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1 Einfithrung

1.1 Epidemiologie

Im Jahr 2022 waren Herzerkrankungen fiir 9,2% aller vollstationdrer Félle in Deut-
schland verantwortlich (Bestehorn, et al., 2024). Von diesen waren ca. 46,3 % auf die
Diagnosen ischamische Herzkrankheiten und akuter Myokardinfarkt zuriickzufiihren
(Bestehorn, et al., 2024). Beide Diagnosen zusammen sind fiir 11,7 % aller Todesfille
in Deutschland im selben Jahr verantwortlich (Bestehorn, et al., 2024). Ischimische
Herzkrankheit und koronare Herzerkrankung (KHK') werden synonym verwendet und
diese bilden das Grundleiden zum Myokardinfarkt(Herold, 2015).

Die mangelnde Sauerstoffversorgung der Myokardzellen aufgrund von Koronarsteno-
sen ist die zugrundeliegende Pathophysiologie (Herold, 2015). Unter anderem sind ar-
terielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Dyslipiddmie und Nikotinabusus als Risikofak-
toren der KHK identifiziert worden (Herold, 2015).

GroBe Forschungsverbunde sind aufgebaut worden, um die Diagnostik und Therapie der
KHK zu verbessern sowie die Sterblichkeit dieser zu reduzieren. Durch Pravention

konnte die Sterblichkeit bereits gesenkt werden (Herz-Kreislauf-Forschung, 2022).

1.2 Interventionelle Therapie des Myokardinfarktes

Bereits vor iiber 40 Jahren ist mit Hilfe von Koronarangiographien festgestellt worden,
dass innerhalb der ersten 24 Stunden nach dem Einsetzen von typischen Myokardinfarkt-
symptomen in 65 bis 87 % der Fille ein Thrombus vorlag, der zu einer Reduktion des
Blutflusses fiihrte (DeWood, et al., 1980).

Gemal} aktuellen Leitlinien soll bei entsprechender Indikation unter Beriicksichtigung
weiterer Kriterien mit Hilfe der perkutanen Koronarintervention der Blutfluss wieder-
hergestellt werden (Byrne, et al., 2023).

Paradoxerweise wird die InfarktgroBBe nicht nur durch die Dauer bestimmt, in welcher
ein reduzierter Blutfluss herrscht, sondern auch durch die nach der Rekanalisierung be-

dingte Reperfusion (Sluijter, et al., 2014).

! Im FlieBtext werden alle Akronyme bei Erstnennung zunéchst ausgeschrieben, um im weiteren Verlauf
auf die Ausschreibung zu verzichten. Zusitzlich finden sich alle Abkiirzungen im Abkiirzungsverzeichnis.



Dieser Zustand wird als Ischdmie-Reperfusions-Schaden (I/R - Schaden) bezeichnet,
dessen Ursache unter anderem in den Mitochondrien zu suchen ist. Wahrend der Reper-
fusion kommt es zu einer Offnung der mitochondrialen Permeability Transition Po-
re (mPTP), welche im besagten Organell lokalisiert ist. Eine Folge von vielen hieraus ist
die Induktion von Apoptose und Nekrose in den Kardiomyozyten (Sluijter, et al., 2014).
Im Zuge dessen liegt ein groB3es wissenschaftliches Augenmerk darauf, Mdoglichkeiten
zu erforschen, die Infarktgroe im Zusammenhang mit dem I/R - Schaden zu reduzieren.
So haben kurze Ischdmieepisoden wihrend unterschiedlicher Phasen der I/R einen pro-
tektiven Benefit demonstriert (Zhao, et al., 2003; Sluijter, et al., 2014). Die darin einge-

bundenen Signalwege beziehen die Mitochondrien hdufig mit ein (Sluijter, et al., 2014).

So konnte in mehreren Studien zusitzlich gezeigt werden, dass der ADP/ATP - Trans-
lokator (ANT) einen grof8en Einfluss auf die Modulation des I/R - Schadens sowie die
Kardioprotektion hat(Feng, et al., 2008; Miura, et al., 2009; Chen, et al., 2015).

1.3 Physiologie des Mitochondriums

Das Mitochondrium ist das zentrale Organell einer Zelle — insbesondere bei Kardiomyo-
zyten —, um diese mit Energie in Form von Adenosintriphosphat (ATP) zu versorgen,
welches aus Adenosindiphosphat (ADP) wéhrend der oxidativen Phosphorylierung syn-
thetisiert wird (Schartl, et al., 2009; Nolfi-Donegan, et al., 2020). Durch diesen Mecha-
nismus werden in Kardiomyozyten unter physiologischen Bedingungen 90% der ge-
samten ATP-Menge bereitgestellt (Yang, et al., 2015). Aus diesem Grund und zusétz-
lich, um eine ausreichende Versorgung sicherzustellen, kann die Gesamtheit aller Mito-
chondrien bis zu 36% des Volumens einer Myokardzelle beanspruchen (Pape, et al.,
2019).

Auch ist das Mitochondrium mit dem Citratzyklus der zentrale Punkt des Metabolismus
von Kohlenhydraten, Fettsduren und Aminosduren. Wie schon im Namen inbegriffen,
handelt es sich hierbei um einen Kreislauf, in dem an verschiedenen Punkten die Stoff-
wechselprodukte ein- und abflieen, wodurch die zuvor genannten Stoffklassen zu ei-
nem bestimmten Anteil ineinander transformiert werden konnen (Schartl, et al., 2009).
Das Mitochondrium besitzt eine innere und eine dullere Membran. Im Gegensatz zur
dufleren ist die innere Membran stark aufgefaltet. Diese Auffaltungen werden Cristae

genannt. Durch diese wird die Oberflache stark vergroBert und damit ebenso die Anzahl



an zeitgleich ablaufenden chemischen Reaktionen, die unter anderem die benétigte En-

ergie synthetisieren (Nielsen, et al., 2016), (Abbildung 1).

Abbildung 1: Aufbau Mitochondrium

Aus urheberrechtlichen Griinden darf diese Abbildung nicht genutzt werden.

Quelle: Endspurt Vorklinik, Biochemie 3, 3. Auflage 2015, Thieme

So besteht die innere Membran bis zu 75 % aus Proteinen (Schartl, et al., 2009). Zusétz-
lich sind bis zu 20 % aller mitochondrialer Proteine in diesem Kompartiment gebunden
(Alberts, et al., 2002). In der Matrix besitzt dieses Organell ein eigenes Genom. Aller-
dings ist ein Teil der mitochondrialen Genomprodukte vom Kerngenom der Zelle ko-
diert(Schartl, et al., 2009), (Abbildung 1).

Das Genom ist in der Ndhe der inneren Membran lokalisiert, in welcher die Proteinkom-
plexe der oxidativen Phosphorylierung verankert sind (Schartl, et al., 2009). Dadurch hat
das Genom eine exponierte Lage gegeniiber erhhten Konzentrationen von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS), (Schartl, et al., 2009; Costa, et al., 2011).

Das im Mitochondrium gebildete ATP wird unter anderem dafiir benétigt, um die Per-
meabilititsbarriere der inneren Mitochondrienmembran als auch um die Homgostase di-
verser lonen — Natrium oder Calcium als Beispiel — aufrechtzuerhalten (Yang, et al.,
2015).

AuBerdem konnte gezeigt werden, dass das Mitochondrium mit der mPTP ein Binde-
glied von Signalkaskaden ist, welche wahrend der Pra- und Postkonditionierung der I/R
beeinflusst werden, wodurch Kardioprotektion einerseits ermdglicht und der Zelltod von
Kardiomyozyten andererseits verhindert wird (Argaud, et al., 2005; Tsang, et al., 2005;
Halestrap, et al., 2015). Unter Prikonditionierung werden Mechanismen zusammenge-
fasst, welche auf die mPTP vor der I/R einwirken, wodurch die Offnung der Pore wiih-

rend der Reperfusion gehemmt wird (Khaliulin, et al., 2007; Clarke, et al., 2008;



Halestrap, et al., 2015). Die Postkonditionierung umfasst Mechanismen, die einen dhn-
lichen Effekt aufweisen, aber erst wihrend der Reperfusion die mPTP beeinflussen

(Cohen, et al., 2007; Fujita, et al., 2007).

1.3.1 Oxidative Phosphorylierung

Der zentrale Prozess fiir die Energiegewinnung in Form von ATP bildet die oxidative
Phosphorylierung (Nolfi-Donegan, et al., 2020). Hierunter wird die Erzeugung eines
elektrochemischen Gradienten durch die Atmungskette, welcher darauthin durch die
ATP - Synthase genutzt wird, ATP zu synthetisieren, verstanden (Nolfi-Donegan, et al.,
2020).

Die Atmungskette besteht aus vier Enzymkomplexen. Komplex II — Succinat- Dehy-
drogenase/Succinat - Ubichinon - Oxidoreduktase — ist zusitzlich ein Bestandteil des Ci-
tratzyklus (Schartl, et al., 2009). Diese Komplexe inklusive der ATP-Synthase sind
komplett in die innere Membran des Mitochondriums eingebettet (Schartl, et al.,
2009), (Abbildung 2).

Nach der Metabolisierung der verschiedenen Substrate im Citratzyklus entsteht Nicotin-
amidadenindinukleotid NADH+H") und Flavin- Adenin - Dinukleotid (FADHz), wel-
che ihre Elektronen an verschiedenen Stellen in der Atmungskette einspeisen —
NADH+H" im Komplex I, FADH2 im Komplex II (Schartl, et al., 2009). Durch den
Elektronentransport entlang dieser Kette zum Komplex IV werden Protonen in den In-
termembranraum gepumpt — am Komplex II findet kein Protonentransport statt. Der so
entstehende in Richtung Mitochondrienmatrix gerichtete Gradient wird durch die ATP -
Synthase — auch Komplex V genannt — genutzt, um ATP aus ADP und Phosphat zu
synthetisieren (Schartl, et al., 2009), (Abbildung 2).

Die transportierten Elektronen werden im Komplex IV an Sauerstoff gebunden und
dieser reagiert darauthin mit Protonen zu Wasser (Schartl, et al., 2009).

Unter ischdmischen Bedingungen kommt es zu Einschrdnkungen der Atmungskette. Ei-
nerseits wird die oxidative Phosphorylierung inhibiert, was durch die Anhdufung von
langkettigen Fettsduren erklért wird (Liepinsh, et al., 2016; Dambrova, et al., 2021). Zu-
sdtzlich kumuliert Succinat, das Substrat fiir den Komplex II (Chouchani, et al., 2014;
Dambrova, et al., 2021). Auch ist die Aktivitdt von den Komplexen I, III und IV nach
I/R eingeschrinkt (Paradies, et al., 1999; Lesnefsky, et al., 2001; Dambrova, et al.,
2021). Ebenfalls konnen beschidigte Mitochondrien ATP weniger effizient synthetisie-
ren (Andres, et al., 2015).



Abbildung 2: Strukturen der oxidativen Phosphorylierung?
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Wurden bei Médusen die Sentrin-spezifische Protease 5 (SENPS) kiinstlich hochregu-
liert, ein Gen, welches ebenfalls bei Herzinsuffizienz verstirkt exprimiert wird, so wurde
eine verringerte Aktivitit der Komplexe I und IV festgestellt(Kim, et al., 2015).

In anderen Untersuchungen wurde hingegen unter Hypoxie ein Hochregulieren von 151
Genen festgestellt, die Proteine fiir den Citratzyklus und die oxidative Phosphorylierung
kodieren — beispielweise Pyruvatdehydrogenase alpha 1 (PDHAT1) oder Cytochrom-c-
Oxidase - Untereinheit 5a(COX5A),(Schreiber, et al., 2004; Andres, et al., 2015). Hinter
dieser Erscheinung wird eine Aktivierung des Hypoxie - induzierten Faktors 1 (HIF-1)
als zugrundeliegender Mechanismus beschrieben. HIF - 1 wiederum fiihrt zu einer ver-
starkten Expression von Peroxisome Proliferator - activated Receptor gamma Coactiva-
tor- 1 alpha(PGC- 1a), welcher die zuvor beschriebenen Gene fiir die Energiebereitstel-
lung aktiviert (Andres, et al., 2015).

Hat eine Prikonditionierung durch eine 10 - miniitige Ischdmie stattgefunden, so konnte

2 Erlduterung zu den Abkiirzungen: ADP: Adenosindiphosphat; ATP: Adenosintriphosphat;

C: Cytochrom c; e Elektron; FAD"/FADH,: Flavin- Adenin-Dinukleotid; HO: Wasser; H": Proton;
NAD'/NADH+H": Nicotinamidadenindinukleotid; O,: Sauerstoff; Q/QH,: Ubichinon/Ubichinol;

Pi: anorganisches Phosphat I: Komplex [(NADH - Ubichinon - Oxidoreduktase); II: Komplex II (Succi-
nat - Ubichinon - Oxidoreduktase); III: Komplex III (Ubichinol - Cytochrom - ¢ - Oxidoreduktase);

IV: Komplex IV (Cytochrom - Oxidase); Komplex V (ATP - Synthase); Ap: elektrochemischer Protonen-
gradient; ApH: pH - Gradient; AY: elektrisches Membranpotential



ein verringerter Abfall von ATP in den darauffolgenden 40 min einer Ischdmie beobach-
tet werden (Murry, et al., 1986; Williams, et al., 2015). Der hierbei involvierte Mecha-
nismus wurde nicht beschrieben. Bei anderen Untersuchungen konnte eine erhaltene En-
ergieproduktion nach I/R beobachtet werden, wenn vor dieser die Mitochondrien einer
ischdmischen Vorbehandlung unterzogen wurden (Laclau, et al., 2001; Ong, et al.,
2015).

Miuse, bei denen Ubergewicht und ein metabolisches Syndrom durch eine spezielle Di-
at induziert wurden, zeigten eine verringerte ATP -Synthese als auch eine verringerte
Aktivitdt von Komplex II (Sverdlov, et al., 2015). Der Zustand einer Herzinsuffizienz
fiihrt zu einem Herunterregulieren von Genen, die fiir die oxidative Phosphorylierung
zustiandig sind (Calmettes, et al., 2015). Sowohl Langzeit- Diabetes, ein Zustand der
beim metabolischen Syndrom auftritt, als auch Herzinsuffizienz mindern die protektiven
Effekte einer ischdmischen Prikonditionierung (Abd-Efattah, et al., 2011; Calmettes, et
al., 2015). Bei beiden Pathologien wird vermutet, dass der verminderte Schutz aus einer
verdnderten Kinetik von Hexokinasen resultiert (Calmettes, et al., 2015). Auch scheint
Diabetes HIF - 1 — modifiziert den oxidativen Stoffwechsel — und die RISK - Kaskade
(Reperfusion Injury Salvage Kinase) — modifiziert die oxidative Phosphorylierung —
negativ zu beeinflussen. Beide Faktoren sind bei der ischdmischen Prakonditionierung
involviert (Iliodromitis, et al., 2007; Knutson, et al., 2021; Yellon, et al., 2023). Selbst
in alternden Organismen sind die Effekte der Prikonditionierung — Bereitstellung von

ATP — eingeschriankt (Abete, et al., 2010).

1.3.2 Calcium - Homéostase

Das zweifach positiv geladene Calcium ist ein wichtiges intrazelluldres Ion, welches
vielfiltige Aufgaben erfiillt. Unter anderem fungiert es als Second Messenger und Bo-
tenstoff innerhalb der intrazelluliren Kommunikation, andererseits ist es fiir die Initiie-
rung von Kontraktionen unabhingig vom Muskeltyp unumginglich (Williams, et al.,
2015; Pape, et al., 2019).

Calcium wird unter anderem im glatten endoplasmatischen Retikulum und auch in den
Mitochondrien gespeichert(Nicholls, et al., 2004; Pape, et al., 2019). Zusétzlich existie-
ren zwischen Bindestellen, welche Mitochondrien mit dem glatten endoplasmatischen
Retikulum verbinden, Calcium - Mikrodoméanen mit hohen Konzentrationen dieses Ions

(Foskett, et al., 2015; Harrington, et al., 2015).



Die Calcium-Homoostase beeinflusst die metabolische Homdostase einer Zelle (Dorn
I, et al., 2015). Aktuell ist nicht vollends geklart, ob Mitochondrien eine Pufferfunktion
fiir die Calcium - Homdostase erfiillen (Williams, et al., 2015). Stérungen dieser Homo-
ostase konnen zum Sterben von Kardiomyozyten oder zu Kontraktionsstorungen unter
den Bedingungen einer Herzinsuffizienz fiihren bzw. einen Teilaspekt zu diesen beiden
Entitdten beitragen (Dorn II, et al., 2015).

Im endoplasmatischen Retikulum unterliegt die Calciumkonzentration einer strengen
Regulation. Jedwede Abweichung wird korrigiert (Pape, et al., 2019). Die Regulation
der Calciumkonzentration im Zytoplasma von Skelett- und Herzmuskelzellen wird unter
anderem durch die Calcium-ATPase des sarkoplasmatischen und endoplasmatischen
Retikulums (SERCA) und durch die Calcium- ATPase der Zellmembran gewéhrleistet
(Pape, et al., 2019). Erstgenannte Pumpe befordert Calcium unter ATP - Verbrauch in
das endoplasmatische Retikulum, zweitgenannte Pumpe schleust Calcium unter
ATP-Verbrauch aus der Zelle raus (Pape, et al., 2019). Das Ausschleusen des Calciums
nach extrazelluliar wird in Kardiomyozyten aber iiberwiegend durch den Natrium - Cal-
cium - Exchanger (NCX) erfiillt (Roe, et al., 2015; Pape, et al., 2019).

Damit Calcium die Mitochondrienmatrix erreichen kann, muss es die dullere Membran
tiber den Voltage - Dependent- Anion - Channel (VDAC) und die innere Membran {iber
den mitochondrialen Calcium - Uniporter (MCU) passieren (Williams, et al., 2015). Uber
den VDAC ist ein bidirektionaler Transport moglich (Shoshan-Barmatz, et al., 2010).
Das Ausschleusen des Calciums aus der Matrix findet ebenfalls liber den NCX statt
(Williams, et al., 2015). Durch das negative Potential an der inneren Mitochondrien-
membran entsteht fiir das positiv geladene Calcium ein gerichteter Fluss in die Mito-
chondrienmatrix (Williams, et al., 2015).

Unter Ruhebedingungen innerhalb eines Kardiomyozyten ist die Calciumkonzentration
innerhalb eines Mitochondriums identisch mit der im Zytoplasma. Die Konzentration
betrdgt etwa 100 nmol/I(Boyman, et al., 2014; Williams, et al., 2015; Pape, et al., 2019).
Es resultiert aber ein Anstieg der betrachteten Konzentration innerhalb des Mitochond-
riums, sobald vermehrte kardiale Leistung auftritt (Williams, et al., 2015). Dieser An-
stieg kann bei Dauerbelastung bis zum 30 -fachen der Ruhekonzentration entsprechen
(Boyman, et al., 2013; Williams, et al., 2015). Bei akut erh6htem Energiebedarf im Her-
zen kumuliert Calcium in den Mitochondrien, was wiederum zu einer erhohten Aktivitat
diverser Enzyme, welche bei der ATP - Produktion beteiligt sind, fithrt(Dorn 11, et al.,
2015). Calcium steigert die Aktivitdt verschiedener Enzyme des Citratzyklus, indirekt



wird die Aktivitdt der Komplexe I, III und IV erhoht, direkt wird die ATP - Syntha-
se- Aktivitdt gesteigert und auBBerdem wird die NADH - Produktion erhoht (Glancy, et
al., 2013; Williams, et al., 2015). Zusétzlich sind Interaktionen des Calciums mit dem
ANT gezeigt worden (Halestrap, et al., 1990; Kokoszka, et al., 2004; Halestrap, et al.,
2015).

Eine Uberladung des Mitochondriums mit Calcium wihrend I/R fiihrt zu einer Offnung
der mPTP wihrend der Reperfusion (Morciano, et al., 2015). Darauffolgend wird Cal-
cium freigesetzt (Bernardi, et al., 2015). In Untersuchungen ist festgestellt worden, dass
das Ausmal} des I/R-Schadens mit der akkumulierten Calciummenge am Ende der
Ischdmie korreliert (Halestrap, et al., 2015). Nichtsdestotrotz war der I/R - Schaden in-
duzierbar, auch wenn gentechnisch die Calciumakkumulation vorher unterbunden wur-
de (Pan, et al., 2013). Auch sind kurzfristige Offnungen der mPTP unabhiingig von I/R
beobachtet worden. Es wird vermutet, dass es sich bei diesem Phidnomen um eine Re-
gulation der Calcium - Homdostase handeln konnte (Hiiser, et al., 1998; Bernardi, et al.,
2015).

Nach einer ischdmischen Prikonditionierung konnte die calciumbedingte Offnungs-
wahrscheinlichkeit der mPTP reduziert werden (Clarke, et al., 2008). Als zugrundelie-
gender Mechanismus wird ein erhdhter Bestand an Cytochrom c vermutet, wodurch eine
verstirkte Phosphorylierung der mPTP durch oxidativen Stress verhindert werden kann
(Pasdois, et al., 2012; Halestrap, et al., 2015).

Wurde bei Méausen SENPS kiinstlich hochreguliert, sodass sie eine Herzinsuffizienz ent-
wickelten, konnte eine erhohte Menge an Calcium in den Kardiomyozyten, geschwolle-

ne Mitochondrien und geschédigten Cristae festgestellt werden (Kim, et al., 2015).

1.3.3 Membranpotential

Die Erzeugung von ATP durch die ATP - Synthase erfordert Energie. Diese Energie wird
durch einen elektrochemischen Protonengradienten an der inneren Mitochondrienmem-
bran erzeugt(Schartl, et al., 2009). Komplex I, IIT und IV pumpen dazu Protonen in den
Intermembranraum. Die hierfiir benotigten Elektronen werden durch NADH+H' und
FADH?: bereitgestellt (Schartl, et al., 2009).

Der elektrochemische Protonengradient (Ap) setzt sich aus dem pH - Gradienten (ApH)
und dem elektrischen Membranpotential (AY) zusammen (Brown, 1992). Letzteres hat
einen Wert zwischen -140mV und -180mV. Das negative Potential der inneren Mito-

chondrienmembran sowie das leicht alkalische Milieu der Mitochondrienmatrix bewir-



ken, dass Protonen bevorzugt in Richtung der Matrix flieBen (Schartl, et al., 2009;
Foskett, et al., 2015; Williams, et al., 2015).

Das Verhiltnis von NADH+H"/NAD" und von ATP/ADP dienen der Kontrolle der
Geschwindigkeit der ATP - Synthese (Brown, 1992).

Hohe Calciumspiegel fiihren zu einer Offnung der mPTP, infolgedessen es zu einem
Abfall des Membranpotentials kommt. Dies wird bei I/R beobachtet (Ruiz-Meana, et
al., 2006; Ong, et al., 2015).

Untersuchungen an isolierten Kardiomyozyten zeigten unterschiedliches Verhalten des
Membranpotentials nach der Reperfusion. Dauerte die vorausgegangene Ischimie we-
niger als 30 min, so wurde eine Repolarisation des Membranpotentials beobachtet, wo-
hingegen bei Ischdmien, welche ldnger als eine Stunde anhielten, es sowohl zu Depola-
risation als auch Repolarisation kam (Solhjoo, et al., 2015). Die letztgenannte Beobach-
tung begilinstigt die Entstehung von Arrhythmien (Solhjoo, et al., 2015).

Verschiedene Auswirkungen der ischdmischen Prékonditionierung fiihrten zu einer In-
hibition der mPTP, sodass diese wéihrend der Reperfusion verschlossen blieb (Ong, et

al., 2015).

1.34 Reaktive Sauerstoffspezies

Die Gesamtheit aller reaktiver Sauerstoffspezies, Superoxidradikale mitinbegriffen,
wird als ROS? bezeichnet. Die iiberwiegenden Quellen von intrazellulirem ROS sind
die Mitochondrien mit der Atmungskette (Ikeda, et al., 2015). Prinzipiell entstehen ROS
in den Komplexen I bis III, dennoch scheinen die Komplexe I und III die meisten ROS
zu produzieren und in Komplex IV werden keine gebildet (Chen, et al., 2003; Kudin, et
al., 2004; Schartl, et al., 2009; Brand, 2010; Fuhrmann, et al., 2017; Kadenbach, 2020).
Reaktive Sauerstoffspezies fungieren zusitzlich als Second Messenger, um adaptive
Prozesse zu initiieren (Song, et al., 2014; Ikeda, et al., 2015).

Innerhalb der Atmungskette bildet Sauerstoff den Hauptakzeptor fiir die transferierten
Elektronen. Sobald die Sauerstoffkonzentration einen bestimmten Wert unterschreitet —
10 umol/1 wird als Wert aufgefiihrt — sinkt die ROS - Produktion (Hoffman, et al., 2009;
Dambrova, et al., 2021).

Alternde und beschédigte Mitochondrien produzieren vermehrt ROS. Die erhohte Men-

3 Oxidativer Stress und vermehrte Bildung von ROS werden synonym verwendet.



ge an reaktiven Sauerstoffspezies schidigt vermehrt die Mitochondrien, was wiederum
zu einer ROS -induzierten - ROS - Produktion fiihrt (Ikeda, et al., 2015; Nishida, et al.,
2015).

Auch wihrend Ischdmien entsteht erhohter oxidativer Stress (Sciarretta, et al., 2013;
Ikeda, et al., 2015). Wihrend der anschlieBenden Reperfusion kommt es zu einer mas-
siven Bildung von ROS, da Sauerstoff wieder fiir die Atmungskette verfiigbar ist
(Morciano, et al., 2015). Wie bereits im Kapitel iiber die oxidative Phosphorylierung
beschrieben, kommt es wiahrend einer Ischdmie zu einer Kumulation von Succinat, wel-
ches dann wihrend der Reperfusion verstirkt verstoffwechselt wird und die gebildeten
Elektronen aber durch den reversen Elektronentransport (RET) an Komplex I weiterge-
leitet werden, wodurch es ebenso zu einem starken Anstieg an ROS kommt (Chouchani,
et al., 2014; Dambrova, et al., 2021). Der physiologische Weitertransport an Komplex
1 ist verhindert, weil die gleichzeitig angefallenen Fettsduren einerseits die Enzyme der
Atmungskette inhibieren, andererseits vermutlich als Ionophor fungieren und dadurch
das Membranpotential abnimmt (Schonfeld, et al., 2007; Dambrova, et al., 2021). Ein
Ionophor ist eine Substanz, welche Ionen durch eine Membran schleusen kann. Das Suc-
cinat ist aber nur fiir einen Teil der vermehrten Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies
verantwortlich, da das Succinat nur in den ersten Minuten der Reperfusion zur
ROS - Produktion beitragt. Es wird aber fiir mindestens 30 min ab Beginn der Reperfu-
sion eine erhdhte Produktion beobachtet (Zhang, et al., 2018; Dambrova, et al., 2021).
Die Permeability Transition Pore kann sich bei oxidativem Stress 6ffnen (Halestrap, et
al., 1997). Es wird vermutet, dass kurzfristige Offnungen der mPTP unabhiingig von I/R
als Regulator der ROS - Konzentration fungieren konnte (Hiiser, et al., 1998; Bernardi,
et al., 2015).

Miuse, bei denen Ubergewicht und ein metabolisches Syndrom durch eine spezielle Di-
at induziert wurden, wiesen eine erhohte Produktion von Wasserstoffperoxid — eine Va-
riante von ROS — auf(Sverdlov, et al., 2015). Bei diabetischen Stoffwechsellagen fiihrt
die Hyperglykdmie einerseits zu einer Steigerung des Membranpotentials in den Mito-
chondrien und andererseits zu einer Storung der ATP - Synthase, wodurch als Konse-
quenz vermehrt ROS gebildet wird (Ni, et al., 2016; Dambrova, et al., 2021). Eine dhn-
liche Situation wird bei I/R beobachtet (Dambrova, et al., 2021). Zusitzlich aufgrund
der Hyperglykédmie kommt es im Zytosol der Kardiomyozyten zu einer Aktivierung der
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat - Oxidase 2 (NADPH - Oxidase 2). Auch dies
hat zu Folge, dass vermehrt ROS gebildet wird (Dambrova, et al., 2021).
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Durch erhdhten oxidativen Stress werden Lipide peroxidiert und die daraus entstehen-
den Produkte flihren zu einer Inhibition der Transportaktivitdt vom ANT (Chen, et al.,
1995; Clarke, et al., 2008; Halestrap, et al., 2015; Morciano, et al., 2015).

Verschiedene Formen der ischdmischen Konditionierung konnen die Auspragung von
oxidativem Stress wihrend der Reperfusion abmildern (Sun, et al., 2005; Clarke, et al.,
2008; Ong, et al., 2015). Weiterhin ist in anderen Untersuchungen festgestellt worden,
dass es bestimmte Bedingungen zu geben scheint, bei welchen ROS - Fanger kardiopro-
tektiv gegen I/R - Schaden wirken (Halestrap, et al., 2015). ROS - Finger sind Antioxi-
dantien, wodurch oxidativer Schaden reduziert werden kann (Adlam, et al., 2005). Eben-
so scheint ein intakter Glucosestoffwechsel fiir die Kardioprotektion wichtig zu sein.
Eine Uberladung der Mitochondrien mit Fettsiuren wihrend der Ischimie fiihrt zu einer
Hemmung von diesem Stoffwechsel, was eine Steigerung der ROS - Produktion bewirkt

(Dambrova, et al., 2021).

1.3.5 Mitochondriale Subpopulationen

Im Herzen lassen sich verschiedene Subpopulationen von Mitochondrien unterscheiden.
Es existieren subsarkolemmale und interfibrilldre Mitochondrien.

Subsarkolemmale Mitochondrien (SSM) sind direkt an der Plasmamembran der Kardio-
myozyten lokalisiert, wohingegen die interfibrilliren Mitochondrien(IFM) zwischen
den Myofibrillen eingebettet sind (Hoppel, et al., 2009).

Bildmorphologisch existieren Unterschiede zwischen den beiden Populationen. Die
SSM haben eine rundliche Struktur und besitzen eine weniger dichte Matrix auf elektro-
nenmikroskopischen Aufnahmen im Vergleich zu IFM. Die IFM sind stibchenformig
konfiguriert (Holmuhamedov, et al., 2012). Beziiglich der funktionellen Unterschiede
wird vermutet, dass die subsarkolemmale Mitochondrien Energie vor allem fiir den lo-
nen- und Metabolitentransport bereitstellen und die interfibrilliren Mitochondrien vor
allem Energie fiir die Kontraktionen generieren (Miiller, 1976; Hollander, et al., 2014).

20min Ischdmie gefolgt von 30 min Reperfusion reduzierten die Aktivitit des ANT in
beiden Fraktionen der Mitochondrien (Duan, et al., 1989; Hollander, et al., 2014).

In beiden Subpopulationen kénnen Signal Transducer and Activator of Transcription
Proteine (STAT) vom Typ 1 und 3 nachgewiesen werden, die eine wichtige Rolle bei
der ischdmischen Préi- und Postkonditionierung vom Myokard spielen, wodurch die In-

farktgroBe beeinflusst werden kann (Boengler, et al., 2010).
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14 Adenin - Nukleotid - Translokator
Eines der Schliisselproteine, worauf besonderes wissenschaftliches Augenmerk gelegt
wird, ist der ADP/ATP - Translokator. Dieser Transporter nimmt eine zentrale Rolle bei

der Energieversorgung einer Zelle ein (Dorner, et al., 2007).

