind als U/g ww £ SEM angegeben. (junge Tiere n = 6, alte Tiere
n=12)

Die Messungen ergaben hochsignifikant erniedrigte Enzymaktivitdten in den Proben des M.
soleus alter Ratten. So waren Komplex I um 39,65 % (p < 0,001), Komplex II + III um
41,90 % (p < 0,001), Komplex IIT um 25,07 % (p < 0,001) und die Citratsynthase um 25,07 %
(p < 0,001) erniedrigt (Abbildung 4-6). NCP war um 6,16 % erhoht. Die Einzelergebnisse

sind in Tabelle 4-3 zusammengefasst.
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junge Tiere alte Tiere Anderung [%]
Komplex I ww 3,32+0,34 2,00 £ 0,13 ** _39,65
Komplex 1/ CS 12,51+ 1,27 10,05+ 0,60 -19,66
Komplex I/ NCP 35,04 £2,77 20,73 £ 1,64 *% 40,82
Komplex I + III ww 3,34+£0,32 1,94 £ 0,10 ** 41,90
Komplex I+ 111/ CS 12,64 +1,23 9,82 £ 0,62 *.22,32
Komplex I + III / NCP 36,16 =427 19,91 + 1,27 *% _44,95
Komplex II + IIT ww 3,88 +£0,36 3,08 £0,27 -20,66
Komplex IT+ 111/ CS 14,39 + 0,88 15,14 +0,99 5,20
Komplex II + 111 / NCP 41,83 +4,49 31,94 +3,09 -23,63
Komplex IIT ww 38,49 £ 1,76 28,84 £ 1,36 ** 25,07
Komplex T/ CS 144,47 + 3,71 144,17 £ 5,01 -0,21
Komplex 111/ NCP 417,90 + 37,17 298,37 £ 20,13 *% 28,60
COX ww 21,31 +2,94 16,10 +1,12 -24,46
COX/CS 78,46 £ 9,54 80,16 £4,99 2,17
COX /NCP 228,59 + 32,79 164,45 +£ 12,30 * -28,06
Citratsynthase ww 26,68 £ 1,15 19,99 + 0,57 ** 225,07
Citratsynthase / NCP 288,61 +21,93 205,84 + 10,06 *% 28,68
NCP 93,70 £ 4,06 99,47 £+ 5,01 6,16

Tabelle 4-3: Zusammenstellung der Ergebnisse der Bestimmung der Enzymaktivititen von
Komplexen der Atmungskette im M. soleus von Fisher-Q,-Ratten: Die Enzymaktivitdten fiir die
Feuchtgewichte (ww) sind in U/g ww angegeben. Die Angaben fiir die Normierungen auf CS und

NCP erfolgen als relative Einheiten. (* p < 0,05; ** p <0,01); (junge Tiere n = 6, alte Tiere n = 12)

Die sich anschlieBende Berechnung der unter 4.2.1 beschriebenen Quotienten fiir die Kom-
plexe der Atmungskette ergab folgende Ergebnisse.

Im M. soleus fand sich eine Erniedrigung der SRNO um 23,43 %. Weiterhin konnte eine
Erniedrigung der KIII-RNO von 20,71 % festgestellt werden. Die zusitzliche Moglichkeit des
Abgleichens der Werte auf KI + III fiihrte zu einem entsprechenden Anstieg von 31,37 % bei
KII + III/KI + III, was wiederum auf eine relativ hohere Enzymaktivitit des Komplexes II

schlieBen ldsst. Die Anderungen waren statistisch nicht signifikant (Abbildung 4-7).
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Abbildung 4-7: Graphische und tabellarische Darstellung der Quotienten der Enzymaktivititen
im M. soleus junger und alter Fisher-Q,-Ratten: Die Werte sind als relative Einheiten = SEM

angegeben. (junge Tiere n = 6, alte Tiere n = 12)

Im Skelettmuskel alter Ratten fand sich die generelle Erniedrigung der Aktivititen von Kom-
plex I sowie Komplex I + III wieder. Weiterhin konnte iiber eine hochsignifikant erniedrigte
Citratsynthaseaktivitét auf eine Verringerung der Mitochondrienzahl geschlossen werden. Die
Werte der unabhéngigen Quotienten SRNO sowie KIII-RNO weisen jedoch auch hier auf eine
von der Anzahl der Mitochondrien unabhingige Komplex I-Erniedrigung hin. Diese Befunde

decken sich mit den Ergebnissen der Untersuchungen aus 4.2.1 im Myokard alter Ratten.

4.2.3 Bestimmung der Enzymaktivitaten in humanen linken Ventrikeln

Fiir die Untersuchungen der Enzymaktivititen der Komplexe der Atmungskette in humanen
linken Ventrikeln wurden Proben von Patienten mit DCM (n = 23) und ICM (n = 20) sowie
von Spendern (n = 10) verwendet. Die Unterschiede in den Enzymaktivititen zwischen den
Proben der Patienten mit DCM und ICM (siehe Tabelle 7-3 im Anhang) waren vernachldssig-
bar klein, so dass im Folgenden nur noch das Kollektiv der 43 insuffizienten Herzen im Ver-

gleich zu den 10 Spenderherzen gezeigt wird.
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Die Auswertung der Daten wies in allen Fillen auf eine Erniedrigung der Enzymaktivitdten

(U/g ww) in den insuffizienten Geweben im Vergleich zum Spendermyokard hin.

a) b)
8 0O Spender 0O Spend
. . pender
;| T [inkeVentrikel O Insuffizient 50 1 O Insuffizient
'|' T
6 40 | T
5 | *% *
T T
%4 | £ 30 -
= =
3 20 4
2 4
10 -
14
0 0
Komplex | Komplex | + IlI Citratsynthase
Komplex 1 Komplex I + I1I Citratsynthase
Spender 6,91 £ 0,55 6,03 £ 0,57 44,45 £ 1,51
Insuffizient **461+0,26 *4.47+0,35 40,08 +£ 1,53

Abbildung 4-8: Darstellung der Ergebnisse der Messung der Enzymaktivititen in linken Ventri-
keln gesunder und insuffizienter Herzen: a) zeigt die Messergebnisse von Komplex I und Kom-
plex I + III; b) zeigt die Ergebnisse der Citratsynthase; Die Werte sind als U/g ww = SEM angegeben.
(Insuffizient n = 43, Spender n = 10)

Folgende Anderungen der Enzymaktivititen konnten bei den Untersuchungen festgestellt
werden: hochsignifikante Erniedrigung von Komplex I um 33,2 % (p < 0,001), signifikante
Erniedrigung von Komplex I + III um 25,9 % (p = 0,047) sowie eine Erniedrigung der Citrat-
synthase um 9,8 % (n.s.) (Abbildung 4-8).

Die Aktivitdt von Komplex I war auch nach dem Abgleich auf die Citratsynthase hochsignifi-
kant um -26,5 % (p < 0,001) erniedrigt. Der Wert fiir NCP war mit 0,6 % praktisch unverén-
dert. Die Einzelergebnisse sind in Tabelle 4-4 dargestellt.
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Spender Insuffizient Anderung [%]
Komplex [ ww 6,91 £0,55 4,61 £0,26 *% _33,24
Komplex 1/ CS 15,61 1,27 11,47 £ 0,43 *% _26,49
Komplex I/ NCP 121,48 18,89 91,75 +£10,91 -24,48
Komplex I + III ww 6,03 £ 0,57 4,47 £0,35 *-25,87
Komplex I+ 111/ CS 13,70 £ 1,44 10,92 + 0,66 -20,29
Komplex I + III / NCP 112,46 +£23,94 93,20 + 13,15 -17,13
Komplex II + IIT ww 8,17 +0,47 7,81+ 0,49 -4,44
Komplex IT+ 111/ CS 18,37 £ 0,79 19,21 £ 0,96 4,57
Komplex II + 111 / NCP 149,02 £27,29 166,49 +23,18 11,72
Komplex IIT ww 43,48 £2,34 38,44 +£2,02 -11,59
Komplex T/ CS 98,22 +£5,17 97,22 +4,11 -1,02
Komplex II1 / NCP 779,28 + 125,41 787,79 £ 96,32 1,09
COX ww 20,62 + 1,62 16,46 + 1,18 -20,17
COX/CS 46,44 + 3,49 40,55 £2,31 -12,67
COX /NCP 373,58 £ 69,75 329,99 + 45,34 -11,67
Citratsynthase ww 44,45 + 1,51 40,08 = 1,53 -9,82
Citratsynthase / NCP 811,73 £ 141,21 809,95 + 92,17 -0,22
NCP 64,87 +7,56 65,25 £ 4,01 0,6

Tabelle 4-4: Zusammenstellung der Ergebnisse der Bestimmung der Enzymaktivititen von
Komplexen der Atmungskette in humanen linken Ventrikeln: Die Enzymaktivititen fiir die
Feuchtgewichte (ww) sind in U/g ww angegeben. Die Angaben fiir die Normierungen auf CS und

NCP erfolgen als relative Einheiten. (* p < 0,05; ** p < 0,01) (Insuffizient n = 43, Spender n = 10)

Auch bei den humanen Proben wurden die unter 4.2.1 beschriecbenen Quotienten fiir die
Komplexe der Atmungskette gebildet, um eine von anderen Parametern (ww, CS, NCP)
unabhingige Grofle zu erhalten und somit einen direkten Vergleich der Enzymaktivititen der
Komplexe untereinander zu ermdglichen. Dabei ergaben sich die folgenden Ergebnisse.

Die SRNO war in den insuffizienten humanen Myokardproben um 22,4 % (p = 0,015) ebenso
wie die KIII-RNO um 19,5 % (p = 0,029) signifikant erniedrigt. Folglich konnte ein knapp
signifikanter Anstieg der KII + II/KI + III um 33,9 % (p = 0,051) festgestellt werden
(Abbildung 4-8).
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0O Spender
O Insuffizient T

*

0,0 I I [ |

KI+ /K1 KI+/KIN KI+HI/KI+1

KI + II/KII + 11T KI + III/III KII + III/KI + 111
Spender 0,75 + 0,07 0,14 + 0,01 1,44 £ 0,13
Insuffizient * 0,58 + 0,03 *0,11+0,01 () 1.93+0,11

Abbildung 4-9: Graphische und tabellarische Darstellung der Quotienten der Enzymaktivititen
in linken humanen Ventrikeln: Die Werte sind als relative Einheiten = SEM angegeben. (Insuffi-

zient n = 43, Spender n = 10)

Bei den Messungen der Enzymaktivititen von Atmungskettenkomplexen in humanen linken
Ventrikeln konnte eine generelle Erniedrigung der Aktivititen von Komplex I sowie Kom-
plex I + III in den insuffizienten Proben gezeigt werden. Die Quotienten SRNO sowie KIII-
RNO belegen, dass dieses Komplex I-Defizit nicht auf einer Verringerung der Mitochond-
rienzahl beruht, zumal die Aktivitdt der Citratsynthase in diesem Fall nur geringfiigig vermin-
dert war.

Somit konnte in den Proben des humanen Myokards die Komplex I-Erniedrigung ebenso
gezeigt werden, wie im Myokard und im Skelettmuskel alter Ratten (4.2.1, 4.2.2). In beiden
untersuchten Modellen war die Aktivitdtsdnderung nicht ausschlieBlich durch eine Verminde-

rung der Mitochondrienzahl bedingt.

4.3 Quantifizierung mitochondrialer und nuklearer Transkripte

Die menschliche mitochondriale DNA ist das kleinste bekannte mtDNA-Molekiil. Es ist ein

geschlossenes, zirkuldres, doppelstrangiges Molekiil mit 16.569 bp. Die Anzahl der Mito-
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chondrien pro Zelle variiert stark in Abhingigkeit vom Gewebetyp, jedoch bleibt die Anzahl
der mtDNA-Molekiile (zwischen 2 und 10) pro Mitochondrium konstant (Robin ef al., 1988).
Daraus resultiert eine grofle und in Abhingigkeit vom Gewebetyp zwischen 1.000 und 10.000
variierende Anzahl mtDNA-Kopien pro Zelle (Bogenhagen et al., 1974). Die Menge der
genetischen Information der mitochondrialen DNA ist sehr gering. Weniger als 5 % der mito-
chondrialen Proteine werden durch sie codiert, die Mehrzahl ist nukledr codiert. Die mito-
chondriale DNA ist nicht mit Histonen komplexiert und nicht in Nukleosomen organisiert.
Aktuelle Arbeiten deuten jedoch darauf hin, dass der mitochondriale Transkriptionsfaktor
(mtTFA) eine hinstonartige strukturelle Rolle fiir die Aufrechterhaltung der mitochondrialen
DNA spielt (Kanki et al., 2004), indem die mitochondriale DNA eine Nukleoid-Struktur
bildet. Dabei ist der mtTFA als eine Hauptkomponente dieses Nukleoids mit der mitochondri-
alen DNA fest verbunden (Kanki et al., 2004). Eine weitere Besonderheit des mitochondrialen
Genoms ist sein maternaler Vererbungsmodus (Wallace, 1999). Bei der Verschmelzung von
Oozyte und Spermium stammen alle Mitochondrien von der miitterlichen Seite, da der Mito-
chondrien enthaltende Schwanzteil der Samenzellen nicht in die Eizelle eindringt. Die mito-
chondriale DNA des Menschen (Abbildung 4-10) besitzt Gene fiir zwei rRNAs, 22 tRNAs
und 13 Proteine, wovon 12 als Proteine der inneren Mitochondrienmembran identifiziert sind.
Es erfolgt keine Einschleusung von tRNAs aus dem Zytoplasma; die 22 tRNAs sind ausrei-
chend, um alle Codons zu lesen. Der genetische Code der Mitochondrien differiert vom Stan-
dardcode und auch zwischen verschiedenen Organismen, was mit einem Verlust der Univer-
salitdt einhergeht. So wird im mitochondrialen Genom der genetische Code modifiziert (UGA
— Trp, AGA und AGG — Stopp, AUA — Met, AUA und AUU — Start). Der H-Strang
(Heavy) enthilt die meisten Gene, auf dem L-Strang (Light) liegen einige tRNAs und ND6.
Zwischen codierenden Abschnitten finden sich in der humanen mitochondrialen DNA keine
nichtcodierenden Sequenzen. In stoffwechselaktiven Vertebratenzellen trdgt eine Reihe der
Ringe eine kurze dreistrangige Struktur, den D-Loop (displacement loop) (Abbildung 4-10).
Dieser ist 1.118 bp lang und liegt zwischen tRNA™ und tRNA"™, wobei ein kurzer Nuklein-
sdurestrang (komplementdr zum L-Strang) den H-Strang ersetzt. Dieser D-Loop ist der Start-
bereich fiir die Synthese des H-Stranges bei der Replikation (enthilt leading-strand-origin)
und Ort des Promotors fiir die Transkription. Transkription und Translation hidngen von wich-
tigen kerncodierten Faktoren ab, so werden alle mitochondrialen ribosomalen Proteine impor-
tiert. Das Primirtranskript I startet upstream der tRNA™™ und endet nach der 16S rRNA,
Primértranskript II startet downstream in der Ndhe des 5’Endes der 12S rRNA und erstreckt

sich einmal komplett um die kreisformige mitochondriale DNA. Ein Primértranskript wird
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dann durch prozessierende Enzyme (Maturasen) in die verschiedenen RNAs gespalten. Diese
Spaltung muss sehr prizise erfolgen, da das 5’-Ende jeder mRNA an das 3’-Ende der tRNA
angrenzt. Primértranskript I wird ca. zehnmal hiufiger transkribiert als Transkript II, wodurch
rRNAs und zwei tRNAs im Uberfluss produziert werden. Durch das Fehlen von Introns und
nichtcodierenden Bereichen hat die mitochondriale DNA eine hohere Informationsdichte als
nukledre DNA; Mutationen miissten demnach hiufig zu beobachten sein. Proteine, die auf der
mitochondrialen DNA codiert sind, werden auch an mitochondrialen Ribosomen translatiert.
Es erfolgt kein Export von RNA oder Proteinen (Clayton, 1991; Clayton, 1992).

D-Loop 125 RNA

Phe

16S RNA

Cytochrom b Val

ND1

Ile

f-Met
ND5

ND2

Leu
Ser

His Trp

Cytochrom ¢
oxidase 1

Asp
Cytochrom ¢ Cy_tgchrozm c
i oxidase
oxidase 3 Untereinheit 6
Untereinheit 8

Abbildung 4-10: Organisation der humanen mtDNA (verdndert nach Darnell et al., 1990): Die
Transkription des H-Stranges erfolgt im Uhrzeigersinn, die des L-Stranges entgegen dem Uhrzeiger-
sinn. Die mtDNA der Séuger enthilt keine Introns. ND# = Untereinheit des NADH-CoQ-Reduktase
Komplexes. Die Abkiirzungen der Aminoséuren stehen fiir die entsprechenden tRNA-Gene (rot darge-
stellt). Nukleotid 1 liegt 577 bp vor tRNA™. Gelb markierte Gene wurden durch kompetitive stan-
dardkalibrierte RT-PCR untersucht.

Fiir die Quantifizierung der mitochondrialen mRNA-Expression wurde in der vorliegenden

Arbeit von jedem der drei mitochondrialen Primértranskripte ein Gen durch kompetitive
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standardkalibrierte RT-PCR untersucht. Von Primértranskript 1 wurde die 12S rRNA, von
Primértranskript 2 die COX1 und von Primértranskript 3 die Untereinheit ND6 exemplarisch
ausgewdhlt (Abbildung 4-10), um Unterschiede in der Transkription der Primértranskripte
festzustellen (s.0.). Weiterhin wurde als kerncodiertes mitochondriales Protein die o-
Untereinheit der FoF;-ATPase (im Folgenden als ATPase bezeichnet) in die Untersuchungen
als Vergleich einbezogen. Diese Untersuchungen erfolgten im Myokard junger und alter
Ratten sowie in Proben gesunder und insuffizienter humaner Ventrikel.