14.1 Physiologie

Der ANT ist ein wichtiges Protein, welches in der inneren Mitochondrienmembran ver-
ankert ist(Dorner, et al., 2007). Die Funktion dieses Translokators ist es, ADP und ATP
entlang der inneren Mitochondrienmembran zu transportieren. Dabei wird unter norm-
oxischen Bedingungen ADP*" in die Mitochondrienmatrix ein- und ATP* aus der Matrix
ausgeschleust (Liu, et al., 2013). Der Austausch findet im Verhéltnis 1:1 statt und ist
abhédngig vom Membranpotential (Klingenberg, et al., 1966; Klingenberg, 1980; Dorner,
et al., 2007). Nichtsdestotrotz ist ein umgekehrter Fluss ebenso moglich (Klingenberg,
1980). Selbst bei nicht vorhandenem Membranpotential findet ein Austausch statt
(Klingenberg, 1980). Nach aktuellem Stand wird der Transport der genannten Nukleo-
tide an der besagten Membran hauptsidchlich nur durch den ANT ermdglicht (Chen, et
al., 2023). Ebenso ermdglicht der ANT einen Protonenfluss, dessen zugrundeliegender
Mechanismus unklar ist, wodurch aber das Membranpotential leicht vermindert wird
und dadurch die ATP - Synthase weniger effektiv arbeiten kann (Brand, et al., 2005; Liu,
etal., 2013).

Der Translokator hat eine sehr hohe Spezifitdt gegeniiber ADP und ATP. Selbst Adeno-
sinmonophosphat (AMP) wird nicht gebunden (Pfaff, et al., 1968). Die Austauschrate ist
proportional zur ATP - Produktionsrate der oxidativen Phosphorylierung (Klingenberg,
1980). Dennoch ist die Ausstauschrate gering, und um das vermehrt anfallende ATP aus
der Atmungskette suffizient abtransportieren zu kénnen, werden zusétzliche ANT - Mo-
lekiile in die Membran eingebaut (Klingenberg, 1980).

10% aller Proteine der inneren Mitochondrienmembran ist dieser Translokator. Dies
verdeutlicht seine wichtige Funktion bei der Sicherstellung der Energieversorgung einer
Zelle (Clemencon, et al., 2013).

Die genetische Information iiber diesen Transporter ist im Kerngenom codiert und es ist
nicht abschlieend geklért, ob dieser seine Funktion als Monomer bzw. als Dimer erfiillt
(Liu, et al., 2013). Ein Monomer hat ein Gewicht von 32 kDa (Klingenberg, 1980). Beim
Menschen existieren vier Isoformen — eins bis vier —, wohingegen bei Nagern ANT -3

nicht exprimiert wird (Ellison, et al., 1996; Liu, et al., 2013). Die Aminosdurensequenz
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aller Isoformen hat eine Ubereinstimmung von 70 bis 90 % (Liu, et al., 2013). Alle Iso-
formen werden zusammen in einem gewebespezifischen Verhiltnis koexprimiert
(Dorner, et al., 1997; Dolce, et al., 2005; Dorner, et al., 2007; Liu, et al., 2013). Im
Herzen wird vor allem ANT - 1 exprimiert und sein Anteil von allen Isoformen in diesem
Organ betrigt 70 % (Dorner, et al., 1997; Dorner, et al., 2007). Hinsichtlich der Konfor-
mation existiert ein offener und ein geschlossener Zustand (Calmettes, et al., 2015).
Der ANT ist zudem ein wichtiges Bindeglied zwischen der Energiebereitstellung und
dem Energieverbrauch innerhalb einer Zelle. Darauf soll auch der regulatorische Ein-
fluss auf die oxidative Phosphorylierung hinweisen (Dorner, et al., 2007; Walther, et al.,
2007). Weiterhin sind Interaktionen mit Transkriptionsfaktoren und Proteinen, welche
fiir Zellkommunikation zusténdig sind, sowie mit pro - und anti - apoptotischen Signalen
beschrieben (Dorner, et al., 2007). Ebenso wird eine direkte Beteiligung am Prozess des
Zelltodes angenommen (Liu, et al., 2013).

Calcium scheint regulatorischen Einfluss auf den ANT zu nehmen (Williams, et al.,
2015). Aber es kann zu einer Stérung der Translokatorfunktion kommen, wenn in den
Mitochondrien im Zuge einer Calciumiiberladung das Membranpotentials abgesenkt
wird (Baba, et al., 2002; Dorner, et al., 2007). Auch sind Wechselwirkungen von oxida-
tivem Stress und dem Membranpotential mit dem ANT beschrieben (Halestrap, et al.,
1997). ROS zeigen eine hemmende Wirkung auf den Translokator (Dorner, et al., 2007).
Das Cyclophilin D(CyP - D) kann ebenfalls mit diesem Translokator interagieren, was
die Aufgabe des ANT in der zelluldiren Kommunikation verdeutlicht (Halestrap, et al.,
1990). Die Aufgaben von CyP-D beinhalten die Regulation der mitochondrialen Per-
meability Transition Pore und der oxidativen Phosphorylierung sowie Unterstilitzung bei
der Proteinfaltung (Porter, et al., 2018). Humanes CyP-D hat eine 85 - prozentige Uber-
einstimmung mit dem CyP-D, welches Nager exprimieren (Alam, et al., 2015).

Es wird angenommen, dass verschiedene Modulatoren mittels des ADP/ATP - Translo-
kators die Calciumempfindlichkeit der mPTP verindern, wodurch die Offnung dieser

reguliert wird (Halestrap, et al., 2003; Ddrner, et al., 2007).

1.4.2 Pathologische Zustiinde

Nun wird auf die Situationen des ANT eingegangen, welche unter pathologischen Be-
dingungen herrschen.

Maiuseherzen, die einen ANT - 1 - Defizit aufweisen, zeigen ein reduziertes Ansprechen

der Atmungskette auf ADP, weil letzteres nicht in die Mitochondrienmatrix geschleust
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werden kann, wodurch die Stimulation von Komplex V ausbleibt(Graham, et al., 1997).
Beim Menschen fiihrt ein Defizit der entsprechenden Isoform zur Entwicklung einer
hypertrophen Kardiomyopathie (Jordens, et al., 2002; Liu, et al., 2013). Es wird vermu-
tet, dass dieses Defizit weiterhin zu einer reduzierten Funktion von Komplex V beitrdgt
(Liu, et al., 2013).

ANT - 1 - Null - Mutanten von Méusen hatten Einschrinkungen in der oxidativen Phos-
phorylierung (Esposito, et al., 1999; Dorner, et al., 2007). Knock - out- Miuse ohne die
herzspezifische Isoform des Translokators wiesen genauso eine kardiale Hypertrophie
auf, hatten Funktionsdefizite in der Atmungskette sowie eine erhohte Produktion an
Wasserstoffperoxid, im mitochondrialen Erbgut war eine erhdhte Anzahl an Mutationen
feststellbar und die Muskulatur war im Sinne einer mitochondrialen Myopathie verén-
dert — definiert als erhdhte Anzahl an Mitochondrien (Graham, et al., 1997; Esposito, et
al., 1999; Dorner, et al., 2007; Liu, et al., 2013).

Werden beim Patienten Antikorper gegen ANT -1 gebildet, kann dies im weiteren Ver-
lauf zu einer Myokarditis oder dilatativer Kardiomyopathie beitragen (Schultheiss, 1989;
Dérner, et al., 2007). Hierdurch wird die aerobe Energiegewinnung eingeschrinkt. Und
die zeitgleich steigende Laktatbildung deutet auf eine Kompensation iiber den anaeroben
Stoffwechsel hin (Schultheiss, et al., 1995).

Bei Dyslipiddmien herrschen erhohte Konzentrationen von langkettigen Fettsduren, die
die Aktivitit des ADP/ATP - Translokators stéren konnen (Woldegiorgis, et al., 1981;
Dorner, et al., 2007). Fiir Palmitinsdure konnte gezeigt werden, dass dieses Molekiil den
ANT hemmt (Ciapaite, et al., 2006). Wurde der Transport von Fettsduren durch die in-
nere Mitochondrienmembran verbessert, so wurden Stérungen des Translokators bei
Herzinsuffizienzpatienten abgeschwicht, wodurch die Leistungsfdhigkeit gesteigert und
der Schweregrad der Insuffizienz reduziert wurden (Kobayashi, et al., 1992; Dorner, et
al., 2007).

Erhohte Konzentrationen von Fettsduren gehoren auch zu den Ursachen vom Typ II
Diabetes (Krebs, et al., 2005). Kardiale Mitochondrien von Méusen, bei denen genetisch
ein Typ I Diabetes induziert wurde, wiesen strukturelle Schdaden in Form von aufgebro-
chenen Membranen und funktionelle Schiaden in Form von Einschrinkungen der At-
mungskette auf (Shen, et al., 2004). Bei chronischen Prozessen wie einer Herzinsuffi-
zienz oder dilatativer Kardiomyopathie zeigten Arbeiten, dass es zu einem verdnderten
Expressionsmuster der einzelnen Isoformen des Translokators kommt (Dorner, et al.,

1997; Dorner, et al., 2000; Dorner, et al., 2007). Und auch unter den Bedingungen einer
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ischdmischen Kardiomyopathie ist die ANT - Aktivitdt gestort (Dorner, et al., 1997;
Dorner, et al., 2007).

Wihrend einer Ischdmie kommt es zu einer Inhibition des ANT, weil langkettige Fett-
sduren kumulieren (Shug, et al., 1975). Die Inhibition kann schon nach einer 5 - miniiti-
gen Ischdmiephase stattfinden. Und die Aktivitdt des Translokators bleibt auch nach ei-
ner anschlieBenden 30 - miniitigen Reperfusion reduziert(Duan, et al., 1989). Ergdnzend
wurde in anderen Untersuchungen an Herzmitochondrien festgestellt, dass es zu einer
Verringerung der ANT -1-Molekiile nach einer Ischdmiephase von zwei Stunden ge-
kommen ist(Ning, et al., 1998).

Auch unter I/R wird die Hemmung des Translokators beobachtet, weil eine Peroxidie-
rung des Phospholipides Cardiolipin stattfindet, wodurch die korrekte Ausrichtung des
ANT - Proteins innerhalb der Membran nicht mehr gewihrleistet ist (Nakagawa, 2004;
Nury, et al., 2005; Dorner, et al., 2007).

143 Untersuchungen mit transgener Uberexpression

Mittlerweile existieren viele Arbeiten, welche den Einfluss einer kiinstlichen Uberex-
pression vom ANT bei transgenen Nagern(TG-ANT) unter ischdmischen Zustéinden
untersucht haben.

Nichtsdestotrotz muss hiervon der Zustand nach einer Ischimie mit anschlieBender Re-
perfusion klar abgegrenzt werden. Der hiermit verbundene Schaden, welcher zum Bei-
spiel beim Wiedereroffnen einer verschlossenen Koronararterie im Rahmen eines akuten
Myokardinfarkts auftritt, muss als eigenstdndige Entitéit angesehen werden (Ong, et al.,
2015).

Die Uberexpression der herzspezifischen Isoform des ANT ging mit einer erhdhten Ak-
tivitdt der Komplexe II bis IV einher (Walther, et al., 2007). Wurde die Aktivitit des
Translokators konstant gehalten oder sogar gesteigert, so wurde hierdurch der Energie-
metabolismus der Zelle stabilisiert und eine Induktion der Apoptose verhindert
(Walther, et al., 2007; Heger, et al., 2012).

Bei Méusen, bei denen die Insulin-produzierenden - Zellen zerstért wurden, um einen
Typ 1 Diabetes zu erzeugen, war die kiinstliche Uberexpression des Translokators mit
besseren Leistungsparametern des linken Ventrikels im Vergleich zu Wildtyp - Tieren
(WT) assoziiert(Wang, et al., 2009). Bei anderen Untersuchungen, bei denen bei Ratten
ein arterieller Hypertonus durch eine kiinstliche Uberexpression von Renin induziert

wurde, konnten die nachteiligen Effekte durch eine zeitgleiche ANT - 1 - Uberexpression
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abgemildert werden. Kardiale Dysfunktion und Fibrose waren in Renin- und
ANT -1iiberexprimierten Ratten im Vergleich zu Renin-{iberexprimierten Ratten gerin-
ger, wohingegen die Aktivitit der Atmungskette in der erstgenannten Gruppe héher war
(Walther, et al., 2007). Andere Forschungsgruppen behandelten Kardiomyozyten aus
Rattenherzen mit Transforming - growth - factor- 1 (TGF - B1), ein wichtiger Mediator,
der bei arterieller Hypertonie zu Fibrose an Herz und Gefaflen fiihrt, woraus sich eine
Herzinsuftizienz entwickeln kann (Williams, 2001). Mitochondrien, isoliert aus Ratten-
herzen, die eine Uberexpression von ANT - 1 aufwiesen, hatten, obwohl sie mit TGF - B1
stimuliert wurden, ein stabileres Membranpotential und es wurde mehr Calcium benétigt

im Vergleich zur WT - Gruppe, bis es zu einer mPTP - Offnung kam (Heger, et al., 2012).

Eine Mdglichkeit, eine Ischdmie im Herzen zu erzeugen, besteht darin, operativ die linke
Koronararterie flir 24 Stunden zu verschlieBen. So konnte in Versuchen gezeigt werden,
dass unter diesen Bedingungen ANT - Ratten im Vergleich zu WT-Tieren ein héheres
Uberleben und sowohl eine niedrigere Rate an oxidativen Stress als auch weniger oxi-
dativen Schaden an Proteinen hatten. Obwohl die Transportaktivitit des ANT-1 im
ischdmischen Herzen in beiden Vergleichsgruppen reduziert war, konnte diese Redukti-
on durch die ANT - 1 -Uberexpression kompensiert werden. Dadurch war die Aktivitit
des Translokators in infarzierten Herzen transgener Tiere hoher im Vergleich zu
WT - Tieren (Klumpe, et al., 2016).

Zwei Tage anhaltende Hypoxie bewirkt bei zwei bis drei Tagen alten Kardiomyozyten
eine gesteigerte Expression des ANT - 1. Diese Expression verhilt sich additiv zu einer
transgenen erhdhten Expression dieses Translokators (Winter, et al., 2016). Weiterhin
war der Membranpotentialverlust in Mitochondrien und das Kardiomyozytensterben —
gemessen anhand der Laktatdehydrogenasefreisetzung (LDH) — transgener Tiere gerin-
ger im Vergleich zu WT - Tieren (Winter, et al., 2016).

Nach einer ischdmischen Prikonditionierung ist einerseits das Herunterregulieren des
ANT wihrend einer Ischdmie abgeschwiécht. Andererseits wird B-cell lympho-
ma 2 (Bcl-2), ein anti - apoptotisches Signal, hochreguliert, welches am ANT bindet und
dadurch das Offnen der mPTP hemmt (Maulik, et al., 1999; Belzacq, et al., 2003).
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1.5 Mitochondriale Permeability Transition Pore

Die mitochondriale Permeability Transition Pore stellt ein komplexes Gebilde der inne-
ren Mitochondrienmembran dar. Bis heute ist nicht eindeutig geklirt, welche Proteine
die Kernbausteine dieser Pore bilden und welche lediglich modulierende Funktionen
erfiillen (Morciano, et al., 2021; Bernardi, et al., 2023).

Der Autfbau ist in Abbildung 3 illustriert.

Abbildung 3: Aufbau mitochondriale Permeability Transitions Pore*’

ROR =L T e F Quelle: The Mitochondrial Permeability
- - H,0 Transition Pore-Current Know-
Cytosol - = ledge of Its Structure, Function,

and Regulation, and Optimized
Methods for Evaluating Its Func-
tional State; Endlicher, et al.; 2023;
Cells

ey

Zunichst wird vermutet, dass dieses Konstrukt sowohl in der dufleren als auch in der

inneren Mitochondrienmembran eingebettet ist (Williams, et al., 2015). In der Uber-

4 Die Abbildung stellt den nach aktuellem Wissenstand vermuteten Aufbau der Pore dar mit allen daran
womdglich beteiligten Proteinen. Es sei darauf hingewiesen, dass hierbei mehrere Proteine aufgefiihrt
sind, die nicht Teil dieser Arbeit sind, da diese entweder nicht untersucht wurden oder bei der Diskussion
nicht beriicksichtigt werden.

5 Erliuterung zu den Abkiirzungen: ADP: Adenosindiphosphat; ATP: Adenosintriphosphat;

ANT: ADP/ATP - Translokator; BPR: Benzodiazepin - Rezeptor; Ca?": Calcium; CK: Kreatinkinase;
Cyp-D: Cyclophilin D; EGTA: Ethylenglycol - bis (aminoethylether)- N, N, N’, N’ - tetraessigséure;

HK: Hexokinase II; H,O: Wasser; IMM: innere Mitochondrienmembran; IMS: Intermembranraum;
MPTP: mitochondriale Permeability Transition Pore; OMM: duflere Mitochondrienmembran;

Pi: anorganisches Phosphat; ROS: Reaktive O, - Spezies; VDAC: Voltage - Depend - Anion - Channel
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sichtsarbeit von Bernardi et al. sind teils widerspriichliche Ergebnisse zusammengefasst.
Einerseits konnten Untersuchungen die Bildung der mPTP in Mitoplasten — Mitochon-
drien, bei denen die dullere Membran entfernt wurde — zeigen, wodurch der duferen
Membran nur eine modulierende Eigenschaft zugeschrieben wird, unter anderem durch
eingeschleuste Metabolite. Andererseits wird beschrieben, dass die duBlere Membran
zwingend fiir die Aktivierung der Pore ist. So existieren Untersuchungen, wonach in
intakten Mitochondrien der VDAC in der dufleren Membran fiir die Bildung der mPTP
notwendig ist. Demgegeniiber stehen Ergebnisse, wonach der gro3te Anteil der Poren in
den Cristae lokalisiert ist, wo kein direkter Kontakt zu der dulleren Membran bestehen
kann (Sileikyte J, et al., 2011; Bernardi, et al., 2015; Bernardi, et al., 2023).

Andere Forschungsgruppen schreiben dem VDAC nur modulatorische Eigenschaften
zu. Diese Beobachtungen stiitzen die vorher beschriebene modifizierende Fahigkeit der
duBeren Membran, zumal diese Pore auch ohne diesen Kanal funktionsfédhig ist(Baines,
et al., 2007; Halestrap, et al., 2015; Morciano, et al., 2015).

Das gleiche gilt vermutlich fiir den Phosphat- Carrier (PiC) (Halestrap, et al., 2015;
Morciano, et al., 2015; Robichaux, et al., 2022).

Das CyP-D scheint ebenfalls nicht notwendig zu sein fiir den Aufbau der mPTP. In
Ubersichtsarbeiten wird lediglich von modulierenden Interaktionen gesprochen bzw. es
wird darauf hingewiesen, dass die Poren6ffnung ,,positiv* beeinflusst wird (Basso, et al.,
2005; Halestrap, et al., 2015; Williams, et al., 2015). Cyclosporin A (CsA) gilt als po-
tenter Inhibitor von CyP-D (Connern, et al., 1992).

Auch der aktuelle Wissensstand iiber den ANT umfasst nur eine Modulation der Pore
(Chen, et al., 2023).Untersuchungen mit Knock - out-Nagern konnten zeigen, dass es
trotzdem zu einer Bildung der Pore kommt (Kokoszka, et al., 2004; Halestrap, et al.,
2015; Morciano, et al., 2015; Williams, et al., 2015).

Neuere Forschungsergebnisse deuten darauf hin, dass ANT und CyP-D die zwei wich-
tigsten Regulatoren der mPTP sind. Bei genetisch modifizierten Méusen, die eine Mus-
keldystrophie entwickelten, konnte durch Deletion der Gene fiir ANT -1 und CyP-D die
Ausbildung von Nekrosen in der Muskulatur fast vollstindig verhindert werden. Zusitz-
lich konnten die Mitochondrien dieser Tiere mehr Calcium aufnehmen bzw. war die
Mitochondrienschwellung geringer ausgepréigt, wenn beide Gene fehlten im Vergleich
zu Gruppen, in denen nur eins der beiden Gene fehlte (Bround, et al., 2023). Dieser
synergistische Effekt in Bezug auf Calciumaufnahme und Mitochondrienschwellung

wurde ebenfalls beobachtet, wenn in Méuseherzen neben dem Gen fiir CyP - D ebenfalls
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die Gene fiir ANT-1, ANT-2 und ANT -4 durch genetische Modifikation fehlten (Patel,
et al., 2024). Bei beiden zuletzt genannten Studien gab es eine niedrige basale Expressi-
on von ANT -2. Das komplette Fehlen der Expression von jedweder Isoform von ANT
wire letal (Bround, et al., 2023; Patel, et al., 2024). Und Karch et al. hatte Mitochondrien
aus diversen Organen — unter anderem aus dem Herzen — isoliert. Dazu verwendete er
Tiere, denen ebenfalls ANT-1, ANT-2 und ANT-4 durch genetische Modifikation
fehlten. Zusitzlich wurde CsA verwendet. Unter diesen Bedingungen konnte er keine
Mitochondrienschwellung beobachten, nachdem die Calciumkonzentration auf
4,8 mmol/l — entspricht dem 48000 -fachen der Ruhebedingung — gesteigert wurde
(Karch, et al., 2019).

Bis jetzt liegen eindeutige Daten nur fiir die ATP - Synthase vor, wonach Bestandteile
davon an der Porenbildung beteiligt sind (Bernardi, et al., 2015; Halestrap, et al., 2015;
Morciano, et al., 2015).

Weiterhin wird auf die Eigenschaften der Permeability Transition Pore eingegangen.
Dieses Konstrukt ist fiir Molekiile bis zu einer GroBe von 1,5kDa durchléssig
(Morciano, et al., 2015; Ong, et al., 2015). Zusétzlich ist dieses an der Calcium- und
Energichomoostase der Zelle beteiligt (Ong, et al., 2015). Auch wurde eine Beteiligung
bei der Apoptose - und Nekrose - Induktion beschrieben; welcher der beiden Mechanis-
men eingeleitet wird, scheint vom Energiestatus der Zelle abhidngig zu sein (Leist, et al.,
1997; Alam, et al., 2015).

Fiir die Initiierung der Apoptose sind mehrere Prozesse beschrieben.

Einerseits scheint ein erniedrigtes Membranpotential nach Poren6ffnung verantwortlich
zu sein, andererseits beschreiben Untersuchungen, dass durch die Offnung Apoptose-
signale — zum Beispiel Caspase 3 bzw. 7 und Bcl-2-like Protein 4 (Bax) — freigesetzt
werden (Kinnally, et al., 2011; Heger, et al., 2012). Letztere Beobachtung wird durch
Arbeiten gestiitzt, nach welchen es zu einer Schwellung der &u3eren Membran nach Po-
rendffnung kommt und Cytochrom c freigesetzt wird (Halestrap, et al., 2015; Ong, et al.,
2015). Ebenfalls beteiligt ist das p53 - Protein, ein Transkriptionsfaktor mit vielfaltigen
Einfliissen unter anderem auf die DNS - Reparatur, Zellzykluskontrolle und Apoptose.
Letzteres ist beding durch Interferenzen mit der mPTP (Schartl, et al., 2009; Vaseva, et
al., 2012). Zudem existieren Arbeiten, in denen hohe Calciumkonzentrationen zur Apop-
tose gefiihrt haben (Harrington, et al., 2015).

Verschiedene Substanzen sind identifiziert worden, welche unterschiedlichen Einfluss

auf die mPTP - Offnung nehmen.
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Hierunter fallen Calcium, anorganisches Phosphat, ROS und ADP (Al-Nasser, et al.,
1986; Crompton, et al., 1987; Crompton, et al., 1988).

Hohe Calciumkonzentrationen sowie hohe Konzentrationen von anorganischem Phos-
phat fiihren zu einer entsprechenden (f)ffnung (Halestrap, et al., 2015; Morciano, et al.,
2015). Calcium wird hierbei als stirkster Aktivator betrachtet (Morciano, et al., 2025).
Diese Wirkung wird iiber die Bindung an die ATP -Synthase vermittelt (Morciano, et
al., 2025). Magnesium fungiert als Antagonist des Calciums (Morciano, et al., 2025). Es
wird diskutiert, ob bereits eine Calciumkonzentration von 200 bis 300nmol/l ausrei-
chend ist, damit es zu einer Offnung der Pore kommt (Murphy, et al., 2025). Dabei
scheint die Offnung mehr vom Gesamtcalcium anstatt vom freien Calcium abhiingig zu
sein. Hierbei fungieren eventuell die mPTP selbst oder das ATP als Sensor fiir das Cal-
cium (Murphy, et al., 2025). Reaktive Sauerstoffprodukte gelten auch als starke Aktiva-
toren (Morciano, et al., 2025). Zwei Mechanismen sind beschrieben, wie diese mit der
Pore interagieren. Zum einen werden Thiolgruppen von den Porenproteinen direkt oxi-
diert, wodurch die Aktivitit dieser erhoht wird, zum anderen nehmen die Molekiile iiber
das CyP-D indirekt Einfluss auf die Pore (McStay, et al., 2002; Nguyen, et al., 2011;
Alam, et al., 2015; Morciano, et al., 2015). In diesem Kontext wird CyP-D als Sensor
fiir Calcium und ROS beschrieben (Alam, et al., 2015). SchlieBlich wurde auch bei nied-
rigen Konzentrationen von Adenin-Nukleotiden die Offnung der mPTP beschrieben,
wohingegen eine hohe ATP-Konzentrationen scheinbar nur indirekt dieses Ereignis
hemmt (Halestrap, et al., 1997; Harrington, et al., 2015). Laut Morciano et al. kdnnen
ADP und ATP eine starke Desensibilisierung der mPTP bewirken (Morciano, et al.,
2025).

Zum Schluss sollen Ergebnisse zusammengefasst werden, die das komplexe Wirken der
Permeability Transition Pore wihrend ischdmischer Zustédnde beschreiben.

Da wihrend einer Ischdmie Myokardzellen nicht ausreichend mit Sauerstoff versorgt
werden, wird die Energiegewinnung durch anaerobe Glykolyse sichergestellt. Das ge-
bildete Lactat und die damit verbundene pH - Erniedrigung fithren zu einem Verschluss
der mPTP. Sobald die Homdostase aber wieder hergestellt wird, kommt es zu einer Off-
nung (Bernardi, et al., 1992; Ong, et al., 2015). Dieses Offnen wird auch durch eine
Reperfusion des ischdmischen Myokards verursacht (Ong, et al., 2015). So wird in der
Ubersichtsarbeit von Ong et al. beschrieben, dass die Reperfusion selbst zu einer Schi-
digung des Myokards iiber das Offnen der Pore fiihrt und dass dieser Prozess bis zu 50 %
zum finalen Myokardschaden beitragt (Ong, et al., 2015). Zusétzlich gibt es Hinweise,
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dass die Ischiimie das CyP - D dahingehend verindert, dass dieses die Offnung der mPTP
,»positiv beeinflusst (Ong, et al., 2015). So haben andere Studien schiitzende Effekte
gezeigt, wenn das Myokard mit CsA behandelt wurde (Bernardi, et al., 2015). CsA
hemmt CyP - D, was im Folgenden zu einer Verhinderung der Porendffnung fiihrt. Dies
konnte die protektiven Merkmale von CsA erkldren (Broekemeier, et al., 1989; Kinnally,
et al., 2011). Duan et al. hat in seiner Studie festgestellt, dass nach Hypoxie das Dyna-
min -related Protein 1 (Drp- 1) iiber eine Interaktion mit Bax in der du3eren Mitochond-
rienmembran und iiber eine Interaktion mit PiC in der inneren Mitochondrienmembran
zu einer Offnung der mPTP fiihrte mit konsekutiver Apoptose. Drp-1 ist ein Protein,

welches bei der Fragmentierung von Mitochondrien beteiligt ist(Duan, et al., 2021).

1.6 Pathophysiologie der Ischimie und Reperfusion

Sobald das Herz einer Ischdmie und anschlieBender Reperfusion ausgesetzt wird, wird
ein komplexer Prozess in Gang gesetzt, der unter anderem auf makroskopischer, mikro-
skopischer als auch molekularer Ebene ablauft.

Nach dem Finsetzen der Ischimie wird das intrazelluldr vorhandene ATP verbraucht
(Williams, et al., 2015). Dadurch entsteht verstidrkt Phosphat (Morciano, et al., 2015).
Um neues ATP wihrend der Ischdmie zu generieren, wird als Hauptquelle Glucose ge-
nutzt, welche auf der einen Seite verstarkt aus der extrazelluldren Umgebung aufgenom-
men, auf der anderer Seite durch die Glykogenolyse freigesetzt wird (Morgan, et al.,
1961; Calmettes, et al., 2015).

Aufgrund des Sauerstoffmangels wird ATP aus Glucose durch die anaerobe Glykolyse
gebildet, dies wiederum fiihrt zu einer erhdhten Bildung von Laktat und Protonen, dies
wiederum erniedrigt den pH (Morciano, et al., 2015). Diese Art der Glykolyse kann nur
fiir 20 bis 30 min ATP generieren (Rovetto, et al., 1975; Calmettes, et al., 2015).

Im Zuge der Ischédmie bricht parallel das Membranpotential iiber der inneren Mitochon-
drienmembran zusammen. Die ATP - Synthase versucht den Zusammenbruch zu kom-
pensieren, indem es unter ATP - Hydrolyse Protonen in den Intermembranraum pumpt
(Calmettes, et al., 2015; Halestrap, et al., 2015; Williams, et al., 2015). Dadurch werden
50 bis 70% des ATP-Bestandes verbraucht (Rouslin, et al., 1990; Calmettes, et al.,
2015). Der Mangel an ATP schrankt im weiteren Verlauf die Funktion vieler lonenpum-
pen ein. Zuerst kommt es zu Einschrdnkungen bei der Natrium - Kalium - ATPase und
der SERCA, die ebenfalls ATP verbrauchen, um ihre Aufgaben zu erfiillen. Hieraus re-

sultieren hohe Natrium - und Calcium - Spiegel in der Zelle (Yu, et al., 1993; Morciano,
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et al., 2015; Aguayo-Ortiz, et al., 2020). Unter physiologischen Bedingungen schleust
die erstgenannte ATPase Natrium aus und Kalium in die Zelle ein; die zweitgenannte
ATPase befordert Calcium aus dem Zytoplasma in das endoplasmatische Retikulum
(Pape, et al., 2019). Weil es zu erhdhten Konzentrationen von Natrium und Calcium
kommt, kénnen der Natrium - Protonen - Antiporter und der NCX ihre Aufgaben nicht
erfiillen: Erster Transporter kann Protonen nicht aus der Zelle rausschleusen, weil der
Natriumgradient zusammenbricht, der zweite Transporter kann aus dem gleichen Grund
Calcium nicht aus der Zelle rausschleusen. Der NCX beginnt sogar Calcium verstérkt in
die Zelle zu transportieren (Morciano, et al., 2015). Und weil ATP fiir die SERCA fehlt,
wird Calcium nicht aus dem Zytosol ins endoplasmatische Retikulum zuriickgepumpt
(Aguayo-Ortiz, et al., 2020).