Die Abbildung 4-11 gibt ein reprisentatives Gelbild einer kompetitiven standardkalibrierten
RT-PCR der ATPase aus linksventrikuliren Gewebeproben (LV) wieder. Die PCR-
Amplifizierung erfolgte mit den entsprechenden genspezifischen Primern wie in Tabelle 3-4
angegeben. Die unter 3.5.1 und 3.5.2 hergestellten Standards wurden pro Ansatz fiir die ein-

zelnen Gene auf entsprechende Molekiilzahlen verdiinnt (vgl. Tabelle 4-5).

A B C D
12S rRNA 1,00-10° 4,64-10° 2,15-10° 1,00-10°
COX1 4,64-107 2,15-107 1,00-107 4,64-10°
ND6 4,64-10° 2,15-10° 1,00-10° 4,64-10°
ATPase 2,15-10° 1,00-10° 4,64-10* 2,15-10*

Tabelle 4-5: Bei der kompetitiven standardkalibrierten RT-PCR kamen jeweils 4 Verdiinnungs-
stufen der Standards je Probe zum Einsatz: Die Verdiinnungsstufen wurden logarithmisch festge-
legt, um bei der Auswertung eine gleichméfige Verteilung der Punkteschar zu erreichen (Angaben in
Molekiilzahlen/ul). A, B, C und D stehen fiir die vier verwendeten RT-Ansétze jeder zu bestimmenden

Probe (vgl. 3.5.2 bzw. 3.5.3)

S 88
SR,
q,'{".\'\@‘q/@ DNA Standardmolekiile M
—— 6000

Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5

Abbildung 4-11: Repriisentatives Gelbild der kompetitiven standardkalibrierten RT-PCR iiber
mehrere Proben des LV der a-Untereinheit der FF;-ATPase: Die obere Bande ist das Target
(418 bp) und die untere der verkiirzte Standard (265 bp). M = 100 bp-Leiter. Von jeder zu untersu-
chenden Probe wurden vier RT-Ansétze A, B, C und D (vgl. Tabelle 4-5) pipettiert.
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Die Expression des mitochondrialen Transkriptionsfaktors mtTFA wurde mittels semiquanti-

tativer RT-PCR untersucht (Tabelle 3-6).

4.3.1 Vergleich der mitochondrialen Transkripte im Myokard von jungen und

alten Sprague-Dawley-Ratten

Untersucht wurde die mRNA-Expression im linken Ventrikel acht Wochen alter (n = 5) sowie
zwei Jahre alter (n = 8) Sprague-Dawley-Ratten. Es wurden je 300 ng Gesamt-RNA pro RT-
Ansatz zur Herstellung der Templates eingesetzt.

Das haufigste mitochondriale Transkript war die 12S rRNA, welche aus dem Primaértrans-
kript 1 stammt. Dieses war ca. um den Faktor 10 hoher exprimiert als das Primértranskript 2,
von welchem die COX1 untersucht wurde. Das Primértranskript 3, auf dem sich ND6 befin-
det, war nochmals ca. um den Faktor 35 geringer exprimiert als Primértranskript 2. Die

mRNA der kerncodierten ATPase war am niedrigsten exprimiert.

1000000
100000 - DOjung Oalt
_ 10000 - -
<<
&
£ 1000 -
© 400
2
S, 10 A
<
&
E 1
12S rRNA COX1 ND6 ATPase
12S rRNA COX1 ND6 ATPase
jung 1,87-10°+1,97-10° 1,75-10" + 3,58-10° 454,40 + 84,75 49,59 + 3,75
alt  1,57-10° £ 1,30-10  1,53-10°+2,12-10° 490,89 + 52,07 44,82 + 4,85

Abbildung 4-12: Quantifizierung mitochondrialer und nukleirer Transkripte aus linken Ventri-
keln junger und alter Sprague-Dawley-Ratten: Alle Werte sind als amol/pg Gesamt-RNA + SEM

angegeben. (junge Tiere n = 5, alte Tiere n = 8)
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Die Quantifizierung ergab nur geringe Verdnderungen in der Expression der Transkripte in
den linken Ventrikeln der alten Tiere gegeniiber den jungen Tieren: 12S rRNA (-15,99 %),
COX1 (-12,63 %), ATPase (-9,62 %), ND6 (8,03 %). Diese Anderungen waren jedoch statis-
tisch nicht signifikant (Abbildung 4-12).

Im Ergebnis der Untersuchungen der mitochondrialen Transkripte aus dem Myokard junger
und alter Sprague-Dawley-Ratten zeigten sich lediglich die unter 4.3 beschriebenen Unter-
schiede in der Expressionshohe der einzelnen Primértranskripte. Es waren jedoch weder fiir
die untersuchten mitochondrialen Gene noch fiir das kerncodierte Gen signifikante Anderun-

gen der Expression im Vergleich zwischen den jungen und den alten Tieren nachweisbar.

4.3.2 Vergleich der myokardialen mitochondrialen Transkripte in jungen und
alten Fisher-Ratten nach L-NAME-Behandlung

Der Apoptose von Kardiomyozyten wird eine kausale Rolle fiir die Progredienz der Herzin-
suffizienz bei kardialer Uberlast zugesprochen (Teiger et al., 1996; Liu et al., 1995). Nur
relativ wenige Myozyten (etwa 0,2 %) weisen Zeichen der Kernapoptose auf, aber mehr als
die Hélfte der Kardiomyozyten haben bei Herzinsuffizienz bereits eine massive Freisetzung
von Cytochrom ¢ aus ihren Mitochondrien und eine Aktivierung der Caspasen im Cytosol
(Saraste et al., 1999; Olivetti et al., 1997). Diese frithen, reversiblen Apoptoseschritte (cytoso-
lische Apoptose) beeintrachtigen noch vor nachweisbaren Kernveridnderungen die Myokard-
funktion bei Herzinsuffizienz, sind aber bei antiapoptotischen Interventionen noch umkehrbar
im Sinne einer echten Myokarderholung, solange der Kern noch funktionell intakt und damit
zur Steuerung von Neusynthese fahig ist (Kerr et al., 1999). In Zusammenarbeit mit dem
Institut fir Umwelttoxikologie der Martin-Luther-Universitidt Halle-Wittenberg wurden in
einem Modell mit iiberlastinduzierter Myokardapoptose funktionelle Folgen frither Apopto-
sestadien am Myokard in situ charakterisiert. Aufgrund der dortigen Vorarbeiten wurde dafiir
das Rattenmodell mit Bluthochdruck durch chronische NO-Synthase-Hemmung verwendet.
Zur Untersuchung wurden junge (sechs Monate) und senile (19 — 24 Monate) Ratten mit L-
NAME behandelt. Die Gabe von L-NAME erfolgte iiber das Trinkwasser (0,75 mg/ml tiglich
frisch hergestellt). Die Uberpriifung der arteriellen Hypertonie erfolgte durch Fr. Dr. Miiller
am Institut fiir Umwelttoxikologie per intraarterieller kontinuierlicher Blutdrucktelemetrie,

die Analyse der Herzfunktion in vivo per transthorakaler Echokardiographie.
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junge Tiere alte Tiere
H,O-Kontrolle 106,6 + 0,4 104,6 £ 0,5
2 d L-NAME 157,0+£5,9 134,0 £5,8
4 d L-NAME 168,0+7,2 145,0£5,5
13 d L-NAME 161,8 £9.,8 109,7+1,6

Tabelle 4-6: Ergebnisse der Blutdruckmessungen an jungen und alten Fisher-Ratten nach Gabe
von L-NAME: Die Gabe von L-NAME fiihrte bei den jungen Tieren (sechs Monate) zu einer starken
Erhohung des Blutdrucks, wogegen es bei alten Tieren (19 bzw. 24 Monate) nur zu einem geringen
Anstieg kommt. Dieser fiihrt im weiteren Verlauf zu starker Dilatation des rechten Ventrikels, womit

ein Absinken des Blutdrucks einhergeht. Angegeben sind die systolischen Werte in mmHg + SEM.

Die chronische Hemmung der NO-Synthase durch L-NAME bewirkte in jungen Ratten einen
anhaltenden Bluthochdruck ohne Gewichtszunahme des linken Ventrikels (Miiller et al.,
2000) (Tabelle 4-6). In senilen Ratten bewirkte L-NAME nur eine mifige, transiente Hyper-
tonie, die aber mit Rechtsherzdekompensation und Reduktion des Herzminutenvolumens, mit
Pulmonalhypertonie, Dilatation und Myokardapoptose der freien Wand des rechten Ventrikels
einhergeht (Jager et al., 2002) (Tabelle 4-6). Diese funktionellen Stérungen konnten mogli-

cherweise ihre Ursachen in einer Verdnderung der Genexpression haben.

Fiir die Untersuchungen zur mitochondrialen und nukledren Genexpression kamen Proben aus
den linken und rechten Ventrikeln einer Gruppe von Tieren zum Einsatz (nachfolgend als

Fisher-L-NAME-Ratten bezeichnet), die sich wie folgt zusammensetzte:

6 Monate = H,O-Kontrolle n=
2 d L-NAME n=
4 d L-NAME n=

19 Monate H,O-Kontrolle n
2 d L-NAME n
4 d L-NAME n
24 Monate H,0O-Kontrolle n

|
N N N N N I N

Das Gewicht der jungen Tiere betrug 342 + 6 g, das der alten Tiere 370 + 10 g (p = 0,034).
Auch hier wurden je 300 ng Gesamt-RNA fiir den RT-Ansatz zur Herstellung der Templates

verwendet. Im Zuge der Auswertung der Daten aus den einzelnen Gruppen (Alter vs. Gabe
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von L-NAME) konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Tieren einer Alters-
gruppe beziiglich der Gabe von L-NAME festgestellt werden (vgl. Tabelle 7-5 im Anhang).
Aus diesem Grund sind in den folgenden Abbildungen und Tabellen die Gruppen wie folgt
zusammengefasst: sechs Monate junge Tiere (n = 13) und 19/24 Monate alte Tiere (n = 17).
Sowohl in den linken als auch in den rechten Ventrikeln der mit L-NAME behandelten Fi-
sher-Ratten war das Primédrtranskript 1 mit der 12S rRNA am héufigsten exprimiert, gefolgt
von Primértranskript 2 mit der COX1 und Primértranskript 3 mit ND6. Die mRNA der kern-
codierten ATPase war auch hier am geringsten exprimiert (Abbildung 4-13).

a) b)
100000 100000
linke Ventrikel Ojung DOalt rechte Ventrikel @jung DOalt
10000 - 10000 -
< 1000 < 1000 -
£ £
2100 - x| 2 100
(O] (O]
g 10 A E 10 -
€ 1 1S 1
12S rRNA COX1 ND6 ATPase 12S rRNA COx1 ND6 ATPase
12S rRNA COX1 ND6 ATPase
a) linke Ventrikel
jung  8,19-10° +£4,02-10°  6,71-10° + 4,81-10° 709,18 + 61,11 4227 +3,78
alt 6,74:10* +£5,52:-10°  6,22-10° + 3,60-10° 730,94 + 62,95 * 3723+ 1,96
b) rechte Ventrikel
jung  8,04:10°+7,31-10°  6,63-10° + 6,39-10° 628,87 + 100,83 60,03 + 6,17
alt 6,59-10* £4,43-10°  6,94-10° + 4,38-10° 529,37 + 64,85 49,53 + 5,38

Abbildung 4-13: Ergebnisse der Quantifizierung der mRNA aus linken und rechten Ventrikeln
junger und alter Fisher-L-NAME-Ratten: a) Darstellung der Ergebnisse aus den linken Ventrikeln;
b) Ergebnisse der Untersuchungen aus den rechten Ventrikeln; alle Werte sind als amol/ug Gesamt-

RNA + SEM angegeben. (junge Tiere n = 13, alte Tiere n = 17)
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Die Expressionsuntersuchungen ergaben somit fiir die Proben des linken Ventrikels folgende
Anderungen der Transkription in alten gegeniiber jungen Tieren: 12S rRNA (-17,7 %), COX1
(-7,25 %), ND6 (3,07 %) und ATPase (-21,25 %). In den rechten Ventrikeln fanden sich
nachfolgende Anderungen: 12S rRNA (-18,04 %), COX1 (4,68 %), ND6 (-15,82 %) und
ATPase (-17,49 %).

Es konnten bei keinem der untersuchten mitochondrialen Gene signifikante Anderungen der
Expression festgestellt werden, dagegen war die mRNA der kerncodierten ATPase im LV
signifikant erniedrigt (p = 0,018) (Abbildung 4-13a).

Der mitochondriale Transkriptionsfaktor A (mtTFA, Tfam) spielt eine Schliisselrolle bei der
Aktivierung der mitochondrialen Transkription in Sdugetieren sowie bei der Replikation der
mitochondrialen DNA, da bei der Transkription RNA-Primer generiert werden, die fiir die
Initiierung der mtDNA-Replikation (H-Strang-Synthese) notwendig sind (Larsson et al.,
1997). Der mtTFA ist ein kerncodiertes 25 kDa groB3es Protein und spielt eine essentielle
Rolle bei der strukturellen Aufrechterhaltung der menschlichen mitochondrialen DNA (Kanki
et al., 2004). Er bindet asymmetrisch an die Stelle des Transkriptionsstarts und stellt damit
sicher, dass die Transkription nur in eine Richtung verlduft. Der mtTFA windet die mito-
chondriale DNA auf, und die Konformationsinderung erlaubt es der RNA-Polymerase anzu-

setzen (Clayton, 1991; Clayton, 1992).

0,9

0.8 1 T Ojung DOalt
07 T T

0,6 - T
0,5 4

041 linke Ventrikel rechte Ventrikel

jung 0,764 + 0,089 0,632 £ 0,068
alt 0,681 + 0,048 0,576 + 0,044

0,3

0,2

mtTFA mRNA [relative Einheiten]

0,1

0,0

linke Ventrikel rechte Ventrikel

Abbildung 4-14: Graphische und tabellarische Darstellung der Ergebnisse der semiquantitati-
ven RT-PCR zur Expression des mtTFA aus linken und rechten Ventrikeln junger und alter
Fisher-L-NAME-Ratten: Der Abgleich erfolgte auf 18S rRNA. Alle Werte sind in relativen Einhei-
ten + SEM angegeben. (junge Tiere n = 13, alte Tiere n = 17)
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Die semiquantitative RT-PCR des mtTFA erfolgte wie unter 3.6 beschrieben. Ein exemplari-
sches Gelbild zeigt Abbildung 3-9. In den untersuchten Fisher-L-NAME-Ratten konnten im
Alter geringe Erniedrigungen der mRNA-Expressionshohe des mtTFA sowohl im linken
Ventrikel (-10,89 %) als auch im rechten Ventrikel (-8,78 %) nachgewiesen werden. Diese
waren jedoch statistisch nicht signifikant (Abbildung 4-14).

Wie bei den Sprague-Dawley-Ratten unter 4.3.1, lieBen sich auch bei den Fisher-L-NAME-
Ratten die typischen Unterschiede in der Expression von Primértranskript 1 bis Pri-
mirtranskript 3 aufzeigen. Dabei fanden sich hier ebenfalls keine signifikanten Anderungen
der mitochondrialen Genexpression im Myokard von jungen und alten Ratten. Bei der Unter-
suchung der Expression der nukledr codierten Gene waren bis auf Ausnahme der ATPase im

LV keine signifikanten Anderungen feststellbar.

4.3.3 Expressionsuntersuchungen der Transkripte an Fisher-Ratten nach

Coenzym Qqo-Behandlung

Analog den Untersuchungen der mitochondrialen Transkription von Sprague-Dawley-Ratten
(4.3.1) und Fisher-L-NAME-Ratten (4.3.2) wurden bei den Fisher-Q;o-Ratten fiir die kompe-
titive standardkalibrierte RT-PCR 300 ng Gesamt-RNA fiir den RT-Ansatz verwendet bzw.
die semiquantitative RT-PCR auf die 18S rRNA abgeglichen. Die Reaktionen erfolgten nach
den bereits beschriebenen Protokollen. Hier konnten bei der Auswertung der Ergebnisse der
Einzelgruppen ebenfalls keine Effekte der Gabe von CoQ);o auf die Expression der untersuch-
ten mRNA festgestellt werden (vgl. Tabelle 7-6 im Anhang), so dass im Folgenden der Ver-
gleich der jungen Tiere (n = 6) mit den alten Tieren (n = 16) dargestellt wird.

Bei den mit CoQo behandelten Ratten zeigte sich nach den Untersuchungen die gleiche prin-
zipielle Verteilung der Transkripte. So war auch hier Primédrtranskript 1 am stdrksten vertre-
ten, gefolgt von Primértranskript 2 und Primértranskript 3. Die kerncodierte ATPase war in
diesen Proben ebenfalls am geringsten exprimiert (Abbildung 4-15).
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Abbildung 4-15: Ergebnisse der mRNA-Quantifizierung aus linken Ventrikeln junger und alter
Fisher-Qjo-Ratten: a) Ergebnisse der kompetitiven RT-PCR der mitochondrialen Transkripte sowie
der ATPase; b) Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCR des mtTFA. Der Abgleich erfolgte auf
18S rRNA. Die Werte der kompetitiven RT-PCR sind als amol/pg Gesamt RNA + SEM angegeben,
die Werte der semiquantitativen RT-PCR in relativen Einheiten + SEM. (junge Tiere n = 6, alte Tiere
n=16)

Die Expressionsuntersuchungen fiir die Proben des linken Ventrikels der Fisher-Q;o-Ratten
ergaben eine geringfligige Erniedrigung der mRNA-Expression der mitochondrialen Gene in
den alten Tieren mit Ausnahme von COXI1, die wie folgt ausfielen: 12S rRNA (-13,51 %),
COX1 (6,65 %), ND6 (-0,83 %), ATPase (-16,06 %). Die Expression des mtTFA war in den
alten Tieren dieser Gruppe ebenso geringfiigig aber nicht signifikant erniedrigt (-8,24 %)
(Abbildung 4-15).

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass bei der Untersuchung der Genexpression von
jungen und alten Ratten keine signifikanten Anderungen aufgezeigt werden konnten. Dies
betraf sowohl die drei untersuchten Gene der mitochondrialen DNA (12S rRNA, COXI1,
ND6), als auch die kerncodierten Gene (ATPase, mtTFA). Die Ergebnisse waren in allen drei

verwendeten Rattenstdmmen zu finden, die bei den Experimenten zum Einsatz kamen.
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Weiterhin waren auch keine Auswirkungen der Gabe von L-NAME (4.3.2) bzw. Coen-

zym Qo (4.3.3) auf die Expression der untersuchten Gene feststellbar.

4.3.4 Vergleich der mitochondrialen und nuklearen Transkripte in humanen

Myokardproben

Fiir die Untersuchungen der Genexpression der humanen Myokardproben wurde Material von
19 Patienten mit ICM, 23 Patienten mit DCM sowie von zehn Proben mit Spendermaterial
eingesetzt.

Von diesen Proben wurden folgende mitochondriale Gene mittels semiquantitativer RT-PCR
untersucht: 16S rRNA, COX1, ND6. Die Wahl des zu untersuchenden Gens von Pri-
maértranskript 1 fiel diesmal auf die 16S rRNA und nicht wie bei den Proben der Ratten auf
die 12S rRNA, da diese Sequenz spéter auch zum Herstellen der Sonden bei der Untersu-
chung der mitochondrialen DNA mittels Southern Blot genutzt wurde (vgl. 3.7 und 4.4).
Weiterhin wurde bei der Untersuchung der humanen Myokardproben die MnSOD und nicht
die ATPase als nukledres Vergleichsgen herangezogen, um eine bessere Vergleichbarkeit mit
den von Ide (Ide et al., 2001) gezeigten Daten zu erzielen.

Der mitochondriale Transkriptionsfaktor mtTFA wurde nicht mit Hilfe der PCR untersucht,
sondern ebenfalls in Anlehnung an Ide (Ide et al., 2001) {iber Proteinbestimmung mittels
Westernblot. Die Untersuchungen erbrachten keine signifikanten Expressionsunterschiede:
Insuffizient: 1,32 + 0,25; Spender: 1,03 £ 0,11; p = 0,43; +27,9 % (alle Werte in relativen
Einheiten) (Scheubel et al., 2002).

Im Zuge der Auswertung der Daten konnten keine signifikanten Unterschiede in der Expres-
sion der untersuchten Gene beobachtet werden (vgl. Tabelle 7-7 im Anhang). Dies betraf zum
einen den direkten Vergleich des Spendermyokards gegeniiber dem kranken Myokard, als
auch den Vergleich der DCM- und ICM-Proben untereinander.

Die Untersuchungen der Genexpression in humanen Myokardproben ergaben folgende Ande-
rungen im Vergleich zwischen insuffizientem und gesundem Myokard: 16S rRNA (2,61 %),
ND6 (10,90 %), COX1 (0,28 %) und MnSOD (1,06 %). Im Vergleich zwischen den Proben
mit DCM und ICM konnten folgende Verdnderungen festgestellt werden: 16S rRNA
(6,62 %), ND6 (-9,57 %), COX1 (7,92 %) und MnSOD (3,34 %). Keine dieser Anderungen
war statistisch signifikant (Abbildung 4-16).
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Abbildung 4-16: Ergebnisse der Quantifizierung der mRNA aus linken Ventrikeln gesunder und
insuffizienter humaner Herzen: a) Darstellung der Ergebnisse des Vergleichs Spender vs. Insuffi-
zient; b) Vergleich der Ergebnisse der insuffizienten Herzen DCM vs. ICM. Alle Werte sind als relati-
ve Einheiten + SEM angegeben. (Insuffizient n = 42, Spender n =10, DCM n =23, ICM n = 19)

Bei der weiteren Charakterisierung der verwendeten humanen Proben konnten wir in unserer
Arbeitsgruppe sowohl im Vergleich zwischen insuffizientem und gesundem Myokard, wie
auch zwischen den Proben mit DCM und ICM signifikante Unterschiede in der Genexpressi-

on von Pro-ANP? und Pro-BNP* sowie TNF-o.” zeigen (Scheubel et al., 2002).

3 atrial natriuretic peptide

* brain natriuretic peptide
ANP und BNP sind kardiale Hormone mit natriuretischen, vasodilatatorischen und Aldosteron-
inhibierenden Eigenschaften. Beide Hormone werden vermehrt bei Krankheiten sezerniert, die zu einem
erhohten Herzzeitvolumen oder einer zunehmenden intravasalen Druckbelastung fithren. ANP und BNP
spielen eine wichtige Rolle bei der Natrium- und Blutdruckhomdostase.

> tumor necrosis factor o ein zu den Zytokinen gehorender, von Zellen des Makrophagen-/Monozyten-Systems
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Dadurch wurde eine entziindliche Aktivierung der untersuchten Ventrikel nachgewiesen. Eine
solche Inflammation kann zu Verdnderungen der Genexpression und damit verbunden zu
moglicherweise funktionellen Verinderungen in den Geweben fiihren. Derartige Anderungen

waren in den hier untersuchten Proben jedoch nicht nachweisbar.

4.4 Untersuchungen der mitochondrialen DNA mittels Southern-

Blot-Analysen

Die Untersuchungen der mitochondrialen DNA auf Quantitdt und Deletionen wurden an
humanem Probenmaterial vorgenommen. Es wurde von sechs Spenderherzen und zwdlf
explantierten Herzen Gesamt-DNA isoliert, die circuldre mitochondriale DNA durch Restrik-
tionsverdau linearisiert und dann, wie unter 3.7 beschrieben, fiir einen Southern Blot einge-
setzt. Wihrend des Restriktionsverdaus wird auch die nukledre DNA in unterschiedlich grofie
Fragmente geschnitten.

Die Hybridisierung erfolgte gleichzeitig mit zwei unterschiedlichen DIG markierten Sonden
(PCR-Fragmente) (vgl. Tabelle 3-6). Zum einen kam eine Sonde fiir die mitochondriale
16S rRNA und eine weitere Sonde fiir die nukledre 18S rRNA zum Einsatz. Es ergaben sich
somit zwei Banden: fiir die linearisierte mitochondriale DNA (entspricht der Gréf3e des mito-
chondrialen Genoms 16.569 bp) und die fragmentierte genomische DNA (ca. 1.200 bp)
(Abbildung 4-17). Dadurch war es mdglich, bei der spiteren Auswertung einen Abgleich auf
die nukledre 18S rRNA durchzufiihren, um eine eventuell ungleichmifBige Beladung der Slots
mit DNA auszugleichen.

Fiir den Fall, dass eine Deletion der mitochondrialen DNA vorliegt, wiirde zusétzlich eine
dritte Bande sichtbar sein, die aufgrund ihrer Deletion unterhalb der Wildtyp-mtDNA lauft.
Zur Kontrolle wurde eine Probe mit DNA eines Patienten aufgetragen, der klinisch durch eine
Common Deletion, die 4977 bp umfasst (Corral-Debrinski et al., 1992), charakterisiert war.
Der Heteroplasmiegrad wurde auf ca. 70-80 % beziffert. Diese Probe stellte freundlicherweise
die Universitétsklinik und Poliklinik fiir Neurologie zur Verfiigung. In diesem Fall wurde

deutlich weniger DNA auf das Gel aufgetragen (begrenztes Probenmaterial aus Skelettmus-

gebildeter Faktor. TNF-a ist ein zentraler Mediator der systemischen Entziindungs- u. Immunreaktion mit
Wirkung auf eine Vielzahl von Targetzellen (Granulozyten, Endothelzellen, Muskelzellen, Monozy-

ten/Makrophagen); geringe Konzentrationen dienen der physiologischen Abwehr von Infektionen.
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kelbiopsie), was sich insgesamt in schwicheren Banden widerspiegelt, die Bande der 18S

rRNA war aus diesem Grund nicht mehr detektierbar (Bahn 1 in Abbildung 4-17).
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Abbildung 4-17: Gelbild des Southern Blots von humanen Myokardproben: Das Bild zeigt die
zwei DNA-Banden der detektierten Sequenzen der mitochondrialen 16S rRNA, sowie der zum Ab-
gleich verwendeten nukledren 18S rRNA. Bei der mit CD bezeichneten Probe (Bahn 1) handelt es sich
um die mtDNA eines Patienten mit klinisch nachgewiesener Common Deletion. Hier ist die typische
Doppelbande der Wildtyp-mtDNA und der durch die Deletion verkiirzten mitochondrialen DNA gut

erkennbar. (Insuffizient n = 12, Spender n = 6)

In den Bahnen 5, 10, 11 und 19 (Abbildung 4-17) war ein unterschiedliches Laufverhalten der
Proben zu beobachten. Hier liegen jedoch keine Deletionen vor, da in diesen Bahnen die
Bande der deletierten mitochondrialen DNA nicht nachweisbar war. Es handelt sich daher
ausschlieBlich um Wildtyp-mtDNA. Alternativ miisste die gesamte mitochondriale DNA eine
exakt gleich grofle Deletion aufweisen. Dies ist jedoch dullert unwahrscheinlich. Diese Lauf-

effekte resultierten somit aus dem experimentellen Ablauf der Arbeiten.

Die Untersuchungen der DNA der Patienten mittels Southern Blot ergaben keine statistisch
relevanten Unterschiede in der Quantitit zwischen Spendermyokard und insuffizientem Myo-
kard. In den Proben der explantierten Herzen konnte ein leicht erhohter Anteil (35,4 %) der
mitochondrialen DNA im Verhiltnis zu den gesunden Spenderherzen festgestellt werden
(Abbildung 4-18).

Die zusitzlich aufgetragene Probe des Patienten mit Common Deletion zeigt das zu erwarten-
de typische Muster mit den zwei Banden des durch die Deletion verkiirzten Ringes und der
Wildtyp-mtDNA. Eine solche Common Deletion war in den anderen untersuchten Proben
nicht nachweisbar. Dies lédsst auf eine intakte mitochondriale DNA sowohl in den insuffizien-

ten Herzen als auch in den Spenderherzen schlie3en.
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Abbildung 4-18: Darstellung der Ergebnisse der Untersuchung der mitochondrialen und nukle-
dren DNA von humanen Myokardproben: Die Messergebnisse der mitochondrialen DNA wurden

auf die nukledre DNA abgeglichen. Alle Werte sind als relative Einheiten + SEM angegeben.

Diese Experimente zur Quantitit und Qualitdt der mitochondrialen DNA wurden spéter im
Institut flir Pathophysiologie auch an Tiermodellen fortgefiihrt. Ein Insuffizienzmodell mit
jungen und alten Ratten wurde hinsichtlich der Common Deletion untersucht. Die Ergebnisse
zeigten, dass keine Common Deletion in den alten Tieren nachweisbar war (Rohrbach et al.,
unverdffentlicht). Dies deckt sich mit den oben aufgefiihrten Befunden der Untersuchungen
der humanen insuffizienten Herzen.

Weiterhin wurde in Anlehnung an die Versuche von Ide (Ide et al., 2001) in einem Postin-
farktmodell in Méusen die mitochondriale DNA untersucht. Auch in diesem Fall waren keine

Verianderungen nachweisbar (Rohrbach et al., unverdftentlicht).
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5 DISKUSSION

5.1 Wie verhalten sich die funktionellen Parameter der Mitochon-

drien im Alter?

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Mitochondrien aus Herz- und Skelettmuskulatur in permea-
bilisierten Muskelfasern oder in Homogenaten auf ihre funktionellen Eigenschaften unter-
sucht. Die Bestimmung dieser funktionellen Parameter erforderte grundsitzliche Uberlegun-
gen zur methodischen Herangehensweise. So schwellen isolierte Mitochondrien in Abhéngig-
keit von den verwendeten Medien an und weisen somit nur eine begrenzte Stabilitit auf.
Weiterhin treten hohe Praparationsverluste bei der Isolation von Mitochondrien auf, die bis zu
90 % betragen konnen (Gellerich ef al., 1995; Gellerich et al., 1997). Auch eine durch die
Préaparation bedingte Auswahl bestimmter Mitochondriensubpopulationen ist nicht ausge-
schlossen, da z.B. ischdmisch verdnderte Mitochondrien aufschwellen konnen, schlechter
sedimentieren und sich damit der Untersuchung entziehen (Sordahl ez al., 1980).

Durch die Untersuchung der Funktion der Mitochondrien im nativen Muskel ist es moglich,
die oxidative Phosphorylierung als Gesamtprozess zu untersuchen, da die Bestimmung der
Aktivitdten einiger Enzyme nur in intakten Mitochondrien méglich ist (Gellerich et al., 1997).
Wie schon unter 3.1.1 beschrieben, zeigt die Untersuchung der Mitochondrienfunktionen in
der permeabilisierten Muskelfaser viele Vorteile. Unter den geschilderten Bedingungen kann
es zu keiner kiinstlichen Selektion mitochondrialer Subpopulationen kommen und die gemes-
senen mitochondrialen Funktionsparameter spiegeln die Eigenschaften aller Mitochondrien
der untersuchten Proben wieder. Weiterhin bleiben die Mitochondrien innerhalb der Muskel-
faser weitgehend intakt, wogegen bei der Isolation die Mitochondrien durch den Priparations-
stress geschadigt werden konnen. Derartige Schidigungen der mitochondrialen Aulenmemb-
ran durch Isolationsstress wurden von Borutaite et al., 1996 und Toleikis et al., 1996 gezeigt.
Diese Schiden treten in der permeabilisierten Muskelfaser nicht auf (Kay et al., 1997; Saks et
al., 1998). Die deutlich verldngerte Stabilitidt der Fasern im speziellen Storagepuffer auf Eis
ermoglicht eine Lagerungszeit bis zu 34 Stunden (Gellerich et al., 1997) und somit die Uber-
fiihrung der Proben vom Ort der Gewinnung in die mit Oxygraphen ausgestatteten Labore.

Da akute oder genetisch bedingte Schiaden an Mitochondrien nicht homogen iiber ein Organ
verteilt sind und die Fasern unterschiedliche Mitochondriengehalte (Mikroheterogenititen)

(Gellerich et al., 1995) aufweisen konnen, wurden alle Messungen mindestens an drei ver-
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schiedenen Faserbiindeln durchgefiihrt. Durch diese Vorgehensweise konnten weiterhin mog-
liche geometrische Diffusionsprobleme beachtet werden, die in einer permeabilisierten Mus-
kelfaser aufgrund unterschiedlich groer Muskelzellen (z.B. im Myokard) auftreten konnen.
Weiterhin wurde durch die Skalierung der Pyruvatatmung auf die Succinatatmung in der
gleichen Faser ein innerer Referenzwert erzeugt, der vom Mitochondriengehalt unabhingig
war. So konnte man differenzieren, ob eine verminderte Pyruvatatmung die Folge eines Kom-
plex I-Defektes war oder einfach die Folge eines verminderten Mitochondriengehaltes in der
untersuchten Faser. Bei Patienten mit Schidigungen der mitochondrialen DNA, bei Sepsis
und Tumorbildung vermindert sich die SRPR signifikant (Gellerich et al., 2004). Die skinned
fiber-Technik erwies sich damit als geeignete Methode zur Bestimmung funktioneller mito-
chondrialer Parameter.

Die von Ide (Ide et al., 2001) gezeigte Disproportionalitit der Atmungskette konnte im Rah-
men dieser Arbeit sowohl fiir den direkten Vergleich zwischen jungen und alten Tieren
(Mikrorespirometrie und Enzymaktivititen), sowie zwischen Patienten mit DCM/ICM und
Organspendern (Enzymaktivitdten) nur zum Teil bestitigt werden.

Die Pyruvat-abhédngige State 3-Atmung war in den Proben der alten Tiere um 54,39 % im LV
und im M. soleus um 49,88 % im Vergleich zu den jungen Tieren jeweils hochsignifikant
erniedrigt. Dies ist jedoch nur teilweise durch eine Verminderung der Anzahl der Mitochond-
rien bedingt, die durch die Aktivitét der Citratsynthase bestimmt wurde (vgl. 3.2.2).

Das Verhiéltnis zwischen Komplex I (Pyruvat/Malat)- und Komplex II (Succinat) abhingiger
Atmung (SRPR) wurde in der gleichen Muskelfaser bestimmt. Im LV war die SRPR um
16,43 % und im M. soleus um 25,13 % in den alten Tieren im Vergleich zu den jungen Tieren
jeweils signifikant erniedrigt. Daraus ergab sich fiir die Pyruvat Related Succinat Respiration
(PRSR) ein entsprechender Anstieg der Werte im LV um 25,17 % und im M. soleus um
39,37 %.

Diese Ergebnisse zeigen damit sowohl eine signifikante Erniedrigung der Aktivitdten von
Komplex I im Alter in beiden untersuchten Geweben, als auch eine Verringerung der Aktivi-
tdt von Komplex I im Verhéltnis zu Komplex II der mitochondrialen Atmungskette. Um die
hier gefundene relative Abnahme der Komplex I-Aktivitdt experimentell abzusichern, wurden
zusidtzliche Untersuchungen mit einer weiteren Methode durchgefiihrt.

Die spektralphotometrische Untersuchung der Enzymaktivititen der Komplexe der Atmungs-
kette wurde in Homogenaten von in Stickstoff eingefrorenen Gewebeproben durchgefiihrt.
Die auf das Feuchtgewicht bezogenen Aktivititen der Atmungskettenenzyme (Komplex I

-28,66 % und -39,65 %, Komplex I + III -37,86 % und -41,90 %, Komplex II + III -15,00 %
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und -20,66 %, Komplex III -5,58 % und -25,07 %, COX -5,04 % und -24,46 % jeweils in LV
und M. soleus alt vs. jung ) bestétigten die respirometrischen Daten. Das Verhiltnis von
Komplex I + III/Komplex II + III erniedrigte sich im LV um 29,18 % und um 23,43 % im M.
soleus. Die KIII-RNO war im LV um 36,78 % und im M. soleus um 20,71 % erniedrigt.
Demgegeniiber stand die relative Erhéhung von KII + III/KI+KIII sowohl im LV um 45,04 %
als auch im M. soleus um 31,37 %.