Parallel werden wihrend einer Ischdmie Superoxid - Molekiile aus den Komplexen I und
I freigesetzt. Weil Cytochrom ¢ im Komplex III gebildete Superoxide neutralisiert und
somit verbraucht wird, werden letztere verstirkt in den Intermembranraum freigesetzt.
Und weil durch das fehlende Cytochrom c der Elektronentransport gestort ist, stauen
sich die Elektronen im Komplex I an, was wiederum auch zu einer erhéhten Bildung
von ROS beitrdgt (Pasdois, et al., 2012; Halestrap, et al., 2015).

Im Endeffekt aller zuvor beschriebener und weiterer Mechanismen kommt es zu einer
Calciumiiberladung, Akkumulation von Laktat, Protonen, Kalium und ROS, einer Er-
niedrigung vom pH und einen Anstieg von Fettsduren (Halestrap, et al., 2015; Morciano,
et al., 2015; Ong, et al., 2015). Die Konzentration der Fettsduren steigt an, weil unter
normoxischen Bedingungen Fettsduren die Hauptquelle der Energiegewinnung darstel-
len und wéhrend der Ischdmie nicht mehr verstoffwechselt werden kénnen (Liepinsh, et
al., 2016; Dambrova, et al., 2021).

Weiterfiihrend fiihrt die Calciumiiberladung in den Myokardzellen zu einer Relaxations-
verzogerung und einer damit verbundenen erhéhten Wandspannung innerhalb des Her-
zens, was die Zirkulationsstorungen zusitzlich verschérft (Jacobshagen, 2013).
Geschadigte Mitochondrien produzieren ROS und ROS selbst kann eine ROS - Freiset-
zung induzieren (Ikeda, et al., 2015; Nishida, et al., 2015). Der entstandene oxidative
Stress und die gebildeten ROS schéidigen Lipide — Peroxidation —, Proteine — Carbony-
lierung — und die DNS (Clarke, et al., 2008; Halestrap, et al., 2015; Morciano, et al.,
2015). Hieraus wird die Atmungskette in doppelter Hinsicht eingeschrinkt: Einerseits
werden die Proteinkomplexe der Atmungskette eingeschrankt, andererseits ist die Neu-

synthese dieser eingeschriankt, da die DNS fehlerhaft abgelesen wird (Ballinger, et al.,
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2000). Da an der inneren Mitochondrienmembran die DNS lokalisiert ist, ist diese hier
zusdtzlich besonders hohen ROS - Konzentrationen ausgesetzt (Costa, et al., 2011).

Die abnehmende ATP - Produktion, bedingt durch die Beeintrichtigung der Atmungs-
kette, wird dadurch verstirkt, dass durch die Ischdmie auch der ANT gestort wird, einen
suffizienten Transport von ATP zu gewéhrleisten, wodurch dieses den ATPasen nicht
zur Verfiigung stehen kann (Duan, et al., 1989; Dorner, et al., 2007).

Das ischdmische Milieu der Kardiomyozyten bleibt nicht lokal begrenzt. Die vorhande-
nen Metabolite diffundieren durch die Gap Junctions in die unbeeinflussten Nachbarzel-
len, destabilisieren diese und leiten somit den Schaden weiter (Garcia-Dorado, et al.,
2004).

Sobald die Koronarien wieder reperfundiert werden, setzt ein weiterer eigenstindiger
schddigender Prozess ein (Ong, et al., 2015). Eine der Kernstrukturen hierzu ist die
mPTP (Ong, et al., 2015). Der Reperfusionsschaden gliedert sich in vier Aspekte:
Arrhythmien, Stunning, mikrovaskuldre Obstruktion und Kardiomyozytensterben (Ong,
etal., 2015). Unter Stunning wird eine voriibergehende Dysfunktion vom Ventrikelmyo-
kard verstanden, welche nach einer gewissen Zeit voll reversibel ist(Mochizuki, et al.,
1998).

Das wihrend der Ischimie gebildete Phosphat fordert die Offnung der mPTP (Morciano,
et al., 2015). Ebenso wird die Offnung durch die hohen Calcium-, ROS-, Fettsiu-
ren- und niedrigen ATP - Konzentrationen gefordert (Halestrap, et al., 2015; Morciano,
et al., 2015). Nichtsdestotrotz bleibt die mPTP wihrend der Ischdmie geschlossen, da
eine hohe Protonenkonzentration vorherrscht. Erst wihrend der Reperfusion kommt es
zu einer Offnung (Griffiths, et al., 1995; Halestrap, et al., 2015; Morciano, et al., 2015;
Ong, et al., 2015).

Nachdem im unterversorgten Gebiet die Durchblutung und die damit verbundene Sau-
erstoffversorgung wieder stattfindet, kann die oxidative Phosphorylierung suffizient ar-
beiten, was zu einem massiven Anstieg von ROS fiihrt (Ong, et al., 2015). Im Zuge des
wieder verfiigbaren ATP konnen die hiervon abhingigen lonenpumpen ebenso ihre phy-
siologische Funktion aufnehmen, was zu massiven Calciumverschiebungen und zu einer
Normalisierung des pH fiihrt(Ong, et al., 2015). Da nun der einzige Inhibitor — Protonen
— der mPTP fehlt und die Faktoren — Calcium, Phosphat, ROS, niedriges ATP —, welche
das Offnen fordern, {iberwiegen, kommt es zur Offnung von der mPTP, was nur in den
ersten zwei bis drei Minuten nach der Reperfusion beobachtet wird (Halestrap, et al.,

2015; Morciano, et al., 2015).
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Sobald die Pore offen ist, kommt es einerseits zu einem Efflux von Protonen aus dem
Mitochondrium, wodurch das Membranpotential der inneren Membran wieder zusam-
menbricht und Komplex V ATP hydrolisiert, um dem Zusammenbruch entgegenzuwir-
ken. Und andererseits kommt es zu einem Influx von Wasser in das Mitochondrium
aufgrund der hohen Calciumkonzentration, wodurch das Mitochondrium anschwillt, die
duBere Membran aufbricht und Cytochrom ¢ — ein Apoptosesignal — freigesetzt wird
(Alam, et al., 2015; Halestrap, et al., 2015; Morciano, et al., 2015; Ong, et al., 2015).
Im weiteren Verlauf werden Phospholipasen, Nukleasen und Proteasen aktiviert, die ei-
nen zusitzlichen Schaden verursachen (Morciano, et al., 2015).

Der exzessiv angestiegene oxidative Stress reduziert die Verfligbarkeit von NO, ein Va-
sodilatator, wodurch die Versorgung des ischdmischen Areals zusétzlich eingeschrankt
wird (Morciano, et al., 2015).

Das zu Beginn der Reperfusion gebildete ATP und die hohe Calciumkonzentration fiih-
ren zu Hyperkontraktionen innerhalb der Kardiomyozyten. Dies wiederum fiihrt zum
Rigor, zum Zerreiflen der durch die Ischdmie vorgeschéddigten Zellmembran und aul3er-
dem kommt es zum Verlust der Kontaktstellen zwischen den Zellen (Ruiz-Meana, et al.,
2009; Morciano, et al., 2015).

So besteht das finale Infarktareal aus nekrotischen und apoptotischen Arealen, wobei
die Apoptose 86 % und die Nekrose 14 % zum Infarkt beitragen (Gottlieb, et al., 1994;
Morciano, et al., 2015).

Viele Versuche und Untersuchungen werden unternommen, um den I/R-Schaden zu
minimieren. Viele Forschungsgruppen beschéftigen sich damit. Beispielhaft sind die
MITOCARE - Studie, die EMBRACE - Studie und die CYCLE - Studie zu nennen, viele
weitere sind im Review von Morciano et al. aufgefiihrt (MITOCARE, 2012;
Chakrabarti, et al., 2013; Ottani, et al., 2016), (Morciano, et al., 2015). Aktuell existiert
keine etablierte Therapie um den Reperfusionsschaden zu begrenzen (Morciano, et al.,

2021).
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1.7 Fragestellung

Diese Arbeit befasst sich mit dem FEinfluss des Adenin Nukleotid Transloka-
tors (ANT - 1) auf den Schaden, welcher nach Ischdmie und Reperfusion beim Herzen
entstehen kann. ANT-1 wird wéhrend der Ischdmie/Reperfusion (I/R) herunterregu-
liert. Dieses Herunterregulieren konnte zum I/R - Schaden beitragen. Bereits existieren-
de Arbeiten konnten zeigen, dass eine Uberexpression beim Herzen schiitzende Effekte
aufweist. ANT -1 ist einer der wichtigsten Regulatoren der mitochondrialen Permeabi-
lity Transition Pore (mPTP) und deren Offnung, welche das zentrale Ereignis ist, wel-
ches zum zelluldren Schaden bei Reperfusion fiihrt.

Daher wird die Hypothese gestellt, ob eine kardiale Uberexpression von ANT-1 das
Herz vor Reperfusionsschdden schiitzen kann, indem es die Funktionen des Mitochon-
driums aufrechterhilt.

Hierzu sollen experimentell Rattenherzen mit einer herzspezifischen Uberexpression
des ANT-1(TG-ANT) einer standardisierten I/R im Langendorff-Modell unterzogen
werden. Im Anschluss sollen die aus den Herzen isolierten Mitochondrien mit Hilfe von
funktionellen und biochemischen Methoden (Respirationsmessung, Calcium - Retenti-
on - Capacity, Messung des Membranpotentials, Messung der NAD(P)H - Menge, Mes-
sung der ROS - Produktion) analysiert werden.

Damit soll evaluiert werden, ob ANT -1 dazu genutzt werden kann, kardioprotektive
Strategien nach I/R zu etablieren. Auflerdem soll auf diese Weise ein besseres Verstidnd-

nis tiber die zugrundeliegenden Mechanismen entwickelt werden.
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2 Methoden
In diesem Abschnitt werden sdmtliche Methoden und Arbeitstechniken aufgefiihrt, die

zur Datengewinnung genutzt werden®.

2.1 Rattensektion

Die Ratte’” wird in den Glasbehilter iiberfiihrt, welcher sich unter Abzug 1® befindet.
Der Behilter, ausgefiillt mit Papierhandtiichern — keine besonderen Anforderungen —,
wird mit dem Deckel mit Rohren6ffnung geschlossen. Mit einer 2 ml - Spritze wird durch
die Offnung Isofluran (Zielkonzentration im Behilter: 5%)° injiziert.

Es wird abgewartet, bis die Ratte regungslos ist. Durch das Riitteln des Behélters, die
Tiere bleiben regungslos, sowie durch die fehlende Lidreaktion auf Licht wird die siche-
re Bewusstlosigkeit festgestellt. Nach weiterem Uberpriifen der Bewusstlosigkeit mit
Hilfe des Zwischenzehenreflexes erfolgt durch eine technische Mitarbeiterin die Tétung
der Ratte nach tierethischen und humanen Standpunkten durch einen Genickbruch.
Daraufhin wird ihr Gewicht mit der Waage 1 bestimmt.

Die Bauch- und die Thoraxhdhle werden separat mit der Schere 3 und der Pinzette 1
eroffnet. Das Herz wird samt Aortenbogen entnommen und fiir die verschiedenen Me-
thoden weiterverwendet. Fiir die Langendorff- Messung wird das Herz zunéchst in 4 °C
kaltes NaCl (0,9 %) iiberfiihrt. Fiir die Bestimmung des Gewichtes des Herzens sowie
der einzelnen Ventrikel wird auf das Kapitel ,,Mitochondrienisolation* verwiesen.
Beide Lungenfliigel, Leber und beide Nieren werden mit der Schere 1 und Pinzette 2
entnommen, mit der Waage 2 gewogen, jeweils in das Gefrierrdhrchen (im Folgenden
als Gefriergefa3 bezeichnet) iiberfiihrt und anschliefend in fliissigem Stickstoff schock-
gefroren. Nekrotische Organanteile werden vor dem Einfrieren entfernt. Beide Nieren
werden halbiert und jeweils auf zwei Gefriergefd3e verteilt, sodass in beiden Gefdllen

jeweils eine Hélfte beider Nieren ist. Auf die gleiche Art werden die Lungen aufgeteilt.

¢ Im FlieBtext wird auf die Detailangabe zu den verwendeten Versuchstieren, Stoffen und Geréten verzich-
tet. Stattdessen wird auf das jeweilige Verzeichnis verwiesen, wo das jeweilige Material genau beschrie-
ben wird.

7 Beziiglich der ausfiihrlichen Details {iber die verwendeten Versuchstiere wird auf das Tierverzeichnis
im Anhang verwiesen.

8 Beziiglich der ausfiihrlichen Details iiber die verwendeten Gerite, Werkzeuge und Software wird auf
das gleichnamige Verzeichnis im Anhang verwiesen.

° Beziiglich der ausfiihrlichen Details iiber die verwendeten Stoffe und Chemikalien wird auf das
Stoffverzeichnis im Anhang verwiesen.
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Die Schwanz- bzw. Ohrspitze werden abgeschnitten und ebenfalls im besagten Gefal3
schockgefroren. Alle gefrorenen Proben werden bei -80 °C gelagert.

Die Tibia wird mit den zuletzt genannten Préparierwerkzeugen von Haut und Muskeln
befreit und die Sprunggelenks- und Kniegelenksverbindungen werden mit der Schere 1
durchtrennt. Mit dem Messschieber wird die Lénge der Tibia zwischen Tibiaplateau und

Sprunggelenksflache der Tibia gemessen.

2.2 Langendorff- Messung
Mit Hilfe der Langendorff- Messung wird eine Ischdmie und anschlieSende Reperfusion

am Herzen simuliert.

Abbildung 4: Langendorff- Apparatur (Ubersicht)
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Abbildung 5: Langendorff- Apparatur (Detailansicht)

Heizspirale ———‘—# -

Temperatursensor —

Temperatursensor

_ﬁ,

Fiir die Messung wird die Langendorff- Messkammer, Warmepumpe A, Schlauchpum-
pe und die Temperatur- und Druck-Messapparatur verwendet. Zusitzlich wird der
Computer H und das Programm Langherz bendtigt.

In Abbildung 4 und Abbildung 5 sind die Einzelheiten der Langendorff- Apparatur dar-
gestellt.

Die Wéarmepumpe A erhitzt durch die geforderte Fliissigkeit einerseits die Wandungen
der Messkammer. Weiterhin wird durch die gleiche Pumpe eine Spirale innerhalb der
Messkammer erhitzt, durch welche das Perfusat fliefft. Durch eine elektrische Platte —
keine besonderen Anforderungen — wird der Erlenmeyerkolben mit dem Perfusat er-
wirmt. So wird gewiahrleistet, dass um und im Herzen 37 °C herrschen. Je ein Messfiih-
ler in der Messkammer — Lufttemperatur — und in der Fliissigkeit geben eine Riickmel-
dung iiber die herrschenden Temperaturen.

Der Erlenmeyerkolben wird mit einem Liter Perfusat gefiillt und mit dem Schlauchsys-
tem verbunden. Mit der Schlauchpumpe wird das Perfusat durch das Schlauchsystem
gepumpt. Zunidchst wird dieses System komplett von Luftblasen freigespiilt. Anschlie-
Bend wird in das Perfusat im Kolben mit 0,6 bar das Perfusat - Gas eingeleitet.

Das Begasen soll 30 min dauern, bevor die Versuche gestartet werden. Auch wéhrend

dieser Zeit wird das Perfusat begast. Dadurch wird ein physiologischer pH erzeugt.
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Das gesamte Druckaufnahmesystem muss ebenfalls vor den Versuchen entliiftet wer-
den. Ein Druckaufnehmer ist der Ballon — ebenfalls luftblasenfrei —, welcher wéihrend
des Versuches im Herzen platziert wird — Messung des linksventrikuldren Druckes —,
der zweite Druckaufnehmer befindet sich in der Authingung fiir das Herz — Messung
des Aortendruckes. Luftblasen in den verschiedenen Systemen wiirden die Druckmes-
sungen verféalschen. Vor den Versuchen wird das Drucksystem mit dem spannungsfrei
gefiillten Ballon kalibriert: die Wassersdule entspricht dabei 100 mmHg und der Umge-
bungsdruck 0 mmHg. Daraufhin wird mit dem Programm Langherz das System kali-
briert. Nach der Kalibrierung soll fiir 100 mmHg das Programm den Wert 28 bis 31 an-
zeigen, fiir 0OmmHg den Wert 12 bis 15.

Bevor das Herz in der Messkammer aufgehdngt wird, wird es mit Schere 2 und Pinzet-
te 1 prapariert: Herzbeutel wird entfernt, die Aorta wird vom Bindegewebe befreit.
Auch wird vor dem Authidngen bei der Schlauchpumpe die Geschwindigkeit auf 20 %
(4ml/min) eingestellt. Dies soll die Uberlastung des Herzens verhindern. Die Spitze der
Aufhidngung wird so tief in die Aorta eingefiihrt, dass die Spitze an der Aortenwurzel
zum Liegen kommt; so soll wihrend der Messungen eine Uberdehnung der Aorta und
damit eine Verfélschung der Druckmessung verhindert werden. Zunichst wird die Aorta
mit der Klemme an der Aufhdngung fixiert, anschlieBend wird die Aorta mit dem Zwirn
vor den GefaBabgéngen festgebunden. Die Klemme wird wieder entfernt. Der Ballon
wird zusammengedriickt in den linken Ventrikel, welcher durch das Perfusat durchge-
spiilt und luftblasenfrei ist, eingefiihrt.

Die Messkammer wird geschlossen.

Falls keine Herzaktivitdt vorhanden ist bzw. sich das Herz im Flimmern befindet, wird
das Herz mit dem Ringfinger angeschnippt. Bleibt durch diese Maflnahme eine normale
Herzaktivitét aus, wird dieses in 4 °C kaltes NaCl (0,9 %) fiir 10sek bei ausgeschalteter
Schlauchpumpe eingetaucht.

Die Schlauchpumpe wird so eingestellt, dass in der Aorta ein Druck von 50 mmHg ge-
messen wird. Durch die Justierspritze des Drucksystems wird der Ballon so weit aufge-
pumpt, dass im linken Ventrikel ein diastolischer Druck von 10 bis 15 mmHg herrscht.
Sobald das Programm Langherz bei den Druckkurven ein Plateau anzeigt, beginnt die
5 -miniitige Stabilisierungsphase, in der sdmtliche Einstellung nachjustiert werden kon-
nen. Dazu wird die Stoppuhr 1 verwendet. Zu diesem Zeitpunkt sollten die Temperatu-

ren 37 °C erreichen.
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Sind die gemessenen Druckwerte fiir S min stabil, wird der Versuch gestartet. Ab jetzt
darf nichts mehr nachjustiert werden. Es wird zunéchst eine Stabilisierungsphase von
10 min aufgezeichnet.

Fiir die Ischdmie wird die Schlauchpumpe fiir 45 min ausgeschaltet. Fiir die Zeitmessung
wird die oben genannte Stoppuhr verwendet. Sobald diese Zeit abgelaufen ist, wird die
Schlauchpumpe wieder eingeschaltet. Sollte keine Herzaktivitit vorhanden sein bzw.
sich das Herz im Flimmern befinden, wird wieder das zuvor genannte Verfahren ange-
wendet. Die Reperfusion dauert zwei Stunden.

Hiernach wird der Versuch beendet, das Herz aus der Messkammer entnommen und nun
folgt die Mitochondrienisolation.

Um die Normoxie zu simulieren, wird nach der zuvor genannten 10 - miniitiger Stabi-

lisierungsphase das Herz ausschlieBlich 15 min lang perfundiert.

2.3 Mitochondrienisolation

Mit dieser Methode der Mitochondrienisolation wird die subsarkolemmale Subpopula-
tion extrahiert.

Alle im Folgenden genannten Schritte und verwendeten Substanzen sollen mit Eiswiir-
feln aus der Eiswiirfelmaschine vorgekiihlt und im Verlauf gekiihlt werden. Als Trans-
portmedium wird eine Styroporbox — keine besonderen Anforderungen — verwendet.
Es werden Pipetten A verwendet.

Fiir die nidchsten Schritte wird Puffer A und B verwendet. Beide Puffer miissen vor jeder
Isolation immer frisch angesetzt werden — in Puffer - Tubes.

Nach dem Abschluss der Langendorff- Messung wird der Aortenbogen abgetrennt. Mit
der Waage 3 wird das Gewicht des Herzens bestimmt. AnschlieBend wird mit der Sche-
re 2 durch die Pulmonalklappen6ffnung entlang des Septums der rechte Ventrikel abge-
trennt, sodass linker Ventrikel und Septum eine Einheit bilden. In das Septum wird nicht
geschnitten. Das Gewicht der separierten Ventrikel wird jeweils mit der Waage 3 be-
stimmt. Nach dem Wiegen wird das gesamte Herz in das Keramikgefal3 gelegt. Zusétz-
lich werden 5 ml Puffer B hinzugegeben.

AnschlieBend wird das Herz mit der Schere 2 fein auf ca. 1 x 1 mm zerschnitten.

Das Gewebe - Puffer - Gemisch wird in den Glaspotter iiberfiihrt. Anschlieend werden
nochmals 5ml Puffer B hinzugefiigt und diese Suspension wird mit dem Teflonpistill

5-mal gepottert.
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Der gesamte Glaspotterinhalt wird in das Rundbodenréhrchen iiberfiihrt, mit Puffer A
auf 10ml aufgefiillt und anschlieend bei 800G und 4°C fiir 10min in Zentrifuge A
zentrifugiert.

Danach wird der Uberstand auf fiinf 2 - ml - Eppendorfgeféfe (im Folgenden als Gefil3
bezeichnet) zu je 2ml verteilt. Der Absatz wird verworfen. Die Gefdlle werden bei
8000 G und 4 °C fiir 10min in Zentrifuge B zentrifugiert.

Der Uberstand wird verworfen, jedes Gefi wird mit jeweils 500 pl Puffer A aufgefiillt
und das Mitochondrienpellet am Boden des Gefilles vorsichtig resuspendiert. Das Vo-
lumen der Suspension der einzelnen Gefde wird in einem neu bereitgestellten Gefdl3
zusammengefiihrt, wodurch die Anzahl dieser weniger wird. Das Volumen der neuen
Gefalle soll mdglichst gleichmaBig sein.

Die darauffolgende Zentrifugation in Zentrifuge B unter den zuletzt genannten Parame-
tern sowie der Verwurf des Uberstanden und abschlieBende Resuspension des Pellets
wird so lange wiederholt, bis nur noch ein Gefaf3 vorhanden ist. Dieses wird mit Puffer A
auf 2ml aufgefiillt. Unter den zuletzt genannten Bedingungen wird nochmals zentrifu-
giert. Danach wird der Uberstand verworfen und das Mitochondrienpellet mit 500 ul
Homopuffer vorsichtig resuspendiert. Die nun entstandene Losung wird im weiteren

Verlauf als Losung M bezeichnet.

24 Proteinbestimmung nach Lowry
Um die Mitochondrienfunktionsmessungen durchfiihren zu kdnnen, muss die Protein-
konzentration in der Losung M bestimmt werden.

Es werden Pipetten A verwendet.

Zunéchst werden zwei Proben erstellt (Tabelle 1):

Tabelle 1: Probenzusammensetzung fiir Proteinbestimmung

Verhiltnis Losung M Aqua dest.
Probe 1 1:10 2ul 18 ul
Probe 2 1:20 1l 19ul

Eine Standardreihe(Tabelle 2) wird auf die Well-Platte A aufgetragen. Pro Stan-
dard - Stufe und fiir die beiden Proben sollen jeweils zwei Wells verwendet werden.
Von den Standard - Stufen und von den Proben soll jeweils 5 pl in beide Wells pipettiert

werden.
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I ml Reagenz A wird mit 20 ul Reagenz S im Gefd3 gemischt. Die neu entstandene
Zusammensetzung wird Reagenz C genannt.

Anschliefend wird 25 pul Reagenz C pro benutzten Well hinzugefiigt.

Darauthin wird 200 ul Reagenz B pro benutzten Well hinzugefiigt.

Die Gemische in den Wells sollen fiir 10 bis 15 min ruhen.

Im Plattenphotometer A wird mit dem Programm Tecan 1- Control und dem Computer A
die Proteinkonzentration aller Wells gemessen. Als Auswertungsprogramm wird das
Excel - Programm Tecan Dummy verwendet. Mit dem Auswertungsprogramm und den

photometrischen Werten der Standard - Reihe wird eine Regressionsgerade generiert, die

Tabelle 2: Standardreihe

Standardstufe Aqua dest. BSA B

1 100 pl Oul

2 90 ul 10ul
3 80 ul 20 ul
4 70 ul 30ul
5 60l 40 ul
6 50ul 50ul
7 40 ul 60 ul
8 30ul 70 ul

einen Korrelationskoeffizienten von mindestens 9,99 aufweisen muss. Ansonsten miis-
sen alle Schritte zur Proteinbestimmung wiederholt werden.

Das Resultat fiir Probe 1 wird mit 10 multipliziert, das Resultat fiir Probe 2 wird mit 20
multipliziert. Beide Produkte werden addiert und daraus der Mittelwert gebildet. Der

entstandene Mittelwert entspricht der Protein - Konzentration — pg/pl — der Losung M.

2.5 Mitochondrienfunktionsmessungen
Nun werden die verschiedenen Messmethoden aufgefiihrt, die bei der Testung der Mi-

tochondrien verwendet werden.

2.5.1 Respirationsmessung

Der Glutamat/Malat- Puffer (Glu/Mal - Puffer) und Succinat-Puffer werden als Inku-
bationspuffer verwendet. Sie miissen fiir jeden Versuchstag steril gefiltert werden. Dazu
werden die Puffer mit der 20 ml - Spritze tiber den Sterilfilter in neue Puffer - Tubes iiber-

fuhrt.
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Es werden die Pipetten B verwendet.

Als Experiment - Gerdte werden die Strathkelvin - Apparatur (Abbildung 6), die Warme-
pumpe B fiir die zwei Kammern und der Computer B mit dem Strathkelvin - Programm
verwendet.

Nach dem Einschalten der Warmepumpe B werden die zwei Messkammern auf den
Kopf gedreht, damit sich die AuBlenhiille komplett mit Wasser fiillen kann und so kon-
stante Temperaturen wéahrend des Versuches gewihrleistet sind. Der eingeschaltete
Riihrfisch sorgt dafiir, dass das Kammerinnere beim Versuch gleichméBig durchge-

mischt wird.

Abbildung 6: Strathkelvin-Messkammer fiir Respirationsmessung
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Quelle: Lokalisierung, Orientierung und Funktion von Connexin 43 in Kardiomyozyten - Mitochondrien;
Sabine Stahlhofen; 2010; Monografie; Universitdt Duisburg - Essen

Die Messung innerhalb der Strathkelvin - Messkammer erfolgt durch eine Elektrode vom
Clark - Typ. Sauerstoff aus der Messkammer gelangt liber die Membran zur Reaktions-
kammer. In dieser wird Silber an der Anode oxidiert und der vorhandene Sauerstoff an
der Kathode reduziert, wodurch ein Stromfluss entsteht. Anhand des abnehmenden
Stromflusses wird der Sauerstoffverbrauch bestimmt (Stahlhofen, 2010).

Der Inhalt des Inneren beider Kammern wird entfernt und anschlieBend 3 -mal mit
destilliertem Wasser (Aqua dest.), 3 -mal mit Ethanol (70 %) und nochmals 3 -mal mit
Aqua dest. hintereinander gespiilt. Nach jedem der neun Spiilschritte wird die jeweilige
Fliissigkeit aus beiden Kammern entfernt.

In die linke Kammer wird 550 pl Glu/Mal - Puffer hinzugegeben. In die rechte Kammer

wird 550 pul Succinat- Puffer und Rotenon (Zielkonzentration: 2 umol/l) hinzugegeben.
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Es sollte dringend vermieden werden, dass die linke Kammer mit Rotenon verunreinigt
wird. Tritt dieser Fall ein, soll griindlichst mit Ethanol (70 %) — mindestens 4 - mal — ge-
spiilt werden.

Es wird gewartet, bis der Graph im Strathkelvin - Programm einen geradlinigen Verlauf
aufweist. AnschlieBend wird der Deckel auf beide Kammern gesetzt. Es ist darauf zu
achten, dass keine Luftblasen eingeschlossen werden. Im Strathkelvin - Programm wird
der Graph auf 267 umol/1 Oz - Konzentration kalibriert. Mit dem Start der Messung im
Strathkelvin - Programm soll gleichzeitig die Stoppuhr 2 gestartet werden.

Es wird nach folgendem Schema verfahren (Tabelle 3):

Tabelle 3: Ablauf Respirationsmessung'®

Zeitpunkt Aufgabe Menge Zielkon-
nach Messstart zentration
1 min Zugabe von 50pg -
Mitochondrien (aus Losung M)
in beide Kammern.
4 min Zugabe von ADP - 40 umol/1
in beide Kammern.
7 min (erster Schritt) Zugabe von TMPD - 300 pmol/1
in beide Kammern.
7 min (zweiter Schritt) | Zugabe von ASC - 3mmol/1
in beide Kammern.
9min Zugabe von FCCP - 1 umol/1
in beide Kammern.
zwischen Stoppen der - -
10 und 11 min Messung.

Ist die Messung abgeschlossen, wird der Inhalt des Inneren beider Kammern entfernt
und anschlieBend jeweils 3 -mal mit Aqua dest., Ethanol (70 %) und erneut mit Aqua
dest. hintereinander gespiilt.

Alle aufgefiihrten Substanzen werden im zeitlichen Ablauf mit der Hamilton - Spritze
iiber die Offnung im Deckel in die Kammern injiziert. In jede der zwei Kammern werden
jeweils mit einer separaten Hamilton - Spritze die Mitochondrien hinzugefiigt. Das ADP

fiir die jeweilige Kammer wird mit der Hamilton - Spritze der Mitochondrien fiir die je-

191n der Tabelle aufgefiihrten Abkiirzungen werden im FlieBtext ausgeschrieben.
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weilige Kammer injiziert. Fiir Ascorbat(ASC) und Tetramethylphenylendiamin
(TMPD) wird jeweils eine eigene Spritze verwendet. Die Spritzen fiir ASC und TMPD
werden filir beide Kammern verwendet. Carbonyl Zyanid -4 - (trifluoromethoxy) - phe-
nylhydrazin (FCCP) wird fiir beide Kammern mit den Spritzen fiir ASC und TMPD in-
jiziert.

Nach jeder Substanz wird jede einzelne Hamilton - Spritze jeweils 3 - mal mit Aqua dest.,
Ethanol (70 %) und erneut mit Aqua dest. hintereinander gespiilt. Nach den zwei 7 - min -
Schritten fiir die erste Kammer wird jede verwendete Spritze 5-mal mit Aqua dest. ge-
spiilt.

Pro Experiment-Tag werden zwei verschiedene Mitochondrienproben jeweils hinter-
einander in der Strathkelvin- Apparatur gemessen. Dies wird 3 -mal wiederholt. Jedes
Mal, wenn die zweite Mitochondrienprobe 10min lang gemessen wurde, werden die
Hamilton - Spritzen fiir die Mitochondrien getauscht, sodass Spritze 1, die vor dem
Tausch fiir die linke Kammer verwendet wurde, jetzt flir die rechte Kammer verwendet
wird und Spritze 2 dementsprechend getauscht wird. Da fiir das FCCP ebenfalls gleich-
zeitig zwei Spritzen verwendet werden, wird hier das gleiche zuvor genannte Tausch-
prinzip angewendet (Abbildung 7). Damit sollen die individuellen Ungenauigkeiten der

Messskalen beider Hamilton - Spritzen gleichmaBig auf beide Kammern verteilt werden.

Abbildung 7: Schema vom Tauschprinzip - Respirationsmessung
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2.5.2 Calcium - Retention - Capacity

Die Messungen erfolgen mit dem Plattenphotometer B am Computer C mit dem Pro-
gramm X. Es werden Pipetten C verwendet.

Es konnen parallele Messungen durchgefiihrt werden, in denen Mitochondrien mit und

ohne Zusatz von CsA getestet werden.
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In zwei Kiivetten werden jeweils folgende Substanzen pipettiert (Tabelle 4):

Tabelle 4: Zusammensetzung Calcium - Retention - Capacity

Substanz Menge Zielkonzentration
Ca- Puffer 2ml -

ADP - 40 pmol/1
EGTA - Sumol/l
CaClz - 15 umol/1

Calcium Green - 250nmol/1
Mitochondrien 200 pg (aus Losung M) -

In eine der beiden Kiivetten wird zusétzlich CsA (Zielkonzentration: 1 pmol/1) hinzuge-
fligt. Zunéchst werden die Kiivetten im Photometer fiir 4 min inkubiert. Danach werden
sowohl das Programm als auch die Stoppuhr 2 gestartet.

Nach 1 min wird 10nmol CaClzin beide Kiivetten gegeben. Der letzte Schritt wird alle
3 min fiir die Dauer einer Stunde wiederholt.

Calcium Green dient als Indikator - Substanz, welche durch ihre Fluoreszenz die Anwe-
senheit von Calcium signalisiert. Nach Zugabe von CaCl: steigt die gemessene Intensitét
der verursachten Fluoreszenz. Die im weiteren Verlauf abnehmende Intensitét ist ein
MaB fiir die Aufnahme des Calciums in das Mitochondrium. Sobald es nicht mehr zu
einer Abnahme kommt, ist der Zustand erreicht, bei dem es zu einer Offnung der mPTP
kommt und Calcium wieder freigesetzt wird, was sich in einer Zunahme der Fluores-

zenzintensitdt dullert (Awais, et al., 2017).

253 Messung der Autofluoreszenz und des Membranpotentials

Die Messung erfolgt mit dem Plattenphotometer B am Computer D mit dem Pro-
gramm X2. Es werden Pipetten D verwendet.

In zwei Kiivetten wird 2ml Glu/Mal-Puffer gegeben. AnschlieBend wird Rhoda-
min 123 (Zielkonzentration: 200nmol/1) hinzugegeben. Die gemessene Intensitét soll
zwischen 600 und 800a.u. liegen. Sofern sie niedriger ist, wird mehr Rhodamin 123
hinzugegeben. Zu hohe Konzentrationen wiirden Teile der Atmungskette hemmen, und
somit artifiziell das Membranpotential reduzieren.

Die Messung und die Stoppuhr 2 werden zeitgleich gestartet.

Es wird nach folgendem Schema verfahren (Tabelle 5):
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Tabelle 5: Ablauf Autofluoreszenz- und Membranpotentialmessung

Zeitpunkt Aufgabe Menge Zielkonzentration
nach
Messstart
I min Zugabe von I mg -
Mitochondrien. (aus Losung M)
20 min Zugabe von ADP. - 40 umol/1
30min Zugabe von FCCP. - 100nmol/1
40 min Stoppen der Messung. - -

NAD(P)H dient als Fluoreszenzsubstrat, dessen Strahlungsintensitit gemessen wird. So-
bald das NAD(P)H zu NAD(P)" oxidiert wird, sinkt die gemessene Intensitéit, womit die
Autofluoreszenz bestimmt wird (Schramm, et al., 1998). Da Rhodamin 123 von den
Mitochondrien aufgenommen wird, sinkt die gemessene Fluoreszenzintensitit. Sobald
das Membranpotential abnimmt, wird dieser Stoff wieder freigegeben, wodurch die

Intensitdt zunimmt (Baracca, et al., 2003).

254 Amplex Ultra Red Hydrogen Peroxide Peroxidase Assay/ROS - Messung
Die Messung erfolgt mit dem Plattenphotometer C am Computer D mit dem Pro-
gramm X2. Es werden Pipetten D verwendet. Fiir die Substanzen wird die Well - Platte B
benotigt.

Es wird eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. Zunichst werden 100 ug Mitochondrien
(aus Losung M) mit dem Glu/Mal - Puffer auf 100 pl aufgefiillt. Dann wird je 50 pul Mi-
tochondrien - Puffer - Gemisch auf zwei Wells verteilt. Zu jedem Well wird jeweils 50 ul
Amplex Working Solution hinzugegeben und die Messung gleichzeitig mit der Stoppuhr
2 innerhalb einer Sekunde gestartet. Parallel soll mit Glu/Mal - Puffer in Doppelbestim-
mung — als Leerwert — eine Messung gemacht werden. Nach 10 min wird der Versuch
beendet.

Der im letzten Absatz beschriebene Versuchsablauf wird noch zweimal wiederholt. Da-
bei wird jeweils zusitzlich Antimycin A (Zielkonzentration: 32mg/1) bzw. Rotenon
(Zielkonzentration: 4 pmol/1) verwendet.

Wasserstoffperoxid, das zu den ROS gezdhlt wird, reagiert mit der Amplex Working
Solution, wodurch ein Fluoreszenzsubstrat entsteht, dessen Strahlungsintensitdt gemes-

sen wird (Mohanty, et al., 1997).

37



2.6 Molekularbiologische Analysen

In diesem Kapitel sind Arbeitstechniken aufgelistet, um Folgendes nachzuweisen:
Einerseits wird der Genotyp bestimmt, damit bei der Auswertung die einzelnen Proben
einer der beiden Vergleichsgruppen zugeordnet werden kdnnen. Andererseits soll durch
den quantitativen Nachweis von Ribonukleinsdure (RNS) dargelegt werden, dass eine
verstirkte Expression vom ANT-1 bei den transgenen Tieren im Vergleich zu Wild-
typ - Tieren tatséchlich stattgefunden hat.

Bei allen folgenden Methoden — Ausnahme: Gelelektrophorese und erster Tag der Des-
oxyribonukleinsdure - Polymerase - Kettenreaktion (DNS - PCR) — werden die verwende-
ten Proben und Substanzen mit Eiswiirfeln aus der Eiswiirfelmaschine vor und nach der
Verarbeitung gekiihlt. Als Transportmedium dient die Plastikbox.

Sofern die Proben oder Substanzen in den GefdBen aufgrund der Lagerung noch gefro-
rene Komponenten aufweisen, wird das entsprechende Gefd3 im Schiittler 2 bei 1400
bis 1800 Drehungen/min wiederholt fiir 10 bis 15sek geschiittelt, bis alles geldst und

die Losung homogen ist.

2.6.1 DNS-Isolation

Bei dieser Methode wird die bendtigte DNS fiir die Genotypisierung extrahiert.

Es werden Pipetten E verwendet.

Mit dem Skalpell wird ein ca. ein Millimeter groBes Stiick von der Leber, Ohr- oder
Schwanzspitze — die Proben wurden vorher jeweils schockgefroren — des zu untersu-
chenden Tieres abgeschnitten. Das abgetrennte Stiick wird in das Reaktionsgefal3 1 tiber-
fiihrt, in das vorher 300 ul Gewebepuffer vorgelegt wurde.

Nach Zugabe von Proteinase K (Zielkonzentration: 0,2mg/ml) wird die Probe {iber
Nacht (mindestens 12 Stunden) bei 55 °C im Heizblock 1 inkubiert.

Am folgenden Tag werden Pipetten F verwendet und unter Abzug 2 gearbeitet.

Es wird in das Gefal Phenol - Chloroform - Losung (Aufbewahrung separat in der Glas-
flasche; Verhéltnis=1:1; Verhéltnis Phenol/Chloroform:Probe=1:1) hinzugegeben.
Dabei muss die zuletzt genannte Losung durch die Phase, welche sich an der Oberfléche
der Losung im GefdB gebildet hat, hindurchpipettiert werden. Anschliefend wird im
Schiittler 1 auf der zweiten Stufe fiir eine Minute geschiittelt und dann fiir 10min in
Zentrifuge C bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert.

Der entstandene Uberstand wird samt Interphase in das neu bereitgestellte Reaktionsge-

fal3 2 iberfihrt.
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Nun wird Chloroform - Isoamylalkohol - Losung (Aufbewahrung separat in der Glasfla-
sche; Verhéltnis=23: 1; Verhéltnis Chloroform/Isoamylalkohol : Probe=1: 1) hinzuge-
geben. Es folgen wieder das Schiitteln im Schiittler 1 — gleiche Stufe, gleiche Dauer —
und die Zentrifugation fiir 10 min in Zentrifuge C bei 13000 rpm und 4 °C.

Wieder wird der Uberstand in ein neu bereitgestelltes ReaktionsgefiB 2 iiberfiihrt. In
dieses wird Isopropanol gegeben (Verhiltnis Isopropanol:Probe=1:1). Zum Schluss
wird wieder im Schiittler 1 — gleiche Stufe, gleiche Dauer — geschiittelt und danach fiir
30min in Zentrifuge C bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert.

Diesmal wird der Uberstand verworfen und Ethanol (70 %) (Verhiltnis Ethanol : Pro-
be=1:1) hinzupipettiert, gefolgt von einer Zentrifugation fiir 20 min in Zentrifuge C bei
13000 rpm und 4 °C.

Dann wird die gesamte Fliissigkeit vorsichtig entfernt und das gedffnete Gefdl3 bei
Raumlutft fiir ca. eine Stunde getrocknet. Auf dem Boden befindet sich nun die isolierte
DNS.

Zum Schluss wird in das Gefdll 50 ul TE - Puffer gegeben und bei -80 °C gelagert.

2.6.2 DNS-PCR
Fiir die Gelelektrophorese wird die extrahierte DNS zunéchst mit der PCR repliziert.

Es werden Pipetten E verwendet.

In das PCR -Reaktionsgefdal mit dem PCR -Reaktionsgefal3 - Deckel werden folgende
Substanzen pipettiert (Tabelle 6):

Tabelle 6: DNS - PCR - Zusammensetzung

Substanz Menge

10x PCR - Puffer 2,5u
MgCl2 1,25l

Forward DNS - Primer (1 pg/pl-1:25) 1,25ul
Reverse DNS -Primer (1 ug/ul-1:25) 1,25ul
DNS - Nukleotide 0,15ul

Aqua dest. 17,5ul

DNS - Polymerase 0,1l

Zu replizierende DNS - Probe 1ul

Das Reaktionsgefd3 mit den zusammengefiihrten Reagenzien und anschlieBend mit dem
Deckel verschlossen wird im Thermocycler 1 erhitzt. Dazu wird das Programm X4 und

der Computer I verwendet.
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Zusitzlich wird eine Positivprobe (DNS von einem bekannten TG- ANT - Tieres) und
eine Negativprobe (Aqua dest.) verwendet. Im oben aufgefiihrten Ansatz wird die zu

replizierende DNS - Probe jeweils durch die Positiv- bzw. Negativprobe ersetzt.

Nach folgendem Schema wird die PCR durchlaufen (Tabelle 7):

Tabelle 7: DNS-PCR-Schema

Prozess Temperatur Dauer Durchliufe
Initial - Melting 93°C Smin 1
Melting 93°C I min 33
Annealing 61°C I min 33
Elongation 72°C 2min 33
Terminale Elongation 72°C 10 min 1

2.6.3 Gelelektrophorese

Die vervielféltigte DNS wird durch diese Methode aufgetrennt und sichtbar gemacht.
Es werden Pipetten F verwendet.

Agarose — mit der Waage 3 abgewogen — wird im Erlenmeyerkolben zusammen mit
TAE - Puffer (Agarose - Zielkonzentration: 2 %) und mit dem Gel - Red - Farbstoff(Ziel-
konzentration: 5ul/100ml) in der Mikrowelle bei mittlerer Stufe fiir 2 bis 3 min zum
Kochen gebracht. Sollte hiernach der Puffer noch nicht kochen, wird der letzte Schritt
so lange wiederholt, bis die Fliissigkeit kocht und sich die gesamte Agarose aufgeldst
hat.

Danach werden unter dem Abzug 3 die zusammengefiihrten Reagenzien in die Gelelek-
trophorese - Apparatur gegossen. Die Apparatur wird durch die Glasplatten und den Ta-
schenkamm vervollstindigt. Die komplett zusammengebaute Apparatur samt Inhalt
wird unter einer Plastikschale — keine besonderen Anforderungen — lichtgeschiitzt zum
Hirten des Gels fiir 30 bis 90 min aufbewahrt.

Nach dem Hérten wird zunichst zu der DNS im Gefdll DNS - Farbstoff (Zielkonzentra-
tion: 0,6 mg/ml) hinzugegeben und im Vortexer ca. 5sek geriittelt.

Jede Geltasche wird mit dem TAE - Puffer aufgefiillt, anschlieBend wird in jede Tasche
auBler der ersten jeweils 24 ul DNS - Probe mit der Pipette G pipettiert. In die erste Gel-
tasche werden 12,5 ul eines Markers (DNS - Eichbanden) hinzugefiigt.
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In die Gelelektrophorese - Apparatur wird TAE - Puffer hinzugegeben, bis die Wanne der
Apparatur zur Hélfte gefiillt ist. AnschlieBend wird die Elektrophorese durch den Strom-
erzeuger — Stromstérke bei 90 mA — 30 bis 60 min betrieben.

Zum Schluss wird das Gel mit der UV - Lampe am Computer G mit dem Programm X3
beleuchtet. Hierbei soll das Programm so eingestellt werden, dass das Gel subjektiv

nicht {iberleuchtet wirkt und die Banden zeitgleich klar zu erkennen sind.

2.6.4 RNS -Isolation

Bei dieser Methode wird die benétigte RNS extrahiert, um im weiteren Verlauf nachzu-
weisen, dass eine verstirkte Expression vom ANT - 1 stattgefunden hat.

Alle Arbeitsmaterialien und -flichen werden mit dem RNAse - Inhibitor 1 behandelt.
Es werden Pipetten F verwendet.

Mit dem Skalpell wird ein ca. ein Millimeter grof3es Stiick von einem der zuvor einge-
frorenen Herzen abgeschnitten und in die Mikroschraubréhre mit 0,6 g Zirkonia - Kiigel-
chen — Mit Waage 3 abgewogen — iiberfiihrt.

Es wird 1 ml TRIzol hinzugegeben und die Probe wird im Homogenisator bei 5000 Ein-
heiten — gerdtspezifisch — zweimal fiir 20 sek zerkleinert, bis eine breiige Konsistenz
entsteht. Sofern hiernach noch Stiickchen vorhanden sind, wird wiederholt fiir 20 sek die
Probe zerkleinert bis die geforderte Konsistenz entstanden ist. Dann wird Chloroform
(Verhéltnis TRIzol : Chloroform=4: 1) hinzupipettiert.

Anschliefend wird diese Zusammensetzung im Schiittler 1 auf der zweiten Stufe so lan-
ge geschiittelt, bis eine rotlich - breiige Masse entsteht, welche in der Zentrifuge C bei
12000 rpm und 4 °C fiir 15 min zentrifugiert wird.

Der klare Uberstand wird in das Reaktionsgefi 2, welches zunichst Smin im
UV - Strahler von RNAsen befreit wird, tiberfiihrt. Darauthin wird Isopropanol (Verhilt-
nis Isopropanol : Probe=1:1) hinzugegeben, das GefaB3 wird handisch kurz geschiittelt
und fiir mindestens 20 min bei 4 °C gekiihlt. AbschlieBend wird es in der Zentrifuge C
bei 12000 rpm und 4 °C fiir 15 min zentrifugiert.

Die Fliissigkeit wird nun abgegossen und 500 pul Ethanol (70 %) hinzugegeben. Das Ge-
faB wird im Schiittler 1 auf der zweiten Stufe fiir 5 sek geschiittelt. Nun wird wieder in
der Zentrifuge C bei den zuvor genannten Bedingungen zentrifugiert.

Wieder wird die Fliissigkeit abgegossen und das GefiB mit der Offnung nach unten zum
Trocknen fiir 30 min hingelegt. Dieser Prozess soll darauthin im Heizblock 2 bei 37,8 °C

fiir 15 min unterstiitzt werden.

41



In ein separates Reaktionsgefall 2 wird Aqua dest. und RNAse - Inhibitor 2 (Zielkonzen-
tration: 0,8 U/ pl) hinzupipettiert. Abhingig von der Gréf3e des getrockneten RNS - Pel-
let wird 10 bis 50ul der zuvor beschriebenen RNAse - Inhibitor - Losung hinzugefiigt.
Das Gefdll mit der RNS und dem zuvor genannten Inhibitor wird im Schiittler 1 auf der
zweiten Stufe fiir 5 sek geschiittelt und abschlieBend fiir mindestens 30 min bei 4 °C ge-
kiihlt.

Die auf diese Weise isolierte RNS wird bei -80 °C gelagert.

2.6.5 Bestimmung RNS - Konzentration

Um einheitliche Mengen von RNS fiir die Herstellung von komplementidrer DNS
(cDNS) zu gewahrleisten, wird in diesem Kapitel beschrieben, wie die Konzentration
der RNS nach derer Isolation bestimmt wird.

Dazu werden das Spektralphotometer, der Computer J, das Programm X5 und die Pipet-
ten E verwendet. Nach jeder Messung jeglicher Art wird die Fliissigkeit auf dem Sensor
mit dem Papierhandtuch entfernt. Vor dem Auftragen der zu untersuchenden Fliissigkeit
wird das entsprechende Gefa3 mit dem Schiittler 3 fiir 1 sek bei 2500 Drehungen/min
geschiittelt.

Zunichst wird das Gerdt mit Aqua dest. geeicht, indem 1 bis 2 pl auf den Sensor pipet-
tiert werden. Anschliefend wird 1 bis 2 ul der RNAse - Inhibitor - Losung — im Kapitel
RNS -Isolation beschrieben — auf den Sensor pipettiert, um einen Leerwert zu erstellen.
Abschliefend wird mit der gleichen Menge an RNS - Probe verfahren, um die Konzen-
tration an RNS in dieser zu ermitteln. Die ermittelte Konzentration hat die Einheit ng/ pl.
1000 wird durch die entsprechende Zahl der der RNS - Konzentration geteilt. So wird
die spiter benotigte Menge an RNS - Probe in pl berechnet.

2.6.6 Herstellung cDNS

Zunichst muss von der isolierten RNS die cDNS hergestellt werden, anhand derer die
erhohte Expression vom ANT -1 gezeigt werden soll.

Ins Reaktionsgefall 2, welches zundchst Smin im UV -Strahler von RNAsen befreit
wird, werden folgenden Substanzen hinzupipettiert (Tabelle 8).

Die Menge der RNS - Probe wurde im Kapitel ,,Bestimmung RNS - Konzentration* be-
rechnet. Diese Menge wird von 12 pl subtrahiert, woraus sich die Menge des bendtigten
Aqua dest. berechnet. Der Wipeout - Puffer wird iiber den Rand des Reaktionsgefa3es in
dieses pipettiert. Das Gefdll samt Inhalt wird in der Zentrifuge D so lange zentrifugiert,
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Tabelle 8: RNS - Probenzusammensetzung fiir die cDNS - Herstellung

Reihenfolge der Hinzugabe Substanz Menge
1 RNS - Probe X
2 RNS - Wasser 12 pul minus X
3 Wipeout - Puffer 2ul

bis 10000 rpm erreicht sind und nach dem darauffolgenden Beenden das Gerit zum Still-
stand gekommen ist.
Die RNS -Probenzusammensetzung samt Gefd3 wird im Thermocycler 2 fiir 5min bei

42 °C erhitzt, wodurch eventuell vorhanden DNS zerstort wird.

In einem separaten Reaktionsgefd3 2 werden in der Zwischenzeit folgende Komponen-

ten fiir das Reverse Transkriptase Komposit pipettiert (Tabelle 9):

Tabelle 9: Zusammensetzung Reverse Transkriptase Komposit fiir cDNS - Herstellung

Substanz Menge
Reverse Transkriptase 1ul
Reverse Transkriptase Puffer 4ul
RNS - Primer 1l

Das Reverse Transkriptase Komposit samt Gefd3 wird in der Zentrifuge D nach dem
zuvor beschriebenen Schema zentrifugiert. Das Komposit wird zur RNS - Probenzusam-
mensetzung, nachdem diese das Erhitzen durchlaufen hat, iiber den Rand des jeweiligen
Gefalles hinzupipettiert. Das Gefdll samt RNS-Probenzusammensetzung und dem
Komposit wird in der Zentrifuge D — unveridndertes Schema — zentrifugiert.

Abschliefend wird das Reaktionsgefdll in den Thermocycler 2 gesetzt.

Mit den folgenden Einstellungen wird die cDNS generiert (Tabelle 10):

Tabelle 10: Einstellungen fiir cDNS - Herstellung

Prozess Temperatur Dauer
Elongation 42°C 15 min
Inaktivierung 95°C 3 min
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2.6.7 Real-Time-PCR

Mit dieser quantitativen Methode soll nachgewiesen, dass eine verstiarkte Expression
vom ANT-1 bei den transgenen Tieren stattgefunden hat.

Zusitzlich zu der PCR vom ANT-1 werden die Haushaltsgene Beta-2 - Mikroglobu-
lin(B2M), 18-S -ribosomale-RNS (18 S -rRNS), Hypoxanthin - Phosphoribosyl - Trans-
ferase (HPRT) und Glycerinaldehyd - 3 - phosphat - Dehydrogenase (GAPDH) repliziert.
Es werden Pipetten E verwendet.

In das PCR -Reaktionsgefd3 mit dem PCR - Reaktionsgefdl3 - Deckel werden folgende
Substanzen fiir das jeweilige Gen pipettiert (Tabelle 11):

Tabelle 11: Zusammensetzung Real-Time-PCR

Gen c¢DNS-Menge Reaktionspuffer | Aqua dest. Primer
ANT-1 2ul 10l 6,8 ul 0,6 ul !
B2M 2ul 10 ul 6,8 ul 0,6ul!!
GAPDH 3ul 10 ul 6,4 ul 0,6 ul
HPRT 3ul 10l 6,4l 0,6 ul
18 S-rRNS 2ul 10 ul 6ul 2ul

Fiir jedes Gen wird zusétzlich ein Leerwert erstellt, um Verunreinigungen auszuschlie-
Ben. Hierzu wird anstelle der jeweiligen cDNS - Menge eine identische Menge an Aqua
dest. verwendet. Die dazugehorigen Mengen der iibrigen Substanzen bleiben unver-
andert.

Das Reaktionsgefal3 wird mit dem entsprechenden Deckel verschlossen und in den Ther-

mocycler 1 eingesetzt. Dazu wird das Programm X4 und der Computer I verwendet.

Folgende Einstellungen werden gewahlt(Tabelle 12):

Tabelle 12: Einstellungen Real - Time-PCR

Prozess Temperatur Dauer Durchliufe
Initial - Melting 93°C Smin 1
Melting 93°C 1 min 33
Annealing X I min 33
Elongation 72°C 2min 33
Terminale Elongation 72°C 10 min 1

' Das angegebene Volumen bezieht sich sowohl auf den Forward - als auch den Reverse - Primer.
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Die Annealing - Temperatur muss fiir jedes Gen entsprechend Tabelle 13 angepasst wer-

den.

Tabelle 13: Annealing - Temperatur

Gen Annealing - Temperatur
ANT-1 64°C
B2M 65°C
GAPDH 62°C
HPRT 63°C
18 S-rRNS 59,8°C
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3 Auswertung
Nachdem mit den verschiedenen Methoden Daten gewonnen wurden, wird in diesem

Kapitel beschrieben, wie die einzelnen Daten auszuwerten sind.

3.1 Mitochondrienfunktionsmessungen
Dieser Abschnitt umfasst alle Vorschriften, anhand derer die Daten aus allen Mitochon-

drientestungen ausgewertet werden.

3.1.1 Respirationsmessung
Am Computer B wird mit Hilfe des Strathkelvin - Programms der Versuch ausgewertet.
Im Programm soll fiir beide Kammern die Biomasse auf 0,05mg, das Volumen auf

0,5ml eingestellt sowie die Konfiguration Norm Ratio angegeben werden.

Folgende Graphenintervalle werden fiir die Auswertung nach folgendem Schema mar-

kiert (Abbildung 8, Tabelle 14):

Tabelle 14: Auswertungsschema Respirationsmessung

Graphenintervall | Zeitraum Graphenbereich Auswertungsbereich
Standard 2 bis 50sek - komplett
Mitochondrien ab 2:20min - 3-mal 30-sek - Intervalle
hintereinander
ADP - Ab ADP-Zugabe-Peak | ersten 10 Sekunden
auslassen;

dann 4 -mal 30-sek -
Intervalle hintereinander

TMPD+ASC - entsprechender 30 Sekunden von moglichst
Graphenabschnitt peak - freiem Verlauf

FCCP - entsprechender 30 Sekunden von moglichst
Graphenabschnitt peak - freiem Verlauf

Die ersten 10 Sekunden fiir das ADP sollen ab dem Anstieg des entsprechenden Peaks
gezéhlt werden. Der Anstieg wird rein optisch bestimmt. Sofern kein Peak sichtbar ist,
soll der Graph vergroBert werden, bis jener ersichtlich wird. Bei der Auswahl des Inter-
valls fiir das TMPD+ ASC und FCCP soll der jeweilige Peak nicht enthalten sein. Das
Strathkelvin - Programm iiberfiihrt die Steigungen der jeweiligen Intervalle als Zahlen-
wert auf die Excel - Tabelle 1. Mit dem Programm Excel werden alle {iberfiihrten Zahlen
mit -1000 multipliziert.

Alle nachfolgenden Schritte werden mit Excel durchgefiihrt.
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Abbildung 8: Auswertungsschema fiir Respirationsmessung
(Graph idealisiert, nicht mafistabsgetreu)
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Von den drei Intervallwerten fiir die Mitochondrien wird derjenige ausgewdhlt, welcher
die mittlere GroBBe aufweist. Falls zwei Werte gleich grof} sind, wird einer von diesen
iibernommen.

Von den vier ADP - Werten wird der hochste gewihlt. Die Werte fiir FCCP und TMPD +
ASC werden komplett iibernommen.

Da pro Mitochondrienprobe drei Versuchsdurchldufe gemacht werden, wird aus den drei
ausgesuchten Einzelwerten fiir das jeweilige Substanzintervall der Mittelwert gebildet.

Die nun entstandenen Werte werden fur die Statistik benutzt.

3.1.2 Calcium - Retention - Capacity

Die erhaltenen Messwerte, welche in die Excel—Tabelle 1 transferiert werden, werden
mit dem Programm Excel in einen Graphen iiberfiihrt. Auf der Abszisse werden Hilfsli-
nien mit IntervallgréBe von 3 min hinzugefiigt (Abbildung 9).

Nach Zugabe vom Calcium kommt es zu einem sprunghaften Anstieg der Intensitdt und
direkt danach zu einer Abnahme (Peak), weil die Mitochondrien das Calcium aufnehmen
(siehe Pfeil, Abbildung 9). Diese Peaks erscheinen solange, bis die Mitochondrien kein
Calcium mehr aufnehmen konnen, die Pore sich 6ffnet und die Intensitdt nur noch kon-
tinuierlich steigt.

Um eine moglichst objektive Zahlung zu erhalten, wird das Excel - Programm DATA-
ANALYZER verwendet.

Folgende Grundeinstellungen werden verwendet:

Threshold: 7

Mittelwertbreite: 5

47



Das Programm generiert einen Punkt iiber einem Graphenanstieg, den das Programm als
Peak interpretiert. Nichtsdestotrotz soll der Graph parallel rein visuell betrachtet werden,
um eindeutige Peaks, die nicht mitgezadhlt werden, zusétzlich zu erfassen und in die Z&h-
lung mitaufzunehmen sowie gesetzte Punkte iiber nicht vorhandenen Peaks nicht mitzu-

zahlen. Die in Abbildung 10 dargestellten Peakformen sollen als Hilfestellung dienen.

Abbildung 9: Calcium - Retention - Capacity (Graph idealisiert)
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Nach folgenden Regeln werden zusétzliche Peaks erfasst bzw. falsch gesetzte Punkte

aufler Acht gelassen:

- Alle generierten Punkte, die einen Wert kleiner als 1,5 auf der Ordinate haben, werden
nicht gezihlt.

- Ist der Abstand zwischen zwei maschinellen Punkten kleiner als 3 min, aber zwei Peaks
sind eindeutig zu sehen, werden beide gezéhlt. Falls unter dem zweiten Punkt kein ein-
deutiger Peak zu sehen ist, wird nur der erste Punkt als Peak gewertet.

- Ist der Abstand zwischen zwei maschinellen Punkten nicht kleiner als 1,8 min, aber
zwei Peaks sind eindeutig zu sehen, werden beide gezihlt.

- Ist der Abstand zwischen zwei maschinellen Punkten kleiner als 1 min, unter dem ers-
ten Punkt ist kein eindeutiger Peak zu sehen, werden beide nicht als Peak gezéhlt; sofern
der erste Punkt iiber einem eindeutigen Peak liegt, werden beide gezihlt.

- Ist der Abstand zwischen zwei maschinellen Punkten kleiner als 0,5 min, wird nur ein
Punkt als Peak gezéhlt, sofern unter dem ersten Punkt eindeutig ein Peak zu sehen ist.

- Ist der Abstand zwischen zwei maschinellen Punkten — zwei Peaks sind eindeutig zu
sehen — 3 bis 5min und innerhalb dieses Intervalls finden sich weder Punkte noch ein-
deutige Peaks, so werden nur zwei Peaks gezihlt.

- Falls nach dem zuletzt maschinell als eindeutig markierten Peak mehr als 5 bis 6 min
vergangen sind und wieder Punkte iiber eindeutigen Peaks gesetzt wurden, so werden
innerhalb dieses Intervalls keine Peaks mitgezéhlt.

- Falls sich zwischen zwei maschinell markierten Peaks, die als solche eindeutig zu er-
kennen sind, weitere eindeutige Peaks befinden, die maschinell nicht erfasst wurden und
die Regeln eins bis vier nicht anwendbar sind, wird die entsprechende Anzahl gezihlt.
- Sind vor dem ersten maschinell als eindeutig markierten Peak weitere eindeutige
Peaks, die maschinell nicht erfasst wurden, wird die entsprechende Menge gezéhlt.

- Folgt nach einem maschinell als eindeutig markierten Peak ein weiterer vermeintlicher
Peak, dessen Form nicht in der o.g. Abbildung aufgefiihrt ist, dariiber aber ein Punkt
gesetzt wurde, so wird dieser mitgezéhlt. Ab hier wird die Zdhlung beendet, sofern im
weiteren Verlauf des Graphens subjektiv keine weiteren Peaks mehr zu sehen sind, das
Programm aber weitere Punkte setzte.