In den Proben des humanen Myokards konnten aufgrund von Art und Zeitpunkt der Proben-
entnahme wihrend der Herztransplantationen und der anschlieBenden sofortigen Lagerung der
Proben in fliissigem Stickstoff keine mikrorespirometrischen Daten erfasst werden. Durch den
Vorgang des Einfrierens kann flir die Intaktheit der zelluldren Strukturen keine Garantie
gegeben werden. Proben fiir die mikrorespirometrische Untersuchung miissen jedoch nach der
Entnahme sofort im Storagepuffer gelagert werden. Dies war aus logistischen und technischen
Griinden nicht moglich.

Die Methodik wurde in der Zwischenzeit weiter verfeinert und es ist nun moglich auch mit
kleineren Probenmengen mikrorespirometrische Untersuchungen durchzufiihren. Damit kon-
nen nun auch Untersuchungen an Patienten durchgefiihrt werden, denen wihrend eines herz-
chirurgischen Eingriffs Biopsien entnommen werden. Der Umfang des zu untersuchenden
Personenkreises erweitert sich dadurch stark. Vorraussetzung fiir den Erhalt dieses Biopsie-
materials ist ein positives Votum der Ethikkommission. Bislang sind solche Untersuchungen
noch nicht durchgefiihrt worden.

Die durch die spektralphotometrischen Bestimmungen der Enzymaktivitdten in humanem
Myokard gewonnenen Ergebnisse zeigen analoge Tendenzen wie die Untersuchungen im
Tiermodell. Die Enzymaktivititen (bezogen auf das Feuchtgewicht) waren von Komplex I um
33,2 %, von Komplex I + III um 25,9 %, von Komplex II + IIT um 4,4 %, von Komplex III
um 11,6 % und von COX um 20,2 % (Insuffizient vs. Spender) zum Teil signifikant ernied-
rigt. Sie bestdtigen zum einen die im Tiermodell gewonnenen Daten und lassen andererseits
darauf schlieen, dass bei einer technisch moglichen respirometrischen Untersuchung der
humanen Proben &hnliche Ergebnisse zu erwarten sind.

In Makrophagen-Zelllinien induziert Stickstoffmonoxid (NO) eine kompetitive, schnell rever-
sible Hemmung von Komplex IV, die zu einer erhéhten Bildung von Radikalen an den vorge-
schalteten Komplexen fiihrt (Moncada et al., 2002; Clementi et al., 1998). In Zustinden von
verminderten antioxidativen Schutzmechanismen kann die Kombination aus Stickstoffmono-
xid und erhdhter mitochondrialer Superoxidanionenbildung zu einem sich langsam entwi-

ckelnden, irreversiblen Abfall der Komplex I-Aktivitdt fiihren. Moglich ist dies durch die
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Bildung von Peroxynitrit (ONOQ") aus Stickstoffmonoxidradikal und dem in vivo ubiquitér
durch die NADPH-Oxidase gebildeten Superoxid-Radikal (O;). Sowohl O, als auch NO
gehoren zu den reaktiven, instabilen Radikalen, die duBBerst schnell zu Peroxynitrit als Haupt-
produkt reagieren. Diese Reaktion lduft etwa dreimal schneller ab als die Dismutierung von
O, durch Superoxiddismutase. Diese Befunde lassen sich jedoch nicht uneingeschrinkt auf
die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse iibertragen, da neben der signifikanten Erniedrigung
der Aktivitdt von Komplex I keine Verdnderungen der Aktivitidten von anderen Komplexen
der mitochondrialen Atmungskette festgestellt wurden.

Weiterhin ist eine S-Nitrosylierung von bislang nicht identifizierten Targetmolekiilen mit
Komplex I denkbar, wobei andere Komplexe unbeeinflusst bleiben (Moncada et al., 2002;
Clementi et al., 1998). Diese Faktoren wurden in insuffizientem Myokard bisher noch nicht
untersucht. Alle Voraussetzungen fiir diese mogliche Reaktion sind gegeben. Eine erhohte
Stickstoffmonoxidbildung in erkranktem Myokard wurde gezeigt (Drexler et al., 1998). Stick-
stoffmonoxid ist ein starker Inhibitor von Komplex IV im Myokard (Forfia et al., 1999) und
erhohter oxidativer Stress in krankem Myokard auf Grund mitochondrialer und extramito-
chondrialer Mechanismen wurde nachgewiesen (Hare, 2001; Saavedra et al., 2002; Ide et al.,
1999).

Der Mangel an Komplex I kann funktionelle Konsequenzen fiir die Bildung von ATP und die
mitochondriale Radikalbildung haben. Eine Hemmung des mitochondrialen Komplexes I in
mehreren Stufen durch verschiedene Mechanismen stort die maximale Atmungskapazitit
(Barrientos et al., 1999). Aus diesen Untersuchungen kann abgeleitet werden, dass die in
dieser Arbeit gezeigte 27 %ige Erniedrigung der Aktivitdit von Komplex I bezogen auf die
Aktivitdt der Citratsynthase im kranken Myokard eine 15 %ige Erniedrigung der Maximalat-
mung zur Folge hat (Barrientos ef al., 1999).

Die Atmungskapazitdt im kranken humanen Herzen wird weiterhin durch den mitochondria-
len Verlust von Cytochrom c (Scheubel et al., 2001) sowie moglicherweise durch eine rever-
sible Hemmung von Komplex IV durch erhdhte Stickstoffmonoxidbildung abgeschwicht
(Forfia et al., 1999). Somit sind mehrere Mechanismen fiir eine primdre Abschwichung der
mitochondrialen ATP-Synthese identifiziert, welche eine reduzierte Atmungskapazitdt in der
permeabilisierten Muskelfaser in krankem Myokard bei Maximalatmung (State 3) erkldren,
obwohl geniigend Substrat fiir Komplex I zur Verfiigung steht (Sharov et al., 2000). Diese
Reduktion der mitochondrialen Atmungskapazitdt wird als Ursache fiir die gezeigte erniedrig-
te myokardiale Konzentration an Phosphokreatin und ATP betrachtet (Recchia et al., 1998)
und kann der Grund fiir eine erhdhte Endothelin-1-Bildung sein (Kakinuma et al., 2001;
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Morawietz et al., 2000). Diese erhohte Endothelin-1-Expression resultiert aus einer Induktion
von HIF-la' aufgrund eines beeintrichtigten Energiestoffwechsels und kann durch eine
Inhibierung von Komplex I nachgeahmt werden (Kakinuma et al., 2001; Yuhki et al., 2001).
Mitochondriale Verdnderungen, die mit Erkrankungen des Herzen verbunden und den At-
mungskettenkomplexen nachgelagert sind, wie z.B. die Reduktion der mitochondrialen Krea-
tinkinase (Ye et al., 2001) und der Kreatintransporter (Neubauer et al., 1999) konnen mogli-
cherweise durch einen Adenylatkinase katalysierten Phosphotransfer kompensiert werden
(Gellerich et al., 1994; Dzeja et al., 1999).

Der durch die Hemmung mit Rotenon oder durch eine verringerte mitochondriale Genexpres-
sion bei Mitochondriopathien verursachte Mangel an Komplex I fiihrt zu einer erhohten mito-
chondrialen Bildung von Superoxidanionen (Pitkanen et al., 1996; Luo et al., 1997). In glei-
cher Weise ist der Komplex I eine Quelle erhohter mitochondrialer Radikalbildung, wenn im
experimentellen Herzversagen ein dhnliches Niveau der Verminderung von Komplex I er-
reicht wird, wie in den hier verwendeten humanen Proben (Ide et al., 1999), wobei die Me-
chanismen der Komplex I-Erniedrigung unterschiedlich erscheinen.

Abgesehen von Fillen von Kardiomyopathien wurden selten Vergleiche der Atmungsketten-
aktivitdt zwischen gesundem und krankem Myokard durchgefiihrt. In explantierten linken
Ventrikeln von Patienten mit DCM wurde eine starke Abnahme der NADH-Cytochrom-c-
Reduktase-Aktivitit (Komplex I + III) um 61 % im Vergleich zum Spendermyokard gezeigt,
wobei die NADH-Q-Reduktase-Aktivitit (Komplex I) normal war (Jarreta et al., 2000). Die-
ser Umstand ist schwer zu verstehen, da die NADH-Cytochrom-c-Reduktase Aktivitdt exklu-
siv von der Komplex [-Aktivitdt abhingt (Trounce et al., 1996). In einem experimentellen
Modell in dem mit tachypacing Herzfehler ohne Einsatz von Medikamenten induziert wur-
den, konnte eine Verminderung der Aktivititen der Komplexe III und V, welche mitochondri-
al codierte Untereinheiten enthalten, sowie der mitochondrialen ATPase beobachtet werden
(Marin-Garcia et al., 2001). Dabei zeigte sich eine gestorte mitochondriale Genexpression
dhnlich den Arbeiten im Mausmodell von Ide (Ide ef al., 2001). Beide Modelle, in unter-
schiedlichen Spezies und jeweils ohne den Einsatz von Medikamenten, zeigen eine dispropor-
tionale Atmungskette als Resultat einer gestdrten mitochondrialen Genexpression (Ide ef al.,

2001; Marin-Garcia ef al., 2001). Andererseits weisen die Ergebnisse von explantierten Her-

! eine Untereinheit von HIF-1 (hypoxia inducible factor-1), welche unter Sauerstoffmangelbedingungen aktiviert

wird
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zen aus Patienten, denen ein etablierter Medikamenteneinsatz bei terminaler Herzinsuffizienz
zu Teil wurde, auf eine protektive Rolle dieser Medikamentation gegen Storungen der mito-
chondrialen Genexpression hin.

Aktuelle Arbeiten aus dem Institut fiir Pathophysiologie der Martin-Luther-Universitit Halle-
Wittenberg zeigen Effekte einer kalorischen Restriktion auf die Aktivitdten der Komplexe der
mitochondrialen Atmungskette. Es wurde die Auswirkung kurzzeitiger moderater kalorischer
Restriktion (-40 % iiber acht Wochen) an jungen (vier bis sechs Monate) und ca. zwei Jahre
alten Sprague-Dawley-Ratten untersucht. In der Gruppe der alten Tiere ohne kalorische Re-
striktion war die Aktivitdt von Komplex I im linken Ventrikel signifikant erniedrigt. Unter
kalorischer Restriktion jedoch normalisierten sich die Enzymaktivititen der Komplexe der
Atmungskette der alten Ratten auf das Niveau der jungen Tiere. In den jungen Ratten mit
kalorischer Restriktion blieben die Enzymaktivititen unveridndert. Die Mortalitdt war in bei-
den Versuchgruppen gleich hoch. Die hier nachgewiesene Reversibilitét einer mitochondria-
len Dysfunktion unter kalorischer Restriktion zeigt, dass funktionelle Anderungen innerhalb
der Atmungskette der Mitochondrien als ein primérer pathophysiologisch relevanter Mecha-

nismus im Alter anzusehen sind.

5.2 Andert sich im Alter die Expression mitochondrial codierter

Gene?

Der Circulus Vitiosus des mitochondrialen Alterns besagt, dass altersabhdngige mtDNA-
Schiaden durch eine disproportionale Atmungskette hervorgerufen werden, was wiederum zu
einer erhohten mitochondrialen Radikalbildung fiihrt. Diese Hypothese wurde insoweit ange-
fochten, dass eine vollstindige Unterdriickung der mtDNA-Expression keinen Aufbau der
Komplexe der Atmungskette erlauben wiirde (Bai ef al., 1998).

Die Bildung einer disproportionalen Atmungskette wurde jedoch in einem Mausmodell mit
terminaler Herzinsuffizienz nach Infarkt demonstriert (Ide ef al., 2001), bei der erhohter
oxidativer Stress gezeigt wurde (Tsutsui ef al., 2001). Im kranken Myokard dieser Mduse war
die Menge der Wildtyp-mtDNA und der mtDNA-Transkripte wesentlich geringer, sowie die
Enzymaktivitidten der mitochondrialen Komplexe, welche die mitochondrial codierten Prote-
inuntereinheiten enthalten. Der nur nukledre Untereinheiten enthaltende Komplex II hingegen
war normal. Hier zeigt sich das Bild einer disproportionalen Atmungskette, welches durch die

0.g. Hypothese gezeichnet wird. Dies ist jedoch nur im Mausmodell mit extrem grof3en Myo-
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kardinfarkten nachweisbar (Ide et al., 2001). Trotzdem ist dieses Mausmodell ein Beweis
dafiir, dass die Bildung einer disproportionalen Atmungskette moglich ist, wenn mitochondri-

ale DNA durch oxidativen Stress beschiadigt wird (Ide et al., 2001).

Zur Untersuchung der Genexpression in den vorliegenden Versuchen wurden zwei unter-
schiedliche Methoden angewandt. Bei den Experimenten an den Myokardproben der Ratten
kam die kompetitive standardkalibrierte RT-PCR zum Einsatz. Diese ermdglicht es, sehr
exakte Aussagen iiber die Genexpression zu liefern, indem mathematisch die Anzahl der
Molekiile berechnet werden kann. Voraussetzung fiir diese Methode ist jedoch das Vorhan-
densein von groflen Mengen an Probenmaterial, da pro Messung vier bis fiinf Ansétze erfor-
derlich sind. Dies war bei den o.g. Versuchsreihen gegeben. Dadurch war es moglich, fiir die
in diesen Proben zu untersuchenden Gene die mRNA-Expression in Absolutwerten (amol/pg
Gesamt-RNA) zu ermitteln. Bei der Bearbeitung der Proben des humanen Myokards konnte
dieser grof3ziigige Materialeinsatz nicht realisiert werden. Aus diesem Grund wurde hier auf
die Methode der semiquantitativen RT-PCR zuriickgegriffen. Diese ermoglicht ebenfalls eine
sehr genaue Untersuchung der Genexpression, kann jedoch keine Absolutwerte liefern.

Die gezeigten Arbeiten ergaben in den Proben des Myokards der Ratten keine signifikanten
Unterschiede in der Genexpression im Vergleich zwischen jungen und alten Tieren (vgl.
Abschnitte 4.3.1, 4.3.2, 4.3.3). Dies betraf sowohl die untersuchten Gene der drei mito-
chondrialen Primirtranskripte (12S rRNA, COX1 und ND6), als auch das jeweils zum Ver-
gleich herangezogene kerncodierte Gen (FoF;-ATPase). Lediglich in den linken Ventrikeln
der Fisher-L-NAME-Ratten war die mRNA der kerncodierten FoF;-ATPase signifikant er-
niedrigt. Dieser einzelne signifikante Befund vermag das generell vorgefundene Bild der
Genexpression jedoch nicht zu beeintriachtigen. Die unterschiedlich starke Transkription der
drei einzelnen mitochondrialen Primértranskripte konnte in allen Experimenten nachvollzo-
gen werden (Clayton, 1991; Clayton, 1992). Die von Ide (Ide et al., 2001) im Mausinfarktmo-
dell gezeigten signifikanten Anderungen der Expression der mitochondrial codierten Gene
konnten in den von uns untersuchten Tieren nicht nachvollzogen werden. Wihrend Ide diese
Werte in Geweben von Miausen mit groen Infarkten erhob, ist davon auszugehen, dass ein
solcher Schweregrad einer Schidigung des Myokards im Alter nicht erreicht wird.

Auch in den Proben humaner Herzen, die Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz entnom-
men wurden, konnten solche starken Schiden der mitochondrialen DNA und Stérungen der
Genexpression nicht aufgezeigt werden (Scheubel et al., 2002), obwohl hier eine verringerte

Aktivitidt von Komplex I im Verhéltnis zu den anderen Komplexen der mitochondrialen At-
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mungskette gefunden wurde. Die Hauptunterschiede zwischen den insuffizienten Herzen der
untersuchten Patienten und dem oben aufgefiihrten Mausmodell sind der Verlauf der Krank-
heit und der Schweregrad der Dekompensation, welcher wahrscheinlich durch das schnelle
Fortschreiten im experimentellen Mausmodell mit sehr groen Infarkten maximal sein wird.
Weiterhin wéren Kleintierinfarkte dieser Grof3enordnung beim Menschen mit Sicherheit letal
und grofle Infarkte sind bei Patienten generell mit kardioprotektiver Medikamentation ver-
bunden.

Eine kritische Komponente bei der Untersuchung von humanem Myokard ist die Verwendung
von nicht erkranktem Spendermaterial als Kontrolle. Im Anschluss an den Hirntod, vor der
Entnahme der Organe, kommt es in den Spenderherzen zu einer schweren inflammatorischen
Reaktion, die an der erhohten Expression von Interleukin-6 und anderen Cytokinen erkennbar
ist (Birks et al., 2000; Plenz et al., 2002). Die in der Arbeit von Birks und Plenz verwendeten
Spenderherzen hatten, verglichen mit Myokardbiopsien ohne histologische Anzeichen einer
Inflammation, eine erhdhte Interleukin-6 Expression, die auf eine solche inflammatorische
Aktivierung schliefen ldsst. Die mitochondriale Genexpression in den Biopsien war jedoch
nicht hoher als die der Spenderherzen, was gegen eine inflammatorisch hervorgerufene Er-
niedrigung der mitochondrialen Genexpression in den hier verwendeten Spenderherzen
spricht. Diese inflammatorischen Anzeichen haben somit keine Auswirkungen auf die mito-
chondriale Genexpression.

Eine retrospektive Analyse der hier verwendeten terminal insuffizienten explantierten Herzen
von Patienten mit B-Blocker” Therapie (n = 25) vor der Operation und Patienten ohne diese
Therapie (n = 18) zeigte in beiden Gruppen einen dhnlichen Schweregrad der Erkrankung.
Dargestellt wurde dies durch die Expressionsuntersuchungen von Pro-ANP und Pro-BNP
(Scheubel et al., 2002; siche 4.3.4). Es gab in keiner der beiden Untergruppen signifikante
Unterschiede in den erhobenen himodynamisch funktionellen Parametern. Trotzdem hatten
die Patienten mit 3-Blocker Therapie eine 20 % hohere Komplex III-Aktivitéit verglichen mit
den Patienten ohne Therapie. Dies kann als Zeichen eines protektiven Effekts der 3-Blocker

Therapie auf die mitochondriale Funktion in kranken Herzen gedeutet werden. Eine &hnliche

? Betarezeptorenblocker: p-Rezeptoren blockierende Substanzen. Hemmen die Wirkung von B-Sympathomime-
tika, vor allem des Noradrenalins. Diese Medikamentengruppe bremst die Uberaktivitit des sympathischen
Nervensystems und senkt die dadurch verursachten erhdhten Blutdruckwerte sowie auch die meist gleichzeitig

erhohte Herzfrequenz.
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Beobachtung dieses B-Blocker-vermittelten mitochondrialen Schutzes konnte schon bei der
retrospektiven Analyse der Untersuchungen zur Aktivierung von Apoptose gemacht werden
(Scheubel et al., 2001).