- Sofern der vom Programm generierte Mittelwert am Anfang des Graphen negativ ist
und hieraus vermeintliche Peaks durch Punkte markiert wurden, werden diese Punkte

nicht mitgezéhlt.
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Die Anzahl der Peaks fiir den jeweiligen Graphen wird mit 10 nmol multipliziert.

Die nun entstandenen Werte werden fir die Statistik benutzt.

3.1.3 Messung der Autofluoreszenz

Anhand der Werte, welche nach dem Versuch in die Excel - Tabelle 2 transferiert wur-
den, werden mit Hilfe des Programms Excel die Zeitpunkte bestimmt, zu denen jeweils
Mitochondrien, ADP und FCCP hinzugegeben wurden. Am besten kénnen diese Zeit-
punkte festgelegt werden, indem fiir diese die Zeitwerte genommen werden, die im
Membranpotentialversuch der gerade betrachteten Mitochondrienprobe enthalten sind.
Als Zugabezeitpunkt wird derjenige Wert genommen, nach welchem die Intensitatswer-
te im zeitlichen Mittel eine Differenz von mindestens eins zu den Vorwerten aufweisen.
Die festgestellten Zugabezeiten dienen als Bezugspunkt (Abbildung 11).

Bei der Mitochondrienzugabe werden alle Intensitétswerte beriicksichtigt, die 0,5 bis
maximal 1,5min vor dem Zugabezeitpunkt liegen. Nach dem Zugabezeitpunkt werden
alle Intensititswerte beriicksichtigt, die zwischen 1 und 2 min nach dem Zeitpunkt lie-
gen.

Sowohl bei den ADP - als auch den FCCP - Werten werden alle Intensitdtswerte bertick-

Abbildung 11: Autofluoreszenz- Messzeitpunkte (Graph idealisiert)
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sichtigt, die zwischen 1 und 2 min vor und nach dem jeweiligen Zugabezeitpunkt liegen.
Aus allen Intensitdtswerten, die einem der 1-min- Intervalle zugeordnet sind, wird mit
dem Programm Excel der Mittelwert berechnet. Dies wird fiir alle sechs Intervalle ge-
sondert durchgefiihrt.

Die nun entstandenen Werte werden fiir die Statistik benutzt.

3.14 Messung des Membranpotentials

Die generierten Zeit- und Intensititswerte werden automatisch in die Excel - Tabelle 2
tiberfiihrt. Alle folgenden mathematischen Schritte werden mit dem Programm Excel
durchgefiihrt.

Zuerst wird aus jedem Intensitiatswert der Kehrwert gebildet und dieser mit 100 multi-
pliziert. Aus den Intensititswerten von den Intervallen 7 bis 12 min, 22 bis 27 min und
die letzten 2 min werden jeweils die Mittelwerte gebildet (Abbildung 12).

Falls eine Messung 20 min dauert, werden 4 bis 7min, 11 bis 14min und die letzten
2min als alternative Intervalle genommen. Generell soll darauf geachtet werden, dass

die Intervalle innerhalb des Bereiches von dem Graphen liegen, in dem die jeweilige

Abbildung 12: Membranpotential - Messzeitpunkte (Graph idealisiert)
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Substanz hinzugegeben wurde. Es sollen die Zeitwerte als Grenze genommen werden,
wo zum ersten Mal die oben genannten Zahlen unabhidngig von den Nachkommastellen
stehen.

Das Intervall 7 bis 12 min bzw. 4 bis 7 min entspricht dem Mitochondrienzugabebereich,
das Intervall 22 bis 27 min bzw. 11 bis 14 min entspricht dem ADP - Zugabebereich und
die letzten 2 min entsprechen dem FCCP - Zugabebereich.

Aus den Mittelwerten der jeweiligen Bereiche werden folgenden Differenzen gebildet:

- Mitochondrien minus ADP
- Mitochondrien minus FCCP
- ADP minus FCCP

Die nun entstandenen Werte werden fir die Statistik benutzt.

3.1.5 Amplex Ultra Red Hydrogen Peroxide Peroxidase Assay/ROS - Messung
Die generierten Zeit- und Intensititswerte werden automatisch in die Excel-Tabelle 2
tiberfiihrt. Alle folgenden mathematischen Schritte werden mit dem Programm Excel
durchgefiihrt.

Fiir jeden Messzeitpunkt wird aus den beiden gemessenen Intensitdtswerten der Mittel-
wert gebildet. Dies wird fiir alle vier Versuchsanordnungen separat durchgefiihrt. Aus
den beiden Zeitwerten, die korrespondierend zu einem Intensitétswertepaar sind, wird
ebenfalls jeweils der Mittelwert gebildet. Auch hierbei wird dies separat fiir alle vier
Versuchsanordnungen durchgefiihrt.

Weiterhin wird der Mittelwert aus den vier korrespondierenden gemittelten Zeitwerten
ermittelt. Dies wird in der Zeitwertereihe fiir jedes einzelne Element durchgefiihrt.
AnschlieBend wird die Steigung in den ersten 3 min fiir die vier Versuchsanordnungen
bestimmt. Der Wert fiir die Steigung des Leerwertes wird jeweils von den anderen drei
Steigungswerten subtrahiert.

Die nun entstandenen Differenzen werden fiir die Statistik benutzt.
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3.2 ANT -1-Expressionsanalyse

Mit Hilfe der Real - Time - PCR werden Cycle - Threshold - Werte (Ct- Werte) fiir alle un-
tersuchten Gene generiert. Fiir jedes untersuchte Tier werden folgende Schritte durch-
geflihrt.

Mit dem Excel-Programm BestKeeper wird aus den jeweiligen Ci- Werten aller vier
Haushaltsgene zusammen ein Indexwert gebildet (Pfaffl, et al., 2004).

Alle nun folgenden Schritte erfolgen durch das Programm Excel.

Der gebildete Indexwert wird vom Ci- Wert, welcher fiir das ANT-1-Gen bestimmt
wurde, subtrahiert.

Die Differenzen der einzelnen Tiere aus der Gruppe, die das WT - Herz aufweist und der
Normoxie ausgesetzt war, werden dazu verwendet, einen Median zu bilden.

Der gebildete Median wird anschlieend von der Differenz aus Ci- Wert des ANT -
1 - Gens und des Indexwertes eines jeden einzelnen untersuchten Tieres subtrahiert.
Um die relative Expression zu berechnen, wird die Zahl zwei mit der zuletzt bestimmten
Differenz, nachdem diese mit minus eins multipliziert wurde, potenziert.

Die nun entstandenen Werte werden fur die Statistik benutzt.

33 Statistik

Alle gesammelten Daten werden entweder mit dem T - Test fiir unabhéngige Stichproben
oder mit dem Mann - Whitney - U - Test auf Signifikanz gepriift.

Alle hier genannten Tests werden mit dem Programm SPSS auf dem Computer F durch-
geflihrt.

Zundchst muss jede Gruppe auf Normalverteilung mit dem Shapiro- Wilk - Test iiber-
priift werden. Falls diese nicht gegeben [p <0,05] oder in einer Gruppe N <3 ist, wird der
Mann - Whitney - U - Test verwendet. Sobald eine Stichprobe N>30 iiberschreitet, kann
die Normalverteilung angenommen werden.

AbschlieBend wird mit dem Levene-Test[p<0,05] entschieden, welche Signifikanz

beim Ergebnis des T - Tests genutzt wird:

p<0,05: Werte fiir Signifikanz aus dem Abschnitt ,,Varianzen sind nicht gleich tiber-
nehmen.
p>0,05: Werte fiir Signifikanz aus dem Abschnitt ,,Varianzen sind gleich® iberneh-

men.
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Damit die statistische Signifikanz gegeben ist, soll der a-Fehler<5 % sein.

Als ergénzender Test wird der Zweifaktorielle- ANOVA - Test verwendet.
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4 Ergebnisse

Ein Teil der Ergebnisse, welche in dieser Arbeit erhoben wurden, wurden bereits 2021
in der Fachzeitschrift ,,Membranes* und dem folgenden Titel verdffentlich (Dorner,
Andrea, et al. 2021. Mitochondria Isolated from Hearts Subjected to Ischemia/Reper-
fusion Benefit from Adenine Nucleotide Translocase 1 Overexpression. Membranes

(Basel). 2021, Bd. 11, PMID: 34832065).

4.1 ANT-1-Expressionsanalyse
Um die ANT-1-Expression nach I/R zu beurteilen, wurde die ANT-1-mRNS-Ex-
pression bei den ANT-TG - und WT - Ratten analysiert, nachdem diese einer Normoxie

bzw. I/R ausgesetzt waren.
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Abbildung 13: Expression ANT -1-mRNS: Zunichst wurde nach 10 min Stabilitdtsphase entweder eine
Normoxie (15 min basale Perfusion) bzw. I/R (45 min Ischdmie gefolgt von 120 min Reperfusion) durch-
gefiihrt.

Anschliefend wurde fiir jede der vier Gruppen die Menge an ANT - 1 -mRNS mittels Real - Time-RT -
PCR bestimmt. Um die relative Expression zu bestimmen, wurde die absolute Expression der jeweiligen
Gruppe in Bezug zur WT -Normoxie - Gruppe gesetzt. Als interne Kontrolle fiir die mRNS - Expression
wurde das Programm BestKeeper benutzt, welches eine Korrelation der Haushaltsgene B2M, GAPDH,
HRPT und 18S-rRNS untereinander berechnet.

(WT-Normoxie) N=6; (WT-1/R; TG-ANT-Normoxie) N=35; (TG-ANT-1/R)N=4; *: p<0,05

In den transgenen Tieren wird sowohl bei Normoxie als auch bei I/R signifikant mehr
ANT-1-RNS im Vergleich zu den jeweiligen WT-Tieren synthetisiert(Normoxie:
242,1%+32,56 vs.100%+32,57, p=0,036; I/R: 231,58 %+32,56 vs. 52,79 %+32,56,
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p=0,014), (Abbildung 13). Dies spiegelt die Uberexpression der ANT - TG - Herzen wi-
der. Der erhobene Wert dient zudem als Korrelatparameter flir eine erhohte ANT-1 -
Proteinsynthese, welche von der Arbeitsgruppe um Andrea Dorner bestdtigt wurde
(Dorner, et al., 2021).

WT -Herzen bilden nach I/R weniger ANT - 1 -mRNS, wobei der Unterschied nicht sig-
nifikant ist. Dieser Unterschied zwischen Normoxie und I/R verschwindet fast vollstéin-
dig, wenn ANT-1 {iberexprimiert wird. Die ANT -1 - Uberexpression bleibt nach I/R
erhalten (242,1 %=+32,56 vs. 231,58 %=+32,56, p=0,86), (Abbildung 13).

4.2 Biometrie

In diesem Kapitel soll analysiert werden, ob die Herzen auf makroskopischer Ebene von
einer Uberexpression von ANT -1 einen protektiven Benefit nach Ischimie und Reper-
fusion haben. Anhand der Gewichte sollen Riickschliisse auf eine mdgliche Odembil-
dung bedingt durch die entstandene Infarzierung gemacht werden. Hierbei wurden weib-
liche und ménnliche Tiere zusammen betrachtet. Um Verzerrungen durch geschlechts-
spezifische Unterschiede zu minimieren, wurden zusitzlich das Gesamtherzgewicht
bzw. das Gewicht des linken Ventrikels in Bezug zum Korpergewicht und Tibialdnge
gesetzt. Der Quotient, welcher die Tibialédnge beriicksichtigt, scheint weniger durch das
Geschlecht beeinflusst zu sein, da das Korpergewicht bedingt durch den Geschlechtsdi-
morphismus und den gesundheitlichen Zustand variieren kann (Tiemann, et al., 2003).
Die Tiere haben nach I/R signifikant hohere Werte sowohl beim absoluten Gewicht des
gesamten Herzens als auch bei beiden entsprechenden Quotienten verglichen mit der
Normoxie, unabhéngig davon ob es sichum ANT -1 - oder WT - Herzen handelt(Tabelle
15). Dies spricht dafiir, dass nach Ischimie und Reperfusion sich ein Odem gebildet hat.
Beim ANOVA -Test zeigt sich, dass die Unterschiede darauf beruhen, ob vorher norm-
oxische Bedingungen oder I/R herrschten. Der Genotyp hatte keinen signifikanten Ein-
fluss auf das Herzgewicht bzw. auf den Quotienten aus Herzgewicht/ Tibialdnge. Auf3er-
dem gab es keine Wechselwirkungen zwischen den Genotypen und den beiden Bedin-
gungen Normoxie bzw. I/R(Tabelle 16). Der Herzgewicht/Korpergewicht- Quotient
hat beim ANOVA - Test einen p- Wert von 0,026. Herzgewicht/ Tibialdnge hat hingegen
einen p- Wert oberhalb von 0,05; im T-Test von Herzgewicht/Korpergewicht liegt die
Signifikanz oberhalb von 0,05. Diese Konstellation kann als Bestdtigung herangefiihrt

werden, dass keine Unterschiede zwischen den Genotypen gibt.
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Genotyp TG-ANT WT TG-ANT WT
Bedingung Normoxie I/R
N 11(3m+8w) 12(3m+9w) 19(8m+11w) 18(5m+13w)
Herzgewicht(g) n | 131 139 1,81 1,79
6 | £032 +0.4 +0,44 +0,60
Herzgewicht/Korpergewicht(g/g) | u | 0,00375 0,00342 0,00457 0,00408
o | £0,00071 +0,00068 +0,00059 +0,00089
Herzgewicht/ Tibialdnge (g/cm) n 0,312 0,317 0,418 0,399
o | £0,065 +0,075 +0,08 +0,102
p (T-Test) TG-ANT I/R | TG-ANT Normoxie | WT Normoxie TG-ANT Normoxie
vs. WT I/R vs. WT Normoxie vs. WT I/R vs. TG-ANT I/R
Herzgewicht (g) 0,66 0,88 0,048 <0,01
Herzgewicht/Korpergewicht(g/g) 0,053 0,12 0,039 <0,01
Herzgewicht/ Tibialdnge (g/ cm) 0,31 0,86 0,025 <0,01

Tabelle 15: Biometrie des Gesamtherzens: Das Herz, die Tibia und das Korpergewicht wurden nach
10min Stabilitatsphase gefolgt von Normoxie (15 min basale Perfusion) bzw. I/R (45 min Ischidmie ge-
folgt von 120 min Reperfusion) gewogen bzw. gemessen und aus diesen Werten wurden noch zusétzlich
die entsprechenden Quotienten gebildet. Bei den jeweiligen Gruppen wurden hieraus der Mittelwert ()
und die Standardabweichung (o) bestimmt. Bei der GruppengroBe (N) wird noch zusétzlich die Anzahl
der Miannchen (m) und Weibchen (w) aufgefiihrt.

Im unteren Teil der Tabelle wird die Signifikanz(p) des jeweiligen Unterschiedes im Mittelwert beim
Gruppenvergleich aufgefiihrt.

p (Zwei-Faktor-ANOVA) Genotyp Bedingung Genotyp x Bedingung
Herzgewicht (g) 0,8 <0,01 0,69
Herzgewicht/Korpergewicht (g/g) 0,026 <0,01 0,7
Herzgewicht/ Tibialinge (g/cm) 0,76 <0,01 0,59

Tabelle 16: Biometrie des Gesamtherzens — Statistische Erginzungen zu Tabelle 15: Es werden die
unterschiedlichen Signifikanzen (p) angezeigt, wenn Genotyp und Bedingung mithilfe des Zweifaktoriel-
len- ANOVA - Tests iiberpriift werden.

Die Unterschiede, die vorher beim Gesamtherz beschrieben wurden, begrenzen sich auf
den linken Ventrikel. Dieser zeigt ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen Norm-
oxie und I/R, nicht aber beim Genotyp. Beim rechten Ventrikel dagegen sind keine sig-
nifikanten Unterschiede bei den erhobenen Parametern vorhanden — Daten nicht aufge-
fiihrt.

Die geforderte Signifikanz fiir den linken Ventrikel des WT -Herzens wird nicht er-
reicht. Das Gewicht und der Quotient aus linkem- Ventrikel/ Tibialdnge hat einen p-
Wert von 0,068 und 0,06. Aber die Tendenz geht zu hoheren Werten nach I/R. Und die
Signifikanz verbessert sich, sobald das ANT - Herz betrachtet wird. So zeigen alle drei
Parameter signifikante Unterschiede mit jeweils niedrigeren Werten zugunsten einer er-
hohten Expression von ANT- 1 (Tabelle 17). Gestiitzt bzw. bestétigt wird das ganze
durch den ANOVA -Test, bei welchem alle drei Parameter signifikante Unterschiede
bei der Betrachtung der Bedingung zeigen (Tabelle 18). Zusitzlich kommt es beim Quo-
tienten aus linkem - Ventrikel /Korpergewicht zu einer signifikanten Wechselwirkung

zwischen Genom und der Bedingung (Tabelle 18). Der gleiche Quotient zeigt signifikant
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niedrigere Werte in der ANT - Gruppe, wenn beide Gruppen I/R als Grundbedingung
haben (Tabelle 17).

Genotyp TG-ANT WT TG-ANT |  WT
Bedingung Normoxie I/R
N 113m+8w) 12(5m+7w) 93 m+6w) 12(5m+7w)
Linker Ventrikel (g) n 0,87 1 1,24 1,39
¢ | +0,15 +0,25 +0,3 +0,65
Linker Ventrikel/Korpergewicht(g/g) | p | 0,00249 0,00246 0,00327 0,00274
¢ | £0,00026 +0,00038 +0,00035 +0,00063
Linker Ventrikel/Tibialdnge (g/cm) n 0,207 0,227 0,292 0,298
¢ | £0,026 +0,042 +0,061 +0,114
p (T - Test) TG-ANTI/R TG-ANT Normoxie WT Normoxie TG-ANT Normoxie
vs. WT I/R vs. WT Normoxie vs. WTI/R vs. TG-ANT I/R
Linker Ventrikel (g) 0,86 0,19 0,068 <0,01
Linker Ventrikel/ Korpergewicht (g/g) 0,036 0,62 0,83 <0,01
Linker Ventrikel/ Tibialdnge (g/cm) 0,65 0,18 0,06 <0,01

Tabelle 17: Biometrie des linken Ventrikels: Der linke Ventrikel, die Tibia und das Koérpergewicht
wurden nach 10min Stabilitdtsphase gefolgt von Normoxie (15 min basale Perfusion) bzw. I/R (45 min
Ischéamie gefolgt von 120 min Reperfusion) gewogen bzw. gemessen und aus diesen Werten wurden noch
zusétzlich die entsprechenden Quotienten gebildet. Bei den jeweiligen Gruppen wurden hieraus der Mit-
telwert (i) und die Standardabweichung (o) bestimmt. Bei der Gruppengrofe (N) wird noch zusétzlich die
Anzahl der Mannchen (m) und Weibchen (w) aufgefiihrt.

Im unteren Teil der Tabelle wird die Signifikanz(p) des jeweiligen Unterschiedes im Mittelwert beim
Gruppenvergleich aufgefiihrt.

p (Zwei-Faktor- ANOVA) Genotyp Bedingung Genotyp x Bedingung
Linker Ventrikel (g) 0,25 <0,01 0,95
Linker Ventrikel/ Korpergewicht (g/g) 0,087 <0,01 0,029
Linker Ventrikel/ Tibialédnge (g/cm) 0,56 <0,01 0,73

Tabelle 18: Biometrie des linken Ventrikels — Statistische Ergiinzungen zu Tabelle 17: Es werden die
unterschiedlichen Signifikanzen (p) angezeigt, wenn Genom und Bedingung mithilfe des Zweifaktoriel-
len- ANOVA - Tests tiberpriift werden.

4.3 Respirationsmessungen

Anhand des Sauerstoffverbrauches unter verschiedenen Bedingungen soll gepriift wer-
den, ob die ANT - 1 - Uberexpression einen Einfluss auf die Aktivitit von Komplex I und
IT und somit auf die Respiration hat und diese nach Ischdmie und Reperfusion verdndert
ist.

Werden normoxische Bedingungen betrachtet, so zeigt Komplex I keine signifikanten
Unterschiede zwischen den ANT - 1 - und WT - Herzen. Diese fehlende Signifikanz wird
sowohl unter basalen Bedingungen (ohne ADP - Stimulation) als auch nach ADP - Sti-
mulation beobachtet (Abbildung 14). Auch nach I/R zeigen sich dhnliche Ergebnisse,
wenn ANT - 1- mit WT -Herzen verglichen werden (Abbildung 14).

Nur bei den WT - Tieren verbraucht Komplex I bei Normoxie signifikant mehr Sauer-

stoff als nach I/R. Dies gilt sowohl fiir ADP stimulierte als auch unstimulierte Mito-
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chondrien (Basal: 18,94nmol O2£3,32'% vs. 12,91 nmol 02£4,19, p=0,034;
ADP: 42,89nmol O2£13 vs. 22,65nmol 026,51, p<0,01), (Abbildung 14). Diese Un-
terschiede sind bei Uberexpression von ANT -1 auch nach zuvor beschriebener unter-

schiedlicher Stimulation nicht mehr vorhanden (Abbildung 14).

Normoxie Normoxie Normoxie Normoxie
WT TG-ANT WT TG-ANT
Basal + ADP

Abbildung 14: Respiration Komplex I: Bei WT- und TG-ANT -1 - Mitochondrien wurde der Sauer-
stoffverbrauch gemessen. Dieser Verbrauch wurde jeweils nach 10min Stabilitdtsphase gefolgt von
Normoxie (15 min basale Perfusion) bzw. I/R (45 min Ischdmie gefolgt von 120 min Reperfusion) gemes-
sen. Zusétzlich wurde der Verbrauch nach Stimulation durch ADP (Zielkonzentration: 40 pmol/1) be-
stimmt. Hierbei war Komplex I aktiv.

(WT-Normoxie; WT-1/R; TG-ANT-Normoxie) N=6; (TG- ANT-I/R)N=35; *: p<0,05; **: p<0,01

80

3
=

(=)
=

[9)]
=}

Sauerstoffverbrauch
(nmol O2/min/mg Protein)
g 2 &

—
(=]

=]

Komplex II bei WT - Tieren zeigt nur nach ADP - Zugabe einen signifikant héherer Sau-
erstoffverbrauch bei Normoxie. Werden basale Bedingungen (ohne ADP - Zugabe) be-
trachtet, so entstehen keine Unterschiede, aber es zeigt sich ein Trend zu einem hoheren
Sauerstoffverbrauch bei Normoxie (Basal: 36,83 nmol O2+ 8,88 vs. 24,07 nmol O2=+ 14,
p=0,22; ADP: 88,89nmol O2+35,62 vs. 34,56nmol O2+17,27, p<0,01), (Abbildung
15).

Ebenso wenn ANT - Tiere mit WT - Tieren verglichen werden, werden beim Komplex II

12 Es wird aus Griinden der Ubersicht auf das volle Ausschreiben der Einheit verzichtet
[komplett: nmol O,/ min/mg Protein]
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keine signifikanten Unterschiede beim Sauerstoffverbrauch festgestellt, unabhiangig da-
von ob die Grundbedingung die Normoxie bzw. I/R ist oder ob mit ADP stimuliert wird

oder nicht (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Respiration Komplex II: Bei WT - und TG-ANT -1 -Mitochondrien wurde der Sauer-
stoffverbrauch gemessen. Dieser Verbrauch wurde jeweils nach 10min Stabilitdtsphase gefolgt von
Normoxie (15 min basale Perfusion) bzw. I/R (45 min Ischdmie gefolgt von 120 min Reperfusion) gemes-
sen. Zusdtzlich wurde der Verbrauch nach Stimulation durch ADP (Zielkonzentration: 40 pmol/1) be-
stimmt. Hierbei war Komplex I inaktiv.

(WT-Normoxie; WT-1/R; TG-ANT-Normoxie) N=6; (TG- ANT-I/R)N=5; **: p<0,01

Unter basalen und ADP - stimulierten Bedingungen ermoglicht die verstiarkte Expression
vom ANT -1 nach I/R ein Funktionsniveau der Mitochondrien, welches dem bei Norm-
oxie entspricht (Komplex I basal: 18,28 nmol O2+2,99 vs. 17,43 nmol O2+3,55, p=0,75;
Komplex I ADP: 35,11 nmol Q244,15 vs. 28,33 nmol O2+7,5, p=0,14; Komplex II ba-
sal: 35,11 nmol 024+9,03 vs. 35,1 nmol 02+ 12,15, p=0,5;

Komplex II ADP: 77,83nmolO2+13,38 vs. 54,47nmol O2+18,36, p=0,051), (Abbil-
dung 14, Abbildung 15). Dieses Angleichen des Funktionsniveaus findet fiir Komplex
IT unter basalen Bedingungen nicht statt, da bereits beim WT -Herz keine signifikanten

Unterschiede bestehen (Abbildung 15).
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4.4 Calcium - Retention - Capacity

Mit der Messung der aufgenommenen Calciummenge soll iiberpriift werden, inwieweit
eine Uberexpression von ANT-1 die Fihigkeit der Mitochondrien verbessert, nach
Ischiimie und Reperfusion Calcium zuriickzuhalten, wodurch die Offnung der mPTP
hinausgezogert wird.

Es werden wieder zuerst die ANT - 1-und WT -Herzen verglichen.

Nach Ischdmie und Reperfusion konnen TG- ANT - Mitochondrien im Vergleich zu
WT -Tieren unter basalen Bedingungen und unter Zusatz von CsA signifikant mehr Cal-
cium aufnehmen, bevor sich die mPTP 6ffnet (Basal: 86 nmol+29,66 vs. 50nmol£15,5,
p=0,029; CsA: 120nmol+29,15 vs. 78,33nmol+30,61, p=0,047),(Abbildung 16).
CsA ist einer der beiden wichtigsten Inhibitoren der mPTP, weshalb der Gebrauch die
Offnung verzogern soll (Karch, et al., 2019).
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Abbildung 16: Calciumaufnahme: Bei Mitochondrien mit und ohne Uberexpression von ANT - 1 wurde
nach 10min Stabilititsphase gefolgt von Normoxie (15 min basale Perfusion) bzw. I/R (45 min Ischimie
gefolgt von 120 min Reperfusion) die Menge an Calcium gemessen, bei welcher sich die mPTP 6ffnet.
Auch nach Zugabe von CsA (Zielkonzentration: 1 pmol/l) wurde die Menge bestimmt, bei der es zu
einer Porendffnung kommt.

(WT-Normoxie; WT-1/R; TG-ANT-Normoxie) N=6; (TG- ANT-I/R)N=35; *: p<0,05; **: p<0,01

Nun wird die Normoxie - Gruppe mit der I/R - Gruppe verglichen.
WT -Mitochondrien kénnen nach I/R im Vergleich zur Normoxie signifikant weniger

Calcium aufnehmen (50 nmol+ 15,49 vs. 128 nmol+43,09, p<0,01), (Abbildung 16). So
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kommt es nach Ischimie und Reperfusion schneller zu einer Calciumiiberladung mit
konsekutiver Offnung der mPTP, was zur Folge hat, dass die Mitochondrien hierdurch
frither geschidigt werden. Dadurch werden bei gleichen Calciummengen nach I/R die
Mitochondrien auch stérker geschadigt. Ein Hochregulieren vom ANT - 1 erméglicht es,
dass Mitochondrien nach I/R dhnlich viel Calcium aufnehmen kdnnen wie bei Norm-
oxie(116,67nmol+36,7 vs. 86nmol+29,66, p=0,16),(Abbildung 16). Sowohl bei
ANT-1- als auch WT-Herzen kommt es zu signifikanten Unterschieden zwischen
Normoxie und I/R, wenn letztgenannten Gruppen mit CsA behandelt werden (WT:
183,33 nmol+74,48 vs. 78,33nmol+30,61, p<0,01; ANT: 176,67 nmol+33,86 vs.
120nmol+29,15, p=0,015), (Abbildung 16).

4.5 Autofluoreszenz

Mit der Autofluoreszenz wird die Menge an NAD(P)H gemessen. Dieses Molekiil dient
als Elektronentriager, womit in der Atmungskette Energie in Form von ATP gewonnen
wird. So soll iiberpriift werden, inwieweit eine Uberexpression vom ANT -1 die Menge
an NAD(P)H nach Ischdmie und Reperfusion verdndert.

Es werden die einzelnen Messzeitpunkte betrachtet.

Unter basalen Bedingungen weisen die Mitochondrien bei Normoxie signifikant hohere
Mengen an NAD(P)H im Vergleich zu I/R auf. Dies gilt sowohl bei der Betrachtung
von WT- als auch ANT-Tieren(WT Mito post: 6,02a.u.=1,02 vs. 2,45a.u.+0,48,
p<0,01; ANT Mito post: 5,93a.u.£0,76 vs. 3,41 a.u.+1,15, p<0,01), (Abbildung 17).
Ahnliche signifikante Unterschiede werden auch vor und nach Zugabe von ADP bei
beiden Genotypen beobachtet(WT ADP pra: 5,19a.u.+0,79 vs. 2,29a.u.£0,32, p<0,01;
WT ADP post: 4,59a.u.+0,62 vs. 2,14a.u.£0,39, p<0,01; ANT ADP pra: 5,06a.u.+
0,52 vs. 2,99a.u.+£0,95, p<0,01; ANT ADP post: 4,67a.u.+0,48 vs. 2,78 a.u.+0,84,
p<0,01),(Abbildung 18).

Auch kann festgestellt werden, dass vor und nach Zugabe von FCCP ebenso &hnliche
signifikante Unterschiede bestehen, sowohl innerhalb der WT- als der ANT - Gruppe
(WT FCCP pré: 4,62a.u.+0,53 vs. 2,09a.u.+0,31, p<0,01; WT FCCP post: 4,48 a.u.+
0,52 vs. 1,98a.u.+0,28, p<0,01; ANT FCCP pra: 4,65a.u.+0,42 vs. 2,76a.u.+0,91,
p<0,01; ANT FCCP post: 4,32a.u.+0,32 vs. 2,45a.u.£0,8, p<0,01), (Abbildung 19).
Der direkte Vergleich der WT - Gruppe mit der ANT - Gruppe zeigt zu keinem Messzeit-
punkt signifikante Unterschiede.
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Abbildung 17: Autofluoreszenz basal: Bei unstimulierten Mitochondrien mit und ohne Uberexpression
von ANT-1 wurde nach 10min Stabilitdtsphase gefolgt von Normoxie (15 min basale Perfusion) bzw.
I/R (45 min Ischdamie gefolgt von 120 min Reperfusion) die Autofluoreszenz und die damit verbundene
Produktion von NAD(P)H gemessen.

(WT-Normoxie; WT-1/R; TG-ANT -Normoxie) N=6; (TG-ANT-1/R)N=5; *: p<0,01
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Abbildung 18: Autofluoreszenz unter ADP: Bei mit ADP (Zielkonzentration: 40 pmol /1) stimulierte
Mitochondrien mit und ohne Uberexpression von ANT - 1 wurde nach 10 min Stabilititsphase gefolgt von
Normoxie (15 min basale Perfusion) bzw. I/R (45 min Ischédmie gefolgt von 120 min Reperfusion) die Au-
tofluoreszenz und die damit verbundene Produktion von NAD(P)H gemessen.