In der Gruppe der Patienten mit DCM im Vergleich zur ICM fand sich eine signifikant erhoh-
te Expression von Pro-ANP verbunden mit einer stirkeren himodynamischen Dekompensati-
on. Es konnte jedoch kein Unterschied beziiglich der mitochondrialen Genexpression und der
Aktivitdt der Enzyme der mitochondrialen Atmungskette festgestellt werden.

Eine weitere retrospektive Gruppierung der Patienten mit terminal insuffizienten Herzen nach
einer ACE-Inhibitor® / AT1-Blocker® Therapie (n = 37) mit solchen ohne Therapie (n = 6)
zeigte bei ersteren eine signifikant geringere TNF-o. Expression, jedoch keine Verdanderung

der funktionellen Parameter der Komplexe der Atmungskette (Scheubel et al., 2002).

5.3 Gibt es Veranderungen in Quantitat und Qualitat der mtDNA

im Alter?

Zufillig gebildete Stérungen in einer dynamischen Population von mitochondrialen Genomen
konnen durch klonale Expansion auf unterschiedliche Zellen verteilt werden. Dies erfolgt in
Mitochondrien alter Gewebe und konnte in Langzeitstudien (Michikawa et al., 1999; Wang et
al., 2001) und Einzelzellanalysen unter geeigneten methodischen Vorkehrungen (Bodyak et
al., 2001; Khrapko et al., 1999; Taylor et al., 2001; Coller et al., 2001; Nekhaeva et al., 2002;
He et al., 2002) gezeigt werden. Diese Verteilung der mtDNA-Mutationen in einzelnen Zellen
kann zu einer 100 %igen Ansammlung innerhalb der Population der mitochondrialen Genome
fiihren, wodurch die Wildtyp-DNA vollstindig ersetzt wird. Man bezeichnet dies als ,,Verlust
der Heteroplasmie® (Nekhaeva ef al., 2002). Diese Experimente zeigen, dass das Altern der
mitochondrialen DNA ein Niveau erreichen kann, bei dem es eine Relevanz fiir die Auspra-
gung des mitochondrialen Phénotyps hat. Sie zeigen jedoch nicht, ob Mutationen mit schédi-

genden Effekten auf die mitochondriale Funktion ebenfalls dieses Niveau erreichen kdnnen.

3 ACE-Inhibitor: Inhibitoren des angiotensin converting enzyme, das Angiotensin I in Angiotensin II iiberfiihrt;
bewirken Blutdrucksenkung.

* Uber ATI-Rezeptoren erzeugt Angiotensin II eine Verengung der GefiBe und somit eine Steigerung des
GefaB3widerstandes und des Blutdrucks. AT1-Blocker blockieren die Wirkungen von Angiotensin II und wirken

somit gefalerweiternd und blutdrucksenkend.



Diskussion 87

Friithe Ausfiithrungen zum mitochondrialen Altern gingen davon aus, dass es innerhalb der
Mitochondrien keine DNA-Reparaturmechanismen gebe. Spéter zeigte sich jedoch, dass diese
Annahme falsch war (Bohr et al., 1999; Shadel et al., 1997). Die zur Reparatur benotigten
Enzyme (Glycolasen, Endonucleasen und DNA-Ligasen) miissen in die Mitochondrienmatrix
importiert werden. Fiir bestimmte Gene der DNA-Glycolasen wurden Splicevarianten nukled-
rer und mitochondrialer Isoformen mit mitochondrialen Importsignalen identifiziert (Otterlei
et al., 1998; de Souza-Pinto et al., 2001). Die Eliminierung der fiir die durch oxidativen Stress
verursachten DNA-Schidden zustindigen Reparaturenzyme fiihrt zu einer Ansammlung von
mtDNA-Schédden (de Souza-Pinto et al., 2001; Lakshmipathy et al., 2001; Druzhyna et al.,
2000). Die Generierung einer homozygoten knock-in Maus, mit einer Replikations-
kompetenten jedoch Reparatur-inkompetenten (proof reading deficient) Variante von PolgA,
der kerncodierten katalytischen Untereinheit der mtDNA-Polymerase, fithrt zur Ausbildung
eines verdnderten mtDNA-Phinotyps (Trifunovic et al., 2004). Dieser weist ein drei- bis
finffach erhohtes Niveau von Punktmutationen sowie eine erhdhte Menge an deletierter
mitochondrialer DNA auf. Diese Erhohung der somatischen mtDNA-Mutationen geht einher
mit einer reduzierten Lebenserwartung und einer vorzeitigen Ausbildung von alterstypischen
Phinotypen, wie Gewichtsverlust, reduziertem Unterhautfett, Haarverlust, Osteoporose und
einer Vergroferung des Lumens des linken Ventrikels (Trifunovic et al., 2004). Diese Resul-
tate lassen eine ursdchliche Verbindung zwischen mtDNA-Mutationen und alterstypischen
Phinotypen erkennen, erkliren jedoch nicht die in dieser Arbeit gezeigte globale Depression
der Aktivitit von Komplex I. Aufgrund der durch zufillige Punktmutationen veridnderten
mitochondrialen DNA diirfte dann nicht ausschlieBlich Komplex I in seiner Aktivitit verdn-
dert sein, sondern auch andere Komplexe der mitochondrialen Atmungskette.

Die von Ide (Ide ef al., 2001) gezeigten signifikanten Anderungen in der Genexpression der
mitochondrial codierten Gene im Mausmodell wurden auf eine Verminderung der Anzahl der
mitochondrialen Genome zuriickgefiihrt. Eine solche Verminderung wurde auch schon mit
der Pathogenese mitochondrialer Erkrankungen und mit einer durch Zidovudin (Azidothymi-
din; kurz AZT) induzierten Myopathie in Verbindung gebracht (Moraes et al., 1991; Lewis et
al., 1992). Da eine Verdnderung der Genexpression in den hier untersuchten Féllen als poten-
tieller Grund fiir die verdnderten Enzymaktivitidten der Komplexe der Atmungskette im Alter
und im insuffizienten Myokard nicht mehr in Frage kommt, sollten aus den Untersuchungen
der mitochondrialen DNA weitere Erkenntnisse bezogen werden. Die in dieser Arbeit durch-
gefiihrten Analysen an der mitochondrialen DNA humaner Proben sollten beziiglich zweier

Fragestellungen Antworten erbringen. Zum einen, ob es in insuffizientem Myokard zu einer
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Veranderung der Quantitit der mitochondrialen DNA (mtDNA-copy-number) kommt und zum
zweiten, ob die mitochondriale DNA durch Alter und Krankheit in ihrer Qualitdt beeinflusst
ist.

Die unter 4.3 dargestellten Ergebnisse zeigen eine unverdnderte Expression der mitochondrial
codierten Gene sowohl im Alter als auch im insuffizienten Myokard und sind damit nicht fiir
die gestorte Aktivitdt der Enzyme der Atmungskette verantwortlich. Sie lassen jedoch keine
Riickschliisse dariiber zu, ob die zu transkribierende DNA ebenfalls in ihrer Menge unverén-
dert vorliegt, oder ob gegebenenfalls eine verdnderte Anzahl mtDNA-Kopien durch kompen-
satorische Mechanismen auf transkriptionaler Ebene ausgeglichen wird. Wie unter 4.4 ge-
zeigt, sind zwischen den Proben des Spendermyokards und des insuffizienten Myokards keine
signifikanten Unterschiede feststellbar. Die experimentell gefundene leichte Erhohung der
Menge der mitochondrialen DNA in den Proben der insuffizienten Patienten stand primér
gegen die vor Versuchsbeginn gestellten Erwartungen. Sie ist moglicherweise auf eine kom-
pensatorische Steigerung der Replikationsrate zuriickzufiihren. Die Expression des kernco-
dierten mitochondrialen Transkriptionsfaktors war ebenso wie die unter 4.3.4 gezeigte Ex-
pression der mitochondrial codierten Gene unverdndert. Eine mdgliche Erkldrung fiir die
leicht erhohte mtDNA-copy-number bei unverdanderter Genexpression sind moglicherweise
Defekte der mitochondrialen DNA die durch Mutationen oder Deletionen entstanden sind und
eine Transkription der betroffenen mtDNA-Ringe nicht zulassen. Als regulatorischer Aus-
gleich wire somit eine Erhohung der Menge an DNA Molekiilen denkbar.

Um die Moglichkeit o.g. Schadigungen der mitochondrialen DNA nachzuweisen, wurde im
Southern Blot zusitzlich die Probe eines Patienten mit einer klinisch nachgewiesenen Com-
mon Deletion als Referenz aufgetragen. Die bei diesem Patienten gefundene Doppelbande der
deletierten und undeletierten mitochondrialen DNA war weder bei den Proben des gesunden
noch bei den Proben des insuffizienten Myokards nachweisbar. Die gefundenen Banden
lassen somit Riickschliisse auf eine weitgehend intakte mitochondriale DNA zu.

Die am Anfang des Kapitels dargestellten Arbeiten mit nachgewiesenen Verdanderungen der
mitochondrialen DNA im Alter, konnen die hier gefundenen Ergebnisse damit nicht erkldren.
Durch die Verwendung von modifizierten Nukleotiden, die bei der Herstellung der Sonde in
die Nukleinsdure eingebaut wurden und nach der Hybridisierung mit Hilfe von Enzym-
Antikorper-Konjugaten nachgewiesen wurden, konnte beim Southern Blot eine hohe Sensiti-
vitdt erreicht werden, die jedoch nicht an die Sensitivitdt radioaktiver Methoden heranreicht.
Dies ist hauptsédchlich durch hohe Hintergrundsignale nach der Hybridisierung bedingt. Fiir

die gegebene Fragestellung erwies sich die Methode jedoch als geeignet, da sie in der klini-
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schen Diagnostik routinemédfig eingesetzt wird und die zusitzlich aufgebrachte Kontrollprobe

mit Common Deletion die vorhandenen Schéden der mitochondrialen DNA deutlich zeigte.

5.4 Offene Fragen und Aspekte des mitochondrialen Alterns

Wihrend des Alterns kommt es zu einer Erniedrigung der Masse und Funktion von Geweben
des Herzens, des Gehirns und der Skelettmuskulatur. Die biologischen Ursachen fiir das
Altern werden derzeit noch kontrovers diskutiert. Den Mitochondrien wird hier nicht nur eine
Schliisselstellung im Energiestoffwechsel eingerdumt, sondern auch eine fundamentale Be-
deutung fiir Leben, Pathologie und Tod beigemessen. So sind geschddigte Mitochondrien die
pathophysiologische Ursache filir zahlreiche Krankheiten (MiMyCa: Mitochondriale Myo-
pathie und Kardiomyopathie; Mitochondriale Myopathie; MELAS: Mitochondriale Myo-
pathie, Encephalopathie, Laktatazidose und schlaganfallihnliche Ereignisse; MERRF: My-
oklonusepilepsie mit ragged-red fibers; Lebersche Optikus-Neuropathie; siche: United Mito-
chondrial Disease Foundation; http://www.umdf.org). Im Jahre 1977 wurde fiir neuromusku-
lare Syndrome, die durch strukturell oder funktionell alterierte Mitochondrien im Muskel oder
Gehirn gekennzeichnet sind, der Begriff ,mitochondriale Enzephalomyopathien® geprigt
(Shapira et al., 1977).

Das Altern wird daher auch von mitochondrialen Anderungen begleitet. Akkumulierende
Schiden der mitochondrialen DNA gelten als ein Merkmal des normalen Altersmyokards und
als mogliche Ursache fiir eine verstarkte mitochondriale Radikalbildung, eine respiratorische
Funktionseinschrinkung und eine erhohte Freisetzung mitochondrialer Zelltodsignale. Ur-
spriinglich wurden die Folgen dieser altersbedingten Schadigungen der Mitochondrien nur in
Einschrankungen der Atmungskettenkapazitit gesehen. Heute werden auch andere Veridnde-
rungen von Mitochondrienfunktionen, wie zusétzlich erhohte mitochondriale Radikalbildung
und gesteigerte Anfélligkeit fiir mitochondrial ausgelosten Zelltod, als Folge dieser mito-
chondrialen Genomdefekte diskutiert. In den letzten Jahren waren deshalb ROS und ihre
Rolle bei pathologischen Verdnderungen wie Mutationen, Karzinogenese, Inflammation und
anderen verschiedenen Erkrankungen das Objekt zahlreicher Studien (Kohen et al., 2002). Sie
wurden mit dem Zelltod und Myokardinfarkt, der Entwicklung ventrikuldrer Hypertrophie
und Herzversagen in Verbindung gebracht (Sorescu et al., 2002). Da oxidativer Stress weiter-
hin zu DNA-Schiaden und Mutationen von Tumorsuppressorgenen fithren kann, wurde die

Rolle der ROS in der Karzinogenese untersucht (Epe, 2002; Kang, 2002; Benhar et al., 2002).
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Ein hédufig beschriebenes Kennzeichen von Geweben mit postmitotischen Zellen alter Tiere
ist eine extreme Variabilitdit von Grofle und Form der Mitochondrien, mit extrem groB3en
Riesenmitochondrien, die ultrastrukturelle Zeichen von Entartung aufweisen (Brunk et al.,
2002). Diese Heterogenitét ist ein Resultat gestorter Teilungen von oxidativ geschéadigten
Mitochondrien und verminderter lysosomaler Autophagie dieser vergroBerten Mitochondrien
(zentraler Mechanismus der ,,Mitochondrial-Lysosomal Axis* Theorie des Alterns). Wéahrend
diese persistierenden geschéddigten Riesenmitochondrien ihre Funktion verlieren, kommt es zu
einer kompensatorischen Neubildung kleiner Mitochondrien (Brunk et al., 2002). Die verzo-
gerte und gestorte lysosomale Autophagie von vergroflerten Mitochondrien erleichtert die
Anreicherung von Lipofuscineinschliissen in den Lysosomen, welche Uberreste der degene-
rierten Riesenmitochondrien enthalten. Dies kann zu einer weiteren Storung der lysosomalen
Funktion und verdnderter zelluldrer Anfilligkeit fiir Apoptose fiihren (Brunk et al., 2002;
Terman et al., 1999).

Eine wichtige Rolle bei Alterungsprozessen in Geweben mit postmitotischen Zellen wird
subtilen Verschiebungen des Redox-Gleichgewichtes durch mitochondriale Radikalbildung
wihrend des aeroben Stoffwechsels zugesprochen. Besonders betroffen von derartiger mito-
chondrialer Radikalbildung ist die mitochondriale DNA aufgrund ihrer Ndhe zur radikalbil-
denden Atmungskette und wegen ihrer begrenzten DNA-Reparaturkapazitit. So werden al-
tersassoziiert vermehrt mitochondriale DNA-Schéden in Herz, Gehirn und Muskulatur gefun-
den, deren funktionelle Wertigkeit jedoch noch strittig ist. Ein Hauptproblem dabei ist, dass
der Schwellenwert filir die funktionelle Relevanz von mitochondrialen DNA-Schidden wegen
der Heteroplasmie der mitochondrialen DNA noch ungeklart ist, d.h. Heteroplasmiegrade der
mitochondrialen DNA, bei denen Defizite funktionell nachweisbar sind. Der Nachweis mito-
chondrialer Defekte wird weiterhin durch den variablen Mitochondriengehalt der Zellen
erschwert, wodurch eine Normalisierung funktioneller und enzymatischer Daten im unter-
suchten Gewebe erforderlich ist. Um die Pathophysiologie mitochondrialer Erkrankungen
besser zu verstehen, ist deshalb eine genaue Kenntnis der Zusammenhinge zwischen Mutati-
on, Heteroplasmie und Funktion erforderlich.

In einem vielzelligen Organismus ist es von essentieller Bedeutung, dass Prozesse wie
Wachstum, Differenzierung und Stoffwechsel der einzelnen Zellen in ihren Geweben und
Organen aufeinander abgestimmt sind. Hierzu bedarf es eines Kommunikationssystems, das
zum Teil auch iiber eine groBere Entfernung im Korper wirksam ist. Die Zell-Zell-Interaktion
wird in solch einem Fall {iber Signalmolekiile sichergestellt, die von bestimmten Zellen pro-

duziert und sezerniert werden und auf andere Zellen iiber spezifische, hochaffine Zelloberfla-
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chenrezeptoren wirken. Eines dieser Signalsysteme wird durch die Proteinfamilie der Neure-
guline und ihrer Rezeptoren reprisentiert (Marchionni, 1995). Diese grofle Gruppe membran-
standiger oder sezernierter Peptide fordern Wachstum und Differenzierung wéhrend der Ent-
wicklung und Onkogenese (Burden et al., 1997). Sie beeinflussen verschiedene Zelltypen und
spielen eine elementare Rolle in der Entwicklung des Herzens und des Nervensystems
(Carraway, 1996).

Die Neuregulin-Wachstumsfaktoren binden an den Mitgliedern einer Unterfamilie von Rezep-
toren mit Tyrosinkinase-Aktivitdt, den erbB-Rezeptoren. Zu dieser Familie gehoren erbBl
und die ihm strukturell sehr dhnlichen Rezeptoren erbB2, erbB3 und erbB4 (Stern et al., 1986;
Kraus et al., 1989; Plowman et al., 1993). Im Myokard von Sdugern sind erbB2 und erbB4
die Rezeptoren fiir Neureguline und sie steuern in Kulturen von Rattenkardiomyozyten
Wachstum und Uberleben (Zhao et al., 1998; Baliga et al., 1999). Das Neuregulin/erbB-
System spielt eine wesentliche Rolle bei der Entwicklung des Herzens von Embryos. Postna-
taler konditioneller erbB2-Mangel flihrt in Kardiomyozyten zu schwerer Kardiomyopathie
und erhdhter Anfélligkeit fiir Anthracyclin-induzierten Zelltod (Ozcelik et al., 2002; Crone et
al., 2002).

Bemerkenswerterweise fiihrt die adenovirale Gabe von Bcl-xL in die erbB2-defizienten Her-
zen zu funktionellen Verbesserungen (Crone et al., 2002). Das Transkript des Bcl-x Gens
wird in Sdugern in die mRNAs fiir das antiapoptotische Protein Bcl-xL und das proapoptoti-
sche Bcl-xS gespleifit (Reed, 1999). Die Uberexpression von Bcl-xS wirkt gegen den protek-
tiven Effekt von Bcl-xL, indem es in den Mitochondrien iiber die Freisetzung von Cyto-
chrom c eine Caspase-abhédngige Apoptose auslést (Minn et al., 1996; Braun et al., 2003). Im
Herzen stellt Bel-xL das dominierende antiapoptotische Protein dar (Bartling et al., 1999),
wogegen Bcl-xS in krankem Myokard nach Infarkten stark induziert wird (Prabhu et al.,
2003). In linken Ventrikeln von insuffizientem humanem Myokard und in Muskelproben ist
das proapoptotische Bcl-xS im Alter hochreguliert, unter kalorischer Restriktion ist Bcl-xS
jedoch fast nicht nachweisbar. Ursache dafiir ist eine Verschiebung des Gleichgewichts des
Bcl-x-Spleilens von Bcel-xL zu Bel-xS (Rohrbach ef al., 2005). Eine B-Blockade vermindert
diese Verschiebung des Bcl-x-Spleillens, zeigt jedoch keine Wirkung auf die erbB-
Rezeptoren. Im insuffizienten humanen Myokard sind die Neuregulinrezeptoren erbB2 und
erbB4 herabreguliert und weniger aktiviert/phosphoryliert. In isolierten Kardiomyozyten
bewirkt eine erbB-Rezeptor-Verminderung oder erbB-Rezeptor-Blockade die Verschiebung
des Spleiens zu Bel-xS. Das Spleilen von Bel-x wird im Herz damit durch Neuregulin/erbB-

Signale reguliert und, unabhiingig davon, durch B-Blockade. Uber diesen Weg stellt die Neu-
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regulin/erbB-Signalkaskade einen Regulator der mitochondrialen Funktion dar (Rohrbach et
al., 2005).

Die mitochondriale Biogenese in eukaryotischen Zellen erfordert eine enge intergenomische
Koordination zwischen dem mitochondrialen Genom, welches in Sdugern nur fiir weniger als
10 % der Proteine der Atmungskette codiert, und dem nukledren Genom, in dem der weitaus
tiberwiegende Teil aller mitochondrialen Proteine codiert ist. Das mitochondriale Genom in
Sdugern enthdlt nur noch Gene fiir 13 Proteinuntereinheiten, zwei mitochondriale rRNAs,
einen Satz mitochondrialer tRNAs und nur einen einzigen nichtcodierenden Bereich. Bei
dieser intergenomischen zelluliren Koordination wird fiir die so genannte ,,retrograde Regula-
tion” von den Mitochondrien zum Kern oxidativer Stress durch mitochondriale Radikalbil-
dung als Signal diskutiert (Maxwell et al., 2002; Butow, 2002). Dagegen kann zytosolischer
oxidativer Stress auch als Signal zur Steigerung der mitochondrialen Transkription und Repli-
kation wirken (Lee et al., 2000; Mittler, 2002). Andererseits ist oxidativer Stress ein wichtiges
Signal zur Auslésung des mitochondrial vermittelten Zelltods (Chandra et al., 2000) und gilt
als Faktor fiir mitochondriale Genomschédigungen und Progression von degenerativen Er-
krankungen (Wallace, 1992) und von Alterung (Sastre et al., 2000; Szibor et al., 2003).

Die Regulation dieser gegensétzlichen Reaktionen auf ein graduierbares Signal (Davies,
1999) stellt ein zentrales Problem der mitochondrialen Endosymbiose in Eukaryoten dar und
ist keineswegs vollstindig verstanden. Arbeiten im Institut fiir Pathophysiologie in immortali-
sierten Sdugerzellen haben gezeigt, dass oxidativer Stress in einem Ausmal, welcher zu mito-
chondrialen Genomverlusten von iiber 80 % fiihren kann, von diesen Zellen iiberlebt wird,
wobei eine Regeneration des mtDNA-Gehaltes durch gesteigerte Replikation innerhalb weni-
ger Tage nach der Stress-Exposition eintritt (Noack et a/, unverdffentlicht). Diese erstaunliche
regenerative mtDNA-Replikationsfdhigkeit nach oxidativem Stress stellt einen fiir die zelluld-
re Uberlebens- und Anpassungsfihigkeit kritischen Schutzmechanismus von fundamentaler
Bedeutung dar. Von dieser postoxidativen, regenerativen mtDNA-Replikation ist nicht be-
kannt, wie sie reguliert wird und inwieweit sie in Zellen mit unterschiedlichem Differenzie-
rungsgrad oder mit unterschiedlichem Ausmal} des Transfers mitochondrialer Genomanteile

in den Kern wéhrend der Evolution der Eukaryoten (Race et al., 1999) erhalten ist.

Alle Hypothesen des mitochondrialen Alterns gehen von einer langsamen und kontinuierli-
chen Ansammlung oxidativer Schdden der Mitochondrien und ihrer DNA als einem frithen
Schritt in der postulierten Abfolge der Pathomechanismen aus. Viele Untersuchungen von

oxidativen Schiden mitochondrialer DNA in gealterten Geweben zeigen Verbindungen zwi-
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schen steigendem Alter und Zunahme der Anzeichen mitochondrialer DNA-Schaden (Ozawa,
1997; Wallace, 1992). So wurden in systematischer VVorgehensweise hunderte von PCR Prim-
erpaaren Uber das gesamte mitochondriale Genom verteilt und in einer gemeinsamen Reaktion
zur Analyse von humanem Myokard verwendet. Bei der Untersuchung der Proben von Un-
fallopfern ohne vorherige kardiale Aufféalligkeiten wurde erstaunlicherweise eine hohe Anzahl
unvolistandiger DNA-Molekile entdeckt. Jedoch kénnen diese und dhnliche Analysen Kriti-
siert werden. Unvollstandige Duplikationen der mitochondrialen DNA (Bodyak et al., 2001)
konnen nicht von richtigen Deletionen unterschieden werden; verkirzte mitochondriale DNA
kann durch unvollstandige Degradation entstehen und diese kann in einem PCR-Protokoll,
welches verschiedene Primerpaare gleichzeitig enthalt, bevorzugt amplifiziert werden. Wich-
tiger jedoch ist, dass mit diesen Analysen nicht der Grad der Heteroplasmie innerhalb eines
einzelnen Mitochondriums ermittelt werden kann, ab dem der Phé&notyp beeinflusst wird.
Solche Analysen sind eindrucksvoll, schlie}en aber nicht aus, dass ein biologisch irrelevantes
Epiphanomen analysiert wird. In der hier vorliegenden Arbeit wurden aus diesem Grund mit
methodisch unterschiedlichen Herangehensweisen mitochondriale Parameter (Genexpression,

Enzymaktivitaten, mtDNA-Analysen) untersucht und in Zusammenhang gebracht.

5.5 Schlussfolgerung

Sowohl bei tierexperimentellen Untersuchungen an alten Ratten, als auch bei Untersuchungen
von krankem humanem Myokard zeigte sich ein signifikantes Defizit der Aktivitat von Kom-
plex 1 der mitochondrialen Atmungskette. Dieses Defizit resultiert entsprechend den Ergeb-
nissen dieser Arbeit nicht aus Schaden der mitochondrialen DNA oder einer gestérten mito-

chondrialen Genexpression.

Die durchgefuihrten Untersuchungen zeigen, dass die Aktivitat von Komplex | der Atmungs-
kette, welcher mitochondrial codierte Untereinheiten enthélt sowohl im Alter als auch bei
Erkrankungen des Herzens erniedrigt ist. Auf den ersten Blick scheint dieses Resultat mit
einer Fehlfunktion der Expression der mitochondrialen DNA einherzugehen, wie sie in einem
Mausmodell nach Myokardinfarkt gezeigt wurde (lde et al., 2001). Keine dieser Anderungen
konnte jedoch im Rahmen dieser Arbeit auf molekularbiologischer Ebene (mtDNA-copy-
number, Transkription) im Tiermodell des Alterns und bei der Untersuchung von insuffizien-

ten humanen Herzen bestétigt werden. Dies lasst zum einen darauf schlieBen, dass nur die
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extrem starke Schadigung des Myokards, wie sie im Infarktmodell an Mdausen gezeigt wurde,
derartige Anderungen verursachen kann. Derartige Werte werden weder in alten Tieren noch
in insuffizientem humanem Myokard erreicht. Zum anderen miissen die von Ide et al. gezeig-
ten Expressionsdaten nicht die primédren Veranderungen der mitochondrialen Parameter im

Alter widerspiegeln.

Die Anderungen auf funktioneller Ebene (Enzymaktivitat, Mikrorespirometrie) gehen mit den
von lIde (Ide et al., 2001) gezeigten Daten einher. Die Depression von Komplex I ist somit
kein ausschlieRlich genotypischer Effekt und wird auch nicht nur durch verringerte mito-
chondriale Genexpression verursacht. Die altersabhangigen Verénderungen der Mitochond-
rien im linken Ventrikel und im M. soleus beruhen auf einer allgemeinen Abnahme der Mito-
chondrienzahl (vgl. 3.2.2 und 4.2) sowie auf einer signifikanten Erniedrigung der Aktivitat
von Komplex 1.

Sowohl bei der Mikrorespirometrie permeabilisierter Fasern als auch bei der komplexspezifi-
schen Enzymaktivitatsbestimmung ist in beiden Organen die altersassoziierte Depression des
Komplexes | ausgepragter als die des Komplexes II.

Daran ist bedeutsam, dass in den Komplexen I, 111 und IV mitochondrial codierte Proteinun-
tereinheiten enthalten sind, im Gegensatz zum Komplex I, der nur kerncodierte Untereinhei-
ten enthélt. Der groRte und dadurch wahrscheinlich auch stéranfélligste Enzymkomplex der
Atmungskette ist Komplex I. VVon seinen 43 Untereinheiten werden sieben mitochondrial
codiert (Wallace, 1999). Schadigungen der Mitochondrien sollten dadurch am ehesten in

seiner Aktivitat erkennbar sein.

Die globale Erniedrigung der Aktivitat von Komplex | stellt einen neuen priméren pathophy-
siologischen Mechanismus im Alter dar. Diese mitochondriale Dysfunktion ist sowohl im
Myokard als auch im Skelettmuskel unabhé&ngig von Stérungen der mtDNA-Struktur sowie
der Genexpression zu finden. Sie ist im Alter unter kalorischer Restriktion reversibel, wéh-
rend die gleiche kalorische Restriktion in jungen Tieren keinerlei mitochondriale Auswirkun-
gen zeigt. Sie findet sich weiterhin in allen untersuchten Rattenstdmmen. Sie kommt ebenfalls
im Menschen bei Herzinsuffizienz vor und hat, da dies einen Zustand vorzeitiger kardialer

Alterung darstellt, eine medizinische Relevanz.

Die Erniedrigung der Aktivitat von Komplex | geht mit einer Verschiebung des mitochondria-

len Bcl-xL/xS Verhaltnisses einher. Weiterflihrende Arbeiten deuten auBerdem auf die grund-
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legende Bedeutung der Neuregulin/erbB-Signalkaskade als Regulator dieser mitochondrialen
Funktion hin (Rohrbach et al., 2005). Eine anderweitige mogliche Ursache fur eine Dispro-
portionalitdt der Atmungskette kann in durch Punktmutationen veranderten mitochondrialen
Proteinen der Atmungskette oder in Fehlern bei der Assemblierung der Komplexe der At-
mungskette liegen. Altersassoziierte Akkumulationen solcher Deletionen und Mutationen der
mitochondrialen DNA sind nachgewiesen (Fayet et al., 2002) und kénnen Auswirkungen auf
die Synthese mitochondrial codierter Untereinheiten haben. Dahingehend finden im Institut
fir Pathophysiologie der Martin-Luther-Universitat weitergehende Untersuchungen des Pro-

teoms statt, die dartiber Aufschluss liefern sollen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Alterungsprozesse sind eng mit mitochondrialen Verdnderungen verkniipft. Auch die Kom-
plexe der Atmungskette sind mittelbar davon betroffen. Akkumulierende Schiden der mito-
chondrialen DNA im Altersmyokard sollen als Ursache fiir eine vermehrte Radikalbildung,
respiratorische Funktionseinschrankungen und die Freisetzung mitochondrialer Zelltodsignale

gelten.

In der vorliegenden Arbeit sollten Zusammenhédnge zwischen funktionellen Parametern der
Mitochondrien sowie der mitochondrialen und nukledren Transkription erfasst werden.

Fiir die Bestimmung der funktionellen Parameter wurden im Tiermodell (alte und junge Rat-
ten) mikrorespirometrische Untersuchungen an permeabilisierten Muskelfasern zur Untersu-
chung der mitochondrialen Atmungskette durchgefiihrt. Um die Isolation von mitochondria-
len Subpopulationen mit besonderen Eigenschaften zu vermeiden, wurden die funktionellen
Analysen der Mitochondrien mit der skinned fiber-Technik durchgefiihrt, bzw. Homogenate
von Geweben eingesetzt. Die spektralphotometrische Messung der mitochondrialen Enzym-
aktivititen erfolgte sowohl im Tiermodell als auch in den Proben der insuffizienten humanen
Herzen.

Weiterhin wurden in Tiermodellen und in Proben von erkranktem, insuffizientem humanem
Myokard ausgewéhlte mitochondriale Gene (12S rRNA, 16S rRNA, COX1 sowie ND6) und
kerncodierte Gene (FoF;-ATPase, mtTFA und MnSOD) molekularbiologisch mittels kompeti-
tiver standardkalibrierter RT-PCR bzw. semiquantitativer RT-PCR untersucht und quantifi-
ziert. AbschlieBend wurde die Qualitdt und Quantitit der mitochondrialen DNA der insuffi-

zienten humanen Proben mittels Southern Blot untersucht.

Die mikrorespirometrischen Messungen zur Auswirkung des Alterns auf die funktionellen
Parameter von Mitochondrien im Tiermodell ergaben, dass sowohl in den Geweben des lin-
ken Ventrikel als auch des M. soleus die Maximalatmung (State 3) in den alten Tieren hoch-
signifikant erniedrigt war. Auch nach der Hemmung von Komplex I mit Hilfe von Rotenon
war die Succinatatmung tiber Komplex II in beiden untersuchten Geweben in den alten Tieren
hochsignifikant erniedrigt.

Die Berechnung des Quotienten fiir die Succinat Related Pyruvat Respiration ergab im linken

Ventrikel und auch im M. soleus eine signifikante Verminderung in den Proben der alten
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Tiere. Dementsprechend konnte bei der Bestimmung der Pyruvat Related Succinat Respirati-
on ein Anstieg in den alten Tieren verzeichnet werden.

Mit Hilfe der spektralphotometrischen Messungen erfolgte die Bestimmung der mitochondria-
len Enzymaktivititen sowohl im Tiermodell als auch in den Proben der insuffizienten huma-
nen Herzen. Die Aktivititen der Komplexe I, I + III und III waren im Myokard und im
M. soleus alter Ratten zum Teil signifikant erniedrigt. Die Citratsynthaseaktivitit war in
beiden Geweben signifikant verringert. Die daraus ermittelten Quotienten der SRNO und der
KIII-RNO waren in den Ventrikeln signifikant und im M. soleus nicht signifikant erniedrigt.
In den Proben humaner Ventrikel konnte eine hochsignifikante Verminderung von Komplex I
und I + III sowie eine Verringerung der Aktivitdt von Komplex III festgestellt werden. Die
entsprechenden Quotienten waren ebenfalls signifikant erniedrigt.

Die Auswertung der molekularbiologischen Untersuchungen der mitochondrialen und kern-
codierten Gene ergab in den alten Tieren eine geringfiigig verringerte Expression im Ver-
gleich zu den jungen Tieren. Diese Anderungen waren jedoch nicht statistisch signifikant. Bei
der Untersuchung der humanen Myokardproben konnte in den insuffizienten Proben eine
leicht erhohte Genexpression im Vergleich zu gesundem Myokard (Spenderherzen) festge-
stellt werden. Auch diese Anderungen waren statistisch nicht signifikant. Die Untersuchungen
zur Genexpression konnten also weder im Tiermodell (jung vs. alt) noch im humanen Myo-
kard (Spender vs. Insuffizient) signifikante Unterschiede in der Expression der untersuchten
mitochondrialen und kerncodierten Gene aufzeigen.

Bei der Untersuchung der Qualitdt der mitochondrialen DNA von insuffizientem und Spen-
dermyokard im Southern-Blot konnten keine Anderungen festgestellt werden, die auf eine

Schidigung der mitochondrialen DNA schlie3en lassen.