(WT-Normoxie; WT-I/R; TG-ANT -Normoxie) N=6; (TG-ANT-I/R)N=5; *: p<0,01
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Abbildung 19: Autofluoreszenz unter FCCP: Bei mit FCCP (Zielkonzentration: 100 nmol/l) stimu-
lierte Mitochondrien mit und ohne Uberexpression von ANT -1 wurde nach 10 min Stabilititsphase ge-
folgt von Normoxie (15 min basale Perfusion) bzw. I/R (45 min Ischédmie gefolgt von 120 min Reperfusi-
on) die Autofluoreszenz und die damit verbundene Produktion von NAD(P)H gemessen.
(WT-Normoxie; WT-1/R; TG-ANT -Normoxie) N=6; (TG-ANT-I/R)N=5; *: p<0,01

So scheint die Menge an NAD(P)H nach Ischimie und Reperfusion durch eine Uberex-

pression von ANT -1 nicht beeinflusst zu sein.

4.6 Membranpotential

Nach Ischimie und Reperfusion kommt es nach einer Calciumiiberladung zu einer Off-
nung der mPTP, wodurch das Membranpotential abnimmt. In diesem Kapitel soll iiber-
prift werden, inwiefern eine verstiarkte Expression von ANT -1 den Membranpotential-
verlust reduzieren bzw. allgemein gesprochen dieses Potential stabilisieren kann.

Bei WT-Mitochondrien(mit ADP stimuliert) ist zwar das Membranpotentialniveau
nach I/R niedriger als bei Normoxie, aber diese Differenz ist nicht signifikant (100 %+
14,65 vs. 71,41%=+1,17, p=0,11),(Abbildung 20). Bei ANT -1 -Mitochondrien glei-
chen sich die bestehenden Membranpotentiale an (102,99 %+ 16,62 vs. 105,66 %+7,43,
p=0,74), (Abbildung 20).

Bei Normoxie hat die WT-Gruppe ein &dhnliches Membranpotential wie die
ANT - Gruppe (Abbildung 20). TG-ANT-Mitochondrien zeigen gegeniiber dem
WT -Pendant nach I/R ein signifikant stabileres Membranpotentials, nachdem diese mit

ADP stimuliert wurden (105,66 %+7,43 vs. 71,41 %+1,17, p=0,018), (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Membranpotentialabnahme: Zunéchst erfolgte eine 10-miniitige Stabilititsphase, ge-
folgt entweder von Normoxie (15 min basale Perfusion) bzw. I/R (45 min Ischdamie gefolgt von 120 min
Reperfusion). AnschlieBend wurden fiir alle vier Gruppen jeweils die Abnahme des Membranpotentials
nach Zugabe von ADP (Zielkonzentration: 40 pmol/l) bestimmt und in Bezug zu der WT - Normoxie -

Gruppe gesetzt.
(WT-Normoxie; TG- ANT-Normoxie) N=6; (WT-1/R; TG-ANT-1/R)N=5; *: p<0,05
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Abbildung 21: Zeitlicher Verlauf des Membranpotential: Zunachst erfolgte eine 10 - miniitige Stabili-
titsphase, gefolgt entweder von Normoxie (15 min basale Perfusion) bzw. I/R (45 min Ischdmie gefolgt
von 120min Reperfusion). AnschlieBend wird der zeitliche Verlauf des Membranpotentials aller vier
Gruppen dargestellt und wie er sich nach Zugabe von ADP (Zielkonzentration: 40 pmol/I) verdndert.
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4.7 Amplex Ultra Red Hydrogen Peroxide Peroxidase Assay/ROS - Messung
Ischdmie und Reperfusion schdadigen Mitochondrien und fithren zu vermehrter Freisetz-
ung reaktiver Sauerstoffspezies. Nun soll evaluiert werden, welchen Einfluss eine
ANT - 1 - Uberexpression auf die ROS - Produktion hat.

Mitochondrien mit einer ANT - 1-Uberexpression produzieren sowohl nach Ischimie
und Reperfusion als auch bei Normoxie basal ohne jegliche Zusétze signifikant mehr
ROS im Gegensatz zum WT-Herz(I/R: 1,34a.u.£0,43 vs. 0,77a.u.+0,19, p=0,036;
Normoxie: 1,12a.u.£0,14 vs. 0,84a.u.+0,2, p=0,019), (Abbildung 22). Innerhalb der
WT -Mitochondrien bzw. ANT - Mitochondrien gibt es zwischen Normoxie und I/R
keine signifikanten Unterschiede bei der ROS - Produktion unter basalen Bedingungen

(Abbildung 22).
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Abbildung 22: ROS -Produktion basal: Bei den Mitochondrien der verschiedenen Gruppen wurde je-
weils die gebildete Menge an ROS innerhalb der ersten drei Minuten bestimmt. Zuvor hat nach einer
10 -miniitigen Stabilitdtsphase entweder Normoxie (15 min basale Perfusion) bzw. I/R (45 min Ischdmie
gefolgt von 120 min Reperfusion) stattgefunden.

(WT-Normoxie; WT-1/R; TG-ANT-Normoxie) N=6; (TG-ANT-I/R)N=5; *: p<0,05

Beim Vergleich der Normoxie mit I/R produzieren die Mitochondrien aus dem
WT -Herz nach Rotenon - Gabe bei Normoxie signifikant mehr ROS im Vergleich nach
I/R(2,67a.u.+0,35 vs. 1,7a.u.£0,24, p<0,01), (Abbildung 23). Sobald in beiden Ver-
gleichsgruppen ANT -1 iiberexprimiert wird, gleicht sich die Produktionsleistung der

Mitochondrien, die I/R ausgesetzt waren, der bei Normoxie an(2,93a.u.+£0,27 vs.

2,21a.u.£0,91, p=0,15), (Abbildung 23).
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Abbildung 23: ROS-Produktion unter Rotenon: Nach einer 10-miniitigen Stabilitdtsphase mit an-
schlieBender Normoxie (15 min basale Perfusion) bzw. I/R (45 min Ischdmie gefolgt von 120 min Reper-
fusion) wurde Rotenon (Zielkonzentration: 4 pmol/I) hinzugegeben und in den jeweiligen Gruppen die
Menge an gebildeten ROS innerhalb der ersten drei Minuten bestimmt.

(WT-Normoxie; WT-1/R; TG-ANT -Normoxie) N=6; (TG-ANT-1/R)N=5; **: p<0,01
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Abbildung 24: ROS - Produktion unter Antimycin A: Nach einer 10-miniitigen Stabilitdtsphase mit
anschlieBender Normoxie (15 min basale Perfusion) bzw. I/R (45 min Ischdmie gefolgt von 120 min Re-
perfusion) wurde Antimycin A (Zielkonzentration: 32 mg/1) hinzugegeben und in den jeweiligen Grup-
pen die Menge an gebildeten ROS innerhalb der ersten drei Minuten bestimmt.

(WT-Normoxie; WT-1/R; TG-ANT-Normoxie) N=6; (TG- ANT-I/R)N=5; **: p<0,01
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Bei einer ANT - 1 - Uberexpression zeigt sich eine dhnlich hohe ROS - Produktion nach
I/R wie bei Normoxie. Dies gilt sowohl nach der Gabe von Rotenon als auch nach Anti-
mycin A (Abbildung 23, Abbildung 24). Rotenon ist ein Inhibitor von Komplex I und
Antimycin A ist ein Inhibitor von Komplex III. Beide Stoffe fiihren zu einer Erhdhung

bzw. Akkumulation von ROS (Georgakopoulos, et al., 2017).
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5 Diskussion

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse im Kontext des am Eingang dieser Arbeit be-
schriebenen Wissensstandes sowie der formulierten Fragestellung interpretiert. Bereits
publizierte Arbeiten sollen die Plausibilitit dieser Ergebnisse stiitzen. Zusétzlich werden
Daten, welche Widerspriichlichkeiten oder Abweichungen gegeniiber der Arbeitshypo-

these aufweisen, nach ergénzender Recherche erortert.

5.1 Interpretation der Ergebnisse

Die erhobenen Daten zeigen nach Ischdmie und Reperfusion mehrere positive Effekte,
wenn ANT - 1 iiberexprimiert wird.

Komplex [ und II der Atmungskette zeigen einen Sauerstoffverbrauch nach I/R der dem
bei Normoxie &hnlich ist. Sowohl unter basalen Bedingungen als auch nach
ADP -Zugabe ist dieses zu beobachten. Dies trifft fiir WT-Mitochondrien nicht zu.
Nach I/R ist die Funktion beider Komplexe von WT - Mitochondrien signifikant redu-
ziert. Somit erhilt die ANT - 1 - Uberexpression die Funktion beider Komplexe wihrend
I/R. Dies kann als protektive Eigenschaft angesehen werden. Nach Ischdmie und Re-
perfusion zeigen zwar beide Komplexe von Mitochondrien aus ANT - 1 - Herzen gegen-
iiber WT - Herzen keine signifikanten Unterschiede, aber es ist ein Trend zu sehen, dass
beide Komplexe von Mitochondrien aus ANT-1-Herzen tendenziell einen hdheren
Sauerstoffverbrauch aufweisen. Die geringere Abnahme des Sauerstoffverbrauchs vom
Komplex II nach I/R ist moglicherweise auf eine gesteigerte Funktion von diesem bei
ANT - 1-Uberexpression zuriickzufiihren (Walther, et al., 2007). Beide Beobachtungen
stiitzen die protektiven Effekte der ANT - 1 - Uberexpression. Dies ist umso entscheiden-
der, da ANT -1 in einem der wichtigsten Regulationsschritte der oxidativen Phosphory-
lierung involviert ist. ANT-1 kontrolliert die Steady - State - Atmungsraten von Mito-
chondrien, welche aus normalen bzw. post-ischdmischen Herzen isoliert wurden
(Borutaité, et al., 1993).

ANT -1 -Mitochondrien konnen im Vergleich zur WT - Gruppe nach I/R signifikant
mehr Calcium zuriickhalten, bevor es zu einer Offnung der mPTP kommt, sowohl unter
basalen Bedingungen als auch nach Zugabe von CsA. Zusitzlich findet unter basalen
Bedingungen wie bei den Komplexen der Atmungskette nach ANT - 1 - Uberexpression
ein Angleichen der aufgenommenen Calciummenge nach [/R an das Niveau bei Norm-
oxie statt. Wenn CsA hinzugegeben wird, 6ffnet sich die mPTP bei Normoxie im Ver-

gleich zu /R erst bei signifikant hoheren Calciummengen, unabhéngig vom Genotyp.
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Die letzte Beobachtung erlaubt die Schlussfolgerung, dass ein Mechanismus existieren
konnte, iiber welchen ANT - 1 unabhingig von CsA die mPTP modifiziert, wodurch die
Sensitivitit dieser gegeniiber Calcium gesenkt wird. Zumal Untersuchungen existieren,
bei welchen das Cyp-D-Gen inaktiviert wurde und es trotzdem zu einer Offnung der
mPTP kam (Basso, et al., 2005; Nakagawa, et al., 2005). So kann bei diesen Ergebnissen
festgehalten werden, dass die ANT - 1-Uberexpression die mPTP gegeniiber Calcium
desensibilisiert und somit einen protektiven Effekt nach Ischdmie und Reperfusion hat.
Weil bei der Calcium-Retention-Capacity ANT - 1 - Mitochondrien im Vergleich zur
WT - Gruppe nach /R signifikant hohere Mengen an Calcium aufnehmen kénnen, kann
ebenfalls interpretiert werden, dass bei Komplex [ und II der Atmungskette nach I/R die
ANT -1 - Uberexpression verglichen mit der WT - Gruppe zu einer gesteigerten Aktivitit
fiihren konnte, was im Einklang mit den zuvor beschriebenen Trends steht. Hohe ATP -
Konzentrationen flihren zu einer Desensibilisierung der mPTP (Morciano, et al., 2025).
So konnte die gesteigerte Aktivitdt der Komplexe eine Erklarung sein, weshalb bei
ANT -1 - Uberexpression hohere Mengen an Calcium fiir eine mPTP - Offnung notwen-
dig sind. Eventuell sind groBere Gruppen notwendig, um die geforderte Signifikanz zu
erreichen.

Transgene Mitochondrien weisen ein stabileres Membranpotential nach I/R im Ver-
gleich zu den WT - Mitochondrien auf. Dies ist vereinbar mit den Ergebnissen aus der
Calcium - Retention - Capacity, in der transgene Mitochondrien signifikant mehr Calci-
um aufnehmen konnen. Nach I/R ist das Membranpotential bei transgenen Mitochond-
rien dhnlich stabil wie wahrend Normoxie, wohingegen es bei WT - Mitochondrien zu
einer Abnahme des Membranpotentials nach I/R kommt. Diese Ergebnisse zeigen, dass
eine ANT - 1-Uberexpression das Membranpotential nach I/R aufrechterhalten kann.
Unter normoxischen Bedingungen wird dieses aber nicht {iber das physiologische Ni-
veau gesteigert.

Zusétzlich produzieren Mitochondrien der ANT - Tiere nach I/R verglichen mit den
Wildtyptieren basal mehr radikale Sauerstoffspezies. Dies muss nicht im Widerspruch
zur zu Beginn dargelegten Annahme stehen. Da auch bei Normoxie ANT - Tiere signi-
fikant mehr ROS produzieren, kann dies vielmehr als Ausdruck einer erhdhten Aktivitét
der Atmungskette gewertet werden. So erscheint unter diesem Gesichtspunkt die erhdhte
Produktion nach I/R plausibel. Die erhohte Expression von ANT -1 erhilt die Aktivitét
der Atmungskette. Mdglicherweise hat eine genetische Konditionierung durch die Uber-

expression nach I/R stattgefunden. Darauf deutet der fehlende Unterschied bei der
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ROS -Produktion zwischen Normoxie und I/R unter basalen Bedingungen bei den
ANT - Gruppen hin. Da geschidigte Mitochondrien tendenziell mehr ROS produzieren,
wéren nach I/R erhohte Werte erwartbar, welche aber ausbleiben (Ikeda, et al., 2015).
Auch gleicht nach I/R die Uberexpression des Translokators die Produktion von ROS
(bei inhibiertem Komplex I) an die Menge an, welche bei Normoxie entsteht. Da durch
Rotenon Komplex I gehemmt wird, ist der Benefit von ANT -1 bei den Komplexen II
und III zu suchen. Und weil es nach Antimycin-A - Gabe — Komplex - III - Inhibitor —
keine signifikanten Unterschiede zwischen der Normoxie - und der I/R - Gruppe bei der
ROS - Produktion gibt, unabhéngig davon ob ANT - 1 iiberexprimiert ist oder nicht, deu-
ten diese Ergebnisse darauf hin, dass ANT - 1 vor allem einen protektiven Effekt auf den
Komplex III hat. Und wie bereits erwahnt, konnte Walther et al. bei seiner Arbeit zeigen,
dass die Uberexpression von ANT - 1 unter anderem zu einer erhdhten Aktivitit von diesem
Komplex fiihrt(Walther, et al., 2007).

Gleichzeitig verursachen ROS eine Carbonylierung von Proteinen, ANT mitinbegriffen,
was zu einer Einschrankung der Funktion dieser fiihrt. Das carbonylierende Molekiil ist
unter anderem 4 -Hydroxynonenal (HNE), (Chen, et al., 1995; Clarke, et al., 2008;
Morciano, et al., 2015; Klumpe, et al., 2016). Dorner et al. konnte zeigen, dass nach I/R
WT-Herzen eine signifikant hohere Menge an HNE - modifiziertem ANT -1 - Protein
aufweisen im Vergleich zur Normoxie. Diese Erhohung wurde nach ANT - 1 - Uberex-
pression nicht festgestellt(Dorner, et al., 2021). Weil hierdurch die Menge an nicht - mo-
difiziertem ANT-1 hoher ist, ist folglich auch die Funktion der Atmungskette von
ANT-1-Herzen im Vergleich zu WT - Herzen weniger eingeschréinkt.

Es erscheint paradox, dass parallel zur erhhten ROS -Produktion von ANT - Tieren
nach I/R der basale Sauerstoffverbrauch der Mitochondrien bei der Respirationsmes-
sung nicht signifikant erhoht ist. Gleiches gilt bei Normoxie. Zusitzlich zur oxidativen
Phosphorylierung ist die Acyl-CoA -Dehydrogenase, ein Enzym des Fettsduremetabo-
lismus, welches ebenfalls in der Mitochondrienmatrix lokalisiert ist, eine weitere Quelle
von ROS (Schartl, et al., 2009; Rodrigues, et al., 2012; Dambrova, et al., 2021). Vor
allem, wenn letztgenannter Stoffwechselweg nicht mit der oxidativen Phosphorylierung
gekoppelt ist, kann es zu einer gesteigerten ROS - Produktion kommen (Dambrova, et
al., 2021). Dies wiére eine Erklarung, weshalb eine gesteigerte ROS - Genese transgener
Tiere nach I/R nicht von einem gesteigerten Sauerstoffverbrauch der Atmungskette be-
gleitet wird. Weiterhin haben Walther et al. bei ihren Untersuchungen festgestellt, dass
obwohl Komplex II bis IV in ihrer Aktivitit durch ANT -1 gesteigert werden, aber die
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zelluldre Menge an ADP und ATP sich nicht verdndert. Diese Arbeitsgruppe folgerte
hieraus, dass durch diesen Translokator der Energietransfer beschleunigt wird (Walther,
etal., 2007). Carreire et al. vermuten aufgrund ihrer Untersuchungen, bei welchen ischa-
misch prakonditionierte Rattenherzmitochondrien hinsichtlich der Entkopplung der At-
mungskette untersucht wurden, dass die Aktivitdt von ANT durch die Prakonditionie-
rung gesteigert wird, wodurch diese Entkopplung durch Fettsduren geférdert wird
(Carreira, et al., 2007). Ahnliche Folgewirkungen von ANT - 1 wurden bei Mitochond-
rien aus Skelettmuskelzellen von trainierten Menschen im Vergleich zu untrainierten
gefunden (Sparks, et al., 2016). Ergidnzend muss hinzugefiigt werden, dass die beiden
letztgenannten Untersuchungen nur hinweisenden Charakter haben, da Dambrova et al.
die funktionelle Trennung der Atmungskette vom Fettstoffwechsel beschreiben, Carrei-
re et al. und Sparks et al. hingegen den Protonenfluss iiber die innere Mitochondrien-
membran unter Umgehung des Komplex V untersucht haben. Auch ist es interessant zu
ergriinden, wie die Wechselbeziehungen zwischen ANT-1 und dem Fettstoffwechsel
sind. Einerseits wird, wie eingangs in dieser Arbeit beschrieben, der Translokator durch
Fettsduren gehemmt. Andererseits scheint von Seiten des Translokators ein Einfluss un-
klarer Grundlage auf Fettsduren zu existieren. Und da Fettsduren normalerweise bei der
Energiegewinnung vom Herzen einen Anteil von 50-60% haben, ist hier ein entspre-
chend groB3er Fokus vorhanden (Pape, et al., 2019).

Sowohl die Ergebnisse der Membranpotentialmessung als auch die dhnlich hohen
ROS - Produktionen bei I/R und Normoxie (bei inhibiertem Komplex I) sind konkordant
mit den Ergebnissen beim Sauerstoffverbrauch der Atmungskette und bei der Menge des
aufgenommenen Calciums.

Unter basalen Bedingungen, nach ADP - Gabe und nach FCCP - Gabe weisen die Mito-
chondrien bei Normoxie signifikant hohere Mengen an NAD(P)H im Vergleich zu I/R
auf. Dies gilt sowohl bei der Betrachtung von WT - als auch ANT - Tieren. Dies erscheint
plausibel, da unter Sauerstoffmangel einerseits die Reserven verbraucht werden und an-
dererseits durch die mangelnde Zufuhr an Substrat kein neues NAD(P)H gebildet wer-
den kann. Die Menge an NAD(P)H im direkten Vergleich von hochreguliertem ANT -1

mit WT zeigt keine signifikanten Unterschiede, unabhédngig von der Grundbedingung.

Aufmakroskopischer Ebene entsteht nach Ischimie und Reperfusion ein Odem, welches
sich vor allem auf den linken Ventrikel begrenzt und groBer ist im Vergleich bei Norm-

oxie. Wéhrend dieser Phase herrscht eine gestorte Versorgung der Myokardzellen, wo-
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durch es unter anderem zu einer gestorten Homdostase von Elektrolyten kommt, welche
einen intrazelluldren Fluss von Fliissigkeit bedingen (Morciano, et al., 2015). Die Bil-
dung eines Odems ist die logische Konsequenz. Dieses Odem ist jedoch nicht von einem
vergroferten Infarktareal begleitet, wie Dorner et al. bei ihren Untersuchungen feststel-
len konnten (Ddrner, et al., 2021). Auch konnte durch statistische Analysen ausgeschlos-
sen werden, dass die verstirkte Odembildung auf unterschiedliche Genotypen zuriickzu-
fiihren wire. Der Quotienten aus linkem - Ventrikel/ Korpergewicht zeigt im ANOVA -
Test eine signifikante Wechselwirkung zwischen Genom und Bedingung. Eventuell
liegt eine Verzerrung vor, da der Quotient, fiir welchen die Tibialdnge benétigt wird, der
zuverldssigere von den Parametern ist und genauso wie das Gewicht des linken
Ventrikels beim ANOVA-Test beziiglich Wechselwirkung keine Signifikanz zeigt
(Tiemann, et al., 2003).

5.2 Beurteilung des Ischimie- Reperfusion-Modells

Bei in dieser Arbeit durchgefiihrten Langendorff- Versuchen handelt es sich um eine In-
vitro - Methode. Werden die Herzen aus dem Organismus entnommen und unter artifi-
ziellen Bedingungen untersucht, geht ein Teil der Vorgidnge, welche im Gesamtorganis-
mus wihrend und nach I/R stattfinden, verloren. Dies kann aber auch als Vorteil gese-
hen werden, da neurohumorale Effekte und die Effekte der Innervation durch den Sym-
pathikus und Parasympathikus ausgeschlossen werden kénnen, wodurch ausschlieBlich
die Reaktion des Herzens untersucht werden kann (Sutherland, et al., 2000). Auflerdem
existiert fiir Langendorff- Messungen an Rattenherzen die meiste Expertise (Sutherland,
et al., 2000). Gegeniiber In-vivo- Versuchen, bei welchen operativ die linke Koronarie
ligiert wird, besteht der gro3e Vorteil, dass das Herz direkt beobachtet werden kann und
bei etwaigen Rhythmusstérungen oder Stillstand interveniert werden kann (Sutherland,
et al., 2000). Ligaturen einer Koronarie weisen eine tatsdchliche Okklusion auf, wohin-
gegen bei der Langendorff- Methode nur der Blutfluss sistiert. Nichtsdestotrotz findet
bei beiden Methoden keine Koronarperfusion mehr statt. Beide Modelle scheinen eine
dhnliche zeitliche Limitierung zu besitzen. So kommt es binnen 20 bis 24 Stunden zum
kompletten Versagen des Herzens (Sutherland, et al., 2000). Die Langendorff-Methode
erlaubt ein sehr hohes Maf3 an Standardisierung (Lindsey, et al., 2018). Bei der Ligatur
der Koronarie gibt es mehrere Varianten. Entweder ist diese permanent oder es folgt ein
anschlieBendes Entfernen. AuBlerdem kann die Hohe der Ligatur variiert werden (De

Villiers, et al., 2020). Das Wiedereroffnen spiegelt Ischimie und Reperfusion wider,
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wohingegen bei permanenter Ligation Unterschiede bei Infarktgrofen leichter festge-
stellt werden konnen (De Villiers, et al., 2020). Die verschiedenen Varianten der Liga-
tion werden vor allem dazu genutzt, um Langzeitfolgen wie Narbenbildung, Remodeling
oder Neovaskularisierung zu beurteilen (Lindsey, et al., 2018).

Bei Langendorff- Messungen findet eine retrograde Perfusion statt, wodurch von einer
verdnderten Mechanik des Herzens ausgegangen werden muss. Es muss festgehalten
werden, dass wihrend der durchgefiihrten Ischdmie Scherkrifte fehlen, die wiederum
bei der ausschlieBlichen Reperfusion in der Vergleichsgruppe vorhanden sind. Wére ein
Fluss innerhalb der Ventrikel wéahrend der Ischdmie vorhanden — in vivo gegeben —,
wiirde dies die Wandspannung erhéhen, was NO in den Koronarien freisetzten konnte
mit konsekutiver Dilatation und dadurch in vivo die Ischdmie abschwéchen (Davies,
1995). Das bei den Versuchen verwendete Perfusat rezirkuliert im Gegensatz zum Blut
nicht und schwidmmt kontinuierlich die aus dem Herzen freigesetzten Mediatoren aus,
wodurch von einem veridnderten Verhalten des Herzens auf makroskopischer und mole-
kularer Ebene ausgegangen werden muss. Als Beispiel wére hier das Heat Shock Prote-
in 27 (HSP27) zu nennen, welches in infarzierten Arealen das Membranpotential stabi-
lisiert und Caspase 3 und 7 inhibiert (Chen, et al., 2023). Im Umkehrschluss muss davon
ausgegangen werden, dass aus dieser Arbeit gezogene Schliisse nicht vollends auf wei-
terfiithrende In-vivo- Versuche iibertragen werden konnen.

Nachteilig wirkt sich auch die fehlende Biokinetik bei isoliert betrachteten Organen aus,
weshalb es zu Fehlinterpretationen bei den erhobenen Daten kommen kann (Saeidnia, et
al., 2015). Als vorteilhaft kann angesehen werden, dass mogliche Storfaktoren bei In-
vitro - Versuchen eliminiert werden, wodurch in dieser Arbeit vorrangig die Effekte der
ANT-1-Uberexpression festgehalten wurden. So kann davon ausgegangen werden,
dass diese Uberexpression synergistische Effekte mit den Reaktionen des Organismus —
als Beispiel seien intrazelluldre oder interzelluldre Reaktionen genannt — generieren.
AbschlieBend wird erortert, warum das Langendorff- Modell gewéhlt wurde, um Isché-
mie und Reperfusion zu simulieren. Wie bereits beschrieben, betrégt der Anteil der Re-
perfusion am finalen Infarktareal bis zu 50 % (Ong, et al., 2015). Die Fragestellung die-
ser Arbeit befasst sich damit, ob eine ANT - 1 - Uberexpression einen protektiven Benefit
nach I/R aufweist. Wiirde nur Ischdmie simuliert werden, wére bis zu Hélfte der Patho-
logie unberiicksichtigt geblieben. Es wurden vor allem mitochondriale Teilaspekte un-
tersucht, weshalb keine Ligatur - Verfahren angewendet wurde. Beim Langendorff- Ver-

fahren kann die Dauer der Ischdmie und Reperfusion separat eingestellt werden. Sowohl
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die Ischamie als auch die Reperfusion bei diesem Verfahren fiihren unabhéngig vonein-
ander zu einer Infarzierung des Herzens (Rossello, et al., 2016). Je langer die Ischimie
dauert, desto grofer wird das Infarktareal (Rossello, et al., 2016). Um eine ausreichende
Infarktgrofe zwecks signifikanter Unterschiede zu generieren, wurde eine Ischdmiedau-
er von 45 min gewahlt. Wahrend der Reperfusion kommt es bei Ratten zu zwei verschie-
denen Zeitpunkten zum Reperfusionsschaden, einmal zwischen 2 und 20 min und einmal
zwischen 30 und 120min (Povlsen, et al., 2014; Rossello, et al., 2016). Damit der ge-
samte Reperfusionsschaden bei den spéteren Untersuchungen beriicksichtigt wird, wur-

de eine Reperfusionsdauer von 120 min gewihlt.

5.3 Mogliche Benefits fiir den Menschen

Beim Menschen ist das Ziel der Koronarrekanalisierung, die Infarktgrof3e zu begrenzen.
So kénnte eine Uberexpression von ANT -1 beim Menschen vor allem nach der Reka-
nalisierung zu einer Reduktion der Infarktgrofe fithren, indem es unter anderem die
mPTP gegeniiber Calcium — Akkumulation wéahrend Ischamie — desensibilisiert und es
nicht oder nur zu einer verzégerten Offnung mit apoptotischen Konsequenzen kommt.
Wie bereits durch Dorner et al. gezeigt, ist zumindest bei Ratten die Infarktgrof3e trotz
Uberexpression nicht signifikant verindert (Dorner, et al., 2021). Weil aber die gleiche
Arbeitsgruppe auch feststellen konnte, dass ANT - 1 - Herzen im Vergleich zu WT - Her-
zen einen niedrigeren diastolischen Blutdruck haben — Koronarperfusion findet wahrend
der Diastole statt — sowie die Ergebnisse von Walther et al., bei denen diese Uberexpres-
sion vor Apoptose, bedingt durch eine Renin - Uberexpression, schiitzt, kann angenom-
men werden, dass die ANT - 1-Uberexpression zu einer Minderung des Infarktareals
fiihrt (Walther, et al., 2007; Dorner, et al., 2021). Eventuell ist es methodenbedingt zu
einem Verlust von protektiven Faktoren wie dem HSP27 gekommen (Chen, et al., 2023).
Weiterhin besteht bei ANT -1 - Uberexpression eine erhaltene Funktion der Atmungs-
kette mit einem stabileren Membranpotential sowie einer niedrigeren Sensitivitit der
mPTP gegeniiber Calcium. Das sind starke Indikatoren, dass auch auf subzellulédrer
Ebene eine verbesserte funktionelle Integritit gegeben ist.

Zwei Limitationen sind bei dieser Arbeit zu nennen. Es wurden Ratten als Spezies ge-
nutzt und es handelt sich um einen In - vitro - Aufbau. Beim Infarkt selber kommt es zur
Freisetzung diverser Zytokine, welche in weiteren Kardiomyozyten die Apoptose indu-
zieren konnen (Mahtta, et al., 2020). Beim Langendorff- Versuchsaufbau werden diese

Zytokine entfernt. Auch das in vivo begrenzende Perikard fehlt bei dieser Versuchsan-
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ordnung. In dieser Arbeit kam es nach I/R zu einer Gewichtszunahme des Herzens von
29 bis 38 %, was auf eine Odembildung zuriickzufiihren ist. Das menschliche Herz wiegt
zwischen 250 und 300 g und 150 bis 200 ml an akuter Akkumulation von Perikardfliis-
sigkeit kdnnen zu hdmodynamisch relevanten Einschrankungen fiihren (Lorentz, 1931;
Ball, et al., 1997). Gesunde quergestreifte Muskulatur weist eine durchschnittliche Dich-
te von 1,06 g/cm? auf(Leonard, et al., 2021). In Analogie zur Gewichtszunahme bei den
Rattenherzen wiirde der beschriebene Perikarderguss bei einem 300 g Herz zu einer Ge-
wichtszunahme von 53 bis 71 % fiihren. Wenn zusitzlich noch angenommen wird, dass
O0dematdses Gewebe eine tendenziell erniedrigte Dichte aufweist, sowie dass bei Men-
schen mit Herzinfarkt auch eine Herzhypertrophie angenommen werden kann, nédhert
sich die prozentuale Zunahme beim Menschen der bei Ratten an (Herold, 2015). Bei
einem 350 g schweren Herzen wiirde ein 150ml Perikarderguss (Dichte von 1g/cm?)
bereits eine Zunahme von 43 % entsprechen. Diese Volumenzunahme ist von erh6htem
intraperikardialem Druck begleitet, was zur Folge hat, dass das Schlagvolumen geringer
wird, wodurch auch die Perfusion der Koronarien eingeschrankt wird (Ball, et al., 1997).
Die verwendeten Tiere hatten keine KHK. Dies ist insoweit relevant, da bei Menschen
mit einem stattgehabten Herzinfarkt diese Erkrankung regelhaft vorrausgeht und steno-
sierte Koronarien unter Ischdmie zu vermehrter Stenosierung neigen (Sambuceti, et al.,
1997). Zusétzlich haben diverse weitere Pathologien einen negativen Einfluss. Myo-
kardhypertrophie — unter anderem durch hoheren Sauerstoffverbrauch und niedrigeren
Kapillarfluss —, Hyperlipiddmie — unter anderem durch mikrovaskuldre Dysfunktion —,
Typ II Diabetes, Vorhofflimmern — unter anderem durch Sympathikusaktivierung, er-
niedrigten Koronarfluss und endotheale Dysfunktion — und chronische Nierenerkran-
kungen fiihren zu ischdmischer Intoleranz und schrinken Anpassungen an Ischdmien
ein und fithren zu einer héheren Anfilligkeit bzw. zu einer niedrigeren Toleranz gegen-
tiber dem I/R -Schaden und zu Verstirkung von diesem (Ferdinandy, et al., 2023). Die
ersten drei genannten Pathologien stéren ebenfalls kardioprotektive Signalkaskaden
(Ferdinandy, et al., 2023). Die aufgefiihrten Mechanismen kénnen das Infarktareal ver-
groBBern. So wire es denkbar, dass im primér betroffenen ischdmischen Areal die
ANT -1 -Uberexpression die Reduktion des Infarktareales nicht vermag, aber in sekun-
dar betroffenen Bereichen protektive Effekte hat. Diese Vermutung beruht auf den Er-
gebnissen von Dorner et al., bei denen nach I/R im Vergleich zu Normoxie nur WT -
Mitochondrien eine signifikant erhohte Aktivitdt von Caspase 3 hatten, ANT - 1 - Mito-

chondrien hingegen aber nicht (Ddrner, et al., 2021). Denkbar wére ein Schutz vor
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Apoptoseinduktion — bedingt durch die besagten Zytokine — in Arealen mit weiteren
stenosierten Gefidllen, die nicht von einer thrombotischen Okklusion betroffen sind.
Klumpe et al. nutzten einen Versuchsaufbau, bei dem in vivo bei Ratten der Ramus
interventrikularis anterior ligiert wurde. Hierbei fiihrte die ANT - 1 - Uberexpression zu
einem kleineren Infarktareal im Vergleich zu der WT - Gruppe (Klumpe, et al., 2016).
Diese Untersuchung zeigt, dass Faktoren, welche in vivo vorhanden sind, bei dieser
In-vitro- Arbeit verloren gegangen sind. Yergoz et al. konnten in ihrer Arbeit zeigen,
dass die ANT-1-Uberexpression ein anti-inflammatorisches Zytokinmuster fordert.
Wurden mit diesem anti - inflammatorischen - Zytokin - Sekretom hypoxische WT - Kar-
diomyozyten aus Ratten behandelt, zeigten diese Zellen eine hohere Lebensfahigkeit
(Yergoz, et al., 2021). Diese wurde mit Hilfe des Gesamt- ATPs gemessen. Des Weite-
ren wurde festgestellt, dass bei diesen ANT - Tieren die enddiastolischen Fiillungsdriicke
geringer waren, was als Begrenzung der Fibrosierung im Rahmen des Remodeling ge-
wertet werden kann. Dies kann dadurch gestiitzt werden, dass ebenso festgestellt wurde,
dass in isolierten Kardiomyozyten mit ANT - 1 - Uberexpression die Menge an TGF - B -
Subtypen-mRNS im Vergleich zur WT -Gruppe erniedrigt war (Yergoz, et al., 2021).
TGF-B1 ist ein wichtiger Mediator, welcher beim Herzen zum Remodeling fiihrt
(Williams, 2001). Der Blutfluss in den Koronarien findet vorwiegend wihrend der Dia-
stole statt. Deshalb wird die wichtige Bedeutung einer guten diastolischen Funktion fiir
die Versorgung der Kardiomyozyten ersichtlich (Herold, 2015).

Da eine Prikonditionierung genutzt werden kann, um die Energiebereitstellung einer
Zelle und die Resistenz der mPTP gegeniiber Calcium nach I/R zu verbessern, so kann
die ANT -1 - Uberexpression als genetische Modifikation angesehen werden, die dhnli-
che Effekte aufweist. Die Herangehensweise und die involvierten Mechanismen sind
sicherlich verschieden, aber beide Methoden konnten somit genutzt werden, um die Gro-

e des entstehenden Infarktes zu begrenzen.

5.4 Klinischer Ausblick

Durch Priakonditionierung wird die Menge an ANT-Protein und die Mitochond-
rienfunktion, gemessen anhand des Sauerstoffverbrauchs der untersuchten Ratten, nach
I/R gesteigert(Yabe, et al., 1997). Ebenso kann in dieser Arbeit durch eine kiinstlichen
Uberexpression von ANT-1 ein Benefit unter anderem beim Sauerstoffverbrauch der
Mitochondrien und der Sensitivitdt der mPTP gegeniiber Calcium festgehalten werden.

So konnte durch die Aufrechterhaltung der Expression von ANT - 1 wihrend der Reka-
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nalisierung eines Herzkranzgefia3es eine neue therapeutische Option entstehen, um die
Funktion des Herzens nach einem Myokardinfarkt aufrechtzuerhalten.

Im weiteren Ausblick konnten zwei Strategien angewendet werden, um bei Risikogrup-
pen die Ischimie- und Reperfusionstoleranz beim Herzen wihrend eines Infarktes zu
erhohen. Eine ist bereits etabliert und sollte weiterhin konsequent umgesetzt werden.
Hierbei handelt es sich um die Optimierung des Fettstoffwechsels unter andrem mit
Statinen (Rittger, et al., 2022). Wie bereits festgehalten, fithren Dyslipiddamien zu einer
Storung vom ANT (Woldegiorgis, et al., 1981; Dorner, et al., 2007). So kénnten bereits
vor einem Infarkt giinstige Bedingungen geschaffen werden, bei welchen die Energie-
bereitstellung der Zellen auf ischdmische Ereignisse priakonditioniert wird.

Die andere Strategie wére es, gezielt Induktoren von ANT - 1 zu entwickeln, welche be-
reits praklinisch in der rettungsdienstlichen Versorgung angewendet werden, um die
Folgen des Reperfusionsschaden bei der Rekanalisieruung abzumildern.

Nach ausfiihrlichen Studienrecherche tiber PubMed und Google Scholar konnte kein
etablierter Induktor vom ANT -1 gefunden werden. Nichtsdestotrotz gibt es indirekte
Hinweise, dass Inhibitoren des Tumornekrosefaktor-alpha (TNFa) diese Funktion er-
fiillen konnten. So konnte in einer Studie gezeigt werden, dass durch die Inhibition vom
nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells(NF-«B), welcher
durch TNFa aktiviert wird, die Transkription von ANT -1 gesteigert wurde (Beg, et al.,
1993; Zhang, et al., 2017). Bei weiterer Recherche konnten zwei Studien identifiziert
werden, bei welchen der Einsatz von TNFa - Inhibitoren zu einer Reduktion der Infarkt-
grofBe fiihrte (Pei, et al., 2015; Livia, et al., 2024). Weitere Untersuchungen sollten an-
gestrebt werden, ob diese bereits etablierte Medikamentenklasse auch fiir die Behand-
lung des I/R - Schadens nutzbar gemacht bzw. als Sekundérprophylaxe nach stattgehab-

tem Herzinfarkt genutzt werden kann.
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6 Zusammenfassung

6.1 Deutsch

Der Herzinfarkt steht an vierter Stelle der hdufigsten Todesursachen in Deutschland im
Jahr 2022. Die perkutane Koronarintervention stellt das Mittel der Wahl dar, um ver-
schlossene Koronarien wieder zu er6ffnen. Paradoxerweise trégt die nachfolgende Re-
perfusion zur Infarktgrofe bei, sogenannter Ischdmie-Reperfusions-Schaden(I/R -
Schaden).

Der Adenin-Nukleotid - Translokator- 1 (ANT - 1) ist ein Transporter, welcher iiberwie-
gend im Herzen exprimiert wird und den Austausch von ATP und ADP an der inneren
Mitochondrienmembran ermdglicht. Des Weiteren ist ANT - 1 einer der wichtigsten Re-
gulatoren der mitochondrialen Permeability Transition Pore(mPTP) und die Offnung
dieser ist das zentrale Ereignis, welches zum Schaden nach Reperfusion fithrt. Wihrend
I/R ist ANT-1 herunterreguliert, aber bereits existierende Arbeiten konnten zeigen,
dass eine Uberexpression von ANT - 1 kardioprotektive Wirkungen aufweist.

Ziel dieser Arbeit war es zu iiberpriifen, ob bei Ratten eine herzspezifische Uberexpres-
sion von ANT-1(TG-ANT) im Vergleich zu Wildtyp - Tieren (WT) zur Protektion von
Mitochondrien und damit des Herzens nach I/R fiihrt.

I/R am Herzen wurde mit Hilfe der Langendorff- Messung simuliert. Hiernach wurden
die Effekte von WT und TG-ANT an isolierte Herzmitochondrien anhand von Sauer-
stoffverbrauch, Calcium - Retention - Capacity, Membranpotentialmessung, NAD(P)H -
Menge und ROS - Produktion gemessen.

Im Vergleich zu WT, bei denen der Sauerstoffverbrauch nach I/R abnahm, zeigten Mi-
tochondrien aus TG- ANT - Herzen nach I/R einen dhnlich hohen Sauerstoffverbrauch
bei Komplex I und II wie bei Normoxie. TG - ANT - Mitochondrien konnten nach I/R
mehr Calcium aufnehmen, bevor es zu einer Offnung der mPTP kam, auch war das
Membranpotential stabiler nach I/R im Vergleich zu WT. Die ROS -Produktion war
nach I/R bei TG - ANT - Mitochondrien hoher im Vergleich zu WT. Makroskopisch kam
es nach I/R zu einer Odembildung im Herzen, welche sich vor allem auf den linken
Ventrikel begrenzte. Dies war unabhéngig vom Genom.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass eine Uberexpression von ANT-1 in
Rattenherzen nach Ischdmie und Reperfusion protektive Effekte aufweist, die sich in
einer erhaltenen Funktion der Atmungskette, sowie stabileren Membranpotential und

einer niedrigeren Sensitivitdt der mPTP gegeniiber Calcium &uf3ern.
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6.2 Englisch

Myocardial infarction is the fourth leading cause of death in Germany in the year 2022.
The percutaneous coronary intervention is the first-line therapy for opening occluded
coronary vessels. Paradoxically the subsequent reperfusion contributes to the increase
of the infarction size, so-called ischemia - reperfusion - injury (I/R - injury).

The adenine-nucleotide - translocator- 1 (ANT-1) is a transporter which is predomi-
nantly expressed in the heart and facilitates the exchange of ATP and ADP across the
inner mitochondrial membrane. Furthermore ANT - 1 is one of the most important regu-
lators of the mitochondrial permeability transition pore (mPTP) and its opening is the
central event which leads to the injury after reperfusion. During I/R ANT -1 is downre-
gulated but recent studies showed that overexpression of ANT -1 has cardioprotective
effects.

The aim of this study was to investigate whether there is protection of the mitochondria
and the heart after I/R by heart-specific overexpressing of ANT-1(TG-ANT) in rats
compared to wild - type animals (WT).

I/R in hearts was simulated by the Langendorff-method. The impact of I/R on WT and
TG-ANT in isolated mitochondria were measured by oxygen consumption, calcium re-
tention capacity, decrease of the membrane potential, amount of NAD(P)H and ROS
production.

In mitochondria from TG - ANT hearts compared to WT complex I and II showed similar
oxygen consumption after I/R compared to normoxia. TG - ANT mitochondria were ab-
le to take up more calcium after I/R before mPTP opened. In addition, after I/R the
membrane potential was more stable compared to WT. The ROS production of
TG-ANT mitochondria was higher compared to WT after I/R. Macroscopically the
hearts developed an oedema after I/R. This oedema was limited to the left ventricle. The
development was independent from the genome.

In summary, overexpression of ANT -1 in rat hearts provides protection after ischemia
and reperfusion. This is due to a preserved function of the respiratory chain, a stable

membrane potential and a lower sensitivity of the mPTP to calcium.

80



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Aufbau Mitochondrium............cccvviiiciiieiiiieeciee e 3
Abbildung 2: Strukturen der oxidativen Phosphorylierung ..........c..ccccoceviiviniinnncnncns 5
Abbildung 3: Aufbau mitochondriale Permeability Transitions Pore............cccccecvenenee. 17
Abbildung 4: Langendorff- Apparatur (Ubersicht) ...........cccooevevereeeereeeeeeeeeeeeeeenes 27
Abbildung 5: Langendorff- Apparatur (Detailansicht)...........cccceeevviieiiieniiienieeeeeeee, 28
Abbildung 6: Strathkelvin - Messkammer fiir Respirationsmessung............cccccveeeeveeennee. 33
Abbildung 7: Schema vom Tauschprinzip - Respirationsmessung..............coceeevereennennne. 35
Abbildung 8: Auswertungsschema fiir Respirationsmessung..........cccceeveevereenveneenieenne. 47
Abbildung 9: Calcium - Retention - Capacity.......ccceevveerveevieerieeiieenieeieenieeeveesveeeveeeees 48
Abbildung 10: Peak - Formen bei Calcium - Retention - Capacity ..........ccccceeeeeuveerneeenee. 48
Abbildung 11: Autofluoreszenz - Messzeitpunkte...........occueerieeiiienieniiienieeieeeeeeeeen 50
Abbildung 12: Membranpotential - MesSZeitpunkte..........cccueveererieneenenieneeienienieenne. 51
Abbildung 13: Expression ANT-1-mRNS .......ccooiiiiiiiieieceeeeee e 55
Abbildung 14: Respiration KomplexX L.......ccccoooiieiiieiiieieeeeeee e 59
Abbildung 15: Respiration Komplex I1.........ccoocooiiiiiiiiiiiieeee e, 60
Abbildung 16: Calciumaufnahme .............ccccooiiieiiiiiiienieeceee e 61
Abbildung 17: Autofluoreszenz basal.............cceevveeiiieniieiiienieceee e 63
Abbildung 18: Autofluoreszenz unter ADP .........cccovieiiiiiiiiiecieceeeee e 63
Abbildung 19: Autofluoreszenz unter FCCP .........cccccoiiviiiiiiniininiiicecceceeeieeen 64
Abbildung 20: Membranpotentialabnahme.............cccoovieiiiiiniiiiiiiniiiee e, 65
Abbildung 21: Zeitlicher Verlauf des Membranpotential ..............cccceeeveeviinciienienneenen. 65
Abbildung 22: ROS - Produktion basal............cccceeeeiiieiiiiiiciieeciee e 66
Abbildung 23: ROS - Produktion unter Rotenon...........ccccecveveeviniininncnicnecienicieee, 67
Abbildung 24: ROS - Produktion unter Antimycin A.........cccecveeeiieniieeiienieeieeiee e 67



Tabellenv

Tabelle 1:
Tabelle 2:
Tabelle 3:
Tabelle 4:
Tabelle 5:
Tabelle 6:
Tabelle 7:
Tabelle 8:
Tabelle 9:

Tabelle 10:
Tabelle 11:
Tabelle 12:
Tabelle 13:
Tabelle 14:
Tabelle 15:
Tabelle 16:
Tabelle 17:
Tabelle 18:
Tabelle 19:

erzeichnis

Probenzusammensetzung fiir Proteinbestimmung ............ccccceevvveeeciieenneen. 31
Standardreine..........ccuveeeiieiie e 32
Ablauf RespirationSmeESSUNG.........c.eeeeeeriierieeriienieetieneeeieesaeeseesreenseesnneens 34
Zusammensetzung Calcium - Retention - Capacity........cccccveeveeereenveenieennneans 36
Ablauf Autofluoreszenz- und Membranpotentialmessung ...............ccen..... 37
DNS-PCR - ZUuSammENSEIZUNG. ......cccerurrreeriiiieeeeiiieeeesireeeeenereeeessinneeeennnes 39
DNS-PCR-SChema......cooiiiiiiiiieiieeeeee et 40
RNS - Probenzusammensetzung fiir die cDNS - Herstellung...........c..cccoe....... 43

Zusammensetzung Reverse Transkriptase Komposit

fir CDNS - Herstellung ....cc.veeeeiieeiieeieeeee ettt 43
Einstellungen fiir cDNS - Herstellung .........cccoooveviiiiniininiiniiniiciceeee, 43
Zusammensetzung Real - Time-PCR.........cccoooiiiiiiiiiiceeee, 44
Einstellungen Real-Time-PCR..........ccccoeviiiiiiiiiiiieececece e 44
ANNealing - TEMPETALUL ........cocviieiiieeeiie ettt bee e 45
Auswertungsschema RespirationSmessung............oecueevueereeenieeneeenieeneeennen. 46
Biometrie des Gesamtherzens..........ocevvereerienienienienieneeieseesie e 57
Biometrie des Gesamtherzens — Statistische Ergédnzungen zu Tabelle 15...57
Biometrie des linken Ventrikels..........ccoccooiiiiiiiiiiiiiiiiceeee, 58
Biometrie des linken Ventrikels — Statistische Ergénzungen zu Tabelle 1758
Pufferzusammensetzungen

fiir die Funktionsmessungen der Mitochondrien.............cccccecvveeiienveennnnn. XXii

11



Abkiirzungsverzeichnis

A - Ampere

ADP - Adenosindiphosphat

AMP - Adenosinmonophosphat

ANT - Adenin Nukleotid Translokator;

ADP/ATP - Translokator

Aqua dest. - Destilliertes Wasser

Aqua bidest. - Zweifach destilliertes Wasser

ASC - Ascorbat

ATP - Adenosintriphosphat

a.u. - Arbitrary unit (willkiirliche Einheit)
Bax - Bcl-2-like Protein 4

Bcel-2 - B-cell lymphoma 2

bp - Basenpaare

BSA - Bovines Serumalbumin

bzw. - beziehungsweise

B2M - Beta-2 - Mikroglobulin

ca. - circa

Ca - Calcium

CaClz - Calciumchlorid

cDNS - complementary (komplementére) DNS
cm - Zentimeter

cm? Kubikzentimeter

CO2 - Kohlenstoffdioxid

COX5A - Cytochrom - ¢ - Oxidase - Untereinheit Sa
CsA - Cyclosporin A

Ci - Cycle Threshold (Zyklusschwelle)
dest. H20 - Destilliertes Wasser

dm’ - Kubik - Dezimeter

DMSO - Dimethylsulfoxid

DNS - Desoxyribonukleinsdure

Drp-1 - Dynamin-related Protein 1

EDTA - Ethylendiamintetraessigsdure
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EGTA

FAD"/FADH:
FCCP

GAPDH
GB
GHz
Glu
HIF-1
HNE
HPLC

HPRT
HRP
HSP27
H20
IFM
I/R
ISO
KCI
kDa

KHK
KH2PO4
kNm

LDH
li.
mA
Mal

max.

Ethylenglycol - bis (aminoethylether) -

N, N, N’,N’-tetraessigsdure

Flavin - Adenin - Dinukleotid

Carbonyl Zyanid -4 - (trifluoromethoxy) -
phenylhydrazin

Gramm

Gravitation (Erdbeschleunigung)
Glycerinaldehyd - 3 - phosphat - Dehydrogenase
Giga-Byte

Giga-Hertz

Glutamat

Hypoxie - induzierter Faktor 1

4 - Hydroxynonenal

High perfomance liquid chromatography
(Hochleistungsfliissigkeitschromatographie)
Hypoxanthin - Phosphoribosyl - Transferase
Horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase)
Heat Shock Protein 27

Wasser

Interfibrilldres Mitochondrium
Ischdmie/Reperfusion

International Organization for Standardization
Kaliumchlorid

Kilo - Dalton

Kilogramm

Koronare Herzkrankheit
Kaliumdihydrogenphosphat

Kilo - Newton - Meter

Liter

Laktatdehydrogenase

links

Milli- Ampere

Malat

maximal



MB -
MEK -
mg -
MgClz -
MgSO4 -
MHz -
min -

ml -

mmHg -
mmol -
MOPS -
mPTP -
ms -
N -
Na -
NaCl -
NAD"/NADH+H"
NADP"/NADPH+H'-
NaHCOs3 -
NCX -

NF-xB

nm -
Nm -

nmol -

Mega - Byte

Methylethylketon

Milligramm

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Mega- Hertz

Minute

Milliliter

Millimeter

Millimeter Quecksilbersdule

Millimol

3 - (N - Morpholino) propansulfonsédure
Mitochondrial Permeability Transition Pore
Millisekunde

Gruppegrofie

Natrium

Natriumchlorid
Nicotinamidadenindinukleotid
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
Natriumhydrogencarbonat

Natrium - Calcium - Exchanger
(Natrium - Calcium - Austauscher)
Nuclear factor 'kappa - light - chain - enhancer' of
activated B -cells

Nanogramm

Nanometer

Newton - Meter

Nanomol

Stickstoffmonoxid

Nummer

Stickstoff

Sauerstoff

Probabilitas (Signifikanzwert)

pro analysi



PBS
PGC-la

PCR

PDHA1
pH

re.

RET
RISK
RNS
ROS

rRNS

SDS
sek
SENP5
SERCA

sp.
SSM
STAT
TG
TGF-Bl
TLC

TMPD
TNFa
TRIS

Phosphate Buffered Saline
Peroxisome proliferator - activated receptor
gamma coactivator 1-alpha
Polymerase Chain Reaction
(Polymerase - Kettenreaktion)
Pyruvatdehydrogenase alpha 1
Potentia Hydrogenii

rechts

Reverser Elektronentransport
Reperfusion Injury Salvage Kinase
Ribonukleinsédure

Reaktive Oz - Spezies

Rounds per minute

ribosomale RNS

Svedberg

Natriumdodecylsulfat

Sekunde

Sentrin - spezifische Protease 5
Sarcoplasmic/endoplasmic
reticulum calcium ATPase
(Calcium - ATPase des sarkoplasmatischen
und endoplasmatischen Retikulums)
Spezies

Subsarkolemmales Mitochondrium
Signal transducer and activator of transcription
Transgen

Transforming - growth - factor- 1
Thin layer chromatography
(Diinnschichtchromatographie)
Tetramethylphenylendiamin
Tumornekrosefaktor - alpha

Tris (hydroxymethyl) - aminomethan
Unit

Volt
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VS.

WT

ng

pum

pmol

°C

versus
Watt

Wildtyp

Mittelwert
Mikrogramm
Mikroliter
Mikrometer
Mikromol
Standardabweichung

Grad Celsius

vil



Tierverzeichnis

Ratte

Stamm:

Typ:

Zuchtlinie:

ANT - Lokalisation:
Haltung:

Gehege:

Tiertdtungsnummer:

Alter:

Sprague Dawley

RjHAN:SD

ANT-1(TG-ANT)

RjHAN: SD-Tg(Myh6 - SLC25A4)FEM

Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
US National Institutes of Health

Publication Nr.: 85-23

Uberarbeitet: 1996

Versuchstierhaltung des Physiologischen Institutes,
Gieflen

469M

Bis einschlief3lich 39ste Lebenswoche

viil



Stoffverzeichnis

Acetat

Firma:

Katalog- Nr.:

Reinheit:
CAS:

EG-Nr.:
UN-Nr.:

Volumen:

Zusammensetzung:

Firma:

Herstellung:

Katalog-Nr.:

Reinheit:
CAS:

Agarose

Firma:

Katalog-Nr.:

CAS:

Typ:
Menge:

Amplex Ultra Red

Firma:

Name:

Katalog-Nr.:

Menge:

Riedel -de Haén
33206

96 %

64-19-7
200-580-7
2789

2,5 Liter

Natrium - Salz

Sigma Aldrich - Life Science
Aus Mikroorganismen
A2754-G

>95% HPLC

20398-34-9

Biozym Scientific GmbH
840004

9012-36-6

low electroendosmosis

500g

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific

Amplex™UltraRED reagent
A36006

5-mal I mg

X



Amplex Ultra Red Ansatz
- Amplex Ultra Red:
-  DMSO:

Amplex Working Solution

- Amplex Ultra Red Ansatz:

- HRP Working Solution:
- Glu/Mal - Puffer:

Antimycin A
- Firma:
- Ursprung:
- Katalog-Nr.:
- CAS:
- Herstellung:

Aqua bidest.
- Herkunft:

Aqua dest.!
- Firma:
- Name:
- Artikel-Nr.:

- Volumen:

Ascorbat (ASC)
- Zusammensetzung:
- Firma:
- Katalog-Nr.:
- CAS:

13 Sofern Aqua dest. nicht verfiigbar war oder groe Volumina benétigt wurden, wurde Aqua bidest. ver-

wendet.

I mg
60 ul

1ol
20 ul
970 ul

Sigma Aldrich - Life Science
Aus Streptomyces sp.
A8674-25MG

1397-94-0

Mit Ethanol 100 %

Destillieranlage des Physiologischen Institutes,

Giellen

Braun
Ecotainer
0082479E
1 Liter

L - Ascorbat

Sigma Aldrich - Life Science
A5960-25G

50-81-7



ATP

Zusammensetzung:

Firma:
Herstellung:
Katalog-Nr.:
Reinheit:
CAS:

Firma:
Herstellung:
Katalog-Nr.:
Reinheit:
Unreinheiten:

CAS:

Firma:

Name:
Volumen:
Konzentration:

Referenz-Nr.:

Zusammensetzung:

Firma:
Katalog-Nr.:
Reinheit:
CAS:

ATP - Dinatrium - Hydrat
Sigma Aldrich - Life Science
Aus Mikroorganismen
A2383-5G

>99%

34369-07-8

Sigma Aldrich - Life Science

lyophilized powder, essentially fatty acid free
A6003-10G

>96 % (agarose gel electrophoresis)

<0,01 % fatty acid (GC)

9048-46-8

Thermo Scientific
Albumin Standard
Iml

2mg/ml

23209

mit Dihydrat
Sigma Aldrich
C-7902
>99%
10035-04-8

x1



CaCl2x2 H»0

Firma:
Artikel - Nr.:
Reinheit:
CAS:
EG-Nr.:
Menge:

Calcium Green

Zusammensetzung:
Firma:
Katalog-Nr.:
Herstellung:

Konzentration:

Roth

5239.2

>999% p.a. ACS
10035-04-8
2331408

500g

Ca-Green™ - 5N, Hexanatrium
Life Technologies
C3737

500 pg Calcium Green+419 ul Aqua dest.

1mol/l

Carbonyl Zyanid -4 - (trifluoromethoxy) phenylhydrazin (FCCP)

Firma:
Katalog-Nr.:
CAS:
Herstellung:

Konzentration:

Chloroform

Firma:
Artikel - Nr.:
Reinheit:
CAS:
EG-Nr.:
UN-Nr.:

Volumen:

Sigma Aldrich - Life Science
C2920-10MG

370-86-5

mit Ethanol (100 %)

100 pumol/1

Roth
33131
>99% p.a.
67-66-3
2006638
1888

1 Liter

xil



CsA

Firma:
Katalog-Nr.:
Reinheit:
CAS:

Firma:
Artikel - Nr.:
Reinheit:
EG-Nr.:
Menge:

DNS-Eichbanden

Firma:
Katalog-Nr.:
GrofBe:
Menge:

DNS - Farbstoff

Substanz:
Firma:
Katalog-Nr.:
CAS:
Menge:
Herstellung:

Konzentration:

DNS -Nukleotide

Firma:
Katalog-Nr.:

Volumen:

Sigma Aldrich - Life Science
30024 -100MG

>98,5% TLC

59865-13-3

Roth
A994.2
>99,5%
20006643
250ml

New England BioLabs
N3231L

100-1517bp

0,5ml

Bromphenolblau
Sigma Aldrich
B0126

115-39-9

25¢g

Mit Ethanol (100 %)
10mg/ml

highQu
NUMO0201

1ml

xiil



DNS - Polymerase

- Firma:

- Katalog-Nr.:

- Produkt- Paket:

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific

10342 -046

Taq DNS -Polymerase, rekombinant

- Spezies: Taq-Polymerase
- Typ: rekombinant
- Menge: 3mal 100 ul
DNS-Primer
DNS-PCR:
ANT-1:
- Firma: Invitrogen by Thermo Fisher Scientific
- Forward: 5°-GGA TGA TGA TGC AGT CTG G-3¢
- Reverse: 5°-TAG AAG GCA CAG TCG AGG-3¢
Real - Time-PCR:
ANT-1:
- Firma: Invitrogen by Thermo Fisher Scientific
- Forward: 5°-TAA GGA CTT CCT GGC AGG TG-3°
- Reverse: 5¢-ACC CCT CCA GAA GGA GAG AA-3¢
B2M:
- Firma: Invitrogen by Thermo Fisher Scientific
- Forward: 5¢-GCC GTC GTG CTT GCC ATTC-3¢
- Reverse: 5°-CTG AGG TGG GTG GAA CTG AGA C-3¢
GAPDH:
- Firma: Invitrogen by Thermo Fisher Scientific
- Forward: 5¢-TCC ATG CCA TCA CTG CCA CTC-3°
- Reverse: 5¢-TGA CCT TGC CCA CAG CCT TG-3°
HPRT:
- Firma: Invitrogen by Thermo Fisher Scientific
- Forward: 5¢-CCA GCG TCG TGA TTA GTG AT-3¢
- Reverse: 5¢-CAA GTCTTT CAG TCC TGT CC-3¢

Xiv



18 S-rRNS:
- Firma:

- Bestell-Nr.:

EDTA
- Firma:
- Artikel-Nr.:
- CAS:

- Firma:

- Katalog-Nr.:
- Reinheit:

- CAS:

Ethanol (100 %)
- Firma:
- Typ:
- Katalog-Nr.:
- Reinheit:
- CAS:
- UN-Nr.:

Ethanol (70 %)
Mitochondrienfunktionsmessungen:

- Firma:

- Typ:

- Artikel-Nr.:

- Reinbheit:

- EG-Nr.:

- UN-Nr.:

- Herstellung:

Qiagen
QT00199374

Sigma
E5134-100G
6381-92-6

Sigma Aldrich - Life Science
E0396-25G

>99% p.a. ACS

67-42-5

Sigma Aldrich - Life Science
unvergillt

32205-1L

>99,8%

64-17-5

1170

Roth

vergéllt

K928.1

>99,8 % mit ca. 1 % MEK
2005786

1170

Im Erlenmeyerkolben mit Aqua dest.
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Genotypisierung:

Firma:
Artikel - Nr.:
Reinheit:
EG-Nr.:
UN-Nr.:
Volumen:

Herstellung:

Gel-red - Farbstoff

Firma:
Katalog-Nr.:
Menge:

Gewebepuffer

NaCl:

TRIS:

EDTA:
Herstellung:
Modifizierung:

Glucose

Firma:

Zusammensetzung:

Artikel - Nr.:
Reinheit:
EG-Nr.:
Menge:

Roth

9065.3
>99,8% p.a.
2005786
1170

1 Liter

Im Erlenmeyerkolben mit Aqua dest.