Es wird geschlussfolgert, das die altersabhiingigen Anderungen der funktionellen Parameter
der Mitochondrien in Herz- und Skelettmuskel nicht durch Schdaden der mitochondrialen
DNA, oder durch eine gestorte mitochondriale Genexpression verursacht werden. Da diese
Anderungen unter kalorischer Restriktion reversibel sind, ist vielmehr davon auszugehen,
dass sie einen primdren pathophysiologisch relevanten Mechanismus im Alter darstellen. Eine
entscheidende Rolle kann dabei die Neuregulin/erbB-Signalkaskade als Regulator der mito-
chondrialen Funktion spielen. Weiterhin kdnnen diese Anderungen durch mittels Punktmuta-
tionen verdnderte mitochondriale Proteine oder eine fehlerhafte Assemblierung hervorgerufen

werden, auf die dann eine Verringerung der Aktivitit von Komplex I zuriickzufiihren ist.
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Respirometriedaten Myokard Fisher-Q;o-Ratten

Tier Alter Behandlung P/M+ADP Rotenon Succinat Atractylat | Antimycin A Leak
C05 | 24 Monate Q10 126,750 20,550 73,500 31,200 15,500 15,700
C06 | 24 Monate Q10 106,500 22,200 103,000 40,567 16,050 29,600
C07 | 24 Monate Q10 96,000 13,857 83,000 26,833 20,200 22,000
C08 | 24 Monate Q10 169,000 18,333 128,000 39,667 10,467 29,200
C09 | 24 Monate Q10 107,000 21,433 86,000 32,367 12,300 25,700
C10 | 24 Monate Q10 175,500 20,100 114,000 37,100 14,533 22,567
C12 | 24 Monate H,0-Kontrolle 129,800 14,900 177,000 52,900 14,900 38,000
C13 | 24 Monate H,0-Kontrolle 185,667 17,200 128,333 42,033 19,167 22,867
C14 | 24 Monate H,0O-Kontrolle 141,000 16,200 128,000 39,367 13,867 25,500
C15 | 24 Monate H,0-Kontrolle 187,400 14,600 144,500 45,750 13,450 32,300
C16 | 24 Monate H,0-Kontrolle 159,167 22,633 118,300 43,667 20,433 23,233
C17 | 4 Monate H,0-Kontrolle 310,233 9,437 222,833 66,593 20,370 46,223
C18 | 4 Monate H,0-Kontrolle 332,000 8,105 218,467 66,493 16,717 49,777
C19 | 4 Monate H,0-Kontrolle 336,667 12,337 214,667 68,273 17,953 50,320
C20 | 4 Monate H,0-Kontrolle 308,267 7,003 209,667 65,370 17,067 48,303
C21 | 4 Monate H,0O-Kontrolle 340,067 11,203 223,483 68,547 18,923 49,623
C22 | 4 Monate H,0-Kontrolle 266,900 8,230 163,883 54,820 15,333 39,487

Tabelle 7-1: Zusammenfassung der Messergebnisse der mikrorespirometrischen Untersuchun-

gen linker Ventrikel von Fisher-Qp-Ratten: Erlduterungen zu den Abkiirzungen der Messwerte

unter 4.1. Alle Werte sind in pmol O,/s/mg angegeben. Keine Messung bei C01, C02, C03, C04, C11

mangels Probenmaterials.

Enzymaktivititen Myokard Fisher-Q;,-Ratten

Tier Alter Art der Behandlung KI KI + III KII + 11T KIII COX CS NCP
CO01 | 24 Monate Q10 12,51 3,63 7,43 38,73 24,53 96,33 166,0
C02 | 24 Monate Q10 12,28 5,53 7,05 41,11 26,29 101,66 138,7
C03 | 24 Monate Q10 5,35 3,45 5,38 49,19 36,47 57,99 159,4
C04 | 24 Monate Q10 7,12 9,58 8,89 51,96 29,01 77,01 133,1
C05 | 24 Monate Q10 7,97 6,85 15,23 88,21 34,64 80,11 158,0
C06 | 24 Monate Q10 8,29 18,50 16,00 94,65 62,20 102,64 159,0
CO07 | 24 Monate Q10 7,96 5,28 8,97 49,89 29,39 93,89 1274
C08 | 24 Monate Q10 9,05 9,01 11,75 65,40 44,67 93,65 144,9
C09 | 24 Monate Q10 7,84 7,67 12,63 70,79 46,92 98,87 1459
C10 | 24 Monate Q10 4,97 4,19 8,53 49,26 33,65 86,51 130,1
C11 |24 Monate H,0-Kontrolle 8,61 15,34 15,32 75,43 52,73 100,88 151,6
C12 | 24 Monate H,0-Kontrolle 6,15 11,25 10,11 72,38 40,01 77,14 135,0
C13 | 24 Monate H,O-Kontrolle 8,56 11,08 10,54 62,65 47,28 88,01 152,5
Cl14 | 24 Monate H,0-Kontrolle 9,41 9,20 14,78 78,07 31,52 93,56 128,3
C15 | 24 Monate H,0-Kontrolle 6,63 13,29 14,49 73,10 24,76 94,49 143,5
C16 | 24 Monate H,0-Kontrolle 10,12 13,83 15,59 71,44 56,99 106,86 162,4
C17 | 4 Monate H,0-Kontrolle 7,26 13,24 14,37 76,26 61,26 121,72 163,6
C18 | 4 Monate H,0-Kontrolle 10,93 23,97 14,60 87,22 55,33 125,34 157,7
C19 | 4 Monate H,0O-Kontrolle 13,19 15,36 10,96 58,10 20,74 94,44 156,2
C20 | 4 Monate H,0-Kontrolle 9,02 10,75 13,25 63,41 4325 85,71 141,6
C21 | 4 Monate H,0-Kontrolle 15,07 12,28 11,45 46,71 26,23 108,94 170,8
C22 | 4 Monate H,0-Kontrolle 14,35 13,52 15,97 78,29 38,46 119,86 153,1
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Enzymabktivititen M. soleus Fisher-QsRatten

Tier Alter Art der Behandlung KI KI+1I | KII+III KIII (€(0);¢ CS NCP

C05 | 24 Monate Q10 1,11 1,61 2,28 24,35 14,93 20,04 109,20
C06 | 24 Monate Q10 2,31 1,72 2,59 29,91 14,46 20,53 107,70
C07 | 24 Monate Q10 2,18 1,75 2,09 23,76 8,29 16,56 73,06
C08 | 24 Monate Q10 2,07 1,54 3,54 27,59 17,54 21,52 87,54
C09 | 24 Monate Q10 2,51 2,16 3,77 36,43 15,08 21,33 103,90
C10 | 24 Monate Q10 1,57 2,01 2,62 28,77 12,68 18,71 91,33
C11 |24 Monate H,0-Kontrolle 1,80 2,53 1,53 23,15 13,63 17,24 140,50
C12 | 24 Monate H,0O-Kontrolle 1,87 2,29 4,25 28,95 19,78 21,63 100,70
C13 | 24 Monate H,0-Kontrolle 1,73 2,22 321 23,87 17,54 20,21 100,70
C14 | 24 Monate H,0-Kontrolle 2,75 1,62 4,61 35,60 21,68 23,21 107,70
C15 | 24 Monate H,0-Kontrolle 2,13 1,52 2,57 28,89 21,80 18,07 92,40
C16 | 24 Monate H,0-Kontrolle 1,99 2,33 3,85 34,81 15,76 20,83 78,90
C17 | 4 Monate H,0-Kontrolle 2,53 3,13 2,39 34,30 7,35 22,25 89,80
C18 | 4 Monate H,0O-Kontrolle 4,04 4,31 3,61 38,10 22,16 26,46 105,00
C19 | 4 Monate H,0O-Kontrolle 3,54 3,00 4,01 36,56 24,53 25,70 102,80
C20 | 4 Monate H,0-Kontrolle 2,01 4,23 4,08 45,78 22,28 29,32 77,63
C21 | 4 Monate H,0-Kontrolle 3,92 3,09 4,09 35,10 23,22 26,21 95,80
C22 | 4 Monate H,0-Kontrolle 3,86 2,29 5,08 41,10 28,32 30,14 91,17

Tabelle 7-2: Zusammenstellung der Daten der Enzymaktivitiiten der Komplexe der mito-

chondrialen Atmungskette im Myokard und M. soleus von Fisher-Qj,-Ratten: Alle Werte sind in

U/g ww sowie NCP in mg/ml angegeben. Keine Messung im M. soleus bei C01, C02, C03, C04

mangels Probenmaterial.

Enzymaktivititen humaner linker Ventrikel

Patient | Erkrankung KI KI + III KII + IIT KIII COX CS NCP
UKKO1 DCM 3,94 2,60 4,63 33,48 8,65 36,98 77,31
UKK04 | DCM 2,16 4,44 6,57 37,40 11,68 48,49 91,41
UKKO08 | DCM 4,12 1,30 4,40 17,71 14,47 46,30 81,81
UKK19 | DCM 4,62 4,48 10,74 54,53 20,61 40,79 84,36
UKK22 | DCM 6,67 8,47 11,48 61,17 24,28 47,02 102,70
UKK27 | DCM 3,12 4,49 4,72 28,18 15,52 27,56 61,17
UKK30 | DCM 4,54 1,56 7,88 40,12 16,76 40,69 69,70
UKK32 | DCM 4,99 3,26 9,87 38,23 13,98 38,04 78,60
UKK33 | DCM 3,33 2,25 6,51 30,38 7,70 46,84 83,44
UKK35 | DCM 5,74 4,27 9,56 36,87 19,84 58,27 78,60
UKK36 | DCM 5,35 4,27 8,44 39,95 22,45 42,74 66,24
UKK38 | DCM 4,04 3,22 7,03 29,94 10,87 41,73 62,42
UKK39 | DCM 4,24 7,39 9,23 48,86 24,84 44,15 73,57
UKK40 | DCM 2,67 2,47 5,09 27,92 9,33 24,53 60,97
UKK41 DCM 5,74 5,90 10,12 44,26 23,11 37,32 72,62
UKK44 | DCM 3,99 6,08 8,43 42,28 15,81 36,58 82,15
UKK45 | DCM 7,52 8,60 10,92 59,28 22,99 50,52 113,20
UKK49 | DCM 3,69 4,64 8,31 37,41 14,58 41,14 16,30
UKKS51 DCM 3,57 4,27 4,98 28,71 9,72 39,59 21,51
UKKS3 | DCM 7,04 7,23 12,31 49,72 32,77 46,42 21,98
UKKS5 | DCM 4,57 5,42 7,14 35,75 11,61 39,09 89,53
UKKS57 | DCM 4,70 5,04 6,67 43,46 20,35 33,05 46,80
UKK58 | DCM 3,24 2,59 7,89 42,58 8,13 23,71 25,90
UKK02 |ICM 1,58 0,87 1,37 21,17 5,45 18,34 76,70
UKKO03 | ICM 3,79 2,31 2,20 19,04 7,41 29,04 64,09
UKKO07 | ICM 4,82 2,58 4,69 22,68 7,14 37,56 68,46
UKK09 [ICM 4,60 2,76 5,74 23,30 9,93 45,80 88,48
UKK10 |ICM 2,65 2,97 6,55 20,33 7,88 30,48 17,10
UKK14 |[ICM 2,32 2,94 7,63 23,55 13,39 26,88 67,48
UKKI15 | ICM 7,38 5,69 7,63 40,81 29,81 39,79 90,77
UKK16 |ICM 4,717 5,85 11,04 55,87 17,92 46,41 82,95
UKK25 | ICM 4,33 5,64 6,79 49,77 21,17 39,09 71,08
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Patient | Erkrankung KI KI + IIT KII + 1T KIII COX CS NCP
UKK28 [ICM 6,15 4,25 8,07 41,99 34,36 50,33 90,44
UKK29 | ICM 7,19 10,66 15,66 73,53 32,44 62,91 87,80
UKK31 |[ICM 2,77 0,97 1,58 17,16 5,24 17,80 56,69
UKK34 [ICM 7,82 3,09 6,42 32,39 21,16 49,63 89,78
UKK42 [ICM 6,79 6,96 12,39 53,81 22,18 55,85 93,57
UKK50 | ICM 3,26 3,88 8,38 48,64 23,58 36,45 18,00
UKK54 | ICM 3,76 6,71 8,75 41,49 15,22 39,59 53,90
UKK56 | ICM 3,99 4,67 9,65 36,91 15,73 39,96 21,80
UKK59 | ICM 8,60 7,04 15,03 58,69 18,94 53,75 41,20
UKK60 | ICM 5,96 7,04 11,01 41,77 12,73 44,04 17,70
B24 ICM 2,21 1,06 2,36 21,94 5,91 28,40 45,40
POl Spender 5,81 4,82 7,90 45,98 18,60 48,24 62,69
P02 Spender 6,57 7,66 9,43 45,27 23,05 50,48 26,06
P03 Spender 4,96 4,55 6,09 32,52 12,37 40,41 40,49
P04 Spender 521 5,05 7,22 3547 21,55 41,72 66,23
Spl Spender 8,82 9,56 7,63 47,29 20,04 39,24 82,61
Sp2 Spender 8,66 6,02 9,54 55,05 27,77 43,96 85,13
Sp3 Spender 8,33 7,77 9,55 47,65 26,56 43,76 40,46
Sp4 Spender 9,44 6,39 7,55 37,34 24,94 49,01 91,72
Sp5 Spender 6,43 4,35 10,42 51,01 16,86 50,19 95,63
Spé Spender 4,86 4,12 6,42 37,24 14,42 37,50 57,63
Tabelle 7-3: Zusammenfassung der Daten der Enzymaktivititen der Komplexe der mito-

chondrialen Atmungskette in linken Ventrikeln humaner Proben: Alle Werte sind in U/g ww

sowie NCP in mg/ml angegeben.

Genexpression Sprague-Dawley-Ratten

Tier 12S rRNA COX1 ND6 ATPase
Ratte 21 alt 1,39E+05 1,22E+04 3,91E+02 2,35E+01
Ratte 22 alt 2,08E+05 2,46E+04 7,77TE+02 4,89E+01
Ratte 25 alt 1,63E+05 7,90E+03 3,53E+02 2,63E+01
Ratte 28 alt 1,68E+05 1,88E+04 4,51E+02 5,08E+01
Ratte 29 alt 2,00E+05 2,25E+04 6,27E+02 6,40E+01
Ratte 30 alt 1,51E+05 1,16E+04 3,77E+02 4,31E+01
Ratte 31 alt 1,33E+05 1,45E+04 4,15E+02 5,38E+01
Ratte 32 alt 9,38E+04 1,05E+04 5,35E+02 4,81E+01
Ratte 23 jung 2,40E+05 2,88E+04 6,40E+02 5,68E+01
Ratte 24 jung 2,03E+05 1,29E+04 5,25E+02 5,27E+01
Ratte 26 jung 2,03E+05 2,30E+04 5,93E+02 5,70E+01
Ratte 27 jung 1,65E+05 1,33E+04 3,18E+02 4,26E+01
Ratte 33 jung 1,24E+05 9,75E+03 1,97E+02 3,89E+01

Tabelle 7-4: Messergebnisse der kompetitiven standardkalibrierten RT-PCR linker Ventrikel

von Sprague-Dawley-Ratten: Alle Werte sind in amol/pg Gesamt-RNA angegeben.

Genexpression Fisher-L-NAME-Ratten

linke Ventrikel rechte Ventrikel

128 mt- 128 mt-

Tier Alter Behandlung rRNA COX1 ND6 ATPase | TFA | rRNA COX1 ND6 ATPase | TFA
B 15 |jung H,O-Kontrolle | 9,18E+04 | 9,93E+03 | 8,73E+02 | 6,87E+01 | 0,95 | 9,20E+04 | 7,27E+03 | 8,13E+02 | 5,01E+01 | 0,62
B 16 |jung H,0-Kontrolle | 9,67E+04 | 8,59E+03 | 7,53E+02 | 3,17E+01 | 1,51 | 9,22E+04 | 1,07E+04 | 1,14E+03 | 8,51E+01 | 0,98
B 17 |jung H,0-Kontrolle | 8,94E+04 | 5,89E+03 | 9,24E+02 | 4,37E+01 | 0,74 | 1,32E+05 | 7,58E+03 | 1,18E+03 | 5,88E+01 | 0,65
B 28 |jung 2d L-NAME 6,05E+04 | 6,28E+03 | 5,09E+02 | 3,82E+01 | 0,46 | 9,75E+04 | 7,26E+03 | 6,83E+02 | 6,27E+01 | 0,75
B29 |jung 2d L-NAME 7,67E+04 | 7,20E+03 | 3,32E+02 | 3,81E+01 | 0,60 | 1,08E+05 | 7,61E+03 | 1,04E+03 | 1,10E+02 | 0,71
B30 |jung 2d L-NAME 8,54E+04 | 6,01E+03 | 5,27E+02 | 7,00E+01 | 1,14 | 6,05E+04 | 6,88E+03 | 7,24E+02 | 6,58E+01 | 0,68
B31 |jung 2d L-NAME 5,35E+04 | 5,30E+03 | 4,98E+02 | 3,68E+01 | 0,32 | 9,23E+04 | 5,95E+03 | 5,06E+02 | 5,09E+01 | 1,04
B32 |jung 2d L-NAME 6,63E+04 | 4,18E+03 | 5,15E+02 | 3,16E+01 [ 0,41 | 5,91E+04 | 3,87E+03 | 3,88E+02 | 2,53E+01 | 0,27
B 38 |jung 4d L-NAME 7,79E+04 | 8,26E+03 | 1,03E+03 | 5,27E+01 | 0,90 | 5,69E+04 | 1,83E+03 | 4,26E+02 | 6,10E+01 | 0,48
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linke Ventrikel rechte Ventrikel

128 mt- 128 mt-

Tier Alter Behandlung rRNA COX1 ND6 ATPase | TFA rRNA COX1 ND6 ATPase | TFA
B39 |jung 4d L-NAME 791E+04 | 8,39E+03 | 8,78E+02 | 5,87E+01 | 0,76 | 3,88E+04 | 5,09E+03 | 1,00E+02 | 2,70E+01 | 0,19
B40 |jung 4d L-NAME 9,40E+04 | 7,02E+03 | 8,78E+02 | 5,86E+01 | 0,83 | 9,52E+04 | 9,52E+03 | 2,60E+02 | 7,35E+01 | 0,46
B41 |jung 4d L-NAME 1,07E+05 | 5,96E+03 | 5,97E+02 | 5,15E+01 | 0,66 | 5,59E+04 | 7,35E+03 | 1,25E+02 | 5,85E+01 | 0,59
B42 |jung 4d L-NAME 8,02E+04 | 4,18E+03 | 9,07E+02 | 3,43E+01 | 0,66 | 6,46E+04 | 5,30E+03 | 7,96E+02 | 5,13E+01 | 0,81
B 58 19/21 Mon. H,0-Kontrolle 7,49E+04 | 9,92E+03 | 1,10E+03 | 4,30E+01 | 0,73 | 6,08E+04 | 1,03E+04 | 3,91E+02 | 495E+01 | 0,76
B 59 | 19/21 Mon. H,0-Kontrolle 7,05E+04 | 6,03E+03 | 7,60E+02 | 2,78E+01 | 0,51 | 8,31E+04 | 5,31E+03 | 4,59E+02 | 2,12E+01 | 0,52
B 60 | 19/21 Mon. H,0-Kontrolle 9,45E+04 | 5,42E+03 | 8,14E+02 | 3,88E+01 | 0,63 | 5,87E+04 | 5,09E+03 | 3,53E+02 | 2,85E+01 | 0,45
B o6l 19/21 Mon. H,0-Kontrolle 8,15E+04 | 7,35E+03 | 9,37E+02 | 3,15E+01 | 0,46 | 5,75E+04 | 7,68 E+03 | 6,68E+02 | 4 21E+01 | 0,58
B 62 |19/21 Mon. H,0-Kontrolle 4,26E+04 | 6,13E+03 | 1,00E+03 | 4,60E+01 | 0,73 | 4,35E+04 | 6,65E+03 | 4,94E+02 | 3,54E+01 | 0,73
B33 19/21 Mon. 2d L-NAME 5,55E+04 | 6,37E+03 | 3,71E+02 | 4,03E+01 | 1,18 | 9,34E+04 | 1,02E+04 | 9,00E+02 | 6,63E+01 | 0,66
B 34 19/21 Mon. 2d L-NAME 5,70E+04 | 5,90E+03 | 3,59E+02 | 2,79E+01 | 0,81 | 6,07E+04 | 6,06E+03 | 7,07E+02 | 4,17E+01 | 0,57
B35 19/21 Mon. 2d L-NAME 5,24E+04 | 5,04E+03 | 4,49E+02 | 2,42E+01 | 0,87 | 6,38E+04 | 5,73E+03 | 8,61E+02 | 4,53E+01 | 0,59
B 36 19/21 Mon. 2d L-NAME 8,91E+04 | 6,51E+03 | 3,39E+02 | 3,40E+01 | 0,90 | 8,14E+04 | 5,70E+03 | 1,23E+02 | 2,93E+01 | 0,17
B 37 |19/21 Mon. 2d L-NAME 4,66E+04 | 5,12E+03 | 6,08E+02 | 2,56E+01 | 0,83 | 5,59E+04 | 5,47E+03 | 1,09E+02 | 1,89E+01 | 0,44
B 43 19/21 Mon. 4d L-NAME 5,06E+04 | 4,22E+03 | 8,37E+02 | 4,31E+01 | 0,46 | 1,75E+04 | 4,94E+03 | 1,82E+02 | 3 40E+01 | 0,35
B 44 19/21 Mon. 4d L-NAME 8,56E+04 | 6,85E+03 | 5,52E+02 | 4,23E+01 | 0,59 | 8,22E+04 | 7,25E+03 | 6,52E+02 | 8,26E+01 | 0,55
B 45 19/21 Mon. 4d L-NAME 1,08E+05 | 8,45E+03 | 1,11E+03 | 540E+01 | 0,64 | 7,27E+04 | 5,56E+03 | 5,42E+02 | 4,51E+01 | 0,55
B 46 19/21 Mon. 4d L-NAME 1,01E+05 | 6,61E+03 | 1,01E+03 | 4,20E+01 | 0,68 | 8,27E+04 | 7,81E+03 | 2,02E+02 | 5,63E+01 | 0,80
B 47 | 19/21 Mon. 4d L-NAME 3,43E+04 | 5,11E+03 | 8,67E+02 | 4,22E+01 | 0,48 | 6,37E+04 | 6,81E+03 | 7,51E+02 | 7,36E+01 | 0,83
B 06 |24 Mon. H,0-Kontrolle 3,86E+04 | 3,85E+03 | 5,96E+02 | 3,51E+01 | 0,44 | 597E+04 | 7,29E+03 | 8,58E+02 | 8,35E+01 | 0,85
B 07 |24 Mon. H,0-Kontrolle | 6,37E+04 | 6,89E+03 | 7,15E+02 | 3,51E+01 | 0,62 | 8,29E+04 | 1,03E+04 | 7,48E+02 | 8,88E+01 | 0,43

Tabelle 7-5:

Messergebnisse der

Genexpression Fisher-Q;-Ratten

Untersuchungen der

Genexpression an Fisher-L-NAME-
Ratten: Die Werte fiir 12S rRNA, COX1, ND6 und ATPase sind in amol/pg Gesamt-RNA angege-
ben, die Werte fir mtTFA als relative Einheiten.

Tier Alter Behandlung 12S rRNA COXl1 ND6 ATPase mtTFA
C01 24 Monate Q10 1,06E+05 3,26E+03 3,01E+02 2,84E+01 0,23
C02 24 Monate Q10 1,02E+05 4,81E+03 4,90E+02 7,08E+01 0,45
C03 24 Monate Q10 9,79E+04 4,39E+03 3,16E+02 5,28E+01 0,33
C04 24 Monate Q10 1,14E+05 5,31E+03 5,43E+02 6,63E+01 0,55
C05 24 Monate Q10 7,76E+04 9,06E+03 6,72E+02 7,39E+01 0,37
C06 24 Monate Q10 8,55E+04 6,46E+03 3,63E+02 5,03E+01 0,18
C07 24 Monate Q10 6,38E+04 3,66E+03 2,69E+02 3,01E+01 0,25
C08 24 Monate Q10 1,15E+05 6,52E+03 6,23E+02 8,49E+01 0,46
C09 24 Monate Q10 6,84E+04 7,57E+03 5,31E+02 4,03E+01 0,35
C10 24 Monate Q10 1,00E+05 3,01E+03 2,26E+02 2,74E+01 0,26
Cl1 24 Monate H,0-Kontrolle 6,17E+04 4,67E+03 2,72E+02 3,53E+01 0,21
Cl12 24 Monate H,0-Kontrolle 9,80E+04 7,05E+03 3,97E+02 5,14E+01 0,33
C13 24 Monate H,0-Kontrolle 1,04E+05 6,13E+03 5,18E+02 7,16E+01 0,29
Cl4 24 Monate H,0O-Kontrolle 1,18E+05 6,20E+03 5,67E+02 7,38E+01 0,36
Cl5 24 Monate H,0-Kontrolle 1,09E+05 6,66E+03 9,26E+02 1,12E+02 0,44
C16 24 Monate H,0-Kontrolle 1,30E+05 9,30E+03 9,37E+02 8,91E+01 0,53
C17 4 Monate H,O-Kontrolle 1,40E+05 6,56E+03 6,82E+02 1,10E+02 0,46
C18 4 Monate H,0-Kontrolle 1,42E+05 5,94E+03 5,08E+02 5,25E+01 0,26
C19 4 Monate H,0-Kontrolle 7,06E+04 3,26E+03 2,85E+02 5,59E+01 0,31
C20 4 Monate H,0-Kontrolle 9,06E+04 6,11E+03 5,36E+02 7,66E+01 0,45
C21 4 Monate H,0-Kontrolle 1,39E+05 6,08E+03 7,04E+02 7,29E+01 0,47
C22 4 Monate H,O-Kontrolle 9,05E+04 5,14E+03 2,91E+02 5,95E+01 0,33

Tabelle 7-6: Messergebnisse der Untersuchungen der Genexpression in linken Ventrikeln von
Fisher-Qjo-Ratten: Die Werte fiir 12S rRNA, COX1, ND6 und ATPase sind in amol/ug Gesamt-
RNA angegeben, die Werte fiir mtTFA als relative Einheiten.




Anhang

Genexpression humane Proben

Patient Erkrankung 16S IRNA ND6 COX1 MnSOD
UKKO1 DCM 1,612 1,475 1,389 0,777
UKKO04 DCM 1,555 1,486 1,363 0,664
UKKO08 DCM 1,294 1,210 1,532 0,619
UKK19 DCM 1,746 1,478 1,738 0,546
UKK?22 DCM 1,796 1,692 1,566 0,574
UKK27 DCM 1,597 1,016 1,380 0,703
UKK30 DCM 1,439 1,914 1,314 0,376
UKK32 DCM 2,358 1,408 2,013 0,981
UKK33 DCM 1,995 1,521 1,620 0,865
UKK35 DCM 1,736 1,668 1,425 0,530
UKK36 DCM 2,207 1,497 2,009 0,927
UKK38 DCM 1,817 0,802 1,464 0,754
UKK39 DCM 1,619 1,401 1,443 0,690
UKK40 DCM 3,020 1,216 2,348 1,079
UKK41 DCM 2,072 1,044 1,832 0,652
UKK44 DCM 0,895 0,931 1,000 0,422
UKK45 DCM 1,540 0,766 1,146 0,622
UKK49 DCM 1,635 1,476 1,566 0,518
UKKS51 DCM 1,597 1,266 1,412 0,550
UKKS53 DCM 1,944 1,165 1,745 0,809
UKKS55 DCM 1,481 1,181 1,155 0,472
UKKS57 DCM 1,424 0,867 1,100 0,427
UKK58 DCM 1,077 0,574 0,861 0,505
UKKO02 ICM 1,640 1,722 1,482 0,775
UKKO03 ICM 1,371 1,513 1,108 0,580
UKKO07 ICM 1,653 1,558 1,488 0,693
UKKO09 ICM 1,614 2,074 1,423 0,578
UKK10 ICM 1,153 0,593 0,727 0,386
UKK 14 ICM 1,286 1,916 1,386 0,492
UKK15 ICM 1,336 1,338 1,430 0,505
UKK16 ICM 1,472 1,420 1,507 0,683
UKK?25 ICM 2,034 1,442 1,693 0,674
UKK28 ICM 1,589 1,571 1,477 0,738
UKK?29 ICM 1,837 1,537 1,389 0,719
UKK31 ICM 1,377 1,105 1,026 0,626
UKK34 ICM 1,738 1,446 1,479 0,553
UKK42 ICM 1,598 1,121 1,246 0,441
UKKS50 ICM 1,614 1,386 1,353 0,644
UKK54 ICM 1,654 1,207 1,386 0,702
UKK56 ICM 1,981 1,288 1,592 0,648
UKK59 ICM 1,657 1,226 1,379 0,720
UKK60 ICM 1,966 1,075 1,778 0,879
PO1 Spender 1,610 0,829 1,449 0,591
P02 Spender 1,358 1,214 1,251 0,572
P03 Spender 1,218 1,365 1,094 0,581
P04 Spender 1,673 1,185 1,514 0,575
Spl Spender 1,795 1,539 1,465 0,622
Sp2 Spender 2,297 1,783 2,133 0,955
Sp3 Spender 2,008 1,177 1,603 0,830
Sp4 Spender 1,548 0,853 1,229 0,454
Sp5 Spender 1,644 1,234 1,418 0,739
Sp6 Spender 1,098 0,757 1,273 0,465

Tabelle 7-7: Zusammenstellung der Ergebnisse der semiquantitativen Untersuchungen der

Genexpression in humanen linken Ventrikeln: Alle Werte sind als relative Einheiten angegeben.




Anhang

Southern Blot humane linke Ventrikel

Patient mt DNA 18S rRNA mt DNA/18S rRNA
UKK2 1161,30 72,99 15,91
UKK4 2991,17 371,84 8,04
UKK19 3061,17 385,66 7,94
UKK22 4308,11 565,74 7,61
UKK27 3130,21 402,39 7,78
UKK29 3636,16 443,43 8,20
UKK30 3680,33 294,21 12,51
UKK36 3809,85 304,40 12,52
UKK38 4185,53 512,90 8,16
UKK40 3451,74 424,65 8,13
UKK41 4627,46 725,46 6,38
UKK49 3889,99 1022,16 3,81
P01 4579,42 824,27 5,56
P02 5049,90 1083,67 4,66
Sp2 4727,15 642,81 7,35
Sp4 4484,45 485,10 9,24
Sp5 4755,45 829,72 5,73
Sp6 4639,54 666,25 6,96

Tabelle 7-8: Darstellung der Messergebnisse der Southern Blot Analysen in linken Ventrikeln
humaner Proben: Die Werte fiir mtDNA und 18S rRNA sind als relative Einheiten der densitometri-
schen Auswertung angegeben, mtDNA/18S rRNA stellt die Ratio dar.

Humane Proben Failure

Patient HTx date sex | age | height | weight | Failure | NYHA | EF (%) | PCW | MAP | CI ATI}-C];EIZ)Icier B-Blocker
UKKO1 14.07.1995 | m | 57 175 75 DCM v 15 17 83| 2,14 + +
UKKO04 05.02.1996 | m | 31 178 72 DCM 1\% 22 8 80| 2,1 + -
UKKO08 17.03.1996 | m 63 168 82 DCM 111 17 5 93 23 + -
UKK19 16.10.1996 | m | 49 175 86 DCM 1I-1vV 15 23 80| 1,4 + +
UKK22 05.12.1996 | m | 49 186 86 DCM 1I-11T 30 6 88 | 2,75 + +
UKK27 04.02.1997 | m | 43 163 59 DCM 111 20 33 90| 2,09 + -
UKK30 11.03.1997 | m | 50 178 68 DCM v 20 26 83| 1,74 + -
UKK32 18.03.1997 | m 45 172 64 DCM 1I-1V 36 33 88| 2,54 + +
UKK33 16.04.1997 | m | 38 172 89 DCM 111 11 21 76| 1,8 + -
UKK35 13.05.1997 | w 53 170 69 DCM 111 30 30 74 2,1 + +
UKK36 17.05.1997 | m 49 174 63 DCM 1I-1V 32 22 65| 1,53 + -
UKK38 28.05.1997 | m | 63 176 80 DCM 1I-1V 34 29 72| 2,33 + -
UKK39 21.06.1997 | w 43 154 54 DCM 1I-1V 27 27 80 1,4 - +
UKK40 05.08.1997 | m | 54 185 70 DCM 1I-1vV 20 34 - +
UKK41 11.08.1997 | m 63 180 75 DCM 111 24 36 85 29 + +
UKK44 03.11.1997 | m | 51 173 93 DCM 111 17 32 106 | 2.6 + +
UKK45 02.12.1997 | m | 41 183 95 DCM 111 11 7 80| 1,6 + +
UKK49 31.03.1998 | m 44 172 78 DCM 1I-1V 25 14 70 | 2,18 + +
UKKS51 15.06.1999 | m | 44 189 97 DCM 1I-1IV 20 6 101 | 26 + +
UKK53 21.10.1999 | m 63 185 86 DCM 111 26 28 70 2,1 + -
UKKS55 07.03.2000 | m | 45 180 75 DCM v 10 25 65| 3,13 - +
UKKS57 14.04.2000 | m 57 175 95 DCM v 25 22 91| 1,84 + +
UKK58 01.07.2000 | m | 33 170 93 DCM 1\ 14 33 80| 22 + +
UKKO02 14.11.1995 | m | 64 170 75 ICM v 27 17 80| 2,6 + -
UKKO03 27.11.1995| m | 57 164 63 ICM v 19 24 76 2 + -
UKKO07 06.03.1996 | m | 54 176 73 ICM 1\% 20 17 75| 3,6 + -
UKKO09 17.03.1996 | m 63 174 71 ICM 1I-1V 37 11 80| 2,22 +
UKK10 26.03.1996 | m | 57 167 65 ICM 111 36 9 87| 3,01 + .
UKK 14 17.05.1996 | m | 57 178 78 ICM v 21 39 99| 1,79 +
UKK15 21.06.1996 | m 47 174 81 ICM 11-111 24 8 64 43 + -
UKK16 01.08.1996 | m | 48 178 78 ICM 1\% 6 20 109 | 1,7 + -
UKK25 09.01.1997 | m 58 180 87 ICM I\ 30 24 77 0,9 + +
UKK28 05.02.1997 | m | 50 172 80 ICM v 35 24 79| 1,54 + +
UKK?29 11.02.1997 | m 54 178 95 ICM I\ 25 19 70 2,2 + -




Anhang

Patient HTx date sex | age | height | weight | Failure | NYHA | EF (%) | PCW | MAP | CI ATAl-lel;)Ic/ker B-Blocker
UKK31 17.03.1997 | w 58 164 64 ICM 111 24 13 88 1,2 + +
UKK34 18.04.1997 | w | 44 175 97 ICM 11-1vV 45 16 82| 1,69 - +
UKK42 10.09.1997 | m | 57 172 70 ICM v 36 8 90 | 4,07 + -
UKKS50 20.05.1998 | m | 56 178 86 ICM 111 33 16 83 3 + +
UKK54 19.02.2000 | m | 64 174 96 ICM 11-IV 20 15 87| 2,47 +
UKK56 30.03.2000 | m | 50 172 84 ICM I\% 23 16 78 2,5 - -
UKK59 16.08.2000 | m | 59 183 81 ICM v 20 21 75| 2,6 + +
UKK60 25.08.2000 | m | 64 167 79 ICM v 30 12 120 + +
B24 19.03.1992 | m | 53 ICM 111 39 + +

Tabelle 7-9: Ubersicht iiber die verwendeten humanen Proben und deren klinische Charakteri-
sierung: NYHA: klinische Einteilung des Schweregrades der Herzinsuffizienz'; EF: ejection fraction;
PCW: pulmonary capillary wedge; MAP: mean arterial pressure (arterieller Mitteldruck); CI: cardiac
index; ATI1-Blocker: Angiotensin-II Typ-1-Rezeptorblocker; ACE-I: ACE-Inhibitor; (-Blocker:

Betarezeptorenblocker

" NYHA: New York Heart Association: Die New York Heart Association ist als nationale Institution gegriindet
worden, um die Haufigkeit und Folgen kardiovaskulérer Ereignisse zu minimieren. Durch sie erfolgte die Eintei-

lung der Schweregrade der Herzinsuffizienz:

| Beschwerdefreiheit, normale korperliche Belastbarkeit
11 Beschwerden bei stiarkerer korperlicher Belastung
I Beschwerden schon bei leichter korperlicher Belastung

v Beschwerden in Ruhe
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