Biotium
41003
0,5ml

500mmol/1

250mmol/l1

50mmol/l

Mit Aqua dest.

Sobald die Konzentrationen der drei genannten
Substanzen gegeben sind, wird SDS (10 %) hinzu-
gegeben (Zielkonzentration: 0,1 %)

Roth

D (+) Glucose Monohydrinat
6780.1

>99,5% Ph. Eur.

2000751

lkg
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Glutamat (Glu)

- Zusammensetzung:

- Firma:

- Katalog-Nr.:
- Reinheit:

- Form:

- CAS:

- Firma:
- Produkt-Nr.:
- Eigenschatt:

HRP Ansatz
- HRP:
- PBS:

- Zielkonzentration:

HRP Working Solution
- HRP Ansatz:
- Glu/Mal-Puffer:

- Zielkonzentration:

Isoamylalkohol
- Firma:
- Bestell-Nr.:
- CAS:
- UN-Nr.:
- Qualitit:

- Volumen:

Glutamat - Natrium - Monohydrat
Sigma Aldrich - Life Science

G1501-100G
>99% TLC
Pulver

6382-01-0

Thermo Scientific
31490

Moisture sensitive

2mg
500 pl
500U/ml

Sul
45ul
10U/ml

Merck
1.00979.1000
123-51-3
1219

p.a. ACS

1 Liter
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Isofluran

Firma:
Name:
Katalog- Nr.:
Zustell -Nr.:

Volumen:

Isopropanol

KCl

Firma:
Artikel - Nr.:
Reinheit:
CAS:
EG-Nr.:
UN-Nr.:

Volumen:

Zoetis
IsoFlo®

TU 061220
400136.00.00
250ml

Roth
CP41.3
>99,5%
67-63-0
2006617
1219

2,5 Liter

Puffer fiir Mitochondrienfunktionsmessungen:

Firma:
Artikel - Nr.:
Reinheit:
EG-Nr.:

Perfusat:

Firma:
Artikel - Nr.:
Reinheit:
EG-Nr.:
Menge:

KH>POq4

Roth
6781.1

>99,5% p.a. ACS, ISO

2312118

Roth
HNO02.0

>99% Cellpure®

2312118
500¢g

Puffer fiir Mitochondrienfunktionsmessungen:

Firma;:

Katalog-Nr.:

MERCK
4873.1000
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Perfusat:

Firma:
Artikel - Nr.:
Reinheit:
EG-Nr.:
Menge:

Malat(Mal)

MgCl,

Firma:
Katalog-Nr.:
Reinheit:
CAS:

Roth

3904.2

>999% p.a. ACS
2319134

250g

Sigma Aldrich - Life Science
M1000-100G

95-100% enzymatisch
97-67-6

Puffer fiir Mitochondrienfunktionsmessungen:

Zusammensetzung:
Firma:
Katalog-Nr.:
Reinheit:

CAS:

DNS-PCR:

Firma:
Katalog-Nr.:
Produkt - Paket:

Volumen:

MgSOq4

Zusammensetzung:
Firma:

Artikel - Nr.:
Reinheit:

EG-Nr.:

MgCl: - Hexahydrat
Calbiochem
442611

100,5 %
7791-18-6

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific
10342-046

Taq DNS - Polymerase, rekombinant
3ml

MgSOs4-Heptahydrat
Roth

P027.1

>99% p.a. ACS
2312982

X1X



MgS04x7H:0

- Firma: Roth
- Artikel-Nr.: T888.1
- Reinheit: >999% Ph. Eur.
- EG-Nr.: 2312982
MOPS
- Firma: Sigma Aldrich - Life Science
- Katalog-Nr.: M1254-1KG
- Reinheit: >99,5%
- CAS: 1132-61-2
NaCl
- Firma: Roth
- Artikel-Nr.: 3957.1
- Reinheit: >99,5% p.a. ACS, ISO
- CAS: 7647-14-5
- EG-Nr.: 2315983
- Menge lkg
NaCl(0,9 %)
- Firma: Braun
- Name: Ecotainer
- Artikel-Nr.: 3570160
- Volumen: 1 Liter
NaHCO3
- Firma: Roth
- Artikel-Nr.: 6885.1
- Reinheit: >99,5% p.a. ACS, ISO
- CAS: 144-55-8
- EG-Nr.: 2056338

- Menge lkg



PBS

Firma:
Name:

Typ:
Katalog-Nr.:

Konzentration:

PCR-Puffer

Firma:

Katalog-Nr.:

Produkt- Paket:

Volumen:

Perfusat

NacCl:
KCI:

MgS04x 7 H20:

KH2POa4:
Glucose:

NaHCOs:

Natrium - Pyruvat:

CaCl2x2 H20:
Herstellung:
Waage:

Perfusat- Gas

Firma:
Bestell - Nr.:
Gebinde - Nr.:
UN-Nr.:

Zusammensetzung:

Life Technologies™ Corp.
DPBS/Dulbeccos PBS
Gibco

14190-094

Einfach

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific
10342-046

Taq DNS - Polymerase, rekombinant
7,5ml

118 mmol/1
4,7mmol/1
0,8mmol/1
1,2mmol/l1
Smmol/1
25mmol/1
1,99 mmol/1
2,5mmol/Il
Mit Aqua dest.
Waage 2

Nippon Gases
4800171025
338440017438

3156

95% O2und 5% CO2
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Firma: Sigma Aldrich
Katalog-Nr.: P4557-100ML
Reinheit: >99%
CAS: 108-95-2
Proteinase K
Firma: PanReac AppliChem
Herstellung: Aus Tritirachium album
Bestell - Nr.: A3830
CAS: 39450-01-6
EG-Nr.: 254-457-8
Konzentration: 20mg/ml
Puffer
Tabelle 19: Pufferzusammensetzungen fiir die Funktionsmessungen der Mitochondrien'*
Substanz | Homopuffer Puffer A Puffer B Glu/Mal- Succinat- Ca-Puffer
Puffer Puffer
Endkonzentration | Endkonzentration | Endkonzentration | Endkonzentration | Endkonzentration Endkonzentration
KCL 100 mmol/1 100 mmol/1 100 mmol/1 125 mmol/1 125 mmol/1 125 mmol/1
TRIS - 0 0 0 10 mmol/1 10mmol/1 10mmol/1
MOPS
KH2PO4 0 0 0 1,2mmol/l1 1,2mmol/l1 1,2mmol/l
MgClo 0 0 0 1,2mmol/1 1,2mmol/1 1,2mmol/1
EGTA 1 mmol/l 1 mmol/l 1 mmol/l 20 umol/1 20 umol/1 0
Glutamat 0 0 0 2,5mmol/1 0 2,5mmol/1
Malat 0 0 0 1,25mmol/Il 0 1,25 mmol/1
Succinat 0 0 0 0 Smmol/l 0
MOPS 50mmol/l 50mmol/1 50mmol/1 0 0 0
MgSO4 5mmol/l Smmol/] Smmol/] 0 0 0
ATP 0 1 mmol/l1 1 mmol/1 0 0 0
BSA A 0 0 0,04 % 0 0 0
pH - Wert 7.4 7.4 7.4 7.4 7.4 7.4
pH- TRIS TRIS TRIS TRIS TRIS TRIS
Stabilisator
Herstellung Mit Aqua dest.

4 Mit Waage 3 wurden die einzelnen Stoffe abgewogen.
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Pyruvat

Firma:
Artikel - Nr.:
Reinheit:
EG-Nr.:

Reagenz A

Firma:
Name:

Typ:
Katalog-Nr.:

Reagenz B

Firma:
Name:

Typ:
Katalog-Nr.:

Reaktionspuffer

Reverse Transkriptase

Firma:
Katalog-Nr.:
Polymerase:
Farbstoff:

Volumen:

Firma:

Katalog-Nr.:

Produkt- Paket:

Volumen:

Roth
8793.2
>99%
2040244

Bio Rad Laboratories
Reagent A

DC™ Protein Assay
500-0113

Bio Rad Laboratories
Reagent B

DC™ Protein Assay
500-0114

Thermo Scientific
AB1219B
Taq-Polymerase
SYBR Green |
1,25ml

Qiagen
205313
QuantiTect Reverse Transcription Kit

50ul

xx1ii



Reverse Transkriptase Puffer

Firma:

Katalog-Nr.:

Produkt- Paket:

Volumen:

Rhodamin 123

Firma:
Katalog-Nr.:
CAS:
Herstellung:

Konzentration:

RNAse - Inhibitor 1

Firma:
Name:
Katalog-Nr.:

Volumen:

RNAse - Inhibitor 2

Firma:
Name:
Katalog-Nr.:
Menge:

RNS-Primer

Firma:

Katalog-Nr.:

Produkt- Paket:

Volumen:

Qiagen
205313
QuantiTect Reverse Transcription Kit

50ul

Sigma Aldrich - Life Science
R8004-5MG

62669-70-9

Mit DMSO

100 umol/1

Molecular Bio Products
RNase Away

7002

475 ml

Promega
RNasin®
N2511
2500U

Qiagen
205313
QuantiTect Reverse Transcription Kit

50ul
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RNS - Wasser

Firma:

Katalog-Nr.:

Produkt- Paket:

Eigenschaft:

Volumen:

Rotenon

Firma:
Katalog-Nr.:
CAS:

Konzentration:

Herstellung:

SDS/Reagenz S

Firma:
Name:

Typ:
Katalog-Nr.:

SDS (10 %)

Firma:
Artikel - Nr.:
Reinheit:
EG-Nr.:
Menge:
Herstellung:

Stickstoff (N2)

Firma:

Qiagen

205313

QuantiTect Reverse Transcription Kit
RNAse - frei

1,9ml

Sigma Aldrich - Life Science
R8875-1G

83-79-4

500 pmol/1

Mit Ethanol (100 %)

Bio Rad Laboratories
Reagent S

DC™ Protein Assay
500-0115

Roth

CN30.3
>99%
2057881

lkg

Mit Aqua dest.

Linde
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Succinat

Firma:
Katalog-Nr.:
Reinheit:
CAS:

TAE - Puffer

TRIS:
EDTA:
Acetat:
Herstellung:
pH-Wert:

TE - Puffer

TRIS:
EDTA:
Herstellung:
pH-Wert:

Sigma Aldrich

S3674-100G
>99%
110-15-6

40 mmol/1
1 mmol/1

20mmol/1

Mit Aqua dest.

8,0

10mmol/1

1 mmol/1

Mit Aqua dest.

8,0

Tetramethylphenylendiamin (TMPD)

Firma:
Katalog-Nr.:
Reinheit:
CAS:
Herstellung:

Konzentration:

Firma:

Typ:

Artikel - Nr.:
Reinheit:
EG-Nr.:

Sigma Aldrich - Life Science

T7394-5G
99%
100-22-1
Mit DMSO
150 mmol/1

Roth
Pufferan
4855.2
>99% p.a.
2010644
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TRIzol

Firma:
Katalog-Nr.:

Volumen:

Wipeout - Puffer

Firma:

Katalog-Nr.:

Produkt - Paket:

Volumen:

Invitrogen
15596026
100ml

Qiagen
205313
QuantiTect Reverse Transcription Kit

100 ul
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Geriite-/ Werkzeug-/Softwareverzeichnis

Abzug 1
- Firma:
- Typ:
- Baujahr:

- Positionsnummer:

Abzug 2
- Firma:
-  Format:

- Zertifikat:

Abzug 3
- Firma:

- Format:

- Typ:

Ballon:
- Firma:
- Bestell-Nr.:
- Material:
- GroBe:

- Volumen:

BestKeeper
- Grundprogramm:
- Spezifikationen:
- Version:
- Herausgeber:

- Publikation:

Kottermann
2-453-DAHD
2003.19.09
578027900610

infralab
Tischabzug
DIN EN 14175

infralab
Laborschrank
18 S16/18 S17/18 H18

Hugo Sachs Elektronik
73-3480

Latex

5

0,1 ml

Excel

sieche Excel

1

Michael W. Pfaffl
(Pfaffl, et al., 2004)
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Computer A

Firma:

Windows - Version:

Update:
Prozessor:
CPU - Taktung:
RAM:

Computer B

Firma:

Windows - Version:

Modell:
Update:
Prozessor:
CPU - Taktung:
RAM:
Systemtyp:

Computer C

Firma;:

Windows - Version:

Modell:
Update:
Prozessor:
CPU - Taktung:
RAM:
Systemtyp:

Computer D

Windows - Version:

Update:
Prozessor:
CPU - Taktung:
RAM:

ASUS

XP Professional 2002
Service Pack 3

Genuine Intel® CPU 2160
1,8 GHz

1,98 GB

Acer

7 Professional

Veriton M290

Service Pack 1

Intel® Core(TM) i3-2100 CPU
3,1GHz

4GB

64 Bit

HP

7 Professional

HP 7220 SFF Workstation
Service Pack 1

Intel® Xenon® CPU E3-1225 V2
3,2GHz

4GB

32 Bit

XP Professional

Service Pack 3

Intel® Core™ Duo CPU E6550
2,33GHz

0,98 GB
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Computer E

Firma:

Windows - Version:

Windows - Spezifikation:

Modell:
Update:
Prozessor:
CPU - Taktung:
RAM:

Computer F

Firma:

Windows - Version:
Prozessor:

CPU - Taktung:
RAM:

Systemtyp:

Computer G

Firma:

Windows - Version:
Prozessor:

Update:

CPU - Taktung:
RAM:

Computer H

Firma:

Windows - Version:
Modell:

Update:

Prozessor:

CPU - Taktung:
RAM:

LG

2000 Professional

Microsoft Windows NT 5.0 (Build 2195)

x86 Family 6 Model 8 Stepping 10, Genuinelntel
Service Pack 4

Pentium Prozessor

434 MHz

800 MB

ASUS

XP Professional 2002

Intel® Pentium® Dual CPU E2160
1,8 GHz

1,97GB

32Bit

LG

XP Professional 2002

Intel® Core™ Duo CPU E8400
Service Pack 3

3GHz

1,97GB

HP

XP Professional

HP Compaq 6000 ProMT

Service Pack 3

Pentium® Dual - Core CPU E5300
2,6 GHz

1,93GB
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Computer I

Firma:

Windows - Version:
Prozessor:

CPU - Taktung:
RAM:

Systemtyp:

Computer J

Firma:

Windows - Version:
Update:

Prozessor:

CPU - Taktung:
RAM:

DATAANALYZER

Destillieranlage fiir Aqua bidest.

Grundprogramm:
Spezifikationen:
Herausgeber:

Zusatz:

Firma;:

Typ:

Nummer:

Eiswiirfelmaschine

Firma:

Typ:

Fujitsu

10

Intel® Core(TM) i3-7100 CPU
3,91 GHz

8GB

64 Bit

Lenovo

XP Professional 2002

Service Pack 3

Intel (R) Core (TM) 2 CPU 6320
1,86 GHz

0,97GB

Excel
siehe Excel

Raymond Hermens

Mit freundlicher Genehmigung des Herausgebers

GFL
2108
10362916J

Scotsman®

MF26AS 230/50/1

XXX1



Eppendorfgefifl
- Firma:

- Typ:

- Cetrifugation up to:

- Order-Nr.:

Erlenmeyerkolben

Gelelektrophorese:

- Firma:

- Artikel-Nr.:

- Material:

- Volumen:

Langendorff- Messung:

- Firma:

- Artikel-Nr.:

- Material:

- Volumen:

Excel

- Firma;:

Version:

- Jahr:

Excel-Tabelle 1

- Firma:

- Jahr:

Version:

- Update:

Grundprogramm:

Ausfiihrung:

Datei- Typ:

Programm:

Eppendorf
Safe-Lock Tubes
25000G

0030 120.094

Fischerbrand
15429103
Borosilikatglas
250ml

Fischerbrand
10582763
Borosilicate Glass 3.3

1000 ml

Microsoft Corporation
Microsoft Office
Professional Plus
18.2110.13110.0

Microsoft Excel - Arbeitsblatt
2016

Microsoft®

Office Excel®

2007

12.0.6787.5000

SP3 MSO 12.0.6785.5000
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Excel-Tabelle 2

Firma:
Programm:
Jahr:
Version:

Update:

Excel-Tabelle 3

Firma:
Programm:
Jahr:

Version:

Gefrierrohrchen

Gelelektrophorese - Apparatur

Firma:
Name:
Bestell - Nr.:
Material:

Volumen:

Firma:
Modell:

Serien-Nr.:

Glasbehilter

Firma:

Name:

Katalog-Nr.:

NenngroBe:

Material:

Microsoft®
Office Excel
2003
11.8404.8405
SP3

Microsoft
Excel
2000
9.0.2812

Sarstedt

CryoPure Rohre
72.379.992

High Density Polyethylen
2ml

Hoefer Scientific Instruments
SE250
95-2896

DWK Life Sciences
Exsikkator
467-1135

200 DN

DURAN®
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Glasflasche
- Firma:
- Name:
- Bestell-Nr.:
- Pharmazentralnummer:
- Volumen:

- Farbe:

Glasplatten
- Firma:
- Modell:
- Artikel-Nr.:

Glaspotter
- Firma:

- Volumen:

Hamilton - Spritze
- Firma:
- Name:
- Katalog-Nr.:

- Volumen:

Heizblock 1
- Firma:
- Name:
- Modell:

- Serien-Nr.:

Heizblock 2
- Firma:
- Name:
- Bestell-Nr.:

- Serien-Nr.:

WEPA

aponorm® Medizin - Flasche
32321

00537585

100 ml

braun

Hoefer Scientific Instruments
SE202GN-5
10473162

Sartorius S

15ml

Hamilton
Microliter
705
0,05ml

Techne
Dri-Block® DB2D
FDB02DD
122643-21

neoLab®
neoBlock 1
2-2503
00206

XXX1V



Homogenisator

Firma:

Name:

Bestell - Nr.:

Serien-Nr.:

Keramikgefaf}

Firma:

Name:

Katalog-Nr.:

Volumen:

Klemme

Firma:

Produkt:

Artikel - Nr.:

Lange:

Klemmbereich:

Kiivette

Langendorff- Messkammer

Firma:
Typ:
Malfe:
Typ-Nr.:

Hersteller:

Typ:

Zusatz:

Bertin Technologies
Precellys 24
03119-200-RDO0O10
010-0026

Roth

Rotilabo-PTFE - Becher mit Ausguss
T647.1

25ml

SKS Kontakttechnik GmbH
AGF 20

930120000

49 mm

10mm

Hellma Analytics
Prizisions - Kiivette aus Quarzglas
10mmx 10mm

101-QS

Physiologisches Institut, Gielen
Eigenentwicklung

Mit freundlicher Genehmigung des Herstellers

XXXV



Langherz
- Hersteller:
- Typ:
- Bezeichnung:

- Zusatz:

Messschieber
- Firma:

- Typ:
- Skala:

Mikro-Schraubrohre
- Firma:
- Referenz-Nr.:

- Volumen:

Mikrowelle
- Firma:
-  Name:

- Typ:

Papierhandtuch
- Firma:
- Name:
- Artikel-Nr.:
- Male:
- Lagen:

PCR - Reaktionsgefal3
- Firma:
- Name:
- Referenz-Nr.:

- Volumen:

Physiologisches Institut, Gieflen
Eigenentwicklung

Phylab
Mit freundlicher Genehmigung des Herstellers

Mauser
INOX
0-20cm

Sarstedt AG & Co
72.609.001
2ml

Moulimex®
Micro - Chef MO35
003

Brod

brozell

90663
2lcmx2lcm

2

Sarstedt AG & Co

PCR - 8er - Kette Multiply® - uStrip
72.985.002

0,2ml

XXX V1



PCR - Reaktionsgefal3 - Deckel

- Firma: Sarstedt AG & Co

- Name: PCR - Deckelkette

- Referenz-Nr.: 65.989.002
Pinzette 1

- Firma: Eickemeyer

- Eigenschaft: Stainless
Pinzette 2

- Firma: F.S.T.

- Eigenschaft: Germany Stainless

- Modell-Nr.: 91100-16
Pipette A

- Firma: Eppendorf Research plus

- Volumen: Sml, Iml, 100 pul, 10 pul

- Eigenschatt: ADJ PhysioCare Concept
Pipette B

- Firma: Eppendorf Reference

- Volumen: I ml, 100 pul, 10 pul

- Eigenschatt: PhysioCare Concept, Autoclavable
Pipette C

- Firma: VWR

- Volumen: I'ml, 100 pl, 10l

- Eigenschatt: Ergonomic High - Perfomance
Pipette D

- Firma: BRAND

- Name: Transferpette S

- Volumen: Iml, 100 ul, 10ul, 1 ul

XXX Vil



Pipette E

Firma:
Volumen:

Eigenschaft:

Pipette F

Firma:

Volumen:

Pipette G

Firma:
Name:

Volumen:

Plastikbox

Firma:

Artikel - Nr.:

Plattenphotometer A

Firma:

Typ:

Version:
Seriennummer:

Firmware:

Plattenphotometer B

Firma:

Typ:

Name:

Produkt-Nr.:

Eppendorf Reference
Iml, 100 pul, 10 ul
PhysioCare Concept

Eppendorf Reference
I ml, 100 pul, 10 pl

Brand
Transferpette® - 12
30-300ul

neoLab®
1-6031

TECAN.

Infinite M200

1.7.1.12

710000334

V 2.02 11/06 InfiniTe(Dec 13, 2006/16.18.16)
MAIL, V_2.02 11/06 InfiniTe

(Dec 13,2006/16.18.16)

Agilent Technologies/Varian

Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer
4 - fach - Kiivettenwechsler

Peltier - Multicell Holder

00-100755-00

XXX Vil



Plattenphotometer C

Firma:
Typ:
Name:

Produkt-Nr.:

Programm X

Firma:
Typ:
Version:
Scan type:
Emission:

Excitation:

Excitation Slit Width:

Emission Slit Width:
Excitation Filter:
Emission Filter:
Emission PMT (V):
Block Temperature:

Programm X2

Firma:
Typ:
Version:

Copyrights:

Agilent Technologies

Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer
Mikro - Plate Reader ACCY

00-100754-00

Cary Eclipse
Kinetics Application
1.2(146)
fluorescence time scan
535,07 nm

505nm

2,5nm

2,5nm

open

open

800

25°C

Varian

Cary Eclipse Kinetics Application
1.1(133)

©1999-2002 Varian Australia Pty Ltd.
© 1995 Sax Software Corp.

© 1999 Galactic Industries Corp.
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Allgemeine Einstellungen:

- Scan type: fluorescence time scan
- Emission: 581,02nm

- Excitation: 565,07 nm

- Excitation Slit Width: S5nm

- Emission Slit Width: S5nm

- Excitation Filter: auto

- Emission Filter: open

Membranpotential / Autofluoreszenz - Einstellungen:

- Emission PMT (V): 600
- Block Temperature: 25°C

ROS - Einstellungen:
- Emission PMT (V): 400

- WP Plate formate name: 96 wells

Programm X3

- Firma: Vilber Lourmat

- Name: Chemi - Capt 5000

- Version: 15.01a
Programm X4

- Firma: Bio Rad

- Name: CFX Maestro 2.0

- Version: 5.0.021.0616

Programm X5

- Firma: National Instruments Corporation
- Name: ND-1000

- Version: 3.5.1

- Einstellungen: Nucleinsduren

x1



Puffer - Tubes

Name:
Katalog-Nr.:
Volumen:

Eigenschaft:

Reaktionsgefaf} 1

Firma:

Referenz-Nr.:

Volumen:

Reaktionsgefal3 2

Rundbodenrohrchen

Firma:

Referenz-Nr.:

Eigenschaft:

Volumen:

Firma:

Typ:
Katalog-Nr.:
Volumen:
Male:
Material:
Boden:
Eigenschatft:

Schere 1

Firma;:
Eigenschaft:
Modell - Nr.:

Vellstar Tubes
227 261
50ml

graduated, conical bottom, blue screw cap, sterile

Sarstedt
72.690.001
1,5ml

Sarstedt
72.706.400
SafeSeal
1,5ml

Becton Dickinson

FALCON®
352051
14ml

17mmx 100 mm

Polystyrol

Round - Bottom - Tube

Nonpyrogenic

F.S.T.

Germany Stainless

14101-14

xli



Schere 2

Firma:
Eigenschatft:
Modell - Nr.:

Schere 3

Firma:
Referenz-Nr.:

Eigenschaft:

Schlauchpumpe

Firma:

Typ:
Bestell - Nr.:

Schiittler 1

Firma:

Name:

Typ:

Identifikation - Nr.:

Schiittler 2

Firma:
Name:

Typ:
Identifikation - Nr.:

Schiittler 3

Firma:
Name:

Identifikation - Nr.:

F.S.T.

Germany Stainless

14059-09 und 14088 - 10

Aesculap
BC772R

Stainless

Ismatec®

REGLO DIG MS-4/89 V1.13 C

ISM&34-0120

IKA®

Vortex Genius 3
VG3
0003340000

IKA®

MS1 Minishaker
MS1

03.072486

IKA®
MS3 basic
03.354232
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Skalpell

Firma:
Referenz-Nr.:

Grofle:

Spektralphotometer

Firma:

Typ:

Serien-Nr.:

Produkt-Name:

Firma:
Version:
Jahr:
Systemtyp:

Sterilfilter

Strathkelvin - Messapparatur

Strathkelvin - Messprogramm

Firma:

Name:

Typ:
Referenz-Nr.:

Eigenschatft:

Firma:

Typ:
Oxygen Meter:

Firma:
Typ:
Version:

Temperatur:

Feather
02.001.30.021
21

NanoDrop®
ND-1000
B952

IBM SPSS Statistics
IBM Corporation
26.0

2021

32Bit

Sartorius

Minisart Syringe Filter
GF+CA 0.2,17823-K
17823-K

Hydrophil

Strathkelvin Instruments
Mitocell MT200
Model 782

Strathkelvin Instruments
Strathkelvin 782 System
4.1 HID

25°C

xliii



Stromerzeuger

Firma:
Modell:
Bestell - Nr.:

Leistung:

Stoppuhr 1

Firma:

Typ:

Stoppuhr 2

Firma:

Modell - Nr.:

Taschenkamm

Firma:

Modell:

Artikel - Nr.:
Dicke:

Anzahl Taschen:

Tecan Dummy

Grundprogramm:
Spezifikationen:
Herausgeber:

Zusatz:

Tecan i- Control

Firma:

Version:

Biometra

Standard Power Pack P25
040-800

300W

Kienzle

1822

Roth
TR118

Hoefer Scientific Instruments
SE211A-10-1.5

10209834

1,5mm

10

Excel
sieche Excel - Tabelle 2
Physiologisches Institut, Gielen

Mit freundlicher Genehmigung des Herausgebers

TECAN.
1.7.1.12 (Common)
2.0.0.0(Version)
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Einstellungen:
- Label:
- Mode:
- Wavelength:
- Bandwidth:

- Number of Flashes:

- Settle Time:

- Temperature:

- Plate:

Teflonpistill
- Firma:
- Name:

- Typ:

- Material-Nr.:

Lowry

Absorbance

650nm

9nm

25

Oms

26.6°C

Nunclon 96 Flat Bottom Transparent Polystyrol

Sartorius

Teflon - Kolben fiir Potter S
Fiir 15ml
BBI-8542805/82380-000-6

Temperatur - und Druck - Messapparatur

- Firma:
- Typ:
- Flowmeter:

- Eigenschaft:

Thermocycler 1
- Firma:
- Typ:
- Modell:

- Serien-Nr.:

Thermocycler 2
- Firma:
- Name:
- Modell:

- Serien-Nr.:

Transonic Systems Inc.
T402 A60552
TS410

Team21 compatible

Bio Rad

Real Time System

CFX Connect™

BR001842 (Thermal Cycler)
788BR0O1858 (Opticts Module)

Techne

Cyclogene Thermal Cycler
FPHC3HD

56273-17

xlv



UV -Lampe
- Firma:

- Serien-Nr.:

UV -Strahler
- Firma:
- Modell:
- Katalog-Nr.:

Vortexer
- Firma:
- Name:
- Modell:

- Serien-Nr.:

Waage 1
- Firma:
- Max:
- d

Waage 2

- Firma:

- Modell-Name:

- Modell-Nr.:
- Max:
- d:

Waage 3
- Firma:
- Modell:
- Max:

peqlab Biotechnologie GmbH

08201299

Stratagene
Stratalinker® 2400
400076 -05

Scientific Industries, Inc.

Vortex - Genie® 1
SI-0156
15-1914

Soehnle

2000¢g

2g(bis 640¢)
5g(640-2000g)

Kern & Sohn GmbH
ABS120-4
WB1100372

120¢g

0,1 mg

Kern & Sohn GmbH
KERN ABS

120¢g

0,1 mg

xlvi



Wirmepumpe A

Firma:
Typ:
Nummer:
Klasse:

DIN:

Wirmepumpe B

Firma:

Typ:

Temperatur:

Well - Platte A

Firma:
Referenz-Nr.:
Wells - Anzahl:
Material:

Form:

Well - Platte B

Firma:
Name:

Katalog-Nr.:

Zentrifuge A

Firma:

Typ:
Max:

Arbeitsdruck:
Kaltemittel:
Fiillmenge:
Kinetische Energie:

Max. Dichte des Fiillgases:

LAUDA
CS6-D
P28005
2

12879

Colora Messtechnik GmbH
WK 3DS
25°C

Greiner Bio-One
650101

96

Polystyrol

u-formig

Nunc™
Nunclon™ Delta Surface

136102

Eppendorf

Centrifuge 5702R A-4-38
4400 rpm

4-mal 400g

PS=18bar

R134a, CF3CH2F

0,132kg

2280 Nm

1,2kg/dm?

xlvii



Zentrifuge B

Firma:

Typ:
Max:

Ch.:

US - Patent Nr.:
Kinetische Energie:
Kaltemittel:
Fiillmenge:

Arbeitsdruck:

Zentrifuge C

Firma:
Modell:
Referenz-Nr.:

Max:

Kiltemittel:
Fiillmenge:

Kinetische Energie:

Max. Dichte des Fiillgases:

Zentrifuge D

Firma:
Name:
Katalog-Nr.:

Serien-Nr.:

Zirkonia - Kiigelchen

Firma:
Artikel - Nr.:

Durchmesser:

Thermo Scientific
Heraeus Fresco 17 Centrifuge
24-mal4g

14800 G

13300 rpm
500026PP
6,286,838/75003424
1,9kNm

R134a

0,26kg

21bar

Sigma
1-16K
10046
20627G
15000 rpm
R134a
0,136kg
5,176 kNm
1,2kg/dm?

Beckman Coulter™
Microfuge® 18
367161
MFDO03B040

Roth
NO038.1

1 mm

x1viii



Zwirn

Firma:
Material:
Et.-Nr.:
Artikel - Nr.:
Menge:

2 ml- Spritze

Firma:
Artikel - Nr.:
Nadel:

20 ml - Spritze

Firma:
Name:
Referenz-Nr.:

Eigenschatft:

Gruschwitz GmbH
Leinen

40

0710-308681

50g

Braun
4606701V
100 mm, stumpf

Braun
Injekt Luer Solo 20ml
46 06205

Nonpyrogenic, nontoxic
